UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA - UNESP
CAMPUS DE JABOTICABAL

USO DO LASER DE BAIXA INTENSIDADE COMO
POTENCIALIZADOR DA CICATRIZACAO DE RETALHOS
CUTANEOS TUBULARES DE PADRAO SUBDERMICO
DIRETOS EMPREGADOS EM COELHOS (Oryctolagus

cuniculus).

Julielton de Souza Barata

Médico Veterinario

2018



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA - UNESP
CAMPUS DE JABOTICABAL

USO DO LASER DE BAIXA INTENSIDADE COMO
POTENCIALIZADOR DA CICATRIZACAO DE RETALHOS
CUTANEOS TUBULARES DE PADRAO SUBDERMICO
DIRETOS EMPREGADOS EM COELHOS (Oryctolagus

cuniculus).

Julielton de Souza Barata
Orientador: Prof. Dr. Andrigo Barboza De Nardi
Coorientador (a): Prof. Dr. Jorge Luiz Costa Castro

Coorientador (a): Profa. Dra. Marilia Gabriele Prado A. Ferreira

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

2018



Barata, Julielton de Souza
B226u Uso do laser de baixa intensidade como potencializador da cicatrizagdo de
retalhos cutaneos tubulares de padrdo subdérmico diretos empregados em
coelhos (Oryctolagus cuniculus). / Julielton de Souza Barata. -- Jaboticabal,
2018
31 p. : fotos + 1 CD-ROM

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Estadual Paulista (Unesp),
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Jaboticabal

Orientador: Andrigo Barboza De Nardi

Coorientador: Jorge Luiz Costa Castro

1. Cirurgia reconstrutiva. 2. Laserterapia. I. Titulo.

Sistema de geragdo automatica de fichas catalogréaficas da Unesp. Biblioteca da Faculdade de Ciéncias
Agrérias e Veterinarias, Jaboticabal. Dados fornecidos pelo autor(a).

Essa ficha ndo pode ser modificada.




y- = UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA AW o
ay J
u nes p Campus de Jaboticabal _)

abativobal

CERTIFICADO DE APROVAGAO

TiTULO DA DISSERTA(;AO: USO DO LASER DE BAIXA INTENSIDADE COMO POTENCIALIZADOR DA
CICATRIZACAO DE RETALHOS CUTANEOS TUBULARES DE PADRAO
SUBDERMICO DIRETOS EMPREGADOS EM COELHOS (Oryctolagus
cuniculus)

AUTOR: JULIELTON DE SOUZA BARATA

ORIENTADOR: ANDRIGO BARBOZA DE NARDI

COORIENTADOR: JORGE LUIZ COSTA CASTRO

COORIENTADORA: MARILIA GABRIELE PRADO ALBUQUERQUE FERREIRA

Aprovado como parte das exigéncias para obtencdo do Titulo de Mestre em CIRURGIA
VETERINARIA, pela Comissdo Examinadora:

Prof. Dr. AND

‘Departamento g¢ Clinica e Cirurgia \(eterinaria / FCAV / UNESP - Jaboticabal

r. VICTOR JOSE VIEIRA ROSSETTO
P-Centro Universitario de Rio Preto / Sd0 José do Rio Preto/SP

Prof,

Pés-doutoranchE MORAIS PAZZINI
Departamento inica e Cirurgia Veterinaria / FCAV / UNESP - Jaboticabal

Jaboticabal, 22 de junho de 2018

Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias - Campus de Jaboticabal -
Via Acessc Prof, Paulo Donate Castellane, Km 5, 14884900, Jaboticabal - Sao Paulo
http://www.fcav. unesp br/#l/pos-graduacac/programas-pg/cirurgia-veterinaria/CNPJ: 48.031.918/0012-87,



DADOS CURRICULARES DO AUTOR

JULIELTON DE SOUZA BARATA - nascido no dia 01 de setembro de 1989, natural
de Cariacica— ES. Graduado em Medicina Veterinaria pela Universidade Federal do
Espirito Santo, no ano de 2013. Na graduacdo realizou monitoria das disciplinas
Anatomia Veterinaria | e Il, Parasitologia Veterinaria, Anestesiologia Veterinaria,
Técnica Cirargica, Clinica Cirdrgica de Pequenos Animais e Oncologia Veterinaria.
Desenvolveu um projeto de iniciacdo cientifica na area de Anatomia Veterinaria
orientado pelo Prof. Dr. Douglas Severo Silveira, e outros dois na area de Cirurgia
Experimental orientado pela Prof2. Dr? Leticia Leal Oliveira. Durante a graduag&o,
participou de Varios cursos e estagios, sendo a maioria relacionados com as areas
de Clinica Médica e Cirurgica de Pequenos Animais. Possui Residéncia Médica
Veterinaria em Clinica Cirdrgica de Pequenos Animais pela Universidade Federal
Fluminense durante o periodo de marco de 2014 a abril de 2016, orientado pela
Prof2 Dr2 Maria de Lourdes Goncalves Ferreira. Periodo em que participou de
projetos de pesquisa relacionados com as areas de Cirurgia de Pequenos animais e
Oncologia Veterinaria. Publicou artigos cientificos e resumos em congressos
relacionados a essas areas. Neste periodo também ministrou palestras, cursos e
aulas relacionados a Cirurgia Reconstrutiva. Em outubro de 2015 foi aprovado no
Programa de Pos-Graduacao (Mestrado) em Cirurgia Veterinaria da FCAV/UNESP -
Jaboticabal, sob orientacdo do Prof. Dr. Andrigo Barboza De Nardi, com inicio em
marco de 2016, iniciando a linha de pesquisa em Cirurgia Reconstrutiva
especificamente estudando retalhos cutaneos tubulares, laserterapia, termografia e
complicacbes em Cirurgia Reconstrutiva. Atuou nos servicos de Oncologia
Veterindria e Cirurgia Reconstrutiva do Hospital Veterindrio da FCAV/UNESP-
Jaboticabal. Participou de bancas examinadoras, comissdes de avaliacdo cientifica e
revisdo de periodicos. Ministrou aula em disciplina da pos-graduacéo, palestras e
cursos. Todos relacionados a Oncologia e Cirurgia Veterinaria. Participa como
colaborador na execucdo de dois projetos de mestrado e Doutorado com énfase em
Cicatrizagdo e Cirurgia Intestinal, respectivamente, ambos desenvolvidos nesta

instituicdo. Atualmente é Docente na Universidade Castelo Branco.



Dedico este trabalho a minha familia



AGRADECIMENTOS

A Deus, acima de tudo, e agueles que me guiam e me protegem, por me
colocarem a frente de novos desafios e permitirem que eu saia cada vez mais
forte.

Aos meus familiares por todo seu apoio e amor incondicional. Em especial
a minha mae Maria de Lourdes Barata, meu pai Juvenal Barata, meu irmao
Rodrigo Barata e minha sobrinha Maria Vitéria Barata.

Ao meu orientador, Prof. Dr. Andrigo Barboza De Nardi, por permitir que
esta etapa de minha jornada chegasse até aqui. Obrigado por todas as
oportunidades profissionais, pela confianca, pela orientacéo, pelo trabalho em
conjunto. Obrigado por me integrar como parte de sua equipe

As Professoras, doutoras, Rosemeri de Oliveira Vasconcelos e Marilia
Gabriele A. Ferreira. Um sincero agradecimento por toda a colaboracao para a
realizacdo desde estudo.

A minha grande familia de Jaboticabal, grandes amigos que o mestrado
me proporcionou. Amigos queridos que sempre estiveram ao meu lado Igor
Senhorello, Bruno Cristian, Nazilton Reis, Paulo Jark, Vinicios Gregdrio, Juliana
Ribeiro, Thunny Lopes, Ana Pascoli e Lucia Izique.

A toda a equipe que compds o grupo do meu experimento, Stephanie
Gambardela, Thunny Lopes, Juliana Ribeiro, Cleber Ido, Jorge Alvarez, Bruna
Firmo, Andresa Matsui e Profa. Paola, por toda a ajuda e dedicacao.

A toda equipe do Servico de Oncologia Veterinaria, Residentes, Pos-
graduandos e funcionarios do Hospital Veterinario Unesp — FCAV. Agradeco
pelo convivio e troca de experiéncias diarias.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Cédigo de
Financiamento 001.



SUMARIO
CERTIFICADO DA COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS........cccovvieeeennn.. Ii
11 11V P iii
N 13 I 2 ¥ O P )Y
LISTA DE FIGURAS ..ottt ettt e e et e e e e e e e e s s bt eeeeeaeaennanns Y
CAPITULO 1 — CONSIAEIACHES EIAIS........ecveiveeeeeieeeeeeieeeeeeseeseeeeessteeeestesseeseesreesessnens 1
L1 INTRODUGAO ...ttt ettt st e et et eareeeeere e 1
1.2 REVISAO DE LITERATURA .....viiiiieeeee ettt ettt 2
1.2.1 ANAtOMIA CIFUIGICA «.eevvvveiiieeeeeeeeeeeiiiie e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e eanaaaas 2
1.2.1.1 EStruturas da PelIE .....cooeeeeiiiieiiie e e 2
2 B O | (oW = o= To i U1 - 1 == WU 3
1.2.1.3 CicatrizaGlo da PEeIE ......ccceiieeeeci e 4
1.2.2 RetalNOS CULANEOS .....cccoeeeeeeeeeeee e 6
1.2.2.1 Retalhos cutaneos tubulares ..........ccccccviiiiiiiiiee 6
1.2.3 FOMOIEIAPIA. ..o e e 8
1.2.3.1 Aplicag@o clinica do LBl..........oooiiiiiiiiiiiieceiieeeee e 9
1.2.3.2 Interacdo do LBI no processo cicatricial .............ccoevvvveiiiiiiiiiiiiiniinnnnnn. 11
1.3 REFERENCIAS......coi ittt ittt sttt 11
CAPITILO 2 - Efeitos do laser de baixa intensidade em retalhos tubulares de padr&o
subdérmico diretos em coelhos (Oryctolagus cuniCulus).........cccceeeeveeieeeiiiiiiiiieiiiinnns 16
ABSTRACT € RESUMO ...t 16
INTRODUGAOD ...ttt ettt ettt e et eeeeeeeeaeeeeeesae e aaeas 17
MATERIAL E METODOS .....ooiiieeiteeeeceeeee et 17
RESULTADOS E DISCUSSAOD .....oooiiiiieicieieiee et 23
CONCLUSOES ..ottt 27
REFERENCIAS ..ottt ettt 27

APENDICE ..o et 29



CERTIFICADO DA COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

AVA
AVQXQV UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA ‘7 finosp
u n esp “JULIO DE MESQUITA FILHO” v
Gbotc

Campus de Jaboticabal
aba/

CEUA — COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFEICADO

Certificamos que o Projeto intitulado “Uso do laser de baixa poténcia como
agente estimulador da reparagao tecidual em retalhos cutaneos tubulares de
padrao subdérmico empregados em coelhos (Oryctolagus cuniculus)”,
protocolo n° 7887/16, sob a responsabilidade do Prof. Dr. Andrigo Barboza De Nardi,
que envolve a produgdo, manutencdo e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao
Filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica
(ou ensino) — encontra-se de acordo com os preceitos da lei n° 11.794, de 08 de
outubro de 2008, no decreto 6.899, de 15 de junho de 2009, e com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal
(CONCEA), e foi aprovado “Ad-referendum” pela COMISSAO DE ETICA NO USO
DE ANIMAIS (CEUA), da FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E
VETERINARIAS, UNESP — CAMPUS DE JABOTICABAL — SP.

Vigéncia do Projeto 01/10/2016 a 20/06/2017

Espécie / Linhagem Oryctolagus cuniculus / Nova Zelandia
N° de animais 40

Peso / Idade 1,5kg / 45 dias

Sexo Fémeas

Origem Biotério/criadouro Botucatu-SP.

Jaboticabal, 18 de outubro de 2016.

e

/‘P of? Dr? Lizandra Amoroso
= Coordenadora - CEUA

—~



USO DO LASER DE BAIXA INTENSIDADE COMO POTENCIALIZADOR DA
CICATRIZACAO DE RETALHOS CUTANEOS TUBULARES DE PADRAO
SUBDERMICO DIRETOS EMPREGADOS EM COELHOS (Oryctolagus

cuniculus).

RESUMO - Atualmente o retalho tubular de padrdo subdérmico destinado a
reconstrucdo da extremidade de membros é realizado de forma indireta, implicando
em um processo de reconstrugcdo composto por multiplas fases de cirurgia. Além dos
riscos inerentes a sucessivos procedimentos anestésicos, este processo pode levar
ao aumento da morbidade do paciente e elevar o custo do tratamento, sendo que
consequentemente, observa-se a subutilizacdo da técnica na rotina em Medicina
Veterinaria. O presente estudo teve o objetivo de avaliar a acdo do laser de baixa
intensidade na preservacao da vitalidade tecidual de retalhos de padrdo subdérmico
aplicados de forma direta para a reconstrucdo de defeitos na extremidade do
membro toracico em coelhos. Quarenta coelhos foram divididos aleatoriamente em
dois grupos com 20 animais cada, assim especificados: Grupo A — submetidos a
técnica de retalho tubular de padrdo subdérmico tratados com laser a cada 48 horas
(GT) e Grupo B — submetidos ao mesmo procedimento cirlrgico, porém nao
receberam o tratamento com laser (GC). Os dois grupos foram subdivididos em
quatro grupos com cinco animais cada, sendo nesses subgrupos realizado
avaliacbes macroscopicas e eutanasia em diferentes dias no pés-operatorio (4, 8,
16, e 22 dias de pds-operatorio). Apdés a obtencdo do retalho tubular, o material foi
clivado na regido de interface distal entre o retalho e leito receptor para avaliagéo
microscoépica. A andlise dos dados evidenciou que tanto os animais do grupo GL
qguanto os animais do grupo GC apresentaram a maior parte do retalho tubular
vidvel, mas a presenca de necrose foi visualizada de forma frequente nos animais do
GC aos 4 (p=0,0384) e 8 (p=0,0384) dias de pos-operatorio. Houve também
associacao significativa (p<0,0001) entre neovascularizacdo discreta e auséncia de
necrose nos animais do GL aos 4 dias. Aos 22 dias de pds-operatorio a auséncia de
neovascularizacdo estava associada (p<0,0001) a necrose discreta nos animais do
GC. Dessa forma, é possivel afirmar que o retalho tubular de padrdo subdérmico
direto pode ser empregado em coelhos, mesmo com um angulo de rotacdo maior
que 90 graus. Entretanto, h& a necessidade de busca por estudos que comprovem a
viabilidade da técnica empregada em outras espécies. O laser de baixa intensidade
na dose e frequéncia empregadas neste estudo se mostrou eficaz em promover
neovascularizagdo e evitar complicacdes relacionadas a hipoxia e inflamacgéo
tecidual.

Palavras-chave: angiogénese, cirurgia reconstrutiva, laserterapia, retalho tubular



EFFETS OF LOW LASER THERAPY ON DIRECT TUBULAR SUBDERMAL
PATTERN FLAPS IN RABBITS (ORYCTOLAGUS CUNICULUS)

ABSTRACT - The tubular flap of the subdermal pattern applied for limb
reconstruction is performed indirectly, implying in multiple steps reconstruction
process. Beyond the risks inherent to several anesthetic procedures, the whole
process can lead to an increase in patient’s morbidity and in total cost of treatment.
Consequently, it could lead to the underutilization of the technique in the Veterinary
Medicine routine. The aim of the present study was evaluate the action of low
intensity laser in the preservation of the tissue vitality of subdermal patches applied
directly to the reconstruction of defects at the extremity of the thoracic limb of rabbits.
Forty rabbits were randomly divided into two groups with 20 animals each. Group A -
submitted to the technique of tubular flap of subdermal pattern treated with laser
every 48 hours (LG) and Group B - submitted to the same surgical procedure, but
didn’t undergo to the laser treatment (CG). The two groups were further subdivided
into four groups with five animals each, and in each subgroups, the patients were
submmited to macroscopic evaluations and euthanasia procedure were performed
on different postoperative days (4, 8, 16, and 22 postoperative days). After obtaining
the tubular flap, the material was cleaved at the distal interface region between the
flap and recipient bed for microscopic evaluation. Data analysis showed that both TG
and CG presented viability on the tubular flap, but the presence of necrosis was
frequently seen in CG animals at 4 (p = 0.0384) and 8 (p = 0.0384) postoperative
days. There was also a significant association (p <0.0001) between mild
neovascularization and absence of necrosis in TG animals at 4 postoperative days.
At 22 postoperative days the absence of neovascularization was associated (p
<0.0001) with the mild necrosis in CG. In conclusion, it is possible to state that the
tubular flap of direct subdermal pattern can be used in rabbits. However, it is
necessary more studies to prove the viability of this technique in other species. The
low intensity dose and frequency laser used in this study was shown to be effective in
promoting neovascularization and avoid complications related to hypoxia and tissue
inflammation.

Key words: angiogenesis, reconstructive surgery, laser therapy, tubular flap
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CAPITULO 1 - Consideragdes gerais
1.1 INTRODUCAO

A cirurgia reconstrutiva é o conjunto de técnicas utilizadas com o objetivo de
reparar defeitos de diversas origens como traumas, anomalias congénitas e apos a
resseccdo de neoplasias (PAVLETIC, 2007; MACPHAIL, 2013; CASTRO et al.,
2015).

Nos ultimos anos diversas e inovadoras técnicas de cirurgia reconstrutiva
foram desenvolvidas e debatidas por pesquisadores para o tratamento de extensas
feridas (PARGANA, 2009; REIS FILHO 2015). Paralelamente, a busca por novas
técnicas que possam minimizar complicacdes comuns a essas cirurgias foram
igualmente discutidas (REIS FILHO, 2015; PAZZINI, 2016; HEIDARI et al., 2017).

Dentre as técnicas de cirurgia reconstrutiva, os retalhos cutaneos séo
amplamente utilizados em Medicina Veterindria. Entretanto, o processo de
reconstrucdo pode ser desafiador dependo da localizagdo anatbmica, como ocorre
na extremidade dos membros por se tratar de uma regido desprovida de pele
doadora. Nesses casos as alternativas de reconstrucdo podem ser: retalhos de
padrdo axial, retalhos de padrdo subdérmico ou enxertos cutdneos (PAVLETIC,
2010).

Os retalhos tubulares de padrao subdérmico representam uma boa opcédo
para a reconstrucdo de defeitos localizados na extremidade dos membros. Porém, é
preconizado que o processo de reconstrucao seja realizado em mais de uma etapa,
com o objetivo de melhorar a vascularizagao do retalho (HUPPES et al., 2015).

A escassez de estudos que possam comprovar métodos adjuvantes para
preservacdo da vitalidade tecidual e consequentemente reduzir taxas de
complicacBes em retalhos tubulares de padrdo subdérmico induz o questionamento
sobre sua aplicacdo em apenas um tempo cirargico, criando a necessidade do uso
de retalhos tubulares indiretos, o que contribui para o aumento da morbidade,
aumentando as chances de insucesso. Além disso eleva o custo do tratamento.
Desta forma, torna-se necessario a busca de novas técnicas promotoras da

angiogénese tecidual, a fim de assegurar a manutencdo da viabilidade cutanea e



estimulo da cicatrizagdo na implantacdo do retalho cutaneo tubular de padréo
subdérmico de forma direta, com a finalidade de reduzir a exposi¢cao do paciente ao
risco de sucessivos procedimentos cirargicos, bem como reduzir a morbidade do
paciente durante a recuperacao pos-operatoria.

Perante a problematica exposta, objetiva-se com o presente estudo elucidar a
acdo do laser de baixa intensidade como estimulador da neovascularizagcdo, bem
como sua atuacdo na manutencao da vitalidade tecidual e cicatrizacdo de retalhos

cutaneos tubulares de padréo subdérmico diretos coelhos.

1.2 REVISAO DE LITERATURA

1.2.1 Anatomia cirurgica

1.2.1.1 Estruturas da pele

Segundo Pavletic (2007), o conhecimento anatdmico da pele é extremamente
importante para o planejamento e aplicacdo de técnicas cirdrgicas reconstrutivas em

Medicina Veterinaria.

A pele é considerada um dos maiores 6rgaos do corpo sendo constituida por
uma porcao epitelial (epiderme) e uma porcdo conjuntiva (derme). A epiderme,
camada mais externa, é composta por epitélio estratificado pavimentoso
queratinizado, enquanto a derme, camada subjacente, é construida essencialmente
de fibras de tecido conjuntivo denso, no qual se apoia a epiderme, promovendo
unido ao subcutaneo ou hipoderme (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

Quatro camadas principais compdem a epiderme provida de pelos: o estrato
cilindrico ou basal, o estrato granuloso, o estrato espinhoso e o estrato cérneo. No
estrato germinativo, composto pelo estrato cilindrico e espinhoso, a atividade
mitotica é responsavel pela proliferagdo das células epidérmicas (CAMPBELL;
LICHTENSTEIGER, 2004; PATERSON, 2008; PAVLETIC, 2010).

A derme € composta por fibras colagenas, reticulares e elasticas, circundadas

por matriz mucopolissacaridica constituida de acido hialurénico e acido condroitino-



sulfarico. Esta camada possui vascularizagdo, nervos, musculos, foliculos pilosos e
estruturas glandulares. E responsavel por nutrir a epiderme e promover sustentacao.
A pele provida de pelos possui ainda os anexos que sdo os foliculos pilosos,
glandulas sudoriparas e glandulas sebaceas, sendo todas estas estruturas de
origem ectodérmica (CAMPBELL; LICHTENSTEIGER, 2004).

Abaixo da epiderme e derme localiza-se a hipoderme composta por tecido
conjuntivo frouxo (DYCE, 2004). Vasos cutaneos atravessam esta camada a partir
do musculo panicular para irrigar a pele sobrejacente. Esta vascularizacdo é
composta por artérias e veias cutaneas diretas organizadas em um sistema dividido
em trés niveis interligados: plexo profundo, subdérmico ou subcutaneo; plexo
intermediario ou cutaneo; e plexo superficial ou subpapilar, sendo o plexo subdémico
a principal rede vascular (PAVLETIC, 2010).

1.2.1.2 Circulacao cutanea

Nos cées, gatos e coelhos, a vascularizacdo cutanea é composta por artérias
e veias cutaneas diretas organizadas em um sistema dividido em trés niveis
interligados: plexo profundo, subdérmico ou subcutaneo; plexo intermediario ou
cutdneo e plexo superficial ou subpapilar (Figura 1). Sendo o plexo subdémico a
principal rede vascular (PAVLETIC, 2010).

EPIDERME [ =0

MUSGULO [

HIPODERME CUTANED

ARTERIA E VEIA

MUSCULO =
GCUTANEAS DIRECTAS

ESQUELETICO

Figura 1. Vascularizacao cutanea. (Fonte: adaptado PAVILETIC, 2003).
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A vascularizagdo cutanea responsavel por irrigar a derme € composta por
pequenas artérias terminais que se ramificam progressivamente até originarem as
arteriolas e metarteriolas e por fim, os capilares. Os capilares arteriais, por sua vez,
desembocam no sistema vascular venoso, dando origem as pré-vénulas, vénulas e
pequenas veias (PAVLETIC, 2007).

O plexo subdérmico é responsavel por nutrir glandulas, foliculo piloso e seus
musculos eretores, sendo considerado, desta forma o mais profundo. No entanto, o0s
vasos cutaneos (plexo cutaneo) sédo considerados intermediarios, responsaveis por
nutrir as glandulas sebaceas, as redes de capilares, os foliculos, as glandulas
tubulares e os musculos. Ja os vasos subpapilares ou superficiais, sdo menos
desenvolvidos, tendo apenas a funcdo de suprir o interior da epiderme (PAVLETIC,
2010; MACPHAIL, 2013).

O entendimento do sistema vascular cutdneo € extremamente importante
para a escolha e planejamento da técnica cirdrgica reconstrutiva empregada, visto
qgue a disposicdo e tipo de vascularizacdo, em areas doadoras esta intimamente

ligado ao sucesso do procedimento (CASTRO et al., 2015).

1.2.1.3 Cicatrizacdo da pele

A cicatrizacdo é um processo complexo composto por multiplas fases. O
entendimento dos eventos envolvidos neste processo tomou maiores proporcdes
nos ultimos anos com o surgimento de novas pesquisas. Entretanto, ainda ha
necessidade de busca por estudos que elucidem completamente seu mecanismo
(CAMPOS; BORGES-BRANCO; GROTH, 2007).

O processo de cicatrizagdo inicia-se apds a lesdo tecidual envolvendo
fendbmenos fisicos, quimicos e biolégicos, possibilitando o restabelecimento da
integridade e funcao tecidual (HUNT; HOPF, 1997; BATISTA et al., 2006; FAHIE;
SHETTKO, 2007; PITZER; PATEL, 2011).

Segundo Zimmermann (2007), o processo dinamico e com fases
interdependentes da cicatrizacdo é classificado considerando quatro importantes
fases envolvidas na reparagéao tecidual: inflamacéo, debridamento, proliferacéo e

reparo e, por fim, maturacao.



Duarte (2003) considera a fase de inflamagcdo um processo composto pelo
aumento da permeabilidade capilar na é&rea afetada, aumento do suprimento
sanguineo no local da lesdo e o deslocamento das células sanguineas para 0s
tecidos. Os neutréfilos, geralmente, sdo as primeiras células a surgirem no local da
agressdo, e sdo seguidas pelos macréfagos e linfocitos. A formagdo de coagulo
ocorrida neste processo € 0 que permite a estabilizacdo das bordas da ferida
seguida pela liberacdo de enzimas e fatores quimiotaxicos (HUNT; HOPF, 1997;
FAHIE; SHETTKO, 2007; PITZER; PATEL, 2011).

A migracao de células inflamatorias e a fase de debridamento sdo observadas
quando h& a formacdo de exsudato composto por leucdcitos, tecidos mortos e
fluidos do ferimento com a participacdo de neutrdfilos, mondcitos, plaguetas e
linfécitos. Este processo tem como funcéo auxiliar na remocéao de tecidos necraticos,
coagulos e do corpo estranho (ZIMMERMANN, 2007).

A fase de proliferacdo e reparo inicia-se dentre trés a cinco dias apés o
trauma, neste momento ocorrem o0s eventos de angiogénese, fibroplasia e
epitelizacdo caracterizada pela sintese e deposicdo de colageno, elastina e
proteoglicanos realizada por fibroblastos que migram paro o interior do ferimento
(HUNT; HOPF, 1997; FAHIE; SHETTKO, 2007; ZIMMERMANN, 2007; PITZER;
PATEL, 2011). O final da fase de reparacdo é marcado pelo aumento do teor de
colageno. A medida que ocorre esse aumento, ha o desaparecimento da fibrina e a
diminuicdo da velocidade de sintese e numero de fibroblastos, processo este que
proporciona forca e integridade aos tecidos (MAIA et al., 2006; MACHADO et al.,
2007).

A angiogénese é reconhecida como um fendmeno de extrema importancia
para o processo de reparacdo tecidual e os principais envolvidos neste processo sao
fatores de crescimento de células endoteliais e alguns fatores quimiotaxicos
(ZIMMERMANN, 2007). A neovascularizacdo no leito da ferida se d& pela
necessidade de oxigénio para movimentagdo, migracdo celular e sintese proteica
(HEDLUND, 2007).

A fase final do processo de cicatrizacdo, conhecida como maturacao,
caracteriza-se pelo incremento total de colageno e seu remodelamento e orientacao

ao longo das linhas de tensdo. Esta fase pode perdurar por anos. O nuamero de



capilares diminui no tecido fibroso, formando cicatrizes palidas e menos celulares
(HUNT; HOPF, 1997; FAHIE; SHETTKO, 2007; HEDLUND, 2007; PITZER; PATEL,
2011).

O uso de terapias promissoras que possam acelerar o processo de
cicatrizagcdo e prevenir possiveis complicacdes apresenta grande relevancia em sua

aplicacdo na rotina clinico-cirtrgica (CAMPOS, 2007).

1.2.2 Retalhos cutaneos

Define-se retalho cutdneo como porcdo de pele parcialmente destacada do
leito doador e direcionada a reconstrucdo do leito receptor. Em sua base encontra-
se um pediculo vascular responsavel por manter a vitalidade deste segmento
cutaneo. Estes retalhos cutaneos podem ser ainda subdivididos e classificados de
acordo com a vascularizacdo. Neste caso, 0 entendimento da dinamica da
circulagdo cutdnea é fundamental para o sucesso do procedimento (PAVLETIC,
2010; CASTRO et al., 2015).

De forma geral, os retalhos cutaneos pediculados permitem a cobertura
imediata da ferida. No entanto, aqueles classificados como de padrdo subdérmico
possuem somente a vascularizagdo do plexo subdérmico, composta por uma
importante rede capilar, porém com menor capacidade de irrigagcdo quando
comparado aos retalhos de padrdo axial que possuem em sua base artérias e veias
cutaneas diretas (HEDLUND, 2007).

1.2.2.1 Retalhos cutaneos tubulares

Atualmente o retalho cutaneo tubular de padrdo subdérmico aplicado como
retalho indireto € indicado principalmente para reconstrucdo de feridas na porcao
distal dos membros, local desprovido de pele doadora e com poucas opgdes de
técnicas reconstrutivas (HUPPES et al., 2015). A técnica cirurgica para a confeccéo
do retalho tubular dessa forma consiste em um processo constituido por multiplas

fases, podendo ser complexo e demorado (HEDLUND, 2007). Este preparo prévio



do retalho cutaneo se faz necessario para reorganiza¢ao vascular previamente a sua
utilizac@o na tentativa de minimizar complicac¢des relacionadas a hipodxia tecidual.

Neste caso, 0 processo de reconstrucdo envolve no minimo trés fases:
transformacdo de um retalho bipediculado em tubo de pele, que depende de um
periodo minimo de duas semanas para que ocorra a nheovascularizacdo e
reorganizagdo da rede vascular deste segmento de pele; em seguida ocorre a
transferéncia da porcdo doadora para a porcao receptor, € novamente, um periodo
de duas semanas deve ser respeitado com a mesma finalidade de permitir a
reorganizagdo vascular do segmento implantado e, por fim € indicada a resseccao
cirrgica do retalho tubular (HEDLUND, 2007; PAVILETIC, 2010; HUPPES et al.,
2015). Essa particularidade impossibilita reconstrucdo do defeito no mesmo tempo
cirdrgico e faz dos retalhos tubulares indiretos uma técnica cada vez menos utilizada
(HEDLUND, 2007).

As principais complicagdes dos retalhos cutdneos s&o inerentes a
hipovascularizacdo e consequente necrose do retalho. Para sobrevivéncia do
retalno, o fluxo sanguineo deve ser suficiente para suprir as necessidades
metabdlicas da pele transplantada no seu novo leito. A elevacédo do retalho do seu
local de origem resulta em significante reducdo da circulacdo, principalmente das
regides mais distantes da base. Outros fatores podem contribuir para reducdo da
perfusdo dos retalhos como a técnica cirlrgica inadequada, divulsdo excessiva e
trauma prévio. Além disso, retalhos de padrdo subdérmico apresentam menor
capacidade de perfusdo sanguinea por apresentarem em sua estrutura somente a
rede vascular do plexo subdémico, limitando assim a confeccao de retalhos menores
guando comparados aos retalhos de padrdo axial (PAVLETIC, 2010). Dessa forma
novas técnicas adjuvantes a cirurgias reconstrutivas vém sendo empregadas em
estudos experimentais com o0 objetivo de estimular a aceleracdo dos eventos do
processo cicatricial dos tecidos, promover aumento do metabolismo celular e
consequentemente estimular a angiogénese, como o uso de 6leo de copaiba em
retalhos cutaneos (ESTEVAO et al., 2009), uso de nicotina no tratamento de retalho
musculocutaneo transverso do musculo reto do abdome (ELY et al., 2009), aplicacao
da fototerapia a laser em retalhos cutaneos tratados com nicotina (NEVES, 2011).



1.2.3 Fototerapia

A formacéo do laser a partir da radiacao foi relatada inicialmente por Maiman
(1960). Desde entdo numerosas pesquisas foram desenvolvidos objetivando
controlar a producdo de luz para alcancar efeito terapéutico aplicavel em medicina
(WHINFIELD; AITKENHEAD, 2009).

O termo laser & acromio de Light Amplification by Stimulated Emission of
Radiation. Trata-se de um dos recursos fototerapéuticos mais utilizados com
propriedades especificas como monocromaticidade (apenas um comprimento de
onda), colimacdo ou direcionalidade (transmitido em uma Unica direcdo, sem
divergéncia) e coeréncia (todas as ondas em fase) (NICOLAU, 2001; HAWKINS;
ABRAHAMSE, 2005).

Os lasers podem ser classificados em continuos ou pulsateis e sua poténcia
expressada em watts (W), variando de deciwatts a megawatts. A energia € medida
em joules por centimetro quadrado (J/cm2), sendo igual a poténcia multiplicada pelo
tempo de aplicacdo (DALLAN; OLIVEIRA, 2000).

Existem diversos tipos de lasers e a diferenca entre eles é dada pelo
comprimento de onda que apresentam. Essas ondas apresentam relacdo inversa
com a frequéncia com a qual ela sera emitida, ou seja, quanto maior 0 comprimento
da onda menor a frequéncia, sendo o inverso também verdadeiro (TUNER; HODE,
2010; AGNE, 2013), de modo que quanto menor for o comprimento de onda, maior
sua acdo e poder de penetracdo (DALLAN; OLIVEIRA, 2000). O comprimento de
onda pode ser mensurado em nandémetros (nm), e a luz visivel varia de 400 nm a
700 nm e a luz ndo visivel acima de 700 nm (infravermelho). Essa variacdo é
conhecida como janela terapéutica, portanto a escolha da luz que seré utilizada para
determinado fim é baseada no valor do seu comprimento de onda, que por sua vez
seréa escolhido de acordo com o tipo de célula ou tecido que ird absorvé-lo (TUNER;
HODE 1999; ANDRADE; CLARK; FERRERA, 2014; REIS FILHO, 2017; HEIDARI et
al., 2017) e é responsavel por determinar a ocorréncia de eventos celulares que
promovem analgesia, bioestimulacdo, efeitos anti-inflamatérios (TUNER, 1999;
ANDRADE, 2014), revascularizacdo, neovascularizacdo (ANDRADE, 2014) e,
consequentemente, estimulo a cicatrizacdo (TUNER, 1999; ANDRADE, 2014; REIS
FILHO, 2017; HEIDARI et al., 2017).



O laser pode ser classificado baseando-se em sua poténcia de emissao, que
estd diretamente correlacionado com o efeito tecidual que se deseja produzir.
(HAWKINS; ABRAHAMSE, 2005; TUNER; HODE, 2010; AGNE, 2013). Sendo
assim, o laser pode ser classificado em alta (cirdrgicos) e baixa intensidade (n&o-
cirdrgicos), Sendo o meio ativo solido, liquido, gasoso ou misto. Sua forma de
radiacao altamente concentrada, n&o ionizante, ao entrar em contato com os tecidos
promove efeitos diversos: térmicos, fotoquimicos e nao lineares (NASCIMENTO,
2001).

Os lasers de alta intensidade (LBI) promovem a destruicdo celular ou de
substancia organica por fotocoagulacdo (coagulagédo), queima (deixando residuo
carbonizado), liquefacdo (deixando residuo liquido), ou vaporizacdo (DALLAN;
OLIVEIRA, 2000). Este tipo de laser é utilizado para realizar incisdes, vaporizacao
de conteudo fluido (cistos), destruicdo tecidual (desbridamento) (SPECK et al.,
2016).

O LBI modula a resposta inflamatoéria, promove reducdo de dor e causa
bioestimulacéo celular. Sua acdo € dependente do comprimento de onda (VALE et
al., 2015).

Os tecidos sao constituidos por diferentes elementos enddgenos, tais como
hemoglobina, proteina e agua. A energia luminosa é absorvida de acordo com seu
espectro diferentemente por cada um deles. Dessa forma, a escolha do tipo de laser
a ser utilizado depende da finalidade desejada (DALLAN; OLIVEIRA, 2000).

1.2.3.1 Aplicacao clinica do laser de baixa intensidade

Diversos beneficios sdo atribuidos ao laser justificando sua ampla aplicacao
na recuperacao de pacientes com diferentes doencas, embora existam divergéncias
guanto aos seus beneficios, apontando resultados negativos na medicina humana
(HAWKINS; ABRAHAMSE, 2005). Os principais efeitos do LBI estédo relacionados a
analgesia, efeito anti-inflamatorio e reparador (THEODORO et al., 2002).

Trelles et. al (1989) estudaram o uso de irradiacao local com fototerapia e
encontraram 0s seguintes efeitos: analgesia, efeitos antiexsudativos, anti-
hemorréagicos, antiinflamatorios, antiedematosos, antiespasmoticos e

vasodilatadores.



10

O papel da terapia a laser de baixa intensidade no alivio da dor neuropatica
apos lesdo da medula espinhal em ratos foi avaliado em estudo experimental. Os
resultados mostraram que o uso prolongado de LBI tém melhores efeitos sobre os
sinais clinicos da lesdo medular comparado aos grupos controle e submetidos a
outras terapias. Além disso, animais do grupo tratado com succinato de sédio e
metilprednisolona apresentaram como efeito colateral perda de peso e evolucdo a
Obito, o que néo foi observado nos grupos tratados com laser, sendo dessa forma,
uma boa opcdo para reduzir os sintomas relacionados a lesdes medulares
(MOJARAD et al., 2017). A acdo analgésica foi significativamente comprovada a
curto prazo em pacientes humanos com compressao do nervo mediano (sindrome
do tanel carpal). No entanto evidéncias dos efeitos do LBl a médio e longo prazo
foram escassas (FRANKE et al., 2017). Uma pesquisa realizada na Inglaterra fez
uso da laserterapia no pds-operatério e os pacientes relataram reducdo significativa
da dor, diminuicdo de 50% do uso de analgésicos, reducdo do tempo de cicatrizacdo
e da formacéao de cicatriz (HAWKINS; ABRAHAMSE, 2005).

O laser diodo de 660 nm na dose de 2 J acelerou significativamente o
processo de cicatrizacdo de queimaduras em animais desnutridos. Esses achados
mostram que efeitos similares podem ser encontrados em pacientes com
gueimaduras e quadro de desnutricdo por doencas cronico-degenerativas como
cancer ou pacientes graves internados por longo periodo (DA SILVA et al., 2015).
Em um estudo recente, a eficacia da fotobiomodulacdo do laser sobre a cicatrizacao
de feridas ap6s enxerto gengival livre foi comprovada (HEIDARI et al., 2017).

Além de acelerar processo de cicatrizacao o laser de baixa intensidade pode
atuar na destruicdo de microorganismos. Em um estudo realizado por Silva et al
(2013), o laser (AsGaAlP) com comprimento de onda de 658 nm, em dose de 5J /
cm2, aplicado em feridas e pele intacta de ratos infectados com Staphylococcus
aureus, mostrou reduzir o crescimento bacteriano, sugerindo que aplicacao de laser
em pele lesionada ou intacta pode ser util no tratamento e/ou prevencdo de
infeccbes em pacientes de alto risco.

Recentemente os efeitos terapéuticos da fotobioestimulacdo foram estudados
para o tratamento de efeitos colaterais da terapia de quimioradioterapia no cancer de

cabecga e pesco¢o em humanos, concluindo que esta modalidade terapéutica pode
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ter utilidade em uma ampla gama de complicacdes orais, orofaringeas, faciais e
cervicais nesses pacientes. Embora a evidéncia sugira que fotobioestimulagcéo
usando LBI é eficaz no controle de mucosite oral, além de ser segura em pacientes
com cancer de cabeca e pescoco, mais pesquisas sdo necessarias para detectar
eventuais efeitos adversos da fotobioestimulagéo sobre os resultados do tratamento
do cancer e sobrevida desses pacientes (ZECHA et al., 2017).

1.2.3.2 Interacéo do LBI no processo cicatricial

Os efeitos fotobiomoduladores dos lasers de baixa intensidade atuam na
cicatrizagdo promovendo aumento da formagdo de tecido de granulagdo (DALL
AGNOL et al., 2009; BOURGUIGNON-FILHO, 2005), neovascularizagdo (RABELO
et al, 2006), proliferacdo de fibroblastos (DALL AGNOL et al., 2009) e rapida
epitelizacdo (RABELO et al., 2006; MEDEIROS et al., 2009).

Todos os LBI como os de rubi, hélio-nebnio (HeNe), arsénio-galio (AsGa) e de
arsénio-galio-aluminio (AsGaAl), atuam em nivel celular, através da interacao
fotoquimica, podendo promover aumento do metabolismo celular e,
consequentemente, induzir aos diversos efeitos citados (THEODORO et al., 2002).
Segundo Tunér e Hode (1999), lasers de GsGalAl emitido em A =7 9 0 nm ou
830nm sao boas alternativas para o tratamento de dor, edema e Ulcera cronica.

Recentemente efeitos do laser empregado ao enxerto em feridas recentes de
coelhos foram estudados por Reis Filho (2017), comprovando sua eficAcia como
agente promotor da cicatrizacao.

A crescente busca por estudos que possam elucidar a acdo do laser em
diferentes técnicas de cirurgia reconstrutiva se faz necesséario frente ao potente

papel estimulador do processo de cicatrizagdo (DYSON, 2006).
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CAPITULO 2 - Efeitos do laser de baixa intensidade em retalhos tubulares de padrio subdérmico diretos
em coelhos (Oryctolagus cuniculus).

Julielton S. Barata?*, Thuanny L. Nazaret?, Juliana O. Ribeiro?, Stephanie S. Gambardella? Jorge L.A. Gomez?,
Cléber K. Ido?, Marilia G.P.A. Ferreira2, Andresa Matsui?, Andrigo B. De Nardi2.

ABSTRACT.- Barata ].S., Nazaret T.L., Ribeiro ].0., Gambardella S.S., Gomez ].L.A, Ido C.K., Ferreira M.G.P.A.,,
Matsui A., & De Nardi A.B. 2017. [Effets of low laser therapy on direct tubular subdermal pattern flaps in
rabbits (Oryctolagus cuniculus)]. Efeitos do laser de baixa intensidade em retalhos tubulares de padrio
subdérmico diretos em coelhos (Oryctolagus cuniculus). Pesquisa Veterindria Brasileira 00(0):00-00.
Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria, Universidade Estadual Paulista “Jalio de Mesquita Filho”, Via de
Acesso  Prof. Paulo Donato Castellane s/n  14884-900 - Jaboticabal, SP, Brasil. E-mail:

jsbarata.mvet@hotmail.com.

The tubular flap of the subdermal pattern applied for limb reconstruction is performed indirectly,
implying in multiple steps reconstruction process. Beyond the risks inherent to several anesthetic
procedures, the whole process can lead to an increase in patient’s morbidity and in total cost of treatment.
Consequently, it could lead to the underutilization of the technique in the Veterinary Medicine routine. The
aim of the present study was evaluate the action of low intensity laser in the preservation of the tissue
vitality of subdermal patches applied directly to the reconstruction of defects at the extremity of the
thoracic limb of rabbits. Forty rabbits were randomly divided into two groups with 20 animals each. Group
A - submitted to the technique of tubular flap of subdermal pattern treated with laser every 48 hours (LG)
and Group B - submitted to the same surgical procedure, but didn’t undergo to the laser treatment (CG).
The two groups were further subdivided into four groups with five animals each, and in each subgroups,
the patients were submmited to macroscopic evaluations and euthanasia procedure were performed on
different postoperative days (4, 8, 16, and 22 postoperative days). After obtaining the tubular flap, the
material was cleaved at the distal interface region between the flap and recipient bed for microscopic
evaluation. Data analysis showed that both TG and CG presented viability on the tubular flap, but the
presence of necrosis was frequently seen in CG animals at 4 (p = 0.0384) and 8 (p = 0.0384) postoperative
days. There was also a significant association (p <0.0001) between mild neovascularization and absence of
necrosis in TG animals at 4 postoperative days. At 22 postoperative days the absence of neovascularization
was associated (p <0.0001) with the mild necrosis in CG. In conclusion, it is possible to state that the tubular
flap of direct subdermal pattern can be used in rabbits. However, it is necessary more studies to prove the
viability of this technique in other species. The low intensity dose and frequency laser used in this study
was shown to be effective in promoting neovascularization and avoid complications related to hypoxia and
tissue inflammation.

INDEX TERMS: reconstructive surgery, laser, neovascularization.

RESUMO.- Atualmente o retalho tubular de padrdo subdérmico destinado a reconstru¢do da extremidade de
membros é realizado de forma indireta, implicando em um processo de reconstru¢do composto por multiplas
fases de cirurgia. Além dos riscos inerentes aos sucessivos procedimentos anestésicos, este processo pode levar
ao aumento da morbidade do paciente e elevar o custo do tratamento, sendo que consequentemente, observa-se
a subutilizacao da técnica na rotina em Medicina Veterinaria. O presente estudo teve o objetivo de avaliar a acdo
do laser de baixa intensidade na preservagdo da vitalidade tecidual de retalhos de padrao subdérmico aplicados
de forma direta para a reconstrucdo de defeitos na extremidade do membro toracico de coelhos. Quarenta
coelhos foram divididos aleatoriamente em dois grupos com 20 animais cada, assim especificados: Grupo A -
submetidos a técnica de retalho tubular de padriao subdérmico tratados com laser a cada 48 horas (GL) e Grupo
B - submetidos ao mesmo procedimento cirtirgico, porém nao receberam o tratamento com laser (GC). Os dois
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grupos foram ainda subdivididos em quatro grupos com cinco animais cada, sendo que nesses subgrupos
realizou-se avaliacdes macroscopicas e eutanasia em diferentes dias de p6s-operatério (4, 8, 16, e 22 dias de pos-
operatério). Apds a obtencdo do retalho tubular, o material foi clivado na regido de interface distal entre o
retalho e leito receptor para avaliacdo microscopica. A andlise dos dados evidenciou que tanto os animais do
grupo GL quanto os animais do grupo GC apresentaram a maior parte do retalho tubular viavel, mas a presenca
de necrose foi visualizada de forma frequente nos animais do GC aos 4 (p=0,0384) e 8 (p=0,0384) dias de pos-
operatério. Houve também associacdo significativa (p<0,0001) entre neovascularizacio discreta e auséncia de
necrose nos animais do GL aos 4 dias. Aos 22 dias de pds-operatdrio a auséncia de neovascularizacdo estava
associada (p<0,0001) a necrose discreta nos animais do GC. Dessa forma, é possivel afirmar que o retalho tubular
de padrdo subdérmico direto pode ser empregado em coelhos. Entretanto, hd a necessidade de busca por
estudos que comprovem a viabilidade da técnica empregada em outras espécies. O laser de baixa intensidade na
dose e frequéncia empregadas neste estudo se mostrou eficaz em promover neovascularizacdo e evitar
complicagdes relacionadas a hipdxia e inflamacgéo tecidual.

TERMOS DE INDEXAGAOQ: cirurgia reconstrutiva, laser, neovascularizagio.

INTRODUCAO

O uso de retalhos cutaneos para o reparo de feridas extensas ganhou grandes proporg¢oes nos ultimos
anos na medicina veterinaria. Entretanto, o processo de reconstrucio pode ser desafiador dependo da
localizagdo anatomica da lesdo, como por exemplo, a extremidade dos membros, visto tratar-se de uma regido
desprovida de pele doadora. Nesses casos as alternativas de reconstrucdo incluem os retalhos de padrao axial,
retalhos de padrao subdérmico, enxertos cutdneos ou mesmo a cicatrizagdo por segunda intengdo (Pavletic
2010).

E preconizado que os retalhos tubulares de padrdo subdérmico quando utilizados para reconstruir a
extremidade dos membros sejam empregados de forma indireta, ou seja, é necessario que passem por um
processo de reconstrucdo envolvendo mais de uma etapa, com o objetivo de melhorar a vascularizacdo do
retalho e, consequentemente, reduzir as chances de perda da vitalidade (Huppes et al. 2015). A técnica cirturgica
para a confec¢do do retalho tubular dessa forma consiste na criagdo de um tubo de pele, que ap6s 14 a 21 dias é
desconectado da regido doadora e direcionado para reconstruir o leito receptor. Um terceiro procedimento pode
ser necessario ap6s 14 a 21 dias para a remoc¢do do tubo de pele. Esse processo envolvendo multiplas fases,
também denominado de retalho cutaneo indireto, pode ser complexo e demorado, limitando sua aplicacdo na
rotina clinico-cirirgica (Hedlund 2007).

Concomitantemente a crescente utilizacdo de cirurgia reconstrutivas, a busca por novas técnicas que
possam minimizar complicacdes comuns a essas cirurgias foram igualmente discutidas (Reis Filho et al, 2017,
Pazzini 2016, Heidari et al. 2017). Recentemente os efeitos terapéuticos do laser de baixa intensidade (LBI)
foram avaliados no processo cicatricial de enxerto em feridas recentes de coelhos, comprovando sua eficicia
como agente promotor da cicatrizacao (Reis Filho 2015).

Os efeitos fotobiomoduladores do LBI atuam na cicatrizagdo, promovendo aumento da formacdo de
tecido de granulagao (Bourguignon-Filho 2005, Dall Agno et al. 2009), neovascularizacao (Rabelo et al. 2006),
proliferacio de fibroblastos (Dall Agno et al. 2009) e rapida epitelizacdo (Rabelo et al. 2006).

A escassez de estudos comprovando ferramentas auxiliares a preservagdo da vitalidade tecidual e
reducdo das taxas de complicagdes em retalhos tubulares de padrdao subdérmico pde em questionamento sua
realizacdo em apenas um tempo cirurgico, criando a necessidade do uso de retalhos tubulares indiretos, o que
contribui para o aumento da morbidade, expde o paciente a sucessivos procedimentos anestésicos, além de
elevar o custo do tratamento. Desta forma, torna-se necessario a busca de novas técnicas promotoras da
angiogénese tecidual, afim de assegurar a manutenc¢do da viabilidade do tubo de pele bem como do processo
cicatricial na implantagao do retalho cutaneo tubular de padrao subdérmico de forma direta, com a finalidade de
reduzir a exposicao do paciente ao risco de sucessivos procedimentos cirdrgicos e anestésicos, além de reduzir a
morbidade do paciente durante a recuperagio pos-operatoria.

Perante a problematica exposta, objetivou-se com o presente estudo elucidar a acdo do LBI como agente
promotor da neovascularizacdo e, consequentemente, manuten¢do da vitalidade tecidual de retalhos cutdneos
tubulares de padrao subdérmico empregados em coelhos em um tinico tempo cirdrgico (retalho cutaneo direto).

MATERIAL E METODOS
Os procedimentos cirurgicos deste estudo foram realizados nas dependéncias do Hospital Veterinario
“Governador Laudo Natel” da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV), Universidade Estadual
Paulista (UNESP), Campus de Jaboticabal. As pegas cirturgicas foram destinadas ao Laboratério de patologia
animal da FCAV/UNESP-]Jaboticabal para a preparagio das laminas e analise histologica.

Selecao dos animais. Foram submetidos ao experimento coelhos da linhagem nova Zelandia
(Oryctolagus cuniculus), machos e fémeas, obtidos de criadores especializados, apds aprovacdo do comité de ética
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da FCAV/UNESP-]Jaboticabal, protocolo n°® 7887/16, segundo as normas do Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA). Ao serem admitidos no setor de cirurgia, os coelhos foram examinados
clinicamente, com o objetivo de avaliar as condi¢cdes de satide dos mesmos. Estes animais foram acondicionados
em gaiolas individuais, onde receberam ragdo padrao comercial e agua fornecidos ad libitum. Nestas condi¢coes
permaneceram por duas semanas, periodo considerado de adaptacio ao ambiente, manejo e tratamento de
alteragdes observadas aos exames, antes de iniciar-se a fase experimental.

Os 40 coelhos foram divididos aleatoriamente em dois grupos, com 20 animais cada, todos submetidos a
técnica de retalho tubular de padrdo subdérmico assim especificados: Grupo A, tratados com laser (GL). O grupo
A foi subdividido em grupos com 5 animais especificados como GL1 (avaliado aos 04 dias de pds-operatério),
GL2 (08 dias), GL3 (16 dias) e GL4 (22 dias). O Grupo B foi o grupo controle (GC), também subdividido em GC1
(04 dias), GC2 (08 dias), GC3 (16 dias) e GC4 (22 dias) de pds-operatério (Figura 1).

n=40
Coelhos
I . 1
GL GC
n =20 coelhos n =20 coelhos

GL1 GL2 GL3 GL4 GC1 GC2 GC3 GC4
4 dias 8 dias 16 dias 22 dias 4 dias 8 dias 16 dias 22 dias
n=5 n=5 n=5 n=5 n=5 n=5 n=5 n=5

Figura 1. Distribuicdo esquematica dos 40 animais em grupos. Grupo laser (GL) composto por 20 animais. GL1 (5
animais avaliados no 4° dia de pés-operatério), GL2 (5 animais avaliados no 8° dia de pds-operatério), GL3 (5 animais
avaliados no 16° dia de pds-operatdrio) e GL4 (5 animais avaliados no 22° dia de pés-operatério). Grupo Controle (GC)
composto por 20 animais. GC1 (5 animais avaliados no 4° dia de pds-operatério), GC2 (5 animais avaliados no 8° dia de pds-
operatério), GC3 (5 animais avaliados no 16° dia de pos-operatério) e GC4 (5 animais avaliados no 22° dia de pos-
operatorio).

Pré-operatorio. No dia anterior a cirurgia todos os animais foram submetidos a tricotomia da porc¢do
lateral do térax e membro toracico direito. Antes do procedimento cirtrgico ndo foi instituido jejum hidrico e
alimentar. Como medicacdo pré-anestésica foi utilizado Cloridrato de Clorpromazina na dose de 0,5 mg/kg e
Morfina na dose de 0,5mg/kg, diluidos na mesma seringa, por via intramuscular (IM), mesmo protocolo utilizado
por Pazzini et al. (2016). Posteriormente, foi realizada tricotomia das orelhas para o acesso a veia auricular
lateral.

A indugdo anestésica foi realizada com o uso de propofol na dose de 10 mg/kg, seguida de intubagao
orotraqueal com sonda de Magill de 3,0 mm de didmetro, conectada ao aparelho de anestesia para fornecimento
fluxo total de 1L/min de oxigénio a 100% por meio de circuito anestésico avalvular, sendo instituida anestesia
geral inalatdria com isofluorano na concentracao de 3%, diluido em 100% oxigénio.

O planejamento cirurgico foi realizado com o animal anestesiado, em decubito lateral esquerdo e o
membro toracico direito posicionado em extensdo relaxada (Figura 2-A). As demarcagdes do defeito e retalho
foram realizadas com auxilio de uma caneta demogréfica. Para o planejamento do defeito dermoepidermico, um
molde plastico de 2x2 cm de didmetro previamente preparado foi utilizado. Este molde foi posicionado na
extremidade do membro de forma que a linha ventral foi demarcada um cm acima da articulagdo do carpo
(figura 2-B). Para o planejamento do retalho uma linha de 8 cm foi tragada da cabe¢a do iimero até a altura da
prega axilar, o ponto médio entre essas duas estruturas foi padronizado como referéncia para a base do retalho
(Figura 2-C e D). A distancia entre a base e a por¢do mais distal do defeito apresentava 10 cm (Figura 2-E). Deste
modo o comprimento do retalho foi planejado de forma que o retalho apresentasse o mesmo comprimento que a
distancia entre a base e o ponto mais distante do defeito (Figura 2-F). No ponto considerado como a base do
retalho foi posicionado um molde plastico de 4 cm de largura e 10 cm comprimento para a demarcagdo das
linhas cranial, caudal e dorsal do retalho em direcdo a linha média dorsal (Figura 2-G e H).



Figura 2. Imagens fotograficas do planejamento da criagdo do defeito e retalho cutineo com demarcagdo das linhas
de incisdo da pele - A. Planejamento da linha distal do defeito 1 cm acima da articula¢do do carpo B. Posicionamento da linha
inferior do molde de 2x2 cm sobre a demarcagdo da linha distal do defeito, seguido da criacdo das linhas cranial, caudal e
dorsal do defeito C. Planejamento do ponto central da base do retalho 4cm caudal a cabe¢a do imero D. Planejamento do
ponto central da base do retalho 4 cm cranial a prega axilar. O ponto médio entre a cabeca do imero e a prega axilar foi
utilizado como referéncia para a base do retalho E. Planejamento do comprimento do retalho por meio da mensuragdo da
distancia entre a base do retalho e o ponto mais distante do defeito (10 cm). F. Planejamento do comprimento do retalho de
10 cm a partir da base. G. Posicionamento do molde de 4 cm de largura e 10 cm de comprimento no ponto previamente
planejado como a base do retalho, demarcacio das linhas cranial, caudal e dorsal do retalho. H. Aspecto final da demarcagdo
do defeito e retalho cutaneo. Jaboticabal, 2017.

Técnica cirdrgica. Realizou-se a antissepsia prévia e definitiva do campo operatério utilizando
clorexidine degermante a 2%, posteriormente alcool a 70%, seguido da prote¢do com panos de campo cirdrgicos
fixados a derme com pingas Backaus (Figura 3-A). Para realizacdo do defeito e retalho tubular de padrao
subdérmico as incisdes foram realizadas na porgao interna da linha de marcagdo com o objetivo de padronizar o
tamanho do defeito e do retalho cutaneo. Apés a realizagdo do defeito (Figura 3-B e C), o tubo cutaneo foi criado
a partir da realizacdo de duas incisdes paralelas, cranial e caudal, em uma area onde a pele remanescente pode
ser aproximada sem excesso de tensdo. Em seguida, procedeu-se a realizacao da incisdo sobre a linha dorsal,
dando forma retangular ao retalho cutaneo (Figura 3-D). Posteriormente, foi realizada a divulsdo da pele abaixo
do retalho criado (Figura 3-E). A artéria toracodorsal foi identificada cranialmente ao acromio, em seguida foi
ligada para permitir o avanco da divulsdo até a base do retalho previamente planejado (Figura 3-F). Com o
retalho completamente desprendido do subcutaneo, foi realizada sutura das bordas do retalho em padrio de
ponto simples separado (PSS) utilizando fio nailon n° 4.0 conferindo uma conformagio de retalho tubular
(Figura 3-G). Sequencialmente, foi realizada a transposi¢ao do retalho tubular em dire¢ao ao defeito e as bordas
do leito doador foram aposicionadas as bordas do leito receptor por meio de sutura em padrao de PSS, utilizando
fio nailon n° 4.0. Inicialmente a sutura foi realizada em pontos cardeais para a acomodacgao do retalho ao leito
receptor, posteriormente os pontos foram distribuidos entre os pontos previamente realizados de forma a
completar a sutura ao longo da linha de incisdo (Figura 3-H).
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Para o fechamento do leito doador foi realizada a aproximac¢do do subcutdneo em padrao de sutura
continua em Cushing modificado ou “zigue-zague” utilizando fio nailon 3.0, seguida da dermorrafia em padrdo de
PSS com o mesmo fio.
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Figura 3. Imagens fotograficas da técnica cirurgica de retalho de padrido subdérmico direto para a reconstrucdo de
defeito em extremidade de membro toracico direito - A. Preparacdo do campo cirurgico B. Incisdo sobre a linha de
demarcagdo do defeito. C. Criagdo do defeito de 2x2 cm D. Incisdo sobre a linha de demarcac¢do do retalho. E. Retalho
destacado abaixo do musculo cutaneo do tronco. F. Identificacdo e ligadura da artéria cutanea toracodorsal para permitir o
avanco da divulsdo do retalho. G. Aposi¢do das bordas do leito doador com pincas backaus, aposicdo das bordas do retalho
para a criagdo do tubo de pele, rotacdo do retalho tubular em diregio ao defeito. H. Aspecto final do retalho tubular apds a
fixacdo das bordas da linha de incisdo com padrdo de sutura em PSS, utilizando fio nailon n° 4.0. Jaboticabal, 2017.

Imediatamente apés a cirurgia, os animais do grupo trado foram submetidos a laserterapia. Procedeu-se a
limpeza da ferida com solugio fisioldgica e gaze, e em seguida, foi removido todo o excesso de umidade também
com gaze. Foram escolhidos 22 pontos distintos e pré-determinados de aplicagdo do laser (Figura 4-A), este
procedimento foi realizado a cada 48 horas de acordo com o periodo pds-operatério de cada grupo. Para esta
finalidade utilizou-se o aparelho de laser Laserpulse Ibramed ® modelo L42, com caneta de comprimento de
onda 660 nandmetros (nm) e 30 mW (megawatt) de poténcia. A dose do laser utilizada foi de 4 J/cm2 em
frequéncia continua, durante 8 segundos em cada ponto pré-determinado (Figura 4-B). Posteriormente a
bandagem foi confeccionada com uma camada de gaze sobre toda a extensdo da regido submetida ao
procedimento cirdrgico, em sequéncia, essa gaze foi fixada com atadura e esparadrapo.
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Figura 4. Imagens fotograficas da técnica de laserterapia. A) Fotomacrografia associada a representacio
esquematica das areas pré-determinadas para a aplicacdo da laserterapia (circulos vermelhos) sobre o tubo de pele e areas
adjacentes. B) Fotomacrografia representando a aplica¢do da laserterapia em retalho tubular no momento pés-operatdrio
imediato em um coelho do GL. Jaboticabal, 2017.

Protocolo terapéutico poés-operatorio. Como protocolo terapéutico poés-operatério foi instituido
antibioticoterapia com enrofloxacina na dose de 5 mg/kg por via subcutanea, a cada 12 horas por sete dias, anti-
inflamatério meloxican, 0,1 mg/kg por via subcutdnea, a cada 24 horas, durante quatro dias e como protocolo de
analgesia, morfina na dose de 0,5 mg/kg, por via subcutanea, a cada 12 horas, durante 7 dias.

Os curativos foram trocados a cada 48 horas em todos os grupos. A ferida cirurgica foi lavada de forma
meticulosa com solucdo fisiolégica estéril e as sujidades removidas com auxilio de gaze também estéril. O
curativo foi refeito da mesma forma que no periodo p6s-operatério imediato.

Avaliacdo macroscdpica. Para a avaliagdo macroscopica foram consideradas as varidveis: edema,
deiscéncia de sutura, presenca de desvitalizacdo, coloracio do tubo, presenga de secrecio e aspecto da secrecio,
todas graduadas com escalas de intensidade. Desta forma, para avaliacdo de edema foi utilizada uma escala
sendo considerado edema ausente, edema discreto (menor que 25%), edema moderado (de 25 a 50%), edema
intenso (de maior que 75%). A deiscéncia de sutura foi avaliada em auséncia de deiscéncia, deiscéncia parcial e
deiscéncia total. A desvitalizacdo foi avaliada em ausente, discreta (menos que 25%), moderada (de 25 a 50%) e
intensa (maior que 75%). A coloragido do tubo foi avaliada em porcentagem de apresentacdo das coloragdes
palido, réseo, azulado e enegrecido. A quantidade de secregio foi classificada como ausente, discreta (menor que
25%), moderada (entre 25 e 50%) e intensa (maior que 75%). Ja o aspecto da secregdo foi classificado em
exsudato inflamatério, purulento e hemorragico.

A avaliacao foi realizada por um avaliador cego e os dados obtidos de cada avaliacdo foram anexados a
fichas individuais para cada animal (apéndice A).

Procedimento de eutanasia dos animais e obten¢iao das amostras. Nos periodos pds-operatoérios
indicados para cada animal do experimento realizou-se a eutandsia dos animais. Para esta finalidade foi
administrada por via endovenosa propofol (dose-resposta) e, ao certificar-se da auséncia de reflexos corneal e
pupilar, foi realizada a aplicagdo de 20 mL de cloreto de potassio por via endovenosa para a indugdo de assistolia.
Em seguida o retalho tubular foi desconectado do leito doador e receptor, sendo cada extremidade devidamente
identificada, em seguida a peca foi acondicionada em frasco contendo formol tamponado a 10% para fixa¢ao por
no minimo 48 horas e posterior processamento e avaliacdo microscépica.



22

Processamento das amostras. Apos a fixacdo, as pecas foram clivadas na porgao distal do tubo, regido
de interface entre o retalho e leito receptor (Figura 5), e submetidas a processamento tecidual por inclusdo em
parafina. Sec¢des histoldgicas de cinco micrometros foram obtidas em micrétomo manual para a confecgio das
laminas, estas foram coradas pela hematoxilina/eosina para observacdo em microscépio 6ptico.

Figura 5. Imagens fotograficas do tubo de pele contendo as margens do leito doador e receptor apds a necropsia
associada a representacdo esquematica da area pré-determinada para a clivagem e processamento para andlise
histopatoldgica (quadrado vermelho). Jaboticabal, 2017.

Avaliagcao microscépica. As laminas coradas com HE foram utilizadas para avaliacdo de parametros
como presencga de necrose e neovascularizacio. As avaliagdes foram realizadas por avaliador Unico, as cegas, em
microscépio Nikon® E200 utilizando objetivas de 4x, 20x e 40x, sequencialmente.

A andlise consistiu no preenchimento de uma ficha contendo os pardmetros a serem avaliados. Tanto a
neovascularizacdo quanto a presenca de necrose foram avaliadas por analise semi-quantitativa baseada em
escore de intensidade, sendo atribuido ausente, discreto, moderado e intenso. A presenca de necrose no tecido
foi classificada como ausente quando as células do retalho em sua totalidade ndo apresentavam sinais como
picnose nuclear, cariolise e eosinofilia do citoplasma; discreta quando os sinais de necrose das células do retalho
estavam presentes de forma isolada; moderada quando estes sinais ocorriam de forma multifocal; e intensa
quando em toda a extensdo do enxerto era possivel visualizar sinais de necrose celular.

A neovascularizacdo foi considerada ausente quando o segmento avaliado ndo apresentava vasos
sanguineos. Discreta quando foram observados poucos vasos em pontos focais ou poucos vasos isolados,
moderado quando a neovascularizacdo ocorria em areas multifocais ou dreas extensas. Intensa quando os vasos
neoformados foram observados de forma localmente intensa em areas extensas com grandes areas de formacdo,
ou quando essas areas foram observadas de forma multifocal.

Analise estatistica. Para avaliacdo dos resultados, utilizou-se a andlise de correspondéncia multipla
para verificar a existéncia de associagdo entre as categorias macroscopicas (edema, deiscéncia de sutura,
presenca de desvitalizacdo, coloragdo do tubo, presenca de secrecdo e aspecto da secrecdo) e microscopicas
(neovascularizagdo e necrose). O teste qui-quadrado foi utilizado para verificar associacdo entre todas
categorias. Os resultados foram considerados estatisticamente significativos quando p<0,05. Os softwares de
analise utilizados foram Graphpad Prism versao 6.0 e o Statistica 7.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O segmento distal do retalho tubular corresponde a por¢do mais distante em relagdo a base e foi
utilizado para o estudo da neovascularizacao e possiveis complica¢des relacionadas a técnica proposta, tendo em
vista que a vascularizacdo dos retalhos cutdneos ocorre a partir dos vasos presentes no pediculo, responsaveis
pela perfusdo sanguinea de todo o retalho, por esse motivo a extremidade distal do retalho é normalmente a
mais propensa a possiveis complica¢des relacionadas a hipo6xia tecidual (Pavletic, 2010; Macphail, 2013).

Ap6s a avaliacdo dos dados obtidos por meio das andlises macro e microscépicas, foi possivel evidenciar
que tanto os animais do grupo GL quanto os animais do grupo GC apresentaram viabiliadade do retalho tubular
durante o periodo pds-operatorio em que foram observados. Entretanto, a presenga de necrose foi visualizada de
forma frequente nos animais do GC aos 4 (p=0,0384) e 8 (p=0,0384) dias de pods-operatério, esta variavel
apresentou associagdo significativa (p<0,0001) com a presenca de desvitaliza¢do identificada durante a avaliacao
macroscopica (Fifura 6). Segundo Pavletic (2010) complicagdes como isquemia e necrose em retalhos cutaneos
estdo relacionadas a mudancas da anatomia vascular durante a elevacdo do retalho do seu local de origem,
resultando em reducdo do suprimento sanguineo, principalmente das regides mais distantes da base. Outros
fatores podem contribuir para reducio da perfusdo dos retalhos como a técnica cirurgica inadequada, divulsdo
excessiva e trauma prévio. Além disso, retalhos de padrdo subdérmico apresentam menor capacidade de
perfusdo sanguinea por apresentarem em sua estrutura somente a rede vascular do plexo subdémico. Neste
estudo todos os animais foram submetidos a mesma técnica cirtrgica de forma padronizada e a necrose nao foi
uma alteracdo frequentemente observada nos animais submetidos a laserterapia.

4 dias 8 dias 16 dias 22 dias
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Figura 6. Imagens fotograficas de retalhos tubulares de padrido subdérmico em coelhos dos diferentes grupos durante os 4
momentos distintos da avaliagdo macroscépica. A) Aparéncia macroscépica do retalho tubular no quarto dia de pds-operatério de
coelho do GL, observar drea de coloragio azulada (area delimitada por uma marcagio circular). B) Oitavo dia de pds-operatorio de
coelho do GL. C) Décimo sexto dia de p6s-operatério de coelho do GL, observar a presenca de necrose desvitalizacdo discreta (seta).
D) Vigésimo segundo dia de pds-operatério de coelho do GL E) Aparéncia macroscépica do retalho tubular no quarto dia de pos-
operatério de coelho do grupo controle, observar area de coloragdo enegrecida (area delimitada por uma marcagdo circular). F)
Oitavo dia de pds-operatério de coelho do GC, observar a presenca de secre¢do serosanguinolenta associada a coloragdo enegrecida
em regido de extremidade do retalho tubular (seta). G) Décimo sexto dia de p6s-operatério de coelho do GC, observar a presenca de
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desvitalizagdo moderada e ulceragdo (seta). Vigésimo segundo dia de pds-operatério de coelho do GC, observar a presenca de
desvitalizacdo discreta. Jaboticabal, 2017.

A manutencdo do suprimento sanguineo adequado é fundamental para evitar complicagdes como
edema, seroma, isquemia, necrose e deiscéncia de sutura, comumente observadas em cirurgia reconstrutiva
(Walpensteijn, 2013; Wardlaw, 2013). Foi possivel observar que os animais do GL, aos 4 dias de pds-operatério,
apresentavam neovascularizacdo discreta, e este achado apresentou associacdo significativa (p<0,0001) com
critérios como auséncia de necrose, edema, secrecdo, desvitalizardo e deiscéncia de sutura (Figura 8). Essas
caracteristicas podem estar relacionadas aos efeitos fotobiomoduladores dos lasers de baixa intensidade que
atuam promovendo neovascularizacdo (Rabelo et al, 2006), proliferacdo de fibroblastos (Dall Agnol et al., 2009),
efeito antiinflamatério (Theodoro et al., 2002) além de acelerarem o processo de reparagio tecidual (Rabelo et
al,, 2006). Corroborando ao previamente citado, observou-se que aos 4 dias de p6s-operatério no GC a presenca
de necrose moderada (Figura 7), avaliada pela microscopia, estava associada significativamente (p<0,0001) com
a presenca de edema intenso, exsudato inflamatério, desvitalizagio moderada e neovascularizagdo discreta
(Figura 8).

Figura 7. Fotomlcrograﬁa de pele de coelho submetido a técnica de retalho cutineo tubular. Observar a presenca de
areas de necrose moderada (seta amarela); presenca de hemorragia (asterisco) e neovascularizagdo discreta (cabeca de seta
preta). Objetiva de 4x, coloragdo hematoxilina e eosina. Jaboticabal, 2017.

A presenca de neovascularizagio discreta foi constatada aos 8 dias de pds-operatdrio nos animais do GL
e estava associada a auséncia de desvitalizagdo, auséncia de secregdo e auséncia de deiscéncia de sutura
(p<0,0001) (Figura 10). Ja no grupo controle, neste mesmo periodo pos-operatorio foi possivel observar que a
auséncia de neovascularizagio estava associada (p<0,0001) a complicacées como edema moderado, presenca de
exsudato inflamatdrio e deiscéncia parcial de sutura (Figura 8). A presenca de exsudato inflamatdrio caracteriza-
se pela presenca de fluido serossanguinolento produzido apds o trauma cirurgico, decorrente do rompimento de
pequenos vasos, estando associada a presenca de inflamacgdo local (Amsellem, 2011). Uma possivel explicagdo
para os animais do GL ndo apresentarem essa complicagdo também envolve a a¢do do laser como agente anti-
inflamatoério, visto este promover atividade mitocondrial, com consequente aumento de adenosinatrifosfato
(ATP), vasodilatagdo e decréscimo dos niveis de prostaglandinas (Maiya et al., 2009; Castano et al., 2007).
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Figura 8. Mapa perceptual mostrando associacdo entre as categorias do GC avaliadas na regido distal do retalho cutaneo
tubular. As variaveis destacadas em vermelho apresentaram associagdo entre si aos 4 dias de pés-operatério. As variaveis
destacadas em azul apresentaram associa¢do aos 8 dias de pds-operatdrio. As variaveis destacadas em verde apresentaram
associacdo aos 16 dias de pds-operatdrio. As variaveis destacadas em roxo apresentaram associacdo aos 22 dias de pos-

operatdrio.

nicotina, quando comparadas as areas de necrose nos animais nao irradiados.

neovascularizacdo discreta, vasos identificados
preservada (cabeca de seta preta) e derme profunda

Nos animais avaliados aos 16 dias de pds-operatério, foi possivel observar necrose moderada associada
a auséncia de neovascularizacdo nos animais do GC, esses animais também apresentavam auséncia de secrec¢io e
auséncia de edema (p<0,0001) (Figura 10). Neste mesmo periodo, a presenca de neovascularizacio discreta foi
suficiente para evitar a necrose nos animais do GL (Figura 9). Em seu estudo, Neves (2011), constatou que o laser
de baixa intensidade diminuiu de forma efetiva as areas de necrose nos retalhos cutaneos em ratos tratados com

e = — &
Figura 9. Fotomicrografia de pele de coelho submetido a técnica de retalho cutdneo tubular. Observar a presenca de

Jaboticabal, 2017. Jaboticabal, 2017.

(seta amarela);

integridade tecidual preservada, observar epiderme
(asterisco). Objetiva de 40x, coloragdo hematoxilina e eosina.
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As avaliagdes realizadas aos 22 dias de pos-operatorio corresponderam ao estudo da fase mais tardia do
processo de cicatrizacdo. Neste periodo, tanto os animais do GT quanto os animais do GL apresentaram
neovascularizacdo ausente, provavelmente por se tratar da fase de maturacdo do processo de cicatrizacdo
marcada pela redugdo do nimero de capilares no tecido fibroso, que pode perdurar dias a anos (Zimmermann,
2007; Pitzer; Patel, 2011). Entretanto no grupo controle ainda era possivel observar a presenca de necrose
discreta, e tal achado ndo foi observado no grupo tratado.

2.0
Necrose ausente dia 22 Edema ausente dia 22
15 Dejscéncia ausente dia 22 © oo oconte dia 29
Secrecao ausente dia 22
1.0
0.5
Neovasc. discreta dia 4 [Deiscéncia ausente dia 4
0.0 =
Secrecdo ausente dia 8 Secregdo ausente dia 4 Iyecrose ausente dia 4 Dim 1 - 25%
o, Desvitalizagdo ausente dia 8 Desvitalizacao ausente dia 4| Edema ausente dia 4
05 Neovascularizacdo discreta dia 8
: Edema ausente dia 8
Deiscencia ausente dia 8 Deiscéncia ausente dia 16
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-1.0 Necrose ausente ma31 6 .
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Figura 10. Mapa perceptual mostrando associa¢do entre as categorias do GL avaliadas na regido distal do retalho
cutdneo tubular. As variaveis destacadas em vermelho apresentaram associacdo aos 4 dias de pds-operatorio. As variaveis
destacadas em azul apresentaram associacdo aos 8 dias de p6s-operatoério. As varidveis destacadas em verde apresentaram
associacdo aos 16 dias de pds-operatdrio. As varidveis destacadas em roxo apresentaram associacdo aos 22 dias de pos-
operatdrio.

Em muitos casos em que o avaliador considerou a presenca de desvitalizagdo pela avaliagdo
macroscopica, durante a avaliagdo microscopica, péde-se observar a auséncia de necrose em mesma regido. Esta
situacdo ocorreu nos casos em que existia a presenga de crosta com a ocorréncia de reepitelizacdo subjacente a
esta estrutura (Figura 11). Essa associacdo aconteceu principalmente nos animais avaliados nos periodos mais
tardios, de 16 dias de pds-operatorio (p<0,0001) e 22 dias de p6s-operatério (p<0,0001) tanto do GL quando do
GC.

Y/ - o
Figura 11. Fotomicrografia de pele de coelho submetido a técnica de retalho cutaneo tubular. Observar a presenca
de crosta (seta amarela) com presenca de reepitelizagdo subjacente a crosta composta por epiderme (cabeca de seta
vermelha) e derme profunda (asterisco). Observar a presenca de vasos sanguineos (seta preta). Objetiva de 40x, coloragdo
hematoxilina e eosina. Jaboticabal, 2017. Jaboticabal, 2017.
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Atualmente é preconizado que os retalhos cutaneos de padrao subdérmico quando aplicados de forma
direta sejam planejados de forma a evitar complicagdes como isquemia e necrose, para essa finalidade as
proporg¢des de 2:1 (relagdo comprimento x largura do retalho) devem ser respeitadas. Além disso, quando esse
retalho for rotacional é importante que o angulo de rotagdo seja de até 90°, pois a medida que o angulo de
rotacdo aumenta, ocorre a tor¢ao da dobra da pele da base juntamente com os vasos sanguineos, prejudicando a
perfusdo sanguinea local. Em situagdes em que seja necessario extrapolar todos os limites citados, o mesmo deve
ser elaborado como um retalho indireto, em miultiplas fases afim de evitar complicacdes (Macphail, 2013;
Pavletic, 2010; Castro et al, 2015). Neste estudo o retalho cutdneo tubular de padrdo subdérmico direto
ultrapassou todos os limites preconizados até momento pela literatura, propositalmente. Com a finalidade de
avaliar a capacidade do laser em promover neovascularizagdo e evitar possiveis complicagdes.

De forma geral ndo houve perda total de nenhum retalho tubular nos grupos estudados, entretanto o
laser de baixa intensidade na dose de 4 J/cm?2 e comprimento de onda de 660 nanémetros (nm) e 30 mW
(megawatt) de poténcia mostrou ser uma importante fonte de estimulo a neovascularizacdo e consequentemente
evitar complicagcdes como necrose, edema, inflamagao intensa e deiscéncia de sutura. Estes resultados vao ao
encontro dos achados de Andrade (2014), que afirma que a laserterapia de baixa poténcia nas doses entre 3-6
J/cm? parecem ser mais eficazes e que doses acima de 10 ]J/cm2 Além disso, os comprimentos de onda
compreendidos entre 632,8 e 1000nm seguem como aqueles que apresentam resultados mais satisfatérios no
processo de cicatrizacdo tecidual. A acdo satisfatéria do LBI também foi comprovada por Reis filho (2017), neste
estudo a laserterapia foi efetiva em favorecer o processo cicatricial e a integragao do enxerto livre.

Os achados deste estudo reforcam a necessidade de busca por estudos que comprovem os reais limites
de retalhos de padrio subdérmico de acordo com sua classificagio e dngulo de rotacdo. Além de servir como base
para estudos que possam elucidar a a¢do de terapias adjuvantes a cirurgias reconstrutivas na tentativa de
reduzir as complicagdes comumente observadas.

CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos é possivel concluir que o retalho tubular de padrao subdérmico direto pode
ser empregado em coelhos, mesmo quando o angulo de rotacdo ultrapassar 90°. Entretanto, é necessario realizar
estudos que comprovem a viabilidade da técnica empregada em outras espécies para a implementag¢io na rotina
cirdrgica de pequenos animais. A terapia proposta com o laser de baixa intensidade na dose e frequéncia
empregadas neste estudo se mostrou eficaz em promover neovascularizagao e evitar complica¢des relacionadas
a hipoxia e inflamacéo tecidual, apresentando ampla praticidade, podendo ser facilmente utilizada como terapia
poOs-operatdria. Esta associagdo entre a técnica de retalho tubular de padrdo subdérmico e a laserterapia de baixa
intensidade revelaram-se procedimentos promissores em cirurgia reconstrutiva.
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APENDICE A

Awvaliacio Macroscdpica
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APENDICE B

Instrucdes para os autores da Revista Pesquisa 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 versdao mais recente do
Word e formatados de acordo com o modelo de apresentagio disponiveis no ato de submissio e no site
da revista (www.pvb.com.br). Devem constituir-se de resultados de pesquisa ainda ndo publicados e nio
considerados para publicagcdo em outro periédico.

Apesar de ndo serem aceitas comunicacdes (Short communications) 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 avaliados pelos pares (peer
review) e, aceitos para publicacdo, com dois pareceres favoraveis ou rejeitados, por dois pareceres
desfavoraveis. Os direitos autorais dos artigos aceitos para publicacdo permanecem com os autores.
NOTE: Em complementacdo aos recursos para edicdo da revista é cobrada taxa de publicacdo (paper
charge) no valor de R$ 1.500,00 por artigo editorado, na ocasido do envio da comunicagdo de aceite, ao
autor para correspondéncia. Ndo ha taxa de submissao e avaliagdo de artigo.

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 identificacio 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;

¢) o ABSTRACT deve ser uma versdao 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 conclusdes, seguido dos “TERMOS DE INDEXACAOQ” que incluem palavras do
titulo;

e) a INTRODUGCAO deve ser breve, com citagio bibliografica especifica sem que a mesma assuma
importancia principal, e finalizar com a indicagdo do objetivo do artigo;

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

g) em RESULTADOS deve ser feita a apresentacdo 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 publicacdo
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 seguintes normas:

a) A digitacao deve ser na fonte Cambria, corpo 10, entrelinha simples; a pagina deve ser no formato A4,
com 2cm de margens (superior, inferior, esquerda e direita), o texto deve ser corrido e nido 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 nimeros ardbicos colocados em
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sobrescrito apds a palavra ou frase que motivou a nota. Essa numeracao sera continua por todo o artigo;
as notas deverdo ser lancadas ao pé da pagina em que estiver o respectivo niimero 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 citagdes serdo feitas pelos respectivos nimeros e, sempre que possivel, em ordem crescente.
ABSTRACT e RESUMO serdo escritos corridamente em um s6 paragrafo e ndo devem conter cita¢des
bibliograficas.

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

d) siglas e abrevia¢cdes dos nomes de instituicdes, ao aparecerem pela primeira vez no artigo, serdao
colocadas entre parénteses, ap6s 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 nao se distinguirem por esses elementos, a diferenciacdo sera feita através do acréscimo
de letras mindsculas ao ano. Artigos ndo 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 sé vez. A meng¢io de comunicagdo
pessoal e de dados ndo publicados é feita no texto somente com citagio de Nome e Ano, colocando-se na
lista das Referéncias dados adicionais, como a Instituicdo de origem do(s) autor(es). Nas cita¢cdes 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 padrdo adotado nos ultimos fasciculos da revista,
inclusive quanto a ordenacéo 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 conveng¢des 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 tracgo curto a esquerda.



