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Resumo

Objetivo — Este estudo avaliou os efeitos da terapia a laser de baixa intensidade sobre os retalhos cutdneos randémicos em ratos. Métodos —
Vinte ratos Wistar foram aleatoriamente distribuidos em dois grupos. O grupo controle (G1) ndo foi irradiado. O grupo experimental (G2) foi ir-
radiado com laser de diodo (670 nm), 0,06 J/ponto, poténcia média de 30 mW, feixe circular com area de 0,028 cm?, fluéncia de 2,14 J/cm?, ir-
radiancia de 1,07 W/cm?, durante 2 s/ponto. Os animais do G2 foram irradiados em 12 pontos equidistantes a 1 cm. Todos os pontos
localizaram-se na regido proximal do retalho. A energia total depositada sobre o retalho foi de 0,72 J. Os animais foram irradiados no pds-ope-
ratério imediato, primeiro e segundo dias pds-operatérios. A area de necrose foi avaliada no 7° dia pés-operatério. Resultados — Os animais do
G1 apresentaram 49,35% de area necrdtica, enquanto os animais do G2 apresentaram 39,14%. Nao houve diferenca estatisticamente significante
entre as dreas necrdticas dos grupos (p = 0,0558). Conclusio — Terapia a laser de baixa intensidade (670 nm), na dose de 0,06 J/ponto ndo in-
fluenciou a viabilidade de retalhos cutaneos randémicos em ratos.

Descritores: Retalhos cirtrgicos; Terapia a laser de baixa intensidade; Lasers semicondutores

Abstrat

Objective —This study assessed the effects of low-level laser therapy (LLLT) on random skin flap rats. Methods — Twenty Wistar rats were ran-
domly divided in two groups. The control group (G1) was not irradiated. The experimental group was irradiated with a diode laser 670 nm
with 0.06 J/point, power output 30 mW, inner beam area 0.028 cm?, fluency 2,14 J/cm?, irradiance 1.07 W/cm?, 2 sec/point. The group was
irradiated in 12 equally distributed points in the cranial skin flap portion. The total energy irradiated on tissue was 0.72 J. They were submitted
to the irradiation during the immediate, first and second postoperative days. The necrosis area was evaluated in the seventh postoperative
day. Results — The G1 shows 49,35% of necrosis area in the skin flap; G2 shows 39,14% of necrosis area in the skin flap. There was a signi-
ficantly difference when G1 was compared with G1s skin flap necrosis area (p = 0.0002). Conclusion — LLLT diode 670 nm with 0.06 |
energy per point didn’t promote change on survival in random skin flap rats.

Descriptors: Surgical flaps; Laser therapy, low-level; Laser, semiconductor

Introducao

O emprego de retalhos cutdneos é muito comum em cirurgias

crocirculagdo local'8;considerando que alguns autores demonstra-

ram que TLBI é uma técnica que melhora a capilaridade”'® e a

plésticas estéticas e reparadoras’. Sua utilizagdo é indicada para
a cobertura de areas cruentas e com vascularizagdo deficiente,
reconstrucao de determinadas regides da face, como labios, pal-
pebras e nariz, para a cobertura de proeminéncias 6sseas, Glceras
de pressao, para a protecdo de troncos nervosos e grandes vasos
sanguineos.

O retalho cutaneo esta sujeito a sofrer complicagdes que geral-
mente decorrem de mau planejamento pré-operatdrio e falta de
cuidados no trans e pés-operatdrio. Infeccdo, hemostasia inade-
quada, tor¢ao do pediculo, utilizagdo de um retalho menor que a
drea receptora e insuficiéncia arterial ou venosa sdo fatores que
podem levar a necrose parcial ou total do retalho cutaneo. A vita-
lidade dos tecidos se mantém somente quando o fluxo sanguineo
passa através da rede capilar. A extensdo da pele vidvel é direta-
mente proporcional, provavelmente, ao diametro e nimero de ar-
térias musculocutaneas existentes no pediculo®.

A terapia a laser de baixa intensidade (TLBI) tem sido pesquisada
por ser uma alternativa ndo-invasiva e estéril para a melhora da mi-
crocirculagdo e, consequentemente, aumento da viabilidade do re-
talho cutaneo®"®. Ela é denominada uma modalidade de tratamento
atérmico, pois sdo utilizadas poténcias e dosagens relativamente
baixas para promover qualquer alteracdo térmica tecidual.

Diversos estudos tém demonstrado a eficacia da TLBI na acele-
racao do processo de cicatrizagao, na promogao de analgesia e no
aumento da microcirculagio®'¢19,

Tendo visto que os retalhos cutaneos podem evoluir para necrose
devido a fatores intrinsecos e extrinsecos que comprometem a mi-
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perfusdo local® e que a dosimetria utilizada até entio é muito va-
riada, julgou-se necessario um estudo da eficicia desta forma de
irradiagdo na viabilidade de retalhos cutaneos, com a liberacao de
energia inferior a comprovadamente eficaz para protocolos de ir-
radiagdo em pontos semelhantes.

Portanto o objetivo deste estudo foi investigar o efeito da TLBI
(670 nm) na viabilidade de retalho cutaneo randémico em ratos,
quando irradiado com energia de 0,06 J em cada ponto.

Métodos
Delineamento do estudo

Este trabalho foi submetido ao Comité de Etica e Pesquisa (CEP)
da Universidade Paulista (UNIP) e aprovado sob o ndmero de pro-
tocolo CEP 011/09.

Ap0s a aprovagdo, desenvolveu-se estudo experimental, inter-
vencional, randomizado e cego. Os procedimentos cirdrgicos fo-
ram realizados no Laboratério Multidisciplinar de Pesquisa Expe-
rimental do Instituto de Ciéncias da Satde da Universidade Paulista
(UNIP), Campus Indianépolis — Sdo Paulo, atendendo as Normas
Eticas para Experimentagdo Animal do Conselho para Organiza-
¢oes Internacionais de Ciéncias Médicas (CIOMS), as normas da
Sociedade Brasileira de Ciéncia de Animais de Laboratério (SBCAL-
COBEA) e a legislacao nacional atual sobre Procedimentos para o
Uso Cientifico de Animais (Lei Federal 11.794, de 9 de outubro
de 2008).



Amostra

Foram utilizados neste estudo vinte ratos machos adultos da li-
nhagem Wistar EPM-1 (Rattus norvegicus: var. Albinus, Rodentia,
Mammalia), pesando entre 279,4 g e 361,2 g (média 326,3 g).

Equipamentos

Foi utilizado o emissor de laser de baixa poténcia Physiolux
Dual (BIOSET Industria de Tecnologia Eletronica Ltda® Rio Claro,
Sdo Paulo, Brasil), que apresenta a emissao de laser de diodo ver-
melho N = 670 nm, poténcia de saida de 30 mW, feixe circular
com a area de 0,028 cm?, papel vegetal, filme pléstico F1, caneta
porosa, material cirdrgico (agulha, fio de ndilon 4-0, pinga e tesoura
cirdrgica) e um molde confeccionado para padronizar a irradiagao
laser de baixa poténcia, anestésico Cloridrato de Tiletamina e Clo-
ridrato de Zolazepan, Burtofanol, éter etilico, balanca de precisao
MARTE AL-500 (Marte Instrumentos de Precisdo Ltda — Sao Paulo).

A poténcia desse equipamento foi aferida antes e apds todas as
irradiagoes com o auxilio do potenciémetro LaserCheck® (Coherent
USA).

Grupos de estudo

Os 20 ratos foram mantidos em gaiolas individuais, recebendo
racao e agua ad libitum, em um ambiente controlado cujo ciclo
claro-escuro é de 12 horas e a temperatura de 21°C.

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em 2 grupos da
seguinte maneira:

Grupo 1 - controle (G1) — controle com retalho cutaneo rando6-
mico e simulacdo da emissdo da irradiacdo laser (n = 10);

Grupo 2 (G2) — grupo com retalho cutaneo randémico submetido
a irradiacdo laser N = 670 nm, a 2,14 J/cm? de exposicdo radiante,
com irradiancia de 1,07 W/cm?, durante 2 segundos, fornecendo
0,06 ] de energia por ponto (n = 10).

Técnica operatoria

Os animais foram anestesiados com injecao intraperitonial de Clo-
ridrato de Tiletamina e Cloridrato de Zolazepan (25 mg/kg) e para con-
trole analgésico, foi utilizado Butorfanol (1,0 mg/kg). Subsequentemente,
os animais foram posicionados em uma superficie plana com extensdo
dos membros e submetidos a epilacdo de seu dorso e demarcacdo da
area do retalho cutaneo randémico de base cranial, respeitando-se
como limites anatdmicos os angulos inferiores das escapulas e os 0ssos
superiores da cintura pélvica dos animais (Figura 1).

Entdo, foi realizado o retalho cutaneo randémico de base cranial,
com 10 cm de comprimento e 4 cm de largura, elevados do dorso
dos animais de ambos os grupos, seguindo modelo experimental
de McFarlane et al."® (1965) (Figura 2).

O retalho constituido pela fascia superficial, paniculo carnoso,
tecido subcutaneo e pele, depois de elevado, foi reposicionado em
sua localizagdo original, apds a interposicdo de uma barreira plastica
(filme F1) entre a fascia superficial e a camada muscular superficial,
com as mesmas dimensdes do retalho, para evitar revascularizagao
do leito. Foi realizada a sutura com pontos simples com fio de
nailon monofilamentar 4-0 de um em um centimetro?%-22 (Figura 3).

Foi confeccionado um molde de cartolina preta, com as mesmas
dimensdes da drea do retalho, que apresentava fenestragoes (pontos
de emissao de laser) para que se pudesse encaixar a ponteira da
probe e emitir os feixes de laser para a pele do animal (na por¢ao
cranial do retalho) sem nenhuma interferéncia no transporte do
feixe, de forma que, quando a regido cranial deste molde estava em
contato com o angulo inferior da escapula do mesmo, suas laterais
estavam posicionadas exatamente sobre as margens laterais do re-
talho. Desta forma a irradiacao laser se deu sempre nas mesmas re-
gides dos retalhos dos animais estudados. Estes pontos de irradiagao
foram dispostos a 1T cm da margem do retalho e a 1 c¢cm entre si
(considerando-se o centro das fenestrages). Desta maneira, foram
confeccionados 12 pontos na metade cranial do molde do retalho,
sendo estes os pontos que receberam a irradiagao laser (Figura 4).

Ap6s este procedimento, os animais do G1 foram anestesiados

Figura 1. Dorso do animal apés a epilacao e demarcacao da area de
elevacdo do retalho cutineo

Figura 2. Elevacao do retalho e posicionamento da barreira plastica
F1
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Figura 3. Animal ap6s a sutura do retalho com fio de ndilon monofila-
mentar 4-0

Figura 4. Posicionamento do animal, da probe e do molde para a apli-
cacao da irradiacao laser
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por 20 minutos para que fosse posicionada a probe do equipamento
de emissao de irradiacao laser, por 2 s em cada ponto, mas sem
ocorrer a verdadeira emissdo. Os animais do G2 também foram
submetidos a anestesia por 20 minutos, depois receberam a irra-
diagdo laser com A = 670 nm, 2,14 J/cm? de densidade de energia,
0,06 ] de energia por ponto (nos 12 pontos distribuidos na porgao
cranial do retalho cutineo, por 2 s em cada ponto, o que promoveu
a oferta de 0,72 ] de energia para o animal, em cada dia de irradia-
¢do. Sempre a técnica de irradiacdo (real ou sham) contava com o
posicionamento da caneta de forma a garantir que os feixes de luz
incidissem a 90° com a pele.

Todos os animais submetidos a irradiacdo laser foram tratados
no pos-operatério imediato, no primeiro dia pés-operatério e no
segundo dia pds-operatério. Em todas as irradiagdes, a técnica de
contato foi utilizada.

Os animais foram submetidos a eutandsia no sétimo dia pds-
operatdrio, por saturacao anestésica.

Método de determinagdo da porcentagem da area de necrose

A porcentagem da area de necrose dos retalhos foi verificada no
sétimo dia ap6s a técnica operatéria por meio de gabarito de papel
proposta por Sasaki e Pang?® (1980), sendo que foi considerado
como limite de tecido vidvel aquele caracterizado por pele macia,
résea, quente e com pelos enquanto o tecido necrético por pele ri-
gida, escurecida, fria e sem pelos. Essas areas foram demarcadas
nos animais e também no papel que foi pesado em balanca de
precisdo (erros de + 0,001 g), oferecendo a possibilidade de se ve-
rificar qual a porcentagem de tecido necrético obtida em ambos
o0s grupos, utilizando a seguinte férmula:

Peso do gabarito de papel
da necrose do retalho
Peso do gabarito de papel
da area total do retalho

Porcentagem da drea

de necrose do retalho x 100

Os papéis transparentes (papel vegetal) utilizados para a demar-
cacgdo foram todos produzidos pela mesma empresa e todos os de-
marcados foram pesados pela mesma balanga de precisao.

Avaliagao estatistica dos resultados

Inicialmente os dados foram submetidos ao Teste de Kolmogo-
rov-Sminory, para determinar-se o comportamento dos dados.

Para se avaliar as possiveis diferencas quanto a porcentagem de
necrose e a homogeneidade dos grupos, utilizou-se Teste t ndo pa-
reado.

O nivel de rejeicao para a hipétese nula foi fixado em um valor
menor ou igual a 0,05 (5%).

Todos os testes foram realizados através do Software GraphPad
InStat 3.

Resultados

A distribuicdo da porcentagem da area necrética dos retalhos
cutaneos randémicos em ratos pode ser visualizada na Tabela 1.

Tabela 1. Porcentagem da area de necrose em ambos os grupos

Animal G1 G2
1 45,01 32,82
2 50,8 21,17
3 46,93 32,29
4 58,54 62,95
5 55,8 37,5
6 55,29 58,26
7 39,43 54,32
8 45,6 27,95
9 45,07 24,22
10 51,06 39,92
Média 49,35 39,14
Mediana 48,86 35,16
Desvio-padrdo 5,98 14,62
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Os dados apresentaram p> 0,10 ao serem submetidos ao Teste de
Kolmogorov e Smirnov, demonstrando comportamento gaussiano.

Entdo, os mesmos foram submetidos ao Teste t ndo-pareado e
nao apresentaram diferenca estatisticamente significativa para os
valores percentuais da area de necrose entre os animais dos Grupos
1 e 2 (p=0,058), cujas médias de percentual de area necrética foi
de 49,35% e 39,14%, respectivamente.

No Gréfico 1 pode-se observar o comportamento da média das
areas necrdticas nos Grupos 1 e 2.
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Grafico 1. Porcentagem média das areas necréticas para os animais
dos Grupos 1 e 2

Discussao

O presente estudo investigou os efeitos da terapia a laser de baixa in-
tensidade na viabilidade de retalhos cutaneos, quando oferecidos 0,06
J de energia em cada ponto irradiado e os resultados revelaram que a
TLBI ndo influenciou a viabilidade da area necrética em retalhos.

Estudos recentes tém demonstrado que a TLBI promove
aumento da viabilidade dos retalhos cutaneos randémicos em
ratos3-467,10-13,15,14.

Muitas tém sido as explicagdes dadas para os resultados encontra-
dos. Alguns autores®' sugeriram que a diminuicao da drea necrética
dos retalhos cutaneos ocorre em decorréncia da melhora do fluxo
sanguineo e da promogao da neoangiogénese. Estes efeitos tém sido
atribuidos a TLBI por alguns autores”®'31%_ Amir et al.” (2000) encon-
traram importante proliferagao capilar nos animais submetidos a TLBI.

Prado et al.?® (2010) encontraram em seu estudo a diminuicdo
da concentracdo do malondialdeido em retalhos cutaneos, o que
pode ser uma explicagdo para a melhora do fluxo sanguineo local.

Ha estudos que sugerem possiveis envolvimentos de alteragdes
do sistema nervoso autdbnomo relacionado a TLBI na melhora da
perfusdo sanguinea em regides irradiadas®.

Alguns autores sugerem que a TLBI modula o recrutamento e a
acao dos fibroblastos, aumenta a concentragdo de colageno em
processos cicatriciais?®*?’, controla a acdo de alguns agentes infla-
matérios?®, diminui o ndmero de células inflamatérias®® e diminui
os efeitos de agentes oxidativos®’. Todos estes fatores poderiam estar
associados ao aumento da viabilidade dos retalhos cutineos, uma
vez que podem ser responsabilizados pela falha dos mesmos'.

No entanto, alguns estudos demonstraram que a TLBI nao foi
eficaz para a melhora da viabilidade de retalhos cutaneos rando-
micos em ratos>'*, como mostram os resultados deste estudo.

Quando sdo comparadas as doses utilizadas por aqueles autores
que apresentaram efeitos de aumento da viabilidade dos retalhos cu-
taneos com as doses utilizadas por Smith et al.> (1992), nota-se que
ha grande variagdo nos comprimentos de onda utilizados, poténcias
médias, forma de emissao do laser (continua ou pulsada), tempo e
técnica de aplicacdo, areas de feixe luminoso, fluéncia, exposicado ra-
diante e irradidncia. No entanto, parece possivel estabelecer uma cor-
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relacdo qualitativa com a energia depositada em cada ponto irradiado.
Estudos que apresentaram energia aplicada em cada ponto superior a
0,18 J apresentaram resultados positivos acerca do aumento da viabi-
lidade dos retalhos cutaneos. No entanto, este estudo valeu-se de pa-
rametros ja estabelecidos por outros pesquisadores no que concerne
o comprimento de onda, a poténcia média, a forma de emissao da
onda, a técnica de aplicagdo, mas irradiou com dose de 0,06 J por
ponto, em 12 pontos equidistantes T cm entre si, perfazendo-se uma
energia depositada sobre o animal de 0,72 J. Talvez, esta magnitude
energética ndo tenha atingido indices de energia favoraveis ao tecido
biolégico, de acordo com o apresentado pela Lei de Arndt-Schulz.

Considerando-se os resultados apresentados por Cury et al.'
(2009), é possivel sugerir que a auséncia de influéncia da irradiagao
laser sobre a viabilidade dos retalhos cutdneos no protocolo utili-
zado por eles ocorreu devido a correlagao da distancia entre os
pontos irradiados e a magnitude energética depositada em cada
ponto. Além disso, nota-se que os autores em questdo se valeram
de um ndmero de pontos de sutura muito superior ao utilizado na
técnica operatdria realizada em outros estudos, o que poderia ter
gerado mais tensao sobre o retalho e possiveis complica¢oes a mi-
crocirculacdo local. Talvez este motivo esclareca a diferenca de
aproximadamente 20% entre os valores proporcionais referentes a
média da porcentagem de necrose encontrados nos grupos controle
desta e das demais investigagdes'> 1>,

A energia aplicada por ponto necessaria para aumentar a viabi-
lidade dos retalhos cutaneos em ratos parece estar entre 0,18 J'* e
2,16 J'2. Diversos autores**¢142425 que ytilizaram valores dentro
desta “janela terapéutica” obtiveram resultados significativos para
o0 aumento da viabilidade tecidual. Doses abaixo de 0,18 J, con-
forme utilizado por Smith et al.’ (1992) e em nosso protocolo de
pesquisa, ndo apresentaram alteragdes significativas teciduais.

Nos tltimos anos, hd grande esforco da Associacdo Mundial de
Laserterapia (WALT) em padronizarem-se os estudos sobre laser, no
sentido de que todos os parametros da irradiagao sejam apresentados
pelos autores, a fim de se facilitar a comparagao dos dados.

Sendo assim, mais estudos relacionados a este tema devem ser
realizados para se entender os possiveis mecanismos que explicam
os efeitos observados por diferentes doses da irradiacdo laser sobre
os retalhos cutaneos, além de uma padronizagao por parte dos pes-
quisadores no sentido de se informar todos os pardmetros da irra-
diacao e do equipamento utilizado, ja que grande parte dos estudos
encontrados na literatura ndo apresenta todos os dados sobre o tipo
de laser, comprimento de onda, exposicdo radiante, irradiancia,
frequéncia de emissdo, drea e formato do feixe, dificultando a com-
paracdo dos resultados obtidos.

Conclusao

Concluiu-se neste estudo que a laserterapia de baixa intensidade
(X = 670 nm) ndo influenciou a viabilidade do retalho cutaneo ran-
doémico em ratos, quando se irradiou com energia de 0,06 J (2,14
J/em?) em 12 pontos distribuidos de forma equidistante na metade
cranial do retalho.
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