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AVALIACAO DA ANGIOGENESE E RESPOSTA INFLAMATORIA EM ENXERTOS
CUTANEOS SUBMETIDOS A LASERTERAPIA EM RATOS
(Rattus novergicus albinus wistar)

RESUMO - As técnicas reconstrutivas tém sido amplamente utilizadas na Medicina
Veterinaria. Com a intencdo de reduzir complicagbes inerentes as técnicas
reconstrutivas, sao utilizadas terapias adjuvantes pds-operatdrias como a laserterapia
de baixa intensidade (LBI). Objetivou-se definir os efeitos da laserterapia de baixa
intensidade sobre a cicatrizacdo, inflamacao e vascularizacdo de enxertos cutaneos
em intervalos de tempo aplicaveis a rotina cirdrgica veterinaria. Foram utilizados 40
ratos (Rattus novergicus albinus wistar), sendo cada animal submetido a enxertia
cutanea autdgena em regido interescapular, sendo distribuidos de forma aleat6ria em
cinco grupos (G1, G2, G3, G4 e G5) de acordo com a dose de 6 J/cm2 ou 10 J/cm? a
cada 3 ou 5 dias, aplicada sobre o enxerto cutaneo durante 15 dias. Avaliacéo
macroscopica aos dias trés, sete e 15 ndo demonstrou alteracdo com a aplicacéo de
LBI sobre os enxertos. Avaliacdo histoquimica com picrosirius apresentou maior
expressao de colageno tipo | — vermelho em enxertos de G5 (p<0,05), enquanto ndo
houve expressdo do mesmo em G1; a expressao de colageno tipo Ill — verde néo foi
influenciada pela LBI. A avaliacdo histoquimica com hematoxilina-eosina evidenciou
maior numero de fibroblastos em enxertos de G4 (p<0,05) e menor hemorragia em
enxertos de G5 (p<0,05). Houve modulacdo da resposta inflamatéria em enxertos
cutaneos irradiados, enquanto a LBl n&o teve efeito sobre a angiogénese. Conclui-se
gue a exposicao de enxertos cutaneos a dose de energia de 6 J/cm2 ou 10 J/cm? a
cada 5 dias beneficiaram a cicatrizagdo e a modulagao da inflamag&o local.

Palavras-Chave: cicatrizacdo, cirurgia reconstrutiva, inflamacao, laserterapia de
baixa intensidade.



EVALUATION THE OF ANGIOGENESIS AND INFLAMMATORY RESPONSE IN
FREE SKIN GRAFTS SUBMITTED TO LASER THERAPY IN RATS
(Rattus novergicus albinus wistar)

ABSTRACT - The reconstructive techniques has been widely used in Veterinary
Medicine. To reduce inherent complications to the reconstructive techniques, the
postoperative adjuvants therapies are used, such as low-level laser therapy (LLLT).
The aim of this work is to determine the low-level laser therapy’s effects on the healing,
inflammation and vascularization of the free skin grafts grafts in applicable time
intervals to the veterinary surgery routine. Forty rats (Rattus novergicus albinus wistar)
were used, and each one was submitted to the autogenous free skin graft on the
interescapular region. They were allocated randomly in five groups (G1, G2, G3, G4
and Gb5) according to the 6 J/cm?2 or 10 J/cm2 doses every 3 or 5 days for 15 days. The
macroscopic evaluation on the third, seventh and fifteenth day did not show alterations
of the LLLT on the grafts. The histochemical evaluation with picrosirius had more
expression of the type | collagenous — red in the grafts of G5 (p<0,05), while in the G1
did not; the expression of the type Ill collagenous — green was not influenced by LPLT.
The histochemical evaluation with hematoxylin-eosin showed more numbers of
fibroblasts in the grafts of G4 (p<0,05) and less hemorrhage in grafts of G5 p<0,05). It
had modulation of the inflammatory response in the irradiated cutaneous grafts, while
the LPLT had no effect on the angiogenesis. Then, it observed that the exposure of
the cutaneous grafts to the 6 J/cm2 or 10 J/cm? doses every 5 days improved the
healing and the modulation of the local inflammation.

Keywords: healing, reconstructive surgery, inflammatory, low level laser therapy.
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de necrose em enxertos cutaneos e leitos doadores de acordo com cada
grupo de tratamento, aos 15 dias de pos-operatorio. Faculdade de Ciéncias
Agréarias e Veterinarias — FCAV/UNESP, 2019. A) Diferenca estatistica
(p<0,05) de enxertos cutaneos em G3 ao apresentar maior média de
necrose em relagédo aos leitos dos demais grupos. B) Seguida da média de
necrose em enxertos cutaneos em G2 com diferenga estatistica (p<0,05).
C) Os valores mensurados para enxertos cutaneos em G1, G4, G5 e leitos
doadores em G2 apresentam mesma media, com diferenca significativa
(p<0,05). D) Os valores mensurados para leitos doadores em G1, G3, G4
e G5 apresentam menor necrose com valores significativos



Figura 11. Representacao grafica da analise quantitativa da presenca de hemorragia
em enxertos cutaneos em grupos experimentais, aos 15 dias de pos-
operatorio. Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias -
FCAV/UNESP, Jaboticabal-SP, 2019. A) Enxertos cutaneos em G3 e G1
apresentaram maior quantidade de hemorragia com diferenca estatistica
(p<0,05) em relacdo aos enxertos em G2 e G4. B) Presenca de
hemorragia mensurada nos enxertos cutaneos em G2 e G4 apresentaram
diferenca significativa (p<0,05) sobre enxertos de G5. C) Hemorragia
mensurada em enxertos CUtaneos em G5..........cccociiiiiiiiiiiiiiiiiiieee e, 27

Figura 12. Representacao grafica em colunas da média de expressdo de colageno
tipo | — vermelho em leito doador e enxerto cutaneo nos grupos. Faculdade
de Ciéncias Agrarias e Veterinarias — FCAV/UNESP, 2019. A) Diferenca
significativa (p<0,05) entre leito doador e enxerto cutaneo em G1. B)
Diferenca significativa (p<0,05) entre leito doador e enxerto cutaneo em

Figura 13. Representacdo grafica em colunas da média de expressdo de colageno
tipo 11l — verde em leito doador e enxerto cutaneo nos grupos. Faculdade
de Ciéncias Agrarias e Veterindrias — FCAV/UNESP, 2019. A) Diferenca
significativa (p<0,05) entre leito doador e enxerto cutaneo em G1. B)
Diferenca significativa (p<0,05) entre leito doador e enxerto cutdaneo em



1. INTRODUCAO

A cirurgia reconstrutiva vem ganhando importancia nas ultimas décadas devido
ao manejo de feridas traumaticas e exérese de neoplasmas, com objetivo de promover
cicatrizacéao e retorno funcional do tecido lesado proximo a normalidade (Castro et al.,
2015). Ao se empregar técnicas reconstrutivas, objetiva-se adequada cobertura da
ferida e reducéo do tempo de cicatrizacdo (Amsellen, 2011; Martins et al., 2015).

Os retalhos e enxertos cutaneos sao exemplos de técnicas aplicadas em
cirurgias reconstrutivas (Szentimrey, 1998; Montinaro et al.,, 2014). Os retalhos
cutaneos sao porcoes de pele, incluindo epiderme e derme, removidos parcialmente
de seu leito original e transferidos para outro local proximo, mantendo a base
(Andreassi et al., 2005). Os enxertos cutaneos sdo segmentos de epiderme e derme
completamente removidos do leito doador e transferidos para o leito receptor distante
(Stanley et al., 2013).

Diversas complicagbes sao relatadas em cirurgias reconstrutivas, como
inflamacédo, edema e seroma (Amsellen, 2011). Terapias adjuvantes como a
laserterapia de baixa intensidade (Cury et al., 2009), Células-tronco (Gémez, 2016) e
plasma rico em plaquetas (Pazzini et al., 2016), entre outras técnicas tém sido
estudadas nos ultimos anos com o objetivo de reduzir as complicacfes inerentes a
reconstrugao.

A laserterapia de baixa intensidade tem sido aplicada a Medicina Veterinaria
devido a capacidade de promover alteracdes fisicas e biolégicas. Desse modo, estas
alteracdes metabdlicas podem ajudar na reducédo do processo inflamatorio, promocéo
da circulagdo sanguinea, concomitantemente atuando no processo de cicatrizacdo
(Busnardo e Simdes, 2010).

Objetivou-se com o presente trabalho avaliar os efeitos da laserterapia de baixa
intensidade em enxertos cutaneos em ratos, submetidos as doses de 6 Jicm? e
10J/cm2, em intervalos de 3 e 5 dias. Além disso, avaliou-se a angiogénese,
inflamacéo e cicatrizacdo apés 15 dias de tratamento, por meio de marcadores
histoquimicos, como hematoxilina-eosina e Picrosirius, e marcadores imuno-

histoquimicos como COX-2, CD31 e Macrofagos.
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7. CONCLUSAO

Diante do exposto € possivel concluir que a irradiacéo de laserterapia de baixa
intensidade, utilizando comprimento de onda de 660 nm, 30 mW, nas doses de 6 J/cm?
ou 10 J/cm? a cada 5 dias, beneficiaram o processo de reparacdo, bem como na
expressao de colageno tipo | — vermelho em 15 dias de tratamento, assim como

modulacao da resposta inflamatéria em enxertos cutaneos em ratos.
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APENDICE A

Método de avaliagdo das varidveis macroscopicas ap0s enxertia cutanea em ratos.

FCAV/UNESP Campus de Jaboticabal
Rato: Dia Pés-Operatorio: Data Avaliacdo:
Cirurgia: Grupo: Avaliador:
EXSUDATO O—Ausente | 1-—Discreto | 2—Moderado | 3—Intenso
% | Localizacdo
~ 0 — Pélida 1 — Résea 2 — Hiperémica | 3 - Ciandtica
COLORACAO % % % %
EDEMA O—Ausente | 1-Discreto | 2—Moderado | 3-—Intenso
% | Localizacdo
CAOSSIE/IEEC':I'—II-COZO 0 — Excelente 1-Bom 2 — Regqular 3 — Ruim
% | Localizacdo
Variavel Graduacao
0 1 2 3
Exsudato Ausente Discreto Moderado Intenso
(nenhuma (secrecdo ao | (aproximadamente | (toda a ferida
secrecao na | redor daferida | 50% da ferida | cirdrgica
ferida cirGrgica) | cirargica) cirdrgica apresenta | apresenta
secrecao) secrecao)
Coloracéo Palida (70% do | Résea (70% | Hiperémica (70% | Ciandética
enxerto do enxerto | do enxerto | (70% do
apresenta apresenta apresenta-se enxerto
coloracéo coloracéo vermelho intenso | apresenta
esbranquicada) | semelhante semelhante a | coloracao
ao tecido | inflamac&o) escura)
integro)
Edema Ausente Discreto Moderada (50% | Intenso
(nenhuma (presenca de | do enxerto | (tumefacéo
tumefacdo do | tumefacdo apresenta areas de | por toda a
tecido pontual tumefacéo) extensdo do
adjacente a | proveniente enxerto)
area do | de lig
enxerto) intersticial)

(Adaptado de Paim et al., 2002)



APENDICE B

File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
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ImageJ 1.50b / Java 1.8.0_60 (64-bit)
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Thresholding method: |Default v;
Threshold color: |Red
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Stack Macro Help H

Esquema ilustrativo da metodologia de andlise do Picrosirius utilizando o
software ImageJ®. A) Interface do software ImageJ ®. B) Interface do plug-in
Thereshold Colour, aplicando a matiz (Hue) entre 0-40, saturacao (Saturation)
de 0-255 e brilho (Brightness) de 5 a 225 para identificacdo de colageno tipo |

vermelho. C) Identificacdo de areas de colageno tipo | vermelho, contornadas
em amarelo.
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APENDICE C

Threshold Color

File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help

B o|c|o] 4| =[N Al |o|F| wfsfs|o]x]_ |

imageJ 1.50b / Java 1.8.0_60 (64-bit)

[V Pass

v Pass

o

%
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Brightness
_ppass
K1l s
g < 22

Thresholding method: |Default 'l
Threshold color: |Red ~
Color space: |HSB l

[V Dark background

Original | Filtered | Select | Sample'
Stack Macro Help B

Esquema ilustrativo da metodologia de andlise do Picrosirius utilizando o
software ImageJ®. A) Interface do software ImageJ ®. B) Interface do plug-in
Thereshold Colour, aplicando a matiz (Hue) entre 45-120, saturacao (Saturation)
de 0-255 e brilho (Brightness) de 5 a 225 para identificacdo de colageno tipo Ili
verde. C) ldentificacdo de areas de colageno tipo Il verde, contornadas em
amarelo
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