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Resumo

A terapia laser em baixa intensidade vem sendo utilizada com o
objetivo de promover regeneragdo tecidual, modulagéo dos efeitos
inflamatérios e redug@o de processos de dor. Como ela pode induzir
aumento na proliferacio celular, um possivel efeito colateral pode-
ria ocorrer com sua aplicag@o sobre processos infecciosos agudos,
pois poderia estimular o crescimento das células microbianas pre-
sentes no tecido. O objetivo deste estudo foi investigar o efeito da
irradiagdo laser em baixa intensidade sobre um processo infeccioso
agudo induzido em pata de camundongos. Para isso, foram utiliza-
dos dezesseis camundongos BALB/c que apds anestesia, receberam
inoculagéo de suspensio de Pseudomonas aeurginosa para induzir
o processo inflamatério infeccioso. O edema foi avaliado no grupo
controle (sem tratamento) e no grupo submetido a irradiagio tnica
com laser (A=660 nm, P=50 mW) com fluéncia de 3 J/cm? sobre a
pata esquerda. Os resultados indicaram uma redu¢do no edema no
grupo tratado com laser (p<0,05), enquanto no grupo controle foi
observado persisténcia do processo inflamatério. Concluiu-se que a
irradiagéo laser ndo aumentou o processo infeccioso agudo no mo-
delo testado.
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Abstract

Low-intensity laser therapy has been used to promote wounding
healing, to modulate inflammatory process, as well as to control
pain. Cell proliferation, including bacteria, is generally pointed as
an effect of laser irradiation, thus it may be interpreted as a possible
side effect of this therapy on infected lesions. The aim of this study
was to investigate the effect of laser irradiation on acute infectious
disease induced in mice. Therefore, back left paw of sixteen BALB/c
mice were inoculated with a suspension of Pseudomonas aeurginosa
to induce acute inflammation following general anesthesia. Edema
was evaluated in control group (without treatment), and in the test
group, the lesions were treated with laser irradiation (A=660 nm.
P=50 mW) with fluence of 3 J/cm?. The results indicated that laser
group presented reduction on edema size (p<0.05), and control
group showed a persistent inflammation process. In conclusion,
laser irradiation did not increase an acute infection on this experi-
mental model.
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INTRODUCAO

A terapia com laser em baixa inten-
sidade, do inglés low-intensity laser
therapy (LILT), vem sendo utilizada
nas diversas dreas da saude com o
objetivo de promover acelera¢ao na
regeneragdo tecidual'*, modulagéo dos
efeitos inflamatérios®® e erradicacio
ou redugdo de processos de dor’. Es-
tudos mostram que esta modalidade
terapéutica pode induzir a liberacao
de mediadores do processo inflama-
tério” '°, bem como acelerar a proli-
feracdo celular''.

O uso da LILT nas dreas biomé-
dicas é um toépico relativamente re-
cente, constituindo-se num campo de
pesquisa a ser explorado e que levara
ainda muitos anos para que seus meca-
nismos de ac¢do sejam completamen-
te esclarecidos. Os efeitos biolégicos
da irradiagdo laser sdo relacionados
diretamente a absorcdo da luz pelo
tecido ou células alvo.

Estudos demonstraram que a luz,
em comprimento de onda e pardmetros
de irradiacdo adequados, atua sobre
o sistema de geracdo de energia das
células, e invariavelmente a partici-
pacdo da cadeira respiratdria € envol-
vida® . O oxido nitrico (NO) produ-
zido durante a respiragdo celular pode
se ligar ao citocromo-c oxidase e com-
petir por esta ligacdo com o oxigénio,
especialmente em células sob hip6-
xia ou em condicdo de estresse’’. O
aumento da liberacao de NO pode ser
mensurado, em certas circunstancias,
em culturas celulares apés a LILT. E
proposto na literatura, que a irradiagao
pode promover a foto-dissociacdo de
NO e citocromo-c¢ oxidase, com re-
versdo da inibicdo do processo respi-
rat6rio nas células'. Este coeficiente
positivo de geracao de trifosfato de ade-
nosina (ATP), como consequéncia da
acdo da LILT, € aceito na literatura
como a principal contribui¢do para che-
gar aos efeitos biolégicos observados
apos a irradiagao® 11417,
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Levando-se em consideracdo que
a acdo da LILT pode induzir aumento
na proliferacio celular, é plausivel es-
perar que esta terapia pudesse agir
sobre o crescimento de células micro-
bianas presentes em um processo in-
feccioso. Apesar de este aumento da
proliferagdo bacteriana in vitro ter sido
previamente demostrado'®, estudos in
vivo indicam que a LILT é capaz de
fechar mais rdpido uma lesdo infec-
tada'*?, Portanto, o objetivo deste es-
tudo foi investigar o efeito da irradia-
¢do laser em baixa intensidade sobre
um processo infeccioso induzido por
Pseudomonas aeruginosa em pata de
camundongos.

METODOLOGIA

Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 foi cultivada em placa de Petri
contendo meio de cultura tryptic soy
agar (TSA). As células foram retira-
das de um estoque congelado a -80°C,
gentilmente semeadas sobre a superfi-
cie do dgar e levadas para incubagio
em atmosfera de ar a 37°C, onde per-
maneceram por 24h. Decorrido o tem-
po de crescimento, uma amostra da
massa de bactérias foi removida do
agar, com auxilio de uma alca flexi-
vel estéril, e suspendida em solugédo
salina fosfatada tamponada (PBS).
A transmissdo 70 *+ 2% foi ajustada
em espectrofotdmetro no comprimen-
to de onda (A=600nm) para forma-
¢do de um in6culo com aproximada-
mente 1x10® unidades formadoras de
colonia (UFC)/mL.

Dezesseis camundongos machos
BALB/c, adultos, com massa corpérea
de aproximadamente 25 g foram uti-
lizados neste estudo e, mantidos no
biotério do IPEN-CNEN/SP. Este ex-
perimento foi aprovado pelo comité
de ética em pesquisa animal (CEPA)
desta institui¢do e, durante todo o ex-
perimento os animais foram mantidos
em um ciclo claro/escuro de 12/12 h
com dgua e ragao granulada ad libitum.
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Os camundongos foram aneste-
siados com associacdo de cloridrato
de quetamina (0,8 mL/Kg) e xilazina
(0,2 mL/Kg) por via intraperitonial.
Ap6s anestesia, eles foram divididos
em dois grupos: grupo controle (GC)
e grupo laser (GL). Nos dois grupos,
a pata esquerda de cada animal foi
inoculada com 50 pL da suspensao con-
tendo aproximadamente 5x10° UFC
de P. aeruginosa, enquanto a pata direi-
ta recebeu 0 mesmo volume de PBS.

Seis horas ap6s a inoculagdo, a
pata esquerda dos animais do GL (n=8)
foi irradiada com um laser diodo (Pho-
toLase III, DMC, Sao Carlos, Brasil)
emitindo em A=660 nm, com poténcia
ajustada em P=50 mW e tempo de ir-
radiac@o de 18s. A irradiagdo foi feita
uma tinica vez em uma érea de 0,3 cm?
e foi entregue uma fluéncia de 3 J/cm?.
O grupo controle (n=8) nio recebeu
qualquer tratamento.

Os animais foram posicionados
individualmente para realiza¢io de fo-
tografias digitais padronizadas de suas
patas. As fotografias foram tomadas
imediatamente apds o tratamento (mo-
mento 0), e também 16 h e 24 h ap6s
a irradia¢do. Veja o cronograma do
experimento na figura 1.

As imagens obtidas foram anali-
sadas utilizando o software Imagel.
Os dados foram avaliados utilizando
teste t Student com nivel de signifi-
cancia de 5%.

RESULTADOS

Ap6s a inoculagdo de 50 pL da
suspensao de bactérias, foi observa-
do um aumento no volume das pa-
tas. Este alteragao de volume foi idén-
tica ao observado na para direita, que
recebeu 0o mesmo volume de PBS. De-
corridos 40 min da inoculacao, o li-
quido injetado nao produzia mais al-
teragOes visiveis no volume das pa-
tas direitas e esquerdas, que apresen-
tavam as mesmas caracteristicas de
antes da inoculagao.
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De 4 a 5 h apés a inoculag@o, as
patas esquerdas dos camundongos
apresentavam um inicio de edema, e
no momento de 6 h apds inoculagao
todos os camundongos apresentavam
um edema exacerbado nesta mesma
pata, quando comparado 2 pata direi-
ta que se mantinha sem alteragdes
morfolégicas visiveis. Observe a fi-
gura 2A e 2D, onde sdo apresentadas
as caracteristicas do edema induzido
por inoculacdo de P. aeruginosas na
pata esquerda.

Os valores médios de edema na
pata esquerda dos camundongos sdo
apresentados na figura 3. Pode ser
observado que no grupo controle, uma
tendéncia de aumento no edema acon-
tece no momento de 16 h; apés 24 h
foi observado uma tendéncia de di-
minuigdo deste edema. E importante
ressaltar que ndo foram observadas
diferencas estatisticas no tamanho do
edema entre 0s momentos experimen-
tais do grupo controle (GC). Por ou-
tro lado, no grupo laser (GL) sdo

Fotografias
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Figura 1 - Cronograma do experimento.

Figura 2 - Fotografia do edema na pata esquerda de camundongos dos grupos observados (GC ou GL) nos
momentos 0, 16 € 24 h apés o tratamento. As letras indicam: A) GC 0 h, B) GC 16 h, C) GC 24 h, D) GL 0 h,

E) GL 16 h, F) GL 24 h.

JORNAL BRASILEIRO DE LASER

observadas diferengas estatisticas
(p<0,05) 16 h e 24 h apds a irradiagio
quando comparados a0 momento do
tratamento. Isso indica uma clara di-
minui¢do no edema diretamente rela-
cionado ao efeito da irradiac@o.

Na comparagio entre os grupos GC
e GL, destaca-se o comportamento
do edema no momento 16 h. Enquanto
uma tendéncia de aumento € observada
no GC, uma significativa diminui¢ao
acontece no GL, e estes dois grupos
apresentam diferenca estatisticamente
significante entre si (p=0,02). Nos
demais momentos, ndo existem di-
ferencas significativas entre os dois gru-
pos, ou seja, 0s momentos iniciais sdo
iguais, bem como o momento 24 h.

DISCUSSAO

Os beneficios da LILT sobre o
processo de regeneracdo tecidual tém
sido amplamente relatados em vérios
trabalhos experimentais®* % 1%1°, Ape-
sar dos intimeros relatos positivos da
LILT na clinica médica, autores di-
vergem quanto a sua aplicacdo diante
de processo infeccioso ativo, sendo
este, uma contra-indicagdo embora de
maneira conservadora.

Nossos resultados indicam que a
LILT apresentou efeitos positivos so-
bre o processo infeccioso induzido
por P. aeruginosa em pata de camun-
dongos, visto que, para o grupo tra-
tado, houve reducgéo significativa no
edema, o que indicou uma reducio
do processo inflamatério agudo.
Ferreira e colaboradores'® ?° analisa-
ram o processo de cicatrizacdo em
modelo experimental de paracocci-
dioidomicose e demonstraram que a
LILT também foi eficaz em minimizar
os efeitos locais observados no qua-
dro de paracoccidioidomicose.

Trabalhos realizados in vitro tém
mostrado que os efeitos da LILT na
proliferacdo celular dependem dos pa-
rametros de irradiacdo e do tipo de
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Figura 3 - Média e desvio padrdo dos valores de edema na pata posterior esquerda. p<0,05 representa diferengas

estatisticas significantes entre os grupos.

microrganismo irradiado. Karu e cola-
boradores'? ao analisarem os efeitos
dairradiacdo com laser e luz incoerente
no crescimento in vitro de Escherichia
coli demonstraram o efeito estimulante
no crescimento dessa bactéria. Pos-
teriormente, Nussbaum e colaborado-
res?' ao analisarem in vitro os efeitos
da LILT (A=810 nm) no crescimento
bacteriano demonstraram que os efei-
tos da fotoestimulacdo dependem da
espécie do microorganismo utilizado
e da fluéncia empregada.

Alguns autores sugerem que a ir-
radiacdo com laser de baixa intensi-
dade no processo infeccioso ativo pode
aumentar o metabolismo do micro-
organismo causador do quadro infec-

cioso. No entanto, deve se levar em
consideracao que apds a luz ser absor-
vida pelo tecido, ocorre também es-
palhamento e transmissao desta luz para
as areas em torno do sitio infectado.
Ihsan?? analisou a eficédcia da LILT na
circulacdo colateral e micro-circulagao
quando um vaso sangiiineo € obstruido.
Os animais receberam uma irradia¢@o
(A=904 nm, P=10 mW, t=10 min)
diariamente durante trés dias consecu-
tivos, e como resultado, foi observa-
do um rdpido aumento do didmetro
capilar 4-12 h ap6és a irradiagdo, que
persistiu até o final do experimento
no grupo tratado. Tal resultado pode
explicar o controle do processo infec-
cioso, pois um aumento do didmetro
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