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Resumo- Os efeitos de biomodulagdo com laser de baixa poténcia, tanto para reparacéo tecidual como
agente antiinflamatério tém sido amplamente estudados e divulgados, entretanto, até o momento nédo foi
encontrado um estudo especifico no tratamento corneano. No intuito de contribuir com esta linha de
pesquisa, este trabalho apresenta resultados preliminares de experimento realizado em 06 coelhos machos,
da raca Nova Zelandia, separados em dois grupos de 03 animais. Primeiramente foram desepitelizadas as
cOrneas de todos os animais utilizando-se um micromotor, um grupo foi submetido a fotoestimulacéo diéria
de 1,5 Jicm® com laser de baixa poténcia num comprimento de onda de 650nm, e 0 outro grupo n&o
recebeu nenhum estimulo bioreparador, por um periodo de 05 dias. Nesse periodo todos os animais
receberam o mesmo tratamento antiinflamatério e analgésico com colirios e foram fotografados diariamente
com a ajuda de um marcador para evidenciar a regido desepitelizada. Por meio do software Leica Q-Win, foi
possivel mensurar o didmetro de cornea desepitelizada, cujos resultados apresentam um potencial aumento

na velocidade de epitelizagdo em fung&o do tratamento com fotoestimulagéo.
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Introducéo

O emprego do laser constitui-se em um dos
recursos utilizados em cirurgias de cérneas com o
objetivo de correcdo de ametropias (correcdo de
erros de refracdo). No entanto, a utilizacdo do
laser de baixa poténcia, especificamente, em
tratamento corneano ndo encontra respaldo
cientifico. Todavia os efeitos de biomodulagdo com
a aplicacao de laser de baixa poténcia estédo cada
vez mais evidentes (VLADIMIROV et al.,, 2004),
em reparacao de feridas (RABELO et al., 2006),
na reparacéo de osso (NICOLAU et al., 2003) e
como agente antiinflamatério (ALBERTINI et al.,
2007).

O tipo de resposta induzida pela aplicacdo do
laser associa-se as caracteristicas dosimétricas da
radiacdo utilizada (comprimento de onda e
densidade de poténcia). A radiacdo no vermelho e
no Infra Vermelho s@o as mais usadas, pois
apresentam baixa absorcdo pela hemoglobina e
podem penetrar mais profundamente no tecido
bioldgico vivo (VLADIMIROV et al., 2004).

Os efeitos de regeneracdo e vasodilatacdo
observados na aplicacdo do laser (VLADIMIROV
et al., 2004) levaram a proposta desse trabalho no
sentido de verificar a reparacdo epitelial corneana
em coelhos. Os resultados preliminares obtidos
apresentam um significativo crescimento epitelial
em funcéo da radiagéao laser.

Materiais e Métodos

Nesse experimento foram utilizados 6 coelhos
machos Nova Zelandia, pesando de 0,8 a 1kg,
divididos em dois grupos, 3 animais no grupo
controle e 3 animais no grupo fotoestimulado. Os
dois olhos de cada animal foram utilizados no
experimento.

Para realizar o processo de desepitelizagdo da
cérnea o0s animais foram anestesiados com
Butorfanol 0,5mg/kg, em seguida foram aplicados
40mg/kg (0,4ml/kg) de Ketamina (Syntec) e
8mg/kg (0,4ml/kg) de Xilazina (Syntec). Como
anestésico local foi utlizado o Anestalcon®
(Cloridrato de proximetaina 0,5%), 1 gota por olho
antes da desepitelizacdo. Com o0s animais
sedados a desepitelizacdo foi realizada utilizando
um marcador de zona 6ptica de ¢ = 6,5 mm e um
micromotor. Para visualizacdo do processo, foi
utilizado um estereoscépio (Edmund Scientific
Co.).

Todos os animais foram fotografados logo apés
a desepitelizacdo Oh, 24h apés, 48h, 72h e 96h
com uma camara de video digital (JVC -
TKC1480E) acoplada a um microcomputador, para
evidenciar a regido desepitelizada foi utilizada a
fluoresceina colirio. As imagens foram coletadas
com o software Leica Q-Win.
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O Acular® (cetorolaco de trometamina 0,5%) e
o Zymar® (gatifloxacino 0,3% - cloridrato) foram
ministrados em todos o0s animais apds a
desepitelizagdo, 1 gota em cada olho, trés vezes
ao dia até o abate.

Os animais do grupo fotoestimulado foram
irradiados com um laser de diodo (Microdont), em
650 nm, poténcia de 40 mW, tempo de irradiacdo
de 60s, didmetro de irradiacdo de 1,4 cm e
fluéncia de 1,5J/cm”. Foram realizadas irradiaces
em Oh, 24h, 48h, 72h e 96h. Para miose, 2 gotas
por olho de Pilocarpina® (Cloridrato de pilocarpina
4%), foram aplicadas antes da irradiacao.

Resultados

As fotos digitais, obtidas diariamente logo apos
a irradiacéo laser, foram analisadas com a ajuda
do software Leica Q-Win. Por meio desse software
€ possivel medir o diametro de cdérnea
desepitelizada. A fluoresceina, aplicada no olho do
animal antes da obtencdo da imagem digital,
permitiu o} reconhecimento da regiao
desepitelizada, como apresentado na figura 1.

Figura 1- Cérnea de coelho desepitelizada e
marcada com fluoresceina.

Por meio do software Leica Q-Win, é possivel
mensurar o didmetro de cornea desepitelizada
marcada com a fluoresceina. Os valores médios
obtidos para o diametro desepitelizado, tanto nos
animais fotoestimulados, como nos animais
controle, para os tempos Oh, 24h, 48h, 72h e 96h
sdo apresentados no gréfico da figura 2.

s0, Reparacao epitelial da cornea
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Figura 2- Medida do diametro desepitelizado

Discusséo

De forma simplificada, no processo de
regeneracdo epitelial da cérnea, células epiteliais
superficiais seriam constantemente liberadas no
filme lacrimal e simultaneamente substituidas por
células que se movem anteriormente das camadas
basais do epitélio que, por sua vez, seriam
repostas por outras células basais que
movimentam-se centripetamente do limbo. Esse
conceito foi proposto por Thoft & Friend (1983) na
hipétese do X, Y e Z e foi comprovado por uma
série de observacbes e experimentos. X
representa a proliferacdo e diferenciacédo
verticalizada das células epiteliais basais (
CAT—CPM—CDT); Y é a proliferacdo e migracao
centripeta das células epiteliais limbicas (CAT); e
Z representa a perda celular epitelial da superficie.
Para que um estado de equilibrio seja mantido, é
necessario que X + Y resulte em Z. As células
epiteliais das camadas basais e suprabasais
movem-se centripetamente a uma velocidade de
26 ym/dia (GOMES & ALVEZ, 2005). Estima-se
gue o epitélio seja constantemente renovado a
cada 7-10 dias.

Quando ocorre desequilibrio na equacao
X+Y=Z, como no caso de uma abrasdo corneal,
inicia-se 0 processo de cicatrizacdo ou repara¢éo
epitelial. Resumidamente, pode ser definido como
a amplificacdo do processo de regeneracdo
fisiolégico que envolve eventos celulares e sub-
celulares, sob a influéncia de proteinas da matriz
extracelular e fatores de crescimento.

Pode ser dividido em trés componentes
principais: migragdo, proliferacdo e adeséo
epitelial. Os trés componentes sédo

interdependentes e ocorrem simultaneamente,
porém a contribuicdo de cada um varia de acordo
com a éarea, profundidade e causa da
leséo.(GOMES & ALVES, 2005).
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A responsividade das células a radiagdo deve-
se a absorcdo seletiva de seus fétons por
estruturas celulares denominadas de croméforos
(fotorreceptores ndo especializados). Esses
fotorreceptores representam, obrigatoriamente,
elementos constituintes de vias bioquimicas
celulares especificas, que ndo dependem da luz.
Assim, com a absor¢do dos fétons aportados pela
radiacdo, as moléculas adquirem um estado
eletronicamente excitado (mudanca do potencial
redox), causando influéncia na regulagdo cinética
da respectiva via bioquimica. Esta alteracéo focal
serve como um gatilho para uma série de
alteragcbes bioquimicas em cadeia que culminam
em uma mudanca das funcbes proliferativas de
uma célula (KARU, 1998).

Pesquisas recentes denotam que entre 0s
cromoforos fotorreceptores mais efetivos estdo as
proteinas que constituem a cadeia de
transportadores da membrana mitocondrial
interna. Ha, ainda, estudos comparativos entre os
espectros de acdo da TLBI e os espectros de
absorcdo dos constituintes desta cadeia que
indicam mais especificadamente para o0s
componentes do complexo enzimético citocromo-
oxidase (KARU, 1998).

Destaca-se que a absorcdo dos fétons pelos
componentes da cadeia respiratoria levaria a um
aumento do seu potencial redox. Esta configura-se
como a hipotese mais aceita da acdo da radiacao
laser. Assim, em resposta a esse aumento seria
estabelecido um maior gradiente eletroquimico de
protons transmembrana mitocondrial, responsavel,
por sua vez, por um aumento na sintese do ATP e
pelo aumento da concentracdo hidrogénica no
citoplasma celular (KARU et al. 1995). A
acidificacdo do meio intracelular induz a alteragdes
na permeabilidade da membrana celular aos ions
sédio (Na+), potassio (K+) e célcio (Ca+2),
alterando suas concentragBes citosoélicas. As
concentracdes alteradas destes ions mono e
divalentes sdo capazes de alterar o metabolismo
dos nucleotideos ciclicos, paticularmente 3'5-
monofosfato de adenosina (AMPc), no controle do
metabolismo e proliferacdo celular (WHITFIELD et
al., 1980; BOYNTON & WHITFIELD, 1983; KARU,
1998; KARU, 1998b).

Vias alternativas cuja participacdo também
foram sugeridas no contexto dos mecanismos de
acdo da TLBI envolvem mudancas nos aspectos
conformacionais e funcionais dos cromoforos
fotorreceptores em resposta ao  discreto
aqguecimento local, e na producdo, pelas
mitocdndrias, de espécies reativas de oxigénio
(ERO) induzidas pela absorcdo dos fétons
(GROSSMAN et al., 1998).

Entre as respostas biolégicas decorrentes das
alteragbes bioquimicas celulares induzidas pela
TLBI, pode-se citar o0 aumento nas taxas de
proliferacéo celular (ALMEIDA-LOPES et al.,2001),

aumento nas taxas de sintese de proteinas, extra-
sintese de ATP (PASSARELA et al, 1984),
influéncia sobre o processo de diferenciacédo
celular (BEN-DOV et. al.,, 1999) e sintese e
liberacdo de moléculas biologicamente ativas, tais
como citocinas (YU et al., 1996) e fatores de
crescimento.

Pode-se dizer que essas alteragdes fisioldgicas
sdo atributo da TLBI de estimular o processo de
reparo dos tecidos biologicos, assim como para o
tecido 6sseo (BARUSHKA et al., 1995), tendineo
(REDDY et al., 1998), epitelial (AL WATBAN et al.,
1997).

Conclusao

Os resultados obtidos nesse experimento
corroboram outros resultados da literatura no que
tange ao efeito de biomodulacdo tecidual
observado nos animais irradiados.

Nesse experimento observou-se que o
crescimento epitelial da cornea se desenvolve
mais rapidamente nos animais irradiados que nos
animais controle.

A seqliéncia do estudo prevé a andlise
histolégica para avaliar a qualidade do
crescimento epitelial.
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