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EFEITOS DOS VARIOS COMPRIMENTOS DE ONDAS DE LEDS NA
CICATRIZACAO DE FERIDAS CUTANEAS EM RATOS WISTAR
Pablo Miranda da Silva Canela’

Patricia Froes Meyer?
RESUMO

A fisioterapia € uma area das ciéncias médicas que pode atuar no reparo de lesdes
tendo um importante papel na cicatrizacdao, ja que tem recursos terapéuticos
capazes de acelerar este processo. Um destes recursos é a fototerapia. O LEDs
(Light Emitting Diodes) € um recurso fototerapico que esta sendo bastante utilizado
atualmente, como uma boa alternativa ao LASER (Light Amplification by Stimulation
Emission of radiation) de baixa intensidade para promover a cicatrizagdo de feridas
devido ao seu baixo custo. Objetivo do estudo foi avaliar o efeito de varios
comprimentos de ondas do LED na cicatrizagdo de feridas cutaneas em ratos
WISTAR. Foi utilizada uma amostra de 25 ratos divididos em cinco grupos: Grupo
controle, Grupo LED vermelho (630-780nm), Grupo LED verde (490-565nm), Grupo
LED azul (440-490nm), Grupo LED amarelo (590-630nm) . Apds 24 horas da
realizagao das lesdes cirurgicas, foi utilizado o LED nos cinco grupos por 6 minutos
e DOSE DE 3,0 watts. Avaliou-se a area e o perimetro da cicatrizagdo com o s
oftware Universal Desktop Ruler versdao 2.9.1124 (AVPSpft). Com uma segunda
analise, em nivel histologico, pesquisou-se a reagao inflamatéria e o processo de
reparo. Foi observado que a fototerapia ndao colimada de 620-780 nm (vermelho)
provocou melhores efeitos anti-edematosos em relagdo aos outros grupos. A
formacdo de cicatriz com melhor qualidade ocorreu com o LED amarelo (590-
630nm), onde ocorreu maior deposigcao de colageno jovem e maduro em relacdo aos
demais grupos sendo seguido do grupo LED vermelho que apresentou colageno
jovem, mas com alta densidade em relacdo aos demais grupos. A média dos
resultados estatisticos da perimetria diminuiu em todos os grupos sendo que o grupo
LED vermelho foi significativo comparado ao grupo controle (p<0,001) e aa.LED Azul
(p=0,032). O grupo LED verde foi significativo comparado ao grupo controle
(p=0,014) e ao grupo LED Azul (p=0,014). A area diminuiu em todos os grupos tendo
melhor resultado no grupo LED vermelho e pior resultado no grupo LED azul. Diante
destas respostas com fototerapia ndo colimada vermelha (620-780 nm), verde (490 -
565nm), amarelo (590-630) e Azul (440 — 490nm) podemos concluir que o uso
destes comprimentos de s&o benéficos ao processo de cicatrizagéo,
preponderantemente com LED vermelho.

Palavras chaves: LED, cicatrizacao, fototerapia, fisioterapia dermato-funcional



EFEITOS DOS VARIOS COMPRIMENTOS DE ONDAS DE LEDS NA
CICATRIZAGAO DE FERIDAS CUTANEAS EM RATOS WISTAR

Pablo Miranda da Silva Canela’

Patricia Froes Meyer?
ABSTRACT

Physiotherapy is an area of medical sciences that can act in the repair of lesions
having an important role in healing, as it has therapeutic resources capable of
accelerating this process. One of these resources is phototherapy. The LEDs (Light
Emitting Diodes) phototherapy is a resource that is being widely used today as a
good alternative to the LASER (Light Amplification by Stimulation Emission of
Radiation) of low intensity to promote healing of wounds due to its low cost. Objective
was to evaluate the effects of various wavelengths of the LED in the healing of skin
wounds in rats. A sample of 25 mice divided into five groups: control group, Group
red LED (630-780nm), green LED group (490-565nm), blue LED Group (440-
490nm), Group yellow LED (590-630nm) . After 24 hours of the completion of the
surgical wound, the LED was used in five groups of six minutes and three watts. We
evaluated the area and perimeter of healing with software version 9.2.1124 Universal
Desktop Ruler (AVPSpft). In a second analysis, histological level, researched to the
inflammatory and repair process. It was observed that phototherapy does not
collimated of 620-780 nm (red) resulted in better anti-edematous effect in relation to
other groups. The formation of scar quality was better with the yellow LED (590-
630nm), where there was greater collagen deposition young and mature than the
other group being followed by the group showed that collagen red LED young, but
with high density compared to other groups. The average statistical results of
perimeter decreased in all groups and the group LED red was significant compared
to control (p <0.001) and Blue LED (p = 0.032). The green LED group was significant
compared to the control group (p = 0.014) and the group Blue LED (p = 0.014). The
area declined in all groups with better outcome in the group red LED and the worst
result in the group blue LED. Faced with these answers phototherapy not collimated
red (620-780 nm), green (490-565nm), yellow (590-630) and Blue (440 - 490nm) we
can conclude that the use of these lengths are beneficial to healing, predominantly
with red LED.

Key-words: LED, wound healing, phototherapy, dermato-physiotherapy functional
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1 INTRODUGAO

A cicatrizacao tem, ao longo dos anos, merecido atencdo redobrada dos
pesquisadores, principalmente em relacdo aos fatores que retardam ou dificultam
este processo. A cicatrizagdo € um processo fisiologico, complexo e altamente
organizado gque se inicia com resposta inflamatéria, caracterizada pelo aumento do
fluxo sanguineo, permeabilidade capilar e migracdo de leucdcitos para a regido
lesada. Os fatores que dificultam o reparo sdo o ambiente mais ou menos
contaminado no qual ocorre a ferida, infecgdo sistémica concomitante, o estado
nutricional deficitario, principalmente a hipoproteinemia, doencas sistémicas
associadas como o Diabetes, radioquimioterapia, quimioterapia e uso de drogas
imunossupressoras. Uma das mais eficientes propriedades de defesa do nosso
organismo € a capacidade organica de cicatrizar uma ferida. Solugdes para melhorar
a qualidade de vida dos pacientes que sdo acometidos por deficiéncia no processo
de reparo tecidual tém sido investigadas. (MARTINS et al, 2006; FERREIRA et al,
2006 VASHEGHANI et al, 2008).

Técnicas farmacolégicas (ZHAO ef al, 2002; SENNEVILLE, 2005),
fitoterapéuticas (PAIVA, 2002), terapias génicas (ISHII et al., 2004) e exercicios
fisioterapicos (TANAKA et al, 1996) sao utilizadas para o tratamento de lesdes
cutdneas agudas e -crénicas. Do mesmo modo, existem recursos fisicos nao
invasivos que auxiliam na contragéo de feridas (MILGRAM et al., 2004).

A radiagé@o a LASER (Light Amplification by Stimulation Emission of radiation)
de baixa intensidade € uma modalidade terapéutica nao invasiva freqientemente
utilizada na aceleragao do processo cicatricial de feridas pode favorecer 3" aumento
do fluxo sanguineo e a neoformagdo vascular. A terapia com LASER de baixa
intensidade € uma técnica capaz de acelerar o processo de reparagao dos tecidos
biolégicos traumatizados. Os efeitos da radiagao LASER sobre os tecidos dependem
da absor¢éo de sua energia e da transformagéo desta em determinados processos
biolégicos. Para descrever o efeito biolégico da radiagdo LASER é habitual seguir
um esquema, segundo o qual, a energia depositada nos tecidos produza agéo
primaria ou direta, com efeitos locais do tipo fototérmico, fotoquimico e fotoelétrico
ou bioelétrico (VINK et al., 2003).
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De acordo com Agne (2005) a energia LASER ao penetrar no interior do
tecido & absorvida por determinados cromoéforos, resultando no aumento do
metabolismo_ celular e consequentimente aumento da sintese de ATP pelas
mitocondrias. A laserterapia de baixa intensidade promove também efeitos
terapéuticos observados clinicamente, como a anestesia local, acao antiedematosa,
antiinflamatoéria e melhora da cicatrizagcéo de feridas de dificil evolugao.

A fisioterapia pode ter importante papel na facilitagdo do processo de
cicatrizacao, ja que possui recursos terapéuticos capazes de acelerar este processo.
Dentre estes recursos se destaca a fototerapia, que é citada na literatura como
eficiente tratamento para as cicatrizes. Uma opgéao de fototerapia em uso, hoje, é o
LEDs (Light emitting diodes) que sé@o diodos de semicondutores submetidos a uma
corrente elétrica que emite luz e € utilizada para fototerapia com o comprimento de
onda que varia de 405nm (azul) a 940nm (infravermelho). A fotoestimulagao
decorrente dessa luz atua sobre a célula e sua permeabilidade, sobre as
mitocdndrias estimuladoras, na sintese de ATP, nas proteinas como colageno e a
elastina. Esta luz age também como antimicrobiano e antiinflamatério e por isso sdo
indicados para as mais variadas afecgdes inflamatorias (ABRAMOWITZ E
ARRAZOLA, 2005).

Atualmente, a discussédo esta sendo vinculada as variaveis da luz, como a
coeréncia e a colimagao. Isso vem ocorrendo devido a introdugcdo de algumas
pesquisas utilizando a luz LED (Light emitting diodes) como substituto ao LASER.

As fontes de LASER e de LED sao semelhantes do ponto de vista da luz
emitida, ou seja, ambos produzem uma banda espectral relativamente estreita,
embora o LED tenha espectro um pouco mais largo. A diferenca importante dessas
fontes esta no fato de que a Luz emergente do LED néo é colimada nem ‘toerente.
Assim o LED esta sendo justificado como uma boa alternativa ao LASER de baixa
intensidade para promover a cicatrizagcdo de feridas. A procura de respostas
positivas dos efeitos do LED pode também estar associada ao baixo custo desse
equipamento em relagdo ao LASER (CORAZZA, 2005).

Apesar da atual discussao da luz, a dose de energia é uma interrogacéo para
varios pesquisadores e clinicos. No que tange o limiar energético de biomodulagao,
ha varias controvérsias. Os LASERs e LEDs com diferentes doses de energia
produzem determinados efeitos sobre os vasos sanguineos da pele. Varios estudos

seguem a fototerapia fundada na curva basica de Arndt-Shultz como ideais para
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estimular a producédo de células endoteliais € consequentes angiogénese, alem da
produgé@o de fibroblastos e colageno (PEREIRA et al, 2002; REDDY, 2003). Por
outro lado, alguns autores justificam a utilizacdo de fluéncias elevadas para
fotomodular a cicatrizacao de feridas (AL-WATBAN et al., 1999).

Esta foi uma pesquisa exploratéria experimental, cuja amostra foi de vinte
cinco ratos Wistar (Rattos norvegicos albinus) do sexo masculino.

1.2 Formulagao do problema ou oportunidade

A idéia de se utilizar o LED no processo cicatricial baseou-se na literatura que
confirma seus efeitos antibacteriano, antiinflamatério e cicatrizante. Segundo
Abramowitz e Arrazola (2005), trata-se de uma terapéutica nova, indolor, de
resultados rapidos e que usa aparelhos extremamente simples. Ele nao causa dano
tecidual e sua acdo se da através da estimulacdo direta intercelular, atuando
especificamente nas mitocéndrias, reorganizando as células, inibindo a agao de
alguns grupos celulares e estimulando outros. Existem diferentes efeitos bioldgicos e
fisiologicos de acordo com cada comprimento de onda do LED sendo LED Azul
(440-490nm) bactericida, LED Verde (490-565nm) cicatrizante e estimulador de
fibroblasto, LED amarelo (590-630) Cicatrizante e estimulador de colageno maduro e
o LED Vermelho (630-780nm) cicatrizante.

Partindo das citagdes da literatura, este trabalho questiona se o os diferentes
comprimentos de onda do LED teriam uma boa atuagao na cicatrizagdo, acelerando
este processo. Em qual comprimento de onda ele teria maior eficacia vermé&lho (630-
780nm), verde (490 -565nm), azul (490 -565nm) e Amarelo (590-630) e qual LED
possui melhor eficacia na cicatrizagao.

1.3 Objetivos

Avaliar o efeito dos varios comprimentos de ondas do LEDs (Light emitting
diodes) no processo de cicatrizagdo em ratos.
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Especifico:

Investigar o efeito do LED em relagdo ao aumento/diminuicdo do tempo de
cicatrizagao.

Avaliar modificagdes na qualidade da cicatriz e no tamanho da area de
cicatriz.

Demonstrar as alteragoes histolégicas realizadas apoés as aplicagdes do LEDs
vermelho com comprimento de onda entre 630-780nm, LEDs verde com
comprimento de onda de 490 -565nm, LEDs azul com comprimento de onda de 440-
490nm e do LEDs amarelo com comprimento de onda de 590-630nm.

1.4 Justificativa

Este trabalho questiona se o os diferentes comprimentos de onda do LED
teriam uma boa atuacdo na cicatrizacdo, acelerando este processo. Portanto sua
principal importancia para a satde e consequentemente para a fisioterapia dermato-
funcional &€ demonstrar qual o LED com seu comprimento de onda especifico
vermelho (630-780nm), verde (490 -565nm), azul (440 -490nm) ou Amarelo (590-
630nm) €& mais eficaz no processo de cicatrizagéao de feridas.

2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Processo de cicatrizagao

A cicatrizagdo € um processo dinamico e de alto gasto energético que tem
como objetivo restaurar a estrutura e fungdo do tecido lesado. Ha liberacao de
c-itocinas e fatores de crescimento, participagcdo de células inflamatérias e
fibroblastos, formagdo de matriz extracelular e colageno, remodelagem tecidual e
reepitelizagcéo. Os fatores ambientais e fisiologicos podem exercer importantes

papéis na cicatrizagdo. Estes papéis podem ser observados no tempo e na
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qualidade da cicatrizagao e ainda no aparecimento de complicagées na formagéo da
cicatriz (Kumar, 2005). A cicatrizacdo € um mecanismo de cura espontanea que
corresponde a tentativa biolégica de restaurar e reparar o tecido. Existem varios
fatores que influenciam na cicatrizagéo das feridas, como por exemplo, a quantidade
de tecido perdido, a presencga de infecgdo e o estado geral do paciente (MAIO, 2004;
FIGUEIREDO E VIANA, 2006),

Existem dois tipos de cicatrizagdo: a de primeira intengdo e a de segunda
intencdo. A cicatrizacdo de primeira intengéo ocorre quando o reparo da ferida vem
de uma incisao cirurgica limpa nao infectada e os bordos aproximados por sutura. A
incisao cirurgica provoca morte de células epiteliais do tecido conjuntivo, bem como
a ruptura da continuidade da membrana basal epitelial. O espago da incisdo é
imediatamente preenchido por sangue coagulado, que contem fibrina de células
sanguineas; a desidratagdo do coagulo forma a crosta que recobre a ferida. Nas
primeiras vinte e quatro horas surgem neutréfilos nas margens da incisdo, que se
deslocam para o coagulo de fibrina. A-epiderme sofre espessamento nas bordas em
decorréncia da atividade mitética das células basais e, dentro de 24 ou 48 horas,
observa-se projegdo de células epiteliais das bordas que migram e crescem ao
longo das margens incisionadas da derme, depositando componentes da membrana
basal a medida que se deslocam. Tais células fundem-se na linha média abaixo da
crosta superficial produzindo assim uma camada de células epiteliais continuas e
finas. Finaimente, obtém-se uma formagdo minima do tecido de granulagdo que
resulta numa peguena cicatriz (DU GAS, 1988; FERREIRA et al, 2006; JORGE E
DANTAS, 2003)

A cicatrizagao de segunda inteng@o ocorre quando uma ferida apresenta as
margens afastadas e forma-se um grande coagulo. Se ocorrer uma “infecgao
associada, irdo surgir reagoes inflamatérias exuberantes. Nos dois casos, a
exsudacgao de fagécitos € muito intensa e forma abundante tecido de granulagso, o
qual vai se formar a partir da base da ferida e dos dois lados para a superficie.
Como as bordas da ferida sdo distantes, a regeneragéo da epiderme é mais lenta.
As células da epiderme proliferam nas margens, onde ocorre certo grau de
hi.perplasia devido a grande quantidade de fatores de crescimento liberados a partir
das células exsudadas. Nas fases iniciais, o tecido de granulagdo faz saliéncia na
superficie da ferida. A retragdo é bastante pronunciada e pode, em alguns meses,
reduzir a superficie da cicatriz em 90% da dimensao inicial. A resisténcia da cicatriz
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aumenta com o tempo, mas nao atinge os niveis da pele integra. Se a lesdo é
extensa ou ha infeccao, o processo € mais intenso e € maior a quantidade de tecido
de granulagdo produzido. As cicatrizes formadas podem sofrer retragdo e
remodelacdo de graus vanaveis, podendo diminuir sensivelmente de volume ou
mesmo desaparecer. Geralmente € uma cicatriz grande e irregular (BRASILEIRO
FILHO, 2000).

A fisiopatologia da cicatrizacao descreve trés fases que sd0 necessarias ao
entendimento desta questdo. S3o elas: fase inflamatoria, fase proliferativa e de
remodelagem. A inflamac3o € uma reagao defensiva, localizada e restrita a area que
sofreu a agress3o de agentes lesivos. O processo inflamatodrio serve para destruir,
diluir ou mobilizar o agente agressor e, em seguida, deflagrar uma série de
acontecimentos que curam e reorganizam o tecido lesado. Esse processo promove
tanto a regeneracdo da arquitetura tecidual quanto o retorno da fisiologia, e em
ultimo caso forma o tecido cicatricial j@ que nao pode restaurar completamente a
fisiologia. Ainda sobre a inflamacgédo sabe-se que ela comeca no exato momento da
lesdo e o sangramento que ocorre, fraz plaguetas, hemacias e fibrina, determinando
a aderéncia entre as bordas da ferida, condicdo importante para a cicatrizagio.
Neutrofilos e mondcitos respondem rapidamente aos agentes quimiotaxicos. Os
neutrofilos sdo os primeiros leucdcitos a chegar ao local da lesdo e sua fungéo é
fagocitar e matar qualquer bactéria presente na area. Os macroéfagos derivados de
mondcitos comecam a se acumular entre 2 e 5 dias ap6s a les&o, a sua fungédo é
ajudar os neutrofilos na fagocitose de microorganismos, retirando o tecido lesionado
e removendo os neutréfilos mortos (MAIO, 2004; BORGES, 2006; CARVALHO,
2002).

A fase de proliferagdo é caracterizada pela remocgéo dos restos célulares e
pela reparagdo temporaria do tecido formado durante o estagio anterior da
inflamacao e pelo desenvolvimento dos tecidos substitutos novos e permanentes. O
tecido de granulagdo comeca a ser formado por volta do quarto dia apés a leséo e
nesta etapa, os novos fibroblastos acumulados misturam-se as neoformacées de
capilares, dando inicio ao tecido de granulagdo. O colageno é o principal
componente da cicatriz de tecido conjuntivo. As fibras colagenas sdo as mais
freqlientes no tecido conjuntivo e em muitos casos aparecem agrupadas formando
feixes. Elas sdo constituidas pela proteina coldgeno, que é a proteina mais
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abundante no corpo humano e sua producao envolve eventos pés-translacionais
(STARKEY, 2001; CARVALHO, 2002).

De acordo com lIrion (2005), a fase de remodelagdao, a terceira fase, é
entendida como uma resposta de longo prazo ao ferimento. Observa-se aqui que a
matriz extracelular modifica-se continuamente com fibroblastos controlando-se
permanentemente até que se forme a matriz estavel podendo durar meses a anos,
esta estabilizagdo € responsavel pelo aumento da forga de tensao e pela diminuigao
do tamanho da cicatriz e do eritema. As reformulagées dos colagenos, melhoria nos
componentes das fibras colagenas e a reabsor¢cdo de agua sdo eventos que
permitem uma conexado entre o aumento da forga de cicatriz e diminuigcdo da
espessura da ferida.

A neovasculatura diminui, e tardiamente a cicatriz € considerada avascular e
comega a adquirir a aparéncia de massa fibrotica, caracteristica da cicatriz
(BALBINO, PEREIRA e CURI, 2005).

2.2 Recursos fisioterapéuticos

2.2.1 LASER

Os recursos usados na fisioterapia exercem um importante papel no reparo
tecidual e a fototerapia & um destes recursos utilizados. De acordo com Delisa e
Gans (2002); Agne (2005); Vegoso (1993), os lasers de baixa intensidade tém sido
usados para acelerar a cicatrizacdo, e a sua irradiagdo estimula a produgdo de
colageno melhorando a fungéo do tecido lesado pela melhoria da sintese do DNA.

O termo LASER é um acrénimo de “Light Amplification by Stimulation
Emission of radiation” que significa amplificagdo da luz por emissédo estimulada de
radiacao. O fenémeno fisico da emissédo estimulada foi postulado por Albert Einstein
em 1916. Baseados nesses principios, em 1950, Towers, Gordon e Zeiger
constroem o MASTER ou amplificador de microondas por emissdo estimulada de

radiagao criando, portanto, a possibilidade de trabalhar na regido visivel da radiacéo.
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(Gomes, 2005). Em meados dos anos 70, Java, Bennett e Herriot construiram o
LASER de Helio-Nednio, apoiados no descobrimento do LASER vermelho visivel
feito por White e Rigden. Este fato gerou interesse em um LASER na faixa
infravermelha, fora do alcance da emissao visivel, aparecendo no final da década de
60 os primeiros laseres de Arsenato de Galio (GaAs) e Arsenato de Galio aluminio
(GaAlAs). A Laserterapia tem tido uma ampliagdo na sua utilizacdo nas ultimas trés
décadas na Europa Ocidenta, Rissia e nos ultimos dez anos nos Estados Unidos
(ORTIZ, 2001). A terapia com LASER de baixa poténcia € uma técnica capaz de
acelerar o processo de reparacdao dos tecidos biolégicos traumatizados. A
laserterapia atua também na analgesia local, agao antiedematosa e antiinflamatéria,
0 que acelera os processos de cicatrizagédo. Ele ainda provoca aumento da producédo
de ATP acelerando a velocidade de divisao celular, estimulando a microcirculagéo,
aumentando a nutricdo celular, e multiplicando o nimero de células nos tecidos.
Tudo isto garante uma cicatrizagdo mais rapida e esteticamente superior. Na area
iradiada, vai ocorrer um aumento no trofismo das células que produz, como
conseqiiéncia também um aumento da velocidade mitética celular pela elevada
producédo de ATP. Em decorréncia deste fato, ocorre 0 aumento do processo de
reparo a nivel tissular e organico, devido ao estimulo que exerce sobre a capacidade
de cicatrizaga@o do tecido conjuntivo e a neoformacgéo de vasos sanguineos (AGNE,
2005; BUEGUER, 2004).

2.2.2 LED

Outro recurso da fisioterapia que utiliza luz é a fototerapia irradiada por LED.
Desde o advento do diodo nos anos 70, a emissdo de luz ganhou dimensées na
aplicabilidade em varios setores. O termo “LED” é um acrémio de (Diodo Emissor de
luz), que € um diodo, baseado em jungdes p-n (p-positivo; n-negativo), que, quando
reenergizado, emite luz. Este processo de emissao de luz pela aplicagdo de uma
fonte elétrica de energia é chamado “eletroluminescéncia”. (CORAZZA, 2005)

Os LEDs geralmente sao utilizados em substituicdo as lampadas de
sinalizagdo ou lampadas piloto nos painéis de aparelhos e instrumentos variados.

Eles tém grandes vantagens sobre as lampadas incandescentes convencionais
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porque nao possuem filamento que queimam facilmente, isso vai proporcionar um
tempo de vida atil de 100.000 ou mais horas, sdo atérmicos e possuem menos
consumo energético. O LED é quase um laser, diferenciando-se deste, ja que seus
fétons nao se encontram em fases como no laser, ndo sdo amplificando, portanto.
Seu comprimento de onda ndo é quase puro como laser (+/- 5 nm), ndo tem um pico
de poténcia numa banda e dispbe de uma emissdao atenuada em outros
comprimentos de onda. Outra diferenga € a sua colimagéo. A luz do LED possui uma
divergéncia que sera medida em graus, Isto representa uma desvantagem por um
lado ja que os fotons se repartem em uma superficie maior, e constitui uma
vantagem ja que o terapeuta pode cobrir uma area maior, deixando fixo, o aplicador,
sem ter que fazer movimentos como no laser (CORAZZA, 2005).

Sao diversas as patologias que se beneficiam desse sistema baseado na
fotobioestimulagdo. Estudos descrevem suas agbes antivirais, estimulagdo da
cicatrizagao, antiinflamatoéria e analgésica, por isso € indicada para varias infecgdes
inflamatérias. Também ha estudos relatando sua agéo no sistema imunolégico local
tais como em neutrdfilos, liberagdo de mediadores da inflamagéo e alteragédo dos
fibroblastos. Devido as suas propriedades antiinflamatérias e imunomoduladoras,
eles podem ser usados em diversas afecgdes como foliculite queloidiana, Ulceras,
herpes zoster, acne, rejuvenescimento, e bronzeamento (ABRAMOWITZ E
ARRAZOLA, 2005).

O LED tem sido muito usado para o controle dos sinais de envelhecimento.
Com os seus componentes antiinflamatérios em combinagdo com as células
reguladoras ajuda a melhorar os resultados de outros tratamentos dérmicos a base
de rejuvenescimento. O uso do LED tem uma significativa diminuicdo das rugas e
aumento da elasticidade da pele. Histologicamente ocorre um aumento significativo
na quantidade de colageno e fibras elasticas. Estruturalmente exames
demonstraram que fibroblastos foram altamente ativados, rodeados por abundantes
fibras elasticas e colageno. Com esta comprovagéao, a fototerapia com LED mostra
uma possibilidade de ser uma abordagem eficaz para o rejuvenescimento da pele
(WEISS et al ,2005; SEUNG et al ,2007).

A disfungéo mitocéndrial esta envolvida na patogénese de inimeras doencas
e o LED representa uma inovadora e nao invasiva abordagem terapéutica para o
tratamento da les&o tecidual e doencas como a retinopatia diabética, a degeneracgao
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macular relacionada a idade, a neuropatia 6ptica hereditaria de Leber's e a doenga
de Parkinson (EELLS et al, 2004).

Foi feito um estudo que comparou os efeitos do laser e do LED na
cicatrizacdo. Segundo Klebanov et al (2005), os efeitos do laser He-Ne coerente e
da radiagao de diodo emitindo luz (LED) nao coerente na cicatrizagao de feridas e
na atividade funcional dos leucécitos no exsudato de feridas em pele de ratos. A
analise patomorfologica comparativa mostrou que o laser He-Ne e a irradiagédo LED
estimularam a passagem da fase inflamatoéria da cicatrizacao da ferida para as fases
reparativa (proliferativa). Também mostrou que a atividade funcional dos leucdcitos
modificou-se de modo dose-dependente. A atividade dos leucocitos foi considerada
igual nos grupos tratados com laser e irradiacdo LED. Portanto, os autores concluem
que o laser coerente e a radiagdo LED nado coerente apresentam efeitos muito
semelhantes na cicatrizagédo de feridas e na atividade dos leucécitos no exsudato de
feridas e a coeréncia ndo & necessaria para esta atividade.

Os LEDs originalmente foram desenvolvidos para experimentos de
crescimento de plantas na NASA. Em um estudo na National Aeronautics and Space
Administration (NASA) com camundongo diabético geneticamente modificado
mostrou que o arranjo de RNA que foi analisado revelou certos tecidos regenerando
genes. Os autores concluiram que a utilizagdo do LED para a terapia com luz
aumenta, significativamente, o processo natural de cicatrizacdo de feridas e o
paciente retorna mais-rapidamente a suas atividades (WHELAN et al, 2003).

A exposicdo radiante da luz em varios comprimentos de onda, quando
aplicada a macréfagos, estimula a liberagdo de fatores de crescimento. Utilizaram
varios comprimentos de ondas em uma Unica fonte de energia e foram aplicados de
forma individualizada. O conjunto de multiplos comprimentos de onda era composto
por 21 diodos (um laser de 820 nm e os demais formados por LEDs de 660, 870,
880, 940 e 950 nm). Uma ferida de 1 cm? foi feita em ratos Wistar com um bisturi e,
depois de tratado, o animal era sacrificado. O material era entdo encaminhado para
solugdo de degranulacdo e mastécitos analisados em microscopia de luz. Os
resultados demonstraram que os mastécitos estimulados apresentaram uma elevada
degranulacéo, principalmente quando tratados com conjunto multiplo de diodos
monocromaticos (CORAZZA, 2005).

O LED vermelho tem o comprimento de onda de 630-780nm, e indicagéo para

pélos escuros com o croméforo alvo a melanina. Sendo assim O LED vermelho tem
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sido empregado na prevencao do envelhecimento e cicatrizagédo de feridas. Varios
estudo vem investigando a luz vermelha e seus efeitos primarios durante a fase de
proliferagdo do processo de cicatrizagdo de feridas, tais como estimulagéo de
fibroblastos e a sintese de colageno jovem e maduro, a producdo de fator de
crescimento incluindo Fator basico de crescimento de colageno - bFGF, estimulagao
de fator de crescimento - TGF, a estimulagdo de macroéfagos, linfocitos e a
estimulagdo de uma maior taxa de produgdo de matriz extracelular tem sido
relatados com tratamento com LED vermelho (HUANG et al, 2007)

O LED azul com a luz visivel na faixa de 450 nanémetros converte bilirrubina
nao conjugada em isémeros nao-téxico e soluvel. A fototerapia € o procedimento
mais comum utilizado para tratar a hiperbilirrubinemia em neonatos.Também
estimula o fluxo biliar e excregao de bilirrubina na bile, simultaneamente, melhorando
a motilidade, reafirmando o uso do LED na hiperbilirrubinemia em neonatos. O autor
observou que a luz do LED deve ser considerada um tratamento mais eficaz do que
as luzes utilizadas atualmente, e que as caracteristicas Unicas desta fonte de luz
pode torna-se especialmente adequada para a utilizagdo segura em casos de
fototerapia (VREMAN et al,1998).

De acordo com o fabricante Demox Eletromédica, o comprimento de onda
do LED verde é de 515-525 nm, e é indicada para lesGes vasculares e pigmentada.
Tem como cromoéforo alvo a hemoglobina e a melanina. O LED verde usado
imediatamente apés o tratamento com intensidade de radiagdo modulada (IMRT),
reduziu a incidéncia de ferida nos graus 1, 2, e 3 nas reagbes cutaneas em doentes
com cancer de mama tratados com radioterapia (RT), segundo a pesquisa realizada
no National Cancer Institui (NCI). Revelou bastante positivo em relagcao aos efeitos
estimulantes sobre a proliferagao de fibroblastos em vitro. Este resultado-pode ser
de grande importancia para pacientes diabéticos portadores de pé diabético que
possuem dificuldade de produgéo de fibroblastos durante a cicatrizagdo (FAROUK E
AL-WATBAN, 2003; VINCK et al, 2005; DELAND et al ,2007).

O LED amarelo tem demonstrado resultados significativos em relacdo a
estimulacao de fibroblastos em cultura de células. Acredita-se que o0 mecanismo de
acao inicia-se com a estimulagdo das mitocdndrias para ativar a cadeia de
transporte de elétrons e assim, aumentar e regular a produgéo celular. A formacéo de
Adenosina trifosfato - ATP imediatamente apos a exposigdo LED amarelo tem sido
demonstrado conjuntamente com aumento da atividade dos fibroblastos. A
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estimulacdo de fibroblastos desta forma pode render mais colageno e elastina e
menos metalloproteinase-1, enzima responsavel pela degradagdo do colageno
(WEISS et al, 2005)

O LED, portanto, tem os mais variados usos e um baixo custo como
informaram Failache e Geido (2006), quando afirmam que: depois de se comparar
trés grupos de fototerapia a base de LEDs, se observa que as especificagbes dos
produtos comerciais sdo muito similares, destacando-se no consumo elétrico e no

custo.

3 METODOLOGIA

3.1 Delineamento da pesquisa

Trata-se de pesquisa exploratéria experimental descritiva, quantitativa e
qualitativa, onde foi analisado o processo cicatricial de feridas cutaneas produzidas
em ratos Wistar por meio de fotografias, observagées macroscopicas e
microscopicas. Foram observados os aspectos qualitativos e quantitativos das agdes
em cada grupo. O projeto foi enviado ao Comité de Etica da Universidade Potiguar

(Unp) e aprovado segundo o protocolo n°® 214 / 2009.

3.2 Populagao — Alvo

A populagdo pesquisada foi ratos Wistar (Rattos norvegicos albinus) do sexo
masculino, variacdo albina, selecionados de forma aleatéria. Todos os animais
tiveram origem do biotério da Universidade Potiguar — UNP. Os mesmos passaram
por um periodo de ambientagdo por 5 dias no laboratério, em ambiente com
temperatura e iluminagdo controladas, umidade mantida por ar condicionado e
minimo barulho, confinados em gaiolas individuais forradas com serragem, onde
receberam ragcdo FRELAB e agua a vontade.
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3.3 Amostra

A amostra em estudo foi composta de 25 ratos pesando entre 250g e 300g,
do sexo masculino, linhagem Wistar (Rattos norvegicos albinus) divididos em 5
grupos: Grupo controle(n=5), Grupo LED verde (490-565nm) (n=5), Grupo LED
vermelho (630-780nm) (n=5), Grupo LED Amarelo (590-630) (n=5), Grupo LED azul
(440-490nm) (n=5).

Foi escolhido o rato da linhagem Wistar como animal de experimentacgéo,
devido a facilidade de aquisicdo, manuseio, acomodacédo. De acordo Marchini (1994)
e Simodes et al (1985), os ratos Wistar tem resisténcia a agresséao cirtrgica e a baixa
mortalidade, apresentada nos processos infecciosos. Para Belivacqua et al (1981),
foram escolhidos todos os ratos machos e adultos, para evitar a interferéncia das
variacbes hormonais do ciclo menstrual das fémeas que poderiam interferir no
mecanismo de reparacao tecidual. O experimento teve duracéo de 5 dias.

3.4 Plano de coleta dos dados — instrumentos de coleta

As lestes foram fotografadas diariamente, com um filme transparente
quadriculado interposto, possibilitando o calculo de area e perimetro, com a cadmera
digital Cyber Shot Sony, 6.0 mega pixels. O perimetro e o calculo da area foram
feitos com o software Universal Desktop Ruler versao 2.9.1124 (AVPSpft).

Os dados foram passados para tabelas de Excel onde se calculou a diferenga
percentual para cada grupo, mediante a férmula:

Diferenca percentual = (medida inicial-medida final) x 100 / (medida inicial +

medida final)

As variagbes na magnitude desta diferenca indicam modificagdes da area e
do perimetro.
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Posteriormente, foi realizado o teste de Kolmogorov-Smirnov para avaliar a
normalidade da distribuicdo. E em seguida, foram realizados os testes de ANOVA,
seguido do teste de Tukey. Os programas utilizados nesta avaliagdo foram o
SIGMASTAT versao 3.5 (SYSTAT software, Erkrath, Alemanha) e o Prism verséo
5.0 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, EUA). Foram considerados
estatisticamente significantes os resultados cujos niveis descritivos (valores de p)
foram inferiores a 0,05.

Com uma segunda analise, a nivel histologico, pesquisou-se a reagao
inflamatéria e o processo de reparo com os seguintes itens:

Inflamacao:
e Tipo de reacao inflamatéria
o Aguda
o Cronica
e Presenca de crosta.
e Presenca células gigantes
' o Edema: leve, moderado e intenso
Processo de reparo:
o Epitelizagao (regeneracao)
o Completa
o Incompleta
¢ Tecido de granulagéo — processo de reparo precoce
o Pauci vascular, moderado vascular e plurivascular
o Pauci celular, moderado celular e pluricelular
e Cicatrizagao:
e Tipo de colageno

o Jovem
o Maduro

Todos estes itens foram quantificados em escalas de +, ++ e +++ que serdo
classificados como leve, moderado ou elevado, respectivamente. Os dados foram

coletados por profissionais treinados de forma cega.



Procedimentos:

Tabela 1- Distribuicdo dos animais segundo os procedimentos realizados

Grupos de animais Procedimentos Grupos de animais Namero de Sacrificio
Animais

GRUPO|-GC N°5 Apés 5° dia de
Grupo controle s/ uso do LED terapia

GRUPO II-LEDVm N° 5 Apés 5° dia de
5 aplicagdes de LED vermelho (630-780nm) terapia

| GRUPO III-LEDAm N°5 Apés 5 dia de
5 aplicagbes de LED Amarelo (590-630) terapia

GRUPO IV-LEDVd N°5 Apés 5° dia de
5 aplicagdes de LED Verde (490-565nm) terapia

GRUPO V- LEDAz N° 5 Apés 5 dia de
5 aplicagbes de LED Azul (440-490nm) terapia

Producao da ferida cutanea

25

Foi realizada em cada um dos 25 ratos referidos uma inciséo cirtrgica, apés

anestesia mediante o uso do anestésico (Zoletil 50) por via intramuscular, no

quadriceps direito, na'dosagem calculada, de acordo com o peso do animal (50 a 75

mg/kg). Dez minutos apés anestesia, foi feita a tricotomia e assepsia do dorso de

cada animal com clorexdine a 2%, seguindo-se de incisdo cirtrgica de 1 cm? na

regido dorsal dos 25 ratos. Apés 24 horas da incisdo cirtrgica, os animais foram

divididos aleatoriamente em cinco grupos e foi iniciada a terapia com equipamento
de LED em 20 ratos.



Aplicacao do LED

Aplicacao do LED foi realizada a 90° da zona de tratamento de acordo com a
lei do co-seno de Lambert, sem contato com a pele. A distancia da zona de
aplicacdo foi de acordo com a area da lesdo de modo que a luz emitida pelo LED
abrangesse toda a ferida. A aplicagao foi diaria, cinco aplicagées, de Quarta-feira a
domingo, com duragédo de 6 minutos e 3 watts de potencia cada aplicagdo, com o
aparelho Biolight do fabricante Demox Eletromédica.

Apoés a incisdo cirurgica das lesbes cutaneas, acompanhou-se diariamente a
area e o perimetro da lesdo. No 7° dia do experimento, 24 horas, apés a quinta
aplicacao do LED, foi feito o sacrificio dos animais.

Sacrificio dos animais

Seguido o periodo de tratamento, os animais foram sacrificados em camara
de CO2. Posteriormente foi coletado, mediante bisturi, um fragmento da pele do
dorso de todos os animais na area correspondente a ferida. Depois deste
procedimento os fragmentos foram colocados em frascos apropriados e
devidamente identificados, contendo 20 ml de solugdo de formol a 10%. Apos 24
horas de fixag@o, as amostras foram encaminhadas ao laboratério de patologia para
processamento histolégico de rotina. Foram emblocados em parafina, cortados em
micrétomo rotativo, com 4 micrébmetros e corados pela técnica de Hematoxilina e
Eosina (HE) e Tricrémico de Masson (coloragdo mais utilizada para evidenciar fibras
colagenas).

As laminas foram examinadas em microscopio Optico Olympus, por
patologista, de forma cega. Ap6s exame e tabulacdo dos dados foram feitas

fotomicrografias com camara digital Olympus acoplada ao microscépio.
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3.5 Cronograma

No transcorrer da pesquisa foram seguidos os seguintes cronogramas de
aplicagcdes nos respectivos animais

ATIVIDADES 2009.1 | 2009.2 | 2010.1
’ Elaboragdo do projeto de x
pesquisa
2. |Revisao bibliografica X X X
3. |Aprovacao pelo Comité de ética X

4. | Coleta de dados

5. |Analise dos dados

6. | Elaboragcado da Monografia

x| X| X| X

7. |Apresentagao do TCC
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4 DESCRICAO E ANALISE DOS RESULTADOS

4.1 Resultados estatisticos (quantitativos)

4.1.1 Perimetro

A figura 1 mostra a evolugao da perimetria de todos os grupos . Foi observado
que todos os grupos tiveram reducdo da perimetria no decorrer do 1° ao 5° dia de
tratamento. A linha do grupo LED Vermelho e LED Azul estdo sobreposta pelas

demais linhas.
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Figura 1 — Evoluc&o da perimetria para os grupos estudados ao longo dos 5 dias de tratamento. Os
resultados estdo expressos em média + desvio padréo. GC: Grupo Controle; GVd: Grupo Verde;
GVm: Grupo Vermelho; GAz: Grupo Azul; GAm: Grupo Amarelo.
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A figura 2 apresenta a diferenga percentual da perimetria em relagao aos
grupos estudados. Foi observado que o grupo LED vermelho foi significativo em
relagdo ao grupo Controle (p< 0,001) e grupo LED Azul (p=0,032). O grupo LED
Verde também foi significativo em relacdo ao grupo Controle(p=0,014) e grupo LED
Azul (p=0,014). O Grupo LED Vermelho obteve o melhor resultado no que diz
respeito a redugédo da perimetria sendo seguido do grupo LED verde e grupo LED
Amarelo sendo o pior resultado o grupo LED Azul.
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Figura 2 — Diferenca percentual da perimetria em relagéo aos grupos estudados. Os resultados est&o
expressos em media + desvio padrdo. a — Significativo em relagdo ao GC; b — Significativo em
relagdo ao GAz. GC: Grupo Controle; GVd: Grupo Verde; GVm: Grupo Vermelho, GAz: Grupo Azul;
GAm: Grupo Amarelo.
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4.1.2 Area

A figura 3 mostra a evolugdo da area de todos os grupos. Foi observado que

todos os grupos tiveram reducao da area no decorrer do 1° ao 5° dia de tratamento.
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Figura 3 — Evolucdo da area para os grupos estudados ao longo dos 5 dias de tratamento. Os
resultados estéo expressos em média + desvio padrdo. GC: Grupo Controle; GVd: Grupo Verde;
GVm: Grupo Vermelho; GAz: Grupo Azul; GAm: Grupo Amarelo.
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A figura 4 apresenta a diferenga percentual da area em relacdo aos grupos
estudados. Foi observado que o grupo LED vermelho foi significativo em relagdo ao
grupo Controle (p=0,026) e grupo LED Azul (p=0,014). O Grupo LED Vermelho
obteve o melhor resultado em relacdo a redugéo da area da ferida sendo seguido do
grupo LED verde e grupo LED Amarelo sendo o pior resultado o grupo LED Azul. O

grupo Controle obteve uma discreta melhora em relacdo ao grupo LED azul.

60

- d
50
40
30 I
20 '
0 - = =
A GA

b
GC Gvd GVm GAz m |

Diferenga Percentual da
Area

| Grupos
| .
Figura 4 — Diferenca percentual da area em relagdo aos grupos estudados. Os
resultados estédo expressos em média + desvio padrdo. a — Significativo em relagdo

ao GC; b — Significativo em relagdo ao GAz. GC: Grupo Controle; GVd: Grupo
Verde; GVm: Grupo Vermelho; GAz: Grupo Azul; GAm: Grupo Amarelo.
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4.2 Resultados qualitativos

A tabela 2 mostra o resultado do grupo controle apés 05 dias.

Na tabela 2 observou-se que a inflamagédo aguda foi leve com presenca de
fibrina em duas amostras e composta por um edema leve. A Inflamagao crénica foi
moderada. A crosta esteve presente em 2 duas das amostras. Apresentou discreta
epitelizacao nas margens ou em 1/5 da lesdo. O tecido de granulagdo nao
preencheu totalmente a area da ferida e estava constituido por tecidos conjuntivo
jovem, frouxo e elevada deposicdo de colageno jovem (80%). Foi observado 2
amostras apresentando células gigantes.

Os primeiros leucécitos a chegarem ao local da lesdo sdo os neutréfilos, que
possui a fungao de fagocitar e digerir células mortas e microrganismos. Eles liberam
enzimas que vao atrair outras células inflamatérias e iniciar a formacgéao do tecido de
granulagéo. A maior presenga de células inflamatérias sinaliza um prolongamento do
tempo de inflamac&o, mais tempo para passar a outra etapa: reparacdao (BORGES,
2006).

Apds uma incisdo cirargica, o espago criado por esta, € imediatamente
preenchido por sangue coagulado e este coagulo vai desidratar formando a crosta
que recobre a ferida (Jorge e Dantas, 2003).

As fotomicrografias do tecido dérmico submetido a lesdo foram coradas em

HE e Tricromico de Masson e apresentam caracteristicas ja descritas anteriormente:

Tabela 2 - andlise qualitativa de resultados do grupo controle.

Grupo Inflamagao regeneragao tecido de Cicatriz Inflamacao
controle epitelial granulagao
Inf. Inf. Incomp. Pauc. Pauci Colage. | Colage. | Granulomat. | edema
aguda | Crénica Moder.Pl | moder | Jovem | Maduro Cel. gigante
uri. pluri
vascular. | celular.
01 + 1/5 da lesao e - = +
- ++ +/+
02 + 5 +1/5 da lesdo ++ +44 -
fibrina - +
crosta
03 + ++ + discreta +++ -
na margem +/+ + +
Lo + discreta ++ +
04 ++ na margem +[+ + +
+ + 1/5 da lesdo e =
05 fibrina | ++ ++ +
crosta

+ (Leve), ++ (Moderado), +++ (Elevado).
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Figura 5: HE 100x mostrando epitélio e tecido de granulagéo

Figura 6: Tricromico 400X — Colageno jovem e presenga de mastocitos

A tabela 3 mostra o grupo tratado com LED vermelho ap6s 5 aplicagoes.

Na tabela 3 é possivel ver que a inflamagao aguda esteve moderada (100%)
com presencga macica de fibrina. O edema foi discreto em 100%. A inﬁamagéo
crénica apresentou-se predominantemente moderada. A crosta esteve presente em
todos os animais, mas a epitelizacdo nas margens, atingiu uma maior area, em
relagéo ao grupo controle. O tecido de granulagdo apresentou moderado preencheu
em 100% da amostra, neste grupo, estava mais desenvolvido, com menor
quantidade de edema, ocorreu maior deposigdo de colageno jovem (compacto)
quando comparado ao grupo controle. Uma amostra apresentou células gigantes.

O LED vermelho, usado apés traumas de cirurgia plastica, diminui o tempo
de resolucdo dos efeitos secundarios como eritema, edema e hematomas, em
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metade do tempo a um tergo, por sua efetiva acdo anti-inflamatéria (TRELLES,
2006). Com o uso do LED se tém uma significativa diminui¢céo das rugas e aumento
da elasticidade da pele. Histologicamente ocorre um aumento significativo na
quantidade de colageno e fibras elasticas. Estruturalmente exames demonstraram
que fibroblastos foram altamente ativados, rodeados por abundantes fibras elasticas
e colageno (SEUNG et al, 2007).

As fotomicrografias do tecido dérmico submetido a aplicagdo de LED
vermelho sobre a lesao foram coradas em HE e Tricromico de Masson e apresentam

caracteristicas ja descritas anteriormente:

Tabela 3: andlise qualitativa de resultados do grupo do LED vermelho.

Grupo Inflamagao regeneracgao tecido de Cicatriz Inflamagao
LEDVm epitelial granulacao
Inf. Inf. Incomp. Pauc. Pauci Colage. | Colage. Granulomat. | edema
Aguda | Cronica Moder.Pl | moder | Jovem Maduro Cel. gigante
uri. pluri
vascular. | celular.

01 ++ + 1/6 +++ - - +
fibrina | ++ Margem ++[++
crosta

02 ++ + +margem Tecido de ++ B
fibrina granulagao jovem - +
crosta

03 & ++ +1/6 R -
fibrina [+ = +
crosta i
++ +1/6 e -

04 fibrina | ++ [+ & +
crosta
++ 4 +1/6 +++ - .

05 fibrina | ++ FRYFes *
crosta

+ (Leve), ++ (Moderado), +++ (Elevado).

Figura 7: HE 40X - pequena epitelizacdo, menos edema
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Figura 8: HE 400X - colageno mais maduro e denso

A tabela 4 apresenta o grupo do LED verde ap6s 5 aplicagdes.

Na tabela 4 verifica-se que a inflamagao aguda apresentou-se moderado. O
edema apresentou predominantemente moderado (60% - 3 amostras) tendo pior
resultado em relagdo ao grupo LED vermelho que apresentou edema leve. A
inflamacgao crénica foi moderada, no entanto, neste grupo tratado com LED verde a
crosta também esteve presente em todos os animais com deposigédo de fibrina. A
regeneracao epitelial foi discretamente maior do que no grupo controle, porem
menor que no grupo LED vermelho. A cicatriz aprésentou elevada deposicéo de
colageno jovem (100%). Os resultados demonstram a persisténcia da inflamacgéo
crdnica, que segundo Gotlib, Damonte e Muhafra (2005) caracteriza por uma maior
proliferagéo de fibroblastos e pela produgédo de vasos sangiiineos, principalmente de
capilares, o que justifica o processo de cicatrizagdo elevada e maior quantidade de
colageno. Os novos fibroblastos acumulados misturam-se a neoformacgdes de
capilares, dando inicio ao tecido de granulagdo. As fibras colagenas sdo as mais
freqlientes no tecido conjuntivo e em muitos casos aparecem agrupadas formando
feixes (CARVALHO, 2002).

As fotomicrografias do tecido dérmico submetido a aplicagdo de LED verde
sobre a lesédo foram coradas em HE e Tricromico de Masson e apresentam
caracteristicas ja descritas anteriormente
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Tabela 4: andlise qualitativa de resultados do grupo do LED verde.
Grupo Inflamacdo regeneracdo | tecido de Cicatriz Inflamacao
LEDVd epitelial granulagdo
Inf. Inf. Incomp. Pauc. Pauci Colage. | Colage. | Granulomat. | edema
aguda | Crbnica Moder. moder | Jovem | Maduro Cel. gigante
pluri. pluri
= vascular. | celular.

01 ++ +1/6 By - + ++
fibrina | ++ Margem 4+
crosta

02 ++ ++ +1/6 da [+ s -
fibrina ferida + ++
crosta

03 ++ ++ + margem ey =
fibrina b S . s + ++
crosta
++ ES s + 1/6 da 4+ -

04 fibrina | poucos ferida o+ * +
crosta | mastdcitos
++ + m R e d - +*

05 fibrina | ++ +H++ -
crosta ‘

Figura 9: HE 40X - pouco tecido epitelial, tecido de gran

+ (Leve), ++ (Moderado), +++ (Elevado).

Figura 10: HE 100X- tecido de granulaco

s

ulagéo, presenca de fibrina
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A tabela 5 apresenta o grupo do LED amarelo ap6s 5 aplicagdes.

Na tabela 5 verifica-se que a inflamag&o aguda apresentou leve tendo melhor
reposta em relagdo ao grupo LED vermelho e grupo LED verde. A inflamacao
crdnica apresentou moderada em todas as amostras. O edema apresentou resultado
inferior comparado com os grupos controle, LED vermelho e LED verde, sendo
classificado em moderado. A regeneracgao epitelial foi incompleta em 100% das
amostras, 20% marginal e 80% cobrindo 1/5 da ferida. A cicatriz apresentou
colageno jovem moderadamente em todas as amostras e apresentou discreta
presenga de colageno maduro em todas as amostras, o que nao foi observado nos
grupos Controle, LED vermelho e LED verde. Os resultados concordam com 0$
achados de Weiss et al. (2005), onde ficou demonstrado resultados significativos
em relagdo a estimulagéo de fibroblastos em cultura de células neste comprimento
de onda. Em trés das cinco amostras foi observado células gigantes.

»

As fotomicrografias do tecido dérmico submetido a aplicagdo de LED
amarelo sobre a lesao foram coradas em HE e Tricrémico de Masson e apresentam

caracteristicas ja descritas anteriormente:

Tabela 5: andlise qualitativa de resultados do grupo do LED Amarelo

Grupo Inflamacgao tecido de Cicatriz inflamagao
LEDAmM p Epitelial granulagdo
Inf. Inf. Incomp. Pauc. Pauci Colage. | Colage. | Granulomat. edema
aguda | Crbnica Moder. moder | Jovem | maduro Cel. gigante
pluri. pluri
vascular. | celular.
01 + +1/6 da + + - o
fibrina | ++ ferida ++
02 + ++ +1/5 [+ ++ +
fibrina da ferida + ++
03 + ++ +1/5da 0/+ +/0 ++ +
fibrina ferida - 4
e ++ +1/5da i +
04 fibrina ferida ++ + Es
crosta
+ + margem ++ + +
05 fibrina | ++ ++ ++

+ (Leve), ++ (Moderado), +++ (Elevado).
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Figura11: HE 400X - menor quantidade de mastocitos, sinais de inflamagéo aguda, edema
acentuado.

Figura 12: Tricromico 400X - colageno denso, mais maduro.

A tabela 6 apresenta o grupo do LED azul ap6s 5 aplicagoes.

Na tabela '6 verifica-se que a inflamagdo aguda apresentou leve com
presenca de discreta de fibrina em todas as amostras. A inflamagéo crénica
apresentou moderada em todas as amostras. Foi observada a presenca de
mastécitos em elevada quantidade em duas amostras. O edema apresentou-se
moderado, porem resultado foi inferior comparado com os grupos Controle, LED
vermelho, LED verde e LED amarelo. A regeneragao epitelial foi incompleta em
100% das amostras e teve o pior resultado em relagéo a regeneragéo epitelial entre
todos os grupos estudados. O tecido de granulagdo observado no grupo foi
considerado muito jovem apresentado neovascularizagdo muito elevada. A cicatriz
apresentou colageno jovem elevado em todas as amostras. Foram observadas
células gigantes em trés amostras. Segundo Malagutti e Kakihara (2009), o LED azul
possui um comprimento de onda muito préximo a luz ultravioleta, apresentando,

portanto, efeitos parecidos como agéo bactericida, sendo hoje um substituto do
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ultravioleta em tratamento onde se esteja buscando a diminui¢&o da contaminagao,

o que pode justificar sua agdo menor em cicatrizacao.

As fotomicrografias do tecido dérmico submetido a aplicagao de LED azul

sobre a lesdo foram coradas em HE e Tricrdomico de Masson e apresentam

caracteristicas ja descritas anteriormente

Tabela 6: analise qualitativa de resultados do grupo do LED azul.
Grupo Inflamagao tecido de ? Cicatriz Inflamacao
LEDAz epitelial granulacdo
Inf. Inf. Incomp. Pauc. Pauci Colage. | Colage. | Granulomat. | edema
Aguda | Cronica Moder. moder | Jovem | maduro Cel. Gigante
pluri. pluri
vascular. | celular.
01 + + 1/6 margem e+ - + ++
fibrina | ++ ++
crosta | mastécito+
02 + ++ +1/5 o/+ +/0 4 -
fibrina | mastécito+ da ferida - ++
03 + ++ + 1/6 margem 0/+ +/0 +++ -
fibrina + ++
- o +1/5da o/+ +/0 4+ -
04 fibrina ferida - ++
+ +1/6 +++ - -
05 fibrina | ++ Margem ++ ++

+ (Leve), ++ (Moderado), +++ (Elevado).

Figura 13: HE 40X - Presenca de crostas, fibrina, epitelizagcao pequena.
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Tabela 7: Comparagdo das caracteristicas fisiolégicas resultantes dos exames
histoloégicos para todos os grupos

A tabela 7 mostra a comparacdo de todos os grupos estudados, divididos
pelas caracteristicas apresentadas pelo exame histolégico. A inflamagao aguda teve
melhor resultado no grupo Controle, porem grupo LED Azul que apresentou fibrina
em elevada quantidade que é um importante componente para cicatrizagao. O pior
resultado em relagdo a inflamag&o aguda foi encontrado nos grupos LED vermelho e
LED verde que tiveram o mesmo resultado. Na inflamagéo crénica o resultado foi
melhor significativo no grupo LED vermelho e pior no grupo LED azul que
apresentou grande quantidade de mastécitos durante esta fase. Em relagdo a
regeneragéo epitelial todos os grupos foram incompletos. O grupo LED vermelho
teve o melhor resultado seguido do grupo LED amarelo. O pior resultado foi o grupo
Controle. Na qualidade da cicatriz o resultado mais eficiente foi obtido pelo grupo
LED amarelo tendo estimulado‘o colageno maduro em 100% de suas amostras e
pior resultado no LED azul onde foi observado somente estimulagdo de colageno
jovem de pouca qualidade. Na presenca de células gigantes o grupo que obteve o
melhor resultado foi o LED vermelho, onde apresentou 20% das mesmas e o pior
resultado foi observado no grupo LED verde, pois foi visto 100% de células gigantes.
Com relagéo a presenca de edema o melhor resultado foi observado no grupo LED
vermelho devido apresentar discreta presenga, ja o pior resultado foi no grupo LED

azul que teve moderado edema em todas as suas amostras.
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Controle LED LED verde LED amarelo LED azul
vermelho
Inflamagao 60% de Inflamagdo | Inflamacao | Inflamagao aguda Inflamacg&o aguda discreta
aguda inflamagdo aguda aguda 80% discreta/ 100% / presenca de fibrina
aguda / 40% moderada moderada 20%moderada 100%
ausencia de — presenca 100% presenca de
inflamagao de fibrina presenca de | fibrina 100%
aguda fibrina
Inflamagéo Inflamagao Inflamacdo | Inflamagdo | Inflamagao cronica | Inflamagdo cronica normal
cronica cronica normal cronica cronica normal 40% presenca de mastocitos
moderada normal
80%/
inflagao
cronica
discreta
20%
Regeneracgdo | Incompleto 100% 20% 40% epitélio | Incompleto 100% / | Incompleto 100% /
epitelial | 40% marginal/ epitelio marginal 20%marginal e 8B0% | 60% cobrindo a margem 1/ 6
60% cobrindo 1/5 | marginal 60% cobrindo 1/5 da da ferida
da ferida 80% cobrindo ferida 40% cobrindo 1/5 da ferida
cobrindo 1/6 da ferida
1/6 da
ferida
Tecido Moderado Moderado Moderado Moderado vascular | 20% moderado vascular
granulagao vascular vascular 95% 100% 80%moderado celular
100% vascular 80% plurivascular
Moderado celular Imoderado Moderado celular
Moderado celular 5% 90%
celular Pluricelular
100% 5%
Cicatriz Colageno jovem | Colageno Colageno Colageno jovem Colageno jovem 100%
colageno 80% jovem jovem 100% moderado 100% acentuado
jovem/ Colageno 100% acentuado 0% de colageno maduro
Maduro maduro 20% acentuado 0% Colageno maduro
discreto mais colageno discreto 100%
denso maduro
Célula 40% células Células células Células gigante Célula gigante 60%
gigante gigantes gigante | gigantes 60%
20% 100% 40% ausente
Edema 100% edema Edema Edema Edema discreto Edema moderado 100%
discreto discreto moderado 80%
100% 60% Edema moderado
Edema 20%
discreto
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5 CONCLUSAO

A aplicacdo da Ledterapia com as cores vermelha (630-780nm), verde (490-
565nm), amarelo (590-630) e azul (440-490nm) com a duragdo de 6 minutos foi
capaz de produzir resultados qualitativos na formagdo da cicatriz de segunda
intencdo bastante significativa.

A epitelizacdo nas margens e a formacao de cicatrizes com melhor qualidade
ocorreram com LED amarelo seguido do LED Vermelho. O LED amarelo obteve uma
maior presencga de colageno de melhor qualidade (colageno maduro) em relagdo ao
LED vermelho. A fototerapia ndo colimada de 630-780 nm (vermelho) e 490-565
(verde) provocou melhores efeitos em relagdo a média da perimetria e area
diminuindo significativamente. O LED amarelo e o LED azul ndo obtiveram bom
resultado em relagdo a média da perimetria e area.

O edema teve bons resultados com a fototerapia ndo colimada 630-780nm
(vermelho) e amarelo 590-630nm seguido do LED verde. O pior resultado obtido em
relagéo ao edema foi com a fototerapia n&o colimada azul 440-490nm.

Diante destas respostas com fototerapia nao colimada vermelha (630-780nm),
verde (490-565nm), amarelo (590-630) e azul (440-490nm), podemos concluir que &
possivel o uso com beneficios, predominantemente do LED vermelho. Fica a
sugestdo de usar a Ledterapia combinada com varios comprimentos de onda para
obter um melhor resultado de acordo com a fase do processo de cicatrizagao e
objetivo desejado. Também fica registrada a metodologia desta pesquisa para a
realizacé@o de outros estudos sobre a tematica.

LIMITACAO DE ESTUDO

Este estudo apresentou limitagdes quanto a pequena quantidade de animais
estudados, a area da lesdo nao ser padronizada devido ao instrumento utilizado
para realizar a lesdo (bisturi) e quanto ao parametro em relagdo a poténcia nao
poder ser modulado.
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ANEXOS



Anexo A

Foto: Aplicagao do anestésico
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Anexo B

Foto: llustragéo da aplicagdo do LED.
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Foto: Medida da Area e Perimetro




Foto: Aparelho do LED
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