UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA - UNESP
CAMPUS DE JABOTICABAL

EPITELIZAGCAO DE ENXERTOS CUTANEOS EM FERIDAS
RECENTES DE COELHOS TRATADOS COM MEMBRANA
AMNIOTICA CANINA E/OU LASERTERAPIA

Nazilton de Paula Reis Filho

Médico Veterinario

2015



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA - UNESP
CAMPUS DE JABOTICABAL

EPITELIZAGCAO DE ENXERTOS CUTANEOS EM FERIDAS
RECENTES DE COELHOS TRATADOS COM MEMBRANA
AMNIOTICA CANINA E/OU LASERTERAPIA

Nazilton de Paula Reis Filho

Orientador: Prof. Dr. Andrigo Barboza De Nardi

Dissertacao apresentada a Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias — UNESP -
Campus de Jaboticabal, como parte das
exigéncias para a obtencao do titulo de
Mestre em Cirurgia Veterinaria.

2015



FICHA VERSO



CERTIFICADO



DADOS CURRICULARES DO AUTOR

NAZILTON DE PAULA REIS FILHO - nascido no dia 08 de janeiro de 1988, natural
de Campos do Jorddo— SP. Graduado no curso de Medicina Veterinaria na
Universidade Estadual do Norte do Parana — Campus Luiz Meneghel, no ano de
2011. Desenvolveu dois projetos de iniciagédo cientifica, com bolsa concedida pela
Fundacao Araucaria, sob orientacdo da Profa. Dra. Celmira Calderén, na area de
oncologia veterinaria. Durante a graduagao, participou de varios cursos e estagios,
sendo a maioria relacionada com as areas de Clinica Médica e Cirurgica de
Pequenos Animais. Em 2011, no ultimo ano de graduacgao, realizou externship no
setor de oncologia da Michigan State University, Estados Unidos da América,
totalizando cerca de 600 horas de acompanhamento da rotina, orientado pela Profa.
Dra. Barbara Kitchell. No periodo de 2012 a 2014 foi residente na area de Cirurgia
Veterinaria de Pequenos Animais, sob orientacdo do Profa. Dra. Mirian Siliane
Baptista de Souza, na Universidade Estadual de Londrina. Neste periodo, publicou
varios resumos cientificos em anais de congressos, além de participar de projetos de
pesquisa cientifica. Em Outubro de 2013 foi aprovado no Programa de Pods-
Graduacgao (Mestrado) em Cirurgia Veterinaria, na FCAV/UNESP de Jaboticabal,
sob orientagdo do Prof. Dr. Andrigo Barboza De Nardi, tendo iniciado as atividades
em Margo de 2014. Ministrou palestras e aulas durante o periodo de residéncia e de
mestrado, abordando temas relacionados as areas de Cirurgica de Pequenos
Animais e de Oncologia Veterinaria. Desde entédo, também participa do atendimento
especializado no Servico de Oncologia Veterinaria do Hospital Veterinario
“Governador Laudo Natel” da FCAV/UNESP de Jaboticabal, sob a orientagdo do
Prof. Dr. Andrigo Barboza De Nardi. Em Junho de 2015 foi aprovado no Doutorado

do Programa de Pés-Graduagao em Cirurgia Veterinaria, na mesma instituigao.



DEDICATORIA

Ao meu exemplo de vida, dedicacao, forca, persisténcia e honestidade. A
pessoa que me ensinou a sentir e a ofertar o mais nobre dos sentimentos, o Amor.
Dedico, como uma infima amostra de minha gratidao, a Raquel Rotondaro das

Chagas, minha Mae.



AGRADECIMENTOS

Dou inicio aos meus agradecimentos com um sincero desejo, que este breve
resumo de gratiddo possa transparecer ao leitor da dissertagdo, da forma mais fiel
possivel, o quanto o desenvolvimento do trabalho foi dependente dos nomes que

serao citados abaixo.

Agradeco muito a Deus, por ter me proporcionado tantos momentos
desafiantes, alegres, alguns tristes, durante este periodo. Agradeco, sobretudo, pela
forma a qual me guiou para lidar com cada um destes, e descobrir qual era a
mensagem de aprendizado por tras das situagdes. Agradego por tanto ter evoluido e

me tornado uma pessoa melhor.

Ao meu orientador, Prof. Dr. Andrigo Barboza De Nardi, por todas as
oportunidades profissionais, pela confianca, pela orientacdo, pelo trabalho em
conjunto. Obrigado por me integrar como parte de sua equipe, realizando um sonho

pessoal.

Aos Professores, doutores, Rosemeri de Oliveira Vasconcelos e Antonio
Sergio Ferraudo. Um sincero agradecimento a dois profissionais que honram o titulo

de docente e que ndo mediram esforgos para me ajudar.

A toda a equipe que compbs o grupo do meu experimento, Marilia Ferreira,
Ana Pascoli, Rafaela Viéra, Paloma Silva, Igor Senhorello, Rafael Oliveira, Profa.
Paola e Stephanny, por toda a ajuda e dedicagdo. Sem vocés nao teria dado tao

certo.

A toda equipe do Servico de Oncologia Veterinaria e dos Residentes e
funcionarios do Hospital Veterinario Unesp — FCAV. Pessoas de convivéncia diaria

neste periodo que fardo parte eternamente das conquistas neste local.

Aos amigos pessoais que fazem tanto falta no dia a dia, mas que estédo
sempre presentes nas lembrancas, Douglas Gaitkoski, Luiza Pachemshy, Leonardo
Schmidt, André Lopes, Cynthia Fraga, Bruno Elias, Guilherme Matteucci, Laisa

Camargo, Luiza Padovan, Liana Marcelino, Aquiles Muraro e André Tobias.



Aos amigos conquistados durante o periodo do mestrado, separados neste
paragrafo por terem sido tdo valiosos na minha vida que se tornaram elementos
fundamentais deste trabalho. Rafael Oliveira, Marilia Ferreira, Igor Senhorello, Paulo

Jark, Oscar Matiz, Ana Pascoli e Rafaela Oliveira. Obrigado por tudo!

A minha familia, Yvone (avd), Rodrigo (tio), Isis (prima), Ro (primo), Micaela
(prima); e a familia da minha esposa, Pereira (sogro — in memorian), Sonia (sogra),
Gregorio (cunhado), Fabiane (cunhada), Fernanda (cunhada) e Edivar (cunhado).

Acima de tudo por terem feito o papel de familia, sem palavras para agradecer.

Aquela que zela pela parte mais importante de mim, aquela que abre mao dos
seus sonhos para sonhar os meus, aquela que faz tudo parecer mais simples e
menos dolorido, aquela que tem o sorriso mais sincero e puro que ja vi. Foi essa
aquela que esteve o tempo todo ao meu lado. Carla Gomes de Araujo, minha

esposa, agradego a voceé.

Aquele que é a pessoa que mais teve que ceder para que eu estivesse aqui
hoje, e fez isso como uma superioridade espiritual exemplar. Aquele que é meu
melhor amigo, que faz minha cabeca realmente esquecer tudo que €& menos
importante, que me faz ter forca, a quem eu me anulo sem medir consequéncias. E
por tudo que de bem ele me faz, pede apenas para brincar de super-herdi em troca.

Meu filho Heitor Gomes de Araujo Reis, vocé é tudo na minha vida, muito obrigado!



viii

SUMARIO
Pagina
CERTIFICADO DA COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS.........c.cocovveuenne. X
RESUMO. .. ..ottt e ettt e e e ettt e e e e st e e e e nnbe e e e e e anneeeeeeannes Xi
N Y O S Xii
LISTADE FIGURAS ...ttt et e e e et e e e e et eeeeenees Xiii
CAPITULO 1 — CONSIAEraCOES GEIAIS ......veeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e e e e eeeeeeeeeeee e, 1
L L] (oo [V To7= o TR PP 1
2. Revis80 da Literatura ............coooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee e 2
2.1 Sistema tegUMENTAT.........uiiiiiiiiiiii i 2
2.1.2 Irrigagao vasCular CULANEA ............uuiiiiiiiii et 3
2.2 Cicatrizag80 @ PEIE .....coeeeeeeeeee e 4
P B (=] (0 o1 = 1T o 1 S 5
2.4 Membranas DIiOIOGICAS .......cccuuuiii et e e 9
2.4.1 Membrana @amniOtiCa .............uuuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiii b 9
2.4.1.1 Propriedades relevantes ..o 11
AR T o) (o) (=] =] o - TR 11
2.5.1 Aplicagao clinica do LBl ..........cooiiiiiiie e 14
2.5.2. Interagdo do LBI no processo cicatricial ............cooevviviiiiiiiiiiiieiiiieeeeee 15
REfEIENCIAS ... 16

CAPITULO 2 - Epitelizacdo de enxertos cutaneos em feridas recentes de coelhos

tratados com membrana amnidtica canina e/ou laserterapia...........ccccccceeeeeeeeeeiennnn, 24
ABSTRACT € RESUMO ...t e e e 24
INTRODUGAO ...t eeenn e 25
MATERIAL E METODOS. ..ottt 25

Coleta e conservagao das membranas amnidticas ..........ccccceeeeveveeeeeiiiiceeeecennnn. 26



iX

Selegao dos pacientes para o procedimento e protocolo anestésico. ................ 26
Procedimento CIFUMGICO ......iiiiii e e e 26
Protocolo terapéutiCo pOS-OPEratOrio.........coueeeeieeeiiiiiiee e 28
Avaliacao fisica € MaCrOSCOPICA.........cceviiiiiiiiiiee e 29
Processamento das amostras ... 29
WANVE= [F=Toz= To I g o1 o o 1T exo ] o] L= LU RERRPIN 30
RESULTADOS E DISCUSSAOD ..o, 31
ANAIISE MACTOSCOPICA ... e e e eeeeeeeitiiee e e ettt e e e e e e et s e e e e e e e e eeeaana s e e e e eeeeenenes 31
ANALISE MICIOSCOPICA ... ceeiieiie ettt e e e e e e e e e e eaaaeeaaees 34
CONGCLUSAOD ...t eae e enes 41
REFERENCIAS.......coooieeeeeeeeeeeee et n et en e 42

APENDICES. ..ottt ettt n e en et 44



CERTIFICADO DA COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Auﬁv UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
u n e S p “JULIO DE MESQUITA FILHO”
Campus de Jaboticabal

aborcabol

CEUA — COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n° 018677/14 do trabalho de pesquisa intitulado “Uso
de membrana amniética canina como estimuladora de epitelizagdo em
enxertos cutineos totais em coelhos”, sob a responsabilidade do Prof. Dr.
Andrigo Barboza de Nardi, estd de acordo com os Principios Eticos na
Experimentagdo Animal adotado pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentagdo Animal (CONCEA) e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO
USO DE ANIMAIS (CEUA), em reunido ordinaria de 09 de outubro de 2014.

Jaboticabal, 09 de outubro de 2014.

LOLOL +—
Prof.2 Dr.2 Paola Castro Moraes
ordenadora — CEUA

Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias
Via de Acesso Prof. Paulo Donato Castellane, s/n CEP 14884-900 - Jaboticabal - SP - Brasil
Tel. 16 3209 2600 - fax 16 3202 4275 www.fcav.unesp.br



Xi

EPITELIZAGAO DE ENXERTOS CUTANEOS EM FERIDAS RECENTES DE
COELHOS TRATADOS COM MEMBRANA AMNIOTICA CANINA E/OU
LASERTERAPIA

RESUMO - A enxertia cutanea € uma técnica cirurgica simples e bastante util
para o reparo de feridas, principalmente nas quais existe dificuldade da aplicagédo do
fechamento primario, ou de outras técnicas reconstrutivas. Entretanto, para a
sobrevivéncia do enxerto, € necessario que o leito da ferida esteja saudavel e com a
presenga de um tecido de granulagdo exuberante. O objetivo deste trabalho foi
avaliar a aplicagcdo da membrana amnidtica e da laserterapia como potenciais
estimulantes da cicatrizacdo em enxertos aplicados em feridas sem tecido de
granulagdo. Para isso, foram utilizados 42 coelhos divididos em quatro grupos de
tratamento, grupo controle (GC), grupo membrana (GM), grupo laser (GL) e grupo
membrana e laser (GML), submetidos a avaliagbes macro e microscopicas dos
enxertos. Na avaliagdo macroscopica foi possivel notar que os pacientes dos grupos
onde a membrana amniodtica foi utilizada com o intuito de estimular a reepitelizagao
(GM e GML) apresentaram acentuada reagao inflamatoria, falha de integracdo do
enxerto e consequente necrose do mesmo. Ja os pacientes do grupo GL
apresentaram melhor aspecto do enxerto no ultimo dia de avaliagdo. Na analise
microscopica, observou-se intensa integragcdo do enxerto a derme, reepitelizagao
acentuada e escassas células inflamatoérias no local do enxerto nos pacientes do
grupo GL. O oposto foi observado nos pacientes dos grupos GM e GML, onde
aparentemente a presenga da membrana amnidtica induziu resposta inflamatéria
bastante consistente na regido adjacente a membrana e ao enxerto, resultando em
rejeicdo da membrana. Por ultimo, a formagao de colageno néo se correlaciona com
outros fatores como inflamacao e necrose, em nenhum dos grupos de tratamento.
Desta forma, € possivel afirmar que a laserterapia mostrou ser efetiva, contribuindo
para o processo cicatricial e integragao do enxerto. Ja a membrana amnidtica canina
nao deve ser utilizada para este fim, pois provoca intensa reacao inflamatéria além
de impedir a nutricdo do enxerto.

Palavras-chave: epitelizacido, enxerto cutaneo, laserterapia, membrana amniética.
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SKIN GRAFT EPITHELIALIZATION IN RABBIT FRESH WOUNDS TREATED
WITH AMNIOTIC MEMBRANE AND/OR LASER THERAPY

ABSTRACT - Skin grafting is a simple surgical technique and useful to repair
wounds, especially those where there is a difficulty to apply primary closure skin or
other reconstructive techniques. However, for the graft survival it is necessary that
the healthy wound bed and the presence of an exuberant granulation tissue. This
study aimed to evaluate the application of amniotic membrane and laser therapy as
potential stimulating healing in grafts applied in wounds without granulation tissue.
For this, we used 42 rabbits divided into four treatment groups, control group (CG),
membrane group (MG), laser group (LG) and membrane and laser group (MLG),
submitted to macroscopic and microscopic evaluation. The macroscopic examination
was possible to note that the patients of the groups where the amniotic membrane
was used in order to stimulate re-epithelialization (MG and MLG) presented
evidences associated with severe inflammatory reaction, graft integration failure and
consequent necrosis. In LG patients apparently had the best aspect of the graft in the
last valuation date. On the microscopic examination, there was intense integration of
the graft to the dermis, high reepithelialization level and scarce inflammatory cells in
the graft site of LG group patients. The opposite was observed in patients in the MG
and MLG groups, where apparently the presence of amniotic membrane seems to
have induced very consistent inflammatory response in the region adjacent to the
membrane and the graft, evincing that there was a rejection of the membrane.
Finally, the collagen formation does not correlated with other factors such as
inflammation and necrosis in any of the treatment groups. We can conclude that
laser therapy was effective, contributing to the healing process and integration of the
graft. Thus, the canine amniotic membrane should not be used for this purpose
because it causes intense inflammatory reaction besides to avoid graft nutrition.

Keywords - amniotic membrane, epithelialization, laser therapy, skin grafts
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CAPITULO 1 - Consideracées Gerais
1. Introdugao

A cirurgia reconstrutiva constitui-se na utilizacdo de uma variedade de
técnicas para o reparo de lesdes de origem hereditaria ou adquiridas (PAVLETIC,
2007; MACPHAIL, 2013). Frequentemente, o tratamento de lesdes cutaneas
extensas pode ser problematico em diversas situacdes clinicas na Medicina e na
Medicina Veterinaria, como em excisdes de neoplasias, feridas por mordeduras,
atropelamentos, queimaduras entre outras (SUPP; BOYCE, 2005).

Com o avango da engenharia cirdrgica e da prépria medicina, muito tem-se
progredido na busca de novos materiais e técnicas, com o objetivo do retorno
funcional do tecido lesado proximo ao normal. Entretanto, ainda existe um campo
vasto para busca de novas técnicas e melhoria daquelas ja conceituadas (SUPP;
BOYCE, 2005). Historicamente, o manejo de feridas em Medicina Veterinaria
resumia-se a cicatrizagdo por segunda intengdo ou técnicas reconstrutivas
relativamente simples. O desenvolvimento de técnicas como os retalhos de padrao
axial, retalhos musculares pediculados, retalhos microvasculares e enxertos,
expandiu o arsenal de opg¢des para o cirurgidao reconstrutor (WILLIAMS; FOWLER,
1999).

O uso da técnica de enxertia cutanea € bastante util no reparo de lesoes,
principalmente na quais devido a fatores anatémicos, € dificil o emprego de outras
técnicas reconstrutivas. Embora amplamente utilizada na Medicina, a enxertia
cutanea tem seu uso limitado em animais domésticos, pois € necessario que a ferida
apresente um leito com tecido de granulagao saudavel, auséncia de tecido necrético,
infeccao e corpos estranhos para que se alcance o resultado esperado. Desta forma,
até que se alcance este ambiente ideal, a ferida devera ser tratada por segunda
intencdo, o que inclui trocas frequentes de curativos, aumento no tempo do
tratamento e até mesmo sedagao do paciente em alguns casos. Todos estes fatores
oneram o tratamento e requererem disponibilidade e cuidado do proprietario,
diminuindo ainda mais a indicagao da técnica (FOWLER, 2006).

Devido a problematica exposta, este trabalho teve por objetivo comparar o

emprego da membrana amnidtica canina e da fototerapia como potenciais
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estimulantes da cicatrizacdo de enxerto cutaneos em coelhos, com o intuito de
proporcionar processo cicatricial mais eficiente, ampliar a aplicabilidade da técnica e
diminuir seus custos. Para isso, a enxertia cutanea foi realizada logo apés a criagéo
da ferida, ou seja, sem a formacgéao de tecido de granulacéo, seguida pela aplicagéao

dos tratamentos propostos e avaliacdo macro e microscépica do enxerto.

2. Revisao da Literatura

2.1 Sistema tegumentar

A pele, ou tegumento, é o maior 6rgado do corpo podendo corresponder a até
24% do peso corporal de um animal filhote, enquanto em adultos corresponde a
cerca de 12% (PAVLETIC , 2007; PAVLECTIC, 2010). Funcionalmente, este 6rgao é
responsavel pela primeira linha de defesa do corpo contra microorganismos, sendo o
estrato corneo responsavel por protecao contra dessecacao. Dentre outras fungdes
da pele estdo a producao de vitamina D, reservatério de eletrélitos, agua, lipidios,
carboidratos e proteinas (MULLER; MILLER; GRIFFIN, 2001).

A pele é composta de duas camadas, uma camada epitelial designada
epiderme, e uma camada de tecido conectivo chamado de derme ou cério. A derme
repousa sobre uma base de tecido conjuntivo, o subcutaneo, que € composto em
parte por gordura e parte por camada fibrosa (CAMPBELL; LICHTENSTEIGER,
2004; PATERSON, 2008).

A epiderme é composta por epitélio escamoso estratificado queratinizado em
sua superficie. Esta camada é fina e avascular, sendo o grau de queratinizagao
variavel com a quantidade de esfor¢o mecénico e atrito a qual determinada porgao
dessa camada ira ser sujeitada. A epiderme provida de pelos consiste em quatro
camadas principais: o estrato cilindrico ou basal, o estrato granuloso, o estrato
espinhoso e o estrato corneo. No estrato germinativo, que € composto pelo estrato
cilindrico e pelo espinhoso, a atividade mitotica é responsavel pela proliferagcao das
células epidérmicas (CAMPBELL; LICHTENSTEIGER, 2004; PATERSON, 2008;
PAVLETIC, 2010).
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A derme consiste de fibras colagenas, reticulares e elasticas, circundadas por
uma matriz mucopolissacaridica composta de acido hialurénico e acido condroitino-
sulfurico. Esta camada é vascularizada e também possui nervos, musculos, foliculos
pilosos e estruturas glandulares. A derme nutre a epiderme e também fornece
sustentagdo. A pele provida de pelos possui ainda os anexos que sido os foliculos
pilosos, glandulas sudoriparas e glandulas sebaceas, sendo todas estas estruturas
de origem ectodérmica (CAMPBELL; LICHTENSTEIGER, 2004).

2.1.2 Irrigagao vascular cutanea

Os vasos musculocutaneos sao vasos primarios responsaveis pelo
suprimento da pele e ficam localizados de forma perpendicular a derme. Este tipo de
vascularizacao é limitada a espécie humana, aos primatas e suinos. Os vasos que
suprem a pele dos caninos e felinos seguem paralelamente a pele e sdo vasos
cutaneos diretos. Tal diferengca tem importancia relevante visto a dificuldade da
aplicabilidade da mesma técnica cirurgica entre estas espécies (MACPHAIL, 2013).

O plexo subdérmico, ou plexo profundo, é formado por artérias e veias
terminais que ramificam-se a partir de vasos cutaneos diretos. O plexo é responsavel
por suprir bulbos e foliculos pilosos, glandulas tubulares, a por¢do mais profunda
dos ductos glandulares e os musculos eretores dos pelos; o plexo cutédneo
(intermediario), por sua vez supre as glandulas sebaceas e reforca as redes de
capilares que cercam os foliculos pilosos, os ductos das glandulas tubulares e os
musculos eretores dos pelos. O plexo subpapilar (superficial) situa-se na camada
externa da derme e nutre a epiderme através de algas capilares projetadas em sua
diregcdo. O sistema de algas capilares € menos desenvolvido em caes e gatos do
que nos seres humanos e suinos (PAVLETIC, 1980; MACPHAIL, 2013).

O musculo paniculo é uma colegao de delgados musculos no subcutaneo. Em
areas onde existe musculo do paniculo, como no musculo cutaneo do tronco,
musculo platisma, esfincter cervical superficial e profundo, musculo prepucial e
musculo supramamario, o plexo situa-se tanto superficial como profundamente em
relacdo a ele. Desta forma, o cirurgido deve divulsionar o plano fascial abaixo da

musculatura cutanea a fim de preservar a integridade do plexo subdérmico. Sendo o
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paniculo ausente, como nas extremidades, o plexo subdérmico segue na superficie
profunda da derme, devendo ser divulsionado bem abaixo de sua superficie
(PAVLETIC, 1980; MACPHAIL, 2013).

2.2 Cicatrizagao da pele

A cicatrizacdo de feridas € um processo complexo mediado por eventos
bioquimicos por meio da liberag&o de citocinas e fatores de crescimento. O inicio do
processo cicatricial € dado pelas plaquetas seguido do dominio de macroéfagos,
células endoteliais e fibroblastos com a finalidade da sintese do tecido conjuntivo e a
formacéo de um novo revestimento de epitélio por queratinécitos, sendo este evento
dividido em quatro estagios: inflamagéo, debridamento, reparo e maturagdo (HUNT;
HOPF, 1997; DOUGHTY; FAAN, 2005; DERNELL, 2006; FAHIE; SHETTKO, 2007;
ABDELRAHMAN; NEWTON, 2011; PITZER; PATEL, 2011).

A fase inflamatoria compreende a reposta vascular e celular frente a agressao
imediata. Inicialmente envolve vasoconstricdo, com a finalidade de conter a
hemorragia, mas é seguida por vasodilatagdo, que permite maior migracao do fluido
transudado para o local da ferida. A grande caracteristica desta fase € a migracao
de leucdcitos dentro das primeiras 6 horas. Mediadores de matriz extracelular
promovem marginalizagdo, adesao e extravasamento de neutréfilos que irdo
degradar os tecidos necréticos, fagocitar bactérias e debris. Ainda neste momento
ira ocorrer a migragcao de monadcitos que sao células essenciais para a cicatrizagao
da ferida. Os mondcitos vao se diferenciar em macréfagos e irdo sintetizar fatores de
crescimento que sao essenciais na formacao de tecido, na remodelagao, como fator
de crescimento de fibroblastos, fator de crescimento epidérmico, fator de
crescimento derivado de plaquetas, fator de necrose tumoral, interleucinas, matriz de
metaloproteinases e seus inibidores teciduais (BAUER; AIKEN, 1989; DOUGHTY;
FAAN, 2005; DERNELL, 2006; FAHIE; SHETTKO, 2007; PITZER; PATEL, 2011).
Macroscopicamente é possivel observar coagulos de sangue fresco, exsudato
variando de serosanguinolento a purulento e superficie da ferida sem tecido de
granulagao (FAHIE; SHETTKO, 2007).
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A fase de reparo inicia-se dentre trés a cinco dias apds o trauma, quando
ocorrem 0s processos de angiogénese, fibroplasia e epitelizagdo (HUNT; HOPF,
1997; DOUGHTY; FAAN, 2005; DERNELL, 2006; FAHIE; SHETTKO, 2007
ABDELRAHMAN; NEWTON, 2011; PITZER; PATEL, 2011). A transicdo da fase
inflamatdria para a fase de reparo é caracterizada pela invasao de fibroblastos e o
aumento de colageno no leito da ferida. A combinagcdo destes eventos leva a
formacdo de um tecido de granulagdo que proporciona uma barreira fisica a
infeccdo, atua como superficie para a migracao epitelial, além de ser uma fonte de
miofibroblastos, que sdo de grande importancia na contragao da ferida, que também
ocorre nesta fase (HUNT; HOPF, 1997; DOUGHTY; FAAN, 2005; DERNELL, 2006;
FAHIE; SHETTKO, 2007; ABDELRAHMAN; NEWTON, 2011; PITZER; PATEL,
2011).

A ultima fase da cicatrizagdo, a maturagao, inicia-se uma vez que o colageno
€ adequadamente depositado na ferida, perdurando por anos. A celularidade do
tecido de granulacao é reduzida e as fibras de colageno tornam-se mais espessas,
ocorrendo reorganizagcdo do tecido conectivo e rearranjo das fibras de colageno,
ocorrendo a substituicdo do colageno tipo Il pelo tipo I, que confere resisténcia de
até 80% semelhante a do tecido original (HUNT; HOPF, 1997; DOUGHTY; FAAN,
2005; DERNELL, 2006; FAHIE; SHETTKO, 2007; ABDELRAHMAN; NEWTON,
2011; PITZER; PATEL, 2011).

2.3 Enxertos cutaneos

A enxertia cutédnea consiste em um método de preenchimento cirurgico de
uma falha, onde ndo ha tecido adjacente suficiente para sua cobertura, sendo que
um segmento da epiderme e da derme € completamente removido da area doadora
e transferido para o leito receptor (SWAIM,1990; ANDREASSI et al., 2005).

O primeiro relato de enxertia cutdnea é datado em 1869, quando um
estudante de medicina aplicou com sucesso um enxerto epidérmico autdégeno em
um tecido de granulagao (MCDOWELL, 1977). Desde entéo, diversos avangos tem
sido feitos nesta técnica de cobertura cutanea por se tratar de um método pratico,
seguro e eficiente (MIRALIAKBARI; MACKAY, 2006).
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Os enxertos podem ser classificados de acordo com a sua relagao entre o
hospedeiro doador em: autdgenos, alégenos ou xendgenos; e em relacdo a sua
espessura: parcial ou total (SWAIM,1990; PAVLETIC, 2007). Os enxertos autégenos
sdo aqueles que o tecido doado e o receptor derivam do mesmo animal. S&o
chamados de aldgenos, ou hemoenxertos, aqueles que o receptor e o doador sdo de
animais da mesma espécie. Os xénogenos, ou heteroenxertos, sdo os enxertos
onde doador do tecido € de uma espécie diferente do receptor (PAVLETIC, 2007;
PAVLETIC, 2010).

Clinicamente, a utilizacdo de autoenxertos tem melhores resultados em
comparagao aos enxertos alégenos e xendgenos. Tal fato pode ser explicado pela
menor estimulagdo imunogénica causada pelos enxertos autégenos em comparagao
aos outros dois tipos. Sendo assim, na maioria das vezes estes enxertos sao
utilizados de forma permanente, enquanto os enxertos xendgenos e alégenos sao
mais frequentemente aplicados como uma cobertura biolégica temporaria, pois
tendem a ser rejeitados (CHIU; BURD, 2005; PAVLETIC, 2010; MACPHAIL, 2013).

O sucesso de um enxerto depende da sua espessura. Um enxerto de
espessura total, ou dermoepidérmico, € composto por toda a epiderme e a derme.
Ja os enxertos parciais, ou laminares, também sdo compostos por epiderme, mas a
porcdo da derme pode ser variavel e assim sdo denominados como delgados,
intermediarios e espessos (ANDREASSI et al., 2005, PAVLETIC, 2007). Os enxertos
de espessura parcial delgados sao mais facilmente obtidos, mas proporcionam uma
reparagao pobre visto que a pele é fina, fragil e sujeita a retragdo pela auséncia de
componentes de derme. A qualidade de reparo proporcionada pelos enxertos
laminares intermediarios e espessos € maior, a pele € mais elastica e resistente, e
as chances de retracdo sao menores (STEPHENSON; GRIFFITHS; HAUSSE-
BROWN, 2000). Os enxertos de espessura total sdo preferidos em pequenos
animais, pois proporcionam, apds a sua cicatrizagdo, uma cobertura resistente e
com fungao glandular e pilosa preservadas, ndo € necessario o uso de instrumental
especializado, e, devido a abundéancia de pele dos locais doadores, é passivel a
realizacédo de sintese direta (STANLEY et al., 2013).

Em Medicina Veterinaria o uso de enxertos tem ampla aplicabilidade mediante

a alta casuistica de perda cutanea por traumatismos ou remocéo de tumores, sendo
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particularmente indicada em lesbes de extremidades, onde a imobilidade cutanea
impede a elaboragéo de retalhos locais (TONG; SIMPSON, 2012).

A aplicagao dessa técnica requer selecédo adequada do paciente, visto que
aqueles debilitados ou portadores de doenga cronica sao predispostos a infecgdes, 0
que pde em risco a pratica de enxertia. Em relagdo ao paciente, € desejavel que
sejam previamente corrigidos disturbios anémicos e lipoproteicos, e que estes
possuam comportamento que favoregca o facil manejo no pds-operatorio
(MIRALIAKBARI; MACKAY, 2006).

O leito da ferida deve ser capaz de fornecer a vasculatura necessaria para
manter a sobrevivéncia do enxerto. Para que uma ferida crénica, infectada e mal
perfundida se torne habil a um processo de enxertia, € necessario o preparo do seu
leito, o que envolve lavagem, debridamento, trocas frequentes de curativo até a
formacdo de tecido de granulacédo saudavel (MIRALIAKBARI; MACKAY, 2006).
Enxertos podem ser aplicados em locais denominados frescos, ou seja, onde ainda
nao houve cobertura por tecido de granulacdo (TANNER; VANDEPUT; OLLEY,
1964; TONG; SIMPSON, 2012). Entretanto, esses locais devem ser vascularizados o
suficiente e livres de infecgdo para proporcionar a sobrevivéncia do enxerto (TONG;
SIMPSON, 2012). Os enxertos n&o terdo sucesso na aplicagdo em feridas
infectadas, tecidos submetidos a radiacdo, tecido adiposo avascular, tecido de
granulacao fragil e em superficies compostas de tecido escamoso estratificado e
mesenquimal como ossos, cartilagem, tenddes e nervos (SWAIM, 1987; SWAIM,
1990; PAVLETIC, 2007).

A degeneracao do enxerto de pele tem inicio logo apds a remogao do leito
doador, e sua regeneragao logo apos o depdsito no leito receptor. Neste momento
inicial, estes dois fendbmenos ocorrem simultaneamente, sendo a regeneragao mais
lenta que a degeneragdo. Somente no 7° a 8° dia do pds-operatorio esses eventos
se contrapdem e a regeneragdo passa a ser definitivamente predominante
(TANNER; VANDEPUT; OLLEY, 1964 ; BIRCH; BRARNEMARK, 1969; PAVLETIC,
2007).

O enxerto passa por quatro fases até a sua cicatrizacdo: aderéncia,
embebigdo plasmatica, inosculagdo e neoangiogenése (KUNERT, 1991; HIERNER

et al., 2005). A aderéncia ocorre logo apos a aplicagédo do enxerto, onde uma rede
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de fibrina adere o enxerto ao seu leito, ocorrendo retracdo dos filamentos de fibrina
tracionando o enxerto até que ocorra intimo contato ao leito doador. A rede de fibrina
€ convertida em tecido fibroso entre o enxerto e o leito, por meio da invasao de
fibroblastos, leucécitos e fagdcitos. Este tecido inicia sua resisténcia e proporciona
forca na aderéncia, a partir de 8 horas da sua aplicagdo até o décimo dia pos-
operatério (CHICK, 1988; HIERNER et al., 2005).

A fase de embebicdo plasmatica corresponde ao espasmo vascular das
bordas seccionadas do enxerto no momento de sua retirada do local doador, e
eliminacdo de soro isento de fibrinogénio e composto por eritrécitos, leucocitos e
polimorfonucleares, pelas bordas do leito receptor. Este liquido acumula-se no leito
da ferida e é absorvido pelo enxerto por meio de agcao capilar apds vasodilatagéo
iniciada no momento da aplicagdo. Este liquido ira nutrir o enxerto e causar edema
que atinge seu ponto maximo por volta de 48 a 72 horas. Neste momento a
circulagcado € reestabelecida (CHICK, 1988; PAVLETIC,2007; ANDREASSI et al.,
2005; HIERNER et al., 2005).

A inosculagao refere-se a anastomose dos vasos enxertados com os vasos
do leito receptor, adquirido aproximadamente o mesmo didmetro entre eles com seu
inicio em até 22 horas apos a aplicagao do enxerto, porém é evidente em 48 a 72
horas. A rede de fibrina também é importante para este fendbmeno visto que serve de
sustentacdo para o brotamento desses vasos. Concomitantemente ocorre a
formacao de novos vasos. A fase de neoangiogénese revasculariza o enxerto por
meio de crescimento de vasos invadindo a derme. Os vasos que antes estavam
envolvidos na inosculacdo degeneram e inicia-se a maturagdo dos neovasos
(SWAIN, 1987; CHICK, 1988; KUNERT, 1991).

Do ponto de vista clinico, o enxerto € inicialmente palido e naturalmente evolui
para uma cor ciandtica. A partir do momento em que assume coloracido rosada
confirma-se o sucesso da enxertia (ANDREASSI et al., 2005).

ApOs a aplicagado do enxerto, deve se atentar para a técnica de bandagem a
ser aplicada, assim como a frequéncia de trocas que variam conforme a técnica
escolhida. Normalmente a primeira troca de curativo ndo ocorre antes de 48 a 72
horas, para que o enxerto fique imdvel. As trocas dos curativos devem ser muito

delicadas, pois as principais causas de insucesso na técnica estdo ligadas a
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separagdao do enxerto a partir do leito, movimentagdo do enxerto e infeccéo
(MIRALIAKBARI; MACKAY, 2006; STANLEY et al., 2013).

2.4 Membranas biologicas

Membranas biolégicas consistem em materiais de natureza organica,
constituidos quase que por sua totalidade de colageno. Séo inertes e de baixa
toxicidade, o que permite ampla utilizacdo, tanto na Medicina como na Medicina
Veterinaria. Como exemplos de materiais usados como membranas bioldgicas
podemos citar a membrana amnidtica, cartilagem, mucosa intestinal, e pele entre
outros (MAY, 1991).

A aplicagdo das membranas biolégicas em feridas abertas causa conforto ao
paciente, estimulo a epitelizagdo, sintese de colageno e o aumento da contragéo da
ferida. Estes materiais também tem grande aplicabilidade na reconstrugao cirurgica
de estruturas corporais, pois proporcionam boa resisténcia, facilidade na aplicagao
além de serem inertes (LIPTAK, 1997; OVINGTON, 2007).

Curativos biologicos auxiliam na cicatrizacdo de feridas retardando a
formacao de tecido de granulacdo exuberante, fornecendo e mantendo ambiente
umido que favorece a regeneracédo e migragao de células epiteliais, e, agindo como
barreira fisica para a protecado da ferida contra infeccdo. Estes curativos também
podem induzir resposta inflamatéria leve, o que tem sido relatada como efeito
benéfico sobre a cicatrizagcdo (GOMEZ et al., 2004).

2.4.1 Membrana amnidtica

A membrana amnidtica, ou amnion, € uma fina membrana localizada na parte
mais interna da placenta que envolve por completo o feto. O espaco entre o feto e a
placenta é preenchido por liquido amnidtico formando assim a cavidade amnidtica
(MAMEDE et al., 2012).

Diversos estudos em humanos tem sido realizados sobre a sua utilizagao,
devido as suas propriedades funcionais e estruturais. Suas primeiras aplicacoes

clinicas datam da década de 1910 em transplantes cutdneos e no tratamento de
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feridas por queimaduras (DAVIS, 1910). Desde entédo, este material passou a ser
considerado uma opg¢ao de tratamento interessante para processos patologicos
associadas ao trato geniturinario, cavidade oral, reconstrugdo ocular, pele,
estdmago, laringe, cabega e pescogo (DUA, 1999; MAMEDE et al., 2012). O amnion
também tem sido utilizado para a prevengao de aderéncias iatrogénicas em cirurgias
abdominais, pélvicas e de cabega (ARORA, et al., 1994; DUA, 1999). Entretanto o
seu uso entrou em declinio durante décadas até a sua reintrodugao recente em
cirurgias oftalmicas e humanos (DUA, 1999; DUA et al., 2004).

A membrana amniética € um material atraente para o uso na pratica clinica,
por ser de facil obtengao e preservagéao, aplicagao cirurgica pratica e de baixo custo.
Todo o seu processo de obtengao deve ser de forma estéril apds cesariana eletiva
de doadores comprovadamente higidos (DUA, 1999; MAMEDE et al., 2012). Os
métodos de preservacdo para este material incluem a glicerina, o glutaraldeido,
solucdo de agucar ou sal supersaturada, solugcdo de polivinilpirrolidona e
congelamento. O meio ideal para conservagao deve manter a integridade tecidual,
atenuar a agao antigénica, aumentar a resisténcia a tracdo e atuar por um longo
periodo, mantendo a assepsia do material, devendo ser sendo ainda de baixo custo
e facil manuseio (OLIVEIRA et al., 2009).

O amnion é uma membrana translucida composta por uma camada interna de
células epiteliais, conectadas a membrana basal, que por sua vez esta ligada a uma
fina camada de tecido conjuntivo por fios flamentosos (DUA et al., 2004).

O desenvolvimento fetal € alcancado por meio de um sistema complexo
formado pelo corddo umbilical, liquido amnidtico e a placenta. As membranas fetais
sdo compostas de duas camadas: uma camada externa (cérion), que fica em
contato com as células maternas, e uma camada interna (membrana amnidtica)
(MAMEDE et al., 2012).

Apoés a implantagao do blastocisto no endométrio, as sua paredes passam por
transformacdes e dao origem ao cérion. Ao mesmo tempo, as células embrionarias e
células trofoblasticas dédo origem a membrana amniética. A membrana nao possui
nervos, musculos ou vasos linfaticos. Sua fonte de nutrientes e oxigénio se da por
difusdo através do fluido amnidtico coribnico e os vasos superficiais do feto
(SCURRY, 2002).
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O amnion pode ser histologicamente divido em trés camadas, a primeira mais
interna € o epitélio, seguido pela membrana basal e a camada mesenquimal
avascular, a mais externa (BOURNE, 1960). Em conjunto, estas estruturas possuem
fungdes metabdlicas multiplas, como o transporte de agua e materiais soluveis,
producado de fatores bioativos como peptideos vasoativos, fatores de crescimento e
citocinas. Uma das fungbes basicas da membrana amnidtica € proporcionar ao
embrido em desenvolvimento uma protegcdo contra dessecagdo e um ambiente de
suspensao, no qual o embrido pode se desenvolver livre de pressdes das estruturas

que cercam seu corpo (MAMEDE et al., 2012).

2.4.1.1 Propriedades relevantes

A membrana amnidtica possui propriedades diversas, o que justifica a sua
ampla aplicabilidade. Suas células possuem agodes pluripotentes, podendo expressar
genes de células como hepatocitos, cardiomiécitos, condrocitos, neurdcitos, células
beta pancreaticas, entre outras (TODA et al., 2007; MAMEDE et al., 2012)

Apesar de mecanismos ainda ndo conhecidos, a membrana amnidtica possui
efeitos antiinflamatoérios, antibacterianos e antivirais com baixo potencial
imunogénico. Além disso, este biomaterial pode apresentar caracteristicas anti-
angiogénicas e pré-apoptéticas, estimular a epitelizagdo sem pontecial
carcinogénico. Algumas dessas fungdes sdo selecionadas de acordo com o lado,
mesenquimal ou epitelial, a qual a membrana é aplicada (TODA et al., 2007;
NIKNEJAD et al., 2013).

A membrana amnidtica possui caracteristicas unicas quando aplicadas na
pele e inclui efeitos anti-adesivos, agao bacteriostatica, protecao de feridas, reducao
da dor e alta capacidade de estimular a epitelizagdo. Sua utilizagdo estende-se a
aplicacao em feridas abertas como ulceras de decubito e feridas cronicas; ferida por
queimaduras até cirurgias reconstrutivas e oncoldgicas (SUBRAHMANYAM, 1995;
MELLER et al., 2000; LOFEGO FILHO et al., 2006; MOHAMMADI et al., 2013).

2.5 Fototerapia



12

O interesse clinico na aplicagdo da fototerapia aumentou nas ultimas
décadas, embora a ideia da utilizagdo terapéutica da luz n&o seja recente. Antes de
1960 nao houve nenhum sucesso no aproveitamento da luz na formagao do laser
(WHINFIELD; AITKENHEAD, 2009). Maiman (1960) foi o primeiro a relatar a
formacdo do laser a partir da radiagdo, desde entdo inumeros estudos foram
desenvolvidos para controlar a producdo de luz para alcancgar efeito terapéutico
6timo para a aplicagao na Medicina (WHINFIELD; AITKENHEAD, 2009).

O laser (Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation) € um dos
recursos fototerapéuticos mais utilizados e possui propriedades unicas como
monocromaticidade (comprimento de onda unico), colimagao (transmitido em uma
unica diregao, sem divergéncia) e coeréncia (todas as ondas em fase) (HAWKINS;
ABRAHAMSE, 2005).

A luz emitida pelo laser pode ser classificada dentro do espectro
eletromagnético por meio do comprimento da onda e sua poténcia de emissao.
Existem varios tipos de ondas, entretanto todas possuem a mesma natureza, ou
seja, sao constituidas de campos elétricos e magnéticos (AGNE, 2013). Os varios
tipos de ondas possuem comprimento de onda diferentes (distancia entre dois picos
da onda) e esta apresenta relagéo inversa com a frequéncia com a qual ela sera
emitida, ou seja, quanto maior o comprimento da onda menor a frequéncia, sendo o
inverso também verdadeiro (TUNER; HODE, 2010; AGNE, 2013).

O comprimento de onda pode ser mensurado em nanémetros (nm), e a luz
visivel varia de 400 nm a 700 nm e a luz ndo visivel acima de 700 nm
(infravermelho) Estas variagdo € conhecida como janela terapéutica, portanto a
escolha da luz que sera utilizada para determinado fim é baseada no valor do seu
comprimento de onda, que por sua vez sera escolhido de acordo com o tipo de
célula ou tecido que ira absorvé-lo. O laser ainda pode ser classificado baseando-se
em sua poténcia de emissdo, que esta diretamente correlacionado com o efeito
tecidual que se deseja produzir. Sendo assim, o laser pode ser classificado em trés
categorias, alta, média e baixa poténcia (HAWKINS; ABRAHAMSE, 2005; TUNER,;
HODE, 2010; AGNE, 2013).

A Laserterapia de Baixa Intensidade (LBI), ou baixa poténcia, vem se

tornando uma opgao terapéutica frequente na Medicina, tais como no tratamento de
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artrites, lesdes lombares, traumas cuténeos e lesbes de tecidos moles em geral
(HAWKINS; HOURELD; ABRAHAMSE, 2005). As propriedades citadas
anteriormente permitem a penetragao da luz na superficie do tecido de forma nao
invasiva (MATIC et al., 2002). Embora a maioria dos mecanismos da ac&o dos lasers
sobre a pele sejam mediados por meio de efeitos fototérmicos, a LBl geralmente
provoca baixas temperaturas ou mudancas de temperaturas imperceptiveis no
tecido alvo, o que da origem ao termo de baixa intensidade ou laser frio (CORAZZA
et al., 2007).

O efeito celular causado pela fototerapia pode ser classificado em trés
categorias: primaria, secundaria e terciaria (DYSON, 2006). A reagdo primaria €
designada e restrita a absorgao dos fotons. Estes atingem a mitocdéndria e a
membrana celular dos fibroblastos, queratindcitos ou de células endoteliais, sendo
absorvidos pelos cromoforos (moléculas do tecido capazes de absorver radiagao
luminosa). Neste momento os fétons emitidos sdo convertidos em energia cinética
quimica dentro da célula provocando alteracbes na permeabilidade da membrana
celular, melhoria na sinalizagao entre as mitocondrias, nucleo e citosol, formacao de
oxido nitrico e aumento do metabolismo oxidativo para a producdo de ATP
(adenosina trifosfato). Os resultados da reacdo primaria compreendem na
normalizacdo da funcdo celular, causando efeitos clinicos como alivio da dor e
cicatrizagao de feridas (DYSON, 2006; HAWKINS; ABRAHAMSE, 2005).

As reacbes secundarias sao amplificacdes das reagdes primarias. O calcio é
liberado da mitocOndria para o citoplasma, aumentando assim os niveis de calcio
intracelular. Este fendmeno ird estimular o metabolismo celular e a regulagéo das
vias de sinalizagao responsaveis por estimulo na migracéo celular, sintese de DNA
(desoxyribonucleic acid) e RNA (ribonucleic acid), mitose celular, secregdo de
proteinas e proliferacdo celular. Os mecanismos envolvidos nas reacgdes
secundarias nao sao oriundos exclusivamente da fototerapia, mas sao dependentes
da sensibilidade da célula que recebeu o laser (DYSON, 2006; HAWKINS;
ABRAHAMSE, 2005).

Os efeitos terciarios sao considerados menos previsiveis, pois sua resposta é
multifatorial, dependendo da influéncia do ambiente externo e interno, e das

interacdes intracelulares. Por meio do aumento dos niveis de citocinas e fatores de
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crescimento, as células que foram irradiadas estabelecem comunicagao intercelular
com as células que n&o foram atingidas pelos fotons. Consequentemente, ocorre
aumento da resposta imune, representado pela ativagcao de linfocitos T, macrofagos
e mastocitos. Ha também a sintese de endorfinas e decréscimo dos niveis de
bradicinina, que estdo ligados a diminuicdo da dor. Portanto, as reagdes terciarias
refletem envolvimento sistémico da terapia, o que justifica o estimulo de cicatrizagao
de uma lesdo que nao esta sendo diretamente tratada (DYSON, 2006; HAWKINS;
ABRAHAMSE, 2005).

2.5.1 Aplicacgao clinica do LBI

Embora existam evidéncias de beneficios com o uso da LBl na Medicina
Humana, alguns estudos divergem destes achados com resultados negativos
(HAWKINS; ABRAHAMSE, 2005). Entretanto, a maioria dos ensaios de aplicagao
clinica ndo apresentaram resultados negativos. Um estudo realizado em um hospital
humano na Inglaterra fez uso da laserterapia no pos-cirurgico e os pacientes
relataram diminui¢ao significativa da dor, reducéo de 50% do uso de analgésicos,
reducdo do tempo de cicatrizacdo e da formacdao de cicatriz (HAWKINS;
ABRAHAMSE, 2005). Trelles e colaboradores (1989) estudratam o uso de
irradiagdo local com fototerapia e encontraram os seguintes efeitos: analgesia,
efeitos antiexsudativos, anti-hemorragicos, antiinflamatérios, antiedematosos,
antiespasmaticos e vasodilatadores.

Clinicamente, a LBl possui efeitos como a reducédo da dor de grande
variedade de perturbagbes neuroldgicas agudas e entidades de dor crénica,
incluindo dores relacionadas com anormalidades nos tecidos nervosos, tecidos
moles, musculos, tenddes, articulagcées e ossos (HAWKINS; ABRAHAMSE, 2005).
Também foi observada a diminuicdo do edema e inflamagao associada com lesdes
agudas em musculos superficiais, tenddes, ligamentos, bursas e bainhas
(WOODRUFF et al., 2004). Melhora a cicatrizagao de feridas de evolugéo lenta ou
retardada, tanto em tecidos moles como em tenddes e ossos, devido a melhora da
oxigenacgao tecidual (KUBOTA, 2004; WOODRUFF et al., 2004).
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A LBI também ja foi utilizada com sucesso em humanos, no auxilio de
tratamentos como Doenga de Raynaud, Doenca Buerger e ulceras de decubito,
devido a melhora na circulagdo sanguinea local e sistémica (HAWKINS;
ABRAHAMSE, 2005). Além disso, a LBl pode melhorar a resposta imune em
doencas imunomoduladas tais como a psoriase, artrite reumatoide e dermatite
atopica (WOODRUFF et al., 2004). A hipertens&o sistémica também pode melhorar
com o uso da LBI, pelo aumento da taxa de fluxo do didmetro dos vasos. Por fim,
esteticamente a LBl pode ser aplicada de diversas formas, principalmente na
restauracéo do pigmento normal de lesées cutaneas (GABEL, 1995).

Os lasers tém revelado uma variedade de aplicagdes na Medicina Veterinaria.
Além do estimulo na cicatrizagao de feridas, o uso dessa terapia na reabilitagdo dos
pacientes € bastante util, devido aos seus beneficios como o alivio da dor e a
diminuicdo do edema. O laser também possui a vantagem de poder ser combinado
de forma segura e eficaz com outras modalidades terapéuticas, proporcionando
resultados de forma integrada. Em animais, o laser também tem sido utilizado para
estimulos de pontos de acupuntura, como alternativa das agulhas, pois € menos
invasivo, mais seguro e de facil aplicagcdo (BAXTER; MCDONOUGH, 2007).

2.5.2. Interagao do LBI no processo cicatricial

A LBI age nas trés principais fases do processo de cicatrizagdo, trazendo
beneficios especificos para cada um deles. Na fase inflamatéria ocorre uma
modulacdo celular responsavel pela diminuicdo de células inflamatorias e aumento
de fatores de crescimento, o que permite migragdo mais rapida para a fase
proliferativa, acelerando assim todo o processo. Na proxima fase, a proliferativa, a
neovascularizagao € enriquecida pela fotoestimulacdo das células endoteliais,
aumento da proliferagao de fibroblastos e depdsito de colageno. Todos esses fatores
contribuem para a formagéo do tecido de granulagdo e para a contragao da ferida.
Na terceira e ultima fase, ocorre o remodelamento do tecido onde a LBI induziu a
neovascularizacdo e deposicao de colageno, que neste momento passa a ter
orientagéo e maturidade (POSTEN et al., 2005; CORAZZA et al., 2007).



16

Diversos estudos foram realizados para melhorar a compreensao dos efeitos
de LBI a nivel celular, uma vez que relatou-se melhoria do processo cicatricial
mediado pelo laser. Com isso, as pesquisas mais recentes foram direcionadas para
a analise do impacto do laser sobre as células envolvidas no reparo de feridas
(ROCHA, 2004; CORAZZA et al., 2007; WHINFIELD; AITKENHEAD, 2009;
PEPLOW; CHUNG; BAXTER, 2010).

Investigagcbes sobre os mecanismos envolvidos na cicatrizagdo mostraram a
interacdo da terapia LBl com diversos tipos celulares, trazendo beneficios
terapéuticos tanto in vivo como in vitro (HAWKINS; HOURELD; ABRAHAMSE,
2005). Os mastocitos e macrofagos estimulados liberam fatores de crescimento e
outras substancias. Além disso, ocorre também a estimulacdo da proliferacdo de
fibroblastos, células endoteliais e queratindcitos (STEINLECHNER; DYSON, 1993;
HAWKINS; HOURELD; ABRAHAMSE, 2005). O desenvolvimento de tecido de
granulacao é controlado principalmente por fatores de crescimento liberados pelos
macrofagos (HAWKINS; HOURELD; ABRAHAMSE, 2005).
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CAPITULO 2 - Epitelizagdo de enxertos cutineos em feridas recentes de
coelhos tratados com membrana amniética canina e/ou
laserterapia

Nazilton P. Reis Filho?*, Marilia G.P.A. Ferreira?, Ana L.C.R. Pascoli?, Rafaela B. Viéra3, Josiane M. Pazzini?,
Rafael V.P. de Oliveira3, Igor L.S. Senhorello?, Paloma E.S. Silva2, Rosemeri O. Vasconcelos3, Antonio S.
Ferraudo?, Andrigo B. De Nardi?

ABSTRACT.- Reis Filho N.P., Ferreira M.G.P.A., Pascoli A.L.C.R,, Viéra R.B., Pazzini ].M., Oliveira R.V.P.,
Senhorello LL.S., Silva P.E.S, Vasconcelos R.0., Ferraudo A.S. & De Nardi A.B. 2015. [Skin graft
epithelialization in rabbit fresh wounds treated with amniotic membrane and/or laser therapy.]
Comparacdo entre a membrana amnidtica canina e a laserterapia na estimulacdo de epitelizacdo de
enxertos cutdneos em coelhos. Pesquisa Veterindria Brasileira 00(0):00-00. Departamento de Clinica e
Cirurgia Veterinaria, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Via de Acesso Prof.Paulo
Donato Castellane s/n 14884-900 - Jaboticabal, SP, Brazil. E-mail: nazilton@hotmail.com

Skin grafting is a simple surgical technique and useful to repair wounds, especially those where
there is a difficulty to apply primary closure skin or other reconstructive techniques. However, for the
graft survival it is necessary that the healthy wound bed and the presence of an exuberant granulation
tissue. This study aimed to evaluate the application of amniotic membrane and laser therapy as potential
stimulating healing in grafts applied in wounds without granulation tissue. For this, we used 42 rabbits
divided into four treatment groups, control group (CG), membrane group (MG), laser group (LG) and
membrane and laser group (MLG), submitted to macroscopic and microscopic evaluation. The
macroscopic examination was possible to note that the patients of the groups where the amniotic
membrane was used in order to stimulate re-epithelialization (MG and MLG) presented evidences
associated with severe inflammatory reaction, graft integration failure and consequent necrosis. In LG
patients apparently had the best aspect of the graft in the last valuation date. On the microscopic
examination, there was intense integration of the graft to the dermis, high reepithelialization level and
scarce inflammatory cells in the graft site of LG group patients. The opposite was observed in patients in
the MG and MLG groups, where apparently the presence of amniotic membrane seems to have induced
very consistent inflammatory response in the region adjacent to the membrane and the graft, evincing
that there was a rejection of the membrane. Finally, the collagen formation does not correlated with other
factors such as inflammation and necrosis in any of the treatment groups. We can conclude that laser
therapy was effective, contributing to the healing process and integration of the graft. Thus, the canine
amniotic membrane should not be used for this purpose because it causes intense inflammatory reaction
besides to avoid graft nutrition.

INDEX TERMS - amniotic membrane, epithelialization, laser therapy, skin grafts

RESUMO.- A enxertia cutanea é uma técnica cirdrgica simples e bastante ttil para o reparo de feridas,
principalmente aquelas onde existe dificuldade da aplicacdo do fechamento primario ou de outras técnicas
reconstrutivas. Entretanto, para a sobrevivéncia do enxerto, é necessario que o leito da ferida esteja
saudavel e com presenca de tecido de granulagdo exuberante. O objetivo do trabalho objetivou avaliar a
aplicacdo da membrana amnidtica e da laserterapia como potenciais estimulantes da cicatrizagdo em
enxertos aplicados em feridas sem tecido de granula¢io. Para isso, foram utilizados 42 coelhos divididos
em quatro grupos de tratamento, grupo controle (GC), grupo membrana (GM), grupo laser (GL) e grupo
membrana e laser (GML), submetidos a avaliagdes macro e microscépicas. Na avaliagdo macroscépica foi
possivel notar que os pacientes dos grupos nos quais a membrana amniotica foi utilizada com o intuito de
estimular a reepitelizacdo (GM e GML) apresentaram evidéncias associadas a acentuada reagdo
inflamatoria, falha de integracdo do enxerto e consequente necrose do mesmo. J4 os pacientes do grupo GL
apresentaram melhor aspecto do enxerto no ultimo dia de avaliacdo. Na analise microscopica, observou-se
intensa integracdo do enxerto a derme, reepitelizagdo acentuada e escassas células inflamatoérias no local
do enxerto nos pacientes do grupo GL. O contrario foi observado nos pacientes dos grupos GM e GML, nos
quais aparentemente a presenca da membrana amniética induziu resposta inflamatéria bastante
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2Departamento de Clinica e Cirurgia Veterindria, Universidade Estadual Paulista “Jdilio de Mesquita Filho”,
Via de Acesso Prof. Paulo Donato Castellane s/n 14884-900 - Jaboticabal, SP, Brasil. Pesquisa de mestrado
com apoio CAPES. *Autor para correspondéncia: nazilton@hotmail.com.

3Departamento de Patologia Veterinaria, Universidade Estadual Paulista “Jalio de Mesquita Filho”, Via de
Acesso Prof.Paulo Donato Castellane s/n 14884-900 - Jaboticabal, SP, Brasil.
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consistente na regido adjacente a membrana e ao enxerto, resultando em rejeicio da membrana. Por
ultimo, a formagao de colageno nio se correlaciona com outros fatores como inflamagio e necrose, em
nenhum dos grupos de tratamento. Desta forma, é possivel afirmar que a laserterapia mostrou ser efetiva,
contribuindo para o processo cicatricial e integracdo do enxerto. JA a membrana amnidtica canina nio
deve ser utilizada para este fim, pois provoca intensa reac¢io inflamatéria além de impedir a nutrigio do
enxerto.

TERMOS DE INDEXACAO: epitelizacdo, enxerto cutineo, laserterapia, membrana amniética

INTRODUCAO
A técnica de enxertia cutdnea é uma das maneiras mais simples de cobrir um defeito superficial de pele.
Consiste basicamente na transferéncia de uma porg¢do de pele de espessura varidvel, que é removida
completamente de seu local de origem e transferida para a area receptora (Andreassi et al. 2005). O
intuito da aplicacdo do enxerto de pele é reestabelecer a barreira cutinea, sobretudo em defeitos que nio
podem ser reconstituidos por justaposicdo direta ou por retalho de pele, devido a sua localizagido (Fowler
2006).

Embora amplamente utilizada em Medicina, a enxertia cutanea tem seu uso limitado em animais
domésticos, pois é necessario que a ferida apresente leito com tecido de granulacdo saudavel, auséncia de
tecido necrotico, infecgdo e corpos estranhos para que se alcance o resultado esperado (Fowler 2006). Em
muitos casos, até que se obtenha o ambiente desejavel para a aplicacdo do enxerto, é necessario o preparo
da ferida para induzir a cicatrizacdo por segunda intencdo, o que requer grande disponibilidade e cuidado
por parte do proprietario além de onerar o tratamento. Portanto, estes fatores podem contribuir para a
diminuicdo da indica¢do da técnica (Miraliakbari & Mackay 2006, Tong & Simpson, 2012).

Tanto a membrana amniética como a laserterapia sdo recursos utilizados em Medicina com
diversas finalidades, entre elas a contribuicdo no processo de cicatrizacio de feridas. A membrana
amnidtica possui caracteristicas unicas quando aplicadas na pele e inclui efeitos antiadesivos, acdo
bacteriostatica, protecdo de feridas, reducdo da dor e alta capacidade de estimular a epitelizacdo. E
utilizada em feridas abertas como ulceras de decubito e feridas cronicas; ferida por queimaduras até
cirurgias reconstrutivas e oncoldgicas (Subrahmanyam 1995, Meller et al. 2000, Lofégo Filho et al. 2006,
Mohammadi et al. 2013). J& o uso do Laser de Baixa Intesidade (LBI) contribui em todas as fases do
processo de cicatrizagdo, agindo de forma diferente em cada uma delas, produzindo efeitos benéficos
como bioestimulagdo, analgesia, efeitos antiexsudativos, anti-hemorragicos, antiinflamatoérios,
antiedematosos, antiespasmoticos e vasodilatadores (Trelles et al. 1989, Posten et al. 2005, Corazza et al.
2007).

Visando a problemaética exposta, este trabalho teve por objetivo comparar o emprego da
membrana amnidtica canina e da fototerapia pelo uso de LBI, como potenciais estimulantes da
cicatrizagdo em enxertos cutianeos aplicados em feridas recém criadas em coelhos, com o intuito de
proporcionar um processo cicatricial mais eficiente e ampliar a aplicabilidade da técnica em casos onde o
leito da ferida é pobre em fornecer boa nutricdo ao enxerto.

MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi conduzida nas dependéncias do Hospital Veterindrio “Governador Laudo Natel” da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV) da Universidade Estadual Paulista “Jdlio de
Mesquita Filho”, CAmpus de Jaboticabal, Estado de Sdo Paulo, sendo realizada segundo os Principios Eticos
de Experimentacdo Animal adotado pelo Conselho Nacional de Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi
aprovada pela Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA/FCAV) sob o protocolo nimero 018677/14.

Selecio do doador da membrana amnidtica. Foram coletas membranas amni6ticas
provenientes de cesariana de um uUnico cdo, fémea, saudavel, multipara, com gestacdo de
aproximadamente 60 dias, e que nio apresentava sinais de distocia de origem materna. Como critérios
para avaliagdo da higidez do paciente foram levados em consideragdo o histdrico, a avaliagdo fisica e os
exames hematolégicos pré-operatérios. A avaliacdo desses pardmetros ndo permitiu a identificacdo de
qualquer evidéncia de doenga concomitante ou antecedentes mérbidos da paciente.
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Coleta e conservacio das membranas amniodticas. A placenta foi obtida de forma estéril
durante o procedimento cirurgico e acondicionada em recipiente estéril com 500 mL de solugao fisiologica
estérill. Em uma capela de fluxo laminar classe II tipo B2, primeiramente a placenta foi lavada em
abundancia, com 1 litro solugdo salina estéril contendo 80 mg/L de gentamicina? para a remocdo de
sujidades e coagulos (Mohammadi et al. 2013). A membrana amniética foi separada do resto da placenta
por dissecacdo com tesoura romba e colocada em discos de papel de nitrocelulose estéril, com a face
epitelial voltada para cima. A membrana amniética foi recortada em varios fragmentos no mesmo
tamanho do disco de papel de nitrocelulose. Na sequéncia, a membrana foi imersa em glicerina 98%3, na
proporgéo de 1:9, e mantida por um periodo de 30 dias antes da sua utilizagio (Barbosa et al. 2013).

Selecdo dos pacientes para o procedimento e protocolo anestésico. Foram utilizados coelhos
da raca Nova Zelandia Branco, adultos, saudaveis, provenientes do Biotério Central da Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” - CaAmpus de Botucatu, e mantidos durante todo o experimento
em gaiolas individuais. O procedimento cirurgico foi realizado em um total de 42 coelhos, que foram
distribuidos em quatro grupos distintos, compostos por 10 coelhos do grupo controle (GC), 12 do grupo
membrana (GM), 10 do grupo laser (GL) e 10 do grupo membrana e laser (GML).

0 protocolo anestésico utilizado continha medicagio pré-anestésica (MPA) composta por
clorpromazina* na dose de 0,5 mg/kg e morfina® 0,5 mg/kg, ambas na mesma seringa, aplicadas por via
intramuscular (IM). Ap6s 20 minutos, foi realizada a indu¢do na mascara com isoflurano®, seguida de
manutenc¢do anestésica inalatéria com 3% de isoflurano diluido em 100% de oxigénio.

Procedimento cirargico. Os pacientes foram devidamente preparados com tricotomia da regido
doadora (RD), localizada na parede lateral do térax direito, e da regido receptora (RR), por¢ao cutianea da
regido craniolateral do terco médio de radio e ulna do membro toracico direito, seguido de antissepsia
prévia e cirurgica ambas com utilizacdo de clorexidine degermante 2% e alcool 70%.

Na RR foi realizada uma incisdo quadrada de pele e subcutineo com lamina de bisturi nimero 15,
utilizando como orientacdo um molde plastico que media 2 x 2 cm. O subcutaneo foi divulsionado de
maneira romba, até que todo o fragmento fosse removido e posteriormente descartado. O mesmo
procedimento foi repetido na RD, entretanto o fragmento foi utilizado como enxerto. Toda a porgao
subcutdnea do enxerto foi removida por divulsdo com tesoura, até que permanecesse somente a derme e
epiderme. Em seguida, foram realizadas pequenas fenestras de forma aleatoria, atravessando o enxerto
completamente, no sentido dorso-ventral ou cranio-caudal de acordo com o crescimento do pelo do
enxerto, com auxilio de lAmina de bisturi nimero 11.

0 enxerto foi posicionado na ferida da RR e suturado junto as bordas utilizando pontos simples
separados e fio de sutura nailon 3-0. A RD foi suturada com pontos em padrdo simples continuo utilizando
nailon 3-0. Uma sequéncia de imagens do procedimento cirtrgico pode ser observada na Figura 1.

Tanto na ferida da RR como da RD foram realizados curativos com bandagem ndo aderente,
composto por gaze estéril umedecida com solucdo fisioldgica e atadura de algodao, fixados com
esparadrapo.

Grupo controle (GC): Os pacientes selecionados para este grupo foram submetidos ao
procedimento cirurgico como descrito anteriormente, com a aplicagdo do enxerto imediatamente apds a
criacdo da ferida sem o tecido de granulagio, ndo sendo utilizado nenhum produto ou técnica que pudesse
estimular o processo cicatricial.

Grupo membrana (GM): Apds a retirada da membrana amniética do interior do recipiente
contendo glicerina 98%, a membrana amniética foi submetida ao processo de hidratacdo em cuba
cirurgica contendo solucgao fisiolégica estéril durante 30 minutos (Barbosa et al. 2013). Uma pequena
amostra do meio de conservacio foi enviada para cultura bacteriana e fingica, para certificar-se de que
ndo havia contamina¢do no meio de conservacdo. Em seguida, a membrana foi recortada do mesmo
tamanho da ferida, 2,0 x 2,0 cm, e foram realizadas pequenas perfuracdes de forma aleatéria com auxilio
de uma agulha tamanho 40x16, para permitir a aderéncia e embebi¢do plasmatica do enxerto (Figura 2).

1 Soro Fisiologico 0,9% Injetavel 500 mL ,Sanobiol®.
2 Geramicina® 80mg/2mlL, Santista.

* Glicerina bi destilada 1000 mL, MSM®,

4 Amplictil® 25 mg/5mL, Hypofarma.

> Dimorf® 10mg, Supera Farma.

® |soforine® 100mL, Cristalia.
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Figura 1. Fotografias do procedimento cirtirgico de enxertia cutdnea em coelhos. A) Demarcagido da
regido doadora (RD) utilizando molde plastico. B) Demarcac¢do da RD (seta vermelha) e regido
receptora (RR) (seta preta). C e D) Incisdo de pele para retirada dos fragmentos cutaneos. E)
Dissec¢do do tecido subcutineo do enxerto. F) Realizacdo de fenestras no enxerto. G)
Colocacdo do enxerto sobre a RR. H) Fixacdo do enxerto no leito receptor com pontos simples
interrompidos (seta preta) e sutura da RD com pontos simples continuos. Jaboticabal, 2015.
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Ap6s o preparo, a membrana foi entdo posicionada na ferida, antes da colocagdo do enxerto, com a
face mesenquimal voltada para o leito da ferida para que ocorresse o estimulo na cicatrizacgio. A fixacio da
membrana foi realizada com pontos simples separados de ancoragem nas quatro extremidades, utilizando
fio poliglecaprona 25, monofilamentoso absorvivel 4-0. O enxerto foi posicionado acima da membrana
como descrito anteriormente no procedimento cirtirgico (Apéndice A).

Figura 2. Fotografia representando o preparo da membrana amniética canina para a aplicagdo na regido
receptora dos coelhos do grupo membrana e grupo membrana e laser submetidos a enxertia
cutanea. A) Notar a realizacdo de perfuragdes realizadas na membrana com agulha 40x16 para
permitir a aderéncia e embebicio plasmatica do enxerto. B) Colocagdo da membrana amnidtica
no leito receptor e sua fixagdo com pontos de ancoragem. Jaboticabal, 2015.

Grupo laser (GL): Os pacientes do grupo laser foram submetidos a laserterapia imediatamente
ap6s o procedimento cirurgico. A ferida foi limpa com solugdo fisiolégica e gaze, e em seguida, foi
removido todo o excesso de umidade também com gaze. Foram escolhidos 12 pontos distintos e pré-
determinados de aplicagdo do laser (Figura 3). Foi utilizado o aparelho de laser Laserpulse Ibramed ®
modelo L42, com caneta de comprimento de onda 660 nandémetros (nm) e 30 mW (megawatt) de
poténcia. A dose do laser utilizada foi de 4 J/cm? em frequéncia continua, durante 8 segundos em cada
ponto pré-determinado.

0 protocolo de laserterapia foi novamente aplicado nos pacientes no 32 e 72 dia de pos-
operatdrio, no momento da troca do curativo, apds a limpeza da ferida.

Grupo membrana e laser (GML): Os pacientes participantes do grupo GML foram submetidos ao
procedimento cirtrgico com a mesma técnica do grupo GM, seguido da aplicacdo do laser assim como
descrito no GL.

Protocolo terapéutico pdés-operatdrio. Todos os pacientes receberam antibioticoperapia e
analgesia no periodo pés-operatdrio, que consistiu na administracido de enrofloxacina? (5 mg/kg a cada 12
horas, por via subcutanea) e cloridrato de tramadol® (3 mg/kg a cada 12 horas, por via subcutanea),
ambos durante 5 dias seguidos. Também foi administrado meloxican® 0,1 mg/kg, por via subcutanea, a
cada 24 horas nos trés primeiros dias do pés-operatério.

Os curativos foram trocados no 32 e 72 dia da cirurgia em todos os grupos de tratamento, sendo
nos grupos GL e GML realizados antes da sessdo de laserterapia. A ferida cirdrgica foi lavada gentilmente
com solucdo fisiolégica estéril e as sujidades removidas com auxilio de gaze também estéril. O curativo foi
refeito da mesma forma que no periodo pés-operatério imediato.

’ Chemitril Injetavel 2,5%®, Chemitec.
® Tramal® ampola 50 mg/mlL, Searle
® Maxican® 2%, Ourofino



Figura 3. Figuras demonstrando a técnica de laserterapia aplicada no enxerto cutaneo dos coelhos do
grupo laser (GL) e do grupo membrana e laser (GML). A) Representa¢do esquematica das areas
pré-determinadas para a aplicacdo da laserterapia (circulos vermelhos) na area adjacente ao
enxerto cutaneo (seta preta) dos coelhos do GL e do GML. B) Fotografia representando a
aplicacdo da laserterapia em enxerto cutineo no momento pés-operatdrio imediato em um
coelho do GL. Jaboticabal, 2015.

Avaliacao fisica e macroscopica. A avaliagdo fisica foi realizada por meio de analise
macroscopica seguindo o preenchimento de um questionario que continha os seguintes parametros:
presenca de edema, coloracdo do enxerto e presenca e aspecto da secrecdo na ferida. A avaliacao foi
realizada por um avaliador tnico, as cegas, no 3¢, 72 e 152 dia do pés-operatdrio (Apéndice B).

O enxerto era classificado como edema ausente (EAUS) quando nenhuma tumefa¢do do tecido
adjacente a area do enxerto era notado; edema moderado (EMOD) quando havia tumefagido devido ao
acimulo de liquido intersticial em alguma porg¢ido da drea do enxerto; e edema intenso (EINT) quando
toda a area do enxerto apresentava tumefacgdo.

0 parametro de coloracdo do enxerto foi classificado em trés diferentes categorias, sendo
coloracdo do enxerto résea (CEROS) quando a maioria da area do enxerto apresentava coloracao
semelhante ao tecido normal; coloracdo do enxerto palida (CEPAL) quando a maioria da area do enxerto
apresentava cor esbranquicada; e coloracdo do enxerto escura (CEESC) quando a maioria da area do
enxerto apresentava areas enegrecidas.

Ja em relacdo a quantidade de secrecdo do enxerto, este parametro poderia ser ausente (QSAUS)
quando nenhuma secrecdo era notada; moderado (QSMOD) quando em alguma porg¢do do enxerto havia a
presenca de secrecdo; e intenso (QSINT) quando toda a area do enxerto apresentava algum tipo de
secrecao.

Além dos trés parametros citados, o avaliador ainda podia fazer observagdes sobre presenca de
tecido desvitalizado, deiscéncia de sutura e aspecto da secre¢do presente, caso fosse necessario.

Procedimento de eutanasia dos pacientes. No 152 dia de pds-operatério os pacientes foram
anestesiados com propofol (dose-resposta) e, quando se certificava da auséncia de reflexos corneal e
pupilar, foi realizada a aplicagdo de 20 mL de cloreto de potassiol? por via endovenosa para a indugio de
assistolia.

Processamento das amostras. Os fragmentos de pele enxertados foram totalmente removidos
por meio de incisdo abrangendo uma pequena porc¢ao de pele ndo enxertada, seguido por dissecacdo
(Apéndice C). As amostras foram armazenadas em formol 10% na propor¢do 1:9, por 48 horas e
transferidas para solugio de alcool 70% até o momento do processamento.

As amostras foram entdo inclusas em parafina e submetidas a cortes transversais de 4p
(micrometros) em micrétomo. Apds o preparo das laminas, estas foram coradas com hematoxilina e
eosina (HE) e Tricémico de Masson (TM).

% Cloreto de potassio 19,1%, Euquiplex®.
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Avaliacdo microscépica. As laminas coradas com HE foram utilizadas para avaliagdo de
parametros como presenca de inflamacdo, reepitelizacdo, integragido da pele com o enxerto e presenca de
necrose. As avaliagdes foram realizadas por avaliador tnico, as cegas, em microscopio Nikon® E200
utilizando objetivas de 4x, 20x e 40x, sequencialmente. (Apéndice D).

A analise consistiu no preenchimento de uma ficha contendo os parametros a serem avaliados. A
inflamacao foi classificado como ausente (IA) quando células inflamatérias, como heteréfilos e linfécitos,
ndo eram visualizadas no campo 6ptico; inflamacao discreta (ID) quando as células inflamatérias eram
evidenciadas de forma isolada, possibilitando distinguir areas livres de infiltrado inflamatério; inflamagao
moderada (IM) quando as células inflamatérias apareciam com maior frequéncia, constituindo agregados
densos, mas possibilitando visualizar areas livres de infiltrado; e acentuada (IAC), quando as células foram
evidenciadas com grande frequéncia, constituindo agregados densos e justapostos, sem areas livres de
infiltrados.

A relagdo entre o enxerto e a pele foi classificada como integra (RELI) quando o enxerto
encontrava-se totalmente integrado e conectado a ferida; e degenerado (RELD) quando a maior parte do
enxerto estava desinserido de derme superficial.

A reepitelizagdo do enxerto foi classificada como ausente (REEA), quando ndo havia epitélio no
campo 6ptico; discreto (REED) quando a epitelizacdo aparecia de forma incompleta, entretanto a drea nio
reepitelizada era predominante; moderada (REEM) quando a epitelizacdo aparecia de forma incompleta,
entretanto a drea reepitelizada era predominante; acentuada (REEAC), quando a reeptelizacdo era
visibilizada de forma completa sobre o tecido conjuntivo.

A presenca de necrose no tecido enxertado foi classificada como ausente (NA) quando as células
do enxerto em sua totalidade ndo apresentavam sinais como picnose nuclear, cariolise e eosinofilia do
citoplasma; discreta (ND) quando os sinais de necrose das células do enxerto estavam presentes de forma
isolada; moderada (NM) quando estes sinais ocorriam de forma multifocal; e acentuada (NAC) quando em
toda a extensdo do enxerto era possivel visibilizar sinais de necrose celular.

Para a avaliacdo de formagdo de colageno e tecido de granulagdo, as amostras foram coradas com
Tricomico de Masson. Em seguida, foram realizadas fotomicrografias de toda a extensdo do enxerto
utilizando o software Motic Image-Pro Plus 2.0 ML, na objetiva de 4x. De forma aleatéria, foram escolhidos
trés campos fotografados para a quantificacio da area de formacdo do colageno dentro do local do
enxerto, utilizando o software analisador de imagens Image-Pro Plus 4.0® (Figura 4).

Figura 4. Imagem representativa da analise de imagem da area de formacdo de coladgeno e tecido de
granulacdo em enxerto cutaneo em coelhos do grupo laser. Foi utilizado o software Image-Pro
Plus 4.0® para a analise em porcentagem de area. A por¢ao em vermelho representa o coladgeno,
e a parte amarela a epiderme. Jaboticabal, 2015.
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A area de formacdo do colageno e do tecido de granulacdo era dada em porcentagem pelo
software e entdo dividida em trés categorias: colageno discreto (CD) de 0 a 33%; colageno moderado (CM)
de 34 a 66%); e colageno acentuado (CAC) de 67 a 100% de area correspondente a formacgdo do colageno e
do tecido de granulacao.

Andlise estatistica. Os resultados obtidos foram submetidos a analises de correspondéncias
simples e multipla. As andlises foram processadas no software Statistica, versdo 7 (StatSoft, 2004)
utilizando para isso a tabela de Burt X'X onde X é a matriz original de valores auséncia-presenca para cada
categoria. As correspondéncias obtidas foram as referéncias para avaliar os efeitos dos tratamentos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Analise macroscoépica

Apds andlises dos dados obtidos por meio da avaliagdo macroscopica dos enxertos cutaneo, foi
possivel observar que, de modo geral, os pacientes dos grupos onde a membrana amnidtica foi utilizada
com o intuito de estimular a reepitelizacdo (GM e GML) apresentaram evidéncias de reacdo inflamatéria
acentuada, falha de integracdo do enxerto e consequente coloracido escura do mesmo (Figura 5). Os
pacientes do grupo GC ndo receberam nenhum adjuvante ao longo do tratamento e, como resultado final,
0 enxerto ndo integrou ao leito receptor na maioria dos casos (Figura 5). Os pacientes do grupo GL
apresentaram o melhor aspecto do enxerto no ultimo dia de avalia¢do, além da auséncia de sinais de
inflamacdo (Figura 5).

Por meio da andlise de correspondéncia multipla entre todos os grupos de tratamento (GC, GM, GL
e GML), nio foi possivel identificar a existéncia de um processo que houvesse alguma associacdo entre si.
Entretanto, apos a aplicagdo da andlise de correspondéncia simples, alguns processos foram identificados
separadamente em cada grupo.

Correspondéncia significativa (p<0,01) entre CEPAL 7 e EMOD 15 e, entre CEPAL 15 e EMOD 15
foram notadas no GC. Outra correspondéncia significativa (p<0,05) entre CEPAL 7 e QSMOD 15 também
foi observada (Figura 6).

Como atributo conceitual, o enxerto ndo possui suprimento sanguineo auténomo, fato este que
torna a sua integracgio na area reparada dependente de fatores que contribuam para o processo cicatricial
(Andreassi et al. 2005, Miraliakbari & Mackay 2006). Nos pacientes do grupo GC, o enxerto foi aplicado na
ferida imediatamente apos esta ter sido criada. Portanto, infere-se que o leito receptor, constituido neste
caso de tecido muscular sem granulacdo e de tenddes, ndo proporcionou suprimento sanguineo adequado
pois foi observado coloragio palida do enxerto nos dias 7 e 15 do p6s-operatdrio. O processo cicatricial do
enxerto é correspondente ao que ocorre em uma ferida, desta forma, clinicamente o enxerto inicialmente
possui uma coloragdo palida e branca, entretanto quando ocorre completa vascularizacao entre o 52 e 79
dia, hd uma modificacdo para cor résea, o que confirma a integracao do enxerto (Andreassi et al. 2005).



32

3° dia 7° dia

\ I R ~.
) Tti-‘i
G " :' Lt
et %,
() ‘4’ ! ;
A B

15° dia

Figura 5. Fotografias ilustrativas de enxertos cutdneos em coelhos dos diferentes grupos de tratamento,
durante os trés momentos distintos da avaliagido macroscépica. A) Aparéncia macroscépica do
enxerto no 32 dia de pds-operatoério (PO) de coelho do grupo controle (GC). B) 72 dia de PO do
grupo GC. C) 152 dia de PO do grupo GC, observa-se area de necrose (seta) e integracdo parcial
do enxerto (circulo). D) 32 dia de PO do grupo membrana (GM). E) 72 dia de PO do grupo GM. F)
152 dia de PO do grupo GM, observar secregdo purulenta (seta). G) 32 dia de PO do grupo laser
(GL). H) 72 dia de PO grupo GL. I) 152 dia de PO do grupo GL, notar integracao total do enxerto.
]) 32 dia de PO do grupo membrana e laser (GML). K) 72 dia de PO de coelho do grupo GML,
observar area de necrose (seta). L) 152 dia de PO grupo GML, drea de necrose (seta).

Jaboticabal, 2015.
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Figura 6. Mapa perceptual resultante da andlise de correspondéncia simples da avaliagdo macroscoépica
da enxertia cutanea dos pacientes do grupo controle (GC). Os parametros presentes dentro do
circulo apresentaram associacdo estatisticamente significativa, e os dentro dos retangulos
embora houvesse associa¢do, ndo foram significativas. Legenda: edema ausente (EAUS); edema
moderado (EMOD); edema intenso (EINT); coloracdo do enxerto palida (CEPAL); coloracao do
enxerto rosea (CEROS); coloracdo do enxerto escuro (CEESC); quantidade de secrecdo ausente
(QSAUS); quantidade de secrecdo moderada (QSMOD); quantidade de secrecdo intensa
(QSINT). Os numeros 3, 7 e 15 correspondem aos dias das analises macroscdpica. Jaboticabal,
2015.

Tong e Simpson (2012) relatam boa resposta clinica em enxertos aplicados em feridas criadas
imediatamente apds a sua criacdo em porgio distal de membro de cdes submetido a excisdo tumoral.
Entretanto, trata-se de um estudo retrospectivo de apenas 7 casos clinicos, onde diversos fatores podem
ter interferido como status clinico dos pacientes, tipo da neoplasia e localiza¢do da lesdo. Além disso, o fato
de tratar-se de um estudo retrospectivo acaba interferindo na padronizacdo da técnica aplicada, assim
como a avaliagado criteriosa da evolugio da ferida.

Os eventos CEPAL 7, QSMOD 15 e EMOD 15 estdo associados, ou seja, a ocorréncia de um fator é
dependem de outro correspondente. Tal fato indica a presenca de reagdo inflamatéria no 152 dia do
processo de cicatriza¢do, associado ao fato de que também ndo houve adequada nutricdo do enxerto no
grupo GC, a reacdo inflamatéria neste caso pode ser relacionada a tentativa de degradagdo do enxerto
desvitalizado. Miraliakbari e Mackay (2006) apontam dentre as principais falhas na integracdo do enxerto
a baixa capacidade do leito receptor em nutrir o enxerto, como observado no grupo GC. Além disso, é
possivel inferir que neste caso houve também um atraso na cronologia dos eventos da cicatrizagio, pois
elementos como secrecdo e edema niao deveriam estar presentes no 152 de um processo normal de
cicatrizacao.

As outras correspondéncias encontradas dentro dos grupos GM, GL e GML sdo fracas e sem
significancia. Entretanto, uma observacdo frequente foi a presenca de grande quantidade de secrecdo
purulenta associada a presencga de tecido desvitalizado no 152 do pés-operatério nos grupos GM e GML.
Miraliakbari e Mackay (2006) relatam que qualquer obstaculo entre o enxerto e o leito receptor pode
resultar em falha na sua integracdo, o que pode ter ocorrido no caso dos grupos GM e GML devido a
presenca da membrana amniética. Além disso, a presenca de secregdo purulenta pode indicar infec¢do da
ferida provavelmente devido a intensa rea¢do inflamatéria que propiciou a contaminagio, ja que a cultura
bacteriolégica do meio de conservacdo da membrana foi negativa.

Em relacdo a presenca de edema no enxerto, a sua quantidade foi menor quando comparou-se a
primeira avaliacdo (dia 3) e a ultima (dia 15), em todos os grupos (Figura 7). Tal achado é bastante
consistente com a fisiologia da cicatrizagdo do enxerto, onde inicialmente na fase de embebicao plasmatica
ha um acumulo de liquido intersticial que ird nutrir o enxerto e provocar uma rea¢io edematosa que
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atingira seu pico em 48 a 72 horas, com diminui¢ao a partir do momento que a nutrigdo passa ser suprida
pelos neovasos (Chick 1988, Andreassi et al. 2005, Hierner et al. 2005, Pavletic 2007).
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Figura 7. Média percentual da quantidade de edema no enxerto cutineo em coelhos, na avaliacio
macroscopica nos dias de avaliagdo 3, 7 e 15, dos quatro grupos de tratamento. Legenda:
edema ausente (EAUS); edema moderado (EMOD) e edema intenso (EINT); grupo controle
(GC); grupo membrana (GM); grupo laser (GL); grupo membrana e laser (GML). Jaboticabal,
2015.

Ja em relacdo a coloracdo do enxerto, o que chamou atenc¢do foi a grande predominancia de
enxertos roseas do grupo GL no 152 dia pés-operatério, e da coloragdo escura para os grupos GM e GML
também no mesmo periodo (Figura 8). Entretanto, observou-se também que a maioria dos enxertos no
grupo GL permaneceu com a coloragdo réosea desde a primeira avaliagio, ou seja, a partir do 32 dia do pos-
operatdrio. Este achado pode sugerir que a laserterapia acelerou o processo de vascularizacao do enxerto
por meio da modulacdo celular causada pelos seus efeitos, o que corrobora com diversos estudos, pois
nesta fase ainda esperava-se que enxerto estivesse palido (Andreassi et al. 2005, Posten et al. 2005,
Corazza et al. 2007).

A quantidade de secre¢do aumentou levemente entre os periodos de avaliacdo, ficando um pouco
mais evidente este aumento para os grupos GM e GML, provavelmente devido a maiores reacdo
inflamatoéria, como ja discutido acima (Figura 9).

Analise microscépica

Por meio da analise microscépica das amostras foi possivel observar um processo cicatricial mais
eficiente nos pacientes do grupo GL quando comparado aos outros grupos de tratamento, onde na maioria
das amostras, observou-se intensa integracdo do enxerto a derme, reepitelizacdo acentuada e escassas
células inflamatoérias no local do enxerto (Figura 10).
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Figura 8. Média percentual da coloracdo do enxerto cutaneo em coelhos, na avaliacio macroscopica nos
dias de avaliacdo 3, 7 e 15, dos quatro grupos de tratamento. Legenda: coloracdo palida
(CEPAL); coloragdo roésea (CEROS); coloracdo escura (CEESC); grupo controle (GC); grupo
membrana (GM); grupo laser (GL); grupo membrana e laser (GML). Jaboticabal, 2015.

Quantidade de secre¢ao no enxerto (%)

120% - MGC ®wGM wGL uGML

100% =
80% - =

60%

40%

0% + e - T ——

(QSAUS QSMOD  QSINT =~ QSAUS  QSMOD | QSINT .IQSAUS QSMOD  QSINT

Dia 3 Dia 7 Dia 15

Figura 9. Média percentual da quantidade de secrecdo no enxerto cutaneo em coelhos, na avaliagdo
macroscopica nos dias de avaliagdo 3, 7 e 15, dos quatro grupos de tratamento. Legenda:
quantidade de secrecdo ausente (QSAUS); quantidade de secrecdo moderada (QSMOD);
quantidade de secre¢do intensa (QSINT); grupo controle (GC); grupo membrana (GM); grupo
laser (GL); grupo membrana e laser (GML). Jaboticabal, 2015.



Figura 10. Fotomicrografia de pele de coelho submetido a técnica de enxertia. A) Area de transigio
(pontilhado) entre a epiderme original (estrela vermelha), com os anexos cutaneos (*) e o
segmento reepitelizacdo (seta vermelha) associada a prolifera¢do de coldgeno (estrela preta).
Na superficie epidermal verifica-se o enxerto desvitalizado e ndo integrado a regido receptora
(setas pretas / grupo controle). B) Derme superficial com acentuado infiltrado inflamatdrio
(cabeca de seta), foco de reepitelizagdo parcial (seta vermelha) e presenca de enxerto
degenerado (setas pretas) e ndo integrado a derme (seta azul / grupo membrana). C)
transicao (pontilhado) entre a pele original (estrela vermelha) e area de reepitelizagao (seta
vermelha), com integragcdo completa do enxerto cutdneo (estrela preta / grupo laser). D)
reepitelizacdo completa da pele (seta vermelha), sem integracdo do enxerto que encontra-se
degenerado (setas pretas / grupo membrana e laser). Objetiva de 4%, coloracdo hematoxilina
e eosina. Jaboticabal, 2015.

0 contrario foi observado nos pacientes dos grupos GM e GML, onde aparentemente a presenga da
membrana amnioética parece ter induzido resposta inflamatéria bastante consistente na regido adjacente a
membrana e ao enxerto (Figura 11). Ja os enxertos do grupo GC, embora ndo tenham apresentado uma
interacdo inflamatoéria tdo evidente, ndo tiveram boa integracdo do enxerto a derme superficial, assim
como as areas presentes de reepitelizacdo eram apenas parciais (Figura 12).

Apés a aplicagdo da andlise de correspondéncia multipla com os resultados de todos os
tratamentos, foi possivel a identificacdo de trés grupos de categorias contendo correspondéncias
especificas em cada grupo. O primeiro grupo diz respeito a presenca de IAC, NAC, REED, REEA e RELD.
Esta correspondéncia esteve presente no grupo GM e no GML e ausente no GL (Figura 13), sendo
estatisticamente significativa (p<0,05) (Tabela 1).

O fato de estas correspondéncias estarem presentes nos grupos GM e GML demostram de forma
clara que a presenca da membrana amniotica impediu a integracdo do enxerto ao leito receptor. Dentre as
principais propriedades da membrana amnidtica estdo a sua baixa imunogenicidade, agdes
antiinflamatoéria e antibacteriana, além de promover estimulo a epitelizacdo (Toda et al. 2007, Niknejad et
al. 2013), entretanto estes fatores ndo foram observados em nosso estudo, sendo possivel afirmar que
houve rejeicdo acentuada desta membrana biolégica.
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Figura 11. Fotomicrografia de pele de coelho submetido a técnica de enxertia. A) Notar a presenca da
membrana amniética (seta) entre o enxerto (cabeca de seta) e a regido receptora (estrela /
grupo membrana). Objetiva 4x. B) Presen¢a da membrana amnidtica (seta) induzindo intensa
resposta inflamatoria (estrelas / grupo membrana). Objetiva de 20%, coloracdo hematoxilina e
eosina. Jaboticabal, 2015.

Figura 12. Fotomicrografia de pele de coelho submetido a técnica de enxertia. A) Area de transigdo onde o
enxerto ainda estd integrado a pele, embora necroético (estrela). Ha area de tecido de
granulacdo e drea com reepitelizacdo parcial (cabeca de seta). B) Presenca de inflamacdo
moderada, junto a drea em que houve reepitelizacdo parcial (estrela). Observar que a area
onde o enxerto esta integrado ndo ha reepitelizacdo (cabeca de seta / grupo controle).
Objetiva de 4x, coloragao hematoxilina e eosina. Jaboticabal, 2015.

A caracteristica da baixa imunogenicidade da membrana amniética foi fator crucial para a escolha
do modelo xenégeno neste estudo. Diversos estudos demonstram sucesso na utilizacdo do amnion em
modelo xen6geno, como o uso de membrana amniética humana em ratos e coelhos, utilizagdo da
membrana amnidtica equina em cdes, entre outras combina¢des (Robson & Krizek 1972, Barros et al.
1998, Koizumi et al. 2000, Kubo et al. 2001, Nakamura et al. 2003). A indicacdo do uso xendgeno da
membrana amniética é comum, e correlacionada as caracteristicas proprias do seu papel de impedir com
que o feto seja rejeitado durante seu desenvolvimento (Kubo et al. 2001). Contudo, o modelo da aplicacdo
da membrana amnidtica canina em coelhos nio tinha sido realizado anteriormente, criando desta forma a
necessidade de investigacdes para elucidar se existe algum tipo rejeicdo imunolégica entre as espécies,
fato que talvez justificasse os resultados encontrados neste trabalho.
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Subrahmanyam (1995) utilizou a membrana amniética colocada acima de microenxertos
cutaneos para o tratamento de feridas abertas em humanos, e observou epitelizacdo cutanea precoce e
menor tempo de cicatrizagcdo. Em nosso estudo, a membrana foi colocada entre o enxerto e a derme, com a
face epitelial voltada para o enxerto e a face mesenquimal voltada para a ferida, com o intuito de estimular
a epitelizacdo. Entretanto, sabe-se que alguns efeitos da membrana amniética sdo dependentes de qual
face esta é aplicada, sendo assim, o enxerto pode ter necrosado, pois a face epitelial a qual o mesmo se
encontrava em contato, possui potencial antiangiogénico, ao contrario da face mesenquimal que possui
efeitos de neoangiogénese (Niknejad et al. 2013).

0 segundo grupo de categorias identificou uma correspondéncia especifica ao grupo GL, onde
houve correspondéncia entre 1A, NA, REEAC e RELI (Figura 13). Esta segunda associacdo é o oposto da
observada na primeira descrita e foi estatisticamente significativa entre IA e NA para p<0,10, e para as
demais associa¢des foi p<0,05 (Tabela 1). O terceiro grupo de categorias envolveu a correspondéncia
entre a ND, NM e REEM (Figura 13), entretanto esta relagdo ocorre independente das duas primeiras e é
estatisticamente significativa para p<0,10 (Tabela 1).
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Figura 13. Mapa perceptual resultante da andlise de correspondéncia multipla dos achados microscépicos
entre todos os grupos de tratamento do enxerto cutdneo em coelhos. Legenda: inflamagao
ausente (IA); inflamacgao discreta (ID); inflama¢do moderada (IM); inflamagdo acentuada (IAC);
relacdo enxerto x pele integro (RELI); relagdo enxerto x pele degenerado (RELD);
reepitelizacdo ausente (REEA); reepitelizacdo discreta (REED); reepitelizacdo moderada
(REEM); reepitelizacdo acentuada (REEAC); necrose ausente (NA); necrose discreta (ND);
necrose moderado (NM); necrose acentuada (NAC); formacdo de colageno discreta (COLD);
formacdo de colageno moderada (COLM); formacdo de coldgeno acentuada (COLAC).
Jaboticabal, 2015.

Os processos envolvidos na estimulagio da irradiagdo luminosa ainda ndo sdo estabelecidos por
completo. Entretanto, sabe-se que os resultados da interacdo do laser com a matéria podem ser elucidados
pela observacao de efeitos bioquimicos, bioelétricos e bioenergéticos (Rocha 2004). No passado, era
possivel afirmar que estes efeitos estimulatdrios eram justificados por meio de reagdes de fotobioativagao
e bioestimulacdo. Entretanto ap6s a observacdo também de efeitos inibitérios, o termo biomodulagao
passou traduzir de forma mais veridica os mecanismos até entdo conhecidos no uso da LBI (Schindl et al.
2000, Lucas et al. 2002).

Os efeitos clinicos da aplicagdo da LBI na modulagdo de processos cicatriciais sdo motivo de
numerosas discussdes. Lucas et al. (2002) realizaram uma revisdo sistematica de 36 estudos com
resultados positivos e negativos do uso da LBI tanto em modelos experimentais in vivo como in vitro.
Como conclusdo, os autores ndo indicam o uso deste tipo de fototerapia como tratamento adjuvante no
manejo de feridas, pois ndo ha evidéncias suficientes para fundamentar a sua aplicagdo. Whinfield e
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Aitkenhead (2009) em estudo similar ressaltam a escassez de conhecimento dos mecanismos de acao e
falta de padronizagdo para o uso terapéutico da técnica, o que resultou também na nio indicacdo do uso
da LBI pelos autores. Contudo, nossos achados contrariam estes autores e mostram uma melhora evidente
da cicatrizagdo do enxerto quando a LBI foi utilizada de forma isolada (grupo GL) e corrobora com estudos
que demonstraram a capacidade do laser na bioestimulacdo de feridas causadas experimentalmente em
coelhos e ratos (Peplow et al. 2010).

Tabela 1. Matriz de correspondéncias entre as categorias analisadas dos achados microscépicos entre
todos os grupos de tratamento do enxerto cutdneo em coelhos. Os valores em vermelho
representam significancia de p<0,05, e em azul para p< 0,10. Legenda: inflamacado ausente (1A);
inflamac¢do discreta (ID); inflamacdo moderada (IM); inflamacdo acentuada (IAC); relacao
enxerto x pele integro (RELI); relacdo enxerto x pele degenerado (RELD); reepitelizacdo
ausente (REEA); reepitelizacdo discreta (REED); reepitelizagio moderada (REEM);
reepitelizacdo acentuada (REEAC); necrose ausente (NA); necrose discreta (ND); necrose
moderado (NM); necrose acentuada (NAC); formacgao de colageno discreta (COLD); formagao de
colageno moderada (COLM); formacgido de colageno acentuada (COLAC). Jaboticabal, 2015.

1A D M IAC RELI RELD REEA REED REEM REEAC NA ND NM NAC coLb coLm
1A
ID -1,19523
M -0,75593 -1,46385
IAC -1,27242 -2,46403 -1,55839
RELI 1,3159 1,12122 0,48349 -1,97875
RELD -1,38013 -1,17595 -0,50709 2,07533 -3,23669
REEA -0,43644 0,33806 -0,53452  0,2117 -1,02353 1,07349
REED -1,1127 -1,22654 -0,62897 2,06553 -2,60951 2,73687 -0,7868

REEM -0,61721 -0,35857 0,56695 0,29939 -0,75664 0,79358 -0,43644 -1,1127
REEAC  1,22263 0,97197 0,39406 -1,74017 257922 -2,70511 -1,04654 -2,66815 -1,48003

NA 1,62838 0,85003  0,7804 -2,05197 255096 -2,67547 -0,95119 -2,42507 -1,34519 2,66466

ND -0,43644 0,33806 -0,53452  0,2117 0,93048 -0,9759 -0,30861 -0,7868 1,85485 -0,091 -0,95119

NM -0,43644 0,33806 1,33631 -0,89974 -0,04652  0,0488 -0,30861 -0,7868 1,85485 -0,091 -0,95119 -0,308607

NAC -1,34519  -1,0694 -1,04053  2,2752 -2,83776 297626 1,15144 2,93561 0,1416 -2,60561 -2,93176 -0,95119 -0,95119

COLD  -0,69007 0,16036 -0,84515  0,6862 -1,00043 1,04926 -0,48795 0,36364 0,75907 -0,44605 -0,17414 -0,48795 -0,48795 0,49077
coLm 0,40119 -0,31076 -0,83152  0,5913 -0,02632  0,0276 -0,17457 0,45364 0,40119 -0,45688 -0,68675 0,741941 0,741941 0,20532 -1,72516
COLAC -0,13363 0,34503 1,74574 -1,29641 0,68376 -0,71714 0,56695 -0,8895 -1,06904 0,94737 1,10365 -0,755929 -0,755929 -0,61314 -1,19523 -2,67261

Por meio da andlise de fatores e aplicacdo do teste de Fisher foi possivel observar que a presenga
de necrose, relagao pele e enxerto, e inflamagdo ocorrem inversamente a reepitelizagdo. Nos grupos GM e
GL estes padroes foram opostos, sendo no GL a média geral maior e positiva, e nos grupos GC e GML estes
fendmenos ndo estavam presentes. Como p<0,05 rejeita-se Ho e admite-se entdo que os tratamentos GM e
GL diferem entre si (Tabelas 2). Logo, é possivel afirmar que em nosso estudo, quanto maior a quantidade
de necrose, mais degenerado o enxerto estara, e também serd maior a quantidade de inflamacdo presente
(Figura 14). Este fato ocorreu no grupo GM, onde a maior parte da inflamagdo era constituida de
heteroéfilos, na maioria das vezes préximo ao enxerto, e de linfdcitos, localizados principalmente ao redor
da membrana amniética.

Tabela 2. Teste de comparag¢des multiplas de médias (LSD - Fisher) entre todos os tratamentos da
enxertia cutdnea em coelhos. Legenda: grupo controle (GC); grupo membrana (GM); grupo
laser (GL); grupo membrana e laser (GML). Jaboticabal, 2015.

Tratamento Média

GM -0,949181 B
GML -0,067847 A
GC 0,215790 A
GL 0,991074 C
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Figura 14. Média percentual dos parametros da avaliacdo microscopica em cada grupo de tratamento dos
coelhos submetidos a enxertia cutanea. Legenda: inflamacgdo ausente (IA); inflamacdo discreta
(ID); inflamagdo moderada (IM); inflamacdo acentuada (IAC); relacdo enxerto x pele integro
(RELI); relacdo enxerto x pele degenerado (RELD); reepitelizacdo ausente (REEA);
reepitelizacdo discreta (REED); reepitelizacdo moderada (REEM); reepitelizacdo acentuada
(REEAC); necrose ausente (NA); necrose discreta (ND); necrose moderado (NM); necrose
acentuada (NAC); formagdo de coldgeno discreta (COLD); formacdo de colidgeno moderada
(COLM); formacdo de colageno acentuada (COLAC); grupo controle (GC); grupo membrana
(GM); grupo laser (GL); grupo membrana e laser (GML). Jaboticabal, 2015.

Um fator que pode ser ligado ao insucesso no tratamento do grupo GM, se da pela barreira fisica
criada pela membrana amnidtica que pode ter impedido a nutricdo do enxerto que encontrava-se acima
desta. Entretanto, esta barreira deveria somente provocar a necrose do enxerto e sua falha na integracdo,
mas ndo se esperava que houvesse também a falha da reepitelizacdo da ferida. Segundo estudos, em casos
onde a membrana amniética é utilizada para cobrir determinada area e posteriormente ser removida ou
desprender por si mesma da ferida, esta ird exercer a funcdo de bandagem, permitindo que a
reepitelizacdo ocorra abaixo dela (Dua et al. 2004). Ademais, a membrana também pode ser utilizada
como enxerto, neste caso existe uma incorpora¢do ao tecido hospedeiro e a membrana passa a servir
como uma estrutura para o transplante celular e consequente epitelizacao (Nakamura et al. 2003, Dua et
al. 2004). Com isso, é possivel deduzir que a falha da reeptelizacdo tenha ocorrido devido a presenca do
processo inflamatoério intenso no grupo GM.

Os efeitos de estimulacdo cicatricial causados pela LBI ao notar auséncia de necrose, escassez de
inflamacdo e presenca de integracio do enxerto a derme foram correlacionados a acentuada
reepitelizacdo nos pacientes do grupo GL, corroboram com estudos que também demonstraram
incremento no processo cicatricial quando a LBI foi utilizada (Araujo et al. 2007, Gongalves et al. 2007,
Peplow et al. 2010). Entretanto, nos pacientes do grupo GML, a laserterapia nao foi eficaz para promover
resultados semelhantes como os encontrados no grupo GL, embora estes achados também ndo tenham
sido extremos como no caso do grupo GM. Desta forma, podemos inferir que o LBI proporcionou
biomodulagio celular no leito da ferida, mas ndo o suficiente para promover a integracdo do enxerto no
grupo GML, provavelmente pela presenca da membrana amnioética.

Em nosso estudo, a formagao de colageno e de tecido de granulagdo ndo dependeu dos outros
fatores analisados como inflamacdo, necrose, integridade do enxerto e reepitelizagdo e também ndo foi
diferente em termos de quantidade entre os grupos de tratamento (Figura 14). Entretanto, foi observado
que no grupo GL, o coldgeno formado era predominantemente maduro e estruturado enquanto este era
mais jovem e desorganizado no grupo GC (Figura 15). Esta observa¢do demonstra uma diferenca de fases
no processo de cicatriza¢do entre os grupos, uma vez que a analise do colageno e do tecido de granulacdo
foi realizada no mesmo momento em todos os tratamentos. O coldgeno tem papel fundamental na
arquitetura tecidual, na resisténcia dos tecidos e em uma ampla variedade de interag¢des celulares (Rocha
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2004). Este achado reforca a hipdtese de que a LBI de certa forma acelerou o processo de cicatrizacdo nos
pacientes do grupo GL, corroborando com outros estudos (Araujo et al. 2007, Gongalves et al. 2007,
Peplow et al. 2010).

N

Figura 15. Fotomicrografia de pele de coelho submetido a técnica de enxertia. A) Area de intensa
formacdo de colageno jovem abaixo da area de reepitelizagdo (estrela) em contraste com area
do epitélio original, apresentando coldgeno maduro (cabega de seta / grupo controle). B)
Area onde a formagédo de colageno ocorreu pobremente devido a intensa inflamagio local
(cabeca de seta / grupo membrana). C) Presenca de formacdo de colageno maduro e
estruturado com areas de inflamagio discreta (cabega de seta / grupo laser). D) Area abaixo
do epitélio reepitelizado, onde a formacdo de colageno foi discreta (tridngulo / grupo
membrana e laser). Objetiva de 4x, coloracdo Tricomico de Masson. Jaboticabal, 2015.

A associacdo dos dados das andlises macro e microscopicas permitiu a comparacio entre as
técnicas adjuvantes testadas na epitelizagdo de enxertos cutdneos em coelhos, onde a laserterapia
promoveu excelente integracdo do enxerto e acelerou as fases do processo cicatricial. J4 em relagdo a
membrana aminiética, mais estudos devem ser feitos no intuito de investigar uma potencial rejeicao
imunolégica entre as espécies estudas, pois esta terapia adjuvante nio foi eficaz.

CONCLUSAO
A utilizacio do enxerto cutdneo em coelhos imediatamente apds a criagio da ferida a ser reparada
necessita de técnica adjuvante para estimular a sua integracdo, pois o leito sem tecido de granula¢ido nido
proporcionou adequada vascularizacdo ao enxerto. Dentre as técnicas testadas, a laserterapia foi a Uinica
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efetiva, contribuindo para o processo cicatricial e integracdo do enxerto. J4 a membrana amniética canina
ndo deve ser utilizada para este fim, pois provoca intensa reacgio inflamatoéria além de impedir a nutri¢do
do enxerto.
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Apéndice A. Esquema representativo da colocagdo da membrana e do enxerto na area da ferida. A porgdo
azul representa a ferida, seguida do posicionamento da membrana (verde) e da colocagio do
enxerto cutaneo (azul claro, pontos pretos). Jaboticabal, 2015.

Avaliagao Macroscépica dos Enxertos

Dia da avaliacao

N. Coelho

Dia da cirurgia

Edema Quantidade da Secregao
Ausente Ausente
Moderado Moderado
Intenso Intenso

Coloragao do enxerto

Palido

Roésea

Escuro

Anotar sobre presenca de tecido desvitalizado, deiscéncia de sutura e aspecto

da secrecgao

Obs:

Apéndice B. Ficha de avaliacdo macroscépica da ferida contendo os parametros a serem analisados pelo
avaliador nos dias 3, 7 e 15 do pés-operatdrio. Jaboticabal, 2015.
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Apéndice C. Esquema representativo da coleta da amostra para analises microscépicas. Notar que a area
pontilhada em vermelho representa a incisdo do tecido contendo uma pequena porg¢do de
pele original e toda a por¢do do enxerto. Jaboticabal, 2015.

Ficha de avaliagao Histopatologia
N. L&dmina: |
Inflamacao Predominancia celular:
Ausente
Discreta Localizagéo: |
Moderada
Acentuada
Relagéo Enxerto x Pele Necrose
integro Ausente
Degenerado Discreto
Moderado

Reepitelizagao Acentuada
Ausente
Discreto
Moderado
Acentuada

Apéndice D. Ficha de avaliagdo microscopica das laminas coradas com hematoxilina e eosina. Jaboticabal,
2015.
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Apéndice E. Instrucdes para autores Revista Pesquiva Veterinaria Brasileira

Os artigos devem ser submetidos através do Sistema Scholar One, link
<https://mc04.manuscriptcentral.com/pvb-scielo>, com os arquivos de texto na versdo mais recente do Word e
formatados de acordo com o modelo de apresentacido disponiveis no ato de submissao e no site da revista
(www. pvb.com.br). Devem constituir-se de resultados de pesquisa ainda ndo publicados e nio considerados para
publicagdo em outro periédico.

Apesar de ndo serem aceitas comunica¢des (Short communi-cations) sob a forma de “Notas Cientificas”, ndo ha
limite minimo do nimero de paginas do artigo enviado.

Embora sejam de responsabilidade dos autores as opinides e conceitos emitidos nos artigos, o Conselho Editorial,
com a assisténcia da Assessoria Cientifica, reserva-se o direito de sugerir ou solicitar modificagdes aconselhaveis ou
necessarias. Os artigos submetidos sdo aceitos através da aprovacgdo pelos pares (peer review).

NOTE: Em complementacido aos recursos para edi¢cdo da revista é cobrada taxa de publicacio (paper
charge) no valor de R$ 1.500,00 por artigo editorado, na ocasiio do envio da prova final, ao autor para
correspondéncia.

1. Os artigos devem ser organizados em Titulo, ABSTRACT, RESUMO, INTRODUCAO, MATERIAL E
METODOS, RESULTADOS, DISCUSSAO, CONCLUSOES, Agradecimentos e REFERENCIAS:

a) o Titulo deve ser conciso e indicar o contetido do artigo; pormenores de identificagdo cientifica devem ser
colocados em MATERIAL E METODOS.

b) O(s) Autor(es) deve(m) sistematicamente abreviar seus nomes quando compridos, mas mantendo o
primeiro nome e o ultimo sobrenome por extenso, como por exemplo:

Paulo Fernando de Vargas Peixoto escreve Paulo V. Peixoto (inverso, Peixoto P.V.); Franklin Riet-Correa Amaral

escreve Franklin Riet-Correa (inverso, Riet-Correa F.). Os artigos devem ter no maximo 8 (oito) autores;

c) o ABSTRACT deve ser uma versdo do RESUMO em portugués, podendo ser mais explicativo, seguido de “INDEX
TERMS” que incluem palavras do titulo;

d) o RESUMO deve conter o que foi feito e estudado, indicando a metodologia e dando os mais importantes
resultados e conclusées, seguido dos “TERMOS DE INDEXACAO” que incluem palavras do titulo;

e) a INTRODUCAO deve ser breve, com citacdo bibliografica especifica sem que a mesma assuma importancia
principal, e finalizar com a indica¢do do objetivo do artigo;

f) em MATERIAL E METODOS devem ser reunidos os dados que permitam a repeticio da experimentagio por
outros pesquisadores. Em experimentos com animais, deve constar a aprovacio do projeto pela Comissio de Etica
local;

g) em RESULTADOS deve ser feita a apresentagdo concisa dos dados obtidos. Quadros (em vez de Tabelas)
devem ser preparados sem dados supérfluos, apresentando, sempre que indicado, médias de varias repeticdes. E
conveniente expressar dados complexos, por graficos (=Figuras), ao invés de apresenta-los em Quadros extensos;

h) na DISCUSSAO devem ser discutidos os resultados diante da literatura. Ndo convém mencionar artigos em
desenvolvimento ou planos futuros, de modo a evitar uma obrigacdo do autor e da revista de publica-los;

i) as CONCLUSOES devem basear-se somente nos resultados apresentados;

j) Agradecimentos devem ser sucintos e ndo devem aparecer no texto ou em notas de rodapé;

k) a Lista de REFERENCIAS, que s6 incluira a bibliografia citada no artigo e a que tenha servido como fonte para
consulta indireta, devera ser ordenada alfabetica e cronologicamente, pelo sobrenome do primeiro autor, seguido dos
demais autores (todos), em caixa alta e baixa, do ano, do titulo da publica¢do citada, e, abreviado (por extenso em
casos de duvida), o nome do periédico ou obra, usando sempre como exemplo os ultimos fasciculos da revista
(www.pvb.com.br).

2. Na elaboracao do texto devem ser atendidas as seguin-tes normas:
a) A digitacdo deve ser na fonte Cambria, corpo 10, entre-linha simples; a pagina deve ser no formato A4, com
2cm de margens (superior, inferior, esquerda e direita), o texto deve ser corrido e ndo deve ser formatado em duas

colunas, com as legendas das Figuras no final (logo apés as REFERENCIAS). As Figuras e os Quadros devem ter seus
arquivos fornecidos separados do texto. Os nomes cientificos devem ser escritos por extenso no inicio de cada
capitulo.

b) a redacdo dos artigos deve ser concisa, com a linguagem, tanto quanto possivel, no passado e impessoal; no texto,
os sinais de chamada para notas de rodapé serdo niimeros arabicos colocados em sobrescrito ap6s a palavra ou frase
que motivou a nota. Essa numeracéo sera continua por todo o artigo; as notas deverio ser langadas ao pé da pagina
em que estiver o respectivo nimero de chamada, sem o uso do “Inserir nota de fim”, do Word. Todos os Quadros e
todas as Figuras tém que ser citados no texto. Estas citacOes serdo feitas pelos respectivos nimeros e, sempre que
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possivel, em ordem crescente. ABSTRACT e RESUMO serdo escritos corridamente em um s6 pardgrafo e ndo devem
conter cita¢des bibliograficas.

c) no rodapé da primeira pagina devera constar endereco profissional completo de todos os autores (na
lingua do pais dos autores), o e-mail do autor para correspondéncia e dos demais autores. Em sua redagdo
deve-se usar virgulas em vez de tragos horizontais;

d) siglas e abreviacdes dos nomes de institui¢cdes, ao aparecerem pela primeira vez no artigo, serdo colocadas entre
parénteses, apds o nome da instituicdo por extenso;

e) citagdes bibliograficas serdo feitas pelo sistema “autor e ano”; artigos de até dois autores serdo citados pelos nomes
dos dois, e com mais de dois, pelo nome do primeiro, seguido de “et al.”, mais o ano; se dois artigos ndo se
distinguirem por esses elementos, a diferenciagio sera feita através do acréscimo de letras mintsculas ao ano. Artigos
nio consultados na integra pelo(s) autor(es), devem ser diferenciados, colocando-se no final da respectiva
referéncia, “(Resumo)” ou “(Apud Fulano e o ano.)”; a referéncia do artigo que serviu de fonte, sera incluida
na lista uma s6 vez. A mencio de comunicagido pessoal e de dados ndo publicados é feita no texto somente com
citacdo de Nome e Ano, colocando-se na lista das Referéncias dados adicionais, como a Instituicdo de origem do(s)
autor(es). Nas citacdes de artigos colocados cronologicamente entre parénteses, ndo se usara virgula entre o nome
do autor e o ano, nem ponto-e-virgula apds cada ano, como por exemplo: (Priester & Haves 1974, Lemos et al.
2004, Krametter-Froetcher et. al. 2007);

f) a Lista das REFERENCIAS devera ser apresentada em caixa alta e baixa, com os nomes cientificos em italico
(grifo), e sempre em conformidade com o padrido adotado nos ltimos fasciculos da revista, inclusive quanto a
ordenacio de seus varios elementos.

3. Os graficos (=Figuras) devem ser produzidos em 2D, com colunas em branco, cinza e preto, sem fundo e sem linhas.
A chave das convencdes adotadas serd incluida preferentemente, na area do grafico (=Figura); evitar-se-a o uso de
titulo ao alto do grafico (=Figura).

4. As legendas explicativas das Figuras devem conter informacgdes suficientes para que estas sejam

compreensiveis, (até certo ponto autoexplicativas, independente do texto).
5. Os Quadros devem ser explicativos por si mesmos. Entre o titulo (em negrito) e as colunas deve vir o cabegalho
entre dois tracos longos, um acima e outro abaixo. Ndo ha tracos verticais, nem fundos cinzas. Os sinais de

chamada serdo alfabéticos, recomecandos, se possivel, com “a” em cada Quadro; as notas serdo langadas logo abaixo
do Quadro respectivo, do qual serdo separadas por um trago curto a esquerda.



