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Resumo

Introdugao: A cicatrizagdo de feridas é um processo dinamico que envolve varios
elementos celulares com propdsito de restabelecer a funcionalidade do tecido
lesado, muitos fatores podem interferir neste processo tornando-o complexo. O
laser e a microcorrente sio modalidades terapéuticas que otimizam o processo
de reparo, porém sio estudadas isoladas. Objetivo: Investigar a eficacia da asso-
ciagdo da fototerapia (laser, GaAlAs, A 656+5 nm) com a eletroterapia (microcor-
rente) na cicatrizacdo por segunda intengdo em ratos. Método: Foram utilizados
15 ratos submetidos a lesdo dorsal direita com 8 mm de didmetro divididos em
trés grupos (n=5), nominados de GC (controle), G2 (laser +30pA) e G3 (laser +160
pA). Para anélises histopatologicas foi determinado p<0,05. Resultados: A anadlise
estatistica revelou que a drea de coldgeno apresenta-se estatisticamente supe-
rior nos grupos tratados (G2 e G3) quando comparados com o grupo controle.
Conclusao: A associagdo das modalidades induz ao aumento do colageno na fase
inicial do reparo tecidual.

Descritores: Terapia a laser de baixa intensidade; Eletroterapia; Cicatrizagao de
feridas.

Abstract

Introduction: Wound healing is a dynamic process that involves multiple cel-
lular elements with the purpose of restoring the functionality of the injured
tissue. Many factors can interfere with this process, making it complex. Laser
and microcurrent are therapeutic strategies that optimize the repair process, but
have been studied in isolation. Objective: To investigate the efficacy of combin-
ing phototherapy (laser, GaAlAs, A 656+5 nm) with electrotherapy (microcurrent)
on second intention healing in rats. Methods: We used 15 rats with 8 mm in
diameter lesions in the right dorsal. The rats were divided into three groups (n =
5): the CG (control group), G2 (laser+30pnA) and G3 (laser +160uA). For histopatho-
logical analysis p < 0.05 was determined. Results: Statistical analysis revealed
that the area of collagen was statistically higher in the treated groups (G2 and
G3) compared with the control group. Conclusion: A combination of methods
induces increased collagen in the initial phase of tissue repair.

Keywords: Low-level laser therapy; Microcurrent; Tissue healing.



Introducéo

Mediante um dano (fisico, quimico ou
biol6gico) no tecido biolégico observa-se como
resposta uma série de eventos, que tem por fi-
nalidade promover a restauracdo tissular. Este
processo de reparo pode ocorrer de duas formas
através da regeneracdo com a recomposicao da
atividade funcional do tecido, ou pela cicatri-
zagdo com restabelecimento da homeostasia e
formacdo de tecido fibroso com perda total ou
parcial de atividade funcional®.

As feridas podem ter a cicatrizagdo por
primeira intengao como as feridas cirtirgicas ou
por segunda intencdo como as tlceras (trauma-
ticas, diabéticas e vasculares). Por apresentarem
um processo cicatricial lento o tratamento de
feridas é um assunto de interesse para muitos
profissionais e ha um crescente desafio para que
propostas de tratamento venham a contribuir
para otimizar a recuperagao da lesao®.

Varios recursos terapéuticos sao emprega-
dos para controlar e limitar os efeitos negativos
da inflamagao por proporcionar o ambiente ide-
al para que a cicatrizagdo ocorra. Procedimentos
como a estimulagdo direta com corrente alter-
nada de baixa frequéncia, corrente de alta vol-
tagem, ultrassom e laser tém sido considerados
facilitadores da cicatrizagao3.

Ayyildiz et al. (2015)* e Garcez et al. (2012)°
relatam que a fototerapia produz efeito bioesti-
mulador. Por isso, diferentes fontes luminosas,
comprimentos de onda, doses e protocolos de
aplicacdo, tém sido estudados visando acelerar
o processo de reparo tecidual em feridas cuta-
neas®” . Outra forma de intervenc¢do, comumente
usada para tratar feridas cronicas, é a estimu-
lacdo elétrica por microcorrentes. A justificativa
para a utilizagao deste método é baseada no fato
de que o corpo humano apresenta um sistema
endégeno bioelétrico que melhora a cicatrizacdo
de lesdes de tecidos moles. Mediante interrup-
¢do do sistema bioelétrico, niveis terapéuticos
de corrente elétrica podem ser doados na ferida.
Tais sinais bioelétricos compensam a bioeletrici-

dade que estd diminuida no tecido lesado, auxi-
liando no processo de reparo®.

As contribui¢bes da laserterapia e da esti-
mulacgdo elétrica por microcorrentes sobre o re-
paro tecidual sdo vastamente relatadas na litera-
tura, porém os estudos sdo abordados de forma
comparativa ou isolada. Diante deste contexto e
por ser um assunto que nao foi abordado ante-
riormente justifica-se a necessidade de elucida-
¢do da contribuicdo da associagdo da terapia la-
ser e da terapia com microcorrente no processo
de reparo tecidual.

Materiais e métodos

Animais

Foram utilizados 15 ratos adultos jovens,
machos, da linhagem Wistar (250 + 20 g). Os
aspectos éticos deste estudo seguiram as pre-
missas do Colégio Brasileiro de Experimentagao
Animal (COBEA), tendo sido aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
do Vale do Paraiba (Univap), com protocolo de
aprovacao de nimero Al4/CEP/2010.

Os 15 animais foram divididos aletoria-
mente em trés grupos (n=5), denominados: GC,
grupo controle em que os animais receberam
o tratamento com os equipamentos desligados;
G2, grupo no qual os animais foram tratados
com laser GaAlAs associado a microcorrentes
com intensidade de 30pA e G3, grupo no qual
os animais foram tratados com laser GaAlAs
associado a microcorrentes com intensidade de
160 nA.

Indugédo da lesdo

Todos os animais, apdés serem pesados,
receberam a administra¢gdo de um pré-anesté-
sico Torbugesic (2mg/Kg) associado a Acepran
(lmg/kg). Ambos os farmacos foram adminis-
trados em dose tnica, via intramuscular. Apos
15 minutos instituiu-se o anestésico Zolazepan e
Tiletamina (40mg/Kg) via intramuscular. Ap6s
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a anestesia realizou-se uma lesdo circular com
auxilio de instrumento para biépsia tipo punch
(8mm) na regiao dorsal direita ,onde foi previa-
mente tricomizada (figura 1).

“l | ||”i||1||||l|l

Figura 1: Leséo dorsal produzida
experimentalmente com bisturi circular
(punch)

Terapia laser associada a
microcorrente

Imediatamente ap6s o procedimento cirtr-
gico os animais do grupo G2 foram submetidos
a terapia com laser e posteriormente a microcor-
rente com intensidade de 30 nA e os animais do
grupo G3 com intensidade de 160 pA. A aplica-
¢do foi tinica e didria na regido dorsal, totalizan-
do 30 minutos de tratamento por um periodo de
7 dias.

O laser Arseneto de Galio-Aluminio
(GaAlAs, A 656+5 nm), em modo continuo, foi
aplicado de forma pontual e em contato com a
pele. Os parametros de irradiagdo empregados
foram: energia de 1,56 ], densidade de energia
de 2 J/cm?, poténcia de 0,02 W, area do feixe de
0,78 cm? e tempo 78 segundos. Os eletrodos do
equipamento emissor de microcorrentes foram
posicionados na forma quadripolar com o pri-
meiro canal ajustado a uma frequéncia de 0,3 Hz
e largura de pulso de 1,6 s e 0 segundo em 0,8
Hz e pulso de 1,0 s.

Os animais do GC ndo sofreram nenhum
tipo de terapia, porém foram manipulados com
os equipamentos (laser e microcorrentes) des-

ligados. Sete dias po6s-lesdo os animais foram
anestesiados e eutanasiados com dose letal de
cloreto de potassio a 10% (KCI 0,4 ml/100g de
peso corpodreo) via intra-cardiaca.

Andlise histolégica

Para cada grupo foram avaliadas quinze
laminas histolégicas contendo seis cortes semi-
seriados os quais foram identificados com letras
A, B, C, D, E e F para sequéncia de andlise da re-
gido mediana do corte através de campo super-
ficial - derme superficial (epiderme e anexos) e
campo profundo - derme profunda (limite entre
a derme e o tecido subcutaneo), avaliados por
microscopia 6ptica e captura digital.

A captura digital das imagens foi realiza-
da por meio de maquina fotografica digital (mo-
delo Coolpix E5400) acoplada a um microscépio
binocular.

Para a captura das imagens foi usada uma
objetiva de (40x/0.65), armazenadas em forma-
to JPEG para posterior andlise no programa
Image]®. Foi quantificado o ntimero de células
inflamatodrias, o nimero de fibroblastos, o nu-
mero de vasos neoformados e a drea de coldge-
no. O quadrante de area analisada correspondeu
a 43.200 um?.

Para determinar a area de estudo (43.200
pm?) o programa Image J® foi calibrado sobre
uma graticula micrometrada respeitando as
mesmas condigdes de aquisicdo das imagens das
amostras.

Descricdo da estatistica

Os dados sdo apresentados como média
+ erro padrdo da média. Para andlise dos da-
dos obtidos foi utilizado o programa GraphPad
Prism®, comparando-se os diferentes grupos
experimentais. Apds o teste de normalidade,
Kolmogorov-smirnov, foi utilizado o teste pa-
ramétrico ANOVA (anélise de varidncia) com
pos-teste de Tukey, considerando um nivel de
significancia de 5% (p<0,05) para andlise dos da-
dos (nimero de células inflamatérias, namero



Tabela 2: Resultado da andlise da variéncia
(ANOVA) entre os grupos para o numero de
células e vasos

de fibroblastos, niimero de vasos neoformados e
area de colageno).

Valor p' Grau

Variavel (nUmero) e e A .
calculado significancia

ReSUltGdOS Vasos sanguineos 01447 s
superficial '

Nas regides da derme, tanto superficial Vasos sanguineos 0.3944 s
quanto profunda, analisou-se o namero de va- profundo '

sos sanguineos, o nimero de células inflama- Células inflamatorias 0.0856 .
torias e o nimero de fibroblastos presentes no / Superﬂmal B '

GC, G2 e G3. Na tabela 1 é possivel observar Celulasrg}tllir;:tonas 0,2966 ns

um ligeiro aumento do nidmero de vasos san- Fibrobl:stos superficia 05143 .

guineos na regido superficial e a diminuicdo Fibroblasto profundo 0,355 .

das células inflamatérias (na regido profunda)
*ns= nao significativo p > 0,05; 1=Valor p em relacao

e do ntimero de fibroblastos, tanto da regido su-
ao grupo controle.

perficial como da regido profunda, nos grupos

tratados (G2 e G3) quando comparados ao gru-
Tabela 3: Resultado da andlise da varidncia

po controle. ; -
para a drea de coldgeno.

No entanto, as diferencas observadas nao

.. P ; ) valor p grau
foram estatisticamente significativas entre os Area (mm?) calculado  significancia
grupos G2 e G3, conforme demonstra a tabela 2. Colageno superficial 01671 ns

Colageno profundo 0,0037 s

ns = nao significativo p > 0,05;

Area de coldgeno s = significativo p < 0,05

No que concerne a analise da area de cola-
geno, € observado um aumento da area superfi-
cial e profunda nos grupos experimentais, mas i
apenas os dados da 4rea de colageno profundo Area de colageno profundo
apresentam diferencas estatisticamente signifi- Na figura 2 é possivel observar amostras
cativas em relagdo ao GC (tabela 3). histolégicas da regido profunda da derme.

Tabela 1: Resultados dos pardmetros analisados no sétimo dia do processo de reparo. Dados
expressos em média + erro padréo

Grupos
Parametros de GC G2 G3
anadlise
Superficial Profundo Superficial Profundo Superficial Profundo
Vasos 1,8+0,2 1,9+0,6 3,4+05 2,7+0,5 2,6+0,5 15+0,3
sanguineos
@]
qg) Cel', . 19,2 +5,0 19,7 £6,0 216 +3,4 13,4 2,0 9,2+1,9 10,7 £ 2,2
5 Infamatorias
zZ
Fibroblastos 59+1,3 51+04 46 +0,8 40«11 41 +0,9 3,2+0,5
@®
\:?) Colageno (mm?)| 128,9 + 25,6 97,9 + 14,0 160 = 8,1 154,5+10,2 | 178,059 1945+ 16,8
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. 7 (dias)
Colageno ~
Regido profunda da derme
GC
Grupos G2
G3
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Figura 2: Amostras histolégicas da regido
profunda da derme (400x). GC= Controle,
G2= laser +30pA, G3= laser +160pA

A figura 3 representa o histograma da drea
histolégica do coldgeno na regido profunda da
derme, demonstrando resultados estatistica-
mente significantes em relagdo ao GC, denotan-
do maior 4rea de coldgeno nos grupos G2 e G3.
No entanto, ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos
G2 e G3.

2501 p=0,0118

[ 53
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Figura 3: Histograma da drea de coldgeno
na derme profunda do grupo C vs G2 vs G3.
Valores expressos média + erro padr&o.

Discussdo

O laser e a microcorrentes sdo recursos
terapéuticos que tém sido investigados e apli-
cados para otimizagdo do processo de cicatriza-
¢do. Dentre os processos celulares estimulados
pela terapia a laser de baixa intensidade podem
ser citados: aceleracdo do processo de reparo,
aumento da sintese de coldgeno, redugdo do
tempo de reparo e incremento da tensao na ci-
catriz’. Por outro lado, estudos demonstram que
a microcorrente aumenta a producao de adeno-
sina trifosfato (ATP) e propicia a proliferagao de
fibroblastos'® 1134 com consequente acelera-
¢do processo de reparo®. Porém, nota-se que os
estudos envolvem as terapias em separado ou
em comparativo, tanto em nivel clinico quanto
experimental. Contudo, a associacdo néo foi re-
portada, justificando o estudo em animais pre-
viamente ao clinico.

O objetivo desta pesquisa foi verificar a
eficdcia da associacdo do laser e microcorrente
na fase inicial do processo de reparo tecidual
por segunda intengdo em modelo animal ava-
liando a influéncia destas terapias nos elemen-
tos: células inflamatorias, fibroblastos e area de
colageno.

As células inflamatérias estdo presentes
na ferida logo ap6s a lesdao. Em cerca de 3 dias
inicia-se a formacdo do tecido de granulagao,
sendo este o ponto de referéncia para o reparo
tecidual, sua caracteristica histolégica consiste
na formacdo de novos vasos e proliferacdo de
fibroblastos. No periodo de 5 a 7 dias a ferida
esta preenchida por este tecido e a neovascula-
rizagao atinge seu ponto maximo caracterizan-
do a fase inicial do processo de reparo’®. Devido
a este fato o presente estudo avaliou o periodo
de 7 dias ap6s a lesao.

O laser no espectro do vermelho foi elen-
cado por ser a faixa mais utilizada em reparo
tecidual cutaneo, regido do espectro eletromag-
nético correspondente a faixa de 620 a 740 nm.
A terapia a laser de baixa intensidade nesta fai-
xa produz efeitos importantes na fase inicial do
reparo como a diminuicdo da migracao de célu-



las inflamatérias, reducdo do edema, aumento
do ndmero de fibroblastos com redugao da area
de lesao.

Carvalho et al. (2010)*® estudaram a ag¢édo
do laser na regido do vermelho no processo de
reparo inicial e constataram redugao do pro-
cesso inflamatério bem como maior sintese
de colageno favorecendo o reparo tecidual. A
quantificagdo da 4rea de coldgeno foi maior nos
grupos tratados em relagao ao controle denotan-
do maior sintese nestes grupos, corroborando
com este achado estdo os estudos de Medrado
et al. (2008)" Busnardo e Biondo-Simdes (2010)%;
e Silveira et al., (2011)*.

O estudo nao demonstrou diferenga sig-
nificativa entre os grupos nos parametros ava-
liados quanto ao nimero de células inflama-
térias, vasos sanguineos e fibroblastos apesar
desta auséncia de diferenga significativa, ne-
nhum efeito negativo foi encontrado corrobo-
rando com o estudo de Byl et al. (1994)* que
ao aplicarem a corrente microamperada na in-
tensidade de 100 nA, no periodo de cinco dias,
ndo constataram acelera¢ao do processo de re-
paro, porém nenhum efeito negativo ocorreu
com a aplicagdo desta modalidade. Conforme
demonstra a figura 4 no presente estudo os
grupos tratados em associacdo quando compa-
rados com o controle apresentaram uma redu-
¢do das células inflamatoérias, sendo mais ex-
pressivo para o grupo tratado com intensidade
de 160 pA associado ao laser (47,92%). Estudos
envolvendo estas terapias demonstraram resul-
tados similares' >,

Silva (2006)" e Dall’agnol (2009)* estuda-
ram a terapia com microcorrente e com laser,
respectivamente e verificaram que ambas as te-
rapias foram eficazes na redugdo do infiltrado
inflamatério, porém tal achado foi mais expres-
sivo com o uso da microcorrente. Demir et al.
(2004)* enfatizaram que ambas as terapias sdo
eficazes no processo de reparo”, porém a micro-
corrente apresenta resultados mais expressivos
na fase inflamatoéria, com redug¢do na duragdo
da fase e decréscimo em relagao as células poli-
morfonucleares, macréfagos e mastécitos quan-

do comparado com o laser. Respostas prolifera-
tivas e de sintese podem ocorrer no mesmo sinal
dependendo do estado do tecido no momento
da estimulacgao. Kitchen (2003)*® ressalta que
os tecidos incluem em sua estrutura moléculas
de proteinas de cadeias longas como coldgeno,
elastina e queratina e que todas as proteinas
possuem uma caracteristica elétrica comum,
sendo capazes de interpretarem a intensidade e
freqiiéncia do estimulo imposta no tecido.

Os efeitos da estimulagdo tecidual tém
sido centrados na resposta dos fibroblastos em
acelerar o processo de reparo 7%, Verificou-
se um aumento na sintese dos fibroblastos tan-
to para o G2 (77,97%) quanto para o G3 (69,49%)
em relagdo ao GC. O laser e o microcorrente sao
recursos amplamente utilizados para acelerar o
processo de reparo tecidual. As terapias quando
utilizadas em associagdo apresentaram resulta-
dos positivos, porém ndo apresentam sinergis-
mo de potencializagdo” Os resultados foram
mais evidentes quando os recursos foram utili-
zados em estudos de forma isolada.

Considerando-se que clinicas de reabilita-
¢do comumente contam com equipamentos de
microcorrentes e/ou laser e por serem recursos
terapéuticos de custo relativamente baixo, es-
tes podem contribuir na recuperagao de tecidos
proporcionando melhores condic¢ées para que o
processo de reparo acontega objetivando uma
melhor qualidade de vida aos portadores de fe-
ridas podendo assim ser incorporados também
em Servigos Publicos.

Conclusado

A aplicacdo conjunta da corrente elétrica
microamperada (quadripolar, com frequéncia de
0,3Hz e 0,8 Hz, intensidade de 30 nA ou 160 pA)
associada ao laser Arseneto de Gédlio Aluminio
(X 656 + 5 nm) no processo inicial do reparo te-
cidual em feridas cutdneas em ratos demonstra-
ram, por meio da analise histolégica, aumento
da drea de colageno.
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