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COMPARACAO ENTRE DIFERENTES ONDAS DE LASER E OLEO DE
GIRASSOL OZONIZADO NA EPITELIZACAO DE ENXERTOS CUTANEOS
APLICADO EM FERIDAS RECEM CRIADAS DE COELHOS (ORYCTOLAGUS
CUNICULUS)

RESUMO - A enxertia cutanea € uma técnica cirargica simples e bastante util
para o reparo de feridas, principalmente nas quais existe dificuldade da aplicacéo do
fechamento primario ou de outras técnicas reconstrutivas. Entretanto, para a
sobrevivéncia do enxerto, € necessario que o leito da ferida esteja saudavel e com a
presenca de um tecido de granulacdo saudavel. Objetivou-se com este trabalho foi
comparar diferentes ondas do laser de baixa intensidade e do 6leo de girassol
ozonizado como potenciais estimulantes da cicatrizacdo em enxertos aplicados em
feridas sem tecido de granulagcdo em coelhos. Para isso, foram elaborados dois
experimentos onde o primeiro comparou a laser de baixa intensidade (LBI) de onda
continua com a LBI pulsada (Capitulo 2), no qual 31 coelhos foram distribuidos em
trés grupos, grupo controle (GC), grupo laser onda continua (GLC) e grupo laser onda
pulsada (GLP). O segundo experimento comparou a LBl de onda continua com a
aplicacao tépica de oOleo de girassol ozonizado (OGO) (Capitulo 3) e 32 coelhos
também foram distribuidos em trés grupos, sendo grupo controle (GC), grupo laser
(GL) e grupo ozbnio (GOs). No primeiro experimento, os grupos GLC e GLP
apresentaram evolucdo semelhante, com processo cicatricial satisfatorio do enxerto
em ambos, ao contrario do grupo GC. Tais resultados se mantiveram na avaliacao
microscoépica, pois o GC apresentou correlacao significativa com critérios ligadas a
falha do enxerto. JA no segundo experimento, novamente ficou comprovado a
ineficicia do leito doador sem tecido de granulacdo em proporcionar ambiente ideal
para cicatrizagdo dos enxertos. Os grupos GL e GOs apresentaram evolucéo superior
comparado ao GC, embora tenha ocorrido maceragado nos enxertos dos animais do
gue receberam OGO, interferindo negativamente no processo de revascularizacéo.

Palavras-chave: cicatrizagédo, enxertia, laserterapia, ozonioterapia.
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COMPARISON BETWEEN DIFFERENTS WAVES OF LOW LEVEL LASER
THERAPY AND OZONIZED SUNFLOWER OIL IN EPITHELIZATION OF SKIN
GRAFTS APPLIED IN RABBIT FRESH WOUNDS (ORYCTOLAGUS CUNICULUS)

ABSTRACT - Cutaneous grafting is a simple and useful surgical technique for
the repair of wounds, especially in which there is a difficulty in applying the primary
closure, or other reconstructive technique. However, for graft survival, it is necessary
a healthy granulation tissue in the wound bed. The aim of this study was to compare
differents waves of low level laser therapy (LLLT) and ozonated sunflower oil as
potential healing stimulators in grafts applied rabbits in fresh wounds. Two trials were
carried out in which the first one compared LLLT continuous wave with LLLT pulsed
(Chapter 2) in 31 rabbits divided into three groups: control group (CG), continuous
wave laser group (GLC) and pulsed wave laser group (GLP). The second trial
compared LLLT continuous with ozonized sunflower oil (OGO) (Chapter 3), and 32
rabbits were also divided into three groups, being control group (GC), laser group (GL)
and ozone group (GOs). In the first trial, the GLC and GLP groups showed similar
evolution, with a satisfactory healing process in both, unlike the CG group. These
results were maintained in the microscopic evaluation since the GC showed a
significant correlation with criteria related to graft failure. In the second trial, the
ineffectiveness of the donor bed without granulation tissue to provide an ideal
environment for healing of the grafts was again demonstrated. The GL and GO3s groups
presented superior evolution compared to the CG, although maceration occurred in
the grafts of the animals that received OGO, have a negative effect on the
revascularization process.

Keywords - healing, skin grafting, lasertherapy, ozone therapy.



CAPITULO 1 - Consideracdes Gerais

1. Introducéao

Certa vez considerada um pequeno nicho na Medicina Veterinaria, a cirurgia
plastica reparadora €, sem duvidas, uma das areas de maior expansao nas ultimas
décadas (Pavletic, 2010). Tal fato se justifica, pois, 0 manejo de feridas e a sintese de
grandes defeitos cutaneos sédo desafios frequentes encontrados na pratica clinica de
pequenos animais. As técnicas para lidar com esses desafios envolvem ciéncia e arte,
em que o cirurgido deve possuir a compreensdo para que seus esforcos resultem
tanto em resultado estético aceitavel quanto funcional (Kirpensteijn e Haar, 2013).

Historicamente, o tratamento de feridas na Medicina Veterinaria, limitava-se a
manejos visando a cicatrizacdo por segunda intencdo ou, ainda, técnicas reparadoras
relativamente simples (Williams e Fowler, 1999). Era comum a realizacao de técnicas
reparadoras em etapas, aguardando-se incialmente a colagenizacdo da ferida e,
somente entdo, a &rea aberta se tornava apta a receber um fragmento de pele
(Pavletic, 1981). Somente apo6s a descricdo dos retalhos de padréao axial na Medicina
Veterinaria é que foi possivel a sintese de grandes defeitos, sem necessidade de se
aguardar a revascularizacédo local (Pavletic, 1990).

Embora tenha ocorrido esse avanco notavel, o cirurgido veterinario
ocasionalmente se depara com feridas que ndo podem ser reaproximadas de forma
primaria ou mesmo com o uso de retalhos de padrdes subdérmicos e axiais. Estas
sdo mais frequentemente localizadas nas extremidades distais, além do alcance dos
possiveis retalhos. Portanto, varias técnicas de enxertia cutanea tém sido
extrapoladas da cirurgia plastica humana para abordar tais situa¢des (Scharf, 2017).
No entanto, em recente editorial, 0 médico Bayne (2016) analisou um estudo
retrospectivo realizado por Riggs et. al (2015) sobre a evolucao clinica de enxertos
cutaneos em céaes e gatos. Fica claro, por meio deste documento, que as diferencas
fisiologicas e anatdmicas entre as espécies fundamentam os resultados opostos. Uma
das diferencas mais relevantes € a necessidade da aplicacdo do enxerto sobre tecido
de granulacdo saudavel, em cées e gatos, para que este entdo proporcione nutricao

adequada ao enxerto até sua revascularizacéo (Fowler, 2006).



1.1 Objetivo geral

O objetivo desta tese foi avaliar se 0 uso laser de baixa intensidade em diferentes
configuracbes e o0 6leo de girassol ozonizado contribuem para a epitelizacdo de
enxertos cutaneos em coelhos (Oryctolagus cuniculus) aplicados em feridas sem a

presenca de tecido de granulacao.

1.2 Objetivos especificos

e Avaliar a cicatrizacdo de enxertos cutaneos em coelhos sem a presenca de
tecido de granulag&o no leito receptor;

¢ Analisar o potencial estimulante do laser de baixa intensidade no processo de
cicatrizacao;

e Comparar a eficacia entre o laser de baixa intensidade emitido em ondas
continuas e pulsada como estimulante de cicatrizacdo em enxertos cutaneos;

¢ Analisar o potencial estimulante do 6leo de girassol ozonizado no processo de
cicatrizacao;

e Comparar a eficacia entre o laser de baixa intensidade emitido em ondas
continuas e 6leo de girassol ozonizado como estimulante de cicatrizacdo em

enxertos cutaneos.

2. Revisao de Literatura

2.1 Sistema tegumentar

O sistema tegumentar € o maior 6rgédo do corpo representando 24% do peso
corporal de um filhote, mas apenas 12% de um céo adulto. A pele é parte essencial
deste sistema, sendo receptor sensorial para o toque, pressao, vibracao, calor e frio.
Dentre suas mudltiplas funcdes, pode-se incluir a producdo de vitamina D,
termorregulacdo, armazenamento de agua, gordura, eletrdlitos, carboidratos e
proteinas; além de agir como barreira contra produtos quimicos e radiagdo, traumas

e infecgcbes externas (Pavletic, 2018).



Pode-se dividir a pele em duas camadas: a camada epitelial € denominada
epiderme, e a camada conjuntiva chamada de derme. O subcutaneo sustenta a derme
e é composto por gordura e camada fibrosa (Campbell; Lichtensteiger, 2004;
Paterson, 2008).

Basicamente, a epiderme € composta por epitélio escamoso estratificado
gueratinizado em sua superficie. Duas caracteristicas importantes sdo que a epiderme
€ avascular e fina, muito embora sua espessura possa variar de acordo com o grau
de queratinizagdo, compativel com as quantidades de esforco mecanico e atrito os
quais determinada porcéo sera sujeitada. A epiderme, provida de pelos, é composta
de quatro camadas principais: o estrato cilindrico ou basal, o estrato granuloso, o
estrato espinhoso e o estrato cérneo. No estrato germinativo, que é composto pelo
estrato cilindrico e pelo espinhoso, a atividade mitética é responsavel pela proliferacéo
das células epidérmicas (Campbell; Lichtensteiger, 2004; Paterson, 2008; Pavletic,
2010).

A derme consiste de fibras coldgenas, reticulares e elasticas, circundadas por
matriz mucopolissacaridica composta de acido hialurdnico e acido condroitino-
sulfurico. Esta camada é vascularizada e também possui nervos, masculos, foliculos
pilosos e estruturas glandulares. A pele provida de pelos possui ainda 0os anexos que
sao os foliculos pilosos, glandulas sudoriparas e glandulas sebaceas, sendo todas
estas estruturas de origem ectodérmica (Campbell; Lichtensteiger, 2004).

A cicatrizacdo € um processo biologico altamente coordenado que possui uma
continuidade de eventos dos mais amplos aspectos. A cicatrizacdo pode ocorrer por
primeira intencdo, quando ndo ha perda de tecido e as extremidades da pele ficam
justapostas; segunda intencdo, ocorre em feridas com perda de tecido e as bordas
ficam distantes; e por terceira intencao, na qual a ferida € inicialmente manejada como
ferida aberta até que se tenham condi¢des para realizar sua sintese cirurgica (Dernell,
2006; Fahie; Shettko, 2007). Pode-se dividi-la em fase inflamatoria, de proliferacao e
de maturacdo ou remodelamento. Entretanto, essa divisédo é mais didatica do que uma
sucessao real de acontecimentos, pois ha uma sobreposicéo consideravel e variavel
destes eventos, uma vez que, na mesma ferida, as trés fases podem estar presentes
simultaneamente (Fahie; Shettko, 2007; Stanley; Cornell, 2018).



Na fase inflamatéria, a hemostasia ocorre na tentativa de evitar a
exsanguinacdo. A ativacdo da cascata de coagulacdo, a agregacdo e ativacao
plaguetaria sdo eventos essenciais a interrupcdo da hemorragia e resultam na
formacdo do coagulo de fibrina, que contribui na formacdo da matriz extracelular
(MEC) proviséria. Em seguida, a vasodilatacdo aumenta o fluxo sanguineo para o leito
da ferida ao mesmo tempo em que permite o extravasamento do plasma. Esses
eventos culminam nos sinais tipicos da inflamagé&o: calor, vermelhiddo, edema e dor.
Inicialmente h& migracdo de grandes neutréfilos, mas apds 48 a 72 horas, os
monaocitos circulantes que chegaram na ferida junto com os neutréfilos, sofrem agéao
do fator de crescimento transformante beta (TGF-B) e se diferenciam em macréfagos.
Esses serdo essenciais nas fases subsequentes, pois regulam a liberagdo de
substéancias sinalizadoras para o recrutamento de outros tipos celulares importantes,
tais como fagocitar bactérias e debris, além de liberarem metaloproteinases
responsaveis por degradar a MEC (matriz extracelular) provisoria e facilitar a migracéo
de células para a ferida na fase proliferativa (Hosgood, 2006; Abdelrahman; Newton,
2011; Stanley; Cornell, 2018).

A fase proliferativa € marcada pelos seguintes eventos: angiogénese,
fibroplasia e epitelizacdo. A angiogénese caracteriza-se pela formacdo de novos
vasos a partir de capilares pré-existentes ao redor da ferida. Na fibroplasia, células
mesenquimais quiescentes se diferenciam em fibroblastos, responsaveis por
sintetizar os principais componentes de MEC definitiva como colageno | e lll, &cido
hialurénico, proteoglicanos, glicosaminoglicanos, elastina e fibronectina. Com a
sintese de MEC definitiva, ha a formacéao do tecido de granulacao, um tecido vermelho
brilhante que serve como uma barreira natural contra contaminagéo e também como
superficie para a epitelizacdo. Por fim, na epitelizacdo, a atividade das células
epiteliais leva a inibicdo da formacdo de tecido de granulacdo, se proliferando
continuamente até que haja o contato entre as células das bordas opostas, o0 que
cessa o processo (Abdelrahman; Newton, 2011; Stanley; Cornell, 2018).

A maturacdo consiste na ultima fase do reparo da ferida e tem como funcao
promover fortalecimento do tecido, propiciando barreira fisica contra agressfées por
meio da reorientagdo das fibras de coldgeno e maturacdo das camadas epidérmicas.

O colageno é, inicialmente, depositado na ferida de forma desorientada e a medida



em que a ferida sofre tensao e contracao, ocorre seu alinhamento. Na maturacéo, ha
a substituicdo do colageno do tipo Il pelo tipo | que ira conferir rigidez, porém, ndo na
mesma proporgédo do tecido antes de ser lesionado, mas cerca de 70 a 80% da forga
inicial (Fahie; Shettko, 2007; Abdelrahman; Newton, 2011; Stanley; Cornell, 2018).

2.2 Enxerto cutaneo

Enxertos cutaneos livres sdo segmentos de pele completamente desinseridos
de determina area do corpo e utilizados para recobrir uma superficie desprovida de
cobertura epitelial (Pavletic, 2018). Ao contrario dos retalhos, os enxertos néo
possuem uma ligacdo vascular apdés sua transferéncia e, portanto, dependem
inteiramente do desenvolvimento de conexdes venosas que se desenvolvem com o
leito receptor (Scharf, 2017; Pavletic, 2018).

O objetivo do enxerto de pele € o de reestabelecer barreira cutanea, sobretudo,
em defeitos que ndo podem ser reconstituidos por justaposi¢do direta ou por retalho
de pele devido a sua localizagcédo, como em regides distais dos membros (Swain, 1990;
Fowler; Shettko, 2006; Pavletic, 2010). Sua utilizacdo € uma opcao interessante e
proporciona modo efetivo para restaurar ou reparar feridas, desde que preservados
0s principios de vascularizacdo, antissepsia e hemostasia (Pavletic, 2010).

Existem vérias classificacfes de enxertos de pele, principalmente baseadas na
origem do enxerto e na sua espessura. De acordo com o doador, 0s enxertos podem
ser classificados em auto-enxertos ou enxertos autdégenos, desde que o segmento
receptor e doador provenha do mesmo animal; aloenxertos ou homoenxertos quando
0 segmento receptor e doador provém da mesma espécie; xenoenxertos ou
heteroenxertos quando provém de espécies diferentes (Swaim, 1990; Teixeira Neto
et. al, 2010) ou ainda, isoenxertos quando o doador € irméo idéntico ou entre hibridos
F1 produzidos pelo cruzamento de linhagens endogamicas. Do ponto de vista clinico,
0s auto-enxertos sado aqueles com melhores resultados e sao utilizados como
enxertos permanentes (Swaim, 1990; Teixeira Neto et. al, 2010; Bohling; Swaim,
2018).

Conforme a espessura, podem ser classificados em total ou parcial. O enxerto

de pele total, inclui a epiderme e a totalidade da derme, camada papilar e reticular,



enguanto o enxerto de espessura parcial, € aquele que contém epiderme e espessura
variavel da derme (Swain, 1990; Teixeira Neto et. al, 2010; Stanley; Cornell, 2018).
Os enxertos de espessura total apresentam algumas vantagens quando comparados
com os de espessura parcial. Possuem todos os componentes secundarios
responsaveis pela cicatrizacdo semelhante aos da pele original, promovendo, assim,
o crescimento de pelos e sendo capaz de suportar traumatismos tdo bem quanto a
pele normal circundante. Os enxertos de espessura total também mantém as
estruturas anexas e funcdo glandular e pilosa preservadas, ndo se fazendo necessério
0 uso de instrumentais especificos para a sua coleta (Fowler, 2006; Ratner, Skouge,
1998; Stanley et. al, 2013). Ainda, oferecem boa coloracéo e textura ao local receptor
e sao caracterizados por apresentarem contracdo minima da ferida (Ratner, Skouge,
1998). Porém, apresentam desvantagens quanto ao grau de expansao, em virtude de
serem pouco flexiveis e menos adaptaveis, quando comparados aos enxertos de
espessura parcial (Pavletic, 2010, Stanley; Cornell, 2018).

Os enxertos parciais ou laminares também sdo compostos por epiderme, mas
a porcdo da derme é variavel e, assim, sdo denominados como delgados,
intermediarios e espessos (Andreassi et. al, 2005; Swaim, 2007). Os enxertos de
espessura parcial sdo mais facilmente obtidos, entretanto, as principais desvantagens
sao: maior fragilidade, crescimento piloso inadequado, maior contracao, a coleta exige
materiais especificos como dermatomo, proporcionam reparacéo tecidual pobre, visto
que a pele é fina, fragil e sujeita a retracéo pela auséncia de componentes de derme
(Stephenson, 2005; Scharf, 2017).

O enxerto somente deve ser aplicado quando houver, no leito receptor, a
presenca de tecido de granulacdo saudavel ou sobre superficie “fresca” isenta de
infeccéo e debris, que se encontre vascularizada o bastante para produzir tecido de
granulacado (Hedlund, 2006; Swaim, 2007). Vale ressaltar, também, que deve existir
guantidade adequada de pele do doador disponivel para a coleta (Fowler, 2006).
Pavletic (2018) relata que apesar de enxertos livres de pele necessitarem de leito
receptor vascularizado para a sobrevivéncia, ndo € necessaria a presenca de tecido
de granulacdo antes da aplicagdo do enxerto, porém estes apresentam melhor

resultado quando a granulagéo esté presente.



A sobrevivéncia inicial dos enxertos depende somente da absorcédo de fluidos
e da qualidade do leito receptor, visto que sdo desprovidos de vascularizacao
(Hedlund, 2006). Estes fluidos sdo, na verdade, plasma sanguineo do leito receptor
que, no primeiro momento, irdo irrigar e nutrir os vasos dilatados do enxerto e,
posteriormente, serdo responsaveis pela neovascularizacdo e anastomose vascular
ao enxerto promovendo sua irrigacao e sobrevivéncia (Siegfried et. al, 2005). Portanto,
a gordura residual da face profunda do enxerto deve ser eliminada previamente a
enxertia, com o auxilio de tesoura, para facilitar este processo (Lofégo Filho et al.,
2006; Scharf, 2017).

A degeneracdo do enxerto de pele tem inicio logo apds a remocao do leito
doador, e sua regeneracdo apds o depdsito no leito receptor. Neste momento inicial,
os dois fendbmenos ocorrem simultaneamente, sendo a regeneracao mais lenta que a
degeneracdo. Somente no 7° a 8° dia de pds-operatdrio que esses eventos se
contrapfem (Tanner et. al, 1964, Birch; Branemark, 1969; Swain, 2007).

Swaim (1990) afirma que imediatamente apds a enxertia, 0 enxerto aparece
palido, devido a deficiéncia de elementos hematicos. Ap6s 72 horas, inicia-se a
reorganizacao vascular e, apos cinco ou seis dias, 0 enxerto ira comecar a apresentar
coloracdo rosa claro, decorrente do restabelecimento circulatério normal. Neste
periodo se ndo apresentar reorganizacdo vascular, ndo se tornard mais viavel
(Hedlund, 2006; Stanley; Cornell, 2018).

O enxerto passa por quatro fases até a sua cicatrizagdo: aderéncia, embebicéo
plasmatica, inosculacdo e neoangiogenése (Kunert, 1991; Hierner et. al, 2005). A
aderéncia ocorre logo apos a aplicacdo por meio de uma rede de fibrina que adere ao
leito receptor e ocorre retracdo dos filamentos de fibrina tracionando o enxerto até que
ocorra intimo contato entre doador e receptor. A rede de fibrina é convertida em tecido
fibroso entre o0 enxerto e o leito receptor por meio da invasdo de fibroblastos,
leucdcitos e fagocitos. Esse tecido inicia sua resisténcia e proporciona forca de
aderéncia a partir de 8 horas da sua aplicacdo, até o décimo dia de pds-operatorio
(Chick, 1988; Hierner et. al, 2005; Stanley; Cornell, 2018).

A fase de embebicao plasmatica corresponde ao espasmo vascular das bordas
seccionadas do enxerto, no momento de sua retirada do leito doador, e eliminagéo de

soro (composto por eritrécitos, leucocitos polimorfonucleares e isento de fibrinogénio)



pelas bordas do leito receptor. Esse liquido se acumula no leito da ferida e € absorvido
pelo enxerto por acéo capilar apos vasodilatacdo, iniciada no momento da aplicacao.
Além de nutrir o enxerto, ird causar edema, que atinge seu ponto maximo por volta de
48 a 72 horas. Neste momento a circulagéo é reestabelecida (Chick, 1988; Andreassi
et. al, 2005; Hierner et. al, 2005; Swain, 2007; Stanley; Cornell, 2018).

Na sequéncia, pequenos capilares se anastomosam, comunicando a superficie
do enxerto ao leito receptor, sendo tal processo conhecido como fase inosculatéria. O
enxerto encontra-se ainda fragilmente fixado, podendo estar cianotico. O surgimento
e proliferacdo de novos vasos é que ira garantir a sobrevivéncia da pele transplantada.
Do quinto ao sétimo dia de pds-operatoério, ocorre a fase de neoangiogénese, quando
o fluxo sanguineo verdadeiro ocorre (Franco; Silva, 2002; Golcman; Golcman, 2002).
Pode, também, ocorrer a revascularizacdo pelo crescimento de novos vasos do leito
para dentro do enxerto, por meio de brotamento endotelial. A incorporacéo do enxerto
depende do estabelecimento de conexfes arteriais e de drenagem adequada, que

deve ocorrer por volta do 7° ou 8° dia de pds-operatorio (Scharf, 2017).

2.3 Laser de Baixa Intensidade (LBI)

O laser (Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation) € um dos
recursos fototerapéuticos mais utilizados na Medicina, em uma ampla gama de
possibilidades. Existem trés propriedades que caracterizam seu funcionamento:
monocromaticidade, responsavel pelo comprimento de onda Unico a cada emisséao;
colimacao, ou seja, a transmissdo da luz em uUnica direcdo, sem divergéncia, e a
coeréncia, incumbida pela emissdo de todas as ondas de luz na mesma fase
(Hawkins; Abrahamse, 2005).

O comprimento da onda de luz e sua poténcia de emissao sao responsaveis pelo
tipo de laser emitido. Comprimentos entre 400 nm a 700 nm (nanbmetros)
correspondem a luz visivel, enquanto, aqueles acima de 700 nm s&o invisiveis ou
infravermelhos. Como o comprimento corresponde a distancia entre dois picos de
onda, pode-se dizer que sua relacdo com a frequéncia de emisséo € inversamente
proporcional, ou seja, quanto maior o comprimento da onda menor a frequéncia

(Tuner; Hode, 2010; Agne, 2013). Tais informac¢des sao clinicamente relevantes pois



h&a uma variacdo do comprimento de onda de acordo com o tipo de célula ou tecido
que ird absorver o laser. A poténcia da emisséo do laser também é significante, pois
influencia diretamente o efeito tecidual que se deseja produzir. Desta forma, o laser
medicinal pode ser dividido em trés categorias, alta, média e baixa poténcia (Hawkins;
Abrahamse, 2005; Tuner; Hode, 2010; Agne, 2013).

O laser de baixa intensidade (LBI) possui varios beneficios clinicos, incluindo a
promocao da cicatrizacdo de feridas, consolidacéo de fraturas e, até mesmo, alivio
dos sinais de dor. Portanto, a LBI ou baixa poténcia, causa a penetragao da luz na
superficie do tecido de forma néo invasiva (Matic et. al, 2002) e, embora a maioria dos
mecanismos da acdo dos lasers sobre a pele sejam mediados por meio de efeitos
fototérmicos, a LBI, geralmente, provoca baixas temperaturas ou mudancas de
temperaturas imperceptiveis no tecido alvo, o que da origem ao termo de baixa
intensidade ou laser frio (Corazza et. al, 2007).

Os mecanismos de acao da LBl podem ser divididos em trés categorias. A reacao
priméria corresponde a absorcdo dos fotons e absorcdo pelas mitocondrias e
membranas plasméticas das células atingidas. Os fotons emitidos sdo convertidos em
energia cinética quimica dentro da célula, provocando alteracdes na permeabilidade
da membrana celular, melhoria na sinalizacéo entre as mitocéndrias, nucleo e citosol,
formacdo de Oxido nitrico e aumento do metabolismo oxidativo para a producdo de
ATP (adenosina trifosfato). A reacdo secundaria € uma extensao da reacao primaria,
caracterizada pela liberacdo do célcio da mitocéndria para o citoplasma, estimulando
o metabolismo celular e a regulacéo das vias de sinalizacado responsaveis por estimulo
na migracao, sintese de DNA (acido desoxirribonucleioco) e RNA (&cido ribonucleico),
mitose, sintese de proteinas e proliferacdo. Por fim, a reagéo terciaria corresponde
ao reflexo sistémico da LBI, pois as células irradiadas estabelecem comunicacao
intercelular com aquelas que nao foram atingidas pelos fétons, gerando incremento
do sistema imune e liberacdo de substancias ligadas ao controle da dor (Hawkins;
Abrahamse, 2005; Dyson, 2006).

A LBI € uma modalidade terapéutica que permite ampla diversificagdo em sua
aplicacdo. Parametros como comprimento de onda e dose, podem ser facilmente
alterados nos equipamentos que emitem o laser e, desta forma, ajustados de acordo

com a situacdo presente. Contudo, ao mesmo tempo que, tal flexibilidade garante
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ampla utilizacdo da LBI, a falta de padronizacdo destes acaba gerando resultados
conflitantes e, até mesmo, duvida a respeito de sua eficacia (llic et. al, 2006; Hashmi
et. al, 2010; Prado et. al, 2012; Mat et. al, 2018).

A forma da emisséo da luz € outra variavel da LBl que carece de consensos.
Basicamente, a emissdo continua emite mesma quantidade de luz durante
determinado periodo. J4 a pulsada, possui pequenos intervalos de auséncia de
emissao de luz, denominados “quench periods”. Nao ha concordéncia se a emisséo
de luz de forma continua ou onda pulsada é mais adequada para as varias aplicacdes
de laserterapia. No entanto, aparentemente a LBI pulsada é capaz de penetrar em
tecidos mais profundos sem provocar aumento de temperatura nas camadas mais
superficiais. Tal caracteristica faz com que a terapia pulsada alcance densidades de
picos de poténcia muito maiores e mais seguros ao tecido receptor quando comparada
a LBI continua (llic et al., 2006; Hashmi et al., 2010).

Clinicamente, a LBI possui efeitos como a reducédo da dor de grandes variedades
de perturbacdes neurolégicas agudas e entidades de dor crbnica, incluindo dores
relacionadas com anormalidades nos tecidos nervosos, tecidos moles, musculos,
tenddes, articulacbes e ossos (Hawkins; Abrahamse, 2005). Também, foi observada
a diminuicdo do edema e inflamacgédo associada com les6es agudas em musculos
superficiais, tenddes, ligamentos, bursas e bainhas (Woodruff et al., 2004). Melhora a
cicatrizagéo de feridas de evolugao lenta ou retardada, tanto em tecidos moles como
em tenddes e o0ssos, devido a melhora da oxigenacao tecidual (Kubota, 2004;
Woodruff et al., 2004).

Na Medicina, a LBI é frequentemente utilizada no tratamento de artrites, lesées
lombares, traumas cutaneos e lesdes de tecidos moles em geral (Woodruff et al.,
2004). Além disso, ja foram observadas reducédo do edema e inflamacdo associada
com lesBes agudas em musculos superficiais, tenddes, ligamentos, bursas e bainhas
(Hawkins; Abrahamse, 2005). Talvez, uma acéo de seus efeitos mais conhecidos seja
a melhora da cicatrizacéo de feridas de evolucao lenta ou retardada (Kubota, 2004;
Woodruff et al., 2004).

Na Medicina Veterinaria, seu uso tem sido cada vez mais difundido. Lucroy et. al
(1999) aplicaram a LBl em um céo utilizando transdutor de 630 nm de comprimento

de onda com dose de 5 J / cm?, durante quatro dias consecutivos, em ferida que
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possuia 8 meses de evolucdo, sendo que essa modalidade de tratamento
proporcionou cicatrizacdo completa em 21 dias. Um outro estudo utilizou a LBI apos
hemilaminectomia para tratamento doenga do disco intervertebral em caes, tendo os
animais tratados voltado a deambular mais precocemente (Draper et. al, 2012). No
entanto, recentemente em estudo controlado, randomizados e em teste duplo cego,
nao encontrou diferenca estatistica no tratamento com LBI em defeitos cutaneos,

criados experimentalmente em cées (Kurach et al., 2015).

2.4 Ozonioterapia

O ozobnio (O3) é uma molécula constituida por trés atomos de oxigénio em uma
estrutura dinamicamente instavel por causa da presenca do efeito mesomérico. Em
estado gasoso, € incolor, apresenta odor acre e € explosivo, nos estados liquido e
sélido. O Os possui meia vida de 40 minutos a 20° C e 140 minutos a 0° C.
Basicamente, a funcdo do 0zonio € a protecéo da atmosfera contra os efeitos nocivos
da radiacdo ultravioleta, ou seja, este gas estd normalmente presente na superficie
da terra em concentracdes inofensivas, cerca de 20 ug / m3 (Bocci, 2006; Elvis; Ekta,
2011).

Embora a migracdo da Os para o campo meédico date do século XIX, seu valor
medicinal €, atualmente controverso (Smith et al., 2017). Apesar das suspeitas, uma
infinidade de terapias baseadas em Os mostraram beneficios substanciais que
abrangem grande variedade de doencas agudas e crbnicas. O Os € atualmente,
prevalente em odontologia para tratar uma série de doencas orais (Azarpazhooh;
Limeback, 2008). Também, € conhecido que esse gas se mostrou benéfico como
desinfetante para agua potavel e esterilizacdo de instrumentos cirargicos (Elvis; Ekta,
2011).

O uso do gas o0zbnio como terapia na medicina alternativa tem atraido ceticismo
devido a sua estrutura molecular instavel. Contudo, volumes copiosos de pesquisa
forneceram evidéncias de que as estruturas de ressonancia dinamica do Os facilitam
as interacdes fisioldgicas, Uteis no tratamento de uma diversidade de enfermidades.

Especificamente, a terapia com Oz induz estresse oxidativo moderado ao interagir com
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lipidios. Essa interacdo aumenta a producédo enddgena de antioxidantes, a perfusao
local e a entrega de oxigénio, bem como melhora da imunidade (Smith et al., 2017).

Contudo, o O3 tem sido aplicado em uma ampla gama de utilizagdo, como,
processos infecciosos (cistites, prostatites, metrites), controle de dor articular,
inflamacdes e tratamento de feridas (Martinez-Sanches et. al, 2005; Elvis; Ekta, 2011).
Embora, na Medicina Veterinaria, os estudos ainda sejam escassos, 0S poucos
resultados representam futuro promissor (Li et al., 2007).

O mecanismo de acdo do gas Oz é extremamente complexo e ainda muito
pouco elucidado. Sabe-se que, de forma resumida, esse gas tem potencial
antioxidante, de modulacdo vascular e hematoldgica, de inativacdo de patdégenos e
de ativagéo do sistema imune (Bocci, 2006; Elvis; Ekta, 2011).

Uma cascata enddgena, multifacetada, € iniciada e libera substratos
biologicamente ativos em resposta ao transiente, e moderado, estresse oxidativo que
0 Os induz quando um individuo é exposto ao tratamento com o géas. ISso ocorre pela
alta taxa de dissolu¢do no componente aquoso do plasma sanguineo. Alguns destes
antioxidantes sdo o superoxido dismutase (SOD), a glutationa peroxidase (GPx), a
glutationa S-transferase (GST), a catalase (CAT), o heme oxigenase-1 (HO-1), a
NADPHquinona-oxirredutase (NQO-1), as proteinas de choque térmico (HSP), e a
fase Il de enzimas do metabolismo de farmacos. A maioria dessas enzimas age como
sequestradoras de radicais livres, clinicamente relevantes para ampla variedade de
doencas (Smith et al., 2017).

O O3 € um estimulador do fluxo transmembrana de oxigénio (Oz), o que faz com
gue a cadeia respiratéria mitocondrial seja mais eficiente. Se administrado de forma
peridédica, o O3 pode gerar substancias suficientes para alcancar a medula 6ssea
atuando como estimulo sustentado a eritropoiese. Ademais, o Os € capaz de melhorar
a circulacdo sanguinea e fornecimento de oxigénio para tecidos isquémicos, por meio
do aumento da estimulacdo da diferenciacdo de eritroblastos e atividade
vasodilatadora (Smith et al., 2017).

Sobre sua agao em patégenos, o O3 promove a inativacdo de bactérias, virus,
fungos, leveduras e protozoarios por meio da interrup¢éo da integridade do envelope
celular de bactéria pela oxidacdo dos fosfolipidos e lipoproteinas. Nos fungos, o0 Os

inibe o crescimento celular, em determinados estagios. Ja nos virus, o O3 danifica a
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capsula viral e interfere no ciclo reprodutivo, interrompendo o contato virus-célula
como resultado da peroxidacao. Os revestimentos enzimaticos fracos, nas células que
sdo vulneraveis a invasao por virus, tornam-se suscetiveis a oxidacéo e eliminacao
pelo corpo, que entdo os substitui por células saudaveis (Bocci, 2006; Elvis; Ekta,
2011; Hashemi, et al., 2015).

O o0zb6nio também ativa o ciclo de Krebs, aumentando a carboxilacdo oxidativa
do piruvato, estimulando a producéo de ATP (trifosfato de adenosina). Isso também
causa uma reducdo significativa no NADH (fosfato de nicotinamida adenina
dinucledtido) e ajuda a oxidacéo do citocromo C. Existe uma estimulacdo da producao
de enzimas que atuam como eliminadoras de radicais livres e protetoras de paredes
celulares: glutationa peroxidase, catalase e superéxido dismutase (Martinez-Sanches
et al., 2005; Smith et al., 2017).

No sistema imunoldgico, o 0zénio administrado em concentracdo de entre 30 e
55 ug / m3 pode causar maior producédo de interferons, fator de necrose tumoral e
interleucina-2. A producdo de interleucina-2 desencadeia toda uma cascata de
reacBes imunoldgicas subsequentes (Hashemi, et al., 2015).

A administracdo do Os pode variar de acordo a intensdo terapéutica e a
localizacdo da lesdo. Basicamente, o tratamento pode ser realizado por exposi¢ao
direta ao gas, ou por meio da utilizacdo de substancias ozonizadas, como 6leo ou
liquidos. A primeira, e mais popular, via de aplicacdo € a autohemotransfuséo.
Entretanto, pode-se também citar a injecdo direta intramuscular, intradiscal ou
paravertebral; insuflacdo retal, nasal, oral, vaginal, vesical, pleural e peritoneal. Além
disso, a exposicdo cutanea também tem sido relada com frequéncia por meia da
selagem de parte do corpo em uma camara ou saco e insuflando com mistura de O2-
O3 (FITZPATRICK et. al, 2017; Smith et al., 2017).
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CAPITULO 2 - Comparacéo entre as ondas continua e pulsada do laser de baixa
intensidade (LBI) na epitelizacdo de enxertos cutaneos
aplicados em feridas recém-criadas de coelhos (Oryctolagus

cuniculus)

RESUMO - A enxertia cutanea € uma técnica cirargica simples e bastante util
para o reparo de feridas, principalmente, onde ha dificuldade em realizar a sintese
direta, ou outras técnicas reconstrutivas. Entretanto, para a sobrevivéncia do enxerto,
€ necessario que o leito da ferida esteja saudavel e com a presenca de tecido de
granulacéo viavel. O laser de baixa intensidade (LBI) ja foi utilizada com sucesso em
casos em que o enxerto foi aplicado em feridas logo apds a sua criacdo. No entanto,
a LBI ainda carece de padronizacbes mediante estudos conflitantes sobre seus
resultados. Desta forma, este trabalho objetivou comparar a eficacia da LBI de onda
continua com onda pulsada na estimulacdo da cicatrizacdo de enxertos cutaneos,
aplicados em feridas recém-criadas em coelhos. Para tanto, foram utilizados 31
coelhos distribuidos em: grupo controle (GC, n=10), grupo laser onda continua (GLC;
n=10) e grupo laser onda pulsada (GLP; n=11). Os grupos GLC e GLP apresentaram
evolucdo semelhante, com processo cicatricial satisfatorio do enxerto, ao contrario do
grupo GC. Tais resultados se mantiveram na avaliagdo microscopica, pois 0S grupos
tratados com laser apresentaram menor inflamacdo, melhor integracdo a area
receptora, maior reepitelizacdo e colagenizagéo. Nao houve diferenca na densidade
vascular entre os grupos de tratamento na andlise imuno-histoquimica. A ferida
recém-criada ndo foi capaz de fornecer nutricdo para o enxerto cutaneo nos coelhos,
mas a LBl é uma terapia adjuvante eficiente em estimular a cicatrizacdo entre a area
receptora e o0 enxerto, promovendo integracdo total. Entretanto, embora
estatisticamente ndo houve diferenca na forma de emissdo de luz, pulsada ou
continua, os pacientes que receberam LBl em onda continua apresentam evolucéo
microscopica superior.

Palavras-chave: cicatrizagao, exertia, laserterapia

Introducao

A técnica de enxertia cutdnea se baseia no preenchimento do defeito por meio
de um segmento da epiderme e da derme que foi completamente removido da area
doadora e transferido para o leito receptor (Swaim,1990; Andreassi et al., 2005;
Scharf, 2017). Sua aplicabilidade € incontestavel em regides em que ndo ha tecido
adjacente suficiente para cobertura primaria. Portanto, na Medicina Veterinaria € uma
técnica de destaque em razéo da alta casuistica de perda cutanea em decorréncia de

traumatismos ou remocéao de tumores, particularmente, em lesbes de extremidades,
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nas quais a escassez e a imobilidade cutanea impedem a elaboracdo de retalhos
locais (Tong; Simpson, 2012; Scharf, 2017).

Os enxertos cutaneos possuem limitagbes na utilizagdo em animais
domeésticos, principalmente, devido a necessidade da presenca de tecido de
granulacdo saudavel, auséncia de tecido necroético, infeccdo e corpos estranhos,
impedindo a evolucdo para o resultado esperado (Fowler, 2006). Usualmente, &
necessario o preparo da ferida para induzir a cicatrizacdo por segunda intencéo,
previamente a realizacdo da técnica, o que requer grande disponibilidade e cuidado
por parte do tutor, além de onerar o tratamento. Tais condi¢cdes contribuem para a
restricdo de animais elegiveis quanto ao emprego deste procedimento (Miraliakbari;
Mackay 2006, Tong; Simpson, 2012). Desta forma, algumas ferramentas tém sido
estudadas como potenciais estimulantes da cicatrizacdo de enxertos aplicados em
feridas recém-criadas. OpcGes como o plasma rico em plaquetas, terapia vacuo
assistida e o laser de baixa intensidade (LBI) se mostram eficazes e permitiram a
aplicacdo do enxerto de forma precoce (Stanley et al., 2013; Reis Filho et al., 2017,
Pazzini et al., 2018).

A LBI possui diversos potenciais beneficios clinicos, incluindo a promoc¢éo do
estimulo na cicatrizacdo de feridas abertas, consolidacdo de fraturas, auxilio na
reparacao de lesdes tendineas e ligamentares, além do alivio da dor (Godine, 2014).
Entretanto, apesar de resultados promissores, alguns estudos, como Gammel et. al
(2017), ndo encontraram evidéncias de beneficio na utilizacdo da LBI. Muitas vezes,
a justificativa para os resultados conflitantes se da pela auséncia de padronizacées
de variaveis presentes na técnica. Considerando que ha algum grau de consenso
quanto aos melhores comprimentos de onda da luz e doses aceitaveis a serem
utilizadas, ndo ha acordo sobre se a emissao de luz em onda continua (CW) ou onda
pulsada (PW) é mais adequada em aplicacdes pontuais (Hashmi et al., 2010).

Mediamente a problematica exposta, este estudo teve como objetivo comparar
a eficacia entre LBl de onda continua e a LBl de onda pulsada na estimulacéo da
cicatrizagdo de enxertos cutaneos aplicados em feridas recéem-criadas em coelhos
(Oryctolagus cuniculus) evitando, desta forma, a necessidade de aplicagcédo do enxerto

na presenca de tecido de granulagéo.
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Material e Métodos

A pesquisa foi executada nas dependéncias do Hospital Veterinario
“Governador Laudo Natel” da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV)
da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Campus de Jaboticabal,
Estado de Sao Paulo. A metodologia deste experimento respeitou as diretrizes dos
Principios Eticos de Experimentacdo Animal adotado pelo Conselho Nacional de
Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi aprovado pela Comisséo de
Etica no Uso de Animais (CEUA) sob o protocolo nimero 03286/18, da mesma
instituicao.

Selecao dos animais para o procedimento cirurgico e protocolo anestésico

Foram utilizados coelhos (Oryctolagus cuniculus) da raca Nova Zelandia
Branco, adultos, machos. Os animais eram procedentes do Biotério Central da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — Campus de Botucatu, e
foram mantidos durante todo o experimento em gaiolas individuais em condi¢cfes de
alimento e agua ad libitum.

A pesquisa utilizou um total de 36 coelhos, distribuidos em trés grupos distintos:
12 coelhos no grupo controle (GC), 12 no grupo laser de onda continua (GLC) e 12
no grupo laser onda pulsatil (GLP).

O protocolo anestésico utilizado foi composto por medicacdo pré-anestésica
(MPA) composta por clorpromazina?, na dose de 0,5 mg/kg e morfina3, 0,5 mg/kg,
ambas na mesma seringa, aplicadas por via intramuscular (IM). Apds 20 minutos, foi
realizada a inducéo anestésica com isoflurano?, empregando méascara facial, seguida
de manutencdo anestésica com 3% de isoflurano diluido em 100% de oxigénio.
Procedimento cirargico

Apos a inducgéo anestésica, os animais foram preparados com ampla tricotomia
na area doadora (AD), correspondente a regido de terco distal da parede lateral do
torax direito, na altura da articulagéo costocondral, e também da area receptora (AR),
localizada na face cranial do terco médio de radio e ulna do membro toracico direito

2 Amplictil® 25mg/smL, Aventis
3 Dimorf ® 10mg/mL, Cristalia
4 |soforine® 100mL, Cristalia
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(Figura 2.1). Em seguida, as antissepsias, prévia e definitiva, foram realizadas, ambas
com utilizacéo de clorexidina degermante 2%° e alcool 70%°.

Na AR foi criada uma ferida cutanea de espessura total, abrangendo pele e
subcutaneo, com a utilizagcao de Iamina de bisturi nimero 15, respeitando como base
o formato de um molde plastico que media 2cm x 2cm (Figura 2.1). O subcutaneo foi
divulsionado de maneira romba até que todo o fragmento fosse removido e,
posteriormente, descartado. O mesmo procedimento foi repetido na AD, porém o
fragmento de pele foi utilizado como enxerto (Figura 2.1). Toda a por¢cao subcutanea
do enxerto foi removida por seccdo com tesoura, até que permanecesse somente a
derme e epiderme (Figura 2.1). Em seguida, foram realizadas pequenas fenestras de
forma aleatéria, atravessando o enxerto completamente, no sentido dorso-ventral ou
cranio-caudal de acordo com o crescimento do pelo do enxerto, com auxilio de lamina
de bisturi, ndmero 11 (Figura 2.1).

O enxerto foi, entdo, posicionado na ferida da AR e suturado junto as bordas,
utilizando pontos simples separados e fio de sutura de néilon 3-0. A AD foi suturada
com pontos em padrdo simples continuo utilizando néilon 3-0 para aproximacéo das
bordas incisadas (Figura 2.1).

Tanto na ferida cirdrgica da AR como da AD foram realizados curativos com
bandagem né&o aderente, composta por gaze estéril umedecida com solucdo salina
0,9% e atadura de algodéao, fixados com esparadrapo.

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

Grupo laser onda continua (GLC): Os animais deste grupo foram submetidos a
LBI, imediatamente apds o procedimento cirdrgico. A ferida foi limpa com solugéo
salina 0,9% e gaze, e em seguida, foi removido todo o excesso de umidade também
com gaze. Foram escolhidos 9 pontos distintos e pré-determinados de aplicacao do

5 Riohex® 2%, Rioquimica
6 Alcool Liquido 70%, Tupi
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Figura 2.1. Fotografias do procedimento cirargico de enxertia cutanea em coelhos a)
Demarcacgédo da area doadora (AD) e area receptora (AR). b) Incisdo da AD utilizada
posteriormente como enxerto. ¢) Incisdo de pele para criacdo do defeito cutaneo (AR).
d) Remocé&o completa do tecido subcutaneo do enxerto €) Demonstragdo do enxerto
preparado para sua implantacdo. f e g) Realizacdo de fenestras no enxerto (setas
amarelas). h) Fixacdo do enxerto na AR com pontos simples interrompidos e sutura
da AD com pontos simples continuos. Jaboticabal, 2019.
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laser (Figura 2.2). Foi utilizado o aparelho de laser Laserpulse Ibramed ® modelo L42,
com transdutor de comprimento de onda 660 nandmetros (nm) e 30 mW (miliwatt) de
poténcia. A dose do laser utilizada foi de 4 J/cm? em onda continua, durante 8
segundos em cada ponto pré-determinado. O protocolo de laser foi novamente
aplicado nos animais no 3° e 7° dia de pds-operatorio, durante a troca do curativo,
apos a limpeza da ferida.

Grupo laser onda pulsétil (GLP): Nos animais deste grupo respeitou-se a
mesma metodologia aplicada ao GFC, excetuando pela dose do laser que foi de 4
J/lcm? a 150 Hz em onda pulsada, durante 16 segundos em cada ponto pré-

determinado (Figura 2.2).

Figura 2.2. Figuras demonstrando a técnica de laser de baixa intensidade (LBI)
aplicada no enxerto cutaneo dos coelhos do grupo laser, onda continua (GLC) e do
grupo laser, onda pulsatil (GLP). a) Representacdo esquematica das areas pré-
determinadas para a aplicacdo da LBI (circulos vermelhos). b) Fotografia
representando a aplicacdo da LBI. Jaboticabal, 2019.

Protocolo terapéutico pés-operatdério, troca de curativos e critérios de exclusao
No periodo pds-operatério, os animais receberam enrofloxacina’ (5 mg/kg, a
cada 12 horas, por via subcutanea) e cloridrato de tramadol® (3 mg/kg, a cada 12

7 Chemitril Injetavel 2,5%®, Chemitec
8 Tramadon® ampola 50 mg/mL, Cristalia
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horas, por via subcutanea), ambos, durante 5 dias seguidos, além de meloxican® (0,1
mg/kg, por via subcutédnea) a cada 24 horas, nos trés primeiros dias.

As trocas de curativos foram realizadas no 3° e 7° dia da cirurgia, em todos os
grupos experimentais. Apos a retirada das bandagens, a ferida cirdrgica foi lavada
gentilmente com solucéo fisioldgica estéril e as sujidades removidas, com auxilio de
gaze igualmente estéril. O curativo foi reaplicado, seguindo os mesmos principios do
periodo pos-operatério imediato. Nos animais dos grupos GLC e GLP, a aplicagédo da
LBI ocorreu apoés a limpeza das feridas, antes da recolocacao das bandagens.

Animais foram excluidos do estudo quando, durante o periodo de pos-
operatorio, houveram intercorréncias relacionadas ao curativo, como queda da
bandagem ou retirada pelo préprio animal.

Procedimento de eutanéasia

O procedimento de eutanasia foi realizado no 15° dia do periodo pos-
operatorio, em todos os animais do experimento. Estes foram anestesiados com
propofol'® (dose de 10mg/kg) e, quando se certificava da auséncia de reflexos corneal
e pupilar, foi realizada a aplicacdo de 20 mL de cloreto de potassio'! por via
endovenosa para a inducéo de assistolia.

Processamento das amostras.

Imediatamente ap0s a eutanasia, a porcdo cutanea enxertada foi totalmente
removida da AR em bloco, incluindo uma pequena porc¢éo de pele do leito receptor,
afim de permitir analise da area de transicao pele x enxerto (Apéndice A). As amostras
foram acondicionadas em formol'? a 10%, na propor¢do 1:9, por 48 horas e
transferidas para solucéo de alcool® a 70% até o momento do processamento.

As amostras foram clivadas e inclusas em parafina. Os cortes realizados foram
transversais de 4 (micrometros) em microtomo. Apdés o preparo, as laminas foram
coradas com hematoxilina e eosina (HE) e Tricrbmico de Masson (TM).

Avaliacdo microscopica.
Os parametros de inflamacéao, reepitelizacao, integracéo da pele com o enxerto

e necrose foram analisados nas laminas coradas com HE. As leituras foram realizadas

9 Maxican® 2%, Ourofino

10 Propovan® 10mg/mL, Cristalia

11 Cloreto de potassio 19,1%, Euquiplex®
12 Formol 10%, Anidrol®
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por avaliador Unico, sem identificacédo de grupo, em microscépio!? utilizando objetivas
de 4x, 20x e 40x, sequencialmente, seguindo os parametros descritos por Reis Filho
et al. (2017) (Apéndice B).

A formacéo de colageno e tecido de granulacdo nas amostras foram avaliadas
por coloracdo especial de Tricrbmico de Masson e a quantificacdo da area de
deposicao de colageno dentro do local do enxertado foi dado em porcentagem, assim
como descrito por Reis Filho et al. (2017) (Apéndice B).

Imuno-histoquimica

Para o estudo imunohistoquimico, os cortes foram estendidos em laminas de
vidro previamente limpas e desengorduradas, com adesivos comerciais'4. Os cortes
obtidos foram encaminhados para processamento com anticorpo CD31'° na dilui¢do
1:50 e recuperacdo enzimatica'® por 45 minutos, utilizando sistema de detecgdo'’
para leitura.

O indice angiogénico obtido, apdés marcacdo com CD31, foi determinado pela
técnica de contagem microvascular (MCV), conforme preconizado por Maeda et al.
(1995). A contagem dos vasos ocorreu em cinco campos, selecionados previamente,
com elevada densidade vascular, no aumento de 400x, utilizando microscopio 6ptico
de luz!®. Apds a somatéria do nimero de vasos, a contagem final foi expressa a média
de vasos em cada caso estudado.

Analise estatistica.

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de correspondéncia multipla.
As analises foram processadas no software Statistica, versdo 7 (StatSoft, 2004)
utilizando para isso a tabela de Burt X'X onde X € a matriz original de valores auséncia-
presenca para cada categoria. As correspondéncias obtidas foram as referéncias para
avaliar os efeitos dos diferentes grupos de tratamentos. Além disso, os resultados da

avaliacdo microscépica também foram expostos em analise descritiva dos dados.

13 Nikon® E200

14 3-aminopropiltrietoxi-silano - Sigma Chemical® - C.O — United States

15 Monoclonal, Dako®, JC70A

16 pepsina Porcine Gastric Mucosa — Sigma life science® — United Kingdom

17 Novolink Polymer Detection Systems® - Leica Biosystems New Castle Ltda- United Kingdon
18 Nikon® E200
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A analise das médias da contagem microvascular foi submetida ao teste de
Tukey, processadas no software Statistica, versdo 7 (StatSoft, 2004), para a

comparacao das médias entre os grupos de tratamento.

Resultados e Discussao

Dos 36 animais utilizados neste experimento, cinco foram suprimidos,
cumprindo os critérios estabelecidos para exclusdo. Portanto, foram incluidos no
estudo o total de 31 coelhos, distribuidos da seguinte forma: 10 coelhos no grupo
controle (GC), 10 no grupo laser de onda continua (GLC) e 11 no grupo laser de onda
pulsada (GLP). De modo geral, foi possivel observar evolugédo clinica semelhante dos
animais do grupo GLC e GLP, mas diferente do GC. Em ambos os grupos de
tratamento com o LBI, 0s enxertos apresentaram colora¢do r6sea no momento da
primeira troca de curativo (3° dia do periodo de pds-operatorio), que se manteve ao 7°
dia (Figura 2.3). J& no GC, a palidez foi frequentemente observada no primeiro
momento e, ao 7° dia, era possivel notar areas enegrecidas na superficie do enxerto
(Figura 2.3).

Nos primeiros dias ap0s a enxertia cutanea, o diagnostico de necrose estimado
somente por meio de sua coloracéo palida pode ser impreciso. Deve-se lembrar que,
esse periodo, corresponde ao momento em que a viabilidade do enxerto € mantida
pela embebicdo plasmatica. Somente por volta do sexto dia de cicatrizacéo, o fluxo
sanguineo sera completamente reestabelecido (Scharf, 2017). Portanto, a coloracéo
palida, nesse periodo, ndo necessariamente é condizente com degenerac¢éo. Todavia,
a observacéo da coloracao rosea, trés dias apds a realizacdo dos procedimentos nos
animais tratados com LBI, pode indicar processo cicatricial avangado, provavelmente
por estimulo angiogénico precoce provocado pelo laser. A confirmacdo dessa
suposicdo, somente seria possivel caso amostras para analise microscopicas
tivessem sido coletadas ao 3° dia do periodo pds-operatdrio, 0 que ndo ocorreu nesse
estudo, afim de se evitar repetitivos procedimentos cirdrgicos nos animais

experimentais. No 15° dia do periodo pés-operatdrio, a maioria dos animais do GLC e
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GLP apresentavam enxertos com coloracdo semelhante ao tecido normal, além de

3°dia 7° dia 15° dia
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Figura 2.3. Fotografias ilustrativas de enxertos cutaneos em coelhos dos diferentes
grupos de tratamento, durante os trés momentos de troca do curativo. a) Aparéncia
macroscopica do enxerto no 3° dia de pos-operatorio (PO) de coelho do grupo controle
(GC). b) 7° dia de PO do grupo GC, notar inicio de degeneracéo. c) 15° dia de PO do
grupo GC, observa-se area extensa de necrose. d) 3° dia de PO do grupo laser onda
continua (GLC), notar coloracdo résea jA em momentos iniciais. e) 7° dia de PO do
grupo GLC. f) 15° dia de PO do grupo GLC, notar integracéo satisfatéria do enxerto.
g) 3° dia de PO do grupo laser onda pulsada (GLP). h) 7° dia de PO do grupo GLP. i)
15° dia de PO do grupo GLP, notar integracédo total do enxerto. Jaboticabal, 2019.

g d

completa incorporacdo com a AR (Figura 2.3), condizente com os bons resultados ja
demonstrados da LBI em enxertos cutaneos (Reis Filho et al., 2017). Nos animais do
GC, foi frequente a observacéo da degeneracao dos enxertos no 15° dia, momento no




30

qual apresentavam coloracdo enegrecida e algum grau de exsudacdo, sinais
indicativos de falha da técnica (Figura 2.3). Embora visivelmente distintas, as variaveis
macroscopicas, correspondentes a evolucao clinica dos enxertos cutaneos, ndo foram
guantificadas e nem analisadas estatisticamente no presente estudo. A subjetividade
e alto grau de interferéncias observacionais encontradas nesse tipo de analise, tornam
a avaliacdo microscopica mais relevante, como ja demonstrado em outras pesquisas
(Stanley et al., 2013; Pazzini et al.,, 2016; Reis Filho et al., 2017). Entretanto,
considera-se relevante trazé-los aqui em forma de observagéo, pois sdo parametros
encontrados pelos clinicos durante as trocas de curativos na enxertia cutanea.

Por meio da analise microscoépica, alguns achados se mostraram relevantes. A
maioria dos animais apresentou sinais de inflamacao discreta, porém, os animais do
grupo GLC foram os que apresentaram menor quantidade de sinais de inflamacao
(Gréafico 2.1, Figura 2.4). Baseado no conhecimento do processo cicatricial de
enxertos, ndo é esperada a presenca de inflamacdo ap6s 15 dias decorridos do
procedimento cirdrgico, mas sim em momentos iniciais (Bohling; Swaim, 2018). Nao
€ possivel atribuir diretamente a LBl um potencial anti-inflamatério apenas por essa
observacao, porém pode-se inferir que a area receptora sem tecido de granulacédo nao
forneceu leito que proporcionasse a adequada cicatrizacdo do enxerto cutaneo nos
animais do GC.

Ao observar a relagao enxerto x pele, o GC representou a maior porcentagem
dos casos onde houve degeneracdo, mesmo que a maioria dos animais tenha
apresentado boa integracéo (Gréfico 2.1, Figura 2.4). A reepitelizacao foi classificada
como acentuada em todos os casos dos grupos GLC e GLP, e em 60% dos animais
do GC (Gréfico 2.1, Figura 2.4). Ademais, 0s animais do grupo GC representaram a
maior porcentagem dentre os classificados como necrose acentuada (Gréfico 2.1,
Figura 2.4). Por fim, a colagenizacédo e a formacéo de tecido de granulacao variou de
moderada a acentuada na maioria dos casos, destacando-se 0s animais do grupo
GLP que, em 63,6% dos casos, apresentou colagenizacdo acentuada (Grafico 2.1,
Figura 2.5). Esses dados ressaltam diferencas na evolucéo cicatricial entre os grupos,
principalmente entre os animais do GC com GLC e GLP. Os melhores resultados
podem ser atribuidos ao uso da LBI, porém ha de se notar que, embora haja uma

contribuicdo para o atraso da cicatrizacdo no GC, alguns animais apresentaram boa
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integracao, reepitelizacdo e colagenizacdo. Tal fato pode ser explicado pois, muitas
vezes, apesar de sua degeneracdo, 0s enxertos cutdneos podem servir como
curativos biolégicos temporérios, favorecendo a reeptelizacdo da ferida abaixo do

fragmento enxertado (Fowler, 2006).

Avaliacao Microscopica
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Gréfico 2.1. Média percentual dos parametros da avaliacdo microscopica em cada
grupo de tratamento dos coelhos submetidos a enxertia cuténea.
Legenda: inflamacéo ausente (l1A); inflamacéo discreta (ID); inflamacao
moderada (IM); inflamac&o acentuada (IAC); relagcdo enxerto x pele
integra (RELI); relacdo enxerto x pele degenerada (RELD);
reepitelizacdo ausente (REEA); reepitelizacdo discreta (REED);
reepitelizacdo moderada (REEM); reepitelizacdo acentuada (REEAC);
necrose ausente (NA); necrose discreta (ND); necrose moderada (NM);
necrose acentuada (NAC); formacdo de colageno discreta (COLD);
formacdo de colageno moderada (COLM); formacdo de colageno
acentuada (COLAC); grupo controle (GC); grupo laser onda continua
(GLC); grupo laser onda pulsada (GLP). Jaboticabal, 2019.
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Figura 2.4. Fotomicrografia de pele de coelho submetido a técnica de enxertia. a) Area

de transic¢ao (pontilhado) entre a epiderme original (estrela vermelha), com
0S anexos cutaneos (seta preta) e o segmento reepitelizado (seta azul)
associado a proliferacdo de colageno (estrela preta). Na superficie
epidermal verifica-se o enxerto desvitalizado e ndo integrado a regido
receptora (estrela amarela / grupo controle). b) transi¢éo (pontilhado) entre
a pele original (estrela vermelha) e area de reepitelizacdo (seta azul),
associada a proliferagdo de colageno (estrela preta) com integracao
completa do enxerto cutaneo e presenca de anexos cutaneos tanto na
area enxertada como na pele original (seta preta/ grupo laser onda
continua). c¢) transicao (pontilhado) entre a pele original (estrela vermelha)
contendo anexos cutdneos e area de intensa reepitelizagdo (seta
amarela), associada a proliferacdo de colageno (estrela preta) com
integracdo completa do enxerto cutaneo (seta preta/ grupo laser onda
pulsada). Objetiva de 4x, coloracdo Hematoxilina e Eosina. Jaboticabal,
2019.
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Figura 2.5. Fotomicrografia de pele de coelho submetido & técnica de enxertia. As
imagens demonstram areas de intensa formacdo de colageno jovem
abaixo da area de reepitelizacdo (estrela amarela), que ocorrem de forma
semelhante nos diferentes grupos de tratamento. a) Grupo controle. b)
Grupo laser onda continua. c) Grupo laser onda pulsada. Objetiva de 4x,
coloragéo Tricromico de Masson. Jaboticabal, 2019.

ApGs a utilizacdo da andlise de correspondéncia multipla com os resultados
obtidos nos diferentes tratamentos, foi possivel a identificacdo de dois grupos de
categorias especificas. O primeiro grupo diz respeito a presenca de REEA, REED,
RELD, NAC e IAC nos animais do grupo GC (Figura 2.6), estatisticamente significante
para p<0,05 (Quadro 2.1). E bastante aceito que, a area receptora deve estar livre de
tecido necrotico, material estranho e infeccdo, para manter a viabilidade do enxerto
(Scharf, 2017; Bohling; Swaim, 2018). No entanto, a presenca ou auséncia do tecido
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de granulacéo é fonte de controvérsias. Erwin et. al (2016), estudaram o periodo ideal
para aplicacdo de enxertos em gatos, e encontram resultados superiores quando as
feridas ja possuiam tecido de granulagdo. Ja Riggs et. al (2015), atribuiram a presenca
do tecido de granulacdo a baixa taxa de sucesso encontrada em estudo retrospectivo
de enxertia em cées. Os parametros encontrados em nosso estudo, atribuidos ao GC,
sao ligados a falha do enxerto e, desta forma, pode-se afirmar que a ferida recém-
criada, sem granulacéo, ndo proporcionou ambiente ideal para sua sobrevivéncia. A
divergéncia de resultados na literatura, provavelmente é proveniente de diferencas
metodoldgicas marcantes entre os estudos, 0 que eleva a importancia de nossos
resultados.

O segundo grupo de categorias, identificou uma correspondéncia especifica ao
grupo GLP sobre a presenca de ND, significantes estatisticamente para p<0,10
(Quadro 2.1). Podemos interpretar tal correspondéncia como a eficacia da LBl em
onda pulsada em evitar a degeneracéo total do enxerto, ao estimular melhor condicdo
da &rea receptora para nutrir os enxertos.

Gammel e colaboradores (2018), ndo encontraram diferencas relevantes em
animais onde a LBI aplicada em feridas incisionais em cées, embora tenha sido
estatisticamente significativa, a maior quantidade de necrose nos animais que nao
receberam tratamento com laser, concordando com nosso estudo. Assim como
Gammel e colaboradores (2018), Posten et al. (2005) ressaltam a falta de
confirmacdes e as discordancias sobre a acdo da LBl em processos cicatriciais de
feridas. Por outro lado, ha na literatura alguns estudos comprovando a sua eficacia
em lesdes isquémicas (Prado et al., 2006; Bossini et al., 2009; Prado et al., 2012).
Portanto, provavelmente exista alguma acdo especifica da LBl em tecidos sob
degeneragdo, como ocorre naturalmente nos enxertos, que proporcione resultados
mais positivos comparado a sua aplicacdo em feridas incisionais ou apos
desbridamento.

Na LBI em onda pulsada, a forma de emissdo da luz proporciona melhor
capacidade de penetracdo nos tecidos, sem provocar danos térmicos causados pela
elevacdo da temperatura (Hashmi et al., 2010). Essas duas caracteristicas seriam
muito interessantes na sua aplicagdo em enxertos, afinal, trata-se de porcdes de pele

delicadas, que sofreriam danos por alteracao de temperatura, e pela necessidade da



35

acao do laser na area receptora, abaixo do enxerto. Apesar de esperar melhor
evolucdo nos animais do GLP, ndo foram observadas diferencas relevantes
comparado com o GLC. Provavelmente, a dose da LBI utilizada neste estudo pode ter
sido alta o suficiente para haver algum prejuizo quando a luz foi emitida de forma
continua. Segundo, llic et. al (2006), lesGes térmicas sdo somente observadas em
doses elevadas de LBI.

Outros dois grupos de categorias foram identificadas, porém, independentes do
grupo de tratamento. A caracteristica de NAC apresenta alta correspondéncia com
IAC, RELD, REEA, REED (p<0,05; Quadro 2.1), e RELD com REEA (p<0,05; Quadro
2.1). Embora estes achados ndo tenham relacdo direta com nenhum grupo,
demonstram que, 0s parametros microscépicos indicativos de falha do enxerto
apresentaram alto grau de correlagéo, reforcando a confiabilidade da metodologia

utilizada para analise neste estudo.
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Figura 2.6. Mapa perceptual resultante da analise de correspondéncia multipla dos
achados microscopicos entre todos os grupos de tratamento de enxerto
cutaneo em coelhos. Os parametros circulados apresentaram associacao
estatisticamente significativa com o grupo controle, pois estéo distantes
do eixo zero do mapa. Além disso, pode-se observar que o grupo laser
onda pulsada apresentou associacdo com o parametro necrose discreta.
Legenda: inflamacao ausente (IA); inflamacédo discreta (ID); inflamacéo
moderada (IM); inflamagcdo acentuada (IAC); relacdo enxerto x pele
integra (RELI); relacdo enxerto x pele degenerada (RELD); reepitelizacéo
ausente (REEA); reepitelizacdo discreta (REED); reepitelizacédo
moderada (REEM); reepitelizacdo acentuada (REEAC); necrose ausente
(NA); necrose discreta (ND); necrose moderada (NM); necrose acentuada
(NAC); grupo controle (GC); grupo laser onda continua (GLC) e grupo
laser onda pulsada (GLP). Jaboticabal, 2019.
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GLFC GLFP 1A ID IM IAC RELI RELD REEA REED REEM REEAC NA ND NM
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IAC
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1,193]
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NAC

1,092]
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Quadro 2.1. Matriz de correspondéncias entre as categorias analisadas dos achados

microscoépicos entre todos os grupos de tratamento do enxerto cutaneo
em coelhos. Os valores em vermelho representam significancia para
p<0,05, e em azul para p<0,10. Legenda: inflamacdo ausente (IA);
inflamacéo discreta (ID); inflamacdo moderada (IM); inflamacéao
acentuada (IAC); relacdo enxerto x pele integra (RELI); relacdo enxerto
X pele degenerada (RELD); reepitelizacdo ausente (REEA);
reepitelizacdo discreta (REED); reepitelizacdo moderada (REEM);
reepitelizacdo acentuada (REEAC); necrose ausente (NA); necrose
discreta (ND); necrose moderada (NM); necrose acentuada (NAC); grupo
controle (GC); grupo laser onda continua (GLC) e grupo laser onda
pulsada (GLP). Jaboticabal, 2019.

Ao analisar a formacdo de novos vasos apos o 15° dia de pos-operatoério pelo

método de imuno-histoquimica, foi possivel visibilizar maior densidade vascular nas

amostras dos animais do grupo GLP, quando comparado aos demais grupos (Figura

2.7). Desta forma, os animais do grupo GLP (x 30,32) apresentaram média

ligeiramente maior, comparados ao GC (x 24,06) e GLC (x 25,76), porém, sem

significancia estatistica (p>0,05) (Grafico 2.2). Podemos inferir que, neste estudo, a

LBI contribuiu para a viabilidade dos enxertos cutaneos, mas provavelmente por

outros beneficios como o incremento do metabolismo celular, e ndo por estimulo

angiogénico. Fato talvez justificado pela dose utilizada, ja que, Cury et. al (2013)

comprovaram o potencial de angiogénese da LBI, porém ressaltando seu efeito dose

dependente.
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Figura 2.7. Fotomicrografia de pele de coelho submetido a técnica de enxertia. Nota-
se a coloracdo marrom mais escura representando vasos sanguineos. As
areas demarcadas em vermelho representam maior concentracdo de
vasos a) Grupo controle objetiva de 10x. b) Grupo controle, objetiva de
20x. ¢) Grupo laser onda continua, objetiva 10x. d) Grupo laser onda
continua, objetiva 20x. €) Grupo laser onda pulsada, objetiva 10x. f) Grupo
laser onda pulsada, objetiva 20x. Coloracdo imuno-histoquimica,
anticorpo CD31. Jaboticabal, 2019.



38

COELHO; Unweighted Means
Current effect F(2, 28)=1,0195, p=,37379
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Gréafico 2.2. Gréfico das médias da contagem microvascular (MCV) por meio de
técnica de imuno-histoquimica (CD31) em coelhos submetidos a técnica
de enxertia cutanea em diferentes grupos de tratamentos. Legenda:
IMUNO (indice de MCV); grupo controle (GC); grupo laser onda
continua (GLC) e grupo laser onda pulsada (GLP). Jaboticabal, 2019.

Conclusao

Conclui-se que, a utilizacdo do enxerto cutaneo imediatamente apds a criacao
do defeito em coelhos, ndo proporciona resultados satisfatérios, pois a area receptora
ndo é capaz de nutrir o enxerto de forma eficaz, até que a vascularizacdo seja
reestabelecida. A LBl é uma terapia adjuvante eficaz para estimular a cicatrizacao,
contribuindo para a integracdo do enxerto com a pele. Entretanto, na dose de 4 J/cm?,

nao ha diferenca entre a emisséo da luz de forma pulsada ou continua neste processo.
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CAPITULO 3 - Efeito do laser de baixa intensidade (LBI) e do 6leo de girassol
ozonizado na epitelizagcdo de enxertos cutaneos aplicados em

feridas recém-criadas de coelhos (Oryctolagus cuniculus)

RESUMO - A enxertia cutanea pode ser definida pela transferéncia de um
segmento de epiderme e derme de determinada localizagdo anatdomica para outra.
Por ser avascular, depende da nutricdo provida do leito receptor até que ocorra sua
revascularizacdo. O tecido de granulacao é parte fundamental neste processo, porém
nem sempre estara presente em momento inicial, diminuindo as taxas de sucesso da
técnica. Algumas ferramentas tém sido estudadas como potenciais estimulantes da
cicatrizacdo de enxertos aplicados em feridas recém-criadas, fazendo desnecessaria
a espera pela granulacdo. O objetivo deste estudo foi comparar a eficacia entre o laser
de baixa intensidade (LBI) e a aplicacdo topica de 6leo de girassol ozonizado (OGO)
na cicatrizacdo de enxertos cutaneos autdgenos aplicados em feridas recém-criadas
em coelhos (Oryctolagus cuniculus). Para isso utilizou-se 32 coelhos divididos em trés
grupos, sendo grupo controle (GC), grupo laser (GL) e grupo 6leo ozonizado (GOs).
Os tratamentos foram aplicados logo ap6s o procedimento cirdrgico e repetidos no 3°
e 7° dia pés-operatorio. As amostram foram analisadas por microscopia e imuno-
histoquimica. Os animais do grupo GL apresentaram melhores resultados, tanto nos
critérios microscépicos, como quantidade de inflamacédo, integragcdo do enxerto,
reepitelizacao e presenca de necrose, como na quantidade de novos vasos formados.
Nos animais GOs, houveram indicios de maceracao, o que resultou em menor taxa de
sucesso do enxerto, incluindo interferéncia na neoangiogénese. Porém, a evolucao
da cicatrizacdo do GC foi inferior as demais, sendo a LBl e o OGO capazes de
contribuir para a integracao de enxertos cutaneos em coelhos.

Palavras-chave: cicatrizacdo, enxertia, laserterapia, ozonioterapia

Introducéo

A enxertia cutdnea pode ser definida pela transferéncia de um segmento de
epiderme e derme de determinada localizagdo anatdmica para outra. Portanto, trata-
se de uma técnica oportuna em situacdes em que os defeitos se localizam em areas
gue escassez de pele adjacente impedindo o fechamento primario da ferida ou a
mobilizacdo de retalhos (Swaim,1990; Fowler, 2006).

O enxerto é um fragmento cutaneo avascular e, para que sua sobrevivéncia
seja garantida até sua revascularizacao no leito receptor, alguns fatores clinicos sédo
essenciais. Além de auséncia de tecido necrético, infeccdo e corpos estranhos, a
presenca de tecido de granulacdo saudavel € um dos fatores que, historicamente, é

citado como primordial para que se alcance o resultado esperado na técnica de
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enxertia, em animais domeésticos (Swaim,1990; Fowler, 2006; Miraliakbari; Mackay,
2006). Todavia, alguns estudos sugerem que a aplicacdo do enxerto em leito de
granulacao resulta em pior revascularizagdo em comparacdo com os aplicados em
ferida fresca (Jensen, 1959; Bauer; Pope, 1986); motivo ndo justificado por nenhum
dos estudos revisados. Além disso, Tong e Simpson (2012) inferiram que o enxerto
pode ser aplicado imediatamente apds a criacdo do defeito, porém, o mesmo estudo
demonstrou que todos o0s casos tiveram necrose parcial do enxerto. Portanto, certas
vezes se faz necessario o preparo da ferida por segunda intencéo, previamente a
realizacdo da técnica, o que requer grande disponibilidade e cuidado por parte do
tutor, além de onerar o tratamento (Miraliakbari; Mackay 2006).

Algumas ferramentas tém sido estudadas como potenciais estimulantes da
cicatrizacdo de enxertos aplicados em feridas recém-criadas. Op¢des como o plasma
rico em plaquetas e o laser de baixa intensidade (LBI) se mostram eficazes e
permitiram a aplicacdo do enxerto de forma precoce (Reis Filho et al., 2017; Pazzini
et al., 2018). Dentre as terapias que tem se destacado na cicatrizacdo de feridas esta
a ozonioterapia. Ademais, é uma técnica aplicada em uma ampla gama de utilizacao,
como processos infecciosos, controle de dor articular e inflamagdes. Entretanto na
Medicina Veterinaria os estudos ainda sdo escassos, mas representam um futuro
promissor (Martinez-Sanches, et al., 2005; Elvis; Ekta, 2011).

O objetivo deste estudo foi comparar a eficacia entre LBI e a aplicacéo de 6leo
de girassol ozonizado (OGO) como potenciais estimulantes da cicatrizacdo de
enxertos cutaneos aplicados em feridas recém-criadas em coelhos (Oryctolagus

cuniculus).

Material e Métodos

A pesquisa foi executada nas dependéncias do Hospital Veterinario
“Governador Laudo Natel” da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV),
da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Campus de Jaboticabal,
Estado de S&o Paulo. A metodologia deste experimento respeitou as diretrizes dos
Principios Eticos de Experimentacdo Animal adotado pelo Conselho Nacional de

Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi aprovado pela Comissao de
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Etica no Uso de Animais (CEUA), sob o protocolo nimero 03286/18, da mesma
instituicao.
Selec&o dos animais para o procedimento cirurgico e protocolo anestésico

Foram utilizados coelhos (Oryctolagus cuniculus) da raca Nova Zelandia
Branco, adultos, machos. Os animais eram procedentes do Biotério Central da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — Campus de Botucatu, e
foram mantidos durante todo o experimento em gaiolas individuais em condi¢fes de
alimento e agua ad libitum.

A pesquisa utilizou um total de 36 coelhos, divididos em trés grupos distintos:
12 coelhos no grupo controle (GC), 12 no grupo laser (GL) e 12 no grupo 6leo
ozonizado (GOs).

O protocolo anestésico utilizado foi composto por medicacdo pré-anestésica
(MPA) composta por clorpromazina?®, na dose de 0,5 mg/kg e morfina?, 0,5 mg/kg,
ambas na mesma seringa, aplicadas por via intramuscular (IM). Apds 20 minutos, foi
realizada a inducéo anestésica com isoflurano??, empregando mascara facial, seguida
de manutencéo anestésica com 3% de isoflurano diluido em 100% de oxigénio.
Procedimento cirargico

Apos a inducéo anestésica, os animais foram preparados com ampla tricotomia
na area doadora (AD), correspondente a regido de terco distal da parede lateral do
torax direito, na altura da articulagéo costocondral, e também da area receptora (AR),
localizada na face cranial do terco médio de radio e ulna do membro toracico direito.
Em seguida, as antissepsias, prévia e definitiva, foram realizadas, ambas com
utilizacdo de clorexidina degermante 2%23 e alcool 70%2*.

Na AR foi criada uma ferida cutanea de espessura total, abrangendo pele e
subcutaneo, com a utilizacao de lamina de bisturi nimero 15, respeitando como base
o formato de um molde plastico que media de 2cm x 2cm. O subcutaneo foi
divulsionado de maneira romba até que todo o fragmento fosse removido e,
posteriormente, descartado. O mesmo procedimento foi repetido na AD, porém o
fragmento de pele foi utilizado como enxerto. Toda a porgédo subcutdnea do enxerto

20 Amplictil® 25mg/5mL, Aventis
21 Dimorf ® 10mg/mL, Cristalia
22 |soforine® 100mL, Cristalia

23 Riohex® 2%, Rioquimica

24 Alcool Liquido 70%, Tupi
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foi removida por seccdo com tesoura, até que permanecesse somente a derme e
epiderme. Em seguida, foram realizadas pequenas fenestras de forma aleatdria,
atravessando o enxerto completamente, no sentido dorso-ventral ou cranio-caudal de
acordo com o crescimento do pelo do enxerto, com auxilio de lamina de bisturi nimero
11.

O enxerto foi, entdo, posicionado na ferida da AR e suturado junto as bordas,
utilizando pontos simples separados e fio de sutura nailon 3-0. A AD foi suturada com
pontos em padrdo simples continuo utilizando nailon 3-O0.

Tanto na ferida cirdrgica da AR como da AD foram realizados curativos com
bandagem n&o aderente, compostos por gaze estéril umedecida com solugéo
fisiologica e atadura de algodao, fixados com esparadrapo.

Grupo controle (GC): Os animais, aleatoriamente selecionados para este grupo,
foram submetidos ao procedimento cirargico como descrito anteriormente, com a
aplicacdo do enxerto, imediatamente apos a criacdo da ferida, sem o tecido de
granulacao, nao sendo utilizado nenhum produto ou técnica que pudesse estimular o
processo cicatricial.

Grupo laser (GL): Os animais deste grupo foram submetidos a LBI,
imediatamente apds o procedimento cirargico. A ferida foi limpa com solucdo
fisioloégica e gaze, e em seguida, foi removido todo o excesso de umidade também
com gaze. Foram escolhidos 9 pontos distintos e pré-determinados de aplicacédo do
laser. Foi utilizado o aparelho de laser Laserpulse Ibramed ® modelo L42, com
transdutor de comprimento de onda 660 nanémetros (nm) e 30 mW (miliwatt) de
poténcia. A dose do laser utilizada foi de 4 J/icm? em onda continua, durante 8
segundos em cada ponto pré-determinado. O protocolo de laser foi novamente
aplicado nos animais no 3° e 7° dia de pdOs-operatério, durante a troca do curativo,
apos a limpeza da ferida.

Grupo 0leo ozonizado (GOs3): Os animais deste grupo, foi aplicado de forma
topica o 6leo de girassol purificado enriquecido com oxigénio ativo (03)?®, com indice
de peroxidacdo de 600 mmoL/mEqg/kg sobre o enxerto, imediatamente apos o término
do procedimento cirargico. O volume total de 1 mL foi dividido em duas partes iguais,

sendo uma metade aplicada no enxerto e, a outra, impregnada na gaze que compunha

25 Ozone Life®, Lote 29/2017, validade Setembro de 2018
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o curativo (Figura 3.1). O volume e sua distribuicdo foram determinados em estudo
piloto prévio. Ademais, o OGO foi armazenado sob refrigeracdo em geladeira

convencional.

Figura 3.1. Fotografias representando a aplicacédo de Oleo de girassol ozonizado em
enxerto cutaneo em coelho. a) Demonstracao da aplicagcéo de 0,5 mL do
6leo diretamente no enxerto. b) Demonstracdo da aplicacdo de 0,5 mL do
6leo na gaze que compde o curativo. Jaboticabal, 2019.

Protocolo terapéutico pds-operatdrio e troca de curativos e critérios de exclusao

No pdés-operatério, os animais receberam enrofloxacina?® (5 mg/kg a cada 12
horas, por via subcutanea) e cloridrato de tramadol?” (3 mg/kg a cada 12 horas, por
via subcutanea), ambos, durante 5 dias seguidos, além de meloxican?® (0,1 mg/kg,
por via subcutanea) a cada 24 horas, nos trés primeiros dias.

As trocas de curativos foram realizadas no 3° e 7° dia da cirurgia, em todos os
grupos de tratamento. Apés a retirada das bandagens, a ferida cirtrgica foi lavada
gentilmente com solugéo fisioldgica estéril e as sujidades removidas, com auxilio de
gaze igualmente estéril. O curativo foi reaplicado, seguindo os mesmos principios do
periodo pés-operatdrio imediato. Nos animais dos grupos GL e GOs, a aplicacdo da
LBI e do 6leo ozonizado ocorerram ap0s a limpeza das feridas, antes da recolocagéo

das bandagens, seguindo a mesma metodologia descrita anteriormente.

26 Chemitril Injetavel 2,5%®, Chemitec
27 Tramadon® ampola 50 mg/mL, Cristalia
28 Maxican® 2%, Ourofino
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Animais foram excluidos do estudo quando, durante o periodo de pos-
operatorio, houveram intercorréncias relacionadas ao curativo, como queda da
bandagem ou retirada pelo préprio animal.

Procedimento de eutanésia

O procedimento de eutanasia foi realizado no 15° dia do periodo pos-
operatorio, em todos os animais do experimento. Estes foram anestesiados com
propofol?® (dose de 10mg/kg) e, quando se certificava da auséncia de reflexos corneal
e pupilar, foi realizada a aplicacdo de 20 mL de cloreto de potassio® por via
endovenosa para a inducéo de assistolia.

Processamento das amostras.

Imediatamente apds a eutanasia, a por¢cdo cutadnea enxertada foi totalmente
removida da AR em bloco, incluindo uma pequena porcao de pele ndo enxertada, afim
de permitir analise da area de transicdo pele x enxerto (Apéndice A). As amostras
foram acondicionadas em formol* a 10%, na propor¢do 1:9, por 48 horas e
transferidas para solucéo de alcool® a 70%, até o momento do processamento.

As amostras foram clivadas e entdo inclusas em parafina. Os cortes realizados
foram transversais de 4u (micrometros), em microtomo. Apds o preparo, as laminas
foram coradas com Hematoxilina e Eosina (HE).

Avaliacdo microscopica.

Os parametros de inflamacéao, reepitelizacéo, integracéo da pele com o enxerto
e necrose foram analisados nas laminas coradas com HE. As leituras foram realizadas
por avaliador Unico, sem identificacdo de grupo, em microscépio®? utilizando objetivas
de 4x, 20x e 40x, sequencialmente, seguindo os parametros descritos por Reis Filho
et al. (2017) (Apéndice B).

Imuno-histoquimica

Para o estudo imunohistoquimico, os cortes foram estendidos em laminas de

vidro previamente limpas e desengorduradas, com adesivos comerciais®3. Os cortes

obtidos foram encaminhados para processamento com anticorpo CD313* na diluicdo

2% Propovan® 10mg/mL, Cristalia

30 Cloreto de potassio 19,1%, Euquiplex®

31 Formol 10%, Anidrol®

32 Nikon® E200

33 3-aminopropiltrietoxi-silano - Sigma Chemical® - C.O — United States
34 Monoclonal, Dako®, JC70A
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1:50 e recuperacgdo enzimatica®® por 45 minutos, utilizando sistema de detecg&o®®
para leitura.

O indice angiogénico obtido, apdés marcac¢do com CD31, foi determinado pela
técnica de contagem microvascular (MCV), conforme preconizado por Maeda et al.
(1995). A contagem dos vasos ocorreu em cinco campos, selecionados previamente,
com elevada densidade vascular, no aumento de 400x, utilizando microscopio 6ptico
de luz®’. Apds a somatéria do nimero de vasos, a contagem final foi expressa a média
de vasos em cada caso estudado.

Anédlise estatistica.

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de correspondéncia multipla.
As anadlises foram processadas no software Statistica, versdo 7 (StatSoft, 2004)
utilizando paraisso a tabela de Burt X'X onde X € a matriz original de valores auséncia-
presenca para cada categoria. As correspondéncias obtidas foram as referéncias para
avaliar os efeitos dos diferentes grupos de tratamentos. Além disso, os resultados da
avaliagdo microscépica também foram expostos em andlise descritiva dos dados.

As analises das médias da contagem microvascular, foram submetidas ao teste
de Tukey, processadas no software Statistica, versdo 7 (StatSoft, 2004), para a

comparacao das médias entre os grupos de tratamento.

Resultados e Discussao

Respeitando os critérios de excluséo, quatro animais foram retirados do estudo
por auto-trauma na regido do enxerto. Desta forma, a distribuicdo entre os grupos foi:
10 coelhos no GC, 10 coelhos no GL e 12 no GOs.

A evolucao no processo cicatricial foi distinta nos trés grupos de tratamento. De
modo geral, os animais do grupo GL apresentaram melhores resultados ao final do
periodo de 15 dias de pés-operatério. Foi notavel que, logo no primeiro dia de troca
de curativo, os enxertos do grupo GL apresentavam coloracdo résea (Figura 3.2),
indicando possivel processo de revascularizagcdo precoce pois, somente entre 0 5° e

7° dia do periodo pds-operatorio ocorre o pico de atividade vascular, momento em que

35 pepsina Porcine Gastric Mucosa — Sigma life science® — United Kingdom
36 Novolink Polymer Detection Systems® - Leica Biosystems New Castle Ltda- United Kingdon
37 Nikon® E200
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se observaria esse padréo de coloracao (Most et al.; 2001). J& aqueles do grupo GC,
evidenciaram palidez no 3° dia de pds-operatério, o que é natural na fisiologia de
cicatrizac@o de enxerto (Scharf, 2017). Porém evoluiram para degenera¢do na maior
parte dos casos (Figura 3.2). Embora essas observacdes nao tenham sido levantadas
de forma quantitativa, acabam por revelar um parametro para analise de resultado
que, apesar de subjetivo, traduzem o que o clinico se depara durante o
acompanhamento dos enxertos.

Em muitos animais do grupo GOs, foi possivel a observacao da formacédo de
crosta acima do local da ferida, o que dificultava a distincdo deste material como
enxerto totalmente degenerado, ou como componente do proprio processo cicatricial.
Todavia, independentemente deste achado, havia epitélio jovem abaixo da crosta
(Figuras 3.2h, 3.2i e 3.3). A presenca superficial de crostas é uma particularidade
comum, secundaria a feridas que apresentam moderado a alto grau de exsudacéo
(Macphail; Fossum, 2019). Como esta caracteristica ndo foi notada em outros grupos
de tratamento, talvez o Oleo de girassol ozonizado (OGO) tenha dificultado a
evaporacao do exsudato natural da cicatrizagéo do enxerto, justificando tal fendémeno.
Idealmente, um grupo de tratamento com 6leo de girassol ndo ozonizado poderia
confirmar essa suposi¢édo, mas o fato de estudos comprovarem maior capacidade de
estimulo quando o 6leo de girassol passa pelo processo de ozonizagéo (Diaz et al.,
2006; Kim et al., 2009) n&o justificou a utilizagdo de mais animais para este estudo.

Além da crosta, era possivel também a observacdo de areas opacas ou
esbranquicas com aparéncia Umida, compativeis com maceracéao tecidual no grupo
GOgs(Figura 3.4). Zeng e Lu (2018) ressaltam que, o OGO age, por si s6, como
substancia que proporciona umidade ao seu local de aplicacdo. Tal fator, associado a
provavel dificuldade de evaporagédo do exsudato e aos intervalos prolongados entre
as trocas de curativos, levam a crer que a maceracao pode ter ocorrido sobre os

enxertos do GOs.
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Figura 3.2. Fotografias ilustrativas de enxertos cutaneos em coelhos dos diferentes
grupos de tratamento, durante os trés momentos de troca do curativo. a)
Aparéncia macroscopica do enxerto no 3° dia de pds-operatério (PO) de
coelho do grupo controle (GC), notar coloracao palida. b) 7° dia de PO do
grupo GC, notar degeneragéo de grande parte do enxerto (seta amarela).
c) 15° dia de PO do grupo GC, observa-se enxerto totalmente
degenerado. d) 3° dia de PO do grupo laser (GL), notar coloragéo résea
em momentos iniciais da cicatrizagéo. e) 7° dia de PO do grupo GL. f) 15°
dia de PO do grupo GL, notar excelente integragdo do enxerto. g) 3° dia
de PO do grupo 6leo ozonizado (GOs). h) 7° dia de PO grupo GOs, notar
pequenas areas palidas com aparéncia Umida (seta amarela). i) 15° dia
de PO do grupo GOs, notar integracdo total do enxerto, porém ha
formacdo de crostas nos locais que correspondem as areas palidas na
avaliacao anterior (seta vermelha). Jaboticabal, 2019.
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Figura 3.3. Fotografias ilustrativa de enxerto cutdneo em coelho do grupo éleo
ozonizado no 15° dia do periodo de pds-operatério. a) Notar crosta sobre
da éarea receptora (seta amarela). b) Notar area parcialmente
reepitelizada abaixo da crosta removida (seta amarela). Jaboticabal,
20109.
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Figura 3.4. Fotografias ilustrativa de enxerto cutaneo em coelho do grupo 6leo
ozonizado no 7° dia do periodo de poés-operatério. Notar areas
esbranquicadas préximas as fenestras (seta amarela) e aparéncia umida
do tecido, indicios de maceracéao tecidual. Jaboticabal, 2019.
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Os resultados das analises microscopicas acabaram por confirmar o resultado
observado clinicamente. A maioria dos animais apresentou sinais de inflamacao
discreta, porém, aqueles do GL foram aqueles que apresentaram a inflamacdo em
menor quantidade (Grafico 3.1, Figura 3.5). Chama a atencao que, 33,32% (n=4/10)
dos animais do GOs apresentaram inflamacido moderada ou acentuada (Grafico 3.1,
Figura 3.5). Em relacéo a reepitelizacdo, novamente os enxertos do GL apresentaram
melhores resultados, sendo que em 100% (n=10) dos casos, o fendmeno ocorreu de
forma acentuada. Os grupos GC e GOs, apresentaram evolucdo semelhante neste
critério, porém os representantes do GC foram os Unicos a receber classificacao de
reepitilizacdo ausente em 20% dos casos (n=2).

No processo de reparo tecidual, a presenca de inflamacéo interfere de forma
negativa em diversos fendmenos da cicatrizacao, inclusive na reeptelizagéo (Bohling;
Swaim, 2018), o que pode explicar a semelhanca destes resultados encontrados no
GC e GOs. Aparentemente, a area receptora do GC, composta de musculatura e
tendGes, ndo proporcionou ambiente ideal para a aplicacdo do enxerto cutaneo.
Embora ainda controverso, diversos estudos demonstram a necessidade de um leito
de granulacdo saudavel para que o enxerto seja nutrido até o desenvolvimento
vascular (Stanley et al., 2013; Erwin et al., 2016; Pazzini et al., 2016; Reis Filho et al.,
2017;). Portanto, no GC, a degeneracdo do enxerto induziu a resposta inflamatoria,
interferindo na reepitelizacédo. No GOs, 0 excesso de umidade na ferida pode explicar
os resultados observados. A maceracéo € um problema altamente relevante, porém
subdiagnosticada na rotina clinica (Cutting; White, 2002). Sua presenca estimula a
reacao inflamatéria exacerbada, predispde a colonizacdo de bactérias e atrasa o
processo cicatricial (Cutting; White, 2002; White; Cutting, 2003; Bishop et al., 2003)

Ao observar a relagcédo enxerto x pele, nota-se 100% (n=10) de integracédo do
fragmento nos animais do grupo GL, sendo que em 60% e 75% dos casos dos grupos
GC e GOgs, respectivamente, também apresentaram integracdo satisfatoria (Grafico
3.1, Figura 3.5). A necrose também ocorreu de forma semelhante entre os grupos GC
e GOs, como frequéncia ligeiramente maior nos animais GC, porém esteve ausente
em quase todos os casos do grupo GL (Gréfico 3.1, Figura 3.5). O laser demonstrou
grande capacidade em estimular a area receptora, afim de proporcionar melhores

condic¢des para integracao do enxerto, concordando com estudo prévio (Reis Filho et
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al., 2017). A LBI age de forma importante no processo de reparo tecidual e no
reestabelecimento do fluxo sanguineo em tecidos isquémicos, contribuindo de forma
significativa para a diminuicdo da necrose (Prado et al., 2012). Estas séo
caracteristicas desejaveis, pois 0 enxerto depende que o processo de regeneracdo
supere o degenerativo, ja que, quando destacado de sua vascularizacdo natural,
ocorre o inicio de um processo de degeneracao, até a nova circulacdo sanguinea e
linfatica formada (Scharf, 2017).

Avaliacdo Microscopica
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40%
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Grafico 3.1 Média percentual dos parametros da avaliacdo microscopica em cada
grupo de tratamento dos coelhos submetidos a enxertia cutanea.
Legenda: inflamacéo ausente (IA); inflamacgao discreta (ID); inflamagéao
moderada (IM); inflamacdo acentuada (IAC); relacdo enxerto x pele
integra (RELI); relagcdo enxerto x pele degenerada (RELD); reepitelizagédo
ausente (REEA); reepitelizacdo discreta (REED); reepitelizacéo
moderada (REEM); reepitelizagdo acentuada (REEAC); necrose ausente
(NA); necrose discreta (ND); necrose moderada (NM); necrose
acentuada (NAC) grupo controle (GC); grupo laser (GL); grupo oOleo
ozonizado (GO3). Jaboticabal, 2019.

EGC mGLFC =GO3
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Figura 3.5. Fotomicrografia de pele de coelho submetido a técnica de enxertia. a) Area
de transicao (pontilhado) entre a epiderme original (estrela vermelha), com
0S anexos cutaneos (seta preta) e o segmento reepitelizado (seta azul)
associado a proliferacdo de colageno (estrela preta). Na superficie
epidermal verifica-se o enxerto desvitalizado e ndo integrado a regido
receptora (estrela amarela / grupo controle). b) transi¢éo (pontilhado) entre
a pele original (estrela vermelha) e area de reepitelizacdo (seta azul),
associada a proliferacdo de colageno (estrela preta), com integracdo
completa do enxerto cutaneo e presenca de anexos cutaneos tanto na
area enxertada como na pele original (seta preta/ grupo laser). c) transicédo
(pontilhado) entre a pele original (estrela vermelha) e area de intensa
reepitelizacdo (seta azul), associada a proliferacdo de colageno (estrela
preta) com integracdo completa do enxerto cutaneo e presenca de anexos
cutaneos (seta preta). Notar area de moderado infiltrado inflamatério
(estrela amarela / grupo 6leo ozonizado). Objetiva de 4x, coloracao
hematoxilina e eosina. Jaboticabal, 2019.
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A andlise de correspondéncia multipla, aplicada nos resultados obtidos nos
diferentes tratamentos, permitiu a identificacdo de uma categoria especifica nos
animais do grupo GC. Esta diz respeito a presenca de REEA, REED, RELD, NAC e
IAC (Figura 3.6). A correspondéncia foi significante estatisticamente (p<0,05; Quadro
3.1). Este resultado reforca fortemente o insucesso da aplicacdo do enxerto em ferida
sem tecido de granulacdo. Entretanto, também demonstra que, apesar de nenhuma
correspondéncia especifica, a evolugdo dos enxertos dos animais do GL e GOs foi
diferente do GC. Assim podemos inferir que tanto a LBI como o OGO foram
importantes adjuvantes na cicatrizacao dos enxertos em nosso estudo.

Até onde se tem conhecimento, ha apenas um relato de caso (Shah; Shyam;
Shah, 2011) e um estudo (Turcic et al., 1995) com a utilizacdo da ozonioterapia em
enxertos cutaneos, ambos em humanos. Esperava-se evolugdo melhor dos pacientes
do GOs, ja que, respostas promissoras tém sido demonstradas na area da cirurgia
reconstrutiva, como na diminuicdo da necrose em retalhos cutaneos (Kirkil et al.,
2016). Desta forma, acreditamos que os resultados obtidos aqui, tiveram interferéncia
pelo ozénio ter sido aplicado junto ao 6leo de girassol e causado maceracgdo. Fica a
cargo de novos estudos a comprovacao da sua real eficacia em enxertos.

Outros dois grupos de categorias foram identificadas, porém sao
independentes do grupo de tratamento. A caracteristica de NAC apresenta alta
correspondéncia com RELD, REEA, REED e IAC (p<0,05; Quadro 3.1), e NM com
REEM (p<0,05; Quadro 3.1). Embora estes achados ndo tenham relagéo direta com
nenhum grupo, demonstram que, os parametros microscopicos indicativos de falha do
enxerto apresentaram alto grau de correlacdo, reforcando a confiabilidade da
metodologia utilizada para analise neste estudo.

Analisou-se, também, a formacédo de novos vasos no 15° dia de pés-operatorio
pelo método de imuno-histoquimica. Foi possivel visualizar densidade vascular
claramente mais abundante nos animais do grupo GL, quando comparado aos outros
grupos de tratamento (Figura 3.7). Esta observacédo se repete quando analisamos a
MCV, onde o grupo GL apresentou média superior (x 25,76) comparado aos demais
grupos, GC (x 24,06) e GOs (x 18,01667) (Grafico 3.2). Houve diferenca estatistica
para p<0,10 entre os grupos GL e GOs (Tabela 3.1).
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Figura 3.6. Mapa perceptual resultante da analise de correspondéncia multipla dos
achados microscépicos entre todos os grupos de tratamento de enxerto
cutaneo em coelhos. Os parametros circulados apresentaram associacao
estatisticamente significativa com o grupo controle, pois estdo distantes
do eixo zero do mapa. Observar correspondéncia entre os parametros
necrose moderada e reepitelizacdo moderada, além da auséncia de
associacdes com o grupo laser e 6leo ozonizado. Legenda: inflamacao
ausente (1A); inflamacdo discreta (ID); inflamacdo moderada (IM);
inflamacdo acentuada (IAC); relacdo enxerto x pele integra (RELI);
relacdo enxerto x pele degenerada (RELD); reepitelizagcdo ausente
(REEA); reepitelizacdo discreta (REED); reepitelizacdo moderada
(REEM); reepitelizacdo acentuada (REEAC); necrose ausente (NA);
necrose discreta (ND); necrose moderada (NM); necrose acentuada
(NAC); grupo controle (GC); grupo laser (GL) e grupo 6leo ozonizado
(G_03). Jaboticabal, 2019.
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GC GLFC [G_O3 |IA ID IM IAC RELI |RELD [REEA |REED |REEM [REEAC |[NA ND NM

GC

GLFC [ -1,768

G_03 [ -1,936] -1,936

1A -0,224| 1,565| -1,225

D 0,561| -0,61] 0,045 -1,62

IM -1,118| 0,671] 0,408| -0,707| -1,62

IAC 0,065| -0,968| 0,825| -0,612) -1,403| -0,612

RELI -0,648| 0,783| -0,122 0,495| 0,393| -0,071| -1,531
RELD 1,225| -1,479| 0,231| -0,935| -0,744[ 0,134 2,893| -2,339
REEA 1,739] -0,791| -0,866] -0,5| -0,273[ -0,5] 1,876] -1,25| 2,362
REED | -0,224 -1,118| 1,225| -0,707| -1,003| 0,707 2,654 -1,768| 3,341 -0,5
REEM | 0,474 -0,791| 0,289| -0,5[ -0,273 1,5/ -0433] 0,35| -0,661| -0,354] -0,5
REEAC| -0,548 0,913| -0,333| 0,577 0,567| -0,577| -1,5[ 0,981| -1,855| -1,225| -1,732| -1,225

NA -0,264| 1,423 -1,058 1,167| 0,055| -0,167| -1,299| 0,783 -1,48| -1,061| -15/ -1,061| 1,225
ND -0,45| -1,25| 1,552| -0,791| 0,949| -0,791| -0,685 0,553| -1,046[ -0,559| -0,791| 1,23| 0,129| -1,677
NM 0,474 -0,791] 0,289 -0,5]| -0,273 15| -0,433| 0,35 -0,661| -0,354| -0,5[ 2,475| -0,408| -1,061| -0,559

NAC 0,549| -0,803| 0,231] -0,935| -0,744| 0,134| 2,893| -1,911| 3,611] 2,362 3,341| -0,661| -1,855[ -1,984| -1,046| -0,661

Quadro 3.1. Matriz de correspondéncias entre as categorias analisadas dos achados
microscopicos entre todos 0s grupos de tratamento do enxerto cutaneo
em coelhos. Os valores em vermelho representam significancia de
p<0,05, e em azul para p<0,10. Legenda: inflamagdo ausente (lA);
inflamacdo discreta (ID); inflamacdo moderada (IM); inflamacao
acentuada (IAC); relagcdo enxerto x pele integra (RELI); relacdo enxerto
X pele degenerada (RELD); reepitelizacdo ausente (REEA);
reepitelizacdo discreta (REED); reepitelizacdo moderada (REEM);
reepitelizacdo acentuada (REEAC); necrose ausente (NA); necrose
discreta (ND); necrose moderada (NM); necrose acentuada (NAC); grupo
controle (GC); grupo laser (GL) e grupo Oleo ozonizado (G_03).
Jaboticabal, 2019.

Por meio de modelos experimentais, € comprovado que, tanto a LBl como o
OGO, séao capazes de estimular a neovascularizagao em tecidos isquémicos de forma
eficiente (Cury et al., 2013; Kirkil et al., 2016). Em nosso estudo, esta observacéo foi
possivel apenas no GL que, desde a observacao de coloracao résea logo no 3° dia do
periodo pés-operatério, até a contagem MCV pela imuno-histoquimica, se mostrou
eficiente em estimular a formacgéo de novos vasos. O GOs foi inferior ao GL, mas sem
diferenga comparado ao GC. Kim et. al (2009) constataram eficacia do OGO em
promover a aceleracao da cicatrizacéo em feridas agudas criadas experimentalmente.
Este estudo notou aumento da sintese de colageno, da proliferacdo de fibroblastos,
além de alta expresséao de fatores de crescimento como PDGF (fator de crescimento
derivado de plaquetas, TGF-( (fator de transformacao de crescimento beta), e VEGF
(fator de crescimento endotelial vascular). Portanto, mais uma vez a maceragao pode
explicar a auséncia de estimulo angiogénico, pois a hiper-hidratacdo de células

epidérmicas diminuem sua atividade e metabolismo (Cutting; Withe, 2002).
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A cicatrizacao de feridas em ambiente umido tem sido relatada como eficaz ha
mais de 60 anos. Porém, somente nos ultimos anos, o desenvolvimento de curativos
capazes de manter a ferida na umidade ideal, tornaram este conceito um dos mais
relevantes no manejo de feridas abertas. Portanto somente a umidade controlada &
capaz de favorecer o processo cicatricial sem promover os efeitos deletérios da

maceracao (Reis Filho et al., 2014).
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Gréafico 3.2. Gréfico das médias da contagem microvascular (MCV) por meio de
técnica de imuno-histoquimica (CD31) em coelhos submetidos a técnica
de enxertia cutanea em diferentes grupos de tratamentos. Legenda:
IMUNO (indice de MCV); grupo controle (GC); grupo laser (GL) e grupo
0leo ozonizado (G_03). Jaboticabal, 2019.

Tabela 3.1. Teste de comparac6es multiplas de médias (LSD — Fisher) entre todos os
tratamentos da enxertia cutanea em coelhos. Legenda: grupo controle
(GC); grupo laser (GL); grupo 6leo ozonizado (GOs). Jaboticabal, 2019.
GRUPO IMUNO-MEDIA p<0,10

GOs ‘ 18,01 a
GC ‘ 24,06 ab
GL ‘ 25,76 b




Figura 3.7. Fotomicrografia de pele de coelho submetido & técnica de enxertia nota-
se a coloragao marrom mais escura representando vasos sanguineos. As
areas demarcadas em vermelho representam maior concentracdo de
vasos. a) Grupo controle, objetiva de 10x. b) Grupo controle, objetiva de
20x. c¢) Grupo laser, objetiva 10x. d) Grupo laser, objetiva 20x. e) Grupo
0leo ozonizado, objetiva 10x. f) Grupo Oleo ozonizado, objetiva 20x.
Coloracao imuno-histoquimica, anticorpo CD31. Jaboticabal, 2019.
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Conclusao

Conclui-se com este estudo que, a ferida recém-criada ndo proporcionou um
ambiente capaz de nutrir o enxerto cutdneo em coelhos, até que ocorra sua
revascularizacdo. Tanto a LBl como o OGO séao terapias adjuvantes que evitam a
degradacédo do enxerto e contribuem para resultados melhores. Porém, o 6leo de
girassol pode predispor a maceragdo tecidual interferindo na neoangiogénese,
mostrando-se inferior a LBI para este fim. Por sua vez, a LBI foi eficiente na

estimulacao da cicatrizacdo do enxerto cutaneo em ferida recém criada em coelhos.
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Apéndice A. Fotografia ilustrativa do material coletado logo apés a eutanasia dos

coelhos que receberam enxertia cutanea. a) Notar o fragmento
resultante da coleta, abrangendo todo o enxerto e uma parcela de
tecido original. b) Observar a mesma imagem de a, porém com
esquema ilustrativo onde a linha pontilhada em amarelo representa os
limites do enxerto, area correspondente ao enxerto (estrela amarela) e

area de pele original (estrela preta). Jaboticabal, 2019.
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Apéndice B. Parametros microscopicos adotados para avaliacao da epitelizacao de
enxertos cutaneos em coelhos (Oryctolagus cuniculus), nas coloracdes

de Hematoxilina e Eosina e tricrobmico de Masson, utilizados em todos

0S grupos experimentais. (Fonte: Reis Filho et al., 2017)

PARAMETRO CLASSIFICACAO INDICADORES
AUSENTE (IA) C_élulgs inflamatérias, como heteréfilos e linfécitos, nédo
visualizadas no campo 6ptico.
Células inflamatorias evidenciadas de forma isolada,
DISCRETA (ID) possibilitando  distinguir areas livres de infiltrado
inflamatério.
INFLAMACAO Células inflamatérias apareciam com maior frequéncia,
MODERADA (IM) constituindo agregados densos, mas possibilitando
visualizar areas livres de infiltrado.
Células foram evidenciadas com grande frequéncia,
ACENTUADA (IAC) constituindo agregados densos e justapostos, sem areas
livres de infiltrados.
RELACAO INTEGRA (RELI) Enxerto totalmente integrado e conectado & ferida.

ENXERTO X PELE DEGENERADA (RELD)

Maior parte do enxerto desinserido de derme superficial.

AUSENTE (REEA)

Auséncia de epitélio no campo éptico.

REEPITELIZACAO DISCRETA (REED)

Epitelizagdo incompleta, com predominio da area n&o
reepitelizada.

DO ENXERTO MODERADA (REEM)

Epitelizacéo
reepitelizada.

incompleta, com predominio da area

ACENTUADA (REEAC)

Reepitelizacdo completa sobre o tecido conjuntivo.

PRESENCA DE AUSENTE (NA)

Células do enxerto, em sua totalidade, ndo apresentavam
sinais como picnose nuclear, caridlise e eosinofilia do
citoplasma.

NECROSE NO DISCRETA (ND)

Sinais de necrose celular isolados.

ENXERTO MODERADA (NM)

Sinais de necrose celular multifocal.

ACENTUADA (NAC)

Sinais de necrose celular em toda a extensao do enxerto.

DISCRETA (CD)

0 a 33% de area de formacgédo do colageno e do tecido de
granulacgéo.

COLAGENIZAGAO MODERADA (CM)

34 a 66% de area de formacao do colageno e do tecido de
granulagéo.

ACENTUADA (CAC)

67 a 100% de area de formacao do colageno e do tecido de
granulagéo.






