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ANALISES MACRO E MICROSCOPICA DE ENXERTOS CUTANEOS POR
SEMEADURA APOS LASERTERAPIA DE BAIXA INTENSIDADE.

RESUMO: Os enxertos de pele sdo uma alternativa para o fechamento de
lesbes extensas onde a reaproximacgao dos bordos da ferida nao é possivel. A
incorporagdo do enxerto no leito receptor depende de conexdes arteriais e
venosas dessas duas partes. Baseando-se em trabalhos em que a laserterapia
de baixa intensidade acelera o processo de cicatrizacdo e favorece
angiogénese e, com intencdo de se obter melhor resultado em enxertos
cutaneos por semeadura, optou-se pela aplicacdo do laser HeNe. Dessa forma
20 ratos foram submetidos a esta técnica de enxertia e separados em dois
grupos iguais, um tratado com laser e outro ndo (controle). Os resultados
mostraram maior velocidade de cicatrizagdo, menor tempo de reacéo
inflamatéria, maior nUmero de vasos sanguineos, epitelizagdo e queratinizacao
precoces nos animais tratados com laser em relagdo aos n&o tratados,
sugerindo entdo que a laserterapia de baixa intensidade é efetiva para o uso

em enxertos por semeadura.

Palavras chave: Cirurgia, Anaplastia, Cicatrizacao, Laser, Ratos



MACRO AND MICROSCOPIC ANALYSIS OF ISLAND SKIN GRAFTS AFTER
LOW-LEVEL LASER THERAPY

ABSTRACT: Skin grafts are the alternative to close big lesions, when the
borders approach are difficult or impossible. The graft incorporation on receptor
site depends of blood vessels conection. Based on literature that low-level laser
therapy acceletares the cicatricial process and favors the angiogenesis, HeNe
laser was applied to accelerate the cicatricial process on island skin grafts. For
this, 20 rats were submitted to this graft technique and divided in two groups
with the same number of animals, one called laser and other called control. The
results show faster cicatrization, short inflammatory period, larger number of
blood vessels and precocious epitelization and queratinization on he laser
group. These facts suggest that low-level laser therapy is effective and helps
island skin grafts cicatrization.

Key-words: Surgery, Anaplasty, Cicatrization, Laser, Rats.



1 INTRODUCAO

Os enxertos de pele sdo uma alternativa para o fechamento de lesdes
extensas onde a reaproximacao dos bordos nao é possivel. O enxerto se torna
efetivo quando o transplante cicatriza na sua nova localizacao, o que depende
de conexdes arteriais e venosas com o leito receptor, processo chamado
inosculagdo. Este processo, no entanto, ocorre entre 22 e 72 horas apés a
realizacdo da técnica de enxertia, e neste periodo critico, qualquer
manipulagdo ou movimento da ferida pode causar a ruptura desses novos
vasos e levar ao insucesso da técnica. Na intencdo de obter-se melhor
resultado, com relacédo ao processo de cicatrizacao, optou-se pela aplicagao do
laser de baixa intensidade HeNe para sua aceleracdo pelo favorecimento da
angiogénese e da rapida epitelizagéo, resultados ja comprovados neste tipo de
tratamento. Com base em todos estes resultados, foi proposto com este
trabalho estudar os efeitos da laserterapia de baixa intensidade em enxertos
cutaneos por semeadura, observando o comportamento da neovascularizacao,
a velocidade e facilidade da incorporagéo dos enxertos em seu leito receptor e
a cicatrizacao da ferida enxertada.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Enxerto Cutaneo

O enxerto de pele consiste na transferéncia, para leito receptor, de
porcdo de epiderme e derme completamente destacada do local doador. Em
cdes e gatos eles sdo indicados especialmente no tratamento de feridas
extensas, nas quais os retalhos cutaneos nao podem ser aplicados devido a
localizacao, tipo ou extensdo da lesdo (RUDOLPH & BALLANTYNE, 1990).

Os enxertos cutdneos podem ser classificados em funcdo da relacao
hospedeiro-doador, da fonte, da forma e da espessura (PAVLETIC et al., 1986;
PAVLETIC, 1993 e 1998; POPE, 1988; SWAIN, 1990). Auto-enxerto é aquele
transferido do local doador para o leito receptor num mesmo animal. Aloenxerto
ou homoenxerto é usado entre animais de uma mesma espécie e xenoenxerto
ou heteroenxerto é realizado entre individuos de espécies diferentes. Os auto-
enxertos apresentam maior éxito, uma vez que, o enxerto € o hospedeiro sdo
imunologicamente idénticos (POPE, 1988).

Quanto a espessura, podem ser classificados em totais ou parciais. Os
primeiros sdo compostos pela derme e epiderme completa e precisam de um
leito com excelente vascularizagdo. Ja os parciais, com apenas a epiderme e
parte da derme podem ser aplicados em leitos com vascularizagao
questionavel ou em grandes defeitos cutaneos (PAVLETIC et a., 1986; POPE,
1988).

Os principais fatores responsaveis pelo dano ao enxerto sdo mobilidade,
contato inadequado, formacao de hematomas ou seromas abaixo da pele e
infeccbes bacterianas. O contato impréprio entre 0 enxerto e o leito receptor
impede a interdigitacdo das superficies, resultando em pobre revascularizacao.
A imobilizacao também é necessaria para que nao se rompa o selo de fibrina, o
que interferiria na inosculacéo e no crescimento de capilares. Os seromas ou
hematomas afastam o enxerto do leito receptor o que atrasa a
revascularizacdo. A infecgao bacteriana € nociva porque causa dissolucao do
selo de fibrina e produz exsudato que eleva o enxerto do leito receptor (POPE,
1988; SWAIN, 1998). Portanto uma técnica asséptica é de fundamental
importancia para o sucesso do enxerto (PAVLETIC, 1993).



Nas primeiras 48 horas o enxerto sobrevive da absor¢ao dos fluidos dos
leitos capilares. Durante este periodo os capilares do leito receptor se unem
aos do enxerto para restabelecer a circulacdo vital. Se a circulagao for
adequada, o enxerto adquire coloragdo rosada em 48 horas. Enxertos com
obstrugao circulatéria, apresentam coloragao cianotica (PAVLETIC, 1993).

2.2 Enxertos por Semeadura

Swain (1998) os define como pequenos e circulares que séo inseridos
em bolsos criados num tecido granulado para formar ilhas epitelizadas. E uma
técnica que alcanca bastante sucesso, mas seu resultado esteticamente nao é
bom, pois a ferida fica recoberta somente por epitélio. Sdo indicados para
aplicacdo em feridas com processo de granulacdo, pequenas feridas em
membros, feridas contaminadas ou com infec¢do de baixa intensidade ou ainda
com o contorno irregular.

Apo6s a escolha do leito doador e prévia tricotomia, os enxertos sao
coletados com um punch ou uma lamina de bisturi (SWAIN, 1998) posicionado
de forma paralela ao sentido dos pélos. A gordura subcuténea é retirada deles
e antes de coloca-los em recipiente com solucao salina estéril, quando entao é
aplicada a sutura nos sitios de doacado. O leito receptor com tecido de
granulagao € perfurado com punch de menor didmetro e em cada orificio € feita
hemostasia com auxilio de uma haste de algodao estéril. Segue-se entédo a
acomodacao dos enxertos nos bolsos criados. A area deve receber um curativo
e ser imobilizada por trés a cinco dias. A retirada precoce da bandagem pode
ser prejudicial, pois pode movimentar o enxerto nas primeiras 48 horas que € o
periodo critico de revascularizagao (PAVLETIC, 1993; SWAIN, 1998).

Swain (1998) destaca como vantagens a ndo obrigatoriedade do uso de
instrumentos especiais, a revascularizacdo satisfatéria e a epitelizacdo
facilitada pela livre migragdo das células a partir da margem do enxerto que se
encontra nivelado ao tecido de granulacdo. Como desvantagens, relata o
excessivo sangramento que pode expulsar o enxerto do leito receptor e
retardar a revascularizagao, o aspecto pouco estético pela auséncia de pélos e
a fragilidade do novo epitélio.



2.3 Biomembrana Natural de Latex

A membrana foi desenvolvida em 1994 quando se pensou em construir
uma protese esofagica com latex da seringueira (Haevea brasiliensis). A
prétese foi entdo desenvolvida e implantada para substituir um fragmento de
oito centimetros do es6fago em oito caes. Dez dias ap6s o implante, a regiao
substituida havia se reconstituido. Histologicamente, o tecido neoformado era
muito semelhante ao do eséfago normal, com todas as camadas (ERENO,
2005). Nao havia praticamente nenhuma cicatriz € nem formacao de fibrose no
local reparado, sugerindo processo de neoformagao tecidual (MRUE, 1996).

Testes comparativos feitos com a membrana, luvas cirurgicas e
preservativos em ovos embrionados e orelhas de coelhos comprovaram a
diferenca de manifestacdo das propriedades angiogénicas e cicatrizante entre
a membrana e os outros produtos derivados do latex (PELE NOVA, 1999). Ela
também se mostrou mais eficiente do que a tela de marlex (MRUE, 2000).

A membrana é fina, elastica e de facil manuseio, possui fina camada de
polilisina que aumenta a permeabilidade e o fluxo microvascular (PINHO et al.,
2004). Tem ainda comprovada biocompatibilidade e baixo custo em
comparagdo com as outras alternativas encontradas no mercado (MRUE, 1996
e 2000; PELE NOVA, 1999; POTERIO-FILHO et al., 1999; FRADE et al., 2001,
2002 e 2003). Sua microarquitetura particular permite aderéncia proteica e
celular, especialmente os macréfagos relacionados ao processo de reparagcao
tecidual (MRUE, 1996 e 2001; THOMAZZINI et al., 1997).

Pacientes com Ulceras cronicas de pele de dificil cicatrizagdo mostraram
sinais de granulagéo e epitelizagdo no periodo médio de 12 dias de curativos
com a membrana (ERENO, 2005). Também foi usada na reconstituicdo de
timpanos em humanos (OLIVEIRA et al., 1998), na cicatrizacdo de conjuntiva e
esclera (PINHO et al., 2004; TALIERI, 2004) e palatoplastias em cées (SILVA,
2006).

Sader et al. (2000), substituiram parte do pericardio de caes pela
biomembrana e constatou a regeneracao tecidual do mesmo. Posteriormente,

Freitas (2001) obteve sucesso em arterioplastias em cées.



2.4 Laser e Cicatrizacao

De acordo com Low e Reed (2001), o termo laser vem da abreviagéo Light
Amplification by the Stimuled Emission of Radiation. E um feixe de radiacdo
que difere da luz comum por possuir monocromaticidade, coeréncia e
colimacgao. O primeiro se refere a um comprimento de onda especifico e Unico
com frequéncia definida, o segundo a picos e depressdes eletromagnéticas
ocorrem ao mesmo tempo e o terceiro a ndo divergéncia da radiacéo.

Como todos os tipos de radiacao, o laser pode ser refletido da superficie,
penetrar nos tecidos dependendo do comprimento de onda, da natureza da
superficie e do angulo de incidéncia. Apds entrar no tecido, a radiacao laser é
espalhada por divergéncia, reflexdo e refragdo. Ela ainda é atenuada por
absorcdo e existem duas areas principais nas quais a laserterapia é usada:
cicatrizagao dos tecidos e controle da dor (LOW & REED, 2001). Entre essas
amplas categorias, é largamente utilizada no tratamento de todos os tipos de
lesdo em tecidos moles.

A aplicagédo de radiacbes de todos os tipos para acelerar a cicatrizagao
de feridas tem uma longa histéria, mas as da parte vermelha do espectro
visivel sdo bastante eficazes. Low e Reed (2001) comprovaram que
comprimentos de onda de 660, 820, e 870nm fazem com que os macréfagos
liberem mediadores quimicos que estimulam a proliferacdo de fibroblastos
acima dos niveis de controle, enquanto que a onda de 880nm causa inibicao.
Sugeriram também que a freqiéncia de pulso de 16 Hz é efetiva para a
cicatrizacdo dos tecidos. Fatores adicionais na aceleracdo da cicatrizacdo de
feridas com laser podem incluir aumento acentuado na formagao de colageno,
vasodilatacao, sintese de DNA e aumento na producao de RNA.

Em 2004, Nascimento et al. testaram diferentes relacbes entre
comprimentos de onda e intensidade da Laserterapia de Baixa Intensidade
(LTBI) na cicatrizagao de feridas, e relataram que seu melhor efeito se da com
a relacao inversamente proporcional entre o comprimento de onda e a
intensidade. Assim sendo, o tratamento mais efetivo ocorria combinando-se

alta intensidade e comprimento de onda curto ou vice-versa.



Alguns anos depois, Hawkins e Abrahamse (2006) mostraram que doses
e exposicoes adequadas em intervalos de tempo corretos séo fatores decisivos
no tratamento de feridas e aceleram seu fechamento. A laserterapia bem
ajustada promove cicatrizacdo das feridas por estimular migracado celular,
atividade mitocondrial e proliferacao fibroblastica, mantendo a viabilidade sem
causar danos ou estresse celular.

Os efeitos terapéuticos da LTBI foram constatados em estudos in vitro e
in vivo e incluiram regeneragéo, efeitos anti-inflamatérios e analgésicos. Em
outros estudos observaram-se ganhos na microcirculagéo local (MAIER et al.,
1993), sistema linfatico (REEDY et al., 1998) e sintese de colageno pelos
fibroblastos (CARVALHO et al., 2003; REEDY et al., 1998) e na prevencao de
infeccdes (KARU, 2004 e WALKER, 2000 citados por NASCIMENTO et al.,
2004).

A LTBI foi utilizada para acelerar processos regenerativos, sendo-lhe
atribuido o aumento no fluxo sanguineo, acado anti-edematosa, analgésica e
estimulante do metabolismo celular (RE & VITERBO, 1985 citados por
MAZZANTI et al., 2004). Dessa forma muitos experimentos sdo desenvolvidos
com animais para testar a efetividade da laserterapia para futuramente se
instituir esse protocolo terapéutico no tratamento em seres humanos.

Posten et al. (2005) descreveram os mecanismos e a eficacia da LTBI
na cicatrizagdo de feridas e concluiram que embora os mecanismos ainda ndo
estejam totalmente esclarecidos, houve aumento na proliferacado de varios tipos
de células da pele (fibroblastos, células endoteliais e queratindcitos). Também
relatam a necessidade de mais estudos para melhor caracterizar a agao do
laser em tecidos vivos.

Um estudo experimental de Pugliese et al. (2003), sugere que a terapia
a laser modela a expressdo do colageno e fibras elasticas in vivo, além de
promover maior organizacao das bandas colagenas nos animais irradiados em
relagao aos controles.

Aumento na neovascularizacdo, na proliferacdo fibroblastica e
diminuicao do infiltrado inflamatério em lesdes cirlrgicas submetidas a terapia
com laser, ja foram evidenciados, indicando que esta é eficaz e contribui
significativamente para a cicatrizacdo tecidual mais rapida e organizada
(ROCHA JUNIOR et al., 2006).



Araujo et al. (2007), mostraram que a LTBI acelera a cicatrizagdo de
feridas porque estimula atividades bioldgicas e diferenciagdo dos fibroblastos,
reducdo do processo inflamatério e ainda contribui para a organizacdo das
fibras colagenas no compartimento extracelular.

Chen et al. (2008) observaram in vitro que todos os fibroblastos
irradiados apresentaram melhor propriedade de proliferacdo do que o grupo
controle. Com a LTBI os fibroblastos aumentaram a expressdo de RNAm para
a producao de colageno do tipo |, isso porque o laser induziu aumento na
produgdo de fatores de crescimento celular. Visto que a aceleragdo da
cicatrizacdo se da por proliferagcdo fibroblastica e producdo de matriz
extracelular, a expressdo de RNAm para colageno do tipo | e decorina € um
efeito positivo da proliferacao celular e portanto reforca, o potencial terapéutico
da LTBI para tratamento de lesdes no tendao de Aquiles.

Tanto o ultrassom pulsado (US) assim como a LTBI sdo utilizados na
cicatrizagdo de feridas, por este motivo, essas duas técnicas foram
comparadas por Oliveira et al. (2008). Eles observaram que o laser promove
producdo de matriz extracelular e aumento na producdo de colageno
resultando em maior resisténcia na contragdo cicatricial do que as feridas
tratadas com US, sendo entdo mais eficaz na reparacéo tecidual por acelerar a
primeira e segunda fase da cicatrizacao.

Em relacdo a acao anti-inflamatéria da laserterapia, Viegas et al. (2007)
confirmaram a hipétese de que a LTBI promove rapida iniciagdo e resolugéo da
fase inflamatéria da reparagéo tecidual, tornando-a mais aguda e severa e
aumentando a sintese de colageno. Entretanto, ndo comprovaram a ag¢ao anti-
inflamatéria do laser mas verificaram que ele acelera esse processo e também
promove qualidade histologica ao tecido reparado.

Quanto a proliferagao vascular, a LTBI promove alteragdes instantaneas
na microcirculacdo sanguinea local, mas estimulos a angiogénese durante o
processo de cicatrizagao podem ocorrer, isto pode ser constatado pelo
aumento de vasos sanguineos locais em grupos irradiados no sétimo dia apo6s
a lesdo (NUNES et al., 2004).

Entre os efeitos da LTBI, ha evidéncias de que estes atuam de maneira
local e sistémica, pois, no relato de Lucas e colaboradores (2002), os
resultados obtidos em feridas provocadas bilateralmente, onde somente um



dos lados foi irradiado por laser, ndo apresentaram diferengas significativas na
cicatrizacdo quando comparados entre si. O lado irradiado e o ndo irradiado
sofreram cicatrizagdo em menor tempo, enquanto as feridas no grupo controle
apresentaram gangrena e necrose sugerindo o efeito sistémico da LTBI.
Damante et al. (2004), nao obtiveram diferengas significativas na cicatrizagao
de gengivoplastias com e sem irradiacdo a laser, pois o controle usado foi a
arcada contralateral do mesmo paciente.

Com esses dados sobre laserterapia e cicatrizagcdo da pele, este
tratamento passou a ser testado em outros tecidos. Na reparagéo tendinea de
coelhos, os resultados apresentados apds o tratamento com laser, como
organizagcdo, alinhamento e as conexdées do colageno sintetizado séao
favoraveis histolégica e biomecanicamente na cicatrizacdo (ARRUDA et al,
2007; ELWAKIL, 2007).

Matera et al. (2003) utlilizaram a LTBI apds excisdo artroplastica da
cabeca do fémur em cées e obtiveram uma rapida recuperacao pds-operatdria
com retorno mais rapido a funcdo do membro, ao contrario dos animais que
nao receberam a irradiagao do laser.

A aplicacao de LTBI no tecido 6sseo tem se voltado a estudar os
beneficios na recuperacdo de fraturas e osteointegracdo de implantes. Em
analises feitas por Khadra et al. (2004) sobre testes de tensdo, avaliacdo
histomorfométrica e microanalise por dispersdo de raios-X verificou-se que ela
apresentou efeitos positivos na osteointegracao de implantes de titanio. A
deposicao de calcio e fésforo foi maior no grupo irradiado e segundo os autores
este fato torna o tratamento promissor para acelerar a osteointegracdo do
implante. Ja Nissan et al. (2006), relataram que a LTBI estimulou a
mineralizagdo no processo de formagcdo Ossea em defeitos criados
cirurgicamente, mas néo influenciou a atividade dos osteoblastos no processo
de formacao de osso em osteotomias para implantes.

O tratamento de feridas, principalmente infecciosas, pode ser longo e
doloroso para os pacientes. Foi proposto a laserterapia com HeNe no
tratamento de feridas Paracoccidioidomicéticas experimentais que revelou
eficiéncia em diminuir efeitos locais, causados pelo fungo P. brasiliensis, além
de ser capaz de provocar mudancas na dindmica da fase inflamatéria e

proliferativa do processo de reparacdo tecidual. Assim sendo, pode ser



considerado uma boa terapia para este tipo de lesdo pois acelera a cicatrizacéao
e diminui o desconforto e a dor do paciente (FERREIRA et al, 2009).
Enwemwka et al. (2004) ja haviam afirmado que a laserterapia é uma
modalidade altamente efetiva na reparagéo tecidual e no controle da dor.

Cicatrizagcdo é um processo complexo que vem atraindo a atencao de
pesquisadores ao longo dos anos, particularmente em relagdo a fatores que
possam interferir no seu curso. Os eventos mais importantes do reparo
ocorrem nos estagios iniciais, e sdo representados por edema, reducdo da
proliferacdo vascular e diminuicdo da quantidade de células como leucdcitos,
macréfagos e fibroblastos (CARVALHO et al., 2003). Algumas doencas
sistémicas podem interferir no processo de cicatrizacdo de lesdes, entre elas a
mais comum € o diabetes mellitus. Num estudo com animais diabéticos, o
grupo irradiado com laser de baixa intensidade apresentou aumento nos niveis
de hidroxiprolina, proliferagé@o fibroblastica e capilar, vascularizagdo, formagéo
de tecido de granulacao e epitelizacéo, facilitando a cicatrizagdo das feridas
(ARUN MAIYA et al., 2005).

Carvalho et al. (2006) induziram o diabetes mellitus em ratos que tiveram
lesbes provocadas cirurgicamente e foram tratados com a LTBI. Os resultados
mostraram nos animais tratados maior numero de fibras colagenas em relagéo
ao grupo néo tratado.

O uso de corticosterdides é outro fator que tem grande interferéncia no
processo cicatricial. Pacientes que necessitam fazer uso prolongado deste tipo
de medicamento sao prejudicados por apresentarem maior tempo para a
cicatrizacao de feridas. Segundo Pessoa et al. (2004), a LTBI se mostrou capaz
de promover diminuicado do infiltrado inflamatério, grande diferenciacao epitelial,
maior deposigcao de colageno e diminuicdo no tempo de cicatrizagdo causada
pelo uso de corticosterdides, e, concluiram que o laser é uma opgédo para
otimizar a cicatrizacdo de feridas de pacientes que fazem uso desse tipo de

medicamento.



3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Este trabalho foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica e Bem
Estar Animal (CEBEA) da FCAV/UNESP/JABOTICABAL.

Foram utilizados 20 ratos Wistar (Rattus norvegicus), machos, adultos
jovens com idade média de 20 dias, com peso médio variando entre 200 e
3009, provenientes do Biotério da Universidade Estadual do Centro - Oeste,
Guarapuava - Parana (UNICENTRO- PR).

Os animais foram mantidos em uma sala nas dependéncias da Clinica
Escola Veterinaria (CEVET) da mesma instituicdo que possuia uma bancada
com pia, iluminacao elétrica e um aquecedor portatil. Sua temperatura era
controlada e estabilizada em torno de 25°C. Os ratos permaneceram em
grupos de cinco em caixas de polipropileno, providas de cama de maravalha
selecionada, mamadeira para agua, cocho para ragdo peletizada, recebendo
agua e racao ad libitum, condi¢cdes de manutencédo de acordo com os critérios
do Colégio Brasileiro de Experimentacao Animal.

Os ratos foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos iguais (n=10),
um controle (GC), que nao recebeu a LTBI e outro laser (GL), que recebeu
aplicacbes de laser sobre as feridas, Todos os animais (n=20) receberam
curativos com a biomembrana apés a criacdo da ferida, na primeira etapa do

experimento.



3.2 Aparelho de Laser de Baixa Intensidade

O aparelho utilizado foi o HTM 904 (Figura 1) que foi gentilmente cedido
pela Clinica Escola de Fisioterapia da UNICENTRO/Guarapuava. Este irradia o
laser HeNe com freqliiéncia pulsada, comprimento de onda de 904nm e
poténcia média de 0,2 W. O efeito desejado depende da densidade de energia
irradiada no tecido. Para agéo regenerativa, esta se encontra na faixa entre 3 e
6 J/cm?.

Figura 1. Imagem fotografica do aparelho de laser de baixa
intensidade HeNe — HTM 904.



3.3 Procedimento experimental

3.3.1 Preparacao do leito receptor

Os animais dos dois grupos (n=20) foram submetidos a cirurgia com o
propésito de criagdo de um defeito na pele. Para isso os animais foram
submetidos a anestesia inalatéria com Isofluorano’ em mascara. Em seguida,
foi feita a raspagem do pélos do lado direito do corpo sobre as costelas e a
antissepsia foi realizada com solugédo de lodo Povidine. A ferida foi criada com
o auxilio de bisturi e tesoura e tinha dimensdo de aproximadamente 4X4 cm
(Figura 2A). A biomembrana natural de latex com polilisina 0,1% foi utilizada
em todos os animais como curativo sobre a ferida, sem fixacdo com sutura,
para favorecer a granulagédo rapida e satisfatéria (Figura 2B). Bandagens
protetoras com faixa de crepe e esparadrapo (Figura 2C) também foram
aplicadas. Apos cinco dias os curativos foram trocados, a membrana foi lavada
em agua corrente e reposicionada novamente sobre a lesao.

No pés operatério imediato foi administrado por via intramuscular em
dose Unica 0,02mL de enrofloxacina 10%?- e 0,02 mL de flunexin meglumine®.

Diariamente os animais foram observados quanto ao seu

comportamento e alimentagéo.

! Isoforine - cristalia
2 Iflox 10% - Irfa
® Flumedin - Jofadel



Figura 2. Imagem fotogréafica dos procedimentos experimentais. A: Defeito cutaneo induzido; B:
Biomembrana de latex com polilisina 0,1% sobre a ferida criada; C: animal com a
bandagem no pés-operatério.



3.3.2 Realizacao dos enxertos

Apbés 10 dias, em novo procedimento cirargico, todos os animais
receberam os enxertos, também sob anestesia inalatéria com isofluorano. O
flanco esquerdo sofreu tricotomia com lamina para ser o sitio doador e realizou-
se antissepsia com solucdo de iodo povidine. Os enxertos de espessura total
foram colhidos com um punch cirargico de 5mm de didmetro e colocados num
recipiente com solucéo fisiolégica estéril. Os sitios doadores cicatrizaram por
segunda intencdo. O animal foi, entdo, reposicionado em decubito lateral
esquerdo, com o sitio receptor, ja devidamente granulado, para cima (Figura
3A). Com um punch de 4mm de diametro (Figura 3B e C), foram feitos pocos
no tecido de granulacao (Figura 3D) para a acomodacéao do enxerto (Figura 3E
e F). Logo apéds o procedimento cirdrgico, os ratos do GL receberam a primeira

aplicacao do laser (Figura 3G).



Figura 3.

Imagem fotografica da técnica de enxerto cutdneo por semeadura. A:
Leito receptor com tecido de granulacéo ja formado; B e C: Abertura dos
pocos no leito receptor D: Pogos receptores abertos no tecido de
granulacdo; E: Implantacdo dos enxertos de espessura total no leito
receptor; F: Aspecto dos enxertos logo apés a implantagdo no leito
receptor; G: Aplicacdo do laser de baixa intensidade no pdés-operatério
imediato no GL.



O laser escolhido para este estudo foi o HeNe, aparelho HTM 904. Para
a sua aplicacao foi necessario definir algumas variaveis e calcular o tempo de
aplicagéo.

Entre as variaveis esta a densidade de poténcia, grandeza que expressa
a dosagem do laser e é funcao exclusiva do efeito que se deseja obter. No
presente trabalho onde o objetivo foi acdo regenerativa usou-se 6 J/ cm? /18
segundos.

O GL (n=10) recebeu no pds-operatério imediato, 3 dias depois e no
sétimo dia, irradiagdo com laser de baixa intensidade (Figura 4) por 18
segundos em cada ponto enxertado. Durante a aplicacdo, a caneta laser era
posicionada com um punho de distancia para que a interface entre o enxerto e
o leito receptor fossem irradiados.

O GC (n=10) ndo recebeu a LTBI, porém todos os animais (n=20)
receberam bandagem de protecdo e medicacdo por via intramuscular em dose
unica, 0,02mL de enrofloxacina 10% e 0,02mL de flunexin meglumine, logo
apos o término do procedimento cirdrgico.

Nas datas definidas para aplicagdes do laser de baixa intensidade no

GL, também foram feitas as trocas das bandagens protetoras do GC.

Figura 4. Imagem fotografica da aplicagcdo do laser de baixa intensidade
sobre as areas dos enxertos. A: No pds-operatério imediato; B:
No sétimo dia de pds-operatério.



Dois animais de cada grupo (GC e GL) foram eutanasiados em camara
de CO2 nos tempos um, dois, quatro, oito e 14 dias apds a segunda intervengao
cirurgica.

Logo apds o sacrificio, foram colhidas amostras que abrangiam os
enxertos e parte do tecido adjacente (leito receptor). De cada animal colheu-se
trés amostras correspondentes ao numero de enxertos realizados. Estas eram

identificadas e conservadas em solu¢ao de formol a 10%.

3.4 Histologia

O material conservado foi processado em laboratério e incluido em
parafina conforme os métodos histolégicos de rotina. No preparo das laminas
foram feitos cortes transversais de 5um de espessura em um microtomo
manual Leica RM 2125RT, Germany. Os cortes foram corados pela
Hematoxilina e Eosina e pelo Tricomio de Masson.

As laminas foram analisadas e fotomicrografadas em aumentos de 40X,
100X no microscépio éptico Olympus BX 250 acoplado a uma camera Olympus
DP71. As imagens foram transferidas para um computador e processadas pelo
programa DP Controller Olympus 2002-2007 da Olympus Corporation.

Para a contagem de vasos sanguineos foram fotomicrografados quatro
campos aleatérios na interface enxerto-leito-receptor num aumento de 400X.
Os vasos de cada imagem foram contados e compilados em tabela. A média
de cada tempo para cada tratamento (controle e laser) foi analisada
estatisticamente pelo Teste de Tukey pelo programa SAS — System (2004)*.

4 SAS Institute Inc. SAS Online Doc®9.1.3. SAS/STAT Cary, N.C., 2004



4. RESULTADOS
4.1 Macroscoépicos

4.1.1 Grupo Controle:

Um dia apds o segundo procedimento cirurgico e a primeira aplicagéo do
laser de baixa intensidade, a ferida estava com aspecto hemorragico,
principalmente ao redor dos sitios receptores dos enxertos (Figura 5 A1). No
segundo dia, houve diminuicdo da hemorragia mas havia edema e secrecao
amarelada recobrindo todo o local (Figura 5 B1). No quarto dia, o tecido de
granulagéo estava mais palido. O leito receptor estava com menor area e sinais
de retracdo cicatricial nas laterais da ferida, fazendo com que os enxertos se
aproximassem das bordas (Figura 5 C1). Oito dias apdés o procedimento
cirurgico, o tecido de granulagéo se encontrava bem avermelhado, com menor
area e aspecto ressecado na sua superficie. Os sitios receptores ja estavam
margeando as bordas (Figura 5 D1). Por fim, aos 14 dias, uma crosta
ressecada recobria toda a ferida. Os enxertos estavam praticamente envolvidos
pela pele integra e sinais de retracdo cicatricial e epitelizacdo nas bordas
estavam presentes (Figura 5 E1).

4.1.2 Grupo Laser
No primeiro dia de pds-operatério, a ferida tinha aspecto hemorragico,

embora visualmente em menor intensidade que a do grupo controle (Figura 5
A2). Apds 2 dias, o tecido de granulacao avermelhado apresentava pequenas
petéquias hemorragicas (Figura 5 B2). Com trés dias, a area do leito receptor
estava menor, mais palida e com secrecao serosa (Figura 5 C2). No oitavo dia,
iniciou-se a epitelizacdo das bordas e, embora diminuida, a ferida ndo tinha
sinais de retracao cicatricial (Figura 5 D2). Aos 14 dias, a cicatrizagao estava
quase completa. Os enxertos estavam circundados pelo tecido reepitelizado e
pela pele integra adjacente a ferida. Apenas uma pequena area no centro do
leito receptor ndo tinha aspecto epitelizado (Figura 5 E2).

Em ambos os grupos, ndo houve deslocamento do enxerto de seu sitio
receptor, fato importante para o sucesso da técnica.



Figura

5.

Imagens fotograficas mostrando a evolugdo da ferida
macroscopicamente. Nas imagens, as letras referem-se aos tempos:
A: 1 dia apoés a realizagdo do enxerto; B: 2 dias; C: 4 dias; D: 8 dias;
E: 14 dias. Os ndmeros indicam os grupos: 1 grupo ctrl; 2 grupo
laser. Os simbolos inseridos nas imagens  significam
respectivamente: ex - enxerto; gr - tecido de granulagdo; S -
secrecdo; Seta vermelha - area reepitelizada; (*) - zonas de retragao
cicatricial.



4.2 Microscopico

4.2.1. Coloracao hematoxilina eosina

Na Figura 6 com aumento de 40X, é possivel observar a regidao do
enxerto e seu leito receptor formado pelo tecido de granulacdo. Nos
tempos um e dois dias pode-se observar presenca de infiltrado
inflamatério que tem aspecto mais intenso no grupo controle. No quarto
dia ndo ha infiltrado inflamatério no grupo laser, e no grupo controle este
ja esta atenuado. Com 8 dias, nota-se uma cobertura de epitélio somente
na regiao do enxerto do grupo controle; ja no grupo laser esse epitélio se
estende da regiao do enxerto e sobre o tecido de granulagédo. Aos 14 dias,
0 grupo controle apresenta epitélio somente sobre o enxerto € no grupo
laser, o epitélio que recobre o tecido de granulacdo apresenta estruturas
chamadas papilas dérmicas que conferem maior aderéncia deste tecido e
mostra maior grau de organizagdo do mesmo.

Nas imagens da Figura 7 com aumento de 100X, pode-se perceber
com maiores detalhes as regides de infiltrado inflamato6rio nos tempos um,
dois, e quatro dias dos grupos controle e laser. Aos 8 dias, visualiza-se
epitélio sobre o enxerto em G e H e sobre o tecido adjacente somente em
H. Nota-se que em |, ainda ndo ha epitélio sobre o tecido vizinho ao
enxerto, enquanto que em J, ha epitélio e papilas dérmicas.

Em ambos os aumentos, 40 e 100X, a partir de 8 dias, no grupo laser
quase nao se observa a area de transicdo entre o enxerto e o leito
receptor; ja no grupo controle essa condicao sé pode ser vista na imagem

referente aos 14 dias.
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Figura 6. Fotomicrografias dos cortes histoldégicos dos enxertos por semeadura
na coloracdo HE, nos diferentes tempos e grupos. Os simbolos
inseridos nas imagens significam: circulo: infiltrado inflamatério; ex:
enxerto; gr: tecido de granulagéo; seta: epitélio.
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Figura 7. Fotomicrografias dos cortes histolégicos dos enxertos por
semeadura na coloracdo HE, nos diferentes tempos e
grupos. Os simbolos inseridos nas imagens significam:
ex, enxerto; gr, tecido de granulacdo; seta grossa,
epitélio; e seta fina, papilas dérmicas; seta vermelha:
crista epidérmica.



4.2.2. Coloracao Tricomio de Masson

Essa coloragéo foi utilizada para destacar os vasos sanguineos no tecido
conjuntivo e também na superficie do enxerto a camada de epitélio e queratina.
A Figura 8 contém cortes histolégicos no aumento de 40X, nela pode-se
visualizar aumento na proporcéao de colageno em todos os periodos avaliados
do GL em relacédo aos do GC. Nos dois grupos a queratina recobre a regiao do
enxerto. A partir do oitavo dia ela aparece sobre o leito receptor de GL. No
décimo quarto dia o GC s6 apresentava epitélio sobre o enxerto e no GL ja se
observavam papilas dérmicas.

Na Figura 9, imagens com aumento de 100X, o GL a partir de quatro dias
apresentava camada epidérmica sobre o tecido adjacente, e inicio da
“propagacao” da camada de queratina sobre o tecido de granulagdo. No GC a
camada de queratina foi notada sobre o enxerto e tecido adjacente aos 14 dias
e neste periodo o epitélio estava somente na regido enxertada.

Imagens dos cortes histolégicos corados com Tricobmio de Masson
(Figura 10), num aumento de 400X foram usadas para contagem dos vasos

sanguineos dos diferentes tempos e grupos.



Figura 8. Fotomicrografias dos cortes histoldégicos dos enxertos por
semeadura na coloracdo Tricomio de Masson, nos diferentes
tempos e grupos. Os simbolos inseridos nas imagens
significam: ex, enxerto; gr, tecido de granulagéo; seta grossa:
epitélio; e as setas finas apontam a camada de queratina.



Figura 9. Fotomicrografias dos cortes histolégicos dos enxertos por
semeadura na coloragdo Tricbmio de Masson, aumento
de 100X, nos diferentes tempos e grupos. Os simbolos
inseridos nas imagens significam: ex, enxerto; gr, tecido
de granulacdo; seta grossa, epitélio; e as setas finas
apontam a camada de queratina.



De acordo com as Figuras 6, 7, 8 e 9 (Hematoxilina e Eosina e Tricémio de

Masson), pode-se tabular os seguintes dados (Tabela 1):

Tabela 1: Analise qualitativa dos cortes histolégicos em cada tempo, e
tratamento, em relacdo a quantidade de infilirado inflamatério,
presenca de epitélio e queratina. FCAV/UNESP/JABOTICABAL,

2 .

Aspecto = Infiltrado Presenca de Presenca de

Analisado Inflamatario Epitélio Queratina

Tratamento Ctrl Laser Ctrl Laser Ctrl Laser

1 dia +++ ++ + + + +

Z 2 dias ++ + + + + +
m| 4 dias ++ + + ++ + ++
g 8 dias + - + +++ + +++
14 dias - - + +++ ++ +++

Ctrl — controle
Infiltrado inflamatério:

Presenga de epitélio:

Presenca de queratina:

- N&o significativo
+ infiltrado difuso
++ infiltrado moderado
+++ infiltrado intenso
- sem epitélio
+ com epitélio somente sobre o enxerto
++ com epitélio desorganizado
+++ com epitélio espesso e organizado

+ presente somente sobre o enxerto

++ presente sobre o enxerto e parte do tecido adjacente

+++ presente sobre o enxerto e recobrindo todo o tecido adjacente
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Figura 10. Imagens fotograficas dos cortes histolégicos corados com
Tricdbmio de Masson, evidenciando alguns vasos sanguineos
(setas) na regiao intermediaria entre o enxerto e o leito
receptor. Nas imagens, as letras referem-se aos tempos: 1dia
apods a realizacdo do enxerto; B: 2 dias; C: 4 dias; D: 8 dias; E:
14 dias. Os nimeros indicam os grupos: 1 ctrl; 2 laser.



Os dados referentes a contagem dos vasos sanguineos foram tabulados
(Tabela 2) e submetidos a seguinte anélise estatistica pelo teste de Tukey ao
nivel de significancia de 0,05.

Tabela 2: Valores das médias da contagem do numero de vasos em cada
tempo e tratamento FCAV/UNESP/JABOTICABAL, 2009.

Tempos Médias do numero de vasos
Controle Laser

1 dia 25,75 A 32,50 A
2 dias 14,00 B 25,25 B
4 dias 21,50 B 12,50 B
8 dias 1525 B 20,75 B
14 dias 11,25 B 14,00 B
Média Final 17,55 a 21,00 b

Médias dentro de um mesmo tratamento com letras mailsculas iguais ndo
diferem estatisticamente ao nivel de significancia de 5%. Ja as médias entre os

tratamentos com letras mindsculas, diferem estatisticamente aonivel de significancia de 5%.

Em um dos animais do grupo controle eutanasiado no segundo dia,
verificou-se a necrose do enxerto somente a microscopia. As Figuras 11 e 12
mostram as fotomicrografias das laminas com o enxerto necrosado num
aumento de 40 e 100X, nas coloragdes Hematoxilina — Eosina e Tricémio de

Masson, respectivamente.



Figura 11. Fotomicrografia do corte histolégico da regido de enxerto por semeadura de
um animal do grupo controle sacrificado com 2 dias corado com hematoxilina
e eosina. A: aumento de 40X, B: aumento de 100X. As letras inseridas na

imagem significam: ex: o enxerto necrosado, gr: o tecido de granulagdo do
leito receptor.

Figura 12. Fotomicrografia do corte histolégico do enxerto por semeadura necrosado de um
animal do grupo controle com 2 dias corado com Tricomio de Masson. A:
aumento de 40X, a B de 100X. As letras inseridas na imagem significam: ex:
a regidao do enxerto necrosado, gr: tecido de granulagéo.



5. DISCUSSAO

Para delinear nosso estudo, a principio pensou-se em utilizar os flancos
de um mesmo animal, um deles serviria como controle e outro como grupo
experimental, mas como os trabalhos de Lucas et al. (2002), Damante et al.
(2004) sugeriram acao sistémica do laser, optou-se pelo uso de dois grupos
separados.

O leito receptor, criado na primeira fase do experimento , foi coberto com
a biomembrana natural de latex para garantir uma granulacao rapida e com
tecido receptor de boa qualidade (PELE NOVA, 1999; ERENO, 2005; SILVA,
2006), resultado este, obtido com sucesso.

Na segunda fase do experimento — enxertia por semeadura, foi
empregado um punch para a coleta dos auto-enxertos de espessura total e
implante nos pogos do leito receptor. (PAVLETIC et al.,1986; PAVLETIC, 1986,
1993 e 1998; POPE, 1988; SWAIN, 1990 e 1998).

O sucesso na enxertia por semeadura esta relacionado a cuidados com
a técnica empregada. Para tanto seguiu-se as indicagdes de Pope (1988) e
Swain (1998) realizando cuidadosa hemostasia apds a criagdo dos pogos para
evitar hematomas e seromas, além de utilizar bandagem sobre a ferida no pés-
operatério com o intuito de promover imobilizacdo e contato adequado entre o
enxerto e o leito receptor. Além disso, no pré-operatério a assepsia
preconizada por Pavletic (1993) foi feita de forma rigorosa em todos os
procedimentos. Apesar de todos esses cuidados, um dos animais operados
apresentou necrose do enxerto, talvez por movimentacao entre este e o leito
receptor o que impediu a conexado entre os vasos sanguineos (PAVLETIC,
1993).

A auséncia de secrecao sobre as feridas do GL pode ser atribuida a
acao anti-infecciosa do laser (KARU, 2004 e WALKER, 2000 citados por
NASCIMENTO et al., 2004) j4 que os dois grupos receberam uma unica dose
de antibidtico e no GC ela esteve presente.

Os animais do GL ndo mostraram alteracdo comportamental, nem de
ingestao de agua e racao apos os procedimentos cirlrgicos, sugerindo a acao
analgésica do laser (MAIER et al., 1993 e LOW & REED, 2001; ENWEMWKA
et al., 2004; RE & VITERBO citados por MAZZANTI et al., 2004; FERREIRA et



al., 2009). Os animais do GC também nao apresentaram tais alteragdes, sendo
assim este parametro deve ser investigado de uma maneira mais especifica
como a dosagem de substancias enddgenas, por exemplo o cortisol, que
fornece valores mais especificos para isso.

O fato da ferida do GL estar com aspecto mais hemorragico do que a do
GC no segundo dia se deve a acao do laser em tornar a reagao inflamatéria
mais aguda e de mais rapida resolucao (Viegas et al., 2007). A ferida do GC
adquiriu esta caracteristica no terceiro dia.

O grupo controle com 4 dias, ao contrario do grupo laser, apresentava
uma ferida mais avermelhada sugerindo a presenca de inflamacao, este
resultado foi também percebido nos cortes histoldégicos com coloracao de
hematoxilina e eosina, onde o infiltrado inflamatério pode ser visualizado. Este
tipo de resposta foi relatado por Viegas et al. (2007), que caracteriza a agao do
laser como aceleradora do processo inflamatério e ndo como anti-inflamatéria
como afirmam Maier et al. (1993) e Rocha Junior et al.(2006), Araujo et al.
(2007).

Visto que a cicatrizagdo € um processo complexo que se inicia com a
reagao inflamatéria, a afirmacéo de Viegas et al. (2007), explica melhor a acéo
do laser em relagao a diminuigdo do tempo de cicatrizagdo: quanto mais rapido
cessar a fase inflamatoria, mais rapidamente se inicia a fase reparadora e mais
cedo a cicatrizacao acontece por completo, como ocorreu neste estudo, onde o
grupo laser aos 14 dias estava com a ferida cicatrizada enquanto o controle
ainda se encontrava no inicio da epitelizagdo. Oliveira et al. (2008) corroboram
esta informacdo quando relatam que o laser acelera a primeira e a segunda
fase do processo cicatricial.

Essa epitelizagdo mais precoce nos animais que receberam o
tratamento com laser pode ser visualizada macroscopicamente e também nos
cortes histolégicos, isso se deve ao aumento da proliferagéo celular (HAWKINS
e ABRAHAMSE, 2006; ARUN MAIYA et al., 2005), a mitose de células
epiteliais (PESSOA et al., 2004) e na producédo de fatores de crescimento
celular (CHEN et al., 2008).

A presencga de papilas dérmicas e cristas epidérmicas aos 14 dias no
grupo laser, mostra o grau de organizacao tecidual e também a qualidade do
reparo, pois estas tem funcao de fixagdo do epitélio ao tecido de granulagédo. A



literatura consultada nao relata em seus resultados a presenca deste tipo de
formacado, somente que a qualidade do tecido cicatricial € melhor quando este
tipo de tratamento € empregado em feridas cutdneas (PUGLIESE et al., 2003;
VIEGAS et al., 2007) e em tenddes (ARRUDA et al., 2007; ELWAKIL, 2007).

A queratinizagdo foi observada nos cortes histologicos, corados com
Tricdbmio de Masson, no GL a partir de 4 dias e no controle a partir dos 14, isto
devido provavelmente ativagdo do queratindcitos (POSTEN et al., 2005).

A vascularizacdo é um fator crucial na incorporacado do enxerto ao leito
receptor. A acdo angiogénica do laser (MAIER et al., 1993, NUNES et al.,2004,
POSTEN et al. 2005, ROCHA JUNIOR et al.,2006) foi confirmada no presente
trabalho, que revelou pela contagem, maior nimero de vasos sanguineos no
GL, resultado considerado estatisticamente significativo em relagdo a do GC.

Os efeitos benéficos da laserterapia neste trabalho podem estar
relacionados com o comprimento de onda alto (904nm), e a baixa poténcia,
(0,02W) pois Nascimento et al. (2004) afirmam que para um melhor efeito

essas grandezas devem ter valores inversamente proporcionais.



6. CONCLUSAO

Por meio deste estudo foi possivel concluir que o laser de baixa intensidade:

a. acelerou o processo cicatricial das feridas enxertadas
b. estimulou angiogénese na interface enxerto-leito receptor

c. promoveu epitelizacao e queratinizagdo mais precocemente no GL em
comparacao com o GC.
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