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RESUMO

Introducéo: O retalho cutdneo € um procedimento cirdrgico fregliente na
cirurgia pléstica, essencialmente nas perdas de substancias, sendo
fundamental na reconstrucdo funcional e estética de deformidades
traumaticas, congénitas ou de origem neoplasica. A insuficiéncia arterial do
retalho é a principal complicacdo que, se duradoura, pode levar a necrose.
O laser de baixaintensidade tem merecido destaque por promover aumento
da microcirculacdo, aceleracdo do processo cicatricial de feridas e
neoformacdo vascular. Objetivo: Investigar a Poténcia do laser de baixa
intensidade na viabilidade do retalho cutdneo randémico, em ratos.
Métodos: Trinta e seis animais foram distribuidos al eatoriamente em grupo
controle; grupo tratado com poténcia de 30mW e grupo tratado com
poténcia de 60mW. Em ambos os grupos tratados foi utilizado afluéncia de
3Jem?. O retalho cuténeo foi realizado nos animais com uma barreira
plastica interposta entre o retalho e o leito doador. A irradiacéo laser foi
aplicada imediatamente apds a operacéo e nos dias 1, 2, 3 e 4 apos a
operacdo. As porcentagens das &eas de necroses dos retalhos foram
calculadas no 7° dia pés-operatorio. Adicionalmente, 4 fragmentos de cada
retalho foram coletados para calcular a densidade vascular segundo método
bidimensional. Resultados. Os animais tratados mostraram a &rea de
necrose estatisticamente menor do que o grupo controle (53%). A necrose
nos grupos tratados foi 24% (grupo 30mwW) e 25% (grupo 60mwW). Quanto
a densdade vascular, os animais tratados demonstraram aumento
estati sticamente significante em relacéo ao grupo controle (37%), O grupo
30mW apresentou 57% de densidade vascular e 0 grupo 60mW apresentou
59%. Conclusdo: O laser de baixa intensidade foi eficaz no aumento da
viabilidade do retalho cuténeo randdémico, ndo havendo diferencas entre as
poténcias utilizadas.

Palavras chaves. Terapiaa Laser de Baixa Intensidade, Necrose, Retalhos
cirargicos, Microcirculacéo, Rato.
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Introducéo

1. INTRODUCAO

O retalho cutédneo é um procedimento cirudrgico fregiente na cirurgia
plastica, essenciamente nas perdas de substancias, sendo fundamental na
reconstrucao funcional e estética de deformidades traumaticas, congénitas
ou de origem neoplasica (FERREIRA et al., 1986; FERREIRA,
ANDREWS, FILHO, 1987; IM, LEE, HOOPES, 1990; FERREIRA,
ANDREWS, FILHO, 1995). A principa e mais temida complicacdo,
responsavel por falha nesse tipo de retalho, € a isqguemia (FERREIRA,
ANDREWS, FILHO, 1995, DUARTE, GOMES, FERREIRA, 1998;
DAVIS et al., 1999; GUERARDINI et al.,1999). Esta, se persistente, pode
evoluir para necrose tecidual, ocasionando novas intervencdes cirdrgicas,
resultando em um aumento no periodo de internacéo e retardo na volta do
paciente as suas dtvidades da vida diaia (DUARTE, GOMES,
FERREIRA, 1998; DAVISet al., 1999).

As complicagbes de um retalho cutdneo podem ser atribuidas a
causas extrinsecas e intrinsecas. As primeiras incluem condic¢des sistémicas
(infeccdo, estase venosa, desnutricdo e hipotensdo), locais (compressao,
tensdo e trombose na anastomose do pediculo) e plangjamento inadequado.
Essas causas extrinsecas podem ser minimizadas por meio de cuidados pré
e pos-operatorios adequados. O fator intrinseco conhecido € a diminuicdo
do fluxo sanguineo ao longo do retalho, devido a insuficiéncia arteria (por
seccdo de vasos sangiineos cutaneos) (KERRIGAN, 1983; FERREIRA,
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ANDREWS, FILHO, 1995; SALMI, HONG, FUTRELL, 1999; ESTEVES
et al., 2005).

Na tentativa de realizar retalhos cutaneos com melhores perspectivas
em relacdo a perfusdo vascular, diversos cirurgides passaram a pesguisar
mecanismos e alguns possiveis coadjuvantes, que podem auxiliar na
viabilidade dos retalhos, tentando, assim, melhorar o aporte sanguineo dos
mesmos (KERRIGAN, 1983; FERREIRA et al., 1986; FERREIRA,
ANDREWS, FILHO, 1987; FERREIRA et al., 1988; FERREIRA,
ANDREWS, FILHO, 1995; DUARTE, GOMES, FERREIRA, 1998;
GUERARDINI et al., 1999; SALMI, HONG, FUTRELL, 1999).

Desde entdo, vérias técnicas tém sido utilizadas para aumentar a
viabilidade dos retalhos cutaneos. Destacam-se os trabahos relacionados
com a utilizacdo de recursos ndo farmacoldgicos, como acupuntura
(JANSEN et al., 1989) e eletroacupuntura (NIINA et al., 1997), laser de
baixa intensidade (KAMI et al., 1985; SMITH et al., 1992; KUBOTA &
OSHIRO, 1996; AMIR et al., 2000; PINFILDI et al.,2005; PRADO et
al.,2005) e correntes elétricas de baixa fregiiéncia polarizadas (IM, LEE,
HOOPES, 1990) e nédo polarizadas (KJARTANSSON & LUNDEBERG,
1990; LIEBANO, FERREIRA, NETO, 2002; SANTOS €t al., 2004).

Atuamente, a utilizagdo do laser de baixa intensidade tem merecido
destaque pela facilidade de aplicacdo e pelos resultados satisfatorios e
animadores. Dessa forma, passou a ser estudado como possivel recurso
adjuvante em retalhos isquémicos (KAMI et al., 1985; SMITH et al., 1992;
KUBOTA & OSHIRO, 1996; AMIR et al., 2000; PINFILDI et al.,2005;
PRADO et al.,2005), e no retalho muscul of asciocutaneo transverso do reto
do abdome (TRAM) (PINFILDI et al.,2008)
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Acredita-se que a utilizacdo do laser de baixa intensidade promova
aumento da microcirculagéo, inducdo da angiogénese e aceleracdo do
processo cicatricial de feridas (MESTER, MESTER, MESTER, 1985;
KAMI et al., 1985; OHSHIRO, FUJNO, 1993; BISHT et al. 1999;
SCHINDL et al.,, 1999; AMIR et al., 2000; LOW, REED, 2001,
KITCHEN, 2003), favorecendo dessa forma os retalhos isquémicos. Com o
proposito de melhorar a viabilidade dos retalhos cutéaneos, varios estudos
foram realizados com a terapia laser de baixa intensidade (ASSIS et al.,
2005; KAMI et al.,1985; SMITH et al., 1992; OSHIRO & FUJINO, 1993;
KUBOTA & OSHIRO, 1996; AMIR et al., 2000; KUBOTA, 2002
PINFILDI et al., 2005; PRADO et al., 2005; PRADO et al., 2008).
Entretanto, existem discrepancias nestes estudos em relagéo a padronizagéo
dos parametros dessa terapia. A eficicia da terapia a laser de baixa
intensidade é dependente de variaveis, como: comprimento de onda,
poténcia, fluéncia, area da seccdo transversal do feixe, energia total
emitida, técnica de aplicacéo e freqiiéncia de tratamento (BASFORD, 1995;
SCHINDL et al., 2000; ALMEIDA-LOPES €t al.,2001; REDDY, 2003,
BOSSINI et al., 2009).

Estudos que utilizaram lasers com diferentes fluéncias encontraram
resultados significativos no aumento da viabilidade do retalho (AMIR et
al., 2000; KUBOTA, 2002; PINFILDI et al., 2005; PRADO et al., 2008;
BOSSINI et al., 2009) contudo, divergiram em relagdo aos outros
parametros como a poténcia. Grande parte dos estudos em retalhos
cutaneos utilizaram laser vermelho visivel e infravermelho com poténcia
de 30mW (PRADO et al., 2005; ASSIS et al., 2005; PRADO et al., 2008;
BOSSINI et al.,2009) e obtiveram aumento da viabilidade dos retalhos
cutaneos, assim como KUBOTA & OSHIRO (1996) que utilizaram
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poténcia de 60mW do laser infravermelho, sendo este um pardmetro mais

elevado quando relacionado ao laser vermelho.

Como a Terapia a laser oferece a possibilidade de uso de diferentes
poténcias, séo necessarios trabalhos com o intuito de investigar a poténcia
do laser de baixa intensidade na viabilidade de retalho cuténeo randémico,
em ratos.



OBJETIVO



-

Objetivo

2. OBJETIVO

Investigar a poténcia do laser de baixa intensidade, na

viabilidade de retalho cutaneo randdmico, em ratos.
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3. LITERATURA

McFARLANE, DEYOUNG, HENRY (1965), desenvolveram
modelo experimental para estudo e prevencdo da necrose no retalho
cutdneo randdmico, no rato. O retalho tinha como limites os angulos
inferiores das escdpulas e 0s 0ssos superiores da cintura pélvica, medindo
10 cm de comprimento e 4 cm de largura, obtendo assim, proporcéo entre
comprimento e largura de 2,5:1. O delineamento do retalho era realizado
por meio de molde plastico, recortado nas medidas padréo. O retaho era
elevado a partir da fascia profunda dos musculos, incluindo fascia
superficial, paniculo carnoso e pele. O retalho entdo foi recolocado no seu
leito e suturado. O animal foi observado por varios dias para determinar a
extensdo da necrose do retalho. Em 94,3% dos animais houve necrose do
retal ho.

KERRIGAN (1983) estudou retalhos cutaneos, no porco, por meio
de microesferas radioativas, com 0 objetivo de investigar 0 mecanismo
fisiopatol6gico da necrose do retalho. Relatou que a perda poderia ocorrer
por fatores extrinsecos sistémicos e locais, mas o Unico fator intrinseco
descrito foi ainsuficiéncia arterial do retalho. A fisiopatologia da falha do
retalho seria explicada pela seccéo de vasos cutaneos e terminais nervosos
simpéticos durante o procedimento operatdrio, com diminuicdo nas taxas
de fluxo sanguiineo em sentido distal, ao longo do retalho. A autora sugeriu

gue modalidades de tratamento que aumentassem o influxo arterial para o
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retalho, ou estabilizassem a membrana celular em tecidos isquémicos

poderiam trazer beneficios.

KAMI et al. (1985), estudaram os efeitos do laser diodo de baixa
poténcia (15 mW, 830 nm), na viabilidade de retalho cutaneo de base
caudal, no rato. Foram utilizados 60 ratos. Grupo Controle; Grupo 2 foi
irradiado no pré-operatério, durante cinco dias; Grupo 3 irradiado no pos-
operatdrio, também por cinco dias. A radiacdo foi aplicada em 18 pontos
horizontais, igualmente distribuida ao longo do retalho. Cada ponto foi
irradiado durante 20 segundos por dia, por cinco dias consecutivos. A
fluéncia utilizada foi de 16 Jcm® As &reas de necrose nos retalhos foram
comparadas e mensuradas sete dias apos 0 ato operatério, sendo 46,8% no
grupo controle; 52,15% no de irradiaco pré-operatéria e 53,11% no de
irradiacéo pos-operatoria. Concluiram que houve aumento significante na
area de viabilidade do retalho nos grupos submetidos a radiacéo laser, em
relacéo ao controle, mas ndo houve diferenca significante entre os grupos
irradiados. Segundo os autores, esse aumento na viabilidade do retalho
ocorreu devido a proliferacdo de vasos sangiiineos ao redor dos pontos

irradiados e ao aumento do fluxo sangtiineo.

KUBOTA & OHSHIRO (1996), observaram os efeitos da radiagéo
laser em retalho cutaneo num Unico ponto localizado no centro da base
caudal do retalho, no rato, por meio da fluxometria por laser Doppler,
avaiando a microcirculacéo no retalho irradiado e a viabilidade do retal ho.
Vinte ratos foram divididos em dois grupos, com dez animais cada, sendo o
primeiro o grupo controle (falsa irradiacdo). O segundo grupo recebeu a
radiacéo pelo laser diodo de arseneto de gédio aluminizado (GaAlAs de 60
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mW e 830 nm), por um minuto, em ponto no centro da base do retalho. A
fluencia (dose) utilizada foi de 36 Jcm® Todos os animais foram
submetidos a avaiacdo do laser Doppler na pré-irradiacdo, imediatamente
pos-irradiacdo e 30 minutos pos-radiacéo. A area de viabilidade do retalho
cutaneo do grupo irradiado (68,11%) foi significantemente maior em

relacéo ao grupo controle (60,8%).

BISHT et al. (1999), utilizaram o laser de Hélio-Nebnio (632,8 nm e
5 mW de poténcia) em 35 ratos, tendo realizado duas incisdes de 2 cm no
dorso de cada animal, uma em cada lado. As incisdes do lado esquerdo
foram irradiadas, diariamente, durante quatorze dias, com dose de 4 Jcm?,
e as incisdes do lado direito, ndo sofreram exposicéo a irradiagdo (grupo
controle). Os ratos foram analisados nos 3°, 5°, 7° e 14° dias, por exame
macroscopico e histoloégico. Também foram submetidos a teste de
resisténcia do tecido. Nos animais do grupo experimental, a cicatrizagao
completa das incisbes ocorreu aos cinco dias, enquanto nos do grupo
controle, aos sete dias, uma diferenca significante. Também houve aumento
significante na resisténcia dos tecidos do grupo experimenta em
comparagdo com o grupo controle. Observaram, também, que o grupo
submetido airradiacéo obteve epitelizacdo precoce do tecido, com aumento
na reacdo dos fibroblastos, infiltracdo leucocitéria e neovascularizacéo,

somente no local irradiado.

AMIR et al. (2000), verificaram os efeitos da radiacdo laser em
retalho cutaneo no rato. Trinta animais foram distribuidos em trés grupos:
grupo 1, controle, continha os animais submetidos ao procedimento

cirargico, mas ndo foram irradiados; grupo 2 foi irradiado na zona de
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transicdo; grupo 3 foi irradiado nessa mesma zona de transi¢cao e na porgao
distal do retalho. Os animais do grupo 2 foram irradiados por cinco dias
consecutivos apds a operacdo, por cinco minutos, totalizando dose de 2,9
Jem?. Os animais do grupo 3 foram irradiados, nas duas regifes descritas,
por dez minutos, com a mesma quantidade de energia (2,9 Jcm?). O
equipamento utilizado foi o laser de He-Ne com poténcia de 6mw,
comprimento de onda de 632,8 nm e feixe com 2cm de didmetro. A andlise
macroscopica revelou efeitos benéficos da irradiagdo nos grupos 2 e 3,
sendo que o grupo 2 apresentou 61,12% de tecido viavel e o grupo 3,
61,8%. Na andlise histolégica observou-se aumento na proliferacdo de
capilares e fibroblastos em relacéo ao grupo controle. O grupo 3 apresentou
nimero de vasos sanguineos significativamente mais elevado que o grupo
2. Segundo os autores, o principa mecanismo responsavel por estes
resultados foi a neovascularizagéo. Ainda, este tipo de tratamento deve ser
considerado nos casos de pacientes com retal hos que tenham maior risco de
necrose, como os localizados na perna, em pacientes diabéticos ou em

casos apos |esdo do suprimento vascular durante a operacao.

KUBOTA (2002) estudou os efeitos do laser diodo (830 nm) no
fluxo sangliineo em retalho de base axial e na viabilidade desse retalho
cutaneo, no rato. Os retalhos foram realizados em 40 animais e o fluxo
sanguineo foi avaliado mediante fluxometria pelo laser Doppler. Os ratos
foram distribuidos em quatro grupos. grupo 1, o controle; o grupo 2 foi
irradiado pelo laser em um Unico ponto sobre a artériailiolombar (principal
vaso de irrigacéo do retalho); o grupo 3 foi irradiado no ponto médio da
linha principal na metade proximal do retalho e o grupo 4 foi irradiado no
ponto méedio da linha distal na metade distal do retalho. A fluéncia utilizada
foi de 185 Jecm? O fluxo sanguineo foi avaliado durante a irradiaco do
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laser e, novamente, nos 5° e 10° minutos apds a irradiagdo, quando o
retalho foi suturado na sua posicao de origem. No grupo controle foi
realizado o mesmo procedimento, porém ndo foi irradiado com o laser de
diodo. A avadiacéo do fluxo sanguineo pelo laser Doppler demonstrou
aumento significante no fluxo, nos 5° e 10° minutos pos-irradiacéo, nos
grupos experimentais, em relacdo ao controle. No 5° dia pos-irradiacéo,
houve diferenca significante na area de viabilidade dos retalhos de todos os
grupos, em relacéo ao controle, mas ndo houve diferenca significante entre
0s grupos irradiados. Segundo o autor, essa melhora no fluxo sanguineo e
na érea de viabilidade seria devida a um possivel mecanismo de modulacéo

do sistema nervoso autdbnomo.

PINFILDI et al. (2005), estudaram os efeitos do laser de Hélio-
Nednio (632,8 nm e 10 mW) na viabilidade de retalho cutaneo randémico,
em 48 ratos, que foram distribuidos em gquatro grupos de 12 animais. O
grupo 1 (controle) recebeu simulacdo de radiacéo laser. O grupo 2 recebeu
radiacéo laser de He-Ne sobre o retalho, imediatamente apds a operacéo e
nos quatro dias subsequentes. O grupo 3 foi submetido a radiacdo laser de
He-Ne ao redor do retalho, imediatamente apds a operacdo e nos quatro
dias subseqgiientes. O grupo 4 foi submetido a radiacéo laser de He-Ne
sobre o retalho e ao redor do mesmo, imediatamente apds a operacdo e nos
quatro dias subseqgiientes. Para a aplicagdo do laser de He-Ne foi
padronizada a densidade de energia de 3 Jcm? . Como resultado, o grupo 1
(controle) apresentou média de &rea de necrose de 48,86%; 0 2, 38,67%; O
3, 3534% e o0 4, 22,61%. Todos 0S gQrupos experimentais tiveram
resultados significantes em relacdo ao grupo controle, mas o grupo 4

obteve o0 melhor resultado em relacdo aos demais (p<0,001). Concluiram
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gue a irradiacdo de laser He-Ne foi eficiente no aumento da viabilidade

desse retal ho randdmico, no rato.

ASSIS et al. (2005), estudaram a eficacia do laser de diodo,
comprimentos de onda diferentes e duas poténcias diferentes, na
viabilidade do retalho cutdneo randdmico em ratos. Utilizou-se o laser de
diodo de 904nm (poténcia de 15mW) e o outro de 670nm (poténcia de
30mW). Foram utilizados 36 ratos, divididos em 3 grupos com 12 animais
em cada, nos quais foi realizado o retalho cuténeo randémico. O grupo 1
(controle) foi submetido a simulagdo da radiagdo. O grupo 2 recebeu
irradiacdo com o laser de 904nm e o grupo 3, com o laser de 670nm. Para
as irradiaces, empregou-se a técnica pontua em contato em um ponto
localizado a 2,5 cm da base cranial do retalho, imediatamente apds a
operacdo e nos 4 dias subsegiientes e a fluéncia utilizada foi de 16j/cm® A
porcentagem da area de necrose de todos os grupos foi calculada no 7° dia
pos-operatdrio. O grupo 1 obteve media de area de necrose de 48%; o
grupo 2: 37% e o grupo 3:27%. Os resultados mostraram que os dois
grupos irradiados obtiveram valores estatisticamente significativos
comparados ao grupo controle. O grupo 3 apresentou o melhor resultado
comparado aos demais grupos desse estudo. Assim, 0s autores concluiram
gue o laser foi eficiente no aumento da viabilidade dos retalhos cutaneos
randémicos em ratos e que o laser com comprimento de onda de 670nm
operando com poténcia de 30mW, foi mais eficiente do que o de 904nm,

com poténcia de 15mW.

PRADO et al. (2005), estudaram os efeitos do laser de diodo (830
nm) na viabilidade de retalho cutaneo randdémico, no rato. O retalho foi
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realizado em 24 ratos, divididos em dois grupos. o grupo 1 (controle) foi
submetido a simulacdo de irradiacéo de laser de diodo (830 nm) e o grupo
2 foi submetido a irradiacd do mesmo laser de diodo. A densidade de
energia utilizada foi de 36 Jcm?. Como resultado, o grupo 1 apresentou
média de necrose de 48,86% e 0 grupo 2, de 23,14%, uma diferenca

significante afavor do grupo 2.

PRADO et al. (2008), observaram os efeitos do laser de diodo
(830nm) na viabilidade do retalho cuténeo randdmico, em ratos e na
determinacdo do local mais eficaz para aplicagcdo da radiacdo laser na
velocidade de cicatrizagdo. Setenta ratos foram divididos em sete grupos,
com 10 ratos cada: Grupo 1 (controle); grupo 2 recebeu irradiagdo em um
ponto 5cm da base cranial do retalho; grupo 3 irradiacédo em dois pontos (5
e 7,5cm da base cranial); grupo 4 foi irradiado em 3 pontos (2,5, 5 e 7,5cm
da base do retalho); grupo 5 irradiacdo em 1 ponto a 2,5cm da base do
retalho; grupo 6 irradiacdo em 2 pontos (2,5 e 5cm da base do retalho);
grupo 7 irradiagdo em 1 ponto a 7,5 cm da base cranial. Os animais foram
expostos & terapia laser com densidade de energia de 36Jcm?
imediatamente apds a cirurgia e umavez ao dia por 4 dias subseqientes. Os
resultados demonstraram que os animais do grupo 5 tiveram o maior
aumento na viabilidade do retalho cuténeo, ndo havendo diferencas
significantes entre outros grupos. O estudo concluiu que o laser de diodo
foi eficaz na viabilidade do retalho cutaneo em ratos, e a aplicagcéo da
irradiacdo do laser em um ponto a 2,5cm da base cranial do retalho foi

mais eficaz.
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BOSSINI et al. (2009), estudaram os efeitos do laser Al-Ga-In-P
(670nm) na viabilidade do retalho cutdneo randdémico, em ratos. Foram
utilizados 100 ratos distribuidos em cinco grupos de 20 animais cada:
grupo 1 (controle), grupo 2 irradiado com 3J¥cm?, grupo 3 irradiado com
6Jcm?, grupo 4 tratado com 12 Jcm?, grupo 5 tratado com 24Jcm?® O
laser foi irradiado imediatamente apds a cirurgia e nos 4 dias subseqlentes.
No sétimo dia pés-operatorio foi avaliada a porcentagem de necrose e foi
coletado amostras de cada retalho para contagem de vasos sanguineos.
Como resultado, todos os animais dos grupos tratados com laser mostraram
resultados significativos em relago ao grupo controle (necrose de 49.92%).
A necrose dos grupos tratados foram, 41,82% (grupo 2), 36,51% (grupo 3),
29,45% (grupo 4) e 20,37% (grupo 5). Na contagem do numero total de
Vasos sanguineos, o grupo 1 mostrou média de 65,2 vasos; o grupo 2: 92,6;
grupo 3: 105,5; grupo 4: 128,7 e grupo 5: 171,0. O estudo conclui que o
laser com comprimento de onda de 670nm foi eficaz no aumento da
viabilidade do retalho cuténeo, em todas as densidades de energias
utilizadas, com uma tendéncia de melhores resultados com densidades de

energias mais altas.
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4. METODOS

4.1- APROVACAO DO PROJETO

O projeto de pesquisa foi submetido e aprovado pelo comité de ética
e pesquisa da Universidade Federal de S&o Paulo (UNIFESP), sob o
protocolo n°® 1255/07 (Apéndice 1).

4.2- TIPO DE PESQUISA

Este € um estudo experimental, aleatorizado, intervencional, unicego
e controlado. Os procedimentos experimentais foram realizados no
laboratério de Microcirurgia da Disciplina de Cirurgia Pléstica da
UNIFESP.

4.3- AMOSTRA

Para redlizacdo deste estudo foram utilizados 36 ratos (Rattus
norvegicus. albinus, Rodentia, Mammalia), machos, adultos, com 8

semanas de idade e peso entre 260 e 300 gramas, da linhagem Wistar EPM
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- 1, oriundos do Centro de Desenvolvimento de Modelos Experimentals
para Medicinae Biologia (CEDEME) da UNIFESP.

Os animais foram acondicionados em gaolas individuais de
polipropileno, durante 15 dias antes do inicio do experimento, recebendo
racdo e agua ad libitum durante todo o periodo do trabalho, tendo ciclos de
claro-escuro de 12 horas cada, com temperatura constante de 22°C,
segundo as normas do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA).

4.4- DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os animais foram aleatorizados pelo programa Bioestat 3.0, sendo
distribuidos em trés grupos, contendo 12 ratos cada, de acordo com 0s

procedi mentos operatérios e terapéuticos de cada grupo, como segue.

Grupo Controle: Os animais desse grupo foram submetidos a
simulacéo da aplicacéo do laser de 660nm (Al-Ga-In-P) que ocorreu 30
segundos apos 0 procedimento operatorio e nos quatro dias subsequientes,
em uma unica aplicagdo ao dia, sempre com o equipamento desligado.
Utilizou-se a técnica pontual com contato com 24 pontos sobre o retalho e
ao redor do mesmo, dispostos alcm da margem do retalho e com distancia

de 2cm entre os pontos.

Grupo 30mW: os animais desse grupo foram submetidos a
irradiagdo laser 660nm (Al-Ga-In-P), com 30mW de poténcia e fluéncia de
3Jcm? com tempo de aplicacgo de 48s (Energia Total 1,44J), utilizando a

técnica pontual com contato sobre e ao redor do retalho, com 24 pontos,
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30s apds o ato operatdrio e nos quatro dias subsequentes, totalizando 5 dias

de tratamento.

Grupo 60mW: os animais de grupo foram submetidos a irradiacéo
laser 660nm (Al-Ga-In-P), com 60mW de poténcia e fluéncia de 3¥cm?
com tempo de aplicacdo de 24s (Energia Tota 1,44J), utilizando a técnica
pontual com contato sobre e ao redor do retalho, com 24 pontos, 30s apds
0 ato operatdrio e nos quatro dias subsequentes, totalizando 5 dias de

tratamento.

Esses pontos de irradiagdo foram dispostos a 1cm da margem do
retalho e a 2cm entre s previamente demarcados de acordo com a figura

abaixo.

™ OG- °
2cm i1cm
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Figural— Locais deirradiagdo do laser sobre e ao redor do retalho.
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4.5- TECNICA OPERATORIA

Os animais foram pesados e anestesiados com injecdo intramuscular
de Cloridrato de Ketamina (100mg/kg) associado a Cloridrato Xilazina
(50mg/kg). Os animais foram retirados da gaiola, contidos pela regido
dorsal para aplicagdo via intramuscular, de anestésicos, no musculo
gastrocnémio direito. Para aplicagdo dos anestésicos, foi utilizada seringa

de 1ml e agulha hipodérmica de 45x13mm.

No plano anestésico os animais foram posicionados em decubito
ventral, sobre mesa operatoria, para realizacéo da epilacdo digital daregido
dorsal do animal em uma area de 6cm latero-lateral por 12cm créanio
caudal, adotando como limite cranial a margem superior das escapulas e

como limite caudal, 1cm abaixo das cristas iliacas do animal.

ApoOs adepilacéo digital, foi demarcado o campo operatério, em
seguidarealizado o retalho cutaneo randémico dorsal, de base cranial, com
10cm de comprimento e 4cm de largura (Figura 2). O retalho teve como
limites os @ngulos inferiores das escipul as e 0s 0ssos superiores da cintura
pélvica. Todos os animais foram operados pel o mesmo pesquisador, que

nao teve conhecimento dos grupos 0s quais pertenciam os animais.

Ainda anestesiados, os animais foram preparados para O
procedimento operatorio, realizando anti-sepsia com composto iodado, de
todaregido dorsal e apele foi incisada e descolada em todo o perimetro do

retalho com auxilio de lamina de bisturi nUmero 15.
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Figura 2- Anima depilado com as Figura 3- Elevagdo do retaho

demarcacbes do retalho contendo pele e paniculo
cutaneo randomico carnoso.
10X4cm.

Os retalhos foram elevados a partir da féascia profunda dos musculos,
englobando féscia superficial, paniculo carnoso e pele (Figura 3). Em
seguida, foi interposta uma barreira plastica impermeavel (filme F1-
poliéster e polietileno), recortada nas medidas padréo (4cm x,10cm) entre o

retalho e seu leito doador (Figura4).

A sutura do retalho na posicdo inicial foi realizada com pontos

simples de néilon monofilamentar 4-0, com intervalos de 1cm (Figura5).
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Figura 4- Interposicéo de uma barreira Figura 5- Sutura de toda extensdo do
pléstica de filme retalho com pontos simples
impermeavel sobre o leito de nédilon monofilamentar
doador. 4-0.

Aplés o procedimento operatério e, diariamente, até o dia da
eutanasia, foi realizado método analgésico com 5 mg/kg de Cloridrato de
Tramadol, por gavagem.

A documentacdo fotogréfica dos animais foi realizada com etiqueta
padronizada com o numero do anima com a utilizacdo da camera digital
Sony Cyber-shot (modelo DSC-s730).

Realizou-se a colocagéo de um colar cervica de material pléastico
para evitar a autofagia do ferimento. O colar foi fixado com 4 pontos de fio

de néilon 0, nas posicdes superior, inferior, lateral direita e lateral esquerda.

Os animais foram recolocados em gaiolas individuais com ragéo e

adgua avontade.
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4.6- EQUIPAMENTO E TECNICAS DE TRATAMENTO

Foi utilizado um aparelho emissor de radiagao laser Thera Laser® da
DMC Egupamentos Ltda., emitindo comprimento de onda de 660nm,
Aluminio Gélio indio Fésforo (Al-Ga-Inp), nas poténcias de 30 e 60mWV,
com &rea de seccdo transversal do feixe de 0,028cm? e com fibra dptica
(Figura 6). Este aparelho foi calibrado em laboratério especiaizado antes e
apos 0 experimento, possuindo um dispositivo interno de auto calibracéo

gue era recrutado a cada aplicacdo, sendo utilizado em todas as aplicacies.

° o
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Figura6- Aparelho emissor de irradiagéo Laser

Na aplicacdo utilizou-se a técnica pontual com contato, mantendo a
caneta do aparelho um angulo de 90° com apele. Foi utilizado molde
pléstico sobre o retalho em todos os grupos, com as demarcacdes dos
pontos para que airradiacao fosse realizada sempre no mesmo local (ou sua

simulagdo). (Figura7)
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Em todos os grupos, a partir do dia do procedimento (DO) até os

quatro dias subsequentes os animais foram anestesiados para aplicagdo do
laser.

Figura 7. Aplicacdo do Laser com molde dos pontos
de aplicacdo

4.7- ANALISES MACROSCOPICAS DA AREA DE NECROSE

A andlise macroscopica foi feita baseada no método sugerido por
SANO K. et al. (2001) para quantificar a porcentagem macroscépica de
necrose em retalho randomico, com a utilizacdo de papel vegeta, grefite
2B e Software Adobe Photoshop CS/2®. Para esta mensuragdo, 0s animais
foram anestesiados, no 7° dia poOs-operatério, com a associacdo de
100mg/Kg de Cloridrato de Ketamina, com 50mg/Kg de Cloridrato de
Xilazina

Ao atingirem plano anestésico, os animais foram posicionados em
decubito ventral, para sobrepor um corte de papel vegetal, com gramatura
de 90g /95 metros quadrados (m?), medindo 6cm de largura por 12cm de
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comprimento. Com a grafite 2B, os pesguisadores desenhavam todo o
comprimento do retalho e em seguida a regido do retaho onde houve
necrose (figura 8). Esta avaliacdo foi realizada por dois pesquisadores que
N&o sabiam as quais grupos 0s animais pertenciam.

Figura 8 — Demarcagcdo do comprimento do
retalho e da area de necrose.

O tecido vidvel foi determinado como sendo pele de cor rosea,
macia, com pélos e temperatura elevada. O tecido necrosado teve como

parametros pele escurecida, rigida, sem pélos e hipotérmica.

Os moldes desenhados em papel vegetal foram digitalizados em
escaner, na resolucéo de 300 dpi. Com o software Adobe Photoshop foi
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mensurada, em pixels, a area total do retaho e em seguida a &rea de
necrose do retalho também em pixels (figura 9).

Para determinar a porcentagem da &rea macroscopica de necrose de

cada animal foi aplicada a seguinte formula:

Node pixels da drea de necrose do retalho

Porcentagem de Necrose = x 100
g N°de pixels da area total do retalho

' Adobe Photoshop
_Arquivo Editar _Imagem Camada Selecionar Filtro Visualizar Janela Ajuda
¥ - [P /8 | fusior 0p«  [ZiSuavisSerrih. | Largura: 24px  Contraste: 10%  Frequéncia: St !
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Figura 9- Mensuragcdo em pixels da &reatotal do retalho assm como da area
da necrose no software Adobe Photoshop.

Os valores de &ea de necrose e de &ea total do retaho foram
inseridos no software Microsoft Office Excel 2007 para organizagdo dos
dados, formatacdo das tabelas e para andlise estatistica foi utilizado
softwar e BioEstat 4.0°.
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4.8- ANALISES MICROSCOPICAS DE DENSIDADE VASCULAR

Ao final do 7° dia, os animais foram sacrificados por sobredose de
anestésico (250mg/kg de Coridrato de Xilazina e 500mg/K g de Cloridrato

de Ketamina).

Apés a eutanasiafoi retirado todo o fragmento de pele referente as
dimensdes do retalho e o materia foi fixado em solucéo de Formol a 4%,

por 24 horas e encaminhado para processamento.

Posteriormente a fixac&o por 24 horas, as amostras de pele foram
clivadas em cortes transversais divididos em fragmentos por toda a area
viavel do retalho. Foram sel ecionados 4 fragmentos para analise
histol 6gica, comecando a selegdo do primeiro corte (base crania) até o
ultimo da area viavel, sendo separado um fragmento a cada 5 cortes (Figura
10). Cada fragmento foi processado em banhos crescentes de alcool,
seguidos pela clarificacdo em banhos de xilal, infiltrados em parafinaa

60°C e posteriormente emblocados em parafina.
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Figura 10- Selecdo dos quatro fragmentos a partir da base
cranial para analise microscopica.

Os blocos de parafina foram encaminhados para microtomia
(microtomo manual), onde foram realizados cortes histologicos de
aproximadaamente 4mm. Em seguida para coloragdo por Hematoxilina e
Eosina, as laminas, contendo os fragmentos de pele, foram
desparafinizadas em xilol, hidratadas em banhos decrescentes de dcool até
a &gua deionizada, corada em Hematoxilina de Mayer, seguida da

coloracéo de Eosina-Floxina.

Depois de coradas, as |laminas foram montadas com basamo e

laminula para serem analisadas.

Para mensuracdo da densidade vascular, foram redlizadas as
fotomicrografias das laminas de cada fragmento selecionado em
microscopio optico marca Olympus BH-2 com camera Sony acoplada, em
uma lente ocular de 10x e objetiva de 40x totalizando um aumento de 400x.

Para a leitura morfométrica bidimensional foram observados 4

campos de cada fragmento selecionado, sendo 4 fragmentos de cada
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animal, totalizando 16 campos por animal. Um gradeado, com 100 pontos
foi sobreposto as fotomicrografias nos quais foram contados os vasos que
coincidiam com os pontos e o0 valor da densidade vascular expresso em
porcentagem (Figura 11). Esta mensuracdo foi realizada por dois
pesquisadores, que ndo tinham conhecimento de quais laminas pertenciam
aos animais de cada grupo.

Ao fina da contagem dos vasos, de cada lamina referente aos
fragmentos selecionados, foi realizada a média aritmética do percentual de
densidade vascular de cada animal e os valores foram inseridos no software
Microsoft Office Excel 2007® para organizagao dos dados, formatacao das

tabelas e envio para andlise estatistica.

Figura 11- Gradeado, com 100 pontos sobreposto afotomlcrografla
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4.9- ANALISE ESTATISTICA

Para andlise dos resultados foi utilizada concordancia entre dois
avaiadores, tanto para variavel &rea de necrose como para variave
densidade vascular e para calcular estas diferencas foi realizado o teste de

Wilcoxon.

Para avaliar a diferenca das porcentagens das varidveis area de
necrose e densidade vascular, entre os grupos da pesquisa, foi utilizada a

andlise de varianciade Kruskal Wallis.

Estabeleceu-se 5% o nivel de rejeicdo da hipotese de nulidade e ao
término do trabal ho.
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5. RESULTADOS

Com interesse em verificar a existéncia ou ndo de diferencas
estatisticamente significantes entre as porcentagens de necrose entre 0s

avaliadores foi aplicado o Teste de Wilcoxon, aos dados em questéo.

O nivel de significanciafoi estabelecido em 0,05. (Tabelal).

Tabela 1- Vaores das porcentagens de &rea de necrose de cada animal do
avaliador 1 e avaliador 2 em relacdo ao grupo

COMPARACAO ENTRE AVALIADORES - AREA DE NECROSE (%)

Grupo Controle Grupo 30 Grupo 60
. Avaliador Avaliador Avaliador Avaliador Avaiador Avaliador
Animal
1 2 1 2 1 2
R1 65 64 43 43 19 23
R2 54 50 14 16 13 16
R3 52 51 23 21 20 19
R4 51 49 28 28 2 2
R5 50 46 40 38 46 46
R6 51 50 16 17 39 36
R7 66 61 23 26 16 16
R8 53 52 5 6 6 6
R9 53 56 32 32 33 32
R10 60 58 29 31 41 39
R11 43 43 7 6 38 36
R12 37 43 25 21 21 20
Média 53 52 24 24 25 24
Mediana 52 51 24 23 21 21
Valor p 0.1823 0.9528 0.6241

p > 0,05 (Teste Wilcoxon)
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Com o intuito de verificar a existéncia ou ndo de diferencas

significante entre as porcentagens de necrose entre os grupos, foi aplicada a

andlise de varianciade Kruskal-Wallis.

O nivel de significanciafoi estabelecido em 0,05.

Tabela 2- Vaores das porcentagens de érea de necrose de cada
animal em relagéo ao grupo

COMPARAGCAO ENTRE GRUPOS - AREA DE NECROSE (%)
Animal Grupo Controle  Grupo 30 Grupo 60

R1 65 43 19
R2 54 14 13
R3 52 23 20
R4 51 28 2
R5 50 40 46
R6 51 16 39
R7 66 23 16
R8 53 5 6
R9 53 32 33
R10 60 29 41
R11 43 7 38
R12 37 25 21
Média 53 24 25
Mediana 52 24 21
Desvio Padréo 8 12 15

GC> G30, G60 (p<0,05)

De acordo com a tabela 2, foram encontradas diferencas
estati sticamente significantes entre as porcentagens de necrose, sendo gque
os valores mais elevados foram obtidos com o Grupo Controle (53%), que
superaram 0s outros valores. Entre os grupos G30 e G60 ndo foram

encontradas diferencas estatisticamente significantes (Fig. 12).
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Figura 12- Médias das porcentagens de necrose tecidual do grupo controle,
grupo 30mW e grupo 60mW. A andise de variancia de Kruskal-Wallis. GC -
G30mW (p<0,05); GC-G60MW (p<0,05); G3I0MW- G60mW (p>0,05)
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Ao comparar a densidade vascular, entre os avaliadores, o teste de

Wilcoxon evidenciou ndo haver diferencas estatisticamente significativas
(Tabela 3). Sendo assim, foi utilizado os dados do avaliador 1.

Tabela 3- Comparagdo das porcentagens da densidade vascular de cada anima para
avaliador 1 e avaliador 2.

COMPARACAO ENTRE AVALIADORES - DENSIDADE VASCULAR (%)

Grupo Controle Grupo 30 Grupo 60
. Avaliador Avaliador Avaiador Avaliador Avaliador Avaliador
Animal
1 2 1 2 1 2
R1 43 42 57 56 56 58
R2 18 16 60 59 71 72
R3 35 34 66 66 42 40
R4 16 16 39 39 62 62
R5 20 20 38 37 42 43
R6 19 18 72 72 60 62
R7 32 30 50 50 69 70
R8 44 46 59 57 59 58
R9 50 50 67 68 86 86
R10 32 32 40 41 61 60
R11 87 86 61 61 46 46
R12 50 49 72 73 52 52
Meédia 37 37 57 57 59 59
Mediana 34 33 60 58 60 59
Valor p 0.1235 0.5541 0.4838

p> 0,05 (Teste Wilcoxon)

A menor porcentagem da densidade vascular foi do grupo controle
(37%), ja o grupo 30mW apresentou uma maior porcentagem de densidade
vascular (57%), superada pelo grupo 60mwW (59%), como mostra a Tabela
4.
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Tabela 4- Comparagdo entre grupos em relacéo a densidade vascular.

COMPARACAO ENTRE GRUPOS - DENSIDADE VASCULAR (%)

Animal Grupo Controle Grupo 30 Grupo 60
R1 43 57 56
R2 18 60 71
R3 35 66 42
R4 16 39 62
R5 20 38 42
R6 19 72 60
R7 32 50 69
R8 44 59 59
R9 50 67 86

R10 32 40 61

R11 87 61 46

R12 50 72 52
Média 37 57 59
Mediana 34 60 60
Desvio Padréo 20 12 13

O teste de Kruskal-Wallis demonstrou diferenca significativa em
relacdo a densidade vascular quando comparado o grupo controle com o
grupo 30mW (p<0,05), e o grupo controle com o grupo 60mwW (p<0,05).
N&o houve diferenca significativa entre os dois grupos experimentais com
poténcia de 30mwW e 60mW (p>0,05). (Figura 13).



38

Resultados

Densidade Vascular

0
L]

¥ | * |

~J
o

2]
o

(%2
(]

B
o

Porcentagem (%)
[9)]
L]

N
o
|

—_
o
|

Grupo Controle Grupo30 mw Grupo 60mw

Figura 13- Médias das porcentagens de Densidade vascular do grupo controle;
Grupo 30mW; Grupo 60mW. “A andlise de variancia de Kruskal-Wallis. GC -
G30mW (p<0,05); GC-G60MW (p<0,05); G30MW- G60mMW (p>0,05)
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6. DISCUSSAO

O principal questionamento para realizagdo do presente estudo foi
devido a maioria dos trabalhos ja realizados com laser na viabilidade de
retalhos cutaneos, ndo levarem em consideragdo como foco principal, a

influéncia da poténcia de saida do laser no processo de reparacdo tecidual.

A terapia laser de baixa intensidade em retahos cuténeos e
muscul ocutaneos vém sendo utilizada para estudar os efeitos da irradiacéo
laser na viabilidade da pele e a perfusdo vascular da mesma. Nos estudos
realizados, os autores encontraram resultados significativos em relacdo a
diminuicdo da érea de necrose por meio do aumento do fluxo sanguineo e
neoangiogénese. (KAMI et al. 1985; SMITH et al., 1992; BISHT et al.,
1999; AMIR et al., 2000; REDDY et al., 2003; PINFILDI et al., 2008).
Nesses e em outros estudos (KUBOTA & OSHIRO, 1996; ASSIS €t al.,
2005; PINFILDI et al., 2005; BOSSINI et al., 2009) a seguéncia de
técnicas de aplicacdo pontual, pontual com contato e varredura, e
parametros do laser como fluéncia, poténcia de saida e energia total séo
divergentes, mesmo tendo resultados significativos. Somente SMITH et al.
(1992) ndo mostraram resultados significantes em relagdo a area de necrose
com a técnica de varredura. 1sso foi devido a baixa energia entregue ao
tecido (0,082)cm?) ao utilizar a técnica empregada (varredura). Os demais
estudos (KAMI et al., 1985; KUBOTA & OSHIRO, 1996; AMIR et al.,
2000; KUBOTA, 2002; PINFILDI et al., 2005; PRADO et al., 2005;
ASSIS et al., 2005; PINFILDI et al., 2008; BOSSINI et al., 2009) tiveram
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resultados significantes tanto com a técnica pontual sem contato como a

pontual com contato.

Com intuito de estudar as fluéncias (doses), diversos foram os
vaores utilizados nos estudos, variando de 0,082¥cm® (SMITH et al.,
1992) a 185Jcm? (KUBOTA, 2002), tendo 3¥cm? a fluéncia que mais se
repete (PINFILDI et al., 2005; BOSSINI et al., 2009), onde todos os
valores utilizados tiveram resultados significantes. Sendo que alguns
estudos como BOSSINI et al. 2009 verificaram diferentes fluéncias no
mesmo estudo. No presente estudo foi utilizada a fluéncia de 3Jcm? por ser
um parametro base que demonstrou resultados significativos em estudos

anteriores.

Na tentativa de comparar os tipos de lasers, os comprimentos de
onda (\) utilizados nos estudos variou de 632,8nm (SMITH et al., 1992;
PINFILDI et al., 2005) 2 904nm (ASSIS et al., 2005). Variando assim entre
laser de luz vermelha visivel e laser infravermelho. A maioria dos estudos
utilizou o laser vermelho visivel, como no presente estudo (SMITH et al.
1992; AMIR et al. 2000; PINFILDI et al. 2005; ASSIS et al. 2005;
BOSSINI et al., 2009).

Em relagdo a poténcia, nos estudos realizados com laser em retalho
cutaneo randémico, estavariou de 0,2mwW (ZHANG et al., 1992) a 100mwW
(KUBQOTA, 2002), onde o parametro mais utilizado foi a poténcia de
30mW. Porém, essas poténcias foram utilizadas individuamente em cada
estudo. Ja o presente estudo teve como objetivo comparar duas poténcias
30mW (mais utilizada) e 60mW (parametro considerado elevado para o
laser vermelho visivel, o qua foi utilizado nesse estudo) partindo do

guestionamento de qual seria a influéncia desse parametro no aumento do
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aporte sanguineo no retalho cuténeo, uma vez que este ainda ndo foi
investigado.

Em relacdo a energia total que foi utilizada em cada sessdo de
tratamento, os estudos trazem uma grande diversidade de valores, o que se
esperava ja que todos outros parametros apresentam a mesma diversidade,
porém em quase todos os trabalhos foram encontrados resultados
significantes da aplicagcdo do laser na viabilidade dos retalhos (SMITH et
al. 1992; AMIR et al. 2000; PINFILDI et al. 2005; ASSIS et al. 2005;
BOSSINI et al., 2009).

As evidéncias cientificas e clinicas ainda ndo sdo suficientes e, &s
vezes, contraditorias, justificando a necessidade e a importancia da

realizacéo de pesquisas envolvendo o laser terapéutico.

Neste estudo foi utilizado o rato como animal de experimentacéo,
devido ao modelo de retalho randémico escolhido, facilidade de obtencéo
do animal, baixo custo e manuseio laboratorial. Assm como o grande
nuimero de trabalhos existentes na literatura que utilizam esse modelo
animal, facilitando a comparagéo entre os resultados obtidos. (KAMI et al.,
1985; KUBOTA; OSHIRO, 1996; KUBOTA, 2002; LIEBANO;
FERREIRA; NETO, 2002; ESTEVES JUNIOR et al.,2005; PINFILDI et
al., 2005; LIEBANO; ABLA; FERREIRA, 2008; BOSSINI et al., 2009).

Diversos estudos nessa mesma érea foram realizados com animais
pela necessidade de retirar amostras teciduais que sdo fundamentais para ao
avanco das pesquisas (SMITH et al., 1992; KUBOTA & OSHIRO, 1996;
AMIR et al., 2000; KUBOTA, 2002; PINFILDI et al., 2005; PRADO et
al., 2005; ASSIS et al., 2005).
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Para analisar a necrose, utilizou-se o retalho cutaneo randdémico
como modelo experimental, proposto por MCFARLANE, DE YOUNG,
HENRY (1965), que é uma das formas de se estudar a viabilidade dos
tecidos e perfusdo vascular. Esse modelo, geralmente apresenta
porcentagem de necrose entre 25% a 50% a partir de sua porgdo distal,

apesar de que em 5,7% dos casos ndo ocorre necrose significativa.

Com o intuito de padronizar as condigdes de isquemia e de necrose,
foi interposto um filme pléstico entre o retalho e o leito doador, para
impedir a revascularizacdo do retalho por meio dos vasos do leito,
conforme descrito em alguns estudos. (KAUFMAN et al., 1985; DUARTE;
GOMES; FERREIRA, 1998; LIEBANO; FERREIRA; SABINO NETO,
2002; ESTEVES JUNIOR et al., 2005; PINFILDI et al., 2005; BOSSINI et
al., 2009).

No presente estudo, a radiagdo laser foi aplicada em 24 pontos,
distribuidos sobre e ao redor do retalho, baseando-se no trabalho de
PINFILDI et al. (2005) gue encontraram a menor area de necrose quando
se aplicou o laser sobre e ao redor do retalho cutaneo randémico com laser
de 632,8nm (He-Ne) e obteve 22,61% de érea de necrose comparado a
48,86% do grupo controle o que demonstrou aumento da viabilidade do

MesSmo em ratos.

PRADO et al. (2005) também estudaram a técnica de aplicacdo com
somente 1 ponto na base cranial do retalho cutaneo, porém com laser com
comprimento de onda de 830nm (AsGaAl) e encontraram resultados
também significantes em relacdo a diminuicdo da necrose tecidual.
PINFILDI et al. (2008) relata que em retalhos cutaneos randémicos, gue
ndo possuem uma artéria especifica seria interessante irradiar ao redor do

mesmo. Porém estudos como o de PRADO et al. (2008) demonstraram que
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pode apresentar resultados significantes irradiando a base crania do retalho
(de onde se originam o0s vasos e ndo sofrem secgdo) com valores de

necroses menores comparado a estudos gue utilizaram 24 pontos (BOSSINI
et al. 2009).

A técnica de aplicacdo empregada neste estudo foi a pontual com
contato, de acordo com estudos realizados por KAMI et al. (1985), AMIR
et al. (2000), PINFILDI et al. (2005), ASSIS et al. (2005) e BOSSINI
(2009). A aplicacéo da fonte do laser em contato com a superficie da pele
durante airradiacéo, segundo alguns autores (GREATHOUSE, CURRIER,
GILMORE, 1985; LAAKSO, RICHARDSON, CRAMOND, 1993,
BAXTER, 1991), aumenta a profundidade de penetracéo devido a reducéo
da reflexdo e dispersdo de energia. Outros trabalhos que utilizaram o
mesmo tipo de técnica, também demonstraram resultados significativos em
relacéo ao aumento da viabilidade em retalhos e em Ulceras, tanto em ratos
guanto em seres humanos (KITCHEN & PARTRIDGE, 1991; KUBOTA
& OSHIRO, 1996; SCHINDL et al.,1999; AMIR et al., 2000; PINFILDI et
al., 2005; PRADO et al., 2005; BOSSINI et al., 2009).

Os grupos experimentais do presente estudo foram irradiados durante
5 dias consecutivos, sendo imediatamente apds a operacéo e nos 4 dias
seguintes, assim como PINFILDI et al. (2005), ASSIS et al. (2005) e
BOSSINI et al. (2009), que obtiveram resultados significantes quanto ao
aumento da viabilidade do retalho cutaneo randémico.

No presente estudo as avaliagbes macroscopicas de necrose e
microscopicas de densidade vascular foram realizadas no 7° dia pés-
operatério devido aos sinais de necrose do retalho serem evidentes entre o
terceiro e quarto dia, sendo seu limiar final de necrose entre 7 a 10 dias
(MCFARLANE, DE YOUNG, HENRY, 1965; KAMI et al., 1985;
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DUARTE et al., 1998). Diferentemente dos trabahos reaizados por
SMITH et al. (1992) e KUBOTA & OSHIRO (1996) onde os retalhos
foram avaliados no 5° dia pds-operatério. Devido essa divergéncia entre
dias de avaliagdo, estudos futuros serdo realizados para verificar se
realmente ha essa diferenca. Diferentemente também de HARDER et al.
(2004) que descreveram em um estudo sobre a evolucdo do tecido
isqguémico que no 7° dia pos-operatorio em ratos ndo se observou mais

sinais de neovascularizagéo quando n&o utiliza nenhum tipo de terapia.

Para quantificagGo macroscopica da eficacia dos métodos
empregados com finalidades terapéuticas, SASAKI & PANG (1980),
descreveram um meétodo para avaliar a necrose tecidual de retalhos
cutaneos randbmicos, utilizando papel vegetal, grafite e balanca de
precisdo. A vantagem desse método esta nafacilidade de utilizacéo e custo,
devido a vasta utilizagdo na literatura, mostrando ser um método eficaz e
confiavel (LIEBANO et al, 2002; PINFILDI et al., 2005; PRADO et al.,
2005). SANO et al. (2001), utilizaram método semelhante para avaliagéo
de retalho TRAM, utilizando o gabarito de papel associado a um programa
computadorizado. O gabarito de papel é escaneado € etronicamente e salvo
em bitmap (bmp) para posterior analise da area de necrose com o software
Adobe Photoshop 6.0. A utilizacdo de um método computadorizado evita
alguns pequenos erros no momento da demarcacéo dos limites do retalho,
porém esses autores discutem que mesmo esses pequenos erros ndo fazem
diferenca no momento da aferi¢céo. O presente estudo escolheu esse método
de avaliacdo pela facilidade e nivel de confiabilidade no programa
utilizado.

No sétimo dia pos-operatorio foi realizada a coleta dos retalhos

cutaneos de todos os animais com o objetivo de quantificar a densidade
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vascular a partir dos vasos sanguineos presentes nas amostras a fim de
fornecer dados adicionais a respeito da viabilidade dos retalhos. Para isto,
foi utilizado o método morfométrico bidimensional para quantificar a
densidade vascular, onde demonstrou eficécia na representacéo do aumento
do nimero de vasos nos retalhos. Esse método foi utilizado por BARTHE
et al (1991) na andise da vascularizacéo de pele de retalhos em coelhos.
VOLKER W et al. (2008), utilizaram a andlise morfométrica nas fibras
colégenas em peles de pacientes com disseccdo espontanea da artéria
cervica e CHERETIS et al. (2008) utilizaram a morfometria para detectar

arecidivade cdulade carcinomabasal.

Para a coleta da amostra, foram escolhidos 4 fragmentos, que foram
selecionados para anadlise histoldgica, comecando a selecdo do primeiro
corte até o ultimo sendo separado um fragmento a cada 5 cortes. Essa
forma de padronizacéo da coleta foi utilizada com o propésito de redlizar a
contagem dos vasos da amostra, conforme a area viavel do retalho nos
diferentes grupos. Diferente de BOSSINI et al. (2009), que realizou
contagem do nUmero total de vasos, retirando uma amostra de 2cm? da
linha de transicBo da regido de necrose e area viavel de cada retalho
cutaneo, sendo diferente do presente estudo que objetivou redizar a
densidade vascular de toda a base cranial do retalho utilizando 4

fragmentos dessa area de cada retal ho.

No presente estudo, os valores de porcentagem de necrose do grupo
controle (GC) variaram entre 43% e 66%, com meédia de 53%. No grupo
30mW, em que os animais foram submetidos a irradiacdo laser com
poténcia de 30mW, as areas de necrose variaram entre 5% e 43%, com
média de 24%. ASSIS et al. (2005) ao utilizarem poténcia de 30mW com

um laser vermelho visivel (A=670nm) e fluéncia de 16J/cm?, obtiveram
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27% de necrose do retalho cutaneo, sendo seu melhor resultado em relacéo
ao grupo controle (48%). Observa-se que o0 parametro que coincide com o

presente estudo € apenas a poténcia (30mw).

PRADO et al.(2005) também utilizaram uma poténcia de 30mW,
porém com um laser infravermelho (A= 830nm) irradiando uma fluéncia de
36Jcm® obtendo uma porcentagem de necrose de 23,14%, sendo este o
resultado mais significativo quando comparado ao seu grupo controle
(48,86%). Estes resultados sdo proximos ao do presente estudo, mesmo
com um laser infravermelho. BOSSINI et al. (2009) ao comparar quatro
diferentes fluéncias, também com poténcia de 30mW, em um dos grupos
irradiou 3¥cm® com um laser visivel (670nm) e obteve resultado
significativo no aumento da viabilidade dos retalhos, assm como o

presente estudo.

Outro fator determinante para a aplicacéo da energia foi a fluéncia
utilizada. PINFILDI et al. (2005) também utilizou uma fluéncia de 3Jcm?,
porém com poténcia de 10mW de um laser vermelho visive (632,8nm) e
teve como resultado 22,61% de necrose nos retalhos que foram irradiados.

Resultado semel hante ao obtido pelo nosso estudo.

No grupo 60mW desse estudo, onde os animais receberam a
irradiacéo laser com poténcia de 60mW, as areas de necrose variaram entre
6% a 46%, com média de 25%. KUBOTA & OSHIRO (1996) ao utilizar
um laser (830nm) com poténcia de 60 mW e fluéncia de 36 Jcm?,
observaram os efeitos da radiagdo laser por meio da fluxometria por laser
Doppler, avaliando a microcirculagcdo no retalho irradiado e a viabilidade
do retaho. A aea de necrose do retaho cutdneo do grupo irradiado
(32,1%) foi significantemente maior em relacdo ao grupo controle (39,2%).

Esses resultados corroboram com o presente estudo quanto ao aumento



48
Discusséo
significante na perfusdo vascular apls a utilizacdo do laser de 60mW,

porém o comprimento de onda e a fluéncia foram diferentes entre os
estudos.

Quanto a densidade vascular do presente estudo, o grupo controle
variou de 16% e 87%, com média 37%. No grupo 30mW a densidade
vascular variou de 38% e 72%, com média de 57%. E no grupo 60mw
variaram entre 42% e 86%, com média de 59%. A avaiacdo da densidade
vascular foi redlizada com o intuito de pesquisar a angiogénese nos
retal hos.

BOSSINI et al. (2009), avaliaram a viabilidade do retalho randomico
cutaneo, porém através da contagem do nimero total de vasos sanguineos,
onde seu grupo controle mostrou média de 65,2 vasos;, o grupo 2: 92,6
(fluéncia de 3Jcm? e poténcia de 30mW). Este estudo realizou a contagem
total de vasos de um fragmento de cada retalho. Ja o presente estudo
avaliou a densidade vascular de 4 fragmentos de cada retalho, ndo sendo
possivel a comparacao entre os valores. Porém ambos os estudos chegaram
a mesma conclusdo de que o laser foi eficaz no aumento do nimero de

Vasos.

O resultado do presente estudo, em comparacdo com 0s demais em
retalhos cutaneos, mostra a diversidade de padronizacdo quanto aos
parametros do laser. Principalmente quanto a poténcia, parametro
escolhido pelo presente estudo para investigagdo e que nao foram

encontrados estudos com 0 mesmo objetivo.

Os resultados mostraram lacunas importantes quanto a necrose
tecidual. Como perspectivas serdo interessantes estudos com 6xido nitrico
(NO) associado as ateragdes celulares com VEGF, cécio intracelular

relacionando apoptose celular e outros fatores de crescimento associados
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aos fibroblastos que fazem parte do complexo ciclo angiogénese e necrose
tecidual.

Mais pesguisas s80 necessarias com o objetivo de esclarecer dividas
relacionadas aos parametros da terapia a laser de baixa intensidade como
fluéncia, comprimento de onda, poténcia e técnica de aplicacdo, que séo

importantes fontes de pesquisas e de divergéncia entre os estudos.



CONCLUSAO



51

Conclusdo

7. CONCLUSAO

O Laser de Baixa Intensidade foi eficaz no aumento da
viabilidade do retalho cutaneo randémico, ndo havendo

diferencas nas poténcias utilizadas.
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ABSTRACT

Background and Objectives: Potency values in low level laser therapy
(LLLT) are not well defined. This present study was designed to assess the
effectsof LLLT with output power of 30 and 60mW, in the viability of a
random skin flap in rats. Methods: Thirty six wistar rats were randomically
divided in three groups: control (CG), was not irradiated; 30 mW potency
(30mW) and 60 mW potency (60mW). In both treated groups a fluency of
3Jcm® was used. Two minutes after elevation of a random pattern,
cranialy based, dorsal flap (4 x 10 cm), laser irradiation was applied and
repeated on the first, second, third and fourth postoperative days.
Percentages of flap necrosis were calculated on the seventh postoperative
day. Also, four fragments of each flap were collected in order to alow
determination of the percentages of vascular density, according to
bidimensiona method the blood vessels morphometric analysis. Statistical
analysis included Wilcoxon’s test and Kruskal Wallis’ variance analysis. A
significance level of 5 % was elected (p < 0.005). Results: Laser treated
animals presented significantly less necrosis than control rats (CG = 53 % x
30G = 24 %; p <0.05) (CG x 60G = 25 %,; p < 0.05). No difference was
found between laser treated animals. Also, laser treated animals presented
significantly more vascular density than control rats (CG = 37 % x 30G =
57 %; p <0.05) (CG x 60G = 59 %; p < 0.05). No difference was found
between laser treated animals. Conclusion: Low level laser with potency of
30 and 60mW, increased the viability of arandom skin flap in rats.
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APENDICE 1 - Aceite do Comité de ética em Pesquisa.
Universidade Federal de S3o Pauio Comité de Etica em Pesquisa
Escola Paulista de Medicina Hospital Sdo Pauio

Séo Paulo, 6 de setembro de 2007
CEP 1255/07

limo(a). Sr(a).

Pesquisador(a) MAIRA SILVA DA COSTA

Co-Investigadores: Carlos Eduardo pinfildi, Heitor Gomes e Lydia Massako Ferreira

Disciplina/Departamento: Cirurgia Plastica/Cirurgia da Universidade Federal de S&o Paulo/Hospital S3o0 Paulo
Patrocinador: Recursos Préprios.

PARECER DO COMITE DE ETICA INSTITUCIONAL

Ref: Projeto de pesquisa intitulado: “Influéncia da densidade de poténcia do laser de baixa intensidade na
viabilidade do retalho cutaneo randémico em ratos”.

CARACTERISTICA PRINCIPAL DO ESTUDO: EXPERIMENTAL - CATEGORIA D - ESTUDO CRONICO.

RISCOS ADICIONAIS PARA O PACIENTE: N& se aplica.

OBJETIVOS: Verificar a influéncia da densidade de poténcia do Laser de baixa intensidade, na viabilidade de retalho
cutaneo, randémico, no rato..

RESUMO: Trata-se de trabalho experimental onde serdo utilizados 45 ratos Wistar com 3 meses de idade
provenientes do CEDEME. Os procedimentos experimentais serfo conduzidos no Biotério da Disciplina de Cirurgia
Plastica da UNIFESP. Sera utilizado aparelho emissor de Laser, emitindo comprimento de onda de 685 nm. Os
animais seréo divididos em : GRUPO CONTROLE : simulagdo da irradiagéo do laser de 685 nm, porém com o
equipamento desligado; GRUPO 30-3 - irradiagdo laser 685nm com 30mW utilizando a técnica pontual como
contato sobre e ao redor do retalho, com 24 pontos, 30 segundos ap6s o ato operatério e nos 4 dias subsequentes;
GRUPO 60-3 : irradiagdo laser 685nm com 60mW utilizando a técnica pontual como contato sobre e ao redor do
retalho, com 24 pontos, 30 segundos apds o ato operatério e nos 4 dias subsequentes. Em todos os grupos a
aplicacéo do laser sera em 24 pontos, distribuidos a 1 cm do retalho e a 2 cm entre si. A anestesia utilizado para o
ato cirtrugico sera cloridrato de tiletamina e zolazepan IP. A eutanasia sera por overdose de anestésico..
FUNDAMENTOS E RACIONAL: Estudo bem fundamentado. O retalho cutaneo & procedimento cirirgico muito
frequente em cirurgia pléstica e sua mais temivel complicagéo & a isquemia. Varios recursos tém sido tentados para
aumentar a viabilidade do retalho e dentre eles, o laser de baixa intensidade é uma alternativa de tratamento..
MATERIAL E METODO: Materiais e métodos adequadamento descritos.

DETALHAMENTO FINANCEIRO: PROJETO SEM FINANCIAMENTO ESPECIFICO.

CRONOGRAMA: 12 meses.

OBJETIVO ACADEMICO: Mestrado.

ENTREGA DE RELATORIOS PARCIAIS AO CEP PREVISTOS PARA: 5/9/2008 e 5/9/2009.

O Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Sao Paulo/Hospital Sao Paulo ANALISOU e APROVOU
o projeto de pesquisa referenciado.

Rua Botucatu, 572 - 1° andar - conj. 14 - CEP 04023-062 - Sao Paulo / Brasil
Tel.: (011) 5571-1062 - 5539.7162
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Universidade Federal de Sio Paulo Comité de Etica em Pesquisa
Escola Paulista de Medicina Hospital S3o Paulo

1. Comunicar toda e qualquer alteragéo do projeto.

2. Comunicar imediatamente ao Comité qualquer evento adverso ocorrido durante o desenvolvimento do estudo.

3. Os dados individuais de todas as etapas da pesquisa devem ser mantidos em local seguro por 5 anos para
possivel auditoria dos 6rgdos competentes.

Atenciosamente,

/)

Prof. Dr/José Osmar Medina Pestana
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de S&o Paulo/ Hospital Sdo Paulo

-

Rua Botucatu, 572 - 1° andar — conj. 14 - CEP 04023-062 - Sao Paulo / Brasil
Tel.: (011) 5571-1062 - 5539.7162
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APENDI CE 2- Protocolo de procedimento operatério, avaliaco e

tratamento.
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APENDI CE 3- Fotomicrografias dos Grupos Controle, 30mW e 60mW,
respectivamente.




