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RESUMO

Introducéo: As ulceras representam uma importante intercorréncia a saude humana julgada
pelo aspecto social e economico devido ao longo tempo e dificuldade na cicatrizagdo.
Objetivo: Avaliar o efeito do laser de baixa poténcia de 660nm associado a terapéutica com
alta frequéncia sobre o processo de cicatrizagdo e reparo tecidual em ulceras cutaneas.
Materiais e métodos: O desenvolvimento da pesquisa ocorreu nos laboratérios da
Universidade Federal do Oeste do Pard, Universidade do Estado do Par4 e Instituto Esperanca
de Ensino Superior em Santarém. O periodo de realizacdo da pesquisa ocorreu entre abriu e
novembro de 2018. Foram utilizados 20 ratos da linhagem Wistar separados em 4 grupos
quanto ao tipo de tratamento, compostos por 5 animais cada. Grupo GC (Grupo Controle -
recebeu a lesdo, entretanto, sem nenhum tratamento). Grupo GL (Grupo Laserterapia —
recebeu a lesdo e foi tratado com Laserterapia). Grupo GAL (Grupo Alta frequéncia — recebeu
alesdo e foi tratado com Alta frequéncia). Grupo GL+Al (Grupo Laserterapia e alta frequéncia
—recebeu a lesdo e foi tratado com laserterapia e alta frequéncia associada). Apds a ocorréncia
da leso, os animais iniciaram sessdes de terapia didrias pré-determinadas para cada grupo,
estabelecidas de forma aleatoria, por dez dias consecutivos. A eutandsia dos animais ocorreu
no 11° dia apds a lesdo inicial. Resultados: Ao final do tratamento foi possivel observar de
forma significativa (p<0,01) menor area de lesdo no GL em compara¢do com o grupo GAL.
Também foi possivel observar redugéo significativa (p<0.05) no GALxGL em comparacio
com o GAL. Nio houve diferenga significativa entre os tipos de colagenos em cada grupo
analisado (p>0,05). Conclusao: O laser de baixa poténcia é capaz de modular de forma
eficiente o processo de reparo em feridas cutdneas com base em aspectos macroscopicos e
microscéopicos. O gerador de alta frequéncia ndo € capaz de modular de forma eficiente o
processo de reparo em feridas cutaneas com base em aspectos macroscopicos, no entanto
melhora o processo de reparo em feridas cutdneas com base em aspectos microscopicos, O
laser de baixa poténcia associado ao gerador de alta frequéncia apresentar bons resultados no
processo de reparo tecidual.

Palavras-chave: Laserterapia. Alta frequéncia. Ulceras.



ABSTRACT

Introduction: Ulcers represent an important intercurrence of human health judged by the social
and economic aspect due to the long time and difficulty in cicatrization. Objective: To evaluate
the effect of the 660nm low power laser associated with high frequency therapy on the healing
process and tissue repair in cutaneous ulcers. Materials and methods: The research was carried
out in the laboratories of the Federal University of the West of Pard, State University of Para
and Esperanca Institute of Higher Education in Santarém. The research period was between
November and November 2018. Twenty Wistar rats were divided into 4 groups, each consisting
of 5 animals each. Group GC (Control Group - received the lesion, however, without any
treatment). Group GL (Laser therapy group - received the lesion and was treated with Laser
therapy). Group GAL (High frequency group - received the lesion and was treated with High
frequency). Group GL + Al (Group Lasertherapy and high frequency - received the lesion and
was treated with laser therapy and associated high frequency). After the occurrence of the
lesion, the animals started pre-determined daily therapy sessions for each group, established
randomly, for ten consecutive days. Euthanasia of the animals occurred on the 11th day after
the initial lesion. Results: At the end of treatment it was possible to observe significantly (p
<0.01) lower lesion area in GL compared to the LAG group. It was also possible to observe a
significant reduction (p <0.05) in GALXGL compared to LAG. There was no significant
difference between the types of collagens in each group analyzed (p> 0.05). Conclusion: The
low power laser is able to efficiently modulate the process of repairing skin wounds based on
macroscopic and microscopic aspects. The high frequency generator is not able to efficiently
modulate the skin wounds repair process based on macroscopic aspects, however it improves
the repair process on skin wounds based on microscopic aspects. The low power laser
associated with the generator of high frequency present good results in the process of tissue
repair.

Keywords: Laser therapy. High frequency. Ulcers.
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13

1 INTRODUCAO

As ulceras cutaneas caracterizam-se por interrupgdo da continuidade da pele o que pode
afetar desde tecidos superficiais, como a epiderme e derme, até aqueles mais profundos, dentre
0s quais estdo os musculos e os ossos (ABBADE; LASTORIA, 2006). Representam uma
importante intercorréncia a saide humana julgada pelo aspecto social, fisico, psiquico e
econdmico decorrente do longo periodo de cura e dificuldade no processo de cicatrizagdo
(SHAHBAZIAN; YAZDANPANAH; LATIFI, 2013; NOGUEIRA; CALIRI; SANTOS,
2002). Sdo varios os fatores que fazem das tlceras importantes intercorréncias que apresentam
grande dificuldade no processo de cicatrizagdo tecidual, como principais destaca-se a presenga
de infecgdes, disfungdes endoteliais e enfermidades metabolicas como o diabetes mellitus
(KOLLURU; BIR; KEVIL, 2012).

Nos pacientes diabéticos as feridas cutdneas aparecem como uma condi¢cdo que afeta
aproximadamente 220 milhdes de pessoas por todo o mundo, e espera-se que esse valor atinja
336 milhdes de pessoas no ano de 2030 (MATHERS; LONCAR, 2002). As tulceras diabéticas
trazem complica¢des que afetam negativamente o paciente e frequentemente evoluem para a
amputacdo de membros, além disso, aumentam a frequéncia de outras complica¢cdes como
osteomielite e infec¢cdes (AMIN; DOUPIS, 2016). A presenga de ulceracdes afeta cerca de 15%
dos pacientes com diabetes e sdo responsaveis por até 20% das hospitalizagoes (DUARTE:;
GONCALVES, 2008).

J& as ulceras por pressdo caracterizam-se como lesdes nos tecidos da pele, podendo
atingir tecidos ainda mais profundos, e sua etiologia esta relacionada com forcas externas de
pressdo e atrito em locais de proeminéncia 6ssea em contato com superficies rigidas (macas e
camas onde se encontram o0s pacientes), sua incidéncia ¢ bastante elevada em paises
desenvolvidos perfazendo 14,3% e 18,7% dos pacientes internados (SAYAR et al., 2014) sendo
que no Brasil a incidéncia encontra-se em entorno de 23,1% a 59,5% (ROGENSKI;
KURCGANT, 2012).

A prevengdo e tratamento eficaz das ulceras de pressdo e em pacientes diabéticos
caracterizam-se como a¢des de primordial importancia, uma vez que se tratam de intercorréncia
que ocasionam dor, desconforto e diminui¢do da qualidade de vida do paciente e sua familia.

Além disso, a terapéutica das ulceras origina gastos ao paciente e as servigos de saude publica
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além de proporcionar acréscimo na carga de trabalho da equipe de saude (COX, 2011;
MIYAZAKI; CALIRI; SANTOS, 2014; SHAHIN; DASSEN; HALFENS, 2008).

Devido a esse tipo de disfun¢fo, novas terapéuticas para as lesdes de dificil cicatrizacdo
tém-se tornado necessdrias e amplificam as novas pesquisas. Nesse contexto, tem-se destacado
a laserterapia de baixa intensidade. A aplica¢do do laser sobre feridas cutaneas estimula o
sistema imunologico e acelera o processo de reparo e cicatrizagdo tecidual e associado a isso
reduz os efeitos secundarios da presenga da ferida (DEMIR; BALAY; KIRNAP, 2004). Entre
as células estimuladas pelo laser estdo o macréfago, que resulta no aumento de fagocitose local,
os linfocitos, agentes do sistema imunoldgico adaptativos responsaveis pela resposta mais
precisa contra os agentes infecciosos, ¢ os fibroblastos, responsaveis pela deposi¢do de fibras
de colageno e reorganizacdo da matriz extracelular (BASHARDOUST et al., 2010).

Também destacamos como componente capaz de estimular o processo de cicatrizagdo
tecidual a terapia com alta frequéncia (SA et al., 2009). Trata-se de um aparelho da eletroterapia
que se utiliza de eletrodos de vidro contendo em seu interior, moléculas de um gas nobre
especifico ou apenas vacuo, opera em corrente alternada de alta voltagem e baixa amperagem
(HIGA et al., 2007). O campo eletromagnético gerado pelos eletrodos promovem uma reagao
do oxigénio molecular atmosférico o que resulta na formagéo de 0zonio (KORELO et al., 2013).
Os principais efeitos fisiologicos causados pelo gerador de alta frequéncia advém de sua
capacidade de aumentar a temperatura tecidual promovendo assim incremento no metabolismo
local e de sua capacidade de estimular a producdo de ozdnio caracterizado como um agente
altamente antisséptico, antifungico e antiviral (BOCCI; ZANARDI; TRAVAGLI, 2011;
TRAVAGLI et al., 2010). Por esses efeitos o gerador de alta frequéncia ¢ uma modalidade
terapéutica que vem sendo estudada para possivel utilizagdo no manejo de ulceras de dificil
cicatrizagdo (KORELO et al., 2013).

O presente estudo, buscou trazer beneficios de carater cientifico, econdomico e social.
Cientifico ja que procurou evidencias, com base em estudo experimental, sobre o uso de
técnicas inovadoras em feridas de dificil cicatrizagdo. Econdmico, pois as técnicas utilizadas,
laserterapia de baixa poténcia e gerador de alta frequéncia, sdo recursos de baixo custo, ndo
invasivo, de facil aquisicdo e manuseio, além de que ao acelerar o processo de cicatrizagdo
reduzira os gastos no sistema de saide e do proprio paciente. Social j4 que beneficiard o

paciente, sua familia e a sociedade de modo geral.
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Com base no exposto o estudo analisou a hipotese de que efeito bioestimulador do laser
de baixa poténcia associada a terapia com alta frequéncia promove modulag¢@o mais eficiente
no processo de cicatrizagdo tecidual. Com isso o presente estudo teve como objetivo avaliar o
efeito do laser de baixa poténcia de 660nm associado a terapéutica com alta frequéncia sobre o

processo de cicatrizagdo e reparo tecidual em ulceras cutaneas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral:

Avaliar o efeito do laser de baixa poténcia de 660nm associado a terapéutica com alta

frequéncia sobre o processo de cicatrizagdo e reparo tecidual em tlceras cutaneas.

2.2 Objetivos especificos:

- Avaliar os efeitos do laser de baixa poténcia na produgao de colageno no reparo tecidual
em ulceras de ratos saudaveis.

- Aferir os efeitos da terapia com alta frequéncia na estimulacio da producio de coldgeno
presentes no reparo tecidual em feridas de ratos saudaveis;

- Observar a evolugdo macroscopica das lesdes, dos ratos saudaveis tratados com laser de
baixa poténcia e terapia de alta frequéncia.

- Comparar os efeitos do laser de baixa poténcia no processo de cicatrizagdo tecidual com

os observados na terapia com alta frequéncia.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA:

3.1 ULCERAS CUTANEAS

As ulceras cutaneas caracterizam-se por interrup¢do da continuidade dos tecidos que
compdem a pele podendo afetar desde tecidos superficiais, como a epiderme e derme, até
aqueles mais profundos, atingindo os musculos e o0ssos. Representam uma importante
intercorréncia a saude humana julgada pelo aspecto social e econdmico devido ao longo tempo
e dificuldade no processo de cicatrizagdo (ABBADE; LASTORIA, 2006). Também traz
consigo consequéncias psiquicas, sociais e financeiras para o paciente e sua familia
comprometendo sua qualidade de vida e dificultando sua recuperacdo (NOGUEIRA; CALIRI;
SANTOS, 2002).

A gravidade de uma tlcera depende de sua extensdo superficial e profundidade, além
disso, suas caracteristicas fisicas podem facilitar a ocorréncia de complicagdes relacionadas a
infec¢des como septicemia e osteomielite (NOGUEIRA; CALIRI; SANTOS, 2002). O grau de
uma ulcera varia de acordo com a profundidade dos tecidos atingidos sendo assim classificada:
ulcera de grau 1, ocorre apenas em epiderme e apresenta como caracteristica, eritema local;
grau 2, envolve lesdo em epiderme e derme sem destruir por completo a pele; grau 3, envolve
a destrui¢do completa das camadas da pele sem atingir tecidos mais profundos; grau 4,
destrui¢do completa da pele e tecidos mais profundos (ossos, musculos) (KIRKLAND-KHYN
et al., 2019). A etiologia das tulceras ¢ bastante variada ¢ inclui traumas, compressao tecidual
prolongada, alteragdes vasculares, doencas metabolicas e outras (NOGUEIRA; CALIRI;
SANTOS, 2002).

Alguns fatores influenciam negativamente na cicatrizagdo de uma ulcera, entre eles,
podemos citar: pressdo continua sobre o local, o que promove redugdo da circulagéo tecidual
com consequente diminui¢do da nutri¢do e oxigenagdo das células, ambiente externo seco, que
causa desidratacdo do tecido, traumatismos repetitivos no local o que promove a perda de tecido
de granulagdo, diabetes mellitus, entre outros (HESS; SANTOS; SOUZA, 2002). Outro fator
de importancia clinica que afeta negativamente no processo de reparo tecidual € a presenga de
um foco infeccioso. Os microrganismos liberam substancias tdxicas que promovem lesdo

tecidual continua, morte celular e desnaturagdo de proteinas de coldgeno que estimulam células
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imunitdrias a secretarem substancias que prolongam ainda mais o processo inflamatorio
(CARVALHO; GOMES, 2005).

A cicatrizagdo de uma ulcera engloba varias etapas e sofre influéncias positivas ou
negativas de varios fatores. Em um primeiro momento temos a reag@o inflamatdria com efeitos
vasculares, quimiotaxia e presenga de células imunitérias cujo foco € manter a homeostase local
e iniciar o processo de reparacdo, apos a reagdo inflamatdria inicial ocorre o deposito de
proteinas teciduais por células especializadas, em especial o fibroblastos, e reepitelizagdo do
tecido, e por fim a etapa final envolve a remodelag@o do tecido cicatricial recém formado com

organizagdo de proteinas e células (IRON, 2005).

3.2 REPARO TECIDUAL

Em virtude de ser abundante em células labeis, o tecido epitelial encontra-se em elevada
atividade mitdtica com constante renovacdo celular, isso permite a elimina¢do de células
superficiais antigas por novas derivadas de camadas mais profundas, tal mecanismo
regenerativo permite a integridade fisioldgica da pele e é importante no reparo tecidual em
lesdes de camadas superficiais (GONZALES; FUCHS 2017). No caso de lesdo de camadas
profundas, a regeneracdo tecidual dé lugar ao processo de cicatrizagdo que por sua vez envolve
mecanismos imunoldgicos mais complexos com formagdo de novo tecido ndo funcional, no
entanto é importante para a manutengdo da homeostasia e consequentemente da sobrevivéncia
do organismo (TACON et al., 2011). Trata-se de um processo extremamente complexo que
envolve sinais quimicos, alteracdes vasomotoras, depdsito de proteinas e remodelagem da
matriz extracelular (MENDONCA; COUTINHO-NETTO, 2009).

A cicatrizacdo tecidual envolve trés estagios principais: inflamagdo, proliferacdo e
remodelag@o. Essas etapas ndo ocorrem em momentos definidos no tempo, e sim em momentos
simultaneos com sobreposi¢cdo dos eventos celulares na maioria dos casos (DUTTON, 2010).

A etapa inflamatdria ocorre logo apos a les@o e representa a resposta imediata do
organismo ao estimulo nocivo (EMING; WYNN; MARTIN, 2017). No momento inicial da
ocorréncia da lesdo ocorre vasoconstri¢do reflexa, ocasionada pelo tromboxano A, o que resulta
em hipoxia tecidual, tal evento é um importante mecanismo de protecdo que visa evitar a
propagacdo de microrganismos na circulagéo sanguinea (CHEN, 2018), logo em seguida o vaso

sanguineo dilata aumentando o aporte de sangue e trazendo consigo células do sistema
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imunitario (ROSA; FANTOZZI, 2013). Além das células imunitarias sdo liberadas no local,
substancias quimiotdxicas capazes de atrair células do sistema imunoldgico paro o local da
les@o o que estimula ainda mais a resposta inflamatéria (ALVES, 2012). O extravasamento de
liquidos e células imunitarias no local da les@o caracteriza o exsudato inflamatorio e tem como
funcdo remover as células mortas e microrganismos preparando o local para a reconstitui¢do
celular (GALLIOT et al., 2017). Devido a vasodilatagdo intensa ¢ fatores associados, a
inflamacéo, primeira etapa da cicatriza¢do, é bem caracterizado pela preseng¢a dos sinais
cardinais de edema, vermelhiddo, calor, dor e perda funcional (BROUGHTON; JANIS;
ATTINGER, 2006; DUTTON, 2010).

A segunda etapa do processo de cicatrizacdo, estagio migratdrio e proliferativo,
acontece simultaneamente ao processo inflamatdrio e é caracterizado por formagdo de novos
vasos sanguineos (angiogénese) e tecido de granulagdo (DIPIETRO, 2016). Células
especializadas na sintese de coldgeno, fibroblastos, aumentam em niimero e apresentam-se
metabolicamente ativos depositando matriz extracelular. Nessa etapa o tecido lesionado
apresenta uma certa resisténcia a forgas, tragao e atrito dificultando a ocorréncia de novas lesdes
no local (ROCHA; CAVALLIERI, 2007; BROUGHTON; JANIS; ATTINGER, 2006).

Conforme os macrdfagos e outras células removem o tecido necrético a nova matriz de
colageno e outras proteinas ocupam o local da lesdo promovendo seu fechamento
(KOTWAL; CHIEN, 2017). A moderada resisténcia oferecida pelo coldgeno depositado
favorece a integridade dos novos vasos formados oferecendo aspecto granular ao tecido. No
final desse processo a lesdo esta completamente fechada e o tecido ¢ predominantemente
acelular abundante e repleto de proteinas da matriz (DUTTON, 2010).

A etapa final do processo de cicatrizagdo, remodelagdo, caracteriza-se por substitui¢do
do tecido formado na fase de migracdo por um tecido cicatricial altamente resistente a nova
lesdo (TAKEO; LEE; ITO, 2015). A remodelacdo da matriz é executada por fibroblastos que
depositam coldgeno de forma mais ordenada as linhas de for¢a promovendo maior resisténcia
ao tecido. Nessa fase a cicatriz sobre contragdo e células epiteliais migram para as bordas da
cicatriz multiplicando-se até que as margens opostas se encontrem (BROUGHTON; JANIS;
ATTINGER, 2006; DUTTON, 2010).

3.3 LASER DE BAIXA POTENCIA
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O termo laser, abreviatura para Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation
(amplificag¢do da luz através da emissdo estimulada de radiagéo), trata-se de um dispositivo
capaz de gerar um feixe energético de radiagdo eletromagnética com trés principais
caracteristicas que a distinguem das demais formas de emissdo de energia, s@o elas: a
monocromaticidade, propriedade advinda do fato dos fétons estarem em apenas uma frequéncia
de onda; colimagdo, caracteristica referente a propriedade em que todas as ondas
eletromagnéticas sdo paralelas entre si, concentrando fortemente a energia; e coeréncia,
propriedade caracterizada pelo fato de todos os feixes de ondas apresentarem as mesmas fases
coincidindo crista com crista e vale com vale (KITCHEN, 2003).

O dispositivo que produz o raio laser é constituido por uma substancia que ao ser
estimulada por uma fonte de energia apresenta a propriedade de emitir um feixe de ondas
eletromagnética. Podem se distinguir quanto a intensidade da energia liberada a presenga de
pelo menos trés diferentes tipos de laser: o laser de alta poténcia, com efeitos térmicos e
altamente abrasivo sendo por esse motivo utilizado em procedimentos cirurgicos; laser de
média poténcia, utilizado na remogdo de cicatrizes, tatuagens e em processos de depilagdo; e o
laser de baixa poténcia cujos efeitos terapéuticos e anti-inflamatdrios sdo aproveitados para o
tratamento conservador de uma ampla variedade de enfermidades (BARROS et al., 2008).

Os efeitos do laser de baixa intensidade advém da conversdo de energia luminosa,
originada do dispositivo, em energia quimica que deposita-se nos tecidos bioldgicos e nos quais
produz como consequéncia, efeitos primarios, secundarios e terapéuticos (GENOVESE 2000).
Quando o feixe de laser interage com o tecido € capaz de promover uma serie de reagdes, dentre
elas estdo o aumento do aporte de ATP produzido pela mitocondria celular (LIMA et al., 2004),
estimulagdo para a génese de células do sistema imune, mastdcitos e linfécitos, e de outras
células corporais com melhora nos mecanismos de regeneragdo tecidual (ROCHA et al., 2007).

A aplicag@o do laser sobre feridas cutaneas estimula o sistema imunoldgico e acelera o
processo de reparo e cicatrizagdo tecidual e associado a isso reduz os efeitos secundérios da
presenca da ferida (DEMIR; BALAY; KIRNAP, 2004). Entre as células estimuladas pelo laser
estdo o macréfago, com aumento de fagocitose, importante mecanismo na remogao dos tecidos
necrosados e microrganismos, os linfocitos, agentes do sistema imunoldgico adaptativo,
responsaveis pela resposta mais precisa contra os agentes infecciosos, e os fibroblastos,
responsaveis pela deposi¢do de fibras de coldgeno e reorganizagdo da matriz extracelular

(BASHARDOUST et al., 2010)
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A irradiacdo com laser de baixa poténcia possui efeitos biocelulares capazes de modular
todo processo inflamatorio. Em um primeiro momento age a nivel celular aumentando o
metabolismo por maior oferta energética, isso promove como consequéncia aumento na
maturacdo de fibroblastos e células imunitarias, aumento da reabsorcdo de metabolitos
teciduais, maior deposito de tecido de granulagdo e redugdo na liberacdo de mediadores
inflamatorios acelerando o reparo e cicatrizagdo tecidual (CHAVES et al., 2014). O laser
também possui um efeito bioelétrico com melhora no funcionamento de proteinas de
membranas responsaveis pela manutencéo do potencial de repouso, entre elas a bomba de sodio
e potassio (BOURGUIGNON-FILHO et al., 2005). Em consequéncia de sua modulacdo ao
nivel celular pode-se dizer que o laser apresenta efeitos anti-inflamatorios, cicatrizantes e

analgésicos.

3.4 ALTA FREQUENCIA

O tratamento com alta frequéncia pode ser definido como um recurso eletroterapéutico
cujas propriedades fisicas caracterizam-no como uma corrente elétrica alternada com alta
frequéncia (100.000 e 200.000 Hz) e baixa intensidade cuja amperagem encontra-se em torno
de 100 mA (MARTINS et al., 2012). O aparelho gerador de alta frequéncia trata-se de um
dispositivo ligado a corrente elétrica e conectado a um eletrodo especial de vidro. Tal eletrodo
varia amplamente em seu formato e possui um gas em seu interior (em geral, gas nobre)
(PEREIRA, 2007).

Quando conectado a rede elétrica o dispositivo gera uma corrente alternada que percorre
o interior do eletrodo, 0 mesmo promove a ionizacdo das particulas do gés presentes no interior
do eletrodo de vidro, tal fendmeno induz a formagdo de um campo eletromagnético em torno
do mesmo (MARTINS et al., 2012). Esse campo eletromagnético ¢ de especial importancia
para a fisioterapia e estética uma vez que promove a quebra do oxigénio molecular em particulas
de oxigénio 10nico, esse por sua vez reage com outras particulas de oxigénio formando ozonio
(BORGES; BORGES, 2006). A figura 1 representa esquematicamente a quebra do oxigénio
molecular induzida pelo campo eletromagnético e posterior formagdo de ozonio decorrente da
interagdo do oxigénio molecular com o oxigé€nio idnico livres na atmosfera.

O ozdnio possui propriedades bactericidas e fungicidas (OLIVEIRA, 2011; HIGA et al.,

2007). O ozodnio formado pelo aparelho gerador de alta frequéncia estimula no tecido biolégico
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a liberagdo de citocinas e ativagdo linfocitaria que promovem efeitos imunoldgicos sobre
microrganismos (VELANO et al., 2001). Também ¢é importante ressaltar a capacidade que o
0zonio tem de atacar a membrana celular bacteriana alterando assim sua permeabilidade o que
resulta em lise celular (BARROS; SANTOS; SANTOS, 2007).

Além disso, a alta frequéncia possui efeitos térmicos, uma vez que a agitagdo de
particulas aumentam a temperatura tecidual acarretando dessa forma vasodilatagdo e aumento
da irrigagdo sanguinea o que de forma secundaria contribui com efeitos na modulagdo da

inflamacdo, analgesia e reparo tecidual (MARTINS et al., 2012; OLIVEIRA, 2011).
Figura 1 — Equag@o demonstrando a formagdo de ozdnio pela interagdo do campo eletromagnético com o oxigénio

molecular atmosférico.

O, + Campo eletromagnético =0 + O
O+0:=03

Fonte: Autor.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 DESIGN DE ESTUDO

O presente estudo pode ser classificado como:

*Pesquisa experimental, uma vez que analisou o comportamento de uma amostra
submetida a um experimento clinico.

*Quantitativo, no qual foram realizadas analises estatisticas com os dados numéricos
obtidos do experimento realizado.

*Explicativo, ja que buscou identificar os fatos responsaveis pelos fenomenos analisados.

*Transversal, pois foi executado em intervalo limitado de tempo.

4.2 LOCAL E PERIODO

O estudo ocorreu nas dependéncias (laboratério e biotério) das seguintes Institui¢des de
ensino superior:

Universidade Federal do Oeste do Para (UFOPA). Endere¢o: R. Vera Paz - Salé,
Santarém - PA, 68035-110.

Universidade do Estado do Para (UEPA). Endereco: Av. Placido de Castro, 1399 -
Aparecida, Santarém - PA, 68040-090.

Instituto Esperanga de Ensino Superior (IESPS). Enderego: Rua Coaracy Nunes, 3315 -
Caranazal, Santarém - PA, 68040-100.

A estudo teve duragdo aproximada de 8 meses abrangendo o intervalo de abril de 2018 a

novembro de 2018.

4.3 PRINCIPIOS ETICOS DA PESQUISA

O estudo atual utilizou modelos animais em experimento, para tal o mesmo satisfez os
principios, diretrizes e normas estabelecidas pelos orgdos de jurisdi¢do competente. Foram
obedecidas as normas do Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal
(CONCEA) ¢ lei federal que estabelece as normas para vivissecgdo em animais de laboratorio
(Lei federal 6.638 de 08 de maio de 1979), também foi prioritario o seguimento da lei n. 9605/98

que estabelece as diretrizes sobre os crimes ambientais.
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Para a execucdo da presente pesquisa foi realizado previamente um projeto de pesquisa o
qual foi encaminhado para o Comité de Etica em Pesquisa com Animais da Universidade

Federal do Oeste do Para, o mesmo foi aprovado sob o parecer N° 0720180035. (Anexo 1).

4.4 AMOSTRA:

O estudo realizado envolveu a utilizacdo de modelos experimentais totalizando 20 ratos
Wistar com as seguintes caracteristicas: ratos sadios, machos, idade superior 90 dias ¢ massa
corporal entre 250 e 300 gramas. A escolha dos animais seguiu o critério de suas vantagens
biologicas: sdo animais de manejo simples, seu tamanho facilita o alojamento, sua alimentagéo
¢ simples e de baixo custo, possuem elevada imunidade a infec¢des bacterianas, fingicas e
virais, além disso, proporcionam um modelo com semelhangas histoldgicas e clinicas com seres
humanos (SANTOS et al., 2008). As vantagens citadas oferecem a possibilidade de trabalhar
simultaneamente com vérios grupos experimentais em locais limitados.

Os animais foram acomodados em gaiolas apropriadas feitas de polipropileno, suas
mediadas eram de 41cmx34cmx16cm. Todas as gaiolas foram acolchoadas com maravalha, a
qual foi trocada diariamente afim de manter o ambiente adequadamente higienizado. Cada
espaco alojou um total 5 animais durante todo o experimento.

Antes da realiza¢do do estudo propriamente dito os animais foram observados durante
um intervalo de tempo minimo de 15 dias. Esse periodo de observagdo foi necessario para
promover a adequada adaptag@o dos animais ao ambiente do laboratorio de experimento.

O laboratério do estudo teve acesso limitado apenas aos pesquisadores e aos técnicos
responsaveis pela manutengdo didria do laboratorio. As condigdes climaticas foram rigidamente
controladas com temperatura média de 22 + 2°C, remogdo de particulas aéreas com o uso de
exaustores e luzes alternadas com 12 horas de ambiente claro (luzes ligadas durante do dia) e
12 horas de ambiente escuro (luzes desligadas durante a noite). Os animais foram

adequadamente nutridos com oferta de rag@o especial e dgua ad libitum.

4.5 GRUPOS DA PESQUISA

O estudo atual contou com 4 grupos de experimento, de acordo com o tratamento
realizado, o qual continham 5 animais em cada. A opg¢do da utilizagdo de 5 animais em cada

grupo buscou seguir as recomendagdes das Diretrizes Brasileiras que regem o uso de animais
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em estudos cientificos que estimula a redug¢@o do numero de animais sem interferir nos objetivos
da pesquisa, além do mais, grupos com 5 animais sd@o comprovadamente suficientes para
apresentarem resultados significativos na avaliagdo intragrupo e intergrupos em estudos
experimentais (DAMY et al., 2010).

Cada grupo foi assim denominado:

1 - Grupo GC (Grupo Controle): Grupo submetido a lesdo cutanea e no qual ndo foi
realizado nenhum tratamento com eletrotermofototerapia.

2 - Grupo GL (Grupo Laser): Esse grupo recebeu a lesdo cutinea e foi tratado com laser de
baixa poténcia.

3 - Grupo GAL (Grupo Alta frequéncia): Recebeu a lesdo e a foi tratado com o aparelho gerador
de alta frequéncia.

4 — Grupo GL+ALI (Grupo Laser associado a Alta frequéncia): Esse grupo recebeu a lesdo e foi
tratado simultaneamente com laser de baixa intensidade e gerador de alta frequéncia.

A eutanasia dos animais ocorreu no 11° dia apos a lesdo inicial. A escolha desse periodo
deu-se em virtude do nimero de se¢des estabelecidas para a fisioterapia na cicatrizacdo de
feridas, perfazendo em torno de 10 se¢des como frequéncia diéria, além disso, corresponde a
um nimero de dias também utilizado em outros estudos envolvendo reparo tecidual em tlceras
de ratos (CUNHA, et al., 2008; SILVA etal.,2010; FERREIRA et al., 2019). Com isso o estudo

atual objetivou aproximar os resultados do estudo com a prética didria do fisioterapeuta.

4.6 EXPERIMENTO

Anestesia
Para a anestesia dos animais foi utilizado o método de injegdo intraperitoneal dos

farmacos Ketamina a 10% (0,10ml/100g), cujas propriedades quimicas promovem anestesia
geral, e Xilazina a 2% (0,25 ml/100mg), com propriedades de relaxamento dos musculos

esqueléticos promovendo dessa forma sedacdo e anestesia (ALMEIDA, 2008).

Producdo da Lesdo Traumdtica
Ap0s o protocolo de anestesia, os ratos foram submetidos a lesdes cutaneas padronizadas,

para tanto inicialmente o animal foi posicionado decubito ventral com membros estendidos e
no local da futura lesdo foi realizado tricotomia e posterior higienizacdo com a substancia

antisséptica povidine-iodine (PVPI). A lesdo realizada caracterizou-se com um formato circular
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e para tanto foi utilizado um punch metélico de 5 mm de didmetro em sua lamina cortante. Apds
0 uso do punch foi removido um fragmento cutdneo até o ponto em que a lesdo expds a fascia
muscular dorsal.

As feridas foram higienizadas diariamente com soro fisioldgico e ocluidas com gases
estéreis. Uma manta de tecido estéril recobriu as gases afim de evitar contaminac¢éo da lesdo

por contato com o ambiente da gaiola.

Aplicagdo da Terapia
Com a lesdo confeccionada, os animais foram submetidos a sessoes de terapias diarias

com laser de baixa poténcia e terapia com alta frequéncia de acordo com o grupo em que cada
animal foi previamente alocado. Para a realizagdo da terapia, sem a necessidade do uso de
anestésicos, os animais foram imobilizados através de um dispositivo armadilha em forma de
tubo de PVC de 4,5cm de didmetro, tal dispositivo apresentava poros que permitiu a passagem
do ar e um orificio para a exposic¢do da lesdo cutanea. Com isso, os animais realizaram a terapia
sem a necessidade de imobilizagdo manual.

No grupo submetido a laserterapia de baixa poténcia foi utilizada uma caneta com feixe
de onda 660nm (luz vermelha) e poténcia 30mW. O aparelho utilizado foi da empresa Ibramed.
Para a aplicagdo da técnica, a area da ferida foi dividida em quadrantes e os pontos de aplica¢do
apresentaram distancia angular de 90° um do outro na borda, e, também, um ponto no cerne da
ferida, totalizando 5 pontos de aplicagdo. O método de aplicagdo do laser foi pontual, com a
caneta do laser a uma distancia aproximadamente de 2 mm de altura e perpendicular a ferida.
A dose utilizada perfez de 4 J/cm?, tempo de aplicacfo total foi de 1 minuto e 20 segundos.

Para a aplicag@o da terapia com alta frequéncia foi utilizado o aparelho gerador de alta
frequéncia da marca Ibramed. A técnica utilizada correspondeu a de faiscamento com elétrodo
do tipo cauterizador e alta intensidade, a amplitude utilizada foi de 80%, e o tempo de aplicagdo
foi de 4 minutos, o elétrodo foi posicionado proximo o suficiente, no entanto ndo entrou em

contato com a pele do rato.

4.7 METODO DE ANALISE



27

Andlise Fotogramétrica
A analise fotogramétrica consistiu na avalia¢do das caracteristicas macroscopicas

referentes as dimensdes fisicas da lesdo, para esse estudo foi admitido o parametro de area que
foi obtido por meio das imagens digitais retiradas durante o experimento diariamente.

A aquisicdo foi efetivada por meio de uma camera fotografica digital da r
Samsung®, modelo Samsung es95® de 16.2 megapixels. Todas as imagens foram obtidas sem
a utilizagdo do zoom, com uma distancia padronizada de 25 cm das lesdes em relagdo a camera,
o qual foi alcangada por meio da utilizagdo de tripé. Durante a realizacdo dos procedimentos,
para a aquisi¢do das imagens, foi utilizada, ao nivel da lesdo, um instrumento milimétrico que
serviu como parametro para a calibragdo das medidas de area no momento da utilizagdo do
software para a analise de imagens.

O software empregado para a realiza¢do do estudo, afim de mensurar as dimensdes
fisicas da ferida, foi o ImageJ®, escolhido em virtude ao seu facil manuseio, alta fidedignidade
e por ser largamente utilizado em pesquisas cientificas (MINATEL et al., 2009; KORELO,
2012; TARALLO, 2007).

Para compor cada analise foram obtidas 5 fotos por lesdo em cada dia de experimento.
Esse procedimento possibilitou a exclusdo de fotos com falhas em aspectos fotograficos (foco,
enquadramento, luminosidade, profundidade e reflexo) permitindo a escolhas das melhores
fotos submetidas a andlise do software. O programa escolhido permite o calculo de diversos
parametros numéricos de medidas como area, perimetro, didmetro, distancia entre as bordas.
Para compor os resultados do presente estudo foi utilizado o pardmetro morfométrico de area,
uma vez que vem sendo escolhido como uma forma da avaliagdo de feridas em grande parte
dos estudos (MENDONCA et al., 2006; FRANEK et al., 2004).

Para a realizacdo dos procedimentos de andlise de imagem foram realizados as seguintes
etapas de forma sequenciada:

* Com o programa em execug¢do inicia-se a pela busca dos arquivos utilizando os

comandos File >>> Open (Figura 2).



Figura 2 - Execugéo dos arquivos de imagens pelo software ImageJ.
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* Apds a imagem ser processada foi necessaria a escolha dos pardmetros a serem

analisados pelo software (area). Para esse procedimento utiliza-se os seguintes comandos

Analyze >>> Set Measurements... (Figura 3) Esse procedimento permite a exposi¢do de uma

nova janela a qual permite a escolha dos pardametros desejados (Figura 4).

Figura 3 — Escolha dos pardmetros a serem avaliados por meio do softwere.
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Figura 4 — Sele¢@o do parametro de analise desejado no software.
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Para a medida com precisdo foi necessaria enquadrar préximo a cada lesdo um
instrumento milimétrico (régua) o qual serviu como referéncia para a calibragdo de cada
imagem. Essa analise consistiu em delinear uma linha equivalente a um centimetro sobre a
imagem da régua e posteriormente utilizar os seguintes comandos: Analyze >>> Set Scale.
(Figura 5). Uma nova janela foi aberta permitindo a digitagdo no espago “Konwn Distance” o
valor “1” e no espaco “Unit of Length” a unidade de medida “cm” (Figura 6). Com esse
procedimento cada medida numérica realizada na imagem utilizava como parametro a medida

obtida por meio da régua.

Figura 5 - Calibragdo da imagem com o auxilio de um instrumento de medida.
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Figura 6 — Converséao de valores de pixels para cm.
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Com os valores padronizados iniciou-se a avaliacdo da area da ferida, para tal foi
utilizado a ferramenta “freehand selections” (“““Z+") a qual permitiu o delineamento das bordas
da ferida de modo manual percorrendo a lesdo com o mouse. Com o desenho estabelecido

utilizava-se o comando Analyze >>> Measure, que apresentou em uma nova janela os valores

obtidos da area das lesdes (Figura 7).

Figura 7 — Delineamento da ferida e posterior analise de area.
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Afim de evitar variagdes na andlise morfométrica das lesdes apenas um avaliador
treinado executou esses procedimentos, sendo que o mesmo o fez de forma uni cega em relacéo

aos grupos de estudo.

Avaliagdo microscopica

Apds a eutandsia uma amostra de tecido foi removida de cada animal, no local onde foi
realizada a les@o e posterior tratamento. Todas as amostras foram fixadas em formol, sendo
posteriormente desidratadas com banhos progressivos de alcool, e classificadas em xilol, por
fim as amostras sofreram infiltragdo com parafina e foram montadas em blocos onde entdo
foram processadas por meio de um micrétomo o que resultou em tecidos com 5 pm de

espessura. Os materiais resultantes foram dispostos em laminas salinizadas.

Coloragdo por Picro-Sirius Red

Para coloragdo de Picro-Sirius Red as laminas foram desparafinizadas com xilol, sendo
progressivamente hidratadas com alcool e dgua destilada. Os cortes histoldgicos permaneceram
15 minutos em solucdo de Sirius Red. Posteriormente os cortes foram lavados e contra-corados
com hematoxilina de Harris, durante cinco minutos. Apds esse procedimento as laminas foram
desidratadas novamente com banhos progressivos de alcool e clarificadas em xilol. Apds o
procedimento descrito as laminas foram montadas.

A coloragdo de Picro-Sirius Red permite a quantificacdo de fibras colagenas e sua
diferenciagdo em tipos. Ao ser observada em microscopio Optico, € possivel diferenciar o
colageno em seus tipos pela diferenca entre suas birrefringéncias e intensidade de cores, dessa
forma a coloragdo de Picro-Sirius Red em geral, permite a diferenciacdo de coldgeno do tipo 1
e do tipo 3, importantes marcadores do reparo tecidual (MONTES, 1996; RICH et al., 2005).

Para o estudo atual adotou-se o método quantitativo, ja utilizado em estudos atuais
(BEDOYA et al., 2016; MELO, 2017), de analise de imagens por meio da diferenciacdo da
intensidade das cores. As laminas foram observadas em microscopio de luz polarizada
associada com camera fotografica de 5 mp, em grande aumento (400x) (figura 8). Foram

fotomicrografados 10 campos ao longo da regido de lesdo.
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Figura 8 — Fotografia em grande aumento de uma lamina de tecido cutaneo corada em Picro-Sirius Red.

Fonte: Autor

As imagens foram processadas pelo software Image J versdo completa (Fiji), seguindo
as seguintes etapas:

1. Carregamento da imagem pelo software (Figura 2) com o uso do comando Open

2. Em sequéncia a imagem foi processada pelos comandos Image >>> Adjust >>>
Color Threshold (Figura 8). Tal processo permite a abertura de uma nova janela com os valores

ajustaveis de Hue, Saturation e Brightness (Figura 9).

Figura 9 — Processamento da imagem da ldmina microscopica com a ferramenta Color Threshold.
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Fonte: autor
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Figura 10 — Processamento da imagem com a ferramenta Color Threshold: Ajuste dos valores.
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Fonte: autor

3. Para a obtencdo dos valores percentuais de coldgeno foram ajustados os seguintes
valores: Para colageno do tipo 1: Hue: 0-40, Saturation: 0-255 ¢ Brightness: 5-225 captando a
intensidade de cores vermelha; para colageno tipo 3: Hue: 0-45-120, Saturation: 0-255 e
Brightness: 5-225 capitando a intensidade de cores verde.

4. Apo6s o procedimento de ajuste dos valores de Hue, Saturation ¢ Brightness os dados
foram processados pela andlise de particulas automatizadas, para tanto foi necessario o uso dos
seguintes comandos: Analyze >>> Analyze Particles (Figura 10). Esse procedimento permite a
abertura de uma janela, no qual todos os comandos foram selecionados (Figura 11), com o icone
Ok uma nova janela com os valores de porcentagem de drea ocupado por colageno é aberta

(Figura 12).



Figura 11 — Modelo esquematico para a abtengéio dos valores percentuais de colageno por meio da anélise de

particulas automatizadas.
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Figura 12 — Modelo esquematico para a abten¢do dos valores percentuais de colageno por meio da analise de

particulas automatizadas.
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Figura 13 — Modelo esquematico para a abtengéo dos valores percentuais de colageno por meio da analise de

particulas automatizadas.
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Coloragdo por Hematoxilina e Eosina
Na coloragdo por Hematoxilina e Eosina as 1aminas foram desparafinizadas com xilol,
sendo progressivamente hidratadas com alcool e dgua destilada. Em seguida o tecido foi corado
em Hematoxilina de Mayer, com posterior coloragdo de Eosina-Floxina. Apo6s o procedimento
as laminas foram novamente desidratadas com alcool e xilol. Para analise microscopica foram
anotados de forma quantitativa a média do niamero total de fibroblastos em 10 campo de 400x.
A contagem de fibroblastos foi realizada com o auxilio do software Image J (versdo
completa: Fiji), seguindo as seguintes etapas:
1. Carregamento da imagem pelo software (Figura 2) com o uso do comando Open
2. Em sequéncia os fibroblastos encontrados foram marcados com o auxilio da ferramenta
Multi-point (Figura 13). Os resultados foram expressos pela média do numero total de

fibroblastos marcados nos 10 campos de grande aumento (400x).
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Figura 14 — Contagem de fibroblastos com o auxilo da ferramenta Multi-point.
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4.8. TRATAMENTO ESTATISTICO

Os dados obtidos no estudo atual foram tabulados em planilhas do software Excell
(Microsoft ® - EUA) e seu tratamento estatistico foi realizado com o auxilio software BioEstat
5.0. Para o presente estudo foi admitido o nivel de significancia de 0,05 (0=0,05 ou 5%).

Em um primeiro momento todos os dados foram submetidos a andlise de estatistica
descritiva com média e desvio padrdo. Todos os dados também foram submetidos ao teste
shapiro wilk para a avaliacdo de normalidade. Admitindo-se os valores de acordo com a curva
normal foi realizada a analise inferencial intragrupo por meio do teste ¢ student para amostras
relacionadas. Na avaliacdo intergrupo foi utilizado o teste de varidncia ANOVA [ critério com
pos teste de Tukey.

Os resultados do estudo atual foram apresentados em forma de tabelas e graficos.



37

5. RESULTADOS

Na avaliagdo do reparo tecidual das feridas cutdneas por meio do pardmetro
morfométrico de area foi possivel observar que todos os grupos apresentaram reducdo da area
no processo de cicatriza¢do. A figura 15 apresenta a evolucdo da area de ferida em um rato

wistar de cada grupo nos dias: 1,3, 7 e 11.

Figura 15 — Evolug@o da area de ferida em um rato wistar de cada grupo nos dias: 1,3, 7 e 11.
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Fonte: autor.

O grupo GC apresentou 0.2102+0.010 cm? de area no 1° dia com redugdo para
0.1748+0.020 cm? no 3° dia, 0.0906+0.017 cm? no 7° dia e 0.0130+0.009 cm? no 11° dia. O
grupo GL apresentou 0.2126+0.011 cm? de 4rea no 1° dia com redugdo para 0.1654+0.043 cm?
no 3°dia, 0.0754+0.017 cm? no 7° dia e 0.0022:+£0.002 cm? no 11° dia. O grupo GAL apresentou
0.2092+0.018 cm? de 4rea no 1° dia com aumento do valor para 0.2376+0.020 cm? no 3° dia, e
progressiva redugdo para 0.1456+0.029 cm? no 7° dia e 0.0212+0.007 cm? no 11° dia. O grupo
GL+AL apresentou 0.2118+0.010 ¢cm? de area no 1° dia com aumento do valor para
0.2326+0.021 cm? no 3° dia, e progressiva reducdio para 0.1194+0.053 cm? no 7° dia e

0.0086+0.007 cm? no 11° dia. Todos os dados comportaram-se de acordo com a linha normal
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analisados pelo teste shapiro wilk (p>0,05). Os dados de area em média aritmética e desvio

padrdo (DP) sdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Area das lesdes ao longo dos dias de experimento com média e desvio padréo.

1° Dia 3° Dia 7° Dia 11° Dia
Média DP Média DP Média DP Média DP
GC 0.2102 0.010 0.1748 0.020 0.0906 0.017  0.0130  0.009
GL 0.2126 0.011 0.1654 0.043 0.0754 0.017  0.0022  0.002

GAL 0.2092 0.018 0.2376 0.020 0.1456 0.029  0.0212  0.007
GL+AL 0.2118 0.010 0.2326 0.021 0.1194 0.053  0.0086  0.007

DP: desvio padrio; CG: grupo controle; GL: grupo laser; GAL: grupo alta frequéncia.

Através do grafico 1 ¢ possivel analisar de forma visual a evolucdo da area da ferida nos

diferentes grupos de tratamento.

Grafico 1 — Variacdo da area da ferida ao logo dos dias de experimento nos diferentes grupos
de tratamento.
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Fonte: autor.

Na avalia¢do intragrupo, foi possivel observar redugéo significativa (p<0,05), por meio

do teste ¢ de student, na area da ferida tendo em vista o 1° dia e o 11° dia de tratamento. Os
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dados de area, com média e DP do 1° dia e 11° de tratamento, assim como os resultados do teste

t de student, sdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Dados de area das feridas (cm?) cutaneas em ratos wistar com média e desvio
padrdo, teste ¢ de student intragrupo antes e depois da terapia.

1° dia 11° dia t de student

Média DP Média DP t P
GC 0.2102 0.010 0.0130 0.009  30.7450 0.0001*
GL 0.2126 0.011 0.0022 0.002  40.4466 0.0001*
GAL 0.2092 0.018 0.0212 0.007  24.8576 0.0001*
GL+AL 0.2118 0.010 0.0086 0.007  33.2922 0.0001*

GC: grupo controle; GL: grupo laser; GAL: grupo alta frequéncia; GL+GAL: grupo laser associado a
alta frequéncia; DP: desvio padrio; *resultado estatisticamente significativo para o teste ¢ de student.

Com a finalidade de realizar analise inferencial entre os grupos apés dos 11 dias de
tratamento, foi utilizado o teste ANOVA 1 critério com pds teste tukey, foi possivel observar de
forma significativa (p<0,05) reducdo de area do GL em comparagdo com o GAL e no GAL+GL
em comparagdo com o GAL (p<0.01). Os dados referentes a analise por meio do teste tukey,

entre os grupos sdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Andlise de variancia (ANOVA [ critério), e teste tukey, entre 0s grupos apos
11 dias de tratamento.

ANOVA F=6.7516 P<0.05
Tukey 0 P
GCxGL 3.5226 ns
GCxGAL 2.6745 ns
GCxGL+AL 1.4416 ns
GLxGAL 6.1971 <0.01*
GLxGL+AL 2.0809 ns
GALxGL+AL 4.1162 <0.05*

GC: grupo controle; GL: grupo laser; GAL: grupo alta frequéncia; GL+GAL: grupo laser associado a
alta frequéncia; ns: ndo significativo; *resultado estatisticamente significativo para o teste teste tukey.

Na avaliagdo do reparo tecidual das feridas cutaneas por meio do pardmetro
microscopico baseado em analise de coldgeno do tipo 1, tipo 3 e numero de fibroblastos foi
possivel observar que todos os dados comportaram-se de acordo com a linha normal analisados

pelo teste shapiro wilk (p>0,05).
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O GC apresentou percentual médio de colageno tipo I de 14.29%=+5.72 e percentual
médio de colageno tipo I1I de 15.60%+10.00. O GL apresentou percentual médio de colageno
tipo I de 19.94%+6.37 e percentual médio de coldgeno tipo III de 17.47%=+8.67. O GAL
apresentou percentual médio de coldgeno tipo I de 19.56%+6.52 e percentual médio de
colageno tipo III de 12.45%+8.02. O GL+AL apresentou percentual médio de coldgeno tipo I
de 21.72%=+5.16 e percentual médio de colageno tipo III de 23.79%=+5.94. Nao houve diferenca
significativa entre os tipos de colagenos (teste ¢ de student) em cada grupo analisado (p>0,05).
Na contagem de fibroblastos o grupo GC apresentou média de 136.92+5.55, o GL apresentou
média de 136.04+8.99, o GAL apresentou média de 143.76+8.77 e o GL+AL apresentou média
de 144.68+6.22. A tabela 4 apresenta os valores de média e desvio padrdo dos percentuais de
colageno tipo I e tipo IIT assim como os resultados da contagem de fibroblastos em cada grupo

analisado.

Tabela 4. Percentual de colageno tipo I, tipo III e contagem de fibroblastos nos diferentes
grupos de pesquisa.

Colageno tipo I Colageno tipo III Fibroblastos
Média DP Média DP Média DP
GC 14.29% 5.72 15.60% 10.00 136.92 5.55
GL 19.94% 6.37 17.47% 8.67 136.04 8.99
GAL 19.56% 6.52 12.45% 8.02 143.76 8.77
GL+AL 21.72% 5.16 23.79% 5.94 144.68 6.22

DP: desvio padrio; CG: grupo controle; GL: grupo laser; GAL: grupo alta frequéncia.

O gréfico 2 permite melhor visualizagdo nas diferengas dos percentuais médios de

colagenos tipo I e tipo III entre os diferentes grupos de tratamento.
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Grafico 2 — diferenga entre o percentual médio de colageno entre os grupos de tratamento, teste
ANOVA 1 critério.
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Fonte: autor.

O teste ANOVA 1 critério foi utilizado para analisar possiveis diferen¢as na variancia
entre os grupos estudados com base nas variaveis colageno do tipo I, colageno do tipo III e

numero de fibroblastos. N&o foi possivel observar diferengas significativas entre os grupos de

tratamento (p>0,05). Os resultados do teste ANOVA I critério sao apresentados na Tabela 5.

Tabela 5. Analise de variancia (ANOVA 1 critério), entre os grupos com base nas
variaveis colageno tipo I, colageno tipo III e fibroblastos.

F P
Colageno tipo I 1.4362 p>0.05
Colageno tipo III 1.6634 p>0.05
Fibroblastos 1.7818 p>0.05

p>0,05.
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6. DISCUSSAO

Os ratos da linhagem wistar sdo bastante utilizados em pesquisas clinicas uma vez que
seus tecidos bioldgicos sdo bastante similares aos tecidos humanos. No entanto, as pequenas
diferengas morfologicas e fisioldgicas podem comprometer os resultados de pesquisa que visam
futuramente envolver seres humanos. Dentre esses aspectos pode-se evidenciar que a pele de
ratos wistar ndo desenvolve cicatrizes hipertroficas e seus vasos sanguineos se distribuem de
formas diferentes em relagdo a pele humana (SANTOS et al.,, 2018). No entanto, as
similaridades entre a pele dos wistar com os seres humanos em celularidade, composi¢do
quimica e distribui¢do dos tipos de colageno (VEIT et al.,, 2006) permite a obtencdo de
resultados importantes, além disso, o uso prévio em pesquisa de modelos animais € critério de
seguranga para futuros estudos com seres humanos (METRAUX, 2016).

O reparo tecidual normal pode seguir o processo de cicatrizagdo em tecidos permanentes
ou o processo de regeneragdo em tecidos labeis (TAKEO et al., 2015). Muitos fatores podem
afetar a velocidade e qualidade do reparo tecidual destacando-se a diabetes mellitus, presencga
de infec¢des, umidade, temperatura, traumas repetitivos e outros (SORG et al, 2017). O
presente estudo, afim de evitar os fatores que afetam o reparo tecidual utilizou-se de ratos
sauddveis em condi¢des adequadas de alimentagdo e higiene, além do controle rigido dos
parametros ambientais. Apos 10 dias de experimento a maior parte das lesdes ainda ndo haviam
completado o processo de reparo tecidual.

Com relacdo ao parametro de area da ferida os animais de todos os grupos apresentaram
reducdo significativa (p<0,01) no ultimo dia de tratamento em comparagdo com o primeiro. Um
detalhe a ser observado (Tabela 1, Grafico 1) é o fato da area da ferida dos grupos submetidos
a terapia com alta frequéncia (GAL e GL+AL) apresentarem aumento logo nos primeiros dias
de tratamento, supde-se que tal evento deva-se a fatores relacionados a terapia, entre esses
fatores, vale ressaltar que a alta frequéncia causa cauterizagdo da ferida em virtude do
faiscamento gerado em torno do eletrodo (KORELO et al., 2013) além disso, o gerador de alta
frequéncia promove um aumento em temperatura tecidual (MARTINS et al., 2012), tal
caracteristica pode acentuar o processo inflamatoério agudo nos primeiros dias de lesdo, outro
fator a ser destacado ¢ a possivel presenga de radicais livres na ferida decorrentes do 0zdnio
(LIN et al., 2011), por fim vale destacar os ruidos intensos gerados durante a aplica¢do da

terapia que podem vim a resultar em estresse nos animais, isso pdde ser observado no presente
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estudo uma vez que os animais do grupo de alta frequéncia apresentavam agitacio fisica assim
que o aparelho era ligado. No entanto, tal efeito s6 podera ser confirmado em outros estudos
que realizem medig¢do dos niveis de cortisol no corpo do animal e da intensidade sonora emitida
pelo aparelho.

Quando realizada comparagdo intergrupo foi possivel observar que o GL apresentou
menor valor médio de area ao final do experimento clinico, seguido pelos GL+AL, GC ¢ GAL
(Tabela 1). O GL obteve reducgdo de area significativa (p<0.01) ao final do tratamento em
comparagdo com o GAL (Tabela 3). O GL+AL também obteve reducdo significativa (p<0,05)
de area quando comparado ao GAL (Tabela 3). Com base nesses achados em area supde-se que
o laser de baixa poté€ncia influencia positivamente no processo de reparo tecidual enquanto o
de alta frequéncia isoladamente ndo apresenta esse efeito. De acordo com os estudos realizados
(EISSA; SALIH, 2017; AMAROLI et al., 2019; TSUKA et al., 2019) o laser possui efeito
bioestimulador em ferida por sua capacidade de induzir a mitocondria celular a produzir ATP,
tal efeito repercute em todas as fases de reparo, estimulando a atividade fagocitica de
macrofagos e neutrofilos, liberacdo de substancias quimiotaxicas, estimulo a produgdo e
deposicdo de colageno e elastina.

Por outro lado, a terapia com alta frequéncia encontra-se em fase inicial de estudos.
Porém, os poucos encontrados (KORELO et al., 2013; SAetal, 2010) tem demonstrado efeitos
positivos no processo de reparo tecidual, contradizendo o achado no estudo atual. Vale ressaltar
que buscou-se inicialmente, nos estudos anteriores (KORELO ef al., 2013; SA et al., 2010),
estimulo no processo de cicatriza¢do em feridas com o aparelho de alta frequéncia em virtude
se sua capacidade bactericida e fungicida em feridas cronicas, o que ndo foi foco do presente
estudo que visou o estimulo ao reparo tecidual em feridas assépticas de ratos saudaveis no
periodo agudo da inflamagdo tecidual.

Na avalia¢do microscopica foi utilizado como marcador do processo de reparo tecidual
o percentual de area ocupada por coldgeno, uma vez que trata-se da principal proteina
constituinte na derme saudavel dos animais, em especial colageno tipo 1 (VEIT et al., 2006).
Como pode ser observado (Tabela 4, grafico 2) os grupos de tratamento apresentaram maiores
depositos de colageno em comparagdo ao grupo controle, porem tal resultado ndo foi
significativo (Tabela 5), o que ¢ semelhante a maioria dos estudos realizados (BUSNARDO;
BIONDO-SIMOES, 2010; NITA et al., 2013). Com relagdo ao laser o maior percentual de

colageno pode ser explicado pelo processo de indugdo na producdo acentuada de ATP que
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resulta de forma secundaria em acentuada mitose local com aumento no numero de fibroblastos,
tal caracteristicas pdde ser observada no estudo atual com leve aumento no nimero de
fibroblastos em compara¢do ao grupo controle (ndo significativo p>0,05), tal fendmeno sobre
a celularidade de fibroblastos promove maior produgéo e depdsito de coldgeno, assim como sua
reorganizacdo (GIULIANI et al., 2009).

Um detalhe a ser observado é que embora a area das feridas dos ratos submetidos a
terapia com alta frequéncia ter reduzido de forma menos acentuada que os demais grupos, o
deposito de colageno foi bem maior (ndo significativo, p>0,05), assim como o nimero de
fibroblastos, sugere-se que tal efeito advenha do aumento de temperatura induzida pela terapia,
0 que incrementa o metabolismo estimulando a prolifera¢do de fibroblastos e produgio e
deposito de colageno (MARTINS et al., 2012; OLIVEIRA, 2011), também sugere-se que a
partir do momento que a intensidade inflamatdria reduz, por volta do 4 dia, os efeitos benéficos
do alta frequéncia sobressaem-se. Nao foram encontrados na literatura, estudos que
demonstrem efeitos da terapia com alta frequéncia sobre a produgdo de colageno. Quando
observado a combinagdo de ambas as terapia o efeito sobre a producdo de colageno foi
acentuado, com isso € possivel sugerir uma soma nos efeitos individuais de cada terapia.

O presente estudo, demonstrou efeitos positivos no processo de reparo tecidual com o
aparelho de laser de baixa poténcia isolado e combinado com o aparelho de alta frequéncia,
porém ndo significativos quando comparados a auséncia de tratamento, a possivel explicagdo
paratal ocorréncia pode advim da amostra (n) reduzida utilizada no presente estudo. No entanto,
em virtude dos afeitos controversos observados pelo uso do aparelho de alta frequéncia, novas
davidas surgiram possibilitando dessa forma, a realizacdo de novos estudos que visem analisar
os efeitos da terapia com alta frequéncia na cicatrizagdo em feridas sépticas e cronicas e de
estudos que analisem a possibilidade que o ruido gerado pela alta frequéncia alterar o nivel de

estresse nos animais.
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7. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos e andlise da literatura existente conclui-se que:

e O laser de baixa poténcia ¢ capaz de modular de forma eficiente o processo de reparo
em feridas cutaneas com base em aspectos macroscopicos e microscopicos.

e O gerador de alta frequéncia ndo é capaz de modular de forma eficiente o processo de
reparo em feridas cutaneas com base em aspectos macroscopicos.

e O gerador de alta frequéncia ¢ capaz de modular de forma eficiente o processo de
reparo em feridas cutdneas com base em aspectos microscopicos.

e O laser de baixa poténcia associado ao gerador de alta frequéncia apresentar bons

resultados no processo de reparo tecidual, em nivel macroscopico e microscopico.
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