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EFEITO DO LASER DE He-Ne NA MICROCIRCULACAO SANGUINEA
ESTUDO IN VIVO POR MEIO DE FLUXOMETRIA LASER DOPPLER
Silvia Cristina Nuiez

RESUMO

A microcirculagdo sangliinea desempenha fungédo importante
no processo de reparacgao tecidual € na melhora dos processos
algicos, podendo aumentar a oxigenagdo dos tecidos, e
acelerar a retirada de produtos metabélicos que possam estar
contribuindo para o quadro de dor. A terapia laser em baixa
intensidade (LILT) €& utiizada para promover melhora no
processo de reparagao tecidual e na obtengdo de efeitos
analgeésicos, sendo esses efeitos associados, a um possivel
aumento do suprimento sangiliineo das areas irradiadas. O
objetivo deste estudo foi avaliar, por meio da fluxometria laser
Doppler (FLD), os efeitos provocados pela radiagao emitida por
um laser de He-Ne (A= 632,8nm) na microcirculagédo sangiiinea
durante o processo de reparagao tecidual. Para esta finalidade
foram selecionados 15 ratos machos que receberam uma leséo
provocada por nitrogénio liquido aplicado sobre a regido dorsal,
sendo o fluxo sangiiineo desta area, avaliado em diferentes
momentos durante 21 dias. Devido a emissdo de radiagéo pelo
fluxdmetro um grupo controle foi instituido para a avaliagdo de
possiveis efeitos causados por esta radiagdo na
microcirculagdo. Para a avaliagao dos efeitos do laser de He-
Ne foi utilizada dose de 1,15J/cm?, com intensidade de
6mW/cm?. Os resultados obtidos demonstram alteragdes de
fluxo provocadas pela lesdo e conseqlente resposta
inflamatéria. Ndo foram observadas diferengas estatisticas
entre os grupos estudados. Pela observagdo dos resultados
obtidos, a radiagdo proveniente do laser de He-Ne n3o afeta a
microcirculagdo imediatamente apd6s a irradiagdo, embora o
grupo irradiado tenha apresentado aumento percentual de fluxo
médio no sétimo dia experimental em relagdo ao grupo
controle. Novos estudos sao necessarios, a fim de validar o uso
deste comprimento de onda na promogdo de alteragbes
benéficas no fluxo sangliineo das areas irradiadas.
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He-Ne LASER EFFECTS ON BLOOD MICROCIRCULATION
AN IN VIVO STUDY THROUGH LASER DOPPLER FLOWMETRY
Silvia Cristina Nuiez

ABSTRACT

Blood microcirculation performs an important function in tissue
repair process, as well as in pain control, allowing for greater
oxygenation of the tissues and the accelerated expulsion of
metabolic products, that may be contributing to pain. Low
Intensity Laser Therapy (LILT) is widely used to promote
healing, and there is an assumption that it's mechanism of
action may be due to an enhancement of blood supply. The
purpose of this study was to evaluate, using laser Doppler
flowmetry (LDF), the stated effects caused by radiation emitted
by a He-Ne laser (A=632.8nm) on blood microcirculation during
tissue repair. To this end, 15 male mice were selected and
received a liquid nitrogen provoked lesion, above the dorsal
region, and blood flow was measured periodically, during 21
days. Due to radiation emission by the LDF equipment, a
control group was established to evaluate possible effects
caused by this radiation on microcirculation. To evaluate the
He-Ne laser effects, a 1.15J/cm? dose was utilized, with an
intensity of 6mW/cm?2. The results obtained demonstrate flow
alterations, provoked by the Ilesion, and subsequent
inflammatory response. There was no statistical difference
between the studied groups. As per the analysis of the results
there is no immediate effect due the radiation emitted by a He-
Ne laser on microcirculation, although a percentage increase
was observed in day 7 on medium blood flow rate in irradiated
specimes. New studies are necessary to validate the use of this
wavelength, in order to promote beneficial alterations in blood
supply in radiated areas.
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1- INTRODUCAO

As caracteristicas morfolégicas e fisiolégicas dos tecidos sao
essenciais para o correto funcionamento dos sistemas bioldgicos.
Alteracdes morfoloégicas nos tecidos sao provocadas por agentes fisicos,
quimicos ou microbiolégicos.

A fungdo microcirculatéria desempenha importante papel na
reparacgéo tecidual, permitindo a chegada de células de defesa na area
afetada, com conseqiiente eliminagao do agente agressor, por permitir a
chegada de células fagocitarias e enzimas proteoliticas promovendo o
debridamento e a limpeza da lesdo, além de prover condi¢bes
necessarias para formacdo dos tecidos. Condi¢cbes clinicas que
dificultem ou impossibilitem a completa fungdo microcirculatéria, como o
diabetes acarretam atraso no reparo tecidual.

A terapéutica convencional consiste no uso de medicamentos
sistémicos, terapia hiperbarica e quando possivel, associagao de terapia
local, com a finalidade de promover uma melhora na irrigagéo sangiinea
dos tecidos afetados .

A radiacao laser em baixa intensidade vem se destacando como
uma das ag¢des terapéuticas possiveis, e vém sendo estudada, para
auxiliar o processo de reparagao tecidual ha mais de 30 anos. Apesar de
ser uma modalidade de tratamento amplamente estudada, seu uso
clinico ainda gera controvérsias na comunidade cientifica, sendo
possivel encontrar, na literatura especializada, estudos favoraveis ao
uso desta modalidade terapéutica, enquanto, outros questionam sua
validade.

Um dos fatores que geram controvérsias € a dificuldade em se
estabelecer parametros adequados de uso, devido ao desconhecimento
dos exatos mecanismos de acdo desta fonte de luz nos tecidos
biolégicos. A modulagdo do fluxo sangiliineo da microcirculagao
encontra-se como um dos efeitos fisiolégicos associados a terapia laser
em baixa intensidade, sendo este dado associado a efeitos benéficos na

reparagéo tecidual, bem como na obtengéo de efeitos analgésicos.

COMISSAD RACIONAL DE ENERGIA NUCLEAR/SP-IPEN



Em odontologia os lasers em baixa intensidade tém sido utilizados
com sucesso para o tratamento de lesées de mucosa e pele com
finalidade reparadora, sendo descritas diversas aplicagdes clinicas que
resultam em melhora na reparagéo tecidual e no conforto proporcionado
aos pacientes. Existe, entretanto, a necessidade de maiores evidéncias
cientificas sobre os mecanismos de acdo dos diferentes comprimentos
de onda, intensidades, regimes de operagdo e formas de aplicagédo
utilizados a fim de obterem-se efeitos clinicos uniformes.

As radiagdes visivel e infravermelha diferem em seu mecanismo
de acéao, logo, é controversa a afirmacdo de que ambas radiagdes
possam atuar da mesma forma sobre o fluxo sanglineo na
microcirculagao.

O laser de He-Ne emitindo em 632,8 nm tem apresentado em
diversos estudos, eficacia na proliferagdo celular, tendo sido
demonstrado sua agao especifica sobre fibroblastos e sobre a deposigao
de colageno durante o processo de reparagio tecidual, porém seu efeito
sobre a microcirculagédo sangiiinea, representa um ponto de divergéncia
entre diferentes autores na literatura especializada.

A microcirculagdo sangiliinea pode ser avaliada através de
diferentes métodos. Entre eles podem ser citados os métodos
histoldgicos, estudo por meio de camara termografica, e o uso de
contrastes radioativos e imagem por ressonancia magnética.

Um método utilizado para avaliar a microcirculagcdo é a
fluxometria laser Doppler (FLD), que permite, dentro das limitag6es da
técnica, avaliar o fluxo sangliineo na microcirculagao.

As vantagens oferecidas por esta técnica incluem a possibilidade
de avaliagdo da microcirculagao de forma néo invasiva, e a execugdo de
um estudo dindmico em tempo real que pode ser efetuado por um
periodo de tempo prolongado.

Sendo assim, foi utilizada neste estudo, a fluxometria laser
Doppler, para analise dos efeitos sobre a microcirculagdo sanglinea

advindos de uma agressao, e as possiveis alteragdes provocadas pelo



uso do laser de He-Ne em baixa intensidade sobre a microcirculagao,

nos parametros escolhidos para este estudo .




2 - OBJETIVO

A proposta deste estudo é a avaliagdo do fluxo sanglineo em
areas nao lesionadas, bem como lesionadas e irradiadas ou n&ao, com
laser de He-Ne em baixa intensidade, empregando a técnica de
fluxometria laser Doppler em ratos, verificando:

1- A capacidade da técnica de fluxometria laser Doppler (FLD) em
captar alteragbes de fluxo decorrentes do processo de reparagao

tecidual, nas condigdes propostas neste estudo;

2- A ocorréncia de efeitos de biomodulagdo sobre a
microcirculagdo sangliinea que possam ser associados a radiagao

emitida pelo fluxémetro nas condigbes estabelecidas por este estudo;

3- A ocorréncia de efeitos de biomodulacdo sobre a
microcirculagdo sangliinea que possam ser associados a radiagao

emitida pelo laser de He-Ne, nas condi¢gbes propostas.



3 - BIOMODULAGAO E MICROCIRCULAGAO

Para a compreensao deste estudo serado inicialmente revisados
aspectos conceituais relacionados a pele, microcirculagcado, fluxo
sanglineo, e a reparagao tecidual e em seguida uma revisao literaria
sobre biomodulagao.

3.1 - Pele

A pele é composta por trés camadas, partindo da superficie para
a profundidade, denominadas epiderme, derme e hipoderme .

A epiderme, um epitélio pavimentoso estratificado queratinizado,
nao apresenta vasos sanguineos nem linfaticos, porém, contém
numerosas terminagdes nervosas sensitivas livres.

A derme €& um tecido conjuntivo do tipo frouxo na regiédo
superficial e do tipo denso ou fibroso na regido mais profunda. Contém
numerosos vasos sanguineos e linfaticos, nervos e terminagdes
nervosas sensitivas livres e corpusculares, além de anexos cutaneos
(foliculos pilosos, glandulas sebaceas e sudoriparas).

3.2 - Fluxo sangiiineo e microcirculagao

Os mamiferos e as aves de forma geral apresentam elevado nivel
de atividade metabdlica, e conseqlientemente, um complexo e
dispendioso sistema circulatério.

Para a compreensdao do fluxo sangliineo e suas variagdes, 0
sistema circulatério pode ser comparado a um tubo contendo um liquido,
sujeito as leis da Fisica para poder mover-se. E denominado fluxo ou
vazao, o volume de liquido que passa por um ponto qualquer do tubo,
por unidade de tempo.

O fluxo pode ser descrito na forma de uma equagado matematica,
que relaciona as diferengas de pressao entre as extremidades do tubo,

seu raio e comprimento, e a viscosidade do liquido, demonstrando o



fluxo que podera ocorrer nestas circunstancias. Tal expressao é definida

matematicamente pela formula:
F=APmr*/8NL ‘ (1)

onde F, representa fluxo; AP a diferengca de pressdo entre as
extremidades do tubo; r, o raio do tubo; N, o coeficiente de viscosidade
do liquido e L o comprimento do tubo.

A importancia da equacgdo (1) esta nas variaveis que controlam o
fluxo. Quanto maior a diferenga de pressao entre as extremidades, maior
o fluxo, sendo que o aumento da viscosidade e o comprimento do tubo
contribuem para uma diminuigao do fluxo. Porém o fator mais importante
da equacéo esta relacionado ao raio do tubo por se encontrar elevado a
quarta poténcia, sendo assim, se for dobrado o raio do tubo, o fluxo
aumentara em 16 vezes seu valor original.

Na microcirculagdo sangiliinea o fluxo sangiiineo é controlado
pelas arteriolas e capilares. As arteriolas sdo os ultimos vasos pré-
capilares, tém calibre de aproximadamente 0,15 mm e apresentam
caracteristicas fisicas e fun¢des diferentes das artérias.

Suas fungbes sao reduzir a pressdo arterial que atingira os
capilares, até niveis adequados para a entrada e saida de produtos e, o
controle do fluxo, através de variagdo de seu calibre. As arteriolas sao
capazes de alteragGes de calibre da ordem de 1 para 4 e assim, o fluxo
sangilineo nestes vasos varia cerca de 256 vezes podendo alcangar até
625 vezes na irrigagao muscular.

Os capilares sao vasos delgados de cerca de 0,004 mm de
diametro, de pequeno comprimento e numerosos. A rede circulatéria
periférica compreende cerca de 10 bilhdes de vasos capilares. Suas
paredes s&o delgadas, constituidas por uma Gnica camada de células do
epitélio circulatério, conhecido como endotélio, circundado por uma
[amina basal acelular e relativamente rigida. Esta estrutura permite que

ocorram as trocas entre o sangue e os tecidos, em virtude da



permeabilidade apresentada pelo cemento celular e lamina basal, que
constituem a camada de revestimento destes vasos. A superficie total
disponivel para trocas, representada pela extensao do endotélio capilar
é de cerca de 120 m? para um ser humano adulto.

Os capilares, devido a simplicidade de sua organizagdo, nao
possuem vasomotricidade capaz de realizar vasoconstricdo ou dilatagao,
porém o fluxo capilar € regulado, uma vez que os plexos capilares
possuem um anel de musculatura lisa conhecido como esfincter pré-
capilar ou metarteriola, cuja atividade permite apenas a abertura ou o
fechamento do plexo em sua porg¢ao arteriolar.

A circulagcdo venosa €& uma circulagdo de baixa pressao,
encarregada de promover o retorno sangilineo para o coragdo. A
pressdo venosa varia de 10 mmHg no final dos capilares a valores
proximos a 0 mmHg na desembocadura das veias cavas. O sistema
venoso apresenta a fungéo de reservatorio sangiiineo, o qual é capaz de
ajustar a capacidade do sistema circulatério, levando a aumentos ou
redugdes do volume sangiiineo circulante.

O fluxo sangiiineo local é regulado, em praticamente todos os
territérios vasculares por um mecanismo automatico na intimidade dos
tecidos, e ndo requer necessariamente regulagem hormonal ou do
sistema nervoso.

Toda vez que a atividade metabdlica se altera em um
determinado tecido, torna-se necessaria uma alteragdo de fluxo, que é
por sua vez determinada pela prépria alteracdo metabdlica, pois, os
produtos do metabolismo local influenciam de forma acentuada a
musculatura das arteriolas e dos esfincteres pré-capilares.

Na ocorréncia de uma obstrugéo temporaria do fluxo em qualquer
area, ocorrera um acumulo localizado de metabodlitos anaerébicos,
promovendo uma vasodilatagdo local que resulta em aumento do fluxo,
levando a condigéo clinica denominada hiperemia reativa, caracterizada

por um aspecto avermelhado da area.



Além da regulagdo metabdlica o fluxo pode ser ajustado por meio
de mecanismos nervosos e hormonais. A ativagdo do sistema nervoso
simpatico determina vasoconstrigdo arteriolar na grande maioria dos
territorios, com conseqiiente redugao do fluxo.

Os hormodnios e as substancias vaso ativas, apresentam agao
sobre o sistema circulatério e participam dos mecanismos de regulagéo
do fluxo, quer isoladamente ou em conjunto com o sistema nervoso.
Dentre essas substancias podem ser citadas:

Adrenalina: Hormédnio secretado pela glandula supra-renal, em resposta
ao estimulo da terminagdo nervosa simpatica supra-renal. Tem agéao
predominantemente vasoconstritora sobre o sistema circulatério em
geral.

Angiotensina: Essa substincia resulta da agdo de um horménio
produzido pelo rim, a renina, sobre proteinas plasmaticas, formando
angiotensina |, que ao ser degradada por uma enzima conversora
presente em certos tecidos, transforma-se em angiotensina Il, um
agente vasoconstritor.

Vasopressina ou hormdnio antidiurético: Secretado pelas células neurais
do hipotalamo anterior e conduzido a neuro-hipéfise ou hipéfise posterior
com fungao de regular o volume hidrico. Apresenta agao vasoconstritora
quando presente em altas concentragdes no sangue circulante.
Bradicinina: Esta cinina que é um peptideo vaso ativo se encontra em
estado inativo na forma de bradicininogénio ligada a proteinas
plasmaticas. Pode ser liberada de seu precursor inativo por varios
agentes fisiolégicos e fisiopatoldégicos. Uma vez liberada, esta
substancia apresenta agdo vasodilatadora. Em  condigbes
fisiopatologicas como a inflamagao, tem agéo nos mecanismos locais de
elevagao do fluxo sangiiineo e no aumento da permeabilidade vascular.
Histamina e Serotonina (5-hidroxitriptamina): Estas substancias séo
classificadas como aminas vasoativas. A histamina estd armazenada
nos granulos dos mastécitos, dos basoéfilos e plaquetas, a serotonina

esta presente nos mastécitos de roedores e nas plaquetas em seres



humanos. Estas aminas causam vasodilatagao e aumento da
permeabilidade vascular.

3.3 - Reparagao tecidual

A microcirculagao tem agéo direta sobre o processo de reparagao
tecidual. A inflamacgéo é bem definida como uma reagao local do tecido
conjuntivo as agressdes. A resposta inflamatéria esta intimamente ligada
ao processo de reparo, sendo que, a inflamagao serve para destruir,
diluir ou isolar o agente lesivo, e ao mesmo tempo, desencadeia uma
série complexa de eventos que tem como objetivo a cura e a
reconstituicdo do tecido lesado. O reparo comeca durante a fase ativa
da inflamagéo, porém, sé & finalizado apds a neutralizagdo do agente
agressor.

A inflamagao pode ser causada por agentes microbianos como
fungos e bactérias; agentes fisicos como queimaduras, radiagdo e
trauma; agentes quimicos como substancias causticas e por reagoes
imunolégicas que, em particular, sdo comuns a varios aspectos da
inflamacéao.

Pode se classificar a inflamagdo em aguda e crbnica. A
inflamagdo aguda é de duragédo relativamente curta, ocorrendo por
poucos minutos até alguns dias, e suas caracteristicas principais séo a
exudagao de agua e proteinas do plasma e a migragdo de leucdcitos,
predominantemente neutréfilos. E de certa forma estereotipada seja qual
for a natureza do agente lesivo.

A inflamacgao crénica é menos uniforme, apresenta duragdo mais
fonga e esta associada histologicamente com a presencga de linfécitos e
macroéfagos além da proliferagdo de pequenos vasos sanguineos e
tecido conectivo.

Embora o padrao da inflamag&o aguda seja Unico, a intensidade e
a duragdo da reacdo é determinada tanto pela gravidade do agente

lesivo, como pela capacidade reacional do hospedeiro.



A exudagao caracteristica da inflamagao aguda é definida como
escape de liquido, proteinas e células sanguineas do sistema vascular
para o tecido intersticial ou cavidades do corpo. Essa saida de proteinas
plasmaticas significa uma alteracdo na permeabilidade normal da
microcircula¢ao na area da lesao.

Logo apdés a agdo do agente flogistico comegcam a ocorrer
transformagoes na microcirculagao sanguinea do local afetado, iniciando
uma isquemia transitéria, seguida de hiperemia. Tais alteracdes
fisiologicas s&o importantes para o inicio da resposta tecidual a
agressao.

A reparag¢do depencle do estabelecimento, durante o processo
inflamatério, de um ambiente favoravel para o metabolismo celular por
meio da eliminacdo de microorganismos, tecido necrético e particulas
externas.

Alguns fatores locais ou gerais alteram a reparacao tecidual.
Entre os fatores locais podem ser incluidos o tipo de agente agressor,
contaminagdo da area lesionada, caracteristicas da ferida e irrigagao
sanglliinea da area.

Os fatores gerais que afetam a qualidade da reparagdo sao o
estado fisioldgico, o estado nutricional, a temperatura corporal € o uso

de terapéutica medicamentosa.

3.4 - Biomodulacao

De acordo com Karu (1998), a energia de um féton pode ser
utiizada em medicina de duas formas, pelo aumento de temperatura
podendo causar um dano esperado ao tecido como os métodos
cirurgicos de ablacdo e coagulagéo, ou através da absor¢édo da energia
do féton por cromoéforos absorvedores, causando alteragoes
fotoquimicas e fotofisicas como a biomodulagéao.

A biomodulagdo, ou o uso de lasers sem efeito térmico em
aplicagdes clinicas, foi relatada pela primeira vez em 1967 pelo

professor Endre Mester e equipe, que demonstraram os efeitos da
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radiagéo laser sobre a pele lesionada de ratos . O estudo foi realizado
utilizando um laser de rubi de 694nm (Tunér e Hode,1999).

Segundo Smith (1991) a terapia utilizando laser em baixa
intensidade é efetiva em uma série de situagbes clinicas, porém as
bases fotobiologicas desta terapia nd3o sdo completamente
compreendidas.

Comprimentos de onda que variam da regido visivel ao
infravermelho proximo do espectro eletromagnetico demonstram
efetividade clinica. Porém as propriedades fotoquimicas e fotofisicas
destes comprimentos de onda diferem completamente.

A radiagao visivel quando absorvida por uma molécula pode
excitar os elétrons nos atomos desta molécula levando-os a um estado
maior de energia. Estes atomos excitados devem perder esta energia
excedente e isto pode ocorrer através da emissdao de um foéton porém,
com um maior comprimento de onda, e com menos energia, como
ocorre nos casos de fluorescéncia. A energia pode ainda ser
desprendida na forma de calor; ou pode haver consumo de energia para
processos fotoquimicos.

Ainda de acordo com Smith (1991), a absor¢do de radiagéo
infravermelha pode resultar na rotagao molecular (rotacdo da molécula
sobre seu eixo) e vibragdo molecular. Desta forma n&o podem ser
esperadas mudangas quimicas nas moléculas provocadas por esse tipo
de radiagao, apesar da velocidade das reagdes bioquimicas poder ser
aumentada devido a produgéo de calor.

As respostas fotobiolégicas sao resultados de mudangas
fotoquimicas ou fotofisicas produzidas pela absorcdo de radiagéo
eletromagnética nao ionizante (Smith, 1991).

Os efeitos destes acontecimentos em nivel celular seriam o
aumento do metabolismo celular, aumento da sintese de colageno pelos
fibroblastos, estimulo a sintese de DNA e RNA, efeitos locais no sistema
imunoloégico, aumento na formagao de vasos capilares, entre uma série
de outros efeitos (Tunér e Hode,1999; Danhof,2000).
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Segundo Chow (2001) revisGes sistematicas como as realizadas
pela Revisdo Cochrane, sugerem que, o envolvimento de varios
parametros diferente na terapia laser, torna dificil a avaliagdo da
literatura, conforme demonstrado por Flemming e colab. (2002) e Turnér
e colab. (1998).

Fatores como comprimento de onda da radiagdo utilizada para a
terapia, regime de operagao do laser continuo ou pulsado e neste caso a
freqiéncia, intensidade, densidade de energia ou fluéncia, tempo de
irradiagao, intervalos de tratamento, e o método de irradiagao sao
aspectos a serem considerados, pois podem alterar a possibilidade de
se obter os efeitos bioldgicos desejados (Turnér e Hode, 1999; Silveira,
2000; Ribeiro,2000; Nafiez e colab.,2002).

A dose correta de tratamento para determinada condic¢ao clinica é
aquela que deposita no tecido alvo a quantidade étima de energia em
Joules, com uma particular densidade de energia e com especifica
densidade de poténcia, na freqiiéncia apropriada, usando ainda o
comprimento de onda adequado (Chow, 2001).

As fluéncias, intensidades e freqiiéncias utilizadas em estudos
relativos aos efeitos da LILT em animais sdo extremamente variadas
conforme descrito por Baxter (1994).

A fluéncia ou densidade de energia pode ser calculada como
sendo D (Jlcm?) = P(W) x t (s) / A (cm?), onde D é a densidade de
energia, P a poténcia do equipamento, t € o tempo em segundos e A
corresponde a area a ser irradiada (Simunovic,2000).

No trabalho de Kana et al. (1981) foram avaliados os efeitos da
terapia laser em baixa intensidade sobre a cicatrizagdo de feridas,
utilizando ratos incisionados nos dois lados da coluna vertebral. As
irradiacdes foram realizadas apenas do lado esquerdo, utilizando-se
laser de He-Ne (632,8nm) ou laser de argdnio (514,5nm) com as
mesmas densidades de energia. A primeira irradiagao ocorreu entre 16 e
18 horas apods a operagdao com densidades de energias de 4, 10 e 20

Jicm?, e seguiu-se diariamente por 17 dias.
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Segundo os autores, no décimo oitavo dia todas as lesdes
encontravam-se em estado de reparacgao avancado. Entre os dias trés e
doze o fechamento da ferida foi acelerado com laser de He-Ne a 4
Jlcm?, havendo uma desaceleragdo do processo com a densidade de
energia de 20 Jlcm?. Os autores reportam a importancia do comprimento
de onda utilizado no processo de reparagao tecidual, sendo que a
radiagdo emitida pelo laser de He-Ne apresentou melhores resultados
quando comparada a emitida pelo laser de argdnio.

Mester e colab. (1985), obtiveram resultados sobre a reparagéao
tecidual em pele de ratos tratados com laser de He-Ne com densidade
de energia de 1 J/cm? observando um aumento na sintese de
prostaglandinas, logo apés as primeiras irradiagées, sendo que, 0S
autores supdem que um aumento na sintese de colageno, com
conseqiiente melhora da resisténcia a tragdo da pele lesionada, deva-se
primariamente, a um estimulo na sintese de prostaglandinas.

Bisht e colab. (1994), provocaram feridas em ratos dos lados
direito e esquerdo da linha dorsal média, com 8 mm de didmetro. O lado
direito serviu como controle e o esquerdo foi irradiado. Para a irradiagao
foi utilizado um laser de He-Ne continuo com 5 mW de poténcia e
didmetro do feixe de 2 mm, com uma intensidade de 13 mW/cm?. A
densidade de energia utilizada foi de 4 J/cm?, o tempo de irradiagéo de 5
minutos, a irradiagao foi realizada por 17 dias.

Os critérios de avaliagao foram visual e histolégico com bidpsias
realizadas nos dias 3, 5, 7, 9, 12,15 e 17 pébs-operatério. Foram
avaliadas a neovascularizagdo, a proliferagdo de fibroblastos, e a
formacao de colageno. Em seus resultados a terapia com laser em baixa
intensidade promoveu um tempo de reparagdo menor. A diferenga mais
significante na quantidade de colageno ocorreu no dia 9, porém a maior
produgéo ocorreu nos dias 3 e 4, e a neovascularizagdo teve maior
significAncia nos dias 5 e 7.

De acordo com os resultados obtidos, os autores concluiram que
a radiacao emitida pelo laser de He-Ne altera de forma positiva a agao
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dos fibroblastos e das células epiteliais, juntamente com a atividade de
células fagocitarias e polimorfonucleares, e segundo seus estudos os
efeitos do laser de He-Ne na reparacao tecidual estdo associados
principalmente a epitelizagédo e a proliferagao de fibroblastos nas areas
irradiadas.

Ribeiro (2000), demonstrou a importancia da polarizacao do feixe
laser, no processo de reparagao tecidual in vivo, utilizando laser de He-
Ne com fluéncia de 1 J/cm? obtendo efeitos significantes,
particularmente na formagdo do tecido conjuntivo na derme. Foi
demonstrado em seu trabalho que a polarizagao da radiagao pode ser
preservada nas primeiras camadas da pele, com maior preservagao do
grau de polarizagao linear nas amostras de tecidos patolégicas, quando
comparadas as sadias. Seus resultados demonstram que a diregdo de
polarizagdo do campo elétrico alinhada paralelamente a uma diregcao
preferencial no animal, afeta o processo cicatricial. Ribeiro e colab.
(2002), também demonstraram efeitos benéficos sobre a reparagdo
tecidual, utilizando laser de Nd:YFL (1047nm), com fluéncia de 1 J/cm?.

Para o teste de resisténcia a tragdo da pele de ratos diabéticos
irradiados com laser emitindo em 830 nm, Stadler e colab. (2001),
utilizaram ratos diabéticos para teste, e ndo diabéticos para controle.
Para a realizagdo da lesdo os animais foram anestesiados via
intraperitonial, com uma mistura de Ketamina-Xilasina, tiveram a
superficie da pele tricotomizada e limpa com chumago de algodao,
seguido da aplicagdo de Betadine para a desinfec¢do da superficie.
Foram realizadas duas incisdes de 1 cm, suturadas posteriormente para
aposicao dos bordos.

A irradiagdo com laser emitindo em 830 nm, com uma fluéncia de
5 Jicm? foi realizadas nos dias 0-4 ou 3-7 pés-trauma. Os animais foram
sacrificados nos dias 11 ou 23 e foram realizados testes de tragdo com
as amostras de tecido cicatrizado.

Os autores concluem que dentro dos parametros deste trabalho,

houve um aumento significante na resisténcia a tragdo da pele de ratos
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diabéticos, apo6s o uso do laser, sendo que, a diferenga foi mais
acentuada no grupo irradiado nos dias 3-7 pés-trauma.

De acordo com Bradley (1996), os lasers com emissao
infravermelha sao mais efetivos na obtengao de efeitos analgésicos. Os
mecanismos para explicagdo dos efeitos analgésicos nado estariam
completamente elucidados, porém, entre as provaveis explicagbes
encontra-se o aumento no fluxo sangtiineo, eliminando assim moléculas
mediadoras do processo inflamatério presentes nos tecidos.

Simunovic (1996) cita em seu trabalho algumas explicagées sobre
os efeitos analgésicos da terapia com laser em baixa intensidade,
reportados por diferentes autores. Entre eles estdo o aumento da
excrecao urinaria de serotonina, a alteragdo do equilibrio adrenalina-
noradrenalina, o aumento da microcirculagéo sanguinea local e portanto
do suprimento de oxigénio, reduzindo assim a asfixia do tecido e
agilizando a coleta de metabélitos nos tecidos.

Para analise dos efeitos da irradiagdo em dores miofasciais
crénicas e agudas Simunovic (1996) realizou o tratamento de 243
pacientes realizando a irradiagdo de “trigger points”. Seus resultados
clinicos demonstraram efetividade de 96%, sendo que, apés a terapia
apenas 4% dos pacientes apresentavam persisténcia do quadro
doloroso.

Kubota et al (1989) estudaram a viabilidade de enxertos tratados
com laser de diodo emitindo em 830 nm, comparados com enxertos
irradiados com LED (light emitted diode) emitindo em banda estreita de
840 nm ambos com fluéncias de 10 J/cm?, e controle sem tratamento.

Um retalho com 9 cm de comprimento e 3 cm de largura foi
removido do dorso de ratos e suturado em posigao logo em seguida.
Foram utilizados diferentes métodos de analise para verificar a
vascularizagao do retalho.

Apos 10 minutos da irradiagdo um grupo de animais,
selecionados dos grupos estudados, recebeu inje¢ao intraperitonial de

fluorescin a 10% na quantidade de 0,2 ml. Decorridos 30 minutos a area
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reimplantada foi examinada através da exposicao a luz ultravioleta para
observacao de fluorescéncia, sendo que quanto maior a fluorescéncia
melhor era classificado o estado de perfusdo vascular do retalho; areas
ndo fluorescentes demonstravam falta de suprimento sangiiineo viavel.
De acordo com este teste o grupo irradiado com laser de diodo
demonstrou uma maior perfusdo, ndo tendo sido notadas diferengas
entre o grupo irradiado com LED e o grupo néo irradiado.

Os retalhos de um grupo de animais foram removidos,
desidratados e preparados para avaliagdo através da técnica de
transiluminagéo a fim de serem verificadas alteragées microvasculares.
De acordo com os resultados reportados, o grupo laser apresentou um
maior himero de vasos quando comparado aos dois outros grupos.

Foi avaliada também a taxa de viabilidade dos enxertos,
mensurando a area sadia sem presenca de necrose, através de analise
fotografica. O grupo irradiado mostrou uma menor area de necrose,
sendo que nao foram observadas diferengas entre o grupo LED e o
grupo nao irradiado.

De acordo com seus resultados os autores concluem que o laser
de diodo de GaAlAs emitindo em 830 nm produz efeitos imediatos e
duradouros tanto no fluxo vascular como na revascularizagdo e na
neovascularizacdo de enxertos. Os efeitos na microcirculagcao foram
notados por até 7 dias ap6s a irradiagao. Foi demonstrado neste estudo,
que os efeitos sobre a microcirculagdo utilizando LEDs, quando
comparados aos efeitos do laser emitindo em 830 nm séo
estatisticamente diferentes, com o laser apresentando melhores
resultados, Os autores relatam a importancia da coeréncia do feixe para
a obtencao dos efeitos fisioldgicos.

Os efeitos da irradiacdo com laser de diodo de 780 nm, na
microcirculagdo sanguinea foram estudados por Schaffer e colab.
(2000), usando imagem por ressonancia magnética com contraste na

pele sadia de seis voluntarios.
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Os voluntarios foram irradiados na planta do pé direito com
densidade de energia de 5 J/cm® e intensidade de 100 mW/cm®. As
imagens de ressonancia magnética foram registradas antes e depois da
irradiagao, e a técnica foi utilizada para quantificar o acimulo local em
relacao ao tempo do contraste Gadalinium-DPTA, ndo somente sua
quantidade na corrente sanguinea, mas também sua distribuicdo no
espago extravascular, comparada ao pé esquerdo nao irradiado. Os
autores observaram um aumento no fluxo sanguineo na area apés a
irradiagdo, relatando que os efeitos da biomodulagao na melhora do
processo de reparagdo de lesdes e na redugcdo da dor podem estar
relacionados com o aumento do fluxo sangiiineo.

Schindl e colab. (1991), em relato de caso clinico demonstraram
os efeitos da irradiacdo com laser de He-Ne com diferentes fluéncias em
casos de Tromboangiite Obliterante (Doenga de Buerger). Essa
condicdo clinica afeta primariamente as extremidades inferiores dos
membros com comprometimento de pequenos e médios vasos
sanguineos.

Esta condigao clinica resulta na amputagdo de membros. A causa
da perda dos membros é associada a altos indices de dor sem remisséo
apo6s terapéutica medicamentosa, mesmo apés a remogao cirurgica de
nervos sensitivos.

Os autores apresentam neste relato, trés casos clinicos da
doenga, onde a terapia convencional nao surtia efeitos e que teriam
como solugdo a amputagao da area afetada. Foi realizado tratamento
com laser de He-Ne utilizando diferentes fluéncias, de acordo com as
caracteristicas das areas afetadas e diferentes tempos de tratamento,
esquematizados de acordo com a evolugéo clinica do caso.

Como resultados dois dos trés pacientes apresentaram remissao
completa dos sintomas com acompanhamento de um ano, e o terceiro
caso, encontrava-se ainda em tratamento, porém, com prognostico

favoravel.
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Segundo os autores foi demonstrado através destes casos
clinicos que a LILT aumenta o fluxo sangiiineo na microcirculagao de
areas isquémicas, e apesar de seus mecanismos de agao nao estarem
completamente evidentes, essa terapia deve ser considerada como uma
alternativa terapéutica no ftratamento de condigbes clinicas
desfavoraveis em relagéo a microcirculagao.

Segundo Danhof (2000), os efeitos do laser na microcirculagao
sangiliinea podem ser gerados por uma ac¢do indireta sobre os
esfincteres pré-capilares através da liberagdo de substancias quimicas
como a histamina e a serotonina. Sobre condi¢des patoldgicas o laser
pode atuar sobre a microcirculagao sangiiinea promovendo um aumento
de temperatura através do aumento da atividade celular gerando
aumento da circulagdo por calor, tendo como conseqiiéncia a
vasodilatagao de arteriolas.

O mecanismo de ag¢do da radiagdo laser com baixa intensidade
na microcirculagdo, ndo € completamente conhecido, muitas sdo as
possiveis explicagbes para os efeitos clinicos observados.

O efeito sobre a liberagdo de aminas vaso-ativas & considerado
por alguns autores, como potencial efeito causado pela irradiagéao,
podendo promover alteragbes de fluxo sangiiineo (Walker, 1983;
Simunovic,2000; Mester, 2000).

A histamina encontra-se em mastéocitos e é liberada na fase
imediata ou inicial da inflamagéao, provocando vasodilatagao e aumento
da permeabilidade vascular. A serotonina promove o aumento da
permeabilidade vascular, no homem encontra-se nas plaquetas, ja em
espécimes animais como ratos e camundongos esta localizada nos
mastoécitos.

Walker (1983) investigou os efeitos analgésicos da LILT. Foram
analisados nesse estudo 36 pacientes com dor cronica (duragdo maior
que 6 meses), irradiados com laser de He-Ne, poténcia de 1 mW,

freqtiéncia de 20Hz em uma area de 4 mm>.



Foram coletadas amostras de urina de 24 horas antes do inicio do
experimento e em intervalos regulares durante o periodo experimental a
fim de verificar a concentracdo de 5-hidroxitriptamina (5HT) um
catabdlito da serotonina.

Os niveis maiores de excre¢ao de S5HT precederam o alivio da dor
por varios dias. Em um exemplo citado pelo autor, um paciente portador
de nevralgia trigeminal, teve pico de excreg¢ao de SHT apés 10 sessdes
de irradiacao, enquanto o alivio completo da dor ocorreu apés 20
sessdes de irradiagdo. Resultados similares foram observados em
individuos com diferentes diagnésticos de dor.

O autor reporta que de acordo com esses resultados o pico de
excrecao urinaria de 5HT pode ser indicador do inicio da analgesia, e tal
alteragdo no catabolismo da serotonina pode representar um pré-
requisito para efeitos de analgesia duradouros.

As alteragdes no catabolismo da serotonina nao foram
observadas em pacientes sem dor que receberam irradiagao por até 30
sessdes, sendo que as alteragbes na excregdo de SHT podem ser
relacionadas ao mecanismo de analgesia através da radiagdo laser,
pois, individuos que obtiveram alivio da dor como resultado da injecao
de anestésicos locais, ou massagem profunda, também néao
demonstraram alteragbes em tal catabolismo.

Silveira (2001) demonstrou os efeitos da radiagcao laser sobre a
degranulacdo dos mastécitos. Quando ocorre a degranulagdo do
mastocito substancias vaso-ativas sao liberadas no local.

Em seus resultados o autor obteve efeitos significantes sobre a
degranulagdo de mastécitos em tecido gengival humano, usando lasers
emitindo em 785 nm e 688 nm com poténcia de 50 mW e fluéncia de
8J/cm?.

O modo de emissdo do laser pode influenciar os efeitos
produzidos pela radiagao, segundo Karu (1998), a resposta celular &
diferente quando as culturas celulares sao expostas a emissao continua
ou pulsada.
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Em uma avaliagdo sobre os efeitos da irradiacdo sobre a
microcirculacdo sangiiinea Baxter (1994), reporta a importancia da
freqiéncia para a obtencdo de resultados. Em seus estudos o autor
reporta mudangas significantes usando-se a mesma intensidade e dose
alterando-se apenas a taxa de repeticao de pulsos. A taxa de repeticao
de pulsos segundo o autor, pode ser um parametro critico para a
observagao de alguns efeitos fisioldgicos. O autor relata que afirmagdes
apresentadas em alguns estudos, de que baixas freqiiéncias devem ser
utilizadas no tratamento de condigbes clinicas agudas, e altas
frequéncias devem ser reservadas para o tratamento de condigdes
cronicas podem ter validade clinica de acordo com os resultados
observados em seu estudo.

Alteragdo térmica na intimidade dos tecidos é classificada, por
alguns pesquisadores, como responsavel pelos efeitos da LILT na
microcirculagdo (Schindl e colab., 1991; Danhof,2000), porém esses
resultados sdo conflitantes, pois, usando o mesmo método de andlise, a
termografia, diferentes resultados sédo reportados. Schindi e colab.(1991)
reportam um aumento de 0,9°C nas areas irradiadas, com sucesso
clinico da terapia em casos de imparidade severa da microcirculagao.
Cada aumento de 1°C na temperatura, aumenta a taxa de reagao
quimica no organismo, ou fora dele, aproximadamente em 10%(Guyton,
1974). Ja no trabalho de Obata e colab.(1990) uma diminuicdo da
temperatura foi observada na area irradiada em 52,6% dos casos, com
taxa de sucesso terapéutico de 90% destes. Em 42,1% dos casos houve
aumento de temperatura poés-irradiagdo, sendo o indice de sucesso
neste caso de 37,5%. Um total de 5,4% dos casos nao apresentaram
efeitos relativos a irradiacdo. Como conclusdo estes autores relatam
que, os efeitos analgésicos observados apés irradiagcdo, séo efeitos
primariamente nao térmicos, € a resposta organica a irradiagéo, ndo é
uniforme.

Bradley e colab.(2000), avaliaram a reagdo vascular na regiao

maxilofacial, apés irradiagdo com quatro diferentes comprimentos de
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onda (660nm, 820nm, 1060nm e 10600nm) por meio de termografia
para investigar a temperatura superficial da pele, fluxometria laser
Doppler de imagem para avaliar o fluxo microcirculatério e ultra-
sonografia Doppler de imagem para observar o estado arterial (calibre e
fluxo). Os resultados observados demonstraram que os comprimentos
de onda de 820 e 660 nm com densidades de energia menores que 100
Jicm? obtinham pequenos aumentos da temperatura superficial da
pele,ndo apresentando efeitos no fluxo da microcirculagao. A aplicagao
dos comprimentos de onda de 1060nm e 10600nm desfocados com
densidades de energia acima de 150 J/cm? produziam grande aumento
da temperatura superficial com aumento do fluxo na microcirculagdo. Foi
observando que os efeitos alcangados com o emprego do laser emitindo
em 10600nm, poderiam perdurar por até 30 minutos.

Segundo os autores, o comprimento de onda de 820nm, aplicado
com densidades de energia superiores as utilizadas convencionalmente,
pode promover aumento no fluxo sangiiineo microcirculatério.

Em nenhum caso foi observada alteragédo no calibre ou fluxo da
artéria facial.

Os autores concluem que os efeitos sobre a cicatrizacao
promovidos pela LILT em regimes de aplicagdo convencionais nao
podem ser atribuidos a efeitos vasculares imediatos, porém pode haver
um estimulo angiogénico durante o processo de reparo.

Alteragées na viscosidade do sangue, na concentragdo de
oxihemoglobina, bem como alteragdes na quantidade de eritrécitos séo
reportadas como possiveis influéncias da radiagdo na microcirculagéo
(Korolevich e colab.,2000; Stadier e colab.,2000).

Agaiby e colab. (2000) investigaram a producdo de fator
angiogénico por linfécitos T apds a irradiagdo com laser de comprimento
de onda de 820 nm, 5000 Hz e 50 mW com densidades de energia de
1.2, 36, 6 e 84 Jlcm® As células T isoladas do sangue foram
preparadas em suspensdo com e sem a adigdo de mitdégeno e

irradiadas. Apo6s o periodo de trés a cinco dias de incubagéo os linfécitos
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T foram coletados e adicionados a cultura de células endoteliais. O
efeito sobre a proliferacao destas células foi avaliado por um periodo de
72 horas.

Neste modelo de estudo a irradiagado de linfoécitos T estimulou a
producdo de fatores que podem modular a proliferacdo de células
endoteliais in vitro. Este efeito € modulado pela densidade de energia,
as melhores densidades foram 1.2 e 3.6 Jlcm® .

Stadler e colab. (2000), irradiando sangue com laser emitindo em
660 nm e usando fluéncias entre 0 e 5 J/cm?, observaram a reagdo a
radiacao na proliferacao de linfocitos tanto isolados como na presenca
de hemoglobinas.

A dose de 3 J/icm? foi a que apresentou maiores indices de
estimulagdo, sendo considerado a presengca de hemoglobina
fundamental para a magnitude dos efeitos. Os autores sustentam a
hipétese de a hemoglobina presente nas células vermelhas do sangue,
poder servir como porfirina endégena provocando a formagao de
espécies reativas de oxigénio em baixos niveis, ndo citotéxicos, quando
irradiadas com comprimento de onda de 660 nm.

Segundo Lubart et a/ (2000), recentes evidéncias demonstram
que em doses baixas e em concentragdes controladas espécies reativas
de oxigénio (ERO), apresentam um importante papel na ativacdo de
processos celulares como aumento da proliferacdo de fibroblastos,
aumento da sintese de DNA por células hematopoiéticas, sendo que,
observou-se efeitos das ERO sobre a contragdo muscular e o
crescimento celular.

No estudo de Siposan e colab. (2001), sobre os efeitos da
irradiagdo do sangue humano, os autores citam reportes, principaimente
de especialistas da antiga Unido das Republicas Socialistas Soviéticas,
a respeito da irradiagdo direta do sangue humano. Foram estudadas
modificagbes causadas no sangue de pacientes com diferentes
patologias e varias observagdes positivas foram feitas. Entre elas

encontram-se, efeitos antiinflamatoérios, estimulo do sistema

22



imunoldgico, melhora da microcirculagao sangilinea, efeito bactericida,
dentre outros.

Em seu estudo foram analisados os efeitos da irradiagdo com
laser de He-Ne, com os seguintes parametros, poténcia de 6 mwW,
intensidade média de aproximadamente 180 mW/cm, diametro do feixe
de 2 mm, continuo, com doses entre 0 e 9346 J/cm™, no sangue recém
coletado de 16 doadores saudaveis, sendo que, observaram-se varias
modificagbes em fungio da dose recebida.

Apés irradiagdo houve mudanga significante na viscosidade do
sangue, e em indices hematolédgicos de leucécitos e eritrécitos. Na maior
parte dos casos, segundo os autores os efeitos maximos observados
ocorreram com a dose de 1,2 Jicm™.

Segundo alguns pesquisadores, para a obtengao de efeitos sobre
a microcirculagdo sanglinea in vivo, os lasers com emissdo
infravermelha seriam mais eficientes ( Kubota e colab.,, 1989;
Baxter,1994; Bradley, 1996, Saito , 1997, Parrado e colab.,1999,)

Baxter (1994), afirma que o emprego do laser de He-Ne na
maioria dos estudos sobre LILT, pode ter relagdo com os casos de falha
no alcance de analgesia reportada em alguns estudos, devido a pouca
penetracédo deste comprimento de onda nos tecidos biologicos.

Essa declaragdo, segundo Chow (2001), pode ser verdadeira
quando a area estudada ndo se encontra na superficie dos tecidos,
sendo que, efeitos positivos, podem ter sido mediados por estimulos
involuntarios de pontos relacionados a acupuntura. Os pontos
relacionados a acupuntura sdo pontos superficiais que podem ser
estimulados com pequenas doses de energia.

De acordo com Tuchin (1997), em termos de propriedades
opticas, os tecidos bioldgicos incluindo-se o sangue, a linfa e outros
fluidos corporais, podem ser divididos em duas classes: os espalhadores
ou opacos, cujos exemplos sao a pele, o cérebro, a parede vascular e o
sangue; e os pouco espalhadores ou transparentes, como por exemplo,

a cornea.
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A profundidade de penetragdo da radiagdo no tecido, varia de
acordo com o comprimento de onda da radiagdo incidente
(Ribeiro,2000). Maldonado (2001), define profundidade de absorgao
optica, ou comprimento de absor¢gdo como o comprimento
correspondente no qual 63% da radiagao incidente é absorvida.

O estudo de Envemeka (2001), sobre a profundidade de
penetragdo da radiagdo com comprimento de onda de 632,8nm
comparada a 904nm, em diferentes tecidos como pele, musculo, tendao
e cartilagens de coelhos mostrou que o comprimento de onda tem um
papel fundamental na profundidade de penetracédo da luz nos diferentes
tecidos, sendo que, a mesma nao esta relacionada com a poténcia
média da fonte de emisséo.

Os efeitos positivos sobre a microcirculagdo sangiliinea sao
associados por alguns autores a comprimentos de onda superiores a
780nm quando utilizado in vivo (Kubota e colab.,1989; Sasaki e
colab.,1989; Obata e colab.,1990; Saito, 1997; Parrado e colab.,1999,
Maegawa e colab.,, 2000, Bradley e colab. 2000). Ja in vitro
comprimentos de onda entre 632,8 e 660nm demonstraram efetividade
sobre células sanguineas ( Korolevich e colab., 2000; Stadler e colab.,
2000; Siposan e colab., 2001). Porém nos estudos de Walker (1983),
Schindl e colab. (1991), Bisht e colab. (1994), Ghamsari e colab. (1997),
e Silveira (2000), utilizando lasers com emissdo vermelha (660nm e
632,8nm), os resultados observados, foram relacionados a efeitos

benéficos sobre a microcirculagéo sangiiinea.

24



4 - FLUXOMETRIA LASER DOPPLER

A velocidade da luz é constante, independente de qual seja a
velocidade relativa entre a fonte luminosa e o observador, porém, a
freqliéncia e o comprimento de onda podem variar de forma que o
produto, que € igual a velocidade da luz, permanec¢a constante. Essas
variagdes de freqiiéncia sdo chamadas efeito Doppler, em homenagem
a Johann Doppler, que foi o primeiro a observa-las (Halliday e Resnick,
1984).

A radiacao refletida por superficies estacionarias mantém a
mesma freqiiéncia da radiagéo incidente. Porém de acordo com o efeito
Doppler, a freqliéncia das ondas refletidas por objetos em movimento,
tais como as células vermelhas do sangue, sofre uma alteragdo
proporcional a velocidade do alvo (Donnelly, 2000).

A fluxometria laser Doppler vem sendo desenvolvida a fim de
permitir acesso a paradmetros hemodinamicos do sistema microvascular.
Os fluxémetros convencionais indicam quantidades proporcionais ao
fluxo sangiiineo e a concentragdo de hemacias méveis contidas no
volume investigado (Nogueira e colab., 2000).

Esta técnica monitora o fluxo sanguineo em vasos de pequeno
calibre na microvascularizagéo, ou seja, o fluxo sanguineo de capilares,
préximos a superficie da pele, € o fluxo das arteriolas e vénulas da
camada inferior da pele’.

De acordo com Nogueira e colab. (2000) a técnica tem como base
o efeito Doppler, e o uso de radiagao coerente monocromatica de baixa
poténcia de um laser estavel, como um laser a gas de He-Ne ou por um
diodo laser de baixa poténcia (1 a 2 mW), usualmente emitindo entre
633 a 810nm, acoplado a uma fibra 6ptica que entrega a radiagao laser
ao tecido a ser estudado.

A radiagdo laser ao atingir os tecidos biolégicos que circundam os
vasos sangliineos é espalhada. Essa radiacao retroespalhada, ao atingir

as células sangiiineas em movimento, predominantemente as hemacias,
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sofre desvio de freqiiéncia, segundo os principios do efeito Doppler.
Outra fibra 6ptica préxima a emissora coleta uma parcela da radiagado
retroespalhada e a conduz a um fotodiodo que a converte em sinais
elétricos. O sinal elétrico, também conhecido como fotocorrente, tem
espectro na faixa audivel e € processado para a extragdo de
informagdes sobre o fluxo sangliineo. Considerando as poténcias
emitidas envolvidas e todo o processo de interagbes, a distancia e o
volume tipicos aos quais os fluxdmetros convencionais sdo sensiveis é
de aproximadamente 1 mm e 1 mm° respectivamente.

O termo comumente usado para descrever a quantidade medida
pelo fluxémetro é “fluxo”, que é proporcional ao produto da velocidade
média das células sanguineas e sua concentragdo (volume sanguineo).
Isto é expresso em unidades de perfusao arbitrarias, sendo calculado
usando o primeiro momento da densidade de poténcia do espectro do
sinal de fotocorrente’.

Um dos fatores de interesse nesta técnica é a possibilidade de
monitoragao do fluxo sangiiineo de forma n&o invasiva, permitindo uma
analise dinadmica da microcirculagdo sanguinea (Foth e colab. 2000).

Como a area sob monitoragdo da microcirculagdo nao apresenta
valores definidos, as medidas de fluxo ndo podem ser apresentadas
como valores absolutos. Porém, apesar disso, a técnica tém seu valor
estabelecido para a avaliagdo de alteragdes de perfusdo em casos de
estresse fisiolégico, entre outras aplicagbes ( Carolan-Ress e colab.
2002).

De acordo com Carolan-Ress e colab. (2002), os sinais da FLD
(Fluxometria Laser Doppler) normaimente apresentam pronunciada
variagdo temporal tanto em fungdo da natureza pulsétil do fluxo
sangiiineo como em fungdo das mudangas na atividade dinamica
vasomotora.

O uso da FLD esta bem estabelecido para a monitoracédo da

microcirculagdo na pele na literatura especializada, porém, tém sido
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constantemente demonstrado que ha uma variagéo espacial substancial
nos valores de perfusdo do tecido, mesmo em areas adjacentes,
levando a dificuldades experimentais (Obaid e colab., 2002).

Brande e colab. (1997) demonstraram que, em condi¢des de
repouso em humanos, as medigbes efetuadas com FLD resultam
algumas vezes em grande variagdo nos valores de fluxo medidos em
funcdo de variagbes espaciais. Desta forma obtém-se resultados
individuais de dificil reproducdo. Porém com o aumento do numero de
registros e utilizando-se um periodo de leitura constante e nao
prolongado, valores mais reprodutiveis sdao obtidos e a comparagao
entre grupos torna-se mais viavel. Os autores concluem que utilizando
um periodo curto e constante de monitoragéo, a FLD permite a avaliagéo
do fluxo da microcirculagdo na pele.

Blot e colab. (2001), reportam que na avaliagao de trabalhos onde
¢ demonstrada a reparagao tecidual de feridas, uma das grandes
dificuldades é estabelecer um critério para a verificagdo da eficacia dos
métodos utilizados. Segundo os autores, 0 uso da FLD € um bom
método de avaliagdo, pois fluxos elevados indicam um prognostico bom
para a repara¢ao, enquanto que um fluxo diminuido indica dificuidades
ou impossibilidade de reparagdo espontanea. Sendo assim, a perfuséo
do tecido pode indicar, de acordo com os autores, o progresso ou a
piora do estagio de reparagao de toda ferida.

O emprego da FLD como método de avaliagdo dos efeitos do
laser em baixa intensidade foi efetuado por Ghamsari e colab. (1997),
utilizaram a fluxometria laser Doppler como um dos métodos de
avaliagcdo da cicatrizagao de incisdes em mamas de vacas irradiadas ou
nao com laser em baixa intensidade. Para a realizagdo do trabalho, os
animais foram divididos em grupos, e incisées foram realizadas. Em um
dos grupos a cicatrizagdo foi acompanhada de irradiagcao, executada
todos os dias durante ha primeira semana e a cada dois dias na
segunda semana, perfazendo um total de dez sessdes. Foi utilizado um

laser de He-Ne, continuo, com poténcia de 8,5 mW, em contato. Cada

27



area de 0,3 cm foi irradiada por 30 segundos num total de 15 minutos
por lesdo, tendo assim intensidade de 0,114 W/cm® e densidade de
energia de 3,6 Jlcm?.

Realizaram-se analises radiograficas, histopatoldgicas,
tensitomeétricas, de fluxo sanguineo e analise de aminoacidos.

O laser Doppler foi utilizado no vigésimo primeiro dia em dois
pontos: um na sutura e um na pele nao incisionada no lado oposto da
mama para controle. O fluxo foi calculado por um minuto, sendo que a
similaridade do fluxo sanglineo na area irradiada com o fluxo sangiineo
na area controle sem lesdo indicou, segundo os autores, que a
revascularizagao nos grupos tratados com laser foi mais rapida do que
nos grupos nao irradiados.

Maegawa e colab. (2000), estudaram os efeitos da irradiagdo com
laser emitindo em 830 nm sobre a microcirculagao.

As alteragées da microcirculagéo in vivo, foram analisadas por
meio de FLD, e medicdo da concentragao de ions Ca?*, apds irradiagao
com laser emitindo em 830 nm, diretamente sobre as arteriolas
mesentéricas através de exposigéo cirargica do mesentério de ratos. Os
autores observaram efeitos pronunciados na microcirculagdo, tanto
imediatos como vinte minutos apés irradiagao, aparentemente mediados
pela redugao da concentragio de ions Ca®*, alterando o ténus muscular
das arteriolas. Demonstrando desta forma, segundo os autores, que a
profundidade de penetragdo deste comprimento de onda ndo seria o
Gnico fator responsavel pelos efeitos causados na microcirculagao.

Ainda de acordo com as observagdes de Maegawa e colab.
(2000), a remogao das ligagGes nervosas da artéria superior do
mesentério ndo afetou a vasodilatagdo observada pelos pesquisadores,
desta forma, seria pouco provavel que a dilatagdo arteriolar observada
neste estudo tenha sido causada por uma atenuagao no potencial neural
derivado da irradiagéo.

O uso de FLD em ratos foi realizado com sucesso por Cui e colab.
(1999), para verificar o efeito de vasoconstritores no fluxo sanguineo da
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mucosa da traquéia e no musculo esquelético da perna, obtendo dados
significantes sobre a vacoconstricdo ocorrida nestes tecidos, através da
técnica.

Kilic e colab. (2001) utilizaram FLD em ratos, conseguindo
evidencias de alteragcbes hemodinamicas seguidas do uso de ativador
plasminogénio tecido recombinante, em tecido cerebral isquémico de
ratos, encontrando uma hiperperfusao inicial e uma resposta tardia de
hipoperfuséo.

A relagdo de alteragbes no sistema circulatério com a
microcirculagdo cutanea foram estudadas por Qi e colab. (2002),
utilizando FLD para avaliar o impacto de um trombo em uma artéria na
microcirculagao cutanea.

Os autores monitoraram simultaneamente o fluxo sangiiineo em
uma artéria e na microcirculagdo cutdnea nos seguintes momentos:
antes da indugdo, por estimulo elétrico, de um trombo, durante a
formagao do mesmo e no processo de eliminagao natural do trombo pelo
fluxo sangtineo.

Durante todo o processo de formagao e eliminagéo do trombo a
pressao arterial sistémica foi medida, sendo que a mesma manteve-se
constante. O fluxo foi previamente monitorado tanto na artéria como na
microcirculagdo cutanea para que dados base fossem obtidos, sendo
esses dados caracterizados como 100% de fluxo, as variacdes
decorrentes do processo de trombdlise foram feitas tomando-se este
valor como referéncia.

Em seus resultados os autores reportaram uma diminuigdo do
fluxo de 90% na artéria e 70% na microcirculagdo cutanea apos a
formagdo do trombo, sendo que o decaimento ocorreu de forma
simultdnea nas duas areas de estudo. Apds a trombolise o fluxo arterial
voltou aos valores iniciais, porém os valores da microcirculagao cutanea
permaneceram entre 10 a 20% dos valores originais. Esses dados

sugeriram segundo os autores que fatores liberados de forma local nas
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células endoteliais das artérias podem ser responsaveis por uma
deficiéncia na microcirculagao cutanea.

Kannurpatti e colab. (2002), verificando a efetividade da apnéia
como estimulo da capacidade vasodilatadora cerebral através de
ressonancia magnética de imagem (RMI), utilizaram ratos anestesiados
com respiragdo natural ou assistida com 100% de oxigénio.

O fluxo sangiiineo cerebral dos ratos foi monitorado através de
fluxometria laser Doppler e, foi observado aumento de fluxo de 45%+/-
8% durante apnéia com ventilagdo natural e 10%+/-3% com ventilagédo
mecénica, e ainda, em ratos com respiragao natural a saturagao de
oxigénio arterial caiu de 96%+/-1% para 29%+/-5%, nao sendo
observadas essas variagdes em animais sob respiracao assistida. Nos
resultados os autores concluem que a apnéia pode provocar em animais
com ventilagdo natural uma diminuicdo de oxigénio arterial, sendo o

observado, oposto ao ocorrido em humanos.
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5 - MATERIAIS E METODOS

Este capitulo apresentard inicialmente a descricao do
experimento realizado, seguindo uma explanagcdo sobre a modelagem
utilizada para analise dos resultados.

5.1 - Descri¢cao do experimento

Este estudo foi realizado de acordo com os principios éticos de
experimentagao animal, elaborados pelo COBEA (Colégio Brasileiro de
Experimentacao Animal), entidade filiada ao Internacional Council of
Laboratory Animal Science (ICLAS) com base em normas internacionais,
que visam o aprimoramento de condutas na experimentagdo animal
baseando-se em trés principios basicos: sensibilidade, bom senso e boa
ciéncia.

Para este estudo do tipo experimental, in vivo, foram selecionados
15 ratos machos adultos da raga Wistar, com massa corporal
aproximada de 300 gramas, cedidos e mantidos pelo Biotério do IPEN,
sendo que, durante todo o periodo do experimento, os animais foram
mantidos com agua e comida ad libitum em condigdes controladas de
temperatura em regime de luz de 12 em 12 horas.

Os espécimes foram divididos de forma aleatdria em trés grupos
de 5 animais, de acordo com o tratamento a ser efetuado, sendo que,
durante todo o experimento, os procedimentos executados em cada
grupo foram realizados no mesmo periodo do dia, para que, variagoes
fisioldgicas de metabolismo ndo interferissem nos resultados obtidos.
Na fase experimental apdos a chegada ao laboratério os animais
permaneceram em repouso por aproximadamente 10 minutos para que
ocorresse a climatizagdo dos mesmos a temperatura do local.

Os espécimes foram sedados com inalagdo de éter e
posteriormente anestesiados por via intramuscular com uma
combinagdo anestésica de cloridrato de ketamina (Ketamina®) e
cloridrato de 2-(2,6-xilidino)-5,6-dihidro-4H-1,3-tiazina (Rompum®),
sendo a posologia de 0,1ml/Kg.
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Apods a anestesia realizou-se a tricotomia da regido dorsal e a
pele desta area foi limpa com chumago de algoddo embebido em
solugdo aquosa de digluconato de clorhexidina a 2%. Os animais foram
mantidos em biotério por 24 horas apoés este procedimento a fim de
permitir-se, um ajuste natural da microcirculagdo cutdnea a perda de
calor devido a remogéo da camada de pélos da regido, bem como,
evitar-se uma possivel resposta inflamatéria provocada pelo uso da
lamina de tricotomia sobre a pele.

Decorridas 24 horas, realizou-se o procedimento anestésico e o
inicio da monitoragdo. Para a monitoragdo do fluxo sangillineo foi
utilizada a sonda P13 com 1,5 mm de didmetro e o fluxdmetro Flowlab
emitindo em 780 nm com poténcia de aproximadamente 1 mW, e
didametro da fibra o6ptica de 0,25mm - Moor Instruments Ltd., UK,
calibrado em 15kHz. A poténcia do equipamento foi medida utilizando-se
um medidor de poténcia calibrado — LaserCheck, Coherent, USA -
durante o experimento.

A sonda do fluxdmetro foi fixada através de um brago metalico, a
fim de se evitarem movimentos involuntarios devidos a manipulagéo,
que pudessem afetar os resultados obtidos, conforme representado na
FIG.5.1.

Figura 5.1 — Brago metalico articulado, confeccionado para

fixacao da sonda do fluxdmetro.

A superficie corporal foi medida com uma régua milimetrada,

conforme demonstra a FIG. 5.2, sendo selecionadas duas areas
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anatdbmicas sobre a coluna vertebral no sentido antero-posterior. A
primeira, na regido média do dorso, a 3 cm da base da cauda, que

recebeu a lesédo, e a segunda area, a 1cm da base da cauda, onde

foram realizadas, para controle, as medi¢des de fluxo da pele sadia,
durante todo o experimento. Optou-se pela padronizacido das areas de
lesdo e controle devido a grande variagao espacial de fluxo mesmo em
regides anatdmicas proximas conforme descrito no capiluto 4, sendo
assim uma randomizacgdo das areas poderia levar a impossibilidade de

analise dos dados obtidos

Figura 5.2 — Medigao da regido dorsal e sele¢ao das areas

anatédmicas para monitoracéo de fluxo.

A FIG. 5.3 apresenta o ajuste vertical da distancia da sonda em
relacdo a pele do animal, realizado por meio da utilizagdo de uma
pelicula com 1mm de espessura colocada entre a sonda e a pele do

animal, a fim de manter-se uma distancia constante.
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Figura 5.3 — Ajuste da distancia da sonda do fluxémetro em
relagédo a pele do animal

Com a sonda posicionada nos sentidos antero-posterior e vertical,
foram executadas as primeiras medigdes de fluxo das areas
determinadas, antes da realiza¢do de qualquer procedimento.

Em ambas as regides foram selecionadas areas de
aproximadamente 6 mm de didmetro, dentro das quais foram realizadas
trés medi¢cdes distintas com trinta segundos de duragdo cada,
totalizando 90 segundos para a leitura de fluxo em cada area de 6 mm.

Apéds a monitoragado de fluxo inicial foi realizada a lesao na regiao
média do dorso de cada animal, com nitrogénio liquido aplicado com
auxilio de um “dedo frio” em seqiiéncias de duas aplicagdes de quinze
segundos cada, com intervalo de cinco minutos entre elas.

A FIG. 54 mostra o aspecto da pele apds a aplicagdo do
nitrogénio liquido. Uma nova monitoragédo do fluxo foi entdo realizada,
mantendo-se a calibragem do equipamento e os mesmos padroes de
distdncia controlada, anteriormente descritos, tanto na area lesionada,

como na area sadia.




Figura 5.4 — Aspecto da pele apds aplicagao de nitrogénio liquido.

Os animais passaram entao por diferentes procedimentos de
acordo com o grupo a ser estudado.

Os animais selecionados para o grupo 1, denominado Grupo
Controle Fluxémetro, foram mantidos até o décimo quarto dia de
experimento, sem que nenhum procedimento fosse executado nos
mesmos, possibilitando uma comparacao entre os animais que tiveram o
fluxo monitorado nos demais dias experimentais, recebendo desta forma
radiagdo proveniente do fluxdbmetro.

No décimo quarto dia, os animais foram anestesiados, conforme o
protocolo descrito anteriormente, e registros de fluxo da area de lesdo e
pele sadia foram efetuados. Este procedimento foi repetido no vigésimo
primeiro dia experimental.

Os animais do grupo 2, denominado Grupo Laser, tiveram a area
da lesao irradiada com laser de He-Ne, comprimento de onda de 632,8
nm, poténcia de 10 mW, e didmetro do feixe de 2mm, acoplado a um
sistema optico que produz um feixe polarizado, com direcao preferencial
linear, que foi alinhado durante a irradiagdo a coluna vertebral, sendo
que o sistema Optico reduz a poténcia do laser para aproximadamente
1,8 mW. Obtém-se com o acoplamento de lentes um feixe de 6 mm de

diametro.
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A poténcia do laser foi medida antes de cada irradiagdo com uso
de um medidor de poténcia calibrado — LaserCheck, Coherent USA - , e
uma densidade de energia de 1,15 J/cm?, que corresponde a 3 minutos
de exposicdo, foi empregada. A FIG. 5.5 demonstra 0 modo de

aplicagao da radiagao.

Figura 5.5 — Irradiagao realizada nos animais do grupo 2

Os calculos das condi¢des de irradiagao sao:
Poténcia do laser = 1,8 mW = 1,8X10°W
Area do feixe = 6 mm = x r? = 0,28 cm?
Area dalesdo =6 mm =1 x r* = 0,28 cm®
Tempo de exposi¢cdo = 3 min = 180 seg.
Intensidade (1) = P (W) / area do feixe (cm?)

= 1,8X10°/0,28 cm?
| =6x10° W /cm? ou 6 mW / cm?
Dose =t (s) x P (W) / area da lesao (cm?)
Dose = 180 x 1,8. 107/ 0,28
Dose = 1,15 J / cm?

Este procedimento foi realizado em todos os animais do grupo 2,

apds a incisdo, repetindo-se 24 e 48 horas depois.
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Decorridos sete minutos da irradiagao, foi realizada a monitoracédo
do fluxo na area de lesdo, bem como na pele sadia, sempre se
obedecendo aos critérios para a localizagao das areas anatémicas, para
o posicionamento da sonda e mantendo-se a calibragem do
equipamento constante.

Um tempo de espera de 20 minutos era aguardado e executava-
se uma nova medi¢ao, com a finalidade de verificar possiveis alteragdes
imediatas no fluxo causadas pela irradiacdo, no protocolo estudado
neste experimento.

Esses procedimentos foram repetidos apés 24 e 48 horas, com os
animais anestesiados, sendo que, ao final deste periodo os espécimes
deste grupo foram mantidos em biotério até o sétimo dia experimental.

No sétimo dia experimental novos registros de fluxo das areas de
lesdo, que se apresentava clinicamente conforme observado na FIG.
5.6, bem como da pele sadia, foram efetuados, sendo que para esta
finalidade os animais foram novamente anestesiados. Este

procedimento foi repetido 14 e 21 dias ap6s o inicio do experimento.

Figura 5.6 — Aspecto da lesdo dos espécimes do Grupo Laser no

sétimo dia experimental.

Os animais do grupo 3, denominado Grupo Controle Laser,
receberam o mesmo procedimento experimental dos espécimes do

Grupo Laser, excluindo a irradiagéo com laser de He-Ne.
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A intensidade da radiagdo proveniente do fluxdmetro sobre a area
lesionada nos animais do grupo 2 e 3 foi calculada como sendo:
Poténcia do laser = 1,0 mW = 10°W
Area do feixe = 0,25 mm =  x ? = 4x10™ cm?

Area da lesdo = 6 mm =1 x r* = 0,28 cm?

Intensidade (1) = P (W) / area do feixe (cm?)
= 1,0X10?/ 4x10* cm?

|=2,5W/cm?

Apesar de a area de lesao irradiada pelo fluxdmetro corresponder
a apenas 14% da area total, o pequeno didmetro da fibra dptica do
fluxdmetro, obtinha uma intensidade alta, motivando o estudo, através
do grupo controle, dos possiveis efeitos causados por esta intensidade.

Apobs o registro de fluxo efetuado sobre a lesdo e sobre a area
controle, um periodo de espera de 27 minutos foi aguardado, para a
obtencdo de um registro comparativo ao uitimo registro efetuado nos
animais que receberam irradiagdo. Esse procedimento foi repetido nos
dias 1,2 e 3 experimentais, sendo que apoés este periodo os animais
foram mantidos em biotério até o sétimo dia, quando foram realizados os
registros comparativos com o grupo 2. A FIG. 5.7 mostra o aspecto da

lesdo do grupo controle laser no sétimo dia do experimento.

Figura 5.7 — Aspecto da lesdo do grupo controle no sétimo dia

experimental
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Novos registros foram realizados nos dias 14 e 21 pés-lesao,
finalizando a monitoragao do grupo controle.

Os dados coletados em todos os registros foram armazenados
em computador, e analisados através do programa MoorSoft for
Windows/ moorLAB v1.2, fornecido pelo fabricante do equipamento.

5.2 - Modelagem para analise de resultados

Para a analise dos dados coletados foi utilizada a modelagem que

segue.
Consideremos uma regidao delimitada, onde a microcirculagao,

estabelecida pela rede de microvasos, é alterada por fatores locais e
sistémicos.
Consideremos F, uma fungdo matematica que descreve o fluxo

(F) numa regido da pele, que depende apenas de fatores locais de
regulacdo. Nesta regido, esta fungdo &€ modulada por uma funcgéao M1(s)

que depende da variavel s (fator sistémico). Esta fungado depende do

tempo (t), temperatura (T) e de outras variaveis sistémicas. Assim, o
fluxo medido nesta regido (F,) é:

F.=F, -M,

Quando ocorre a lesdo nesta regiao, o fluxo é alterado pela leséo,
aqui descrita pela fungdo L.. E quando ha a irradiagao com laser, o
fluxo supostamente sera alterado pela fungao L,, cujas variaveis (de L
e L,) sdo desconhecidas.

Assim, nesta regido, o fluxo medido F, é:

Fo=F-M-L-L,

Na regido pele sadia, seguindo o modelo acima, o fluxo medido é:

Fs=F,-M,
Note-se que o fluxo na regido pele sadia € modulado por outra fungédo

(M,).
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Dividindo F, por F, obtém-se:

_ F1'M1'-LE 'LA

F 1
FoM, (1)

A quantidade F expressa a variagao de fluxo de uma regidao em
relacdo a outra. Mas a expressdo acima é complexa e dificiimente

analisavel.

Mas note-se que F, e F, dependem somente de fatores locais de
regulagdo da microcirculagdo. Controlando outros fatores que nao a
lesao e irradiagao (e. g., alteragdes locais de temperatura, outras lesdes,
etc.) F/F, é constante durante o experimento.

Restringindo o modelo as condigbes em que a relagédo entre M, e
M, seja linear, entao M, =k-M,, onde k € uma constante. Assim, a

expressao (1) fica:

(2)

Note-se que F,/F, é constante, ou seja:

F=kLg-L, (3)
onde k, = k-F,/F, . Assim, a expresséo (3) evidencia L. e L,.

No entanto &€ conhecido que os valores de fluxo medidos F, e F,
variam largamente entre animais, decorrente das variagdes fisiologicas
entre os animais. Ou seja, & esperado que o fluxo real varie largamente
entre animais, € como uma conseqiiéncia, também seus valores
medidos via fluxdmetro laser Doppler.

Visando minimizar a variagdo dos valores de F entre animais,
adotamos o procedimento que segue.

No momento inicial, antes de provocar a leséo e antes de irradiar

a area lesada, sabemos (por definicao) que L. =1 e L, =1. Assim,

neste momento, no instante t = 0, a quantidade F é:

rrraecln MariAaial NE CUCDAIA MG CAR/CDADEM



F(0)= k,
Dividindo todos os momentos por F(0)=k, e multiplicando por

100, tem-se a quantidade:

F(%):-F—'Z)—)-100=LE-LA-100

aqui definida como variagao percentual de fluxo. Ou seja, no momento
inicial F(%): 100 e nos outros momentos F(%) representa a variagao

percentual da razdo entre o fluxo na regido lesada e sadia, em relagao
ao momento inicial.

No grupo controle, onde L,=1, para verificar se num
determinado momento L. altera F(%), é suficiente comparar o valor de
F(%) neste momento com seu valor inicial, F(%)=100.

No grupo laser, para verificar se L, altera F(%), é possivel
comparar os valores de F(%) com os de momentos (sessdes)

semelhantes do grupo controle, desde que o fator lesdo seja controlado,

ou seja: que os valores de L. sejam iguais nos grupos comparados.
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6. RESULTADOS E DISCUSSOES

Os registros de fluxo armazenados em computador foram
analisados usando um software fornecido pelo fabricante do fluxdmetro
(MoorSoft for Windows/moorLAB, v1.2). Em cada registro foram
selecionados trés segmentos estaveis, de aproximadamente trinta
segundos. Ou seja, sem a ocorréncia de grandes variagdes dos valores
de fluxo, decorrentes de artefatos gerados por movimentos da fibra
Optica ou do animal. Em cada segmento, a média aritmética dos valores
de fluxo, em unidade arbitrarias (UA), foi calculada. Foram selecionados
somente os segmentos com desvios padrées menores que 4,9 UA. Em
cada registro, a média aritmética dos valores médios dos trés segmentos
foi calculada. Assim, o valor médio de fluxo em UA de cada registro
corresponde a média dos valores médios de fluxo dos trés segmentos
de cada registro.

Em cada regido estudada, trés registros foram efetuados em
regides proximas. E o valor médio de fluxo de cada regidao corresponde
a média aritmética dos valores médios de fluxo de cada registro.

Cada animal teve o fluxo sangiiineo monitorado em duas regides
anatémicas distintas: uma no local da lesdo e em outra area anatdmica
posterior a area lesionada, aqui denominada pele sadia.

Os valores médios de fluxo, em UA, de cada regido (pele sadia e
lesada), foram computados para serem obtidos os valores de variagao

percentual de fluxo de cada regido, F(%), em cada sess#o, conforme o
procedimento explanado anteriormente, ou seja:
F(%) = [F, /(F, - F(0))]- 100, onde F, e F,sao os valores de fluxo médios,
em UA, das regides lesada e sadia, respectivamente, e F(0) € a razéo
F,/F, no momento inicial, antes da les&o.

Os animais foram acompanhados ao longo de 21 dias, e os
registros de fluxo foram realizados nos momentos (sessoes) indicados
na TAB. 6.1. Como um exemplo, R1, na Tabela, significa F(%) no dia 1,

antes da lesdo, sendo R1, por definicdo, igual a 100%. Os outros
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momentos indicados na TAB 6.1 correspondem aos momentos: apos a
lesdo; 7 minutos e 20 minutos apés a irradiagdo com laser, nos dias
apontados; e nos dias 7, 14 e 21, ap6s a lesao.

Tabela 6.1 — Registros de R3 a R3E realizados em 21 dias e resumo dos

eventos.
R1 Dia 1 Antes da lesdo
R3 Dia 1 Ap0s lesdo
R5 Dia 1 7 minutos ap6és irradiagio
R7 Dia | 27 minutos (ap0s irradiag@o, G2 ou apos a2 R3 no G3)
R3A Dia 2 Fluxo na regido da lesio

RSA Dia 2 7 minutos apés irradiacio

R7A Dia 2 27 minutos (apds irradiag¢do, G2 ou apos a R3A, G3)

R3B Dia 3 Fluxo na regido da lesdo

RSB Dia 3 7 minutos ap6s irradiagio

R7B Dia 3 27 minutos (apéds irradiagio, G2 ou apds a R3A, G3)

R3C Dia 7 Fluxo na regido da lesdo

R3D Dia 14 | Fluxo na regifo da lesdo

R3E Dia 21 Fluxo na regido da lesdo

Os fluxos dos animais do grupo 1 foram medidos somente no dia
1 antes e apés a lesédo e nos dias 14 e 21, originando os registros R1,
R3, R3D e R3E. Os fluxos dos animais do grupo 2 foram medidos em
todos os momentos indicados na TAB 6.1.

Os fluxos dos animais do grupo 3 foram medidos todos os dias.
Neste grupo foram realizadas medigdes 27 minutos ap6s a inicial de
cada dia, correspondendo ao momento semelhante no grupo 2 (27
minutos apods a aplicagao laser). Estas medigoes foram executadas a fim
de compararmos os valores de F(%) deste grupo com os de momentos

semelhantes do grupo 2.
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Na seqiiéncia sdo apresentados os valores de F(%) obtidos nos
trés grupos estudados, referentes aos momentos (sessdes) acima
descritas.

Os resultados obtidos sdo apresentados, num primeiro momento,
usando dados descritivos de cada grupo, analisando o comportamento
de cada grupo ao longo do tempo, comparando os grupos 1 e 3, visando
verificar possiveis efeitos relacionados a utilizagdo do fluxémetro nos
parametros deste trabalho, bem como comparando os grupos 2 e 3,
visando observar o efeito da radia¢dao laser sobre a microcirculagao
sangliinea nas condigdes propostas neste estudo.

Num segundo momento, as significancias estatisticas dos
resultados obtidos sao discutidas.

Apbs a apresentacgado dos resultados, sao efetuados comentarios
sobre os significados dos resultados obtidos, e sugestdes para trabalhos

futuros.

6.1. Resultados

Os valores de F(%) de cada animal, referentes aos grupos 1, 2 e
3, sao apresentados nas TAB. 6.2, 6.3 e 6.4, e graficos das FIG. 6.1, 6.2
e 6.3, respectivamente. Os valores médios de F(%) dos trés grupos
também sao apresentados nas TAB 6.2, 6.3 e 6.4 e no gréafico da FIG.
6.4.

Conforme justificado, no capitulo Materiais e Métodos, o modelo
adotado do processo estudado evidencia as alteragbes de fluxo
decorrentes da lesio, no grupo de controle, e as decorrentes da lesdo e
irradiacdo, no grupo que sofreu a irradiagdo. Assim, seguindo a
metodologia adotada, o efeito da variavel lesdo é verificado no grupo
controle (grupo 3), comparando os valores de F(%) de cada sessao em
relagdo ao valor de F(%) no momento inicial, quando F(%) = 100%. E o
efeito da irradiacdo € verificado comparando os valores de F(%) das
sessbes semelhantes dos grupos 2 e 3 (laser e controle

respectivamente). O efeito do fluxdmetro é verificado comparando os
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valores de F(%) das sessdes semelhantes dos grupos 1 e 3 (controle
fluxémetro e controle respectivamente).

As significancias das variagbes médias de F(%) de cada sessao
em relagéo ao valor inicial (100%) no grupo 3 foram verificadas usando o
teste t para uma populagao, testando a hipétese nula de que o valor
médio de F(%) de cada momento (sessdo) seja igual ao valor inicial
(100%). Os valores de probabilidade (p) também foram calculados,
significando a probabilidade de erro ao ser rejeitada a hipétese nuia. Os
resultados obtidos sdo apresentados na TAB. 6.5. Este teste foi usado
para verificar se a lesdo provocou alteragdes de F(%) médio neste
grupo. Embora esta andlise nao seja informativa no grupo 2 (pois
variagdes de F(%) de cada momento em relagdo ao inicial, neste grupo,
podem significar lesdo ou irradiagdo), a TAB. 6.5 também mostra os
resultados do teste t do grupo 2, visando salientar os resultados obtidos,
conforme comentarios na seqiiéncia.

A TAB. 6.6 mostra os intervalos de confianga dos valores médios
de F(%) dos grupos 1, 2 e 3, ao grau de confianga de 95%, usando a
distribuicao t.

As significancias das variagbes médias de F(%) de sessodes
semelhantes entre os grupos 1 e 3 e entre os grupos 2 e 3 foram
verificadas usando o teste t para duas populagdes, testando a hip6tese
nula de que o valor médio de F(%) de sessdes semelhantes sejam
iguais. Este teste foi usado para verificar se o laser do fluxdmetro
interferiu no processo (comparagéo entre grupos 1 e 3) e para verificar
se a irradiagdo com laser alterou F(%) médio no grupo 2. Os resultados
obtidos sdo mostrados na TAB. 6.7 e 6.8, referentes as comparagoes
entre os grupos 1 e 3 e 2 e 3, respectivamente.

As significancias das variagbes médias de F(%) de sessbes
consecutivas R5-R7, R5A-R7A e R5B e R7B do grupo 2 foram
verificadas usando o teste t para duas populagdes emparelhadas,

testando a hipétese nula de que o valor médio de F(%) das sessdes
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consecutivas sejam iguais. Este teste foi usado para verificar se a

irradiacéo laser alterou F(%) médio 20 minutos ap6s a irradiagao.

% Tabela 6.2 — Valores de F(%) do grupo 1 obtidos nas sessdes R1 a R3E,
referentes aos animais 1 a 5 (A1 a A5).

! Registros | A1 A2 | A3 | A4 A5 | MEDIA | Desvio | Erro

Padrao | Padrao

R1 100 100 | 100 [ 100 100 100 0 0

, R3 102,21} 989 | 88,3 102,71 71,2 92,7 13,3 6

R5 - - - - - - - —

i R3A - - - - - - - —
R5A - - - - - - — _
R7A - - - - - - — -
R3B - - - - - - — -
R5B -- - - - — - - -
R7B - - - - - - - —
R3C -- - - - - - — -
R3D 117,41 97,8 - 194,51 110,8 § 1301 43,7 21,9
R3E 924 (1264} - 102,7 | 96,4 | 104,5 15,2 7,6

700 ~

600 4

500 +

400 -l
) 1
L 3004
200 - v
\>
*
1004 e—g <3
R 4

rrr1rrrrrrrrryrryrrysyJ1rrrrr1r7 il
- R1 R3 R5 R7 R3ARS5AR7AR3BRS5BR7BR3CR3DR3E
Sessdes

Figura 6.1 — Grafico dos valores de F(%) do grupo 1 em fungé@o dos momentos
registrados (R1 a R3E) em escala néo linear para evidenciar os momentos.
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Tabela 6.3 — Valores de F(%) do grupo 2 obtidos nas sessdes R1 a R3E,

referentes aos animais 6 a 10 (A6 a A10).

Registros | A6 A7 A8 A9 A10 | Média | Desvio | Erro
Padrao | Padrao
R1 100 100 100 100 100 | 100 0 0
R3 52,2 |60 574 689 |762 |629 |96 4,3
R5 635 |61,2 | 689 |66 81,1 | 68,1 7.8 3,5
R7 68,7 | 120 574 1708 | 943 822 |25 11,2
R3A 87 506 |623 |651 |582 |646 | 136 6,1
R5A 896 | 1165|557 [736 |508 |77,2 |268 12
R7A 76,5 |906 [566 |71,7 |484 | 68,7 16,7 7,5
R3B 120 | 776 [344 |755 |[516 | 71,8 | 323 14,4
R5B 108,7 1824 |475 |689 |607 |73,6 |233 10,4
R7B 1566|765 [ 566 |689 |828 |882 |394 17,6
R3C 643,56 | 569,4 | 241 254,7 | 252,56 1 392,2 | 1974 | 88,3
R3D 113 | 2882|541 |349 |1451|127,1 | 1004 | 449
R3E 80 -~ 1279 | - 648 90,9 |329 19
700 5
8001 | _w— A6
—a— A7
500 —-A-- A8
—w— A9
400 & A10
S
w3001
2004

100

Sessdes

. o>/ . \./1/ -\‘
. ad -ﬁl\ <o Qi i -
\§8;=34£i7*3« XZZi_fx 3= Wos
A~ v
S S B S A A T T L e
- R1 R3 R5 R7 R3AR5AR7AR3BR5BR7BR3CR3DR3E

Figura 6.2 — Grafico dos valores de F(%) do grupo 2 em fungao dos
momentos registrados (R1 a R3E) em escala nao linear para evidenciar
0s momentos.
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Tabela 6.4 — Valores de F(%) do grupo 3 obtidos nas sessdes R1 a R3E,

referentes aos animais 12 a 15 (A12 a A15).

Registros | A12 A13 A14 A15 Meédia | Desvio | Erro
Padrao | Padrao

R1 100 100 100 100 100 0 0
R3 81,6 100 71 36,4 72,2 26,8 13,4
R5 - - - - - - -
R7 68,4 92,9 71,8 55,4 72,1 15,5 7.8
R3A 70,4 110,2 48,4 53,7 70,7 28 14
R5A - - - -- - - -
R7A 55,1 71,4 73,4 60,3 65,1 8,8 4.4
R3B 61,2 65,3 1427 73,6 85,7 38,4 19,2
R5B - - - - - -- -
R7B 89,8 -- 80,6 63,6 78 13,3 7,7
R3C 307,1 205,1 206,5 324,8 260,9 | 64 32
R3D 239,8 38,8 75 2223 144 101,9 | 50,9
R3E 112,2 107,1 70,2 98,3 97 18,8 9,4

7907 e A12

6507 | _o_A13

800 i-a . A14

%o% —wy— A15

500 :

450 ]

200

2 350
:I’ 300 4 /‘

250 \,

2003' . \

150 A

100 w=—e —*

505 3 ;::; =t g \\t//!
¢ - ' RI1 ‘ RI3 ' RI5 ' RI;R:I%A'R ;ATR;A'RéB'RéBIR;BfR;CIRéD;?éEI '

Sessdes

Figura 6.3 — Grafico dos valores de F(%) do grupo 3 em fungéo dos

momentos registrados (R1 a R3E) em escala nao linear para evidenciar

0s momentos.
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Figura 6.4 — Grafico dos valores médios de F(%) dos grupos 1,2e 3 em
funcado dos momentos registrados em escala néo linear para evidenciar
0S momentos.
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Tabela 6.5 — Valores estatisticos (t) e valores de Probabilidade (p),
obtidos comparando os momentos R3 a R3E em relagéo ao inicial (R1)
dos grupos 2 e 3.

Grupo 2 Grupo 3
Registro
T P t P
-8,65089 | 9,82E-04 | - 0,12962
R3 2,07501
R5 -9,11547 | 8,03E-04 | -- -
R7 -1,68924 | 0,18721 - 0,037
3,59106
R3A -5,80484 | 0,00438 |-2,0966 | 0,12698
R5A -1,90209 | 0,12992
R7A -4,19464 | 0,01376 | - 0,00414
7,95573
R3B -1,04945 | 0,12304 - 0,51029
0,74507
R5B -2,52804 | 0,0648 - -
R7B -0,66735 | 0,54108 | - 0,10317
2,86707
R3C 3,31032 | 0,02965 | 5,02506 | 0,01518
R3D 0,603 0,57903 | 0,86314 | 0,45155
R3E -0,47995 | 0,67862 | - 0,76834

0,32235

reancekn mACNMAI DF ENERGIA NUCLEAR/SP-IPEN
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Tabela 6.6 - Intervalo de confianga dos valores médios de F(%) dos
grupos 1, 2 e 3, correspondentes ao grau de confianga de 95%.

[ R

Registros | Intervalo de Confianga (95%)

G1 G2 G3
R1 100 100 100
R3 (76,1 - 109,2) | (51 ~74,8) (29,7 - 114,8)
R5 (68,4 - 77,8)
R7 (561,2-113,3) | (47,4 - 96,8)
R3A (47,7-81,5) | (26,2-115,2)
R5A (44,0 — 110,5)
R7A (48,1-89,4) | (61,1-79)
R3B (31,7-111,9) | (24,7 - 146,8)
R5B (44,7 - 102,6)
R78B (39,3-137,2) | (45-111)
R3C (147,1 - 637,3) | (159 - 362,8)
R3D (60,6 -199,7) | (2,4 -251,7) | (18,2-306,1)
R3E (80,3-128,7) | (9,1 -172,7) | (67,1-126,8)

Tabela 6.7 — Valores estatisticos (t) e valores de probabilidade (p)
obtidos comparando os momentos semelhantes entre os grupos 1 e 3.

Registro | T p

R3 -1,50675 | 0,1756
R3D 0,24965 | 0,81119
R3E -0,62083 | 0,55755
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Tabela 6.8 - Valores estatisticos (t) e valores de probabilidade (p)
obtidos comparando os momentos semelhantes entre os grupos 2 e 3.

Registro | T p

R3 0,73232 | 0,48776
R5 X X

R7 -0,70282 | 0,50486
R3A 0,42953 | 0,68045
R5A X X

R7A -0,39657 | 0,7035
R3B 0,5902 0,5736
R5B X X

R7B -0,42296 | 0,68707
R3C -1,26327 | 0,24694
R3D 0,24932 | 0,81027
R3E 0,31439 | 0,76592

Tabela 6.9 - Valores estatisticos (t) e valores de probabilidade (p)
obtidos comparando os momentos consecutivos R5-R7, R5A-R7A e R5B
e R7B do grupo 2.

Sessoes comparadas | T P
R5-R7 -1,18524 | 0,30153
R5A-R7A 1,71554 | 0,16139

R5B-R7B -1,5305 | 0,20064




6.2 - Analise dos Resultados

6.2.1 - Grupo 1: Controle Fluxdometro

Os valores de F(%), referentes aos dias 1, 14 e 21, para este
grupo sao apresentados na TAB 6.2. Houve durante o periodo
experimental a perda de um dos espécimes deste grupo.

Os graficos das FIG. 6.1 e 6.4 representam os F(%) de cada
espécime e F(%) médio de cada sessdo, respectivamente, separados
pelos momentos expostos na TAB. 6.1.

Analisando a tabela e os graficos nota-se a grande variagdo dos
valores de F(%) entre os espécimes, principaimente no 14° dia (R3D). O
valor de F(%) médio é discretamente menor que o inicial imediatamente
apo6s a lesao (R3), aumentado no dia 14, tendendo ao valor inicial no dia
21.

6.2.2 - Grupo 2: Tratamento Laser

Os fluxos dos animais deste grupo foram medidos em todos os
momentos propostos neste estudo. No vigésimo primeiro dia do
experimento houve a perda de dois espécimes. A TAB. 6.3 e o grafico
da FIG. 6.2 apresentam os valores de F(%) de cada animal e o grafico
da FIG. 6.4 e a TAB. 6.3 mostram os valores médios de F(%) em cada
momento.

Analisando a tabela e o grafico, observa-se a grande variagéo dos
valores de F(%) entre os espécimes, principalmente nos dias 7, 14 e 21.

Durante as primeiras 48 horas, correspondentes ao periodo de
tratamento da area lesada, ndo sdo observadas diferengas acentuadas
entre os valores médios de F(%) antes e apds a aplicagéao do laser. O
destague nos graficos € o acentuado aumento de fluxo no dia 7 seguido
de queda no dia 14, retornado a um patamar mais préximo ao valor

inicial no dia 21.
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Imediatamente apés a lesdo (R3) e até 48 horas apds, em cada
sessdo os valores de F(%) apresentam acentuadas variagbes entre
animais, mas a ocorréncia de valores abaixo do valor inicial predomina
em todas as sessdes. Os valores medios de F(%) nessas sessdes sao
inferiores ao valor inicial (100%).

Sete dias apo6s a lesdo (R3C) os valores de F(%) apresentam
elevadas variagdes entre animais mas sempre seus valores sdo acima
do inicial (entre 241% a 643,5%).

Nas sessdes realizadas aos quatorze e vinte e um dias apds a
lesdo (R3D e R3E respectivamente) os valores de F(%) em cada sesséao
apresentam elevadas variagdes entre animais, mas seus valores médios
variam pouco (acima e abaixo, respectivamente) em relagdo ao valor
inicial.

Os valores do teste t e os valores de probabilidade s&o mostrados
na TAB 6.5, sugerindo que até 48 horas apés a lesdo, nas sessdes R3,
R5, R3A, R7A e R5B ha evidencias suficientes contra a hipétese nula,
indicando que os valores médios de F(%) sao significativamente
inferiores ao inicial (100%). Neste mesmo periodo, nas sessbes R7,
R5A, R3B e R7B ha poucas evidencias de que os valores médios de
F(%) sejam diferentes do valor inicial.

Analisando a TAB 6.5, observamos que ha evidencias adequadas
de que sete dias apds a lesdo (R3C) o valor médio de F(%) é
significativamente superior ao valor inicial e que aos quatorze e vinte e
um dias apoés a lesdo ha poucas evidencias de que os valores médios de
F(%) sejam diferentes do valor inicial.

Analisando a TAB 6.9 observa-se que ndo ha evidencias
suficientes indicando alteragbes significativas de fluxo nos momentos
consecutivos R5-R7, R5A-R7A e R5B e R7B.

6.2.3 - Grupo 3: Controle Laser

No grupo Controle Laser, nenhum tratamento foi utilizado na area

da lesdo. Os fluxos sangiineos dos animais deste grupo foram medidos
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em todos momentos propostos neste estudo. Houve a perda de um
especime no inicio do experimento. Visando comparar momentos deste
grupo com os semelhantes do grupo 2, as medi¢des de 7 e 20 minutos
apos a irradiagdo com o laser (no grupo 2) foram substituidas por uma
medicdo Unica efetuada aos 27 minutos apés a inicial, coincidindo com a
medicgéao final do grupo laser.

Os valores de F(%) de cada animal s&o apresentados na TAB. 6.4
e no grafico da FIG. 6.3. O grafico da FIG. 6.4 e a TAB. 6.4 mostram os
valores médios de F(%) em cada momento.

Analisando a tabela e o grafico, observa-se grande variagéo dos
valores de F(%) entre os animais, principalmente nos dias 7, 14 e 21,
mas os valores médios de F(%) variam pouco nas primeiras 48 horas,
apresentando pequeno decréscimo, acentuado acréscimo no dia 7, e
queda no dia 14, retornado ao valor préximo ao valor inicial no dia 21.

Analisando a TAB. 6.4, podemos observar que imediatamente
apos a lesado (R3) e até 48 horas apds, embora em cada sesséo 0s
valores de F(%) apresentem grandes variagdes entre animais, a
ocorréncia de valores abaixo do valor inicial predomina em todas as
sessdes. Os valores meédios de F(%) nessas sessdes sdo inferiores ao
valor inicial (100%).

Aos sete dias ap6és a lesdo (R3C), os valores de F(%) apresentam
elevadas variagbes entre animais, mas sempre seus valores estédo
acima do inicial (entre 205,1 a 324,8).

Nas sessdes realizadas aos quatorze e vinte e um dias apéds a
lesdo (R3D e R3E, respectivamente), os valores de F(%) em cada
sessdo apresentam elevadas variagdes entre animais, mas seus valores
médios variam pouco (acima e abaixo, respectivamente) em relagdo ao
valor inicial.

Analisando a TAB 6.5, observamos que ha evidencias adequadas
de que houve reducao significativa de F(%) médio nas sessdes R7 e
R7A, e aumento de F(%) médio sete dias apés a lesdo (R3C), sempre
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em relacado ao valor inicial. Nas outras sessdes nao ha evidencias de

que os valores medios de F(%) sejam diferentes do valor inicial.

6.2.4 - Comparacgido entre o Grupo 1 e Grupo 3

A comparagao entre os grupo 1 e 3, conforme ja mencionado, tem
a fungao de verificar se a radiagao emitida pelo fluxdmetro causou algum
efeito de biomodulagdo nas lesées monitorados com uma maior
freqiéncia e durante um periodo de tempo maior.

As TAB. 6.2 e 6.4 apresentam os valores médios e desvios de
F(%) dos grupos 1 e 3, respectivamente, e o grafico da FIG. 6.4 mostra
os valores médios de F(%) dos dois grupos.

As alteragbes de fluxo dos dois grupos sao semelhantes ao longo
do tempo e a diferenga entre os dois é pequena quando comparada com
a variagao dos valores de F(%) entre os animais.

Os valores descritivos do teste t e os valores p das sessbes
semelhantes, mostrados na TAB 6.7, indicam que ha poucas evidencias
de que os valores médios de F(%) de todas as sessbes semelhantes

sejam diferentes.

6.2.5 - Comparacao entre o Grupo 2 e Grupo 3

A comparagao entre os grupos 2 e 3, conforme j& mencionado,
tem a finalidade de verificar se, nas condi¢gdes propostas neste estudo,
houve alteragdo de fluxo sanguineo nas lesdes irradiadas quando
comparado ao fluxo das lesées nao irradiadas.

As TAB. 6.3 e 6.4 apresentam os valores médios de F(%) e
desvios dos grupos 2 e 3 respectivamente. O grafico da FIG. 6.4
representa o valor médio de F(%) dos dois grupos.

Analisando as tabelas e os graficos, pode ser observado que as
alteracdes de fluxo dos dois grupos sdo semelhantes ao longo do tempo,
sendo que no sétimo dia experimental o grupo laser apresenta um

aumento de fluxo relativamente maior que o controle, porém existe
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grande variacdo entre os valores de F(%), medida pelos desvios
padrdes correspondentes.

Os valores descritivos do teste t e os valores p das sessbes
semelhantes, mostrados na TAB 6.8, indicam que ha poucas evidencias
de que os valores médios de F(%) entre todas as sessdes semelhantes

sejam diferentes.

6.3 - Significancia dos resuitados

Ha evidéncias suficientes indicando variagdes significativas nos
valores médios de F(%) no grupo 3 imediatamente apds a les&o, nas
sessbes R7 e R7A, indicando decréscimo de fluxo apds a lesao,
permanecendo abaixo do valor inicial até 48 horas ap6s a lesao.

Ha evidéncias suficientes indicando variagbes significativas nos
valores médios de F(%) no grupo 3 na sessao realizada aos sete dias
apos a lesao, indicando acréscimo de fluxo neste momento.

Nao ha evidéncias suficientes indicando variagdes significativas
nos valores médios de F(%) nos outros momentos do grupo 3.

Nao ha evidencias suficientes indicando variagdes significativas
nos valores médios de F(%) entre os momentos semelhantes dos
grupos 1 e 3 e dos grupos 2 e 3.

Os resultados dos testes estatisticos indicam elevadas evidencias
de alteracdo de fluxo imediatamente apds a lesao no grupo 3 e poucas
evidencias de alteragdes um dia apdés. O mesmo foi observado em
outros momentos do grupo 3 e do grupo 2. Este fato indica que a
metodologia usada durante as medi¢des foi capaz de detectar variagdes
significativas de fluxo nas condi¢des em que foi realizado o experimento.
Mas também pode sugerir que algum parametro relevante, talvez
desconhecido, ndo foi controlado. Ou ainda que as variagdes
percentuais de fluxo reais sao pequenas até 48 horas ap6és a lesao, mas
podem apresentar, proporcionalmente, elevadas variagbes entre
animais. E que as variagdes percentuais de fluxo reais, embora elevadas

no sétimo dia ap6s a lesdo, apresentam elevadas variagdes entre
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animais. E que as variagdes percentuais de fluxo reais apresentam
elevadas variagcOes entre animais nos dias 14 e 21 apoés a lesao.

Os intervalos de confianca dos valores médios de F(%) dos trés
grupos, apresentados na TAB. 6.6, indicam, sempre que nao é possivel
rejeitar a hipotese de que as variagdes médias de fluxo sejam iguais, os

intervalos dos provaveis valores médios de F(%).

6.4 — Consideragodes gerais e sugestdoes para trabalhos futuros

Apdés a analise dos resultados foram observadas elevadas
variagbes nos valores de F(%) em todos os grupos, algumas das
possiveis explicagées podem incluir as razbes que seguem.

Da variabilidade natural do fluxo sanguineo nos animais, que nao
pode ser controlada experimentaimente, resulta a elevada variagdo dos
valores de fluxo medidos entre os animais. Embora o modelo usado
(variagao percentual de fluxo) seja insensivel as variagdes de fluxo entre
animais, existem diferengas espaciais pronunciadas em cada animal,
resultando largas variagdées nas medigdes.

A resposta a um estimulo lesivo individual de cada animal pode
ser outro fator responsavel pela variagdo amostral. Encontram-se
descritas reagdes fisioldgicas ocorridas nos animais sob anestesia geral
com alteragdes nos niveis de oxigénio circulante no sangue que podem
levar a alteragdes de fluxo como observaram Kannurpatti ef al. (2002),
em estudo citado anteriormente.

Embora o método usado (variagdo percentual de fluxo) seja
insensivel a variagdes sistémicas, conforme ja comentado, sua validade
deve ser investigada quando ocorrem grandes variagdes sistémicas de
fluxo.

As variagdes percentuais de fluxo medidas imediatamente apds
as lesbdes indicam a diminuigdo de fluxo na quase totalidade dos
espécimes. A diminuicdo de fluxo era esperada, uma vez que ocofre
extravasamento de fluido intravascular apés a agressao, causada por
um aumento da permeabilidade vascular.
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Apesar dos animais do Grupo 1 apresentarem diminui¢ao de fluxo
apo6s a lesdo, a diminuigcao foi menor, quando comparada as observadas
nos Grupos 2 e 3. Este comportamento pode ser decorrente dos
seguintes fatores. Os animais do Grupo 1, denominado Controle
fluxébmetro, durante todo o periodo experimental, foram avaliados no
periodo da manha, enquanto os animais dos grupos 2 e 3, Laser e
Controle laser respectivamente, foram monitorados no periodo da tarde.
Embora o método adotado de andlise de fluxo (variagbes percentuais)
atenue a sensibilidade dos valores analisados a altera¢des sistémicas, o
modelo usado pode néo ser valido quando ha grandes variagbes
sistémicas (e. g., ndo linearidades) e quando ha alteragdes locais de
fluxo ndo controladas. Outro fator que poderia ter contribuido para este
resultado, pode ser atribuido a um artefato de técnica durante a
realizagdo das lesdes. No entanto, com o decorrer do experimento
verificou-se a formagdao de lesbes com caracteristicas clinicas
semelhantes as dos outros dois grupos, indicando razoavel semelhanga
entre as lesGes. Ainda assim, a normalizagéo das lesdes é recomendada
em estudos futuros, pois dependendo da profundidade da lesdo, é
conhecido que ha grandes variagdes nos valores de fluxo medidos via
fluxdmetro laser Doppler em fungao do grau da lesao.

O tempo de espera entre a realizagao da lesdo e a medicao de
fluxo, também pode ser responsavel pelo resultado obtido, pois é
esperado que inicialmente ocorra isquemia na area lesionada, seguida
de hiperemia transitéria, com posterior diminuicéo de fluxo causada pelo
aumento da permeabilidade vascular. Logo, variagdes nos tempos
decorridos entre as injurias e as medi¢des, podem ser significantes,
alterando os resultados.

Os animais do Grupo 2 foram monitorados nos dias 1, 2 e 3, nos
momentos antes da irradiagao, sete e vinte e sete minutos apés, pois,
de acordo com os resultados relatados por Maegawa e colab. (2000)
apresentados no capitulo 4, poderiam ocorrer alteragdo no fluxo

sangiineo imediatamente apds a irradiagao.
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Néao foram observadas neste estudo alteragées imediatas no fluxo
sangliineo que possam ser atribuidas a radiacdo laser. Este fato pode
ser atribuido ao comprimento de onda utilizado, pois no estudo de
Maegawa e colab (2000), foi utilizado radiagao laser emitindo em 830nm
e de acordo com os relatos de Bradley e colab.(2000), esse
comprimento de onda pode ser efetivo para promover alteracbes
imediatas na microcirculagédo sangilinea dependendo da dose utilizada,
enquanto que, o comprimento de onda utilizado neste trabalho
(632,8nm), segundo seus resultados nao promoveria alteragées
imediatas na microcirculagdo sangiinea.

A dose de irradiagdo pode ser outro fator apontado. Segundo
Mester e colab (2000), a dose de 1 Jlcm? é considerada a dose minima,
para que ocorram efeitos benéficos relativos a biomodulagdo in vivo.
Segundo os autores, uma dose minima deve atingir as areas onde se
espera o efeito biolégico. Mas deve ser considerado que a dose efetiva
de tratamento e a dose superficial sdo iguais somente nos casos onde o
tecido alvo apresenta lesdes superficiais de pele, como neste estudo.
Nos casos de lesdes profundas, a absor¢do e o espalhamento da luz
nos tecidos devem ser considerados para que a dose minima atinja o
tecido alvo.

A dose de irradiagado utilizada neste estudo € bem conhecida na
literatura como efetiva nos casos de reparo tecidual, quando o
parametro analisado é a aceleragdo no fechamento da lesdo, ou a
producdo de colageno, como demonstrado nos estudos de Ribeiro
(2000) e Silva (2002). Segundo Blot e colab.. (2001), alteragbes de fluxo
sdo indicadores objetivos de aceleragcdo do processo de reparagao
tecidual, sendo assim, a mesma dose foi utilizada para avaliar seus
efeitos sobre o parametro estudado.

A dose usada neste trabalho foi a minima sugerida como efetiva,
para que sejam observados os efeitos de biomodulagdo acima
apontados, apresentando bons resultados na reparagdo tecidual,

principalmente relacionados & quantidade e deposi¢do de colageno, no

CRLan AT A LMAAMALILT P FLUIFAA IS A M At R ALy
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entanto, pode nao ser a ideal para que sejam observadas alteragGes
mensuraveis de fluxo, o emprego de diferentes doses dentro dos
mesmos parametros € recomendavel para a verificagdo da dose-
depéncia de efeitos relacionados a microcirculagéo.

Os resultados obtidos nos dias 1 e 2 pos-lesdo no grupo 2
indicam, com uniformidade, fluxos mais baixos do que os valores iniciais.
Mas a partir do terceiro dia observa-se em alguns espécimes o aumento
de fluxo, apresentando valores ja préximos ou maiores que os valores
iniciais, indicando possivelmente o término do processo inflamatério
agudo e o inicio do processo de regeneragao tecidual. Uma vez que o
inicio deste processo varia largamente entre animais, os valores de fluxo
medidos também apresentam largas variagées.

No sétimo dia experimental neste mesmo grupo foi observado um
aumento médio de fluxo de 392,2% em relagdo ao valor inicial, indicando
grande aumento de fluxo observado no tecido de granulagao
caracteristico desta fase reparatéria. O tecido de granulagdo tem como
caracteristicas histolégicas a proliferacdo de fibroblastos e células
endoteliais, com acentuada angiogénese observada através da
migragdo, proliferagdo e maturagdo de células endoteliais. Neste
momento também ocorre grande variagao entre os espécimes, quando
os valores percentuais variam entre 241% a 643,5%, provavelmente
decorrente das variagdes fisiolégicas de cada animal.

No dia 14 observou-se grande variagdo nos valores de F(%). A
variagao nao pode ser atribuida exclusivamente a variagdes fisioldgicas,
pois foi observada a presenca de crosta de tecido necrético em alguns
animais, dificultando o acesso a area de medi¢do (o fluxo medido é
sensivel as propriedades 6pticas do tecido). Nestas condigdes os fluxos
medidos via fluxémetro laser Doppler sdo ou nulos ou apresentam
valores muito baixos. A presenga ou auséncia de crosta de tecido
necrotico ndao pode ser utilizada como parametro na analise da

qualidade da reparagado tecidual, uma vez que, a movimentagdo do
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animal dentro de seu receptaculo pode promover a remog&o mecanica
deste tecido.

O comportamento do fluxo médio percentual (F%) dos animais
pertencentes ao grupo controle (grupo 3) foi semelhante aos do grupo
laser. A maior diferen¢a foi observada no sétimo dia, com 260,9% de
variagao percentual média de fluxo. Portanto, menor que o aumento
percentual médio observado no grupo laser. A variabilidade de
resultados de F% também foi menor que a observada no grupo 2, com
valores entre 205,1 a 324,8%. Apesar de a variagdo ser menor do que
no grupo laser, ainda pode ser observada grande variacao individual de
fluxo entre os espécimes. Também foi observada a presencga de tecido
necrético em alguns animais deste grupo no 14 dia experimental
conforme relatado anteriormente, causando maior variagdo de valores
percentuais de fluxo.

Este aumento do fluxo médio percentual do grupo 2 em relagao
ao grupo 3 observado no sétimo dia pode estar relacionado com os
resultados histolégicos observados no estudo de Bisht e colab. (1994),
onde a neovascularizagdo das areas irradiadas foi significantemente
diferente do controle nos dias 5 e 7 experimentais.

Segundo Rochkind e colab. (1989) e Kubota e colab. (1991), os
efeitos da radiagdo podem persistir por varios dias apds o término da
irradiagao, sendo possivel desta forma observar efeitos benéficos dias
apos o término da terapia.

Nao foram observadas diferengas significativas nos valores
médios das variagdes percentuais de fluxo nos momentos semelhantes
dos grupos 1 e 3, e 2 e 3. Este fato decorre das grandes variagbes de
F(%) entre animais, quando comparadas aos respectivos valores
médios, provavelmente pelas razdes acima apontadas, e as que
seguem.

No estudo de Sommer e colab.(2001), os autores relatam que
para ocorrer ativagdo das respostas fisiologicas, a area de aplicagao

deve ser irradiada no periodo de tempo mais curto possivel, criando uma
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distribuicdo homogenia da densidade de energia com a intensidade de
radiagdo necessaria para a observacdo dos efeitos fisioldgicos. A
intensidade e a densidade de energia sdo parametros importantes para
0 sucesso da terapia, porém sao independentes biologicamente entre si,
nao tendo sido encontrado pelos autores uma relagao entre eles, apés a
analise de varios trabalhos publicados e dos resultados encontrados em
suas pesquisas.

No presente estudo a radiagdo emitida pelo fluxémetro, apesar de
apresentar alta intensidade, apresenta baixa densidade de energia na
area irradiada. Assim, nao eram esperadas diferengas entre os grupos 1
e 3.

Os resuitados obtidos na comparagdo entre os grupos 2 e 3,
podem ser decorrentes dos seguintes fatores adicionais.

De acordo com Karu (2000), um dado relevante, € o fato das
populagdes serem heterogéneas, bem como as culturas de células, no
que concerne a atividade proliferativa, ndo existe evidéncia de que todos
os individuos respondem da mesma forma a irradiagéo.

A magnitude dos efeitos causados pela LILT em células é
dependente do estado funcional das mesmas. Ou seja, é conhecido que
células que se encontram em perfeito estado funcional, respondendo de
forma 6tima ou préxima ao seu maximo a um estimulo, nao apresentam
efeitos ou os efeitos sdo minimos (Karu, 2000; Almeida-Lopes e colab.
2001).

Segundo Karu (2000), alteragdes no potencial de 6xido-redugéo
das células sao fundamentais para a ocorréncia de efeitos relacionadas
a radiagao.

As areas de concentragdo de estudos sobre os efeitos clinicos da
LILT sdo, reparagédo tecidual e tratamento de inflamagdes crénicas.
Ambas condi¢des clinicas sao caracterizadas pela diminui¢cao da tenséo
de oxigénio (diminuigéo da pO_, hipdxia) e acidose (diminuigdo do pH).

Os tecidos normais tém uma pO, de aproximadamente 40 mm

Hg, enquanto que nos estados de hipdxia esta presséo cai para 0-5 mm
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Hg. Em casos de regeneracgao tecidual em condi¢gdes normais a hipdxia
decorrente de uma agressao ao tecido é transitéria, por sua vez as
lesbes cronicas, sdo caracterizadas por uma continua glicdlise
anaerédbia e por alteragao no processo de éxido redugdo. Quando ocorre
a irradiacéo de lesdes em estado agudo os efeitos da irradiagdo podem
ser minimos ou nao existirem, isto ocorre pois, a atividade proliferativa e
a reparagao da integridade tecidual ocorrem em taxa maxima ou
proxima a maxima o que caracteriza um estado de normalidade dos
mecanismos de reparacao tecidual fisioldgicos.

Esta pode ser, segundo a autora, uma das razdes que levariam a
ndo observagdo de efeitos terapéuticos relacionados a irradiacdo em
processos de reparacdo tecidual em estado agudo nos estudos
experimentais.

Desta forma torna-se valida a comparacgéao futura dos resultados
obtidos neste trabalho, que teve como objeto de estudo um quadro
inflamatério agudo em espécimes saudaveis, com lesdes cronicas ou
mesmo em espécimes com debilidades fisioldgicas.

Lagan e colab. (2001), utilizaram radiacdo com a finalidade de
promover o processo de cicatrizagdo de lesbes pos-cirurgicas. Nao
foram observados pelos autores efeitos benéficos relacionados a
irradiagdo nesta condi¢do clinica. Porém, em um estudo piloto, os
autores utilizaram o mesmo protocolo, obtendo resultados significantes
na reparagao de Ulceras cronicas. Desta forma, segundo os autores, as
indicagdes primarias para a terapia laser em baixa intensidade, seriam
condi¢gbes patoldgicas que expressem alguma debilidade na resposta
fisiolégica da reparagao tecidual ou ainda em casos onde a reparagé&o
ocorra de forma muito lenta. Porém, reforgam ainda que esses achados
clinicos nao correspondem muitas vezes aos dados encontrados em
analise histolégica, por diferentes pesquisadores, onde a quantidade de
colageno e a proliferacdo de vasos sanguineos, nas regides irradiadas,

em estudos realizados em cobaias, demonstram bons resultados.
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Além da dose, comprimento de onda € modo de emissao do laser
utiizado neste estudo, o método de irradiagdo, e o numero de
irradiagdes realizadas, poderiam afetar os resultados obtidos. De acordo
com Smith (1991), uma vez que a resposta fotobiolégica é observada, a
dose 6tima de irradiagdo para um determinado comprimento de onda
deve ser estabelecida, bem como, o melhor nimero de sessbes de
irradiagdo requerido para o alcance do efeito desejado. Neste estudo
foram efetuadas trés sessdes de irradiacao iniciadas logo apds o trauma
e em seqUéncias de 24 horas. Este cronograma de irradiagbes teve a
finalidade de observar os efeitos da radiagdo na fase aguda do processo
inflamatério, pois, de acordo com os resultados de Honmura e colab
(1992), o laser de GaAlAs mostrou-se efetivo no controle do edema
atuando sobre a permeabilidade vascular nos momentos iniciais do
processo inflamatério.

Diversas variaveis que nao foram analisadas neste estudo deixam
abertas questbes sobre a microcirculagdo sangiiinea e a radiagao
proveniente do laser de He-Ne, a serem respondidas em estudos
futuros.

A comparagéao entre diferentes doses e métodos de irradiagao, o
modo de emissao do laser utilizado, a comparagao dos efeitos sobre
lesGes crbénicas e agudas, utilizacdo de diferentes comprimentos de
onda, além da comparagao entre individuos saudaveis com individuos
que apresentem comprometimento do sistema microcirculatério, sao
alguns dos parametros que poderiam ser estudados na tentativa de se
evidenciar altera¢gbes do fluxo sangiiineo, associadas a radiagao laser.

Mais estudos sdo necessarios para que possa haver a validagao
da utilizagdo clinica deste comprimento de onda, com finalidade de

promover modulacdo do fluxo sangliineo em areas lesionadas.
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7 — CONCLUSOES

Diante dos resultados apresentados neste trabalho podemos
concluir:

1- A técnica de fluxometria laser Doppler é capaz de detectar
alteragbes ocorridas na microcirculagdo sangllinea decorrentes do
processo fisioldgico de inflamagado e reparagao tecidual nas condigdes
propostas neste estudo.

2- Nao foram observadas evidéncias suficientes de que
ocorreram alteragdes significativas no fluxo da microcirculagdo
sangliinea, decorrentes da radiacdo emitida pelo fluxdmetro nestas
condi¢gbes experimentais.

3- Embora a irradiagdo com laser de Hélio-Nebnio, com
densidade de energia de 1,15 Jlcm? feita em trés aplicagbes
consecutivas com espagamento de 24 horas entre elas, tenha
apresentado um aumento percentual de fluxo médio no sétimo dia do
processo de reparagdo, em relagdo aos espécimes nao irradiados, nao
foram observadas evidéncias suficientes de que ocorreram alteracdes

significativas no fluxo sangiiineo no modelo de estudo proposto.
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