Acta Ortopédica Brasileira
Ay T

Ortopasdica ISSN: 1413-7852
Erasilceira actaortopedicabrasileira@uol.com.br
Sociedade Brasileira de Ortopedia e
Traumatologia

Brasil

Siqueira das Neves, Lais Mara; Marcolino, Alexandre Marcio; Prado, Rodrigo Paschoal; Thomazini,
José Antonio
LASER 830NM NA VIABILIDADE DO RETALHO CUTANEO DE RATOS SUBMETIDOS A NICOTINA
Acta Ortopédica Brasileira, vol. 19, nim. 6, 2011, pp. 342-345
Sociedade Brasileira de Ortopedia e Traumatologia
Sao Paulo, Brasil

Disponivel em: http://www.redalyc.org/articulo.0a?id=65721411004

Como citar este artigo (\}J\ /.l

Numero completo . I,
P Sistema de Informacao Cientifica

Rede de Revistas Cientificas da América Latina, Caribe , Espanha e Portugal
Home da revista no Redalyc Projeto académico sem fins lucrativos desenvolvido no ambito da iniciativa Acesso Aberto

Mais artigos


http://www.redalyc.org/revista.oa?id=657
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=65721411004
http://www.redalyc.org/comocitar.oa?id=65721411004
http://www.redalyc.org/fasciculo.oa?id=657&numero=21411
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=65721411004
http://www.redalyc.org/revista.oa?id=657
http://www.redalyc.org

Artigo Original

LASER 830NM NA VIABILIDADE DO RETALHO CUTANEO
DE RATOS SUBMETIDOS A NICOTINA

Lais Mara Siqueira das Neves', Alexandre Marcio Marcolino'3, Rodrigo Paschoal Prado?, José Anténio Thomazini?
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RESUMO

Obijetivo: Investigar os possiveis efeitos da laserterapia com laser
diodo 830nm ao se contrapor a agao da nicotina na viabilidade
do retalho cutaneo em ratos. Métodos: Foram utilizados 16 ratos
Wistar, distribuidos em 2 grupos de 8: Grupo 1- submetido a téc-
nica cirlrgica, para obtencao dos retalhos cutaneos randdémicos
de base cranial, com injecdo subcutanea de nicotina em uma dose
de 2mg/Kg/dia, uma semana antes e uma semana apos o proce-
dimento cirdrgico e simulagdo da radiacéo laser; Grupo 2- similar
ao grupo 1, cujos retalhos cutaneos randémicos de base cranial
foram submetidos a irradiagdo do laser imediatamente apds a
cirurgia e nos 4 dias subsequentes. Apds a eutanésia, as areas de
necrose e de tecido viavel foram examinadas através do método
de pesagem do Gabarito de Papel e pelo método semi-automatico
de andlise de imagens (Mini-Mop®). Resultados: Os resultados
foram analisados estatisticamente através do teste ANOVA. Os
valores de porcentagem de &rea de necrose através do método de
anélise mostraram uma diminuicéo da area de necrose no grupo
2 onde foi aplicado laser. Concluséo: O laser 830nm foi eficaz na
melhora da viabilidade do retalho cutaneo em ratos submetido a
acgao da nicotina. Nivel de evidéncia II: Estudos terapéuticos - In-
vestigacao dos resultados do tratamento.

Descritores: Terapia a laser de baixa intensidade. Retalho cirdr-
gico. Nicotina. Necrose. Procedimentos cirlrgicos reconstrutivos.

ABSTRACT

Objective: To investigate the possible effects of laser diode
830nm counter to the action of nicotine on the viability of the
skin flap in rats. Methods: 24 Wistar-albino rats were used,
divided into 3 groups of 8: Group 1 - subject to the surgical
technique to obtain the random skin flap in cranial base, sub-
cutaneous injection of nicotine of 2mg/Kg/dia a week before
and one week after surgery and simulation of laser. Group 2
- similar to group 1, the random skin flap in the cranial base
were subjected to laser irradiation immediately after surgery
and on thesubsequent 4 days. After euthanasia, areas of ne-
crosis and viable tissue were examined by a manual method
(weighing the Role of Feedback) and by the semi-automated
method of analysis (Mini-Mop®). Results: The results were sta-
tistically analyzed by ANOVA. The values of the percentage
of necrotic area by the method of analysis showed a decrea-
sed area of necrosis in group 2 where the laser was applied.
Conclusion: The 830nm laser was effective in improving the
viability of skin flaps in rats subjected to the action of nicotine.
Level of evidence Il: Therapeutic Studies - Investigating the
results of treatment.

Keywords: Laser therapy, low-level. Surgical flaps. Nicotine. Ne-
crosis. Reconstructive Surgical Procedures.
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INTRODUGAO

As lesbes traumaticas da méo podem ocasionar extensa perda te-
cidual do revestimento cutaneo, expondo os tecidos subjacentes,
necessitando assim de retalhos cutaneos para protecao desses
tecidos." Essas perdas teciduais podem ser corrigidas com pro-
cedimentos realizados na area da cirurgia reconstrutiva, na qual,
os cirurgides utilizam como o mais frequente recurso na realizacao
de suas intervengdes, os retalhos cutaneos.?® Contudo, a necrose
continua a ser a principal complicagéo técnica, podendo levar ao
insucesso no tratamento.*

Na literatura, ha pesquisas utilizando recursos terapéuticos nédo
farmacolégicos que merecem destaque, tais como a acupuntura
e a eletroacupuntura® e correntes elétricas de baixa frequéncia
polarizadas® e n&o polarizadas.® Recentemente tém surgido pes-
quisas utilizando o /aser de baixa intensidade.”

Em vérios estudos experimentais, diversos autores®® pesquisaram
a causa e o efeito deletério da fumaga do cigarro ou da nicotina
isoladamente. Estes estudos, utilizando de diferentes metodologias
quanto ao nimero e espécie de animais, tipo e tempo de exposicao
(fumaga ou nicotina), dosagem da nicotina ou da fumaga, e tipo de
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cirurgia, observaram um efeito deletério sobre os retalhos de pele
exercido tanto pela nicotina isoladamente, quanto pela fumaga do
cigarro, causando um aumento da &rea de necrose no retalho.
Atualmente, diversos estudos que utilizam drogas para minimizar
os efeitos deletérios da nicotina, diminuindo assim o tamanho da
&rea de necrose do retalho.8®

Segundo Prado et al.’, a laserterapia de baixa intensidade tem sido
utilizada para diminuir a &rea de necrose do retalho cutaneo em
ratos, pois causaria um aumento da microcirculagao e da neofor-
magéo vascular, favorecendo os retalhos isquémicos.

Devido a escassez de trabalhos utilizando a laserterapia para mi-
nimizar os efeitos deletérios da nicotina, realizou-se este trabalho
com a terapia a laser de baixa intensidade como tentativa de se
bloquear esses efeitos, proporcionando um aumento da viabilidade
do retalho cuténeo randémico em ratos.

MATERIAIS E METODOS

Animais de Experimentacao

Foram utilizados 16 ratos, Wistar, machos, pesando entre 280 a 310
gramas, fornecidos pelo Biotério Central do Campus da Universidade
de S&o Paulo. Os procedimentos experimentais foram realizados no
laboratdrio de morfologia experimental do Departamento de Cirurgia e
Anatomia da Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto-Universidade
de Sao Paulo (FMRP-USP). Os animais foram mantidos sob condi-
¢oes padrao de biotério claro/escuro de 12hs e controle de tempe-
ratura (22-27°C), alojados em caixas individuais de polipropileno,
recebendo ragdo comercial e, &gua ad libitum.

A nicotina usada no experimento [Nicotina Sulfato L-1 Metil-2 (3-Piridil)
-Pirrolidina Sulfato; grau II; PM 422-6; SIGMA], diluida com solucao
salina para a concentragéo de 1mg/mi° e injetada nos tecidos subcu-
taneos dos ratos dos grupos 1 e 2, diariamente, uma semana antes e
uma semana apds o ato cirdrgico,com uma dose de 2mg/Kg.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacéo
Animal da FMRP-USR, protocolo n° 048/2006.

Os 16 ratos foram pesados e distribuidos aleatériamente em dois
grupos de oito animais. Todos o0s animais foram submetidos ao
procedimento cirdrgico para obtengao do retalho cutaneo de base
cranial, com 10cm de comprimento por 4cm de largura no dorso
dos animais.

Grupo 1 - submetido & injegdo subcutanea de nicotina, uma vez
ao dia, uma semana antes e uma semana apés o procedimento
cirdrgico, simulagao da irradiagéo /aser de diodo.

Grupo 2 - submetido & injegéo de nicotina e irradiagéo do /laser
de diodo 830nm.

A aplicagdo do laser de baixa intensidade ocorreu apds o procedi-
mento cirlrgico e nos 4 dias subsequentes.

Técnica Operatoria

Os animais foram anestesiados, por via intraperitonial, com uma
associacdo equitativa de ketamina (95mg/Kg) e xilazina (12mg/
Kg). Apds a anestesia, foi realizada a depilagéo digital no dorso
do animal.

Logo apos, foi realizado um retalho de base cranial, com 10cm de
comprimento e 4cm de largura no dorso dos animais. O retalho teve
como limites uma linha que une os angulos inferiores das escépulas
e as bordas superiores dos 0ssos da cintura pélvica. '

Os retalhos foram elevados a partir da fascia superficial dos mus-
culos esqueléticos e continham a pele e a tela subcutanea. Uma
barreira plastica (poliéster/polietileno) com as mesmas dimensodes
(10x4) foi interposta entre o retalho e o leito doador (Figura 1), impe-
dindo a revascularizagéo do retalho por meio dos vasos do leito. "2
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A seguir, o retalho foi suturado com pontos simples de fio de néilon
monofilamentar 4-0 na mesma posigéo original (“area doadora”),
separados com a distancia de 1cm entre os pontos.®

Equipamento Emissor da Radiacao Laser

Foi utilizado laser de diodo AsGaAl (arseneto de galio e aluminio),
comprimento de onda de 830nm, poténcia de 30mW, area do feixe
de 0,07cm? e emissdo em modo continuo da marca loramed (In-
dUstria Brasileira de Equipamentos Médicos Ltda®).

Os retalhos cutaneos receberam a irradiagéo do laser diodo em um
ponto a 2,5cm sobre a base cranial do retalho, com auxilio de um mol-
de plastico, para a padronizagdo do local a ser irradiado. (Figura 1)
A irradiacéo foi realizada sempre no mesmo horério, utilizando-se
a técnica de aplicagdo pontual com contato, fluéncia de 36J/cm?,
energia de 2,52J, duragdo de 84 segundos e com o laser posicio-
nado a 90° em relagéo ao retalho cutaneo.

Figura 1. Local de aplicagéo do laser (Técnica pontual com contato).

Método de Determinacao de Percentagem da Area de Ne-
crose dos Retalhos

Método Manual (Gabarito de Papel)

A porcentagem de area de necrose dos retalhos foi verificada, no
sétimo dia pds-cirtirgico, por meio do método do gabarito de papel.'®
Um molde de todo o retalho foi desenhado, delimitando-se a area
necrosada e a area viavel em papel transparente vegetal (Figura 2),
que em seguida foi recortado e seu peso aferido em balanca de
precisdo (erro de +/- 0,0001g). Foi recortada deste molde tam-
bém, apenas a area correspondente a necrose do retalho que
também foi aferida. Os dados assim obtidos foram aplicados a
seguinte formula:

Porcentagem  peso do gabarito de papel da érea de necrose
dadreade — X 100
necrose Peso do gabarito de papel da area total do retalho

Figura 2. Molde de todo o retalho cuténeo com delimitagéo entre a érea
necrosada e a area viavel.
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Método Semi-automatico de Analise de Imagens (Mini-Mop)

A porcentagem de area de necrose dos retalhos também foi ve-
rificada, no 7° dia apds a operacdo, por meio de um método
semi-automatico de analise de imagens da empresa Kontron Bil-
danalysis®. (Figura 3) O molde de todo o retalho foi desenhado em
papel transparente vegetal, onde delimitou a area necrosada da
area viavel do retalho, e em seguida, foi fixado sobre a mesa digi-
talizadora do Mini-Mop, e o perimetro da area total e necrosada
foi contornado com uma caneta digitalizadora. (Figura 4) Com este
procedimento o Mini-Mop automaticamente mensura a area em
mm? e envia os dados para um microcomputador IBM-PC com-
pativel, onde sdo armazenados sob forma de arquivos para serem
utilizados no programa Excel para anélise estatistica descritiva.

Figura 3. Moldes de todo o retalho cutéaneo demarcado, fixados sobre a
mesa digitalizadora do Mini-Mop (A-mesa digitalizadora; B-moldes demar-
cados; C—caneta digitalizadora; D-computador IBM PC compativel).

Figura 4. Perimetro da érea total e necrosada contornado com a caneta
digitalizadora.

Eutanasia dos Animais

Apds a delimitagdo do retalho cutaneo, os animais, ainda aneste-
siados, foram sacrificados com uma dose excessiva de anestésico.

Analise Estatistica

Apos as coletas dos dados foi realizada uma andlise de variancia
(ANOVA) e pos-teste de comparacao multipla - Método de Contraste
Ortogonais para comparar os grupos em cada variavel (Método
Manual, Método Semi-automatico). Com o intuito de verificar a exis-
téncia ou n&o de diferencas, estatisticamente significantes, entre os
dois métodos, foi aplicado o Coeficiente de Correlacdo Intraclasse.
Para todos os testes estatisticos realizados foi considerado um
nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS

Os dados obtidos por anélise estatistica descritiva ao se comparar
os dois métodos utilizados na aferigdo das areas onde se estabe-
leceu necrose estao apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 - Estatistica descritiva das percentagens das dreas necréticas.

GRUPO Método N Média DP
Nicofina Semi-automatico 8 49,54 3,46
Manual 8 51,07 2,27
Nicotina Semi-automatico 8 39,23 14,46
+ Laser Manual 8 42,74 13,21

Para verificar a existéncia ou ndo de diferencas, estatisticamente
significantes, entre os dois métodos pesagem do Gabarito de
Papel e semi-automatico (Mini-Mop), foi aplicado o coeficiente de
correlago intraclasse (ICC)'® considerando-se os dois grupos.
O coeficiente de correlacao intraclasse obtido com um intervalo
de confianca de 95% indicou substancial nivel de concordancia
entre os métodos. (Tabela 2)

Tabela 2 - Categorizagoes para o ICC?.

Coeficiente Forca da concordancia
menor que zero poor (pobre)

0,00 - 0,20 slight (desprezivel)

0,21-0,40 fair (suave)

0,41 -0,60 moderate (moderada)

0,61-0,80 substantial (substancial, grande)

0,81 -1,00 almost perfect (quase perfeita)

Os dados obtidos das &reas de necrose entre os grupos experi-
mentais em ambos os métodos foram submetidos a Anélise de
Variancia (ANOVA) e pos-teste de comparacao multipla (Método
de Contaste Ortogonais) e os resultados desta andlise com nivel
de significancia de 5% estéo apresentados nas Tabelas 3 e 4.

Tabela 3 - Comparacgées entre 0s grupos para a variavel pesagem do Gaba-
rito de Papel. Grupo 1-Nicotina, Grupo 2-Nicotina + laser.

Comparacéo
Grupo 1 X Grupo 2

p-valor
0,03

Tabela 4 - Comparagées entre 0s grupos para a variavel mensuragao do
Gabarito de Papel (Mini-Mop). Grupo 1-Nicotina, Grupo 2-Nicotina + laser.

Comparacéao
Grupo 1 X Grupo 2

p-valor
0,02

Os grupos experimentais um e dois apresentaram diferencas esta-
tisticamente significantes entre si, em ambos os métodos (p<0,05).

DISCUSSAO

As perdas teciduais apds leséo traumatica da méo podem ser
corrigidas com procedimentos realizados na érea da cirurgia re-
construtiva, por exemplo, o estudo de Gokrem et al.?, utilizaram a
técnica cross-finger para correcéo da perda de tecido cutaneo na
polpa digital dos dedos da méo.
Estudos experimentais'® mostram que existe um efeito deletério
da nicotina sobre os retalhos de pele, causando aumento da area
de necrose.
Diversas hipdteses sdo descritas sobre a acéo deletéria da ni-
cotina. De acordo com Prigol et al.'®, ela provoca a diminuigao
da prostaciclina (PIG-2), que é o maior inibidor da aglomeragéo
das plaquetas, as quais tém a dispersdo diminuida, facilitando a
Acta Ortop Bras. 2011;19(6): 342-5



formacao de trombos. Simultaneamente, diminui prostaglandinas e
eleva tromboxano A2, promovendo a maior aderéncia das plaquetas
e inibindo sua disperséao.

Apoiando-se na capacidade da radiagéo laser promover angiogé-
nese e aumento do fluxo sanguineo local, alguns pesquisadores
comegaram a investigar a acao desse agente terapéutico na viabi-
lidade de retalhos cutaneos.'?!”

No presente estudo, a aplicagdo da radiagao /aser ocorreu em
um ponto localizado a 2,5cm da base do retalho, baseando-se no
modelo experimental para laser de baixa intensidade em retalho
cuténeo randdémico isquémico em ratos, proposto por Prado et al.”
Os grupos experimentais deste estudo foram irradiados durante
cinco dias consecutivos, ou seja, imediatamente apds a operagao
e nos 4 dias seguintes. Pinfildi et al.'?, também utilizaram-se desta
metodologia ao irradiarem seus grupos experimentais durante cinco
dias consecutivos.

Neste estudo, a técnica de aplicagéo empregada foi a pontual com
contato, semelhante ao realizado por Pinfildi et al."® e Amir et al."”

Hé& estudos que utilizaram lasers com diferentes comprimentos
de onda e encontraram resultados significativos no aumento da
viabilidade dos retalhos cutaneos.'''® Apenas alguns trabalhos
que avaliaram a agao do laser 830nm na viabilidade dos retalhos
cuténeos randémicos em ratos foram identificados utilizando-se de
diferentes variaveis na analise.'"'

Neste estudo, a fluéncia utilizada foi de 36J/cm?, baseada na pes-
quisa realizada por Prado et al."!, que também utilizaram essa dose,
suficiente para se obter diminuicao da area de necrose dos retalhos.
No presente estudo, com comprimento de onda de 830nm, foi
aplicada energia total de 2,52J nos retalhos dos grupos estudados,
amesma energia aplicada no estudo de Prado et al.!", encontrando
resultados com importante redugéo de &rea de necrose, mesmo em
animais submetidos a agao da nicotina.

Neste estudo a avaliagéo foi realizada no sétimo dia p6s-operatoério
devido aos sinais de necrose do retalho, manifestarem-se entre
trés a quatro dias, chegando ao seu limiar final de necrose entre
sete a 10 dias.'®

A porcentagem da area de necrose dos retalhos cutaneos foi avalia-
da por meio do método de pesagem do gabarito de papel, proposto
inicialmente por Sasaki e Pang.'® Além da fécil aplicabilidade, baixo
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custo e rapidez no modo de avaliagéo, este método apresenta
pequena margem de erro (<5%),'® sendo amplamente utilizado
na literatura. "2

Neste estudo tambem foi utilizado um método semi-automatico
computadorizado para anélise de imagens (Mini-Mop®) para a ava-
liagao da porcentagem da area de necrose dos retalhos cutaneos,
através da mensuragao dos gabaritos de papel. E um método de
facil aplicabilidade, rapidez no modo de avaliagdo e de grande
precisdo de medidas, porém é de custo relativamente alto e ha
apenas um relato até o momento, sobre sua utilizagéo em retalhos
cutaneos isquémicos.?

Apds os dados serem submetidos aos testes estatisticos, de-
monstrou-se que 0s grupos experimentais um (nicotina) e dois
(nicotina+/aser) apresentaram diferencas estatisticamente signifi-
cantes entre si, quanto a porcentagem de necrose, nos métodos
de pesagem do Gabarito de Papel e semi-automatico (Mini-Mop®)
(p<0,05). O que mostra a grande importancia do /aser, promovendo
diminuicao da &rea de necrose.

Com o intuito de verificar a existéncia ou néo de diferengas, estatisti-
camente significantes, entre os valores obtidos por um método ma-
nual (pesagem dos Gabaritos de Papel) e por um semi-automatico
(Mini-Mop®), foi aplicado o coeficiente de correlagéo intraclasse
(ICC)™ considerando-se os dois grupos, sendo obtido o valor de
0,64. O que mostra uma correlagao substancial/grande entre os
dois métodos de analise, segundo as categorizagdes para o ICC."*
Pesquisas com laser de baixa intensidade j& produziram um grande
numero de estudos; entretanto ndo ha ainda completa padronizagéo
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tipo de laserterapia, melhorando sua especificidade e produzindo
protocolos com tratamentos cada vez mais seguros e eficazes.

CONCLUSAO
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