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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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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.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Enxertos cutaneos

Enxerto cutaneo corresponde a segmento da epiderme e derme
completamente removido do leito doador e transferido para leito receptor distante
(Stanley et al., 2013). Esta técnica é aplicada quando h& perda cutanea significativa e
a correcao cirargica convencional ndo promove a sintese completa da lesdo, bem
como ha intengéo de se obter efeito cosmético favoravel (Stanley et al., 2013; Pazzini
e Moraes, 2015).

2.1.1. Classificagdo e origem dos enxertos cutaneos

Os enxertos cutaneos sao classificados de acordo com a sua espessura em
completo e parcial (Kitamura et al., 2017). Os modelos de espessura completa
possuem em sua constituicdo epiderme e derme, suportando maior manipulacao
durante sua obtencédo (Audrain et al., 2015). Logo, 0s enxertos de espessura parcial
possuem em sua constituicdo epiderme e porcao variavel de derme, sendo coletado
com o auxilio de dermatomo, apresentando baixas taxas de complicacdes na literatura
(Riggs et al., 2015).

Os modelos de espessura parcial sdo subclassificados em espessura fina,
meédia ou espessa, de acordo com Serra et al. (2016). Sdo aplicados em éareas de
grande perda cutanea, onde o leito receptor € pouco vascularizado e ndo ha
possibilidade de aplicacédo de retalhos cutédneos, como extremidade de membros
(Andreassi et al., 2005).

Além disso, 0s enxertos cutaneos também sédo classificados quanto a sua
origem. Os autoenxertos sao aqueles em que o doador e o receptor &0 0 mesmo
individuo, enquanto os isoenxertos sdo obtidos de doador da mesma espécie, porém
geneticamente proximos. Os aloenxertos séo obtidos de doador da mesma espécie,
porém geneticamente diferentes. Os xenoenxertos sdo obtidos de espécies diferentes
(Andreassi et al., 2005; Swain, 2007).



Os enxertos séo classificados também quanto ao seu modelo, sendo divididos
em camada, malha e semeadura. Em camada, consiste em modelo aplicado na sua
forma integra, obtendo epiderme e derme, retira-se o tecido subcutaneo e
posteriormente é acomodado no leito receptor. O modelo em malha segue os
principios de coleta e confeccdo semelhantes ao em camada, diferindo da presenca
de fenestras longitudinais ao longo da sua extensdo. O modelo em semeadura,
consiste em “ilhas” coletadas do leito doador por meio de “punch” de bidpsia ou lamina
de bisturi, e sdo acomodados no leito receptor em pequenos orificios, também

confeccionados com “punch” (Pavletic, 2010; Pazzini e Moraes, 2015).

2.1.2. Confecgdo do enxerto cutaneo

A confecgdo do enxerto cutaneo requer manipulacdo cuidadosa, com o intuito
de evitar complicacbes em drenagem vascular e linfatica local. Sua coleta é feita a
partir do leito doador, de acordo com as dimensdes necessarias, conforme descrito
por Tong e Simpson (2012). Regiéo de flanco e lateral de térax sdo consideradas de
eleicdo para coleta do enxerto, entretanto deve-se considerar a espessura da pele
entre leito doador e leito receptor (Pazzini e Moraes, 2015).

O local doador deve apresentar pelos da mesma coloracéo que o leito receptor,
assim como, textura e comprimento, a fim de reduzir suas diferengas quando
implantado (Andreassi et al., 2005; Miller et al., 2016). O local doador apos a retirada
do enxerto apresentara lesdo de continuidade, a qual deve ser reduzida com sutura
sem tensao, sendo necessario em alguns casos a aplicacéo de técnicas reconstrutivas
(Montinaro et al., 2014; Miller et al., 2016).

Para a aplicacdo do enxerto no leito receptor, este deve apresentar tecido de
granulacao limpo, ndo hipertrofiado e livre de contaminacdo (Andreassi et al., 2005;
Saifzadeh et at., 2005). E sabido que leito receptor com escassa vasculariza¢io pode
ser um fator limitador na aplicagdo do enxerto cutdneo, principalmente em
extremidade distal de membro, onde se tem dificuldade em aplicar retalhos cutaneos
(Audrain et al., 2015). Todavia, grande parte dos enxertos cutaneos sobrevive nesses

leitos, mesmo com pouca vascularizagdo (Amsellem, 2011).



2.1.3. Fases de cicatrizacdo do enxerto cutaneo

A cicatrizacdo do enxerto € constituida pelas fases de aderéncia, embebicao
plasmatica, inosculacdo e revascularizacdo, tardiamente ocorrendo a fase de
contracao (Stanley et al., 2013). Logo apo6s sua aplicacao no leito receptor, uma rede
de fibrina faz a adesédo do enxerto ao leito, sendo a fase de aderéncia. Os filamentos
de fibrina sofrem retracdo, tracionando o0 enxerto até que ocorra a aposi¢do com o
leito receptor (Andreassi et al., 2005). Fibroblastos, leucécitos e macrofagos invadem
a rede de fibrina entre o enxerto e o leito receptor promovendo ganho progressivo de
resisténcia. A rede de fibrina é substituida por tecido fibroso por volta do décimo dia.
Com o passar do tempo o colageno sofre maturacdo, responsavel pela retracdo do
enxerto (Swain, 2007; Pazzini e Moraes, 2015).

A embebicdo plasmatica acontece 24 horas ap6s o procedimento cirargico,
ocorrendo transudacdo do soro oriundo dos vasos seccionados da area receptora,
contendo eritrécitos e leucdcitos, sendo absorvido pelo enxerto (Andreassi et al., 2005;
Swain, 2007). A fase de inosculacdo é caracterizada pela anastomose de pequenos
capilares, comunicando a superficie do enxerto e o leito receptor, ocorrendo de 48 a
72 horas apés o procedimento cirdrgico (Stanley et al., 2013; Pazzini e Moraes, 2015).

Brotos vasculares provenientes do leito receptor se desenvolvem,
comunicando-se com as extremidades seccionadas dos vasos do enxerto,
promovendo a angiogénese local (Riggs et al., 2015). Durante a fase de
revascularizacdo o enxerto se encontra fragil, entretanto com a angiogénese, novos
vasos sanguineos sao responsaveis pelo fluxo verdadeiro, aproximadamente cinco a
sete dias do procedimento cirargico, ocorre a nutricdo e oxigenacdo de forma
adequada do enxerto (Pavletic, 2010). Além da formacao de vasos sanguineos, ocorre
a formacdo de vasos linfaticos, promovendo a drenagem linfatica (Swain, 2007;
Stanley et al., 2013).

O processo de angiogénese ocorre na fase de revascularizagdo, sendo 0s
vasos sanguineos recém-formados tortuosos e com dilatacéo irregular (Cury et al.,
2013). A maturagao dos vasos inicia dentro de 48 horas com a formacéo de novos
capilares indiferenciados, esse processo tera continuidade até o desenvolvimento de

novo sistema de arteriolas, vénulas e capilares (Swain, 2007; Riggs et al., 2015). Caso



nao ocorra reestabelecimento da drenagem venosa e linfatica, ou ocorra de forma
deficiente, ha formacdo de edema, predispondo complica¢cdes, bem como perda do
enxerto (Amsellen, 2011; Pazzini e Moraes, 2015).

A fase de contracdo ocorre de modo tardio, podendo estender por até 6 meses.
E caracterizada pela acdo dos miofibroblastos e proteinas contrateis, promovendo a
contracdo do enxerto no leito receptor (Isaac et al., 2010). Os miofibroblastos
participam da sintese da matriz extracelular e na forga mecénica, influenciando na

organizacdo do colageno e na contracdo da ferida (Masseno et al., 2010).

2.1.4. Cuidados pés-operatoérios

Com o objetivo de promover maior contato entre enxerto cutaneo e leito
receptor, recomenda-se a aplicacdo de bandagem compressiva (Andreassi et al.,
2005). A bandagem compressiva reduz a mobilidade, assim como beneficia a fase de
aderéncia (Stanley et al., 2013; Miller et al., 2016). De acordo com o local de aplicacao
do enxerto cutaneo e seu tamanho, pode-se utilizar bandagem compressiva elastica,
esponja ou gaze fixada com suturas (Andreassi et al., 2005).

As principais complicacbes decorrentes do uso de enxertos cutaneos sao
necrose, inflamacao e seroma. O acumulo de liquido entre o enxerto e o leito receptor
e infeccdo sdo causas comuns de falhas na técnica e insucesso do procedimento
(Amsellen, 2011; Riggs et al., 2015).

O processo de cicatrizagdo é mediado por fatores de crescimento, desse modo
a utilizacdo de técnicas alternativas que propiciem os passos da cicatrizacdo pode
beneficiar a enxertia cutdnea (Issac et al., 2010; Kazemikhoo et al., 2018). Por
exemplo, o uso de laser de baixa intensidade em feridas cutaneas tem demonstrado
beneficios na cicatrizacdo, angiogénese e reducéo da inflamacéo através da liberacéo

de citocinas pelas células (Felice et al., 2009).

2.2. Laserterapia

A sigla “laser” possui sua origem na lingua inglesa — “light amplification by
stimulated emission of radiation” (Ramos et al., 2018). Sendo definida como fonte de



luz monocroméatica, com comprimento de onda Unico; coerente, aonde todas as ondas
se encontram em mesma fase e colimada ao ser transmitida em Unica direcdo, sem
divergéncias (Inoe et al., 2008; Andrade et al., 2014).

A utilizacdo da laserterapia na area da saude como instrumento terapéutico
iniciou na década de 1960, entretanto, apesar de indmeras pesquisas, existem
controvérsias quanto a técnica de aplicacdo, dose utilizada e tempo de exposicao
(Busnardo e Simdes, 2010).

Os aparelhos de laser consistem em cavidade éptica ressonante com diferentes
tipos de meios ativos, como materiais solidos, liquidos ou gasosos, produzindo luz por

meio da passagem de corrente elétrica (Chaves et al., 2014).

2.2.1. Laserterapia de baixa intensidade

O laser é classificado quanto a sua poténcia ou intensidade de emissao,
estando diretamente correlacionado com o efeito tecidual que se deseja produzir
(Ramos et al., 2018). Laser de alta poténcia é aplicado em corte e coagulacdo de
tecidos, enquanto laser de baixa poténcia € utilizado em processos de reparo tecidual,
como traumatismos musculares, articulares, nervosos, 6sseos e cutaneos, causando
baixa ou imperceptivel mudanca na temperatura no local irradiado (Felice et al., 2009;
Gagnon et al., 2016).

O laser de baixa intensidade (LBI) é caracterizado pelo potencial de alcance
entre 102 a 10 W, comprimento de onda entre 300 a 10600 nm, pulso de 0 a 5000
Hertz, intensidade entre 102 a 10° W/cm e dose de 102 a 102 J/cm? (Chaves et al.,
2014; Samaneh et al., 2015). Os meios ativos mais comuns sao HeNe, AlGaAs, AsGa
e AlGalnP (Farivar et al., 2014; Loreti et al., 2015).

A LBI é capaz de influenciar o comportamento celular por meio da
fotobiomodulacdo, ou seja, capacidade dos tecidos absorverem a luz laser,
estimulando ou inibindo o metabolismo celular (Renno et al., 2011; Silva et al., 2016).
Atualmente a aplicagdo de laserterapia de baixa poténcia ou baixa intensidade tem
sido estudada como terapia adjuvante no tratamento de feridas, por acelerar o

processo cicatricial e modular inflamacé&o (Samaneh et al., 2015; Ramos et al., 2018).



A interacdo da luz com o tecido depende de caracteristicas como comprimento
de onda da luz, dose aplicada e tecido (Chaves et al., 2014). Em estudo realizado por
Loreti et al. (2015) as dosagens utilizadas variaram entre 0,03 a 117J/cm? com
resultados positivos no processo de cicatrizagdo de feridas, ndo havendo dose preé-
determinada, cujo comprimento de onda variou entre 600 a 1000nm (Andrade et al.,
2014).

Sendo o laser uma fonte de luz monocromatica, coerente e colimada é possivel
gue penetre a pele de forma nao-invasiva (Samaneh et al., 2015). Estudos in vivo e in
vitro sobre cicatrizacdo de feridas, demonstram que a irradiacdo a laser acelerou a
atividade de fibroblastos, o metabolismo do colageno, assim como modulacdo de

analgesia local e efeito anti-inflamatorio (Loreti et al., 2015).

2.2.2. Mecanismo de agéo

A LBI promove efeitos moleculares como ativacédo da enzima ATPase (estimulo
a mitose e ao influxo de calcio), aumento de mRNA (sintese proteica e proliferacao
celular), maior expressao de VEGF (“vascular endotelial growth factor”) e angiogénese
(Cury et al., 2013; Kazemikhoo et al., 2018). Entretanto seu mecanismo de ac&do nao
€ bem elucidado (Cury et al., 2013).

Os efeitos bioldgicos da laserterapia sdo classificados em primarios,
secundarios e terciarios. A reacdo primaria € considerada uma interagcao entre fétons
e fotorreceptores, dependendo do comprimento de onda aplicado. Ap6s a absorcdo
de energia, citocromo c oxidase inicia um estado excitatério, alterando a transferéncia
de elétrons dentro da cadeia respiratéria (Dyson 2006; Samaneh et al., 2015).

As reacfes secundarias ndo sédo dependentes apenas da absorcdo de energia
do laser, mas relacionadas com a sensibilizacao celular, ocorrendo algumas horas até
dias apos a irradiacéo. Diversos efeitos metabdlicos ocorrem, conduzindo mudancgas
fisiolégicas em nivel celular, como liberagcdo de calcio pela mitocéndria para o
citoplasma. O calcio disperso no citoplasma promove eventos relacionados com a
migracdo celular, sintese de RNA e DNA, mitoses, sintese proteica e proliferacao
celular (Dyson, 2006; Farivar et al., 2014; Samaneh et al., 2015)



Os efeitos terciarios séo influenciados pelo ambiente interno, externo e
interacOes intracelulares, sendo reacfes menos previsiveis, 0s quais atingem a
mitocondria e a membrana celular dos fibroblastos, queratinécitos ou células
endoteliais, sendo absorvidos pelos cromdéforos. Sdo promovidas alteracdes na
permeabilidade da membrana celular, melhoria na sinalizagcdo entre mitocondrias,
nacleo e citosol, formacao de 6xido nitrico e aumento do metabolismo oxidativo para
a producéo de ATP (adenosina trifosfato) (Felice et al., 2009; Pinto e Tavares, 2011).
Com o aumento dos niveis de citocinas e fatores de crescimento as células irradiadas
estabelecem comunicacao intercelular com as células que ndo foram irradiadas
(Dyson, 2006).

2.2.3. Efeitos da laserterapia de baixa intensidade

Os efeitos promovidos pelo laserterapia de baixa intensidade permitem
modulacdo da inflamacao promovidos pela liberacdo de opioides endégenos, reducéo
de prostaglandinas (PGE-2) e de ciclooxigenase — 2 (COX-2) (Silva et al., 2016). Além
disso, possui efeito modulador sobre a resposta inflamatéria por inibicdo da
diferenciacéo de leucdcitos, exsudacdo de células e plasma, assim como reducao na
secrecéo de interleucina 6, MCP-1, interleucina-10, TNF-a e interleucina -1 (Hawkins
e Abrahamse, 2005; Silva et al., 2016). Os linfocitos sofrem estimulo de proliferacao,
assim como os macrofagos sédo estimulados a aumentarem a fagocitose (Andrade et
al., 2014).

A aplicacdo de laser em feridas tem como objetivo a reducdo do tempo de
cicatrizacdo (Nufez et al., 2012). Em estudos utilizando a irradiacao de LBI em feridas
foi possivel observar o aumento das fibras coldgenas, assim como seu
remodelamento (Cury et al., 2013; Fiorio et al., 2013; Mathur et al., 2016). O laser
contribui para elevar a motilidade de células epiteliais, promove a formacao
guantitativa e qualitativa de tecido de granulacdo e proliferacdo de fibroblastos
(Brassolatti et al., 2016; Mathur et al., 2016; Almeida et al., 2017).

A LBI tem demonstrado influéncia na formag&o de novos vasos sanguineos na
regido irradiada (Medeiros et al., 2017). Por mecanismos ainda nao elucidados, a

aplicacao de laser em retalhos cutaneos de ratos induziu a expressao de HIF-1a



(“hypoxia inducible factor 1-a”) e VEGF, assim como modulou a atividade de MMP-2
(metalloproteinase-2), elementos presentes na cascata de angiogénese (Cury et al.,
2013). Também ocorre sintese de endorfinas e decréscimo dos niveis de bradicinina
relacionadas com a diminuicdo da dor (Felice et al., 2009; Silva et al., 2010). A
analgesia promovida pelo laser de baixa intensidade estéa relacionada também com a
reducado dos niveis de PGE-2 e TNF- a (Diwan e Abid, 2016).

Diante dos possiveis beneficios da LBl no tratamento adjuvante de feridas
cutaneas, se faz possivel a associacéo entre cirurgias reconstrutivas e o laser, em
doses adequadas, comprimento de onda e intervalos de irradiacao (Esteves Juanior et
al., 2012).

Objetivou-se com o presente trabalho a avaliacdo dos efeitos da laserterapia
de baixa intensidade em enxertos cutaneos em ratos (Rattus novergicus albinus
wistar) submetidos a diferentes doses assim como intervalos distintos entre sessdes.
Os enxertos cutaneos, submetidos ou ndo a laserterapia e os leitos doadores foram

avaliados quanto a angiogénese, inflamacéao e cicatrizacao.

3. OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a angiogénese, inflamacéo e
cicatrizacdo de enxertos cutaneos em ratos (Rattus novergicus albinus wistar)
submetidos a irradiacdo com laserterapia de baixa intensidade nas doses de 6 J/cm?
e 10 J/cm? em intervalos de 3 e 5 dias, durante 15 dias de tratamento. Desse modo,
determinando dose de laserterapia em intervalos de tempo factiveis na rotina da

clinica cirdrgica veterinaria.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Instalacdes

O presente projeto foi desenvolvido nas dependéncias do Hospital Veterinario

“Governador Laudo Natel” da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV),
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Universidade Estadual Paulista (UNESP), Campus Jaboticabal — SP. Sob aprovacao
da Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da FCAV, UNESP, Campus
Jaboticabal — SP, protocolo nimero 010401/17.

4.2. Delineamento experimental

Foram realizados enxertos cutaneos em 40 ratos (Rattus novergicus albinus
wistar), machos, com peso médio de 300 gramas, idade média de 56 dias,
provenientes do Biotério Central da Faculdade de Medicina Veterinaria, UNESP,
Campus de Botucatu.

Os animais foram mantidos no Biotério do Departamento de Morfologia e
Fisiologia Animal da UNESP/FCAV, Campus Jaboticabal-SP, de acordo com os
principios éticos preconizados pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (Concea) e sob aprovacdo da CEUA. Durante todo o
experimento 0s animais permaneceram em gaiolas plasticas individuais e forradas
com maravalha de pinho, sendo mantidos em fotoperiodo sob ciclo claro-escuro de
12 horas, com temperatura ambiente proxima a 23°C e racdo comercial prépria para
a espécie e agua ad libitum.

Os ratos foram submetidos a cirurgia reconstrutiva para confeccéo de enxertos
cutaneos em malha, classificados como autoenxertos de espessura completa. O leito
doador em regidao lombossacra foi mensurado nas dimensdes de 2x2 cm, sendo
aplicado em leito receptor para correcdo de defeito cutaneo de 3x3 cm em regido
dorsal de torax, interescapular do mesmo animal.

Distribuiu-se os animais em cinco grupos, de acordo com dose de laserterapia
de baixa intensidade aplicada em intervalos entre as irradiagdes, compostos por 8

ratos cada, conforme apresentado no Quadro 1.
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Quadro 1. Distribuicdo dos animais em grupos conforme dose de laserterapia de
baixa intensidade e intervalo de exposicdo durante os dias de poés-
operatorio. FCAV/UNESP, 20109.

Grupo Dia0 | Dia3 | Dia5 | Dia6 | Dia9 | Dia10 |[Dia 12 Dia 15

G1 (Controle)

G2 (6 J/sz) X X X X X Coleta d
- oleta de

G3 (10 J/cm?) X X X X X Material

G4 (6 J/cm?) X X X

G5 (10 J/cm?) X X X

4.3. Protocolo anestésico

O protocolo anestésico consistiu em medicacdo pré-anestésica com
midazolam? (2 mg/kg) e cetamina? (40 mg/kg) ambos pela via intramuscular; ap6s 10
minutos aplicacdo via intramuscular de metadona® (1 mg/kg). A manutengio
anestésica foi realizada com isofluorano* na dose de 1 a 3% diluido em 100% de
oxigénio, utilizando vaporizador anestésico com o objetivo de produzir plano

anestésico cirurgico.

4.4. Procedimento pré-cirdrgico

Ap0s inducdo anestésica os animais foram submetidos a tricotomia em regido
dorsal desde a base da orelha até base da cauda (Figura 1A). Em regido dorsal de
pelve, compreendendo regido de vértebras lombares, foi demarcado o leito doador do
enxerto cutaneo, a partir de molde em filme radiografico de 2x2 cm com caneta
cirargica (Figura 1B). O leito receptor do enxerto cutaneo foi demarcado em regido
dorsal de térax, compreendendo area interescapular a partir de molde em filme
radiografico de 3x3 cm com caneta cirdrgica (Figura 1B).

Posteriormente foi realizada antissepsia com clorexidine degermante® a 2% em

trés ciclos, seguido da aplicacdo de clorexidine alcodlica® a 0,5% em trés ciclos.

1 Dormium® - Midazolam 5 mg, soluc¢éo injetavel — Unido Quimica — S&o Paulo, SP, Brasil.

2 Dopalen ® - Cloridrato de Ketamina 1000 mg, solu¢éo injetavel — Ceva — Paulinia, SP, Brasil.

3 Mytedom® - Cloridrato de Metadona 10 mg, solucéo injetavel - Cristélia — Itapira, SP, Brasil.

4 Isoforine® - Isofluorano — Cristalia, Itapira, SP, Brasil

5 Riohex® 2% - 2% de digliconato de clorexidine — Rioquimica — S&o José do Rio Preto, SP, Brasil.

6 Riohex® 0,5% - 0,5% de digliconato de clorexidine — Rioquimica — Sao José do Rio Preto, SP, Brasil.
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4.5 Procedimento cirurgico

As feridas dermoepidérmicas, previamente demarcadas tanto em leito doador
e receptor, foram realizadas com auxilio de Iamina de bisturi nimero 15 (Figura 1C).

Apés a coleta de segmento de pele, incluindo epiderme e derme de leito doador
(Figura 2A), o enxerto foi preparado para ser aplicado no leito receptor. O tecido
subcutaneo do enxerto cutaneo foi removido com o auxilio de tesoura de iris, obtendo
enxerto de espessura fina e posteriormente fenestrado no sentido longitudinal de
forma aleatdria antes da aplicacdo no leito receptor (Figuras 2B e 2C). Realizou-se as
fenestras de modo a atravessar a epiderme e a derme com auxilio de lamina de bisturi

namero 11, obtendo enxerto em malha (Figura 2D).

Cranial

Caudal

Figura 1. Imagens fotograficas de confeccao de leitos doador
e receptor para enxertia cutanea. Faculdade de
Ciéncias Agrérias e Veterinarias — FCAV/UNESP,
Jaboticabal-SP, 2019. A) Posicionamento em
decubito ventral apés indugdo anestésica, seguida
de tricotomia ampla em regido dorsal. B)
Demarcacédo de leito receptor com 3x3 cm em
regiao interescapular e em leito doador de 2x2 cm
em regido lombar. C) Leito receptor (cranial) e leito
doador (caudal) confeccionados apdés incisdo de
pele.
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Imagens fotograficas de confeccédo de
enxerto cutaneo em rato. Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias -
FCAV/UNESP, Jaboticabal-SP, 2019.
A) Coleta de enxerto cutaneo em leito
doador, incluindo epiderme e derme.
Ramos terminais das artérias cutaneas
diretas indicados por pinca anatémica.
B) Enxerto cutdaneo em sua totalidade.
C) Vista ventral de enxerto cutaneo apos
remocdo de tecido subcutaneo e
fenestrado no sentido longitudinal. D)
Vista dorsal de enxerto cutdneo em
malha, pronto para aplicacdo em leito
receptor.

Posteriormente a confeccdo do enxerto cutaneo em malha foi realizada sua
colocacdo em leito doador em regido dorsal de toérax (interescapular), seguindo a
sintese do enxerto com ndilon 5.0, em padrdo simples separado, sem tenséo,
iniciando pelas extremidades do enxerto (Figuras 3A e 3B). Em seguida, foi realizada
dermorrafia de leito doador, com néilon 5.0, em padrao simples separado, sem tenséo
em forma de figura geométrica (Figuras 3A e 3B). Posteriormente institui-se curativo
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compressivo com uso de gaze estéril sobre o enxerto, suturado em “tie over

modificado” e mantido por trés dias, durante fase de inosculacdo, de modo a permitir

realizagéo de laserterapia sobre o leito (Figura 4).

Cranial

Figura 3. Imagens fotograficas de suturas de enxerto

cutaneo e leito doador em rato. Faculdade
de Ciéncias Agrarias e Veterinarias —
FCAV/UNESP Jaboticabal-SP, 2019. A)
Enxerto cutdneo em malha sobre leito
receptor em regido interescapular, pontos
iniciais de sutura com nailon 5.0 em padréo
simples separado, realizados nas
extremidades do enxerto (seta preta). Em
leito doador em regido lombar, realizada
dermorrafia em padrédo simples separado
com ndilon 5.0 em forma de figura
geométrica, fazendo a unido inicial de
extremidades da ferida (asterisco preto). B)
Enxerto cutaneo completamente suturado
em leito receptor em pontos simples
separados, sem tensao, em nailon 5.0 (seta
preta). Leito doador suturado com néilon 5.0
em pontos simples separado em figura
geomeétrica, sem tensdo (asterisco preto).



15

compressiva  sobre  enxerto
cutdneo em rato. Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias
— FCAV/UNESP, Jaboticabal-SP,
2019. Bandagem compressiva
sobre enxerto cutaneo utilizando
gaze estéril e suturada em “tie
over modificado”, em pos-
operatério imediato.

Os animais foram alocados de modo aleatério em cada grupo apés a cirurgia,
sendo realizado sorteio por avaliador cego ao término do procedimento cirdrgico.
Desse modo, cada enxerto cutaneo foi confeccionado sem o conhecimento de qual
grupo pertenceria aquele animal.

Ao término do procedimento cirdrgico todos 0s animais receberam terapia
antimicrobiana em dose Unica de pentabiético’ (1 mL/10kg), via intramuscular. Durante
trés dias subsequentes, via intradérmica cloridrato de petidina® (10 mg/kg) como

analgésico.

7 Bepeben® - Benzilpenicilina benzatina — 1200000UI — Teuto, Anapélis, GO, Brasil.
8 Cloridrato de Petidina 50mg, soluc¢éo injetavel — Unido Quimica, Séo Paulo, SP, Brasil.
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4.6. Protoloco de laserterapia de baixa intensidade

Foi utilizado o aparelho de laserterapia de baixa intensidade Laserpulse
Ibramed ® modelo L42°, associado com a ponteira de comprimento de onda de 660
nandmetros (nm), meio ativo de AlGalnP e 30 mW (megawatts) de poténcia. Os
pontos de irradiacdo foram distribuidos nas margens e no centro do enxerto, assim
como pontos equidistantes fora do enxerto (Figura 5A), de acordo com a area da
ponteira de 660 nm e sua area de acao local de 2 cm?, preconizada pelo fabricante.

W LA e .
Imagem fotografica de laserterapia de baixa intensidade em ratos
ap6s procedimento cirdrgico reconstrutivo. Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias - FCAV/UNESP, Jaboticabal-SP, 2019. A)
Distribuic&o ilustrativa dos pontos de irradiacdo nas margens e centro
do enxerto cutdneo (circulos vermelhos). B) Irradiagdo de LBI em
enxerto cutaneo em rato durante pos-operatério imediato. C)
Irradiacdo de LBI em enxerto cutdneo em rato durante pds-operatério
de 5 dias, ponteira em angulo de 90° em contato com a pele.

Figlrjra%.

Os animais eram contidos de acordo com o0s preceitos do Concea para cada
sessdo de LBI (Figura 5B). A ponteira do laser foi posicionada em angulo de 90° em
contato com a pele em cada ponto pré-determinado do enxerto, sendo 12
segundos/ponto na dose de 6J/cm? e 20 segundos/ponto na dose de 10J/cm?, de
acordo com o fabricante (Figura 5C). As sessfes de LBI foram realizadas de acordo

com dose e intervalo entre sessdes estabelecidas para cada grupo (Quadro 1).

9 LaserPulse ® - aparelho de laserterapia, modelo L42 — Ibramed, Amparo, SP, Brasil
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4.7. Avaliacdo macroscopica e coleta de material

As avaliagdes macroscoépicas foram realizadas aos dias trés, sete e 15 de pos-
operatorio, por avaliador cego. As variaveis consideradas para avaliacdo foram
presenca de exsudato, coloracdo do enxerto, edema e aspecto cosmético, sendo as
variaveis quantificadas em escala de 0 a 3 (Apéndice A).

A eutanasia para coleta de material para analise seguiu os principios éticos de
experimentacdo animal preconizados pelo Concea. Apds avaliagdo macroscopica ao
152 dia de pOs-operatdrio, os animais foram submetidos a eutanasia mediante
administracéo, via intraperitoneal de tiopental s6dico'® na dose de 250 mg/kg.

Em seguida a eutanasia, as regides de enxertia cutdnea dos animais foram
excisadas com margem de 1 cm de pele integra na largura e comprimento, tendo
como limite de profundidade a fascia muscular, incluindo todas as camadas de pele.
Em regido de leito doador foi coletado fragmento de 1x1 cm de pele, envolvendo
epiderme e derme, tendo como limite de profundidade a fascia muscular.

Todos os fragmentos coletados foram identificados e fixados em solucao de
formaldeido tamponado 10%, com pH entre 7,2-7,4. ApOs 48 horas as amostras foram
imersas em alcool 70% e posteriormente encaminhadas para o Laboratério de
Imunohistoquimica Veterinaria da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da
FCAV/UNESP, Campus de Jaboticabal, para confeccédo das laminas para avaliacéo

microscopica.

4.8. Avaliacdo microscopica

As amostras de leito receptor e doador foram processadas e incluidas em
blocos de parafina, para realizacédo dos cortes histolégicos. Os cortes foram realizados
em micrétomo, com espessura de 2 um, mantidos em estufa overnight a 37°C;
posteriormente, os cortes foram hidratados em diluicdes crescentes de alcoois e
diafanizacao em xilol para proceder as reacdes especificas.

A avaliacdo microscopica foi realizada em fragmento tecidual de enxerto

cutdneo e leito doador de cada animal. Para avaliagdo histoquimica utilizou-se a

10 Thiopentax® - tiopental sodico, 0,5g, p6 estéril — Cristalia, Itapira, SP, Brasil.
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marcacao com hematoxilina-eosina, a qual foi avaliada quantitativamente, em cinco
campos distintos, utilizando microscopio 6ptico em objetiva de 40x. Cada campo foi
analisado quanto a avaliagdo quantitativa de fibroblastos, neutrdéfilos, proliferacéo
vascular, necrose e hemorragia.

A avaliacao histolégica com Picrosirius foi realizada ao microscopio 6ptico sob
luz polarizada Zeiss® modelo AX10, acoplado a camera AxioCam Mrc Zeiss® e
software AxioVision LE. Realizou-se fotomicrografias dos fragmentos, no Laboratério
de Patologia Veterinaria da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
UNESP, Campus de Botucatu, sob supervisdo do Professor Doutor Alessandre
Hataka, mediante concessdo de recurso do auxilio “UNESP 12/2017 — Mobilidade
Discente na P4s-Graduacédo”.

A observacao das fibras colagenas pela marcagdo com Picrosirius permite a
diferenciacdo do colageno tipo | e tipo Ill. De cada lamina foram selecionados e
fotomicrografados 10 campos histologicos com camera digital (5.0 m) no aumento de
20x, selecionados da esquerda para a direita e de cima para baixo. As imagens
obtidas foram analisadas mediante software ImageJ®, com o plug-in Thereshold
Colour, obtendo o percentual de colageno por meio da analise de particulas
automatizadas de acordo com a selecdo em medidas das areas com base na cor. Os
valores para cada tipo de colageno foram padronizados para todas as imagens do
seguinte modo, no plug-in Thereshold Colour: cor vermelha (colageno tipo I) aplicou-
se matiz 0-40 (Apéndice B), para cor verde (colageno tipo Ill) aplicou-se matiz 45-120
(Apéndice C). Em ambos tipos de colageno padronizou-se saturacédo de 0 a 255 e
brilho de 5 a 225, conforme descrito por Bedoya et al. (2016).

Para analise imuno-histoquimica, os cortes foram estendidos em laminas de
vidro previamente limpas e desengorduradas, com adesivos comerciais (3-
aminopropiltrietoxi-silano — Sigma Chemical® — C.O. — United States). Na sequéncia,
foram mantidos em estufa a 60° por 1 hora, procedendo a desparafinizacdo em
solucgdes decrescentes de xilol e alcool. Ato continuo, os cortes foram submetidos aos
anticorpos especificos (Quadro 2). O sistema de deteccdo utilizado seguindo o
preconizado pelo fabricante. Todos os anticorpos tiveram como controle positivo
fragmento de pele integra obtida de rato ndo submetido a enxertia cutanea ou

irradiacao de LBI.
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Quadro 2. Anticorpos utilizados nas reacfes imunohistoquimicas em amostras de
pele apés 15 dias de realizagdo de enxerto cutdneo submetidos a
laserterapia de baixa intensidade. Laboratério de Imunohistoquimica da
FCAV/UNESP, 2019.

Anticorpo A ~ oA ~ Sistemade
(Empresa) Clone Diluicdo Recuperacdo Antigénica | Incubacéo Deteccao
Pepsina Porcine Novolink'™ Polymer
CD31 Gastric Mucosa Detection Systems —
(Abcam) Policlonal 1:50 Sigma life science — 120 min Leica Biosystems
United Kingdom New Castle Ltda —
Estufa 37° United Kingdom
Novocastra™ Epitope Cm
Retrieval Solutions pH9 Novol!nk Polymer
. . Detection Systems —
MAC387 . Leica Biosystems . ; .
Monoclonal 1:100 120 min Leica Biosystems
(Dako) New Castle Ltda - le Ltd
United Kingdom New Castle Ltda —
o United Kingdom
Banho- maria
Novocastra'™ Epitope o
Retrieval Solutions pH6 gg;g{:gﬁ SP;gnTsr_
COX-2 . Leica Biosystems . ; | Oy
Monoclonal 1:100 120 min Leica Biosystems
(Dako) New Castle Ltda — N le Ltd
United Kingdom ew Castle Ltda —
S United Kingdom.
Banho- maria

O indice angiogénico para CD31 foi determinado pela técnica de contagem
microvascular (CMV). Foram analisadas as areas com maior nimero de vasos na
profundidade da lesdo, sendo qualquer célula ou grupo celular endotelial,
imunomarcado positivamente separado dos microvasos adjacentes, e de outros
elementos do tecido conjuntivo, desta forma, considerado como vaso unitario, assim
como também, os vasos contendo limen. A contagem dos vasos foi realizada em
cinco campos, selecionados previamente com elevada densidade vascular, no
aumento de 40X, utilizando microscépio éptico de luz. A CMV foi determinada duas
vezes por um unico avaliador, em dois momentos diferentes e expressa com namero
médio de vasos em cada caso estudado.

A enzima COX-2, responsavel pela sintese de prostaglandina no local da
inflamacédo, foi mensurada por meio do percentual de expressdo, obtido pela
contagem de células imunomarcadas com o auxilio do software ImageJ®. Foram
contados cinco campos para cada amostra analisada de acordo com o numero de
células imunomarcadas por campo. A contagem de macréfagos foi realizada pela
contagem de 10 campos no aumento de 20x, para cada animal, de acordo com o

namero de células imunomarcadas por campo.
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49. Andlise estatistica

As varidveis macroscopicas e meédias das avaliagbes microscopicas, em
relagdo aos grupos controle e experimental foram submetidas a analise estatistica
pela aplicacdo da analise de variancia (ANOVA), aplicando teste de Tukey (5%) e
teste F.

Os dados de colagenizacéo dos diferentes tipos de fibras colagenas, segundo
o grau de diferencia¢do foram comparados por analise de variancia (ANOVA) para um
delineamento inteiramente ao acaso, considerando valores de p iguais ou inferiores a
0,05 (p<0,05) significativos. Para as analises utilizou-se o programa computacional

Sistema R.

5. RESULTADOS

5.1.Avaliacdo macroscopica

5.1.1. Exsudato

As analises macroscopicas realizadas por avaliador cego aos dias trés, sete e
15 de pés-operatério ndo demonstraram diferenca significativa (p<0,05) em relacéao
ao tratamento quanto a variavel exsudato. Ao teste Tukey foi observada diferenca
estatistica (p<0,05) com relacéo a variavel exsudato ao D7 em relacao aos dias D3 e

D15 (Figura 6), independente do tratamento.



D3

D7 (p<0,05)

D15

Figura 6.

5.1.2. Coloracéao

Imagens fotogréficas de enxertos cutdneos em ratos
submetidos a LBI, apresentando a evolucao das feridas
guanto a variavel exsudato. Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias — FCAV/UNESP, Jaboticabal-
SP, 2019. A, D, G) Enxerto cutaneo (G1) em D3, D7 e
D15, respectivamente. B, E, H) Enxerto cutaneo de
animal (G4) em D3, D7 e D15, respectivamente. C, F, |)
Enxerto cutaneo de animal (G1) em D3, D7 e D15,
respectivamente. Ao teste Tukey foi observada
diferenca estatistica (p<0,05) com relagdo a variavel
exsudato ao D7 em relagdo aos dias D3 e D15,
independente do tratamento com LBI.
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Em relacdo a variavel coloracdo do enxerto cutdneo a andlise de variancia

(ANOVA), a LBl ndo promoveu diferencas estatisticas quanto a coloracdo dos

enxertos cutaneos, enquanto houve diferenca significativa (p<0,05) em relagdo aos

dias de observacao (trés, sete e 15). Ao teste Tukey houve diferenca significativa

(p<0,05) aos dias D7 em relacdo ao D15, assim como D3 em relacdo ao D15 (Figura
7), independente do grupo.



D3 (p<0,05)

D7 (p<0,05)

D15

Figura 7. Imagens fotograficas de enxertos cutdaneos em ratos

5.1.3 Edema

submetidos a LBI, apresentando a evolucdo da ferida
guanto a variavel coloracdo. Faculdade de Ciéncias
Agrérias e Veterindrias — FCAV/UNESP, Jaboticabal-
SP, 2019. A, D, G) Enxerto cutaneo de animal (G4) em
D3, D7 e D15, respectivamente. B, E, H) Enxerto
cutatneo de animal (G2) em D3, D7 e D15,
respectivamente. C, F, 1) Enxerto cutaneo de animal
(G2) em D3, D7 e D15, respectivamente. Ao teste Tukey
foi observada diferenca estatistica (p<0,05) com relacdo
a variavel coloragcédo entre as médias de D7 e D15, e
entre D3 e D15, independente do tratamento com LBI.
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Ao aplicar a analise de variancia (ANOVA) sobre a variavel edema, foi possivel

observar diferenca significativa (p<0,05) em relagdo aos dias analisados, enquanto

ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos propostos. O teste Tukey

apresentou diferenca significativa (p<0,05) entre D7 e D15, assim como entre D15 e
D3, independente da LBI.
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5.1.4 Aspecto cosmético

A andlise de variancia (ANOVA) aplicada sobre os valores do aspecto
cosmeético dos enxertos cutaneos apresentou diferenca estatistica (p<0,05) em
relacdo aos dias analisados. Ao teste Tukey, as médias relacionadas aos dias
apresentaram diferenca significativa (p<0,05) nos dias D7 e D15 em relagcdo ao D3
(Figura 8), independente da LBI.

D3

D7 (p<0,05)

D15 (p<0,05)

Figura 8. Imagens fotograficas de enxertos cutaneos em ratos
submetidos a LBI, apresentando a evolugéo da ferida de
acordo com o aspecto cosmético. Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterindrias — FCAV/UNESP,
Jaboticabal-SP, 2019. A, D, G) Enxerto cutaneo de
animal (G5) em D3, D7 e D15, respectivamente. B, E, H)
Enxerto cutaneo de animal (G4) em D3, D7 e D15,
respectivamente. C, F, 1) Enxerto cutaneo de animal
(G3) em D3, D7 e D15, respectivamente. Ao teste Tukey
foi observada diferenga estatistica (p<0,05) em D7 e
D15.
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5.2. Avaliacdo Microscopica
5.2.1. Fibroblastos

A avaliacdo quantitativa de fibroblastos (Figura 9) a analise de variancia
(ANOVA) demonstrou diferenca estatistica (p<0,05) em G4 em relacdo aos demais
grupos. Observa-se diferenga significativa (p<0,05) na contagem de fibroblastos no
G4, quando comparado aos enxertos dos demais grupos, assim como sobre leito
doador de G4.

Fibroblastos

IA

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5

H Enxerto mDoador

Figura 9. Representacédo grafica da analise quantitativa de
fibroblastos em enxertos cutéaneos e leito doador,
mediante andlise de varidncia (ANOVA).
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias —
FCAV/UNESP, Jaboticabal-SP, 2019. A)
Diferenca estatistica (p<0,05) em G4 em relacao
a contagem de fibroblastos em enxertos
cutaneos, quando comparado aos demais
grupos, assim como em leito doador do mesmo

grupo.

5.2.2. Neutrofilos

Com relacdo aos neutrofilos é possivel observar diferenca estatistica (p<0,05)
com relacdo aos leitos, independente do grupo de tratamento. Enxertos cutaneos
apresentaram maior meédia estatistica de neutrofilos comparados aos leitos doadores,
independente do grupo. Entretanto, observa-se menor tendéncia de nuamero de

neutréfilos em enxertos cutaneos de G2 e leitos doadores em G4 (Quadro 3).
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Quadro 3. Contagem de neutréfilos a partir de analise quantitativa em enxertos
cutaneos e leitos doadores de acordo com grupo experimental com 15
dias de pos-operatorio. Neutroéfilos identificados de acordo com marcacéo
histoquimica com hematoxilina-eosina. FCAV/UNESP, 2019.

Contagem de Neutroéfilos *
Grupo (Tratamento) :
Enxerto Cutéaneo Leito Doador
G1 (Controle) 414 221
G2 (6 J/cm? a cada 3 dias) 234 255
G3 (10 J/cm? a cada 3 dias) 429 268
G4 (6 J/cm? a cada 5 dias) 360 135
G5 (10 J/cm? a cada 5 dias) 325 245

(*) Contagem de neutrdfilos por analise quantitativa em 5 campos em aumento em
40X.

5.2.3. Proliferacéo Vascular

A avaliagdo quantitativa de vasos sanguineos ndo apresentou diferenca
estatistica em relacdo aos grupos de tratamento (Quadro 4). Entretanto os enxertos
cutaneos, de modo geral apresentaram maior quantidade de vasos sanguineos em

relacdo aos leitos doadores, independente do grupo.

Quadro 4. Contagem de vasos sanguineos a partir de analise quantitativa de enxertos
cutaneos e leitos doadores de acordo com grupo experimental, com 15 dias
de pébs-operatério. Vasos sanguineos identificados de acordo com
marcacdo histoguimica com hematoxilina-eosina. FCAV/UNESP, 2019.

Contagem de Vasos Sanguineos *
Grupo (Tratamento) :
Enxertos Cutaneos Leitos Doadores
G1 (Controle) 140 77
G2 (6 J/cm? a cada 3 dias) 150 104
G3 (10 J/cm? a cada 3 dias) 175 81
G4 (6 J/cm? a cada 5 dias) 127 128
G5 (10 J/cm? a cada 5 dias) 141 98

(*) Contagem de vasos sanguineos por analise quantitativa em 5 campos em aumento
de 40X.
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5.2.4. Necrose

Ao teste ndo paramétrico para presenca de necrose, aplicado sobre enxertos
cutaneos e leitos doadores, € possivel observar diferenca estatistica (p<0,05) quanto
aos grupos e leitos. Os enxertos cutaneos de G3 apresentam maior média,
significativa (p<0,05) sobre enxertos cutaneos de G2. Por sua vez, enxertos cutaneos
de G2, apresentam diferenca estatistica (p<0,05) quanto aos enxertos cutaneos de
G1, G4, G5 e leitos doadores de G2, sendo estes diferentes de modo significativo de
leitos doadores de G1, G3, G4 e G5 (Figura 10).

Presenca de Necrose

A
C B
C C C
I D I I D I : I D
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5

H Enxertos ®Doador

Figura 10. Representacdo grafica de teste ndo paramétrico
aplicado sobre presenca de necrose em enxertos
cuténeos e leitos doadores de acordo com cada
grupo de tratamento, aos 15 dias de poés-
operatorio. Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterindrias — FCAV/UNESP, Jaboticabal-SP,
2019. A) Diferenca estatistica (p<0,05) de
enxertos cutdneos em G3 ao apresentar maior
média de necrose em relacdo aos leitos dos
demais grupos. B) Seguida da média de necrose
em enxertos cutaneos em G2 com diferenca
estatistica (p<0,05). C) Os valores mensurados
para enxertos cutaneos em G1, G4, G5 e leitos
doadores em G2 apresentam mesma média, 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 (p<0,05).
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5.2.5. Hemorragia

Ao avaliar a presenca de hemorragia foi possivel observar, a partir da andlise
de variancia (ANOVA), diferenca estatistica (p<0,05) dos enxertos cutaneos sobre 0s
leitos doadores. Ao teste Tukey as amostras de enxertos cutaneos em G3 e Gl1
apresentaram valores significativos (p<0,05) quando comparados aos enxertos de G2
e G4. Por sua vez, os enxertos cutaneos de G2 e G4 apresentaram diferenca

significativa (p<0,05) em relacéo aos enxertos de G5 (Figura 11).

Presenca de Hemorragia

A B a
B
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5
Figura 11. Representacdo grafica da analise quantitativa da
presenca de hemorragia em enxertos cutaneos
em grupos experimentais, aos 15 dias de pos-
operatério. Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias — FCAV/UNESP, Jaboticabal-SP,
2019. A) Enxertos cutédneos em G3 e Gl
apresentaram maior quantidade de hemorragia
com diferenca estatistica (p<0,05) em relacéo 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.

5.3. Macroéfagos

As meédias obtidas de enxertos em cada grupo de tratamento em relacdo a
contagem de macréfagos (Quadro 5) por meio de analise imuno-histoquimica néo
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demonstraram diferenca estatistica quanto a analise de variancia (ANOVA).

Entretanto, observou-se menor tendéncia na contagem de macrofagos em G5.

Quadro 5.Média de macrofagos de acordo com cada grupo experimental de enxertos
cutdneos em ratos, submetidos a laserterapia de baixa intensidade,
tratados pelo periodo de 15 dias. Macréfagos marcados mediante imuno-
histoguimica pelo anticorpo monoclonal MAC387. FCAV/UNESP, 2019.

Grupo (Tratamento) Média oégl\gigsr)éfagos*
G1 (Controle) 901
G2 (6 J/cm? a cada 3 dias) 978
G3 (10 J/cm? a cada 3 dias) 769
G4 (6 J/cm? a cada 5 dias) 784
G5 (10 J/cm? a cada 5 dias) 681

(*) Média de macrofagos obtidos pela contagem de 10 campos no aumento de 20x.

5.4. CD31

Em relagdo a mensuracédo de CD31 (Quadro 6) ndo houve diferenca estatistica
entre 0s grupos pela analise de variancia (ANOVA). Porém, observou-se tendéncia de

maior expressdo de CD31 em G1 e menor expressdo em G2.

Quadro 6.Valores de média de CD31 de acordo com o grupo experimental de
enxertos cutaneos em ratos, submetidos a laserterapia de baixa
intensidade, tratados pelo periodo de 15 dias. CD31 marcado mediante

imuno-histoquimica pelo anticorpo policlonal CD31. FCAV/UNESP, 2019.
Grupo (Tratamento) Média de Contagem de CD31*
Grupo 1 (Controle) 449
Grupo 2 (6J/cm? a cada 3 dias) 291
Grupo 3 (10J/cm? a cada 3 dias) 320
Grupo 4 (6J/cm? a cada 5 dias) 270
Grupo 5 (10J/cm? a cada 5 dias) 303

(*) Indice angiogénico para CD31 determinado pela técnica de contagem
microvascular (CMV).
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5.5. COX-2

Em relacdo a mensuracdo de COX-2 (Quadro 7) ndo houve diferenca
estatistica entre os grupos pela analise de variancia (ANOVA). Entretanto foi possivel

inferir menor tendéncia na expressao de COX-2 em G3.

Quadro 7.Valores de média de COX-2 de acordo com 0 grupo experimental de
enxertos cutaneos em ratos, submetidos a laserterapia de baixa
intensidade, tratados por 15 dias. COX-2 marcado mediante imuno-
histoguimica pelo anticorpo monoclonal COX-2. FCAV/UNESP, 2018.

Grupo (Tratamento) Média de Expressao de COX-2*
Grupo 1 (Controle) 228,181
Grupo 2 (6J/cm? a cada 3 dias) 177,83
Grupo 3 (10J/cm? a cada 3 dias) 165,947
Grupo 4 (6J/cm? a cada 5 dias) 188,763
Grupo 5 (10J/cm? a cada 5 dias) 238,046

(*) COX-2 mensurada por meio do percentual de expressdo por area de campo
analisada.

5.6. Colagenizacao

5.6.1. Colageno tipo | — vermelho

Os dados de porcentagem de colageno tipo | (vermelho) entre leito doador e
enxerto cutaneo em cada grupo de tratamento, demonstraram, de acordo com a
andlise de variancia (ANOVA), diferenca estatistica (p<0,05) entre os grupos (Figura
12). Observou-se diferenca significativa entre a expressdo de colageno tipo | —

vermelho em G1 e G5.
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Expresséo de Colageno Tipo | -
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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 Agréarias e
Veterinarias — FCAV/UNESP, Jaboticabal-
SP,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 G5.

5.6.2. Colageno tipo lll —verde

De acordo com a analise de variancia (ANOVA) para colageno tipo Il — verde entre
leito doador e enxerto cutaneo em cada grupo de tratamento, notou-se diferenca
estatistica (p<0,05) entre os grupos (Figura 13). Observou-se diferenca significativa

entre a expressao de colageno tipo Il — verde em G1 e G4.



31

Expressao de Colageno tipo Il -
Verde

1 2 3 4 5

Leito Doador - Colageno tipolll mEnxerto Cutaneo - Colageno Tipo lll

Figura 13. Representacao grafica em colunas da média
de expresséao de colageno tipo Il — verde em
leito doador e enxerto cutaneo nos grupos.
Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias — FCAV/UNESP, Jaboticabal-
SP, 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 G4.

6. DISCUSSAO

Optou-se pela aplicacdo da enxertia cutdnea em malha com a hip6tese de
reduzir a colecdo de seroma e possibilitar a expansdo do fragmento. A mesma
hipétese foi proposta por Paim et al. (2002), os quais identificaram que a confeccéo
de fenestras longitudinais no enxerto permitiu drenagem de fluido entre leitos,
proporcionando maior adeséo e capacidade de expanséao de 3:1, contribuindo com os
achados do presente estudo.

De acordo com Fortuna et al. (2017) houve aumento do numero de fibroblastos
e expressado de colageno apos a interrupcéo da laserterapia, indicando acéo do laser
por periodo relativamente longo. Diante dos resultados, é possivel observar beneficio
ao aplicar LBI em dias alternados, uma vez que a irradiacdo a cada 3 ou 5 dias

promoveu expressao de colageno tipo | e tipo Ill, assim como tendéncia em modular
a inflamacao.
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A LBI ndo promoveu alteracdes em relacdo ao aspecto cosmético dos enxertos
cutaneos, sendo as alteracdes apenas em relacdo aos dias avaliados. A regido
interescapular foi selecionada como leito receptor do enxerto cutdneo devido a menor
interferéncia do animal no local, porém permitiu mobilidade do enxerto sobre o leito
durante movimentac&do dos membros toracicos, favorecendo a formacéo de exsudato.
De acordo com Riggs et al. (2015) a localizacdo do enxerto € fator preditor para o
sucesso da técnica reconstrutiva, desse modo, a mobilidade do enxerto prejudicou a
fase de inosculacdo, a qual é caracterizada pela anastomose de pequenos capilares
entre o leito e o enxerto (Stanley et al., 2013; Pazzini e Moraes, 2015).

Em trabalho realizado por Kitamura et al. (2017), ap0s a retirada de bandagem
compressiva “tie-over”, enxertos cutaneos em malha apresentavam-se com coloracéo
rosa escuro. Ao longo do periodo observado, obtiveram os enxertos cutaneos réseos
e com areas de epitelizacdo. O mesmo trabalho relatou que enxertos cutaneos que
nao aderiram ao leito apresentavam-se esbranquicados. No presente trabalho, os
enxertos cutdneos apresentaram coloracao cianética ao longo dos dias analisados,
independente do tratamento utilizado.

De acordo com Swain (2007) os enxertos cutaneos podem ser ciandticos
guando aplicados em ferida durante as primeiras 48 horas, assumindo coloracéo
avermelhada cerca de 72 a 96 horas de pds-operatério. Por volta do 72 ou 82 dia,
espera-se o enxerto vermelho, caso ocorra sobrevida completa deste. Diferentemente
do presente estudo, onde 0s enxertos cutaneos apresentaram coloracdo mais escura
em D3 e D7.

Processo de necrose avascular € indicado por areas persistentemente palidas,
as quais sofrerdo necrose e esfacelamento. A necrose isquémica seca caracteriza-se
como mancha de coloragéo enegrecida sobre o enxerto cutaneo. As porgdes mais
profundas da derme revascularizam, porém a epiderme e a porcdo superficial da
derme sofrem degeneracao, formando escara de coloracdo escura sobre a superficie.
Apos o esfacelamento ou desbridamento da necrose epidérmica, a derme viavel
subjacente reepiteliza a partir de anexos da derme presente (Swain, 2007).
Corroborando os achados do presente trabalho, aonde ndo se observou areas
extensas de necrose ou Ulceras no tecido cicatricial subjacente aos enxertos

cutaneos, independente do grupo.
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A aplicacdo de laser em diferentes doses e intervalos ndo promoveu alteracées
significativas na presenca de edema, uma vez que os enxertos nao irradiados (G1)
apresentaram reducdo do edema a partir de D7 semelhante aos demais grupos.
Espera-se que ocorra oxigenagdo e nutricdo adequadas a partir do 52 dia de pos-
operatorio, assim como maturacdo dos vasos recém-formados, eventos que
ocorreram independente da LBIl. Em estudo realizado por Medrado et al. (2003),
feridas cutaneas induzidas em regido dorsal de ratos e submetidas a LBI
apresentaram reducdo de edema nas feridas irradiadas em 24 horas de pos-
operatorio. Ao longo dos dias analisados, porém, ndo houve diferenca significativa na
mensuracao de edema nas feridas entre os grupos irradiados e controle, corroborando
com os resultados encontrados no presente trabalho.

Devido a necrose epidérmica, como citado anteriormente por Swain (2007), o
aspecto cosmético dos enxertos foi considerado regular a ruim a partir de D7. Quando
a camada basal e a de células fusiformes sao afetadas, o enxerto esta completamente
perdido (Alves et al., 2009). Porém diante das avaliacdes microscopicas € possivel
inferir que houve cicatrizacéo a partir da derme e 0 aspecto cosmético do enxerto ndo
definiu seu processo cicatricial. Segundo a literatura, em cerca de 20% dos casos, 0
enxerto cutaneo completo sofre algum grau de necrose, afetando em sua grande
maioria as camadas granular, licida e cornea, sem afetar a derme, diferentemente de
quando ocorre Ulcera profunda (Améancio et al., 2006; Goto et al., 2017).

A angiogénese é um processo essencial para a cicatrizacdo, possibilitando
oxigenacdo e nutricAo adequadas ao tecido. No presente trabalho, observa-se
tendéncia em maior densidade vascular em enxertos cutaneos, qguando comparados
ao leito doador, além de maior contagem microvascular de CD31 em enxertos de G1.
Segundo Fortuna et al. (2017), ao utilizarem LBI em feridas induzidas em ratos com 4
J/cm2 e 670nm, houve diferenca significativa (p<0,05) na contagem microvascular de
CD31, sendo o grupo irradiado com maior nimero de vasos ao 142 dia de pos-
operatorio, diferindo do trabalho proposto. De acordo com Kazemikoo et al. (2018) e
Dahmardehei et al. (2016) é possivel que a LBI sobre feridas beneficie a perfuséo
sanguinea, além da angiogénese, justificando os resultados obtidos quanto a

cicatrizagcédo nao estar relacionada com a proliferacdo vascular.
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N&o houve diferenca significativa entre os grupos em relacédo a quantidade de
macrofagos, porém observa-se uma tendéncia da LBI modular a resposta inflamatoria
em G3, G4 e G5, ao apresentarem menos macrofagos que os demais grupos.
Entretanto, Carvalho et al. (2010) ao induzirem feridas cutaneas em ratos diabéticos
e trata-las com LBI com 10 J/cm2 e 660 nm, obtiveram diferenca estatistica (p<0,05)
na contagem de macréfagos entre grupo tratado e controle. Os macréfagos sao
responsaveis pela organizacdo e manutencdo do processo cicatricial, além de
realizarem o desbridamento de tecido desvitalizado e liberacao de citocinas durante o
reparo tecidual (Carvalho et al., 2010). O comportamento das fibras colagenas esta
relacionado a atividade dos macrofagos, sendo que aos 14 dias de avaliacao observa-
se diminuicdo do numero de macréfagos e as fibras coldgenas se apresentam densas
e organizadas (Carvalho et al., 2010). De modo a corroborar com o presente resultado,
a menor média de macréfagos foi observada em G5, associada a maior porcentagem
de colageno tipo | — vermelho em enxertos cutaneos.

E possivel inferir, diante dos resultados que houve uma tendéncia da LBI
modular a expressao de COX-2 em G3, ao apresentar menor média. Esteves Junior
et al. (2012) obtiveram menor expressdo de COX-2 em retalhos subdérmicos
irradiados com LBI, analisados aos 7 dias pos-operatorios, diferindo estatisticamente
do grupo controle. Enquanto Renno et al. (2011) ndo obtiveram diferenca estatistica
entre grupo controle e grupo irradiado com LBl ao mensurar os valores de COX-2 em
queimaduras induzidas em ratos aos 14 dias de pdés-operatorio. Ambos trabalhos
utilizaram laser de comprimento de onda de 660nm e poténcia de 110mW, enquanto
Esteves et al., (2012) utilizaram a dose de 260,7J/cm? realizando a irradiacdo do
retalho subdérmico em 3 dias consecutivos de pos-operatério e Renno et al. (2011)
utilizaram LBI na dose de 20J/cm? por 14 dias consecutivos de pds-operatorio. Ambos
trabalhos diferem do presente estudo em que se utilizou de 6 ou 10J/cm2 e poténcia
de 30mW, logo é possivel inferir que uma maior dose e poténcia de laserterapia
beneficiam a reducdo da expressdo de COX-2 durante a cicatrizagédo (Silva et al.,
2016).

A presenca de células inflamatérias nas amostras analisadas permite inferir
tendéncia da LBI reduzir a contagem de neutréfilos por campo. Porém, é possivel

observar menor contagem de neutrofilos em leitos doadores. Diferindo do proposto
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por Medeiros et al. (2017), onde houve baixa presenca de neutréfilos por campo de
40X em feridas cutéaneas induzidas em ratos e irradiadas com LBI na dose de 4 J/cm?,
comprimento de onda de 660 nm a cada 48 horas. Segundo Medrado et al. (2003) em
trabalho proposto com o uso de LBl com doses de 4 e 8 J/cm? em feridas, houve
reducdo da presenca de neutréfilos durante os dias avaliados, com diferenca
estatistica (p<0,05) entre os grupos irradiados e grupo controle ao terceiro dia de pos-
operatorio; esta diferenca ndo foi observada ao 142 dia de pds-operatério entre 0s
grupos, corroborando com o presente trabalho.

Independente do grupo analisado, todos o0s enxertos cutaneos sofreram
necrose epidérmica, como citado por Swain (2007), porém apresentaram tecido
cicatricial subjacente evidenciado pelos resultados. Entretanto, assim como relatado
por Nufez et al. (2012), ndo foram observados anexos da pele em regido de reparo
tecidual. A maior expressao de colageno tipo Il — verde, foi observada em enxertos
G4, associado com maior contagem de fibroblastos. Porém, em enxertos G5 é
possivel observar maior expresséo de colageno tipo | — vermelho. Assim, € possivel
inferir que a dose de 10 J/cm? a cada 5 dias (G5) permitiu a maturacao do colageno.
Corroborando com os resultados expostos, Brassolatti et al. (2016) sugere que a
utilizacao de maiores doses de energia estimula a formacgéo de tecido de granulacao.
Em estudo realizado por Garcia et al. (2012), em feridas induzidas, demonstrou que a
LBI estimulou o reparo tecidual, assim como induziu atividade mitética de células
epiteliais e aumentou a sintese de colageno, assim como no presente estudo, as areas
irradiadas apresentaram maior quantidade de fibroblastos, assim como expressao de
colageno. Em trabalho realizado por Silva et al. (2013) é possivel observar resultados
semelhantes, atribuindo o uso de LBI ao aumento significativo na deposicado de
colageno, devido a inducdo da proliferacdo celular e pelo processo de sintese e
secrecédo de proteinas.

Ao observar a expressao de colageno tipo Il — verde, considerado imaturo, nos
enxertos cutaneos, ha maior expressédo em G1, G4 e G5, demonstrando que a LBI
nao influenciou positivamente na expressao desse colageno. Entretanto, a irradiacao
de LBI promoveu a formagéao de tecido de granulacdo, uma vez que G1 nao apresenta
fibras colagenas tipo | — vermelha, diferente dos demais grupos. O presente resultado

vai de encontro com achados de Brassolatti et al. (2016), que observaram atraso na
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sintese de fibras coladgenas maduras em grupo controle ou com menor dose de laser

aplicada.

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)

Saturation

v Pass
0
Brightness
IV Pass
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Thresholding method: |Default v;
Threshold color: |Red
Color space: |HSB v}

[V Dark background

Original | Fitered |{ Sefect | sample |
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

%
< L»zss
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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