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Laserterapia e microcorrente na cicatrizacao de
queimadura em ratos. Terapias associadas ou isoladas?

Low-level laser z‘/.)empy and micro current in burn wound /yea/ing in rats. Associated
or isolated z‘/Jempy?

Laserz‘empia y microcorriente en la cicatrizacion de guemadums en ratas. ; Tempias

asociadas o aisladas?
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RESUMO | Este estudo teve o objetivo de investigar se
ha diferencas entre as terapias associadas e isoladas do
laser e microcorrentes no reparo de lesao por gueima-
dura em ratos. Um total de 40 animais foi dividido alea-
toriamente em quatro grupos: grupo controle (GC); gru-
po microcorrente (GM), grupo /aser (GL) e grupo laser/
microcorrente (GLM), tratados com /aser associado a mi-
crocorrentes. Apos lesdes térmicas induzidas no dorso
do animal, foi realizado um total de dez dias de tratamen-
to. Amostras do tecido foram coletadas para estudo his-
topatolodgico semiquantitativo com Hematoxilina Eosina
e Tricromico de Masson. Foram utilizados os testes de
Kruskal-Wallis e post-hoc de Dunn. Houve diferenca sig-
nificativa entre os grupos para a producao de fibroblas-
tos (p=00003), colageno (p=0,0153), neoangiogénese
(p=00031) e anexos cutaneos (p=00004). Na analise
histologica semiquantitativa, o GLM apresentou valores
menores nos parametros histoldgicos de presenca de
colageno, numero de fibroblastos e anexos cutaneos
(p<0,05) em relacao as terapias isoladas, exceto para a
neoangiogénese, cujos valores da terapia associada fo-
ram semelhantes aos grupos de terapia com modalidade
Unica. Apesar do /aser e da microcorrente separadamen-
te terem efeitos benéficos para a cicatrizacdo tecidual, a
associacao das modalidades parece ter diminuido a acao
de reparo. No entanto, sugere-se que a associacdao destes

recursos parece diminuir os efeitos do tratamento quan-
do se comparam 0s grupos de modalidade uUnica.

terapia combinada; lasers; estimulacao
eletrica; cicatrizacao.

ABSTRACT | This study aimed to investigate if there are
differences between the associated and isolated thera-
pies from the laser and micro current on healing of burn
wound healing in rats. A total of 40 male rats were ran-
domly allocated into four groups: control group (CG), mi-
cro current group (MG), laser group (LG) and laser/micro
current group (LMG), treated with associated laser and
micro current. Thermal damage was done on the back of
the animal and a total of ten days therapy was performed.
After treatment samples were taken from the lesions to
perform semi quantitative histopathological study using
Hematoxylin Eosin and Masson Trichrome. The Kruskal-
Wallis and Dunn’s Test were used for statistical analyses.
We observed a significant difference between groups for
production of fibroblasts (p=0.0003), collagen (p=0.0153),
neoangiogenesis (p=0.0031) and skin annexes (p=0.0004).
In semi-quantitative histological analysis, the LMG showed
lower values in presence of collagen, fibroblasts and num-
ber of skin appendages, only for necangiogenesis, the as-
sociated therapy showed similar values to single modality
therapy groups. Laser and microcurrent have beneficial
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effects on tissue healing. However, it is suggested that the asso-
ciation of these two therapies reduces the effectiveness of the
treatment when compared to single mode treatment.

combined modality therapy; lasers; electric
stimulation; wound healing.

RESUMEN | Este estudio tiene el objetivo de investigar si hay
diferencias entre las terapias asociadas y aisladas del /aser y mi-
crocorrientes en la reparacion de lesion por quemadura en ra-
tas. Un total de 40 animales fueron divididos aleatoriamente en
cuatro grupos: grupo control (GC), grupo microcorriente (GM),
grupo /aser (GL) y grupo /aser/microcorriente (GLM), tratados
con Jaser asociado a microcorrientes. Después de inducidas las
lesiones térmicas en el dorso del animal, fueron realizados en
total diez dias de tratamiento. Las muestras de tejido fueron
recolectadas para el estudio histopatoldgico semicuantitativo
usando Hematoxilina Eosina y Tricomico de Masson. Fueron
utilizados los tests de Kruskal-Wallis y post-hoc de Dunn's. Hubo

INTRODUCAO

Na fisioterapia, diversos recursos estdo sendo emprega-
dos para acelerar e melhorar a qualidade do processo
regenerativo, como o /Jaser, microcorrente, ultrassom e
irradiagdo ultravioleta'?. Estes recursos aceleram o pro-
cesso de reparo, atuando na sequéncia de eventos fisio-
légicos e bioquimicos decorrentes desse processo, como
a inflamagcio, sintese de coligeno, formagao do tecido de
granulagio e reepitelizagio’.

A partir da andlise de estruturas celulares que
sdo ativadas e/ou inibidas por estes recursos, estu-
dos**® realizados em animais de laboratério tém
contribuido na elucidagdo de quais recursos da fi-
sioterapia podem promover um processo regene-
rativo de qualidade. Os efeitos terapéuticos vém
sendo atribuidos a interag¢do do estimulo energético
externo com o tecido bioldgico (bioestimulagdo),
promovendo aumento da atividade celular durante
o processo de reparo®.

Dentre as modalidades utilizadas, tem destaque
a terapia /aser de baixa intensidade®®, diminuindo o
tempo de remodelagio e melhorando a qualidade do
tecido em neoformagdo™®. O mecanismo biolégico béa-
sico promovido por este recurso eletrofisico parece ser
a absorgido de luz vermelha e infravermelha por cromé-
foros contidos nos componentes proteicos da cadeia
respiratéria localizado nas mitocondrias, que, por sua
vez, a0 absorverem a energia desencadeiam uma casca-
ta de eventos bioquimicos, resultando no aumento da

diferencia significativa entre los grupos para la produccion de
fibroblastos (p=0,0003), colageno (p=0,0153), neoangiogénesis
(p=0,0031) y anexos cutdneos (p=0,0004). En el analisis histolo-
gico semicuantitativo, el GLM presentd valores menores en os
parametros histoldgicos de presencia de colageno, numero de
fibroblastos y anexos cutaneos (p<0,05) en relacion a las tera-
pias aisladas, excepto para la necangiogénesis, cuyos valores
de la terapia asociada fueron semejantes a los grupos de terapia
con modalidad unica. A pesar de que el laser y la microcorriente
de forma aislada tienen efectos benéficos para la cicatrizacion
del tejido, la asociacion de las modalidades parece haber dismi-
nuido la accion de la reparacion. El 1aser y las microcorrientes
son efectivos en acelerar el proceso de reparacion del tejido. Sin
embargo, se sugiere que la asociacion de estos recursos parece
disminuir los efectos del tratamiento cuando son comparados
con los grupos de modalidad unica.
terapia combinada; Terapia /laser de baja

intensidad; /asers; estimulacion eléctrica; cicatrizacion de heridas.

atividade enzimadtica, produgio de adenosina trifosfato
(ATP), sintese proteica, proliferagio celular, deposi¢io

e organizagio do coldgeno”™’.

Outros autores!'>1?

sugerem que a estimulagio elé-
trica por microcorrentes também acelera a sintese de
ATP, possui efeito antioxidante, estimula o transporte
transmembrana e restabelece a bioeletricidade tecidual,
promovendo redugio do processo inflamatério, alivio da
dor e aceleragio do reparo. Neste aspecto, a modalidade
teria o objetivo de normalizar o fluxo de correntes, que
pode ser interrompido quando ocorre lesio tecidual por
queimadura®™,

Assim, o laser e a microcorrente tém efeitos positivos
em acelerar o processo de reparo quando utilizados iso-
ladamente. Na pritica clinica do fisioterapeuta, tem sido
observado o uso associado das terapias como forma de
potencializar os efeitos supracitados. Entretanto, poucos
estudos descrevem esse efeito associado, e, dessa forma,
os reais resultados ainda sdo discutidos. Estudos” des-
crevem que, quando utilizada a multiterapia em proces-
sos de reparo, os efeitos benéficos podem neutralizar um
ao outro. Dentre os diversos modelos experimentais, o
nosso estudo utilizou um de lesdo térmica em ratos, por
poder aplicar as terapias de modo fécil e avaliar todos os
parametros histolégicos necessirios para a comparagio
dos tratamentos.

Portanto, o objetivo do estudo foi investigar se hd
diferencas entre as terapias associadas e isoladas do Zaser
e microcorrentes no reparo tecidual em um modelo de
lesdo por queimadura em ratos.
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MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 40 ratos Wistar (Raztus norvegi-
cus) com peso entre 250 e 300 g, escolhidos de forma
aleatéria simples, provenientes do biotério da UNP.
Foi realizada alocagdo aleatéria em 4 grupos (n=10):
grupo microcorrente (GM), grupo Zaser (GL), grupo
controle (GC) e grupo Jaser/microcorrente (GLM).
Todos foram submetidos a0 mesmo ambiente e ciclo
biolégico dia/noite com 10 a 12 horas de luz, tempe-
ratura e iluminag¢do controladas, umidade mantida por
ar-condicionado e minimo barulho. Os animais per-
maneceram em gaiolas individuais de polipropileno
forradas com serragem e receberam ragido Labina® e
dgua. As terapias foram realizadas pelo turno vesper-
tino (14h as 17h). Para os 4 grupos os procedimentos
foram aplicados na seguinte sequéncia: (a) administra-
¢do de anestésico dissociativo Zoletil® com doses de
50 mg/kg, por via intramuscular no musculo quadri-
ceps; (b) tricotomia no dorso do animal; (c) indugdo
da queimadura de 2° grau? com chapa de aluminio de
6 cm X 3 cm pressionada no dorso do animal a 4 cm
da base do cranio durante 10 segundos, sendo a chapa
aquecida previamente em becker com dgua a 100°C
por um periodo de 10 minutos, conforme utiliza-
do por Meyerholz et al.? e Meireles et al.'® (Figura 1).
Os tratamentos propostos foram iniciados imediata-
mente apds a lesio e aplicados diariamente durante
10 dias. O GC recebeu o mesmo protocolo experi-
mental, com exce¢do da exposi¢do ao tratamento.

Para a aplicagdo do /aser, foi utilizado o apare-
lho Photon Laser III da marca DMC® Sio Carlos,
SP, com as seguintes caracteristicas: /aser visivel
(AlGalnP) na faixa de 660 nm, modo continuo, po-
téncia de 30 mW, dose de 10 J/cm? e energia de 0,3 ]
por ponto de aplicagio, durante 9 segundos por ponto
no interior da queimadura. Na regido adjacente a feri-
da (bordas) foi utilizada a mesma poténcia, porém com
dose de 12 J/cm”® e energia de 0,33 ] por ponto duran-
te 11 segundos. A aplicagdo foi realizada por meio da
técnica pontual em contato direto com a ferida, onde a
probe era posicionada com leve pressio em angulagio
de 90°. Foi respeitado o intervalo de 1,5 cm entre os
pontos, totalizando 6 pontos no leito da queimadura
e 14 pontos na regido adjacente a2 mesma, totalizando
20 pontos por animal. Para a microcorrente foi usado
o aparelho Physiotonus Microcurrent Stimulator da
marca Bioset®, aplicando-se uma corrente pulsada
monofisica, quadrada e de polaridade reversivel a cada

2,5 s, intensidade de 160 uA e frequéncia de 60 Hz,

durante 15 minutos, por meio de dois eletrodos adesi-
vos de silicone (Valutrode®) com 3,2 cm? de didmetro
dispostos nas extremidades da ferida.

Para o GLM foi aplicada primeiramente a terapia
laser e, em seguida, a por microcorrente. Os dois equipa-
mentos foram previamente calibrados e garantidos por
seus fornecedores.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Potiguar (UNP) sob parecer
n° 062/2008.

Histologia

Ap6s 24 horas da ultima terapia, os animais foram sa-
crificados por meio de uma camara fechada com libe-
ragao de CO,. No instante apds o sacrificio, foi rea-
lizada a biépsia do tecido da pele a 7 cm da base do
crianio para estudo histolégico, incluindo a ferida em
cicatrizagao, a borda da ferida e parte da pele adjacen-
te & borda da ferida. As amostras foram fixadas em
formalina, incluidas em blocos de parafina, levadas ao
micrétomo e cortadas em segdes de 5 pm de espessura.
As seccoes sagitais foram mantidas em estufa para se-
cagem, e os cortes, posteriormente submetidos a colo-
ragio por hematoxilina-eosina e tricromico de Masson.
A anilise do tecido foi realizada por um avaliador cego
utilizando microscépio éptico Nikon® (Nikon, Tokyo,
Japido). Todos os critérios aplicados na andlise histols-
gicasemiquantitativa'®!’ foram verificados por meio de
escores em uma escala de 0 a 3 (Tabela 1).

Figura 1. Modelo de queimadura utilizado. Adaptado de Meireles et al’®.
Ferida em remodelacao com perda do revestimento epidérmico e ne-
nhum sinal de infeccao. A bidpsia da pele do animal foi retirada a partir do
ponto meédio entre as linhas pontilhadas (em branco) da figura
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Tabela 1. Critérios para analise histoldgica

Histologia

Nulo=0
Reepitelizacao Ausente
Inflamacao aguda Ausente
Numero de fibroblastos  Ausente
Neoangiogenese Ausente
Anexos cutaneos Ausente
Numero de fibras

Ausente

colagenas

Score

Leve=1 Moderado=2

Presente: abrangendo <50% da ferida Presente: abrangendo >50% da ferida

<25% de neutrdfilos

<25% fibroblastos jovens e menos
diferenciados entre os outros tipos
de células

Menos que o observado no tecido
sadio adjacente

<25% em relacdo ao observado no
tecido sadio adjacente

Coloracao vermelha menos intensa
que a observada no tecido saudavel
adjacente

<25-50% de neutrdfilos

<25-50% fibroblastos jovens e
menos diferenciados entre os
outros tipos de células

Montante semelhante ao observado
no tecido sadio adjacente
>25-50% em relacdo ao observado
no tecido sadio adjacente
Coloracdo vermelha semelhante

a observada no tecido saudavel
adjacente

Intenso=3
Presente: cobrindo 100% com
espessura regular
>50% de neutrofilos
>50% fibroblastos jovens e menos
diferenciados entre os outros tipos
de células
Mais que o observado no tecido
sadio adjacente
>50% em relacdo ao observado no
tecido sadio adjacente
Coloracdo vermelha mais intensa
que a observada no tecido saudavel
adjacente

Adaptado de Meireles et al’® e lordanou et al”

Analise estatistica

Para a anilise dos dados foi utilizado o software IBM
SPSS® 19 e o GraphPad Prism® 5. Na comparagdo das
médias ndo paramétricas intergrupo usou-se o teste de
Kruskal-Wallis e o pés-teste de Dunn. Foi considerado
p<0,05 como significativo.

RESULTADOS

No décimo dia apés a queimadura, o aspecto da lesdo
cutinea no GL, GM e GLM evidenciava perda do reves-
timento epidérmico e da hipoderme, representando uma
queimadura de segundo grau?, com reagio inflamatéria
aguda moderada, porém com ferida limpa e sem infecgio.
Nio houve diferenca significativa entre os grupos em re-
lagdo a regeneragio epitelial (p=0,0568) e processo infla-
matério (p=0,9640). Observamos diferenca significativa
entre os grupos no nimero de fibroblastos (p=0,0003),
colageno (p=0,0153), neoangiogénese (p=0,0031) e ane-
xos cutineos (p=0,0004).

Para o aumento da presenca de fibroblastos, a apli-
cagdo de apenas uma das modalidades foi mais eficaz
que a terapia associada (Figura 2A). O GM nido de-
monstrou diferen¢a quando comparado com o GLM
em relagdo a presenca de fibras de coligeno (Figura
2B). Houve aumento significativo para neoangiogéne-
se em todos os grupos tratados quando comparado ao
GC (Figura 2C), porém, a terapia associada (GLM)
nao apresentou diferenca significativa quando com-
parada com as terapias aplicadas isoladamente (GL e

GM). O GM registrou melhora significativa quando

comparado aos outros grupos em relagio a presenca de
anexos cutineos (Figura 2D). Apenas para neoangio-
génese, a terapia associada teve valores semelhantes aos
grupos de terapia com modalidade nica.

DISCUSSAO

Utilizando um modelo de queimadura em ratos Wistar,
toi observado que quando aplicado em associagio, o laser
visivel de AlGalnP (660 nm e poténcia de 30 mW) e
a microcorrente (160 uA e frequéncia de 60 Hz) pro-
moveram melhora significativa apenas na formagdo de
novos vasos sanguineos quando comparado a terapia
com modalidade tnica. Em todos os outros parimetros
avaliados, o uso individual de uma das terapias isoladas
foi melhor (fibroblasto, coldgeno e anexos cutdneos) que
a terapia conjunta.

Evidéncias sugerem que o uso do comprimento de
onda vermelho ou infravermelho em uma série de pa-
rimetros de dosagem (mediana de 4,2 J/cm?), incluindo
as utilizadas no presente estudo, resultam em beneficios
significativos na cicatrizagio de feridas em modelos ani-
mais e processos patolégicos em humanos'®*. A utiliza-
¢do laser em diferentes comprimentos de onda é capaz
de acelerar a formagio da epiderme, aumentar a espes-
sura da camada epitelial e promover neovascularizagio
e reorganizagio de fibras coligenas"**%. O resultado
do tratamento varia de acordo com pardmetros, sendo
o laser visivel mais utilizado por ser mais superficial e
interagir especificamente com croméforos superficiais,
se adequando ao tratamento de lesées epiteliais'®!*%,

A microcorrente também se apresenta como um
recurso eficaz no processo de reparo’®. Agne et al.?,
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Figura 2. Comparacao intergrupo das varidveis histoldgicas por meio do pos-teste de Dunn

estudando o processo de cicatrizagdo em porcos da
india com o uso de corrente elétrica de 50 wA, des-
creveram aumento na migragio de fibroblastos e cé-
lulas inflamatérias e maior alinhamento das fibras de
coldgeno, contribuindo para o reparo. Jd Santos et al.,
usando microcorrente de 50 WA para o tratamento de
queimadura em ratos, observaram nimero de fibro-
blastos e coldgeno superior ao grupo controle. Demir,
Balay e Kirnap®, com microcorrentes de 300 uA por
30 min/dia, observaram melhora na proliferagio e ma-
turagio celular, estimulando a fibroplasia. Esses achados
positivos quanto ao numero de fibroblastos e aumento
das fibras de coligeno também foram verificados em
nossa pesquisa. Estudos in wvitro sugerem que a micro-
corrente de 100 A e o /aser promovem a migra¢io® e a
proliferacio® de fibroblastos dérmicos humanos.

O laser e a microcorrente representam um excelente
alvo terapéutico para promover neoangenese durante o
processo de cicatrizagdo. As células endoteliais dos mi-
crovasos parecem ser sensiveis a estimulagdo /Jaser por
meio da expressdo de proteinas génicas regulatérias do
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ciclo celular e da proliferacio dessas células?. Bai et al.?®
descrevem que campos elétricos de 150 a 400 mV/mm
também realizam a migracio, reorientacdo e alonga-
mento de células endoteliais de vasos da microcirculagio.

As células endoteliais da microcirculagdo apresen-
tam comportamentos diferentes quando comparadas
com tecidos macrovasculares, sugerindo que cada tipo
celular possui uma disposi¢io distinta de receptores e
tolerdncia a campos elétricos diferentes, contribuindo
para a ativagdo ou ndo do fator de crescimento endote-
lial vascular®.

Mesmo com o laser e a microcorrente atuando po-
sitivamente no reparo em virios tipos de modelo, como
retalho cutaneo’, tlceras diabéticas® e queimaduras por

51624 seu uso associado ainda merece mais

temperatura
discussao.
Gum et al.” reportam a ideia de que a terapia combi-
nada pode ocasionar overdose de estimulos para a célu-
la, levando a uma anulagio dos efeitos terapéuticos. Seu
estudo utilizando Jaser e microcorrente observou me-

lhora na forga, elasticidade, tensdo e esfor¢o maximo em



tenddes de coelhos. As melhorias da multiterapia foram
consistentes, mas menos notdveis quando comparadas
com protocolos de modalidade tnica. E possivel que a
estimulacdo elétrica possa ter dificultado a ocorréncia
de reacoes celulares e moleculares envolvidas no pro-
cesso de reparo, como a expressio génica de fatores de
crescimento celular, erros no processo de diferenciagio
celular e alteracdes no comportamento de receptores
e canais i6nicos. Por atuarem no metabolismo celular,
apontamos hipéteses de fadiga celular, alteragoes na si-
nalizagdo celular ou nas vias metabdlicas da célula?”?.
O /laser e a microcorrente parecem atuar diretamente
na expressdo de fatores de crescimento celular em vérios
tipos de célula (fibroblasto, endotélio vascular, células
epiteliais) relacionados ao processo de reparo. No en-
tanto, cada tipo parece possuir certo limiar (dose neces-
sdria para efeitos positivos) e tolerncia (dose maxima
para produzir efeitos positivos) a estimulos energéticos.
Apesar do Jaser e da microcorrente separadamente
serem benéficos para a cicatrizagio de tecidos, sua com-
binagdo parece diminuir a agdo terapéutica. Os resulta-
dos recomendam atengdo durante o tratamento de lesbes
dérmicas por queimadura, e a sugestdo da terapéutica
com essas modalidades de modo independente pode ser
o melhor curso de agio. Os mecanismos de agio celular
e biofisico que envolve o uso combinado de recursos te-
rapéuticos merecem maior investigagio para obter uma
explicagdo mais completa dos fendmenos analisados.

CONCLUSAO

O estudo concluiu que, aplicados separadamente, o
laser e a microcorrente aceleram o processo de reparo
em queimaduras. No entanto, quando associados pro-
movem melhora somente na neoangiogénese, nio apre-
sentando melhoria significativa na regeneragio epitelial,
processo inflamatodrio, coligeno, fibroblastos e anexos
cutineos. Sugere-se que a associagdo dos dois recursos
diminui os efeitos do tratamento quando comparada
aos grupos de modalidade nica.
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