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RESUMO

Este trabalho tem por objetivo avaliar a integracdo do enxerto de derme acelular
Alloderm® (LifeCell Corp., The Woodlands, TX) em sitios de implantacdo e comparar
tal integracdo entre grupos que receberam incidéncia de laser ndo ablativo e grupos
gue nao receberam essa incidéncia, por meio de andlise da quantidade de
fibroblastos no interior do enxerto e de avaliagdo do processo cicatricial e da reposta
inflamatéria do organismo em torno do mesmo. Foram inseridos no tecido
subcutaneo da regido calvaria de 32 ratos (Rattus Norvegicus, Wistar) fragmentos
padrdes de 5mm? de Alloderm®. Aplicou-se laserterapia de 4J/cm? por sessdo
iniciando imediatamente apdés a intervencdo cirirgica e fazendo mais trés
incidéncias com intervalos de 48 horas. As mortes dos animais ocorreram no
primeiro, terceiro, sétimo e décimo quarto dias de pos operatério e as pecas foram
coradas com Hematoxilina-Eosina (H.E.). Na analise das laminas foi observada,
presenca significativamente maior de edema no grupo controle, em todos o0s
periodos de observacdo, em comparagao ao grupo irradiado com laser. Observou-se
também auséncia de infiltrado inflamatério neutrofitico no grupo irradiado com laser
em todos os periodos estudados, estando o mesmo infiltrado presente
significativamente no grupo controle em trés dos quatro periodos estudados.
Observou-se infiltrado linfocitico desde o primeiro periodo de verificagdo no grupo
irradiado, sendo que no grupo controle este tipo de infiltrado comecou a ser
observado no segundo periodo de observacéo. Além disso, observou-se ainda, uma
vascularizagdo bem mais intensa no grupo controle quando comparado ao irradiado.
N&o se verificou diferenca significativa entre os grupos na quantidade de fibroblastos
no interior do enxerto. Os resultados encontrados sugerem que a terapia adicional
com laser ndo ablativo é efetiva no processo cicatricial e na integracdo do enxerto de
derme acelular.
'Descritores: Terapia a Laser; Enxertos; Cicatrizac&o; Ratos

! DECs: Terapia Laser; Enxertos; Cicatrizagdo; Ratos



ABSTRACT

This study aimed to evaluate the integration of an acellular dermal matrix graft
(AlloDerm®; LifeCell Corp., The Woodlands, TX) at the implantation site and to
compare integration rates between groups receiving and not receiving nonablative
laser treatment by the quantification of fibroblasts within the graft and assessment of
the healing process and inflammatory response around the graft. Standard 5-mm?
AlloDerm® sheets were implanted into the subcutaneous tissue in the calvaria of 32
Wistar rats (Rattus Norvegicus). Laser therapy was given at a dose of 4 J/cm? per
session immediately after surgical intervention, followed by 3 additional applications
at 48-h intervals. The animals were killed 1, 3, 7, and 14 days after surgery. The
specimens were stained with hematoxylin-eosin (HE). Analysis of the slides showed
a significantly higher amount of edema in the control group at all observation time
points, compared to the laser-irradiated group. Absence of neutrophilic inflammatory
infiltrate was observed in the laser-irradiated group at all time points, but a significant
amount of this infiltrate was found in the control group at 3 of the 4 observation time
points. Lymphocytic infiltration was evident as early as the first observation time point
in laser-irradiated animals, whereas in controls this type of infiltration was observed
only after the second time point. In addition, the control group showed significantly
greater revascularization than the laser-irradiated group. There was no significant
difference between groups in the quantity of fibroblasts within the graft. These
findings suggest that additional nonablative laser therapy is effective in the healing
and integration of acellular dermal grafts.
'Keywords: Laser therapy; Grafts; Wound healing; Rats

! DECs: Laser Therapy; Grafts; Wound healing; Rats
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Em defeitos de tecidos moles, o uso de retalho local ou retalho livre pode ser
recomendado. Mas, quando a clinica geral do paciente requerer cuidados médicos
ou se estiver presente uma vascularizagéo insuficiente na area, o uso de retalhos

fica dificultado (1).

Os avanc¢os no processamento de técnicas e na recuperacao de tecidos para
transplantes resultaram no desenvolvimento de matrizes dérmicas acelulares de

origens humana e animal (2).

A Alloderm® é uma matriz de derme acelular proveniente de pele humana de
cadaver. Essas pecas sdo preparadas com tratamento enzimatico da pele, a
camada epidérmica € removida e as células sdo retiradas da camada basal

remanescente, assim como da derme, e subsequentemente s&o liofilizadas (1).

A Alloderm® vem sendo utilizada clinicamente, desde 1992, como enxerto
para reposicao de derme em pacientes com queimaduras agudas, provendo tecido

suficiente para reduzir a formacéo de cicatrizes e a contragéo da ferida (3).

Existem inimeros estudos na literatura relatando a utilizacdo do Alloderm®
nos mais diversos sitios, desde cirurgias periodontais até cirurgias de reparo tecidual
sobre regido calvaria exposta (1;4). Porém ndo se encontram na literatura estudos

relacionando o uso de Alloderm® com a aplicacdo do LLLT.

O laser de baixa poténcia tem sido reconhecido por seu potencial

biomodulatorio, antiinflamatorio e analgésico e por sua agdo bioestimulatoria nos
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tecidos. A bioestimulacdo ocorre pelo aumento ao ATP mitocondrial, que, por sua
vez, aumenta o metabolismo celular, a proliferacéo de fibroblastos, a producéo de
fibronectina (proteina adesiva envolvida no processo de crescimento e diferenciacdo
celular) e a expresséo de fibras colagénicas e elasticas antes e durante o processo

de cicatrizacao (5).

O laser € uma forma de radiacdo ndo ionizante, altamente concentrada, que,
em contato com os diferentes tecidos, resulta, de acordo com o tipo empregado, em
efeitos térmicos, fotoquimicos e ndo-lineares, sendo uma forma de energia nao
ionizante. Ao contrario de outras formas de radiacdo usadas com fins terapéuticos,
como, por exemplo, 0s raios X, raios gama e de néutrons, a radiacao laser nao é

invasiva, mostrando-se muito bem tolerada pelos tecidos (6).

Na Odontologia, o laser tem sido utilizado cada vez mais em cirurgias,
tratamento de hipersensibilidade dentinaria, casos de pericoronarite, aftas e herpes
simples; € empregado também em anestesias e na aceleracdo do processo de

cicatrizacao cirurgica (7).

A biomodulagéo é uma das areas de maior controvérsia no uso de laseres em
Odontologia. Enquanto diversos autores consideram-no eficaz na analgesia e
estimulacdo da cicatrizacdo poOs-operatéria (6;8), outros pesquisadores nao

encontraram efeito algum com o uso do laser ndo ablativo (9; 10; 11).

Apesar de algumas opinides contrarias, o laser continua a ser estudado com

base nas pesquisas de Endre Mester (12; 13). Os autores indicam o laser como a
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mais significativa descoberta no campo das ciéncias médicas no século XX,
envolvendo inlUmeras perspectivas em pesquisas bioldgicas e na pratica da Medicina

e da Odontologia.

Esta pesquisa teve como objetivo investigar, por meio de andlise histolégica,
a influéncia do laser n&o ablativo de Fosfeto de Indio Galio Aluminio (InGaAIP) com
A=685nm (vermelho) no processo de reparo de enxertos dérmicos acelulares

(Alloderm®), inseridos na derme de ratos Wistar.
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O enxerto autdgeno de pele e mucosa € a forma mais comum de tratamento,
porém existem atualmente inUmeros materiais disponiveis comercialmente que
podem ser utilizados como repositorios de tecidos moles temporéria ou

permanentemente (14; 15).

Verifica-se grande interesse no desenvolvimento de tecidos organicos, como
a derme e a epiderme a partir de matrizes biolégicas ou sintéticas (16; 17). A
Engenharia de Tecidos ou Bioengenharia constitui um grande avanco na area de
reparo tecidual, sendo seu aparecimento decorrente das limitacbes associadas ao

uso de enxertos autdgenos (15).

Durante os ultimos 25 anos, a Engenharia de Tecidos desenvolveu-se e
progrediu rapidamente, em especial na area da regeneracdo da pele. Hoje, uma
infinidade de enxertos alégenos esta disponivel e aprovada pelo FDA para livre
comércio, além de muitos outros que se encontram em fase de pesquisa e

aprovacao (18).

A procura por um biomaterial seguro e de facil acesso para extensa aplicacéo
em diversos procedimentos reconstrutivos de tecido mole continua sendo um dos
mais importantes objetivos cirargicos. Diversos materiais sintéticos, como silicone e
polietileno, assim como tecidos autégenos, como gordura, derme e fascia muscular,
sao utilizados como enxertos dérmicos ou cuténeos. O indice de sucesso clinico
obtido com a utilizacdo destes materiais é relativamente satisfatorio, quando

aplicados apés um diagnéstico apurado e uma técnica cirdrgica impecéavel. No

entanto, apesar das suas diferentes vantagens, todos estes biomateriais apresentam
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desvantagens intrinsecas, incluindo a formacdo de cicatrizes no sitio doador,
reabsor¢cdo com perda de volume do enxerto autégeno e baixa vida util dos

sintéticos (19).

Os enxertos dérmicos sdo incorporados ao tecido do hospedeiro por um
mecanismo biolégico de absorcdo enzimética, neovascularizacdo, além de infiltracéo
celular com nova remodelacéo tecidual. A remodelacédo requer a incorporagdo e

proliferacao de células fibroblasticas no tecido implantado (20).

A procura continua de um material seguro para a substituicdo dérmica pela
Bioengenharia é justificada e baseia-se na conjuncdo das melhores caracteristicas
dos materiais sintéticos e autdgenos. Ou seja, um material que seja largamente
disponivel, integre-se biologicamente e seja substituido gradativamente pelo tecido

normal (19).

Reac0Oes de corpo estranho e potencial para agir como um sitio para infeccéo
e processo inflamatorio, especialmente em sitios contaminados, constitui risco que

tem sido encontrado em alguns materiais sintéticos (21).

E amplamente aceito que a derme é relativamente inerte sob o ponto de vista
imunologico. Porém, em contraste a natureza pouco imunogénica dos fibroblastos,
0S queratindcitos sao altamente imunogénicos. A existéncia de elementos foliculares
epiteliais pode desencadear processos inflamatorios crénicos, levando ao aumento

da contracdo do enxerto e a formacao de cicatrizes (22).
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Os enxertos aldgenos de pele, rotineiramente utilizados na reabilitacdo de
pacientes queimados ap0s a excisao primaria dos tecidos inviaveis, tendem a ser
rejeitados em decorréncia da reagdo de corpo estranho, desencadeada por
antigenos presentes nas células da epiderme e da derme. Este € um fendmeno
limitante, pois a matriz de colageno do enxerto aldégeno seria uma excelente base
para o crescimento fibrovascular e para a remodelagdo com colageno autégeno. A
remogdo da camada externa do epitélio e das células remanescentes da derme é
uma abordagem em potencial para a criacdo de um enxerto colagenoso compacto

gue possa ser implantado sem o risco de reacéo de corpo estranho (23).

Alloderm®! é um enxerto de derme desenvolvido a partir de pele humana
cadavérica e processada por meio da remocdo da epiderme, da remocdo das
células da camada basal remanescente, assim como da derme, passando por
posterior processo de liofilizacdo (1). O resultado deste processo € uma matriz
dérmica intacta composta por colageno dos tipos IV e VII, elastina e laminina (23). A
matriz dérmica acelular permanece estruturalmente intacta, tanto em relacdo a

membrana basal quanto a sua trama de colageno (24).

A aplicacdo de uma derme acelular, para reposicdo permanente de tecido
perdido, baseia-se na teoria de que a matriz acelular serviria como um arcabouco
para a formacdo de uma arquitetura tecidual normal (25). A evidéncia clinica da
importancia da integridade da matriz na cicatrizagdo normal da pele foi demonstrada
por estudos com crioterapia. Uma vez que as queimaduras causadas pelo frio

resultam na destruicdo das células, mas ndo da matriz extracelular. Tais lesdes

! LifeCell Corporation, Woodlands, TX.(EUA)
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cicatrizam mais rapidamente que as queimaduras por calor. Histologicamente
observa-se nas queimaduras por frio a manutencéo do arcabouc¢o da matriz tecidual,
nao ocorrendo posteriormente a formacao de tecido de granulagdo nem cicatrizes

(26).

Enquanto a fonte doadora € semelhante para todas as matrizes de derme
acelular humanas, as diferencas de técnica de recuperagcdo e processamento do
material podem implicar diferentes resultados clinicos. O processamento do tecido
pode ter profundo efeito sobre as propriedades do manuseio e do desempenho dos
enxertos de matriz de derme acelular humana in vivo, observando-se atraso na
infiltrac&o celular resultante dos diferentes processos (27). LIVESEY et al., (24)
elaboraram um processamento de pele, com detergentes e por meio do
congelamento e de desidratac&o, que nao danifica a membrana basal, podendo ser

executado em curto periodo de tempo.

E realizada uma pesquisa da historia do doador por meio de seus registros
medicos. A partir dai a pele derivada de cadaveres é submetida a testes
imunolégicos para a deteccdo de possiveis patégenos no enxerto, tais como HIV-1
(virus da imunodeficiéncia humana- tipo 1), HIV-2 (virus da imunodeficiéncia
humana- tipo Il), HBV (virus da hepatite B), HTLV-I (virus linfotropico de células T
humanas do tipo I) , HTLV-II (virus linfotropico de células T humanas do tipo II) e
sifilis. Durante o processamento, o tecido passa por trés etapas basicas. A primeira
€ a remocdo da epiderme pela quebra das ligagbes com a derme. Depois séo
removidas as células da camada dérmica com detergentes de baixo peso molecular,

sendo a matriz estabilizada através da inibicdo das metaloproteinases. Por ultimo, o
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enxerto € congelado e desidratado para conservar todas as estruturas e preservar a

integridade do tecido, evitando-se, assim, uma possivel rejeicdo (1; 28).

Segundo MIZUNO, TAKEDA e UCHINUMA (29), a derme acelularizada, ao
ser transplantada, cria um espaco vazio que é ocupado por fibroblastos e outras
células do hospedeiro. Os fibroblastos e os capilares invadem estes espacos através
da interface leito receptor-enxerto e tendem a proliferar em direcéo a intimidade do
tecido. Novas fibras colagenas sao produzidas e substituem as fibras existentes no
enxerto, que estdo sendo reabsorvidas. Apdés quatro semanas de implantacdo da
derme acelular, é visivel a presenca de novas fibras por toda a superficie e no

interior do enxerto.

O processo que resulta da reconexdo e revascularizagdo do enxerto €
chamado de integracéo, e a observacao da proliferacdo fibrovascular dentro de um
biomaterial implantado significa que o mesmo foi integrado ao tecido nativo (30).
EPPLEY (23) demonstrou que Alloderm® é revascularizada ainda nos periodos
iniciais de cicatrizacédo, ao implanta-la na pele da orelha de coelhos. O experimento
evidenciou a migracdo de células endoteliais a partir de todas as faces do enxerto e

a formacao de vasos no interior do enxerto subdérmico ap6s 28 dias de implantacgéo.

Autores relatam que a matriz dérmica acelular ndo induz reacles
inflamatorias especificas em resposta ao enxerto local (19; 20; 31; 32). A explicacéo
para tal fenbmeno € que a resposta imune, geralmente desencadeada em
aloenxertos de pele, é direcionada aos componentes celulares presentes no tecido.

A rejeicdo do enxerto é resultado de uma reagdo imune mediada por células. Isto
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ocorre devido a presenca dos antigenos de classe Il (MHC) nas células do enxerto.
As células epidérmicas potencialmente imunogénicas sao 0s queratindcitos
hiperproliferativos e as células de Langerhans (33). Na derme, os fibroblastos e as
células endoteliais podem expressar antigenos MHC-II na presenca de IFN-y
(inteferon-gama), que € um dos mediadores da degradacao da matriz extracelular e
pode ser expresso durante a fase de cicatrizagdo do enxerto (34). Apesar da
imunogenicidade da derme ainda ser um assunto controverso na literatura, estudos
histologicos demonstraram que a resposta imunoldgica direcionada especificamente
as células endoteliais resulta em oclusédo vascular, isquemia e perda subsequente
do enxerto (35). Portanto, a remocdo completa das células do enxerto alégeno

resulta em uma auséncia de reacdes inflamatorias inconvenientes.

A Alloderm® tem sido utilizada em uma ampla gama de &reas, incluindo
extensdes de tecidos moles para fins cosméticos, enxertos de pele em pacientes
com queimaduras, substituicdo da membrana timpanica, septo nasal e dura-mater e

reconstrucao da parede abdominal (1; 20; 36).

Na Odontologia, a Alloderm® tem demonstrado bons resultados e alto indice
de sucesso terapéutico. Na Periodontia, a derme acelular vem sendo aplicada no
recobrimento radicular em casos de recessdes gengivais marginais, e nestes casos
a vantagem mais Obvia € a possibilidade de tratar multiplos sitios sem depender da
quantidade de tecido doador disponivel no paciente (37; 38; 39). Também é possivel
aumentar a espessura e a extensdo de gengiva queratinizada com o enxerto de
Alloderm® em regiGes mais suscetiveis a recessdes gengivais e doenca periodontal

(40; 41).
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O enxerto de Alloderm® é utilizado, ainda, no recobrimento de implantes e
enxertos 06sseos, além de &reas estéticas, fechamento de comunicacdes
bucosinusais e bucoantrais e em Cirurgia e Traumatologia Bucomaxilofacial (4; 42,

43; 44).

Os enxertos de derme acelular sdo incorporados ao tecido hospedeiro por um
mecanismo biolégico de absorcdo enziméatica, neovascularizacao, infiltracao celular
e remodelacdo do novo tecido, 0 que requer a incorporacdo e a proliferacdo de
fibroblastos no tecido enxertado, uma vez que o0 mesmo sera reabsorvido (20). Em
pacientes comprometidos como diabéticos descompensados e radioterapizados, €

necessario que se acelere o processo de cicatrizacdo desse local.

A palavra laser € um acronimo para Light Amplification by Stimulated
Emission of Radiation (amplificacdo da luz por emissdo estimulada de radiacao)
(45). Apesar de ndo ter inventado o laser, Einstein® (8) estabeleceu, em 1917, os
principios da emisséo estimulada de fétons que foi a base para o desenvolvimento
da técnica. Einstein utilizou a teoria matematica do féton para examinar o caso de
uma grande cole¢cdo de atomos carregados com energia em excesso e prontos para
liberar fétons em direcbes e em tempos aleatdrios. Se um foton desgarrado passa
por estes atomos, o estimulo da presenca do foton estimula a emisséo precoce da
energia acumulada em excesso. E, surpreendentemente, os fotons liberados

seguirdo a mesma direcdo e terdo a mesma frequéncia que o féton desgarrado (6).

LEINSTEIN, A. Zur quantentheorie der strahlung. Physiol. Z., n. 18, p. 121-128, 1917.
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O que faz o laser ser diferente da luz comum séo suas caracteristicas
peculiares e importantes, tais como: constituir-se em uma fonte monocromatica que
pode atingir alta intensidade, ser coerente e altamente concentrada, assim como ser

unidirecional (8).

Os laseres tém sido classificados de acordo com inUmeros critérios. A mais
ampla classificacdo refere-se a sua acao terapéutica, que os separa em laseres
ablativos, cirtrgicos ou de alta poténcia e em nédo-ablativos, clinicos, ndo cirdrgicos
ou terapéuticos. Os aparelhos podem também ser classificados, de acordo com o
seu funcionamento, em continuos, pulsados e desencadeados, bem como, de

acordo com a natureza de seu meio ativo, em sélidos, liquidos, gasosos e mistos (6).

O laser diodo é um chip semicondutor que funciona como um diodo elétrico,
com comprimento de onda variando entre 620 e 1500nm, nos espectros vermelho e
infravermelho, determinados pelo tipo de material semicondutor utilizado. Na maioria
dos semicondutores, a energia € liberada na forma de calor. Porém, em materiais
como Galio, Aluminio e Arsénio, a energia € liberada na forma de fétons (6). Os mais
comuns sdao, geralmente, variacdes do Arseneto de Galio e Aluminio (GaAlAs), que

emitem um espectro na faixa do infravermelho (=700 a 940nm), ou do Fosfeto de
indio Galio Aluminio (InGaAlIP), que emite espectro visivel de luz vermelha (1=600 a

680mm), com poténcia tipicamente entre 10 e 50mW (46; 47).

O laser nao ablativo ou terapéutico vem sendo utilizado como auxiliar no

reparo tecidual, para aliviar a dor e controlar a inflamagéo e o edema pos-trauma
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local. Atualmente, também vem sendo empregado para o diagndéstico precoce da

carie dentaria (45).

O laser nao ablativo tem sido reconhecido pelo seu potencial biomodulatério,
anti-inflamatério e analgésico, além de sua acédo bioestimulatéria sobre os tecidos, o
que ocorre como resultado do aumento do ATP mitocondrial, que, por sua vez,
aumenta o metabolismo celular, a proliferagdo de fibroblastos, producdo de
fibronectina, assim como a expressao de fibras colagénicas e elasticas antes e

durante o processo de cicatrizagdo (48; 49).

A interacdo do laser com o tecido é determinada por alguns fatores como:
composi¢cdo de seu meio ativo, comprimento de onda, densidade de poténcia,
quantidade de energia depositada no tecido, forma de emisséo do laser (continua,
pulsada ou desencadeada), taxa e duracédo da pulsacéao, utilizacdo ou néo de fibras
de contato e tipo de raio (focado ou desfocado) (6). Além disso, fatores
concernentes aos tecidos, seus componentes citoplasmaticos celulares (70 a 85%
de agua, 10 a 20% de proteinas, 2% de lipidios, 1% de carboidratos e eletrélitos)
irdo determinar as propriedades Opticas especificas para cada tipo de tecido. Assim,
havera respostas teciduais distintas de acordo com os coeficientes de absorcéo e

difusdo em cada tecido (48).

O conceito de densidade de energia (DE) é definido como a relacdo entre a
energia administrada por um emissor laser e a superficie de radiacdo do raio de luz
laser, podendo ser expresso em joules por centimetro quadrado (J/cm?). A

fotoativacdo do laser ndo ablativo ndo ocorre somente na area de incidéncia do feixe
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do raio, mas também em uma area igualmente distribuida ao seu redor, de forma
tridimensional. Baseado nos principios de difuséo, transmisséo e reflexdo do feixe
de laser que atinge o tecido, dependendo do comprimento de onda, a regido de
eficiéncia do laser estende-se por cerca de 1 cm de diametro, tendo como centro o
ponto de incidéncia do feixe. N&do se pode, porém, definir exatamente a profundidade
alcancada, nem a dose que atinge alvos abaixo do ponto de incidéncia, o que

dificulta o conhecimento da dosimetria exata (45; 48).

A férmula que expressa o conceito de densidade de energia é:

E _ P(W)xt(s) Wattsxsegundos ]

DE =—=
S S(cm?) cm? cm?
Sendo que:
E = energia
S =area
P = poténcia
J =joule

t(s) = tempo, em segundos.

Para induzir um fator bioestimulador 6timo, a dose de radiacdo tem limites
maximos e minimos. Se a dose for muito baixa, ela pode induzir a um efeito tdo
pequeno que se torna ndo mensuravel. Se for muito alta, pode levar a um efeito

negativo no tecido (47).

MESTER et al, (12) observaram o efeito de baixas doses de laser na
regeneracao de feridas induzidas mecanicamente e em queimaduras. Os autores
avaliaram o efeito do laser rubi com comprimento de onda de 6,943A, densidade de
energia variando de 0,5 a 10J/cm? e doses de 1,0, 4,0 e 5,0 J/cm? em queimaduras

realizadas por eletrocoagulacdo. A cicatrizacdo estimulada pela radiacdo laser
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envolveu uma velocidade aumentada de crescimento epitelial. Os resultados
mostraram que a radiacao laser estimulou ndo somente a fagocitose, o crescimento
de pélos e o crescimento neoplasico, como também a cicatrizacdo de feridas

induzidas mecanicamente.

MESTER, MESTER e MESTER (13) em estudo retrospectivo revisaram 0 uso
experimental e clinico de laseres por um periodo de 20 anos. Os autores avaliaram,
inicialmente, os efeitos do laser rubi e, posteriormente, do HeNe e do gas argbnio,
em 15 sistemas bioldgicos. Em decorréncia dos resultados positivos dos
experimentos feitos, os autores comecaram, em 1971, a utilizad-los no tratamento de
feridas humanas e Ulceras de dificil cicatrizacdo ou nao cicatrizadas completamente.
Foram observados histologicamente o0s eventos relativos a inflamacdo, a
proliferacdo e a reorganizacédo tecidual que representam as fases da cicatrizacdo. A
experiéncia, que obteve sucesso em 875 casos clinicos, e os resultados dos
experimentos realizados com o objetivo de elucidar o processo de biorregulacéo da
cicatrizagao convenceram os autores a recomendar o uso do laser para estimular a

cicatrizacao tecidual.

Algumas pesquisas relataram pouco ou nenhum efeito da laserterapia na
cicatrizacdo de feridas (50; 51; 52; 53). Certos estudos sdo bastante divergentes,
inclusive em relacdo ao efeito sistémico do laser, pois a maioria deles utiliza um

Gnico animal para o grupo experimental e controle n&o irradiado (9).

O mecanismo exato pelo qual cada aplicacéo de laser promove a cicatrizacao

de lesBes cutaneas ainda é desconhecido. E sugerido que o aumento na produgio
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de colageno e/ou a diminuicdo da inibicdo do contato celular podem desempenhar

algum papel na acéo do laser (54).

A resposta inflamatoria aguda, particularmente observada na fase inicial, é
compativel com uma reacdo a agressao aos tecidos causada pelo procedimento
cirdrgico. O infiltrado inflamatério agudo é demonstrado principalmente pela
presenca de neutroéfilos e depdsito de fibrina, tendo sido observadas nas amostras
coletadas no dia 7 do grupo controle. No grupo com irradiacdo de luz de laser a
reacao inflamatdria foi mais branda. Ao longo do tempo os exsudatos de inflamacéo
aguda diminuiram devido a regeneracdo do tecido, que foi caracterizado pela

neovascularizacao e pela proliferacao fibroblastica (49).

BAPTISTA et al., (55) realizaram um estudo para avaliar a fotobiomodulagao
do laser no Colageno tipo IV durante a remodulagcdo do tecido muscular esquelético
apos feridas em ratos e seus resultados, vindo a sugerir que houve uma modulagéo

no contetdo de colageno na regeneracao da ferida no grupo irradiado.

A bioestimulacéo laser é um fendbmeno fotobioldgico. A magnitude do efeito
da bioestimulacdo depende do estagio fisioldgico da célula antes da radiacao. Isto
explica por que o efeito da bioestimulacdo nem sempre € possivel. Os efeitos
curativos da fototerapia em casos de tratamento sistémico podem ser explicados
pelo fato da luz de baixa poténcia (azul, vermelha) atuar nas células excitaveis para

gerar um potencial de acdo nas mesmas (56).
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VAN BREUGEL e DOP BAR (57) estimaram os efeitos individuais da
densidade de poténcia e do tempo de exposi¢cao do laser em fibroblastos humanos
pelo estudo da sua proliferacdo e da producédo de colageno tipo | in vitro. O laser
HeNe (632,8nm) foi utilizado com uma dose total de 6,8mW. Culturas de fibroblastos
humanos foram submetidas ao HeNe com vérias doses de energia, variando a
densidade de poténcia e o tempo de exposicdo. Em trés dias consecutivos, as
células foram irradiadas por periodos entre 0,5 e 10 minutos. A poténcia do laser
variou de 0,55 a 5,98mW. Tanto o numero de células quanto a producdo de
coldgeno do tipo | foram determinados para cada condicdo de radiacdo. Os
resultados mostraram que o laser com poténcias abaixo de 2,91mW pode melhorar
a proliferacdo celular, enquanto poténcias mais altas (5,98mW) ndo apresentaram
nenhum efeito. Os efeitos de estimulacdo foram mais pronunciados com tempos de
radiacdo entre 0,5 e 2 minutos. A producdo de colageno tipo | foi inversa a
proliferacédo celular: quando a proliferacao celular aumentou, a de colageno do tipo |
diminuiu. A partir deste experimento ficou claro que o tempo de exposicdo e a
densidade de poténcia determinam o efeito da radiacéo laser. Assim, a estimulagao
e a inibicAo das propriedades celulares observadas podem ser obtidas com o

mesmo laser nas mesmas células.

De acordo com PINHEIRO et al. (6), a luz visivel de 632,8 nm e 670nm
apresentam um efeito mais pronunciado em lesdes superficiais, enquanto a luz de

830nm, nas lesdes profundas.

Os parametros que determinam a natureza dos efeitos do laser, em qualquer

situacdo, podem ser assim resumidos: (1) parametros fixos que nédo podem ser
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modificados pelo operador, incluindo o comprimento de onda, os coeficientes de
absorcdo e de reflexdo do tecido irradiado; (2) fatores varidveis que podem ser
modificados pelo operador no equipamento ou na interface tecidual, incluindo
poténcia do laser, modo continuo ou pulsado, densidade de energia, tempo de

exposicao e refrigeracdo externa (agua ou ar) (46).

Diferentes comprimentos de onda parecem ser absorvidos por distintos
receptores. A maioria dos autores concorda que a melhora na cicatrizacdo das
feridas € devida ao aumento na proliferacdo celular. As alteracdes fotoquimicas
estimuladas pela agdo da luz, tanto na membrana celular quanto no nucleo da
célula, resultam em aumento da vasodilatacdo local, angiogénese, producdo de
fibroblastos, sintese de colageno, producdo de linfécitos T e B, liberacdo de
endorfinas locais e alteragcdes nas prostaglandinas locais (mudancas fisioldgicas
como resultado da luz laser nos tecidos moles) (58). Este tipo de terapia € usado na
estimulacdo da cicatrizacdo dos tecidos moles, como anti-inflamatério, no alivio da

dor e para estimular o sistema imune a fim de atenuar os efeitos infecciosos (5).

As reacdes vasculares durante a laserterapia também séo consideradas como
um dos possiveis mecanismos responsaveis pelos efeitos clinicos da luz laser, pois
a circulacédo sanguinea é um determinante essencial para a cicatrizacao de feridas e
para o alivio da dor. A melhora da circulacéo, devido a radiacdo com o laser, pode
ser considerada um dos possiveis mecanismos da eficacia clinica do laser de baixa

poténcia no tratamento da dor ou para promover a cicatrizagao de feridas (59).
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KREISLER et al. (60) analisaram os efeitos da radiacdo laser na taxa de
proliferagdo de fibroblastos gengivais humanos in vitro. Um grupo de 110 culturas de
fibroblastos foram irradiadas com um laser diodo (GaAlAs; 809nm; 10mW) com
doses entre 1,96J/cm? e 7,84J/cm® O tempo de exposicdo variou entre 75 e 300
segundos. Outras 110 culturas de fibroblastos serviram como controle e nao
receberam radiag&o. O tratamento com laser realizou-se alternadamente: uma, duas
e trés vezes, em um intervalo de 24 horas. A taxa de proliferacdo foi medida pela
atividade de fluorescéncia com o uso de um indicador adicionado a cultura celular. A
proliferacdo foi determinada 24, 48 e 72 horas ap0s a irradiacdo. Os resultados
mostraram que as ceélulas irradiadas revelaram uma atividade proliferativa
consideravelmente maior. As diferencas foram muito significativas 24 horas apds a
radiacdo, mas diminuiram de uma maneira energia-dependente 48 e 72 horas apo6s
a radiacdo. Os autores concluiram que o efeito da laserterapia nos fibroblastos ficou
evidente. Sua duracdo, entretanto, parece ser limitada. Os pesquisadores
ressaltaram que os resultados encontrados podem ser clinicamente relevantes,
indicando que tratamentos repetitivos sdo necessérios para alcancar um efeito

curativo do laser nas aplicacdes clinicas.

O possivel efeito biomodulatorio do laser ndo ablativo na cicatrizacdo de
feridas em tecido mole € um aspecto importante no tratamento cirtrgico. Em ambito
microscoépico, ocorrem eventos relacionados a inflamacédo, proliferacdo e a

reorganizacgao tecidual (5; 13; 55).

N&o existem relatos na literatura da aplicacdo do laser nao-ablativo sobre

enxertos nao celularizados de tecido mole. Porém, em virtude de seus efeitos
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curativos sobre a cicatrizagcao tecidual, torna-se essencial a realizacéo de pesquisas
que elucidem sua acdo e interacdo com 0s biomateriais cirdrgicos atualmente

utilizados na rotina terapéutica.



METODOLOGIA
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Esta pesquisa foi avaliada e aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de

Animais sob o registro CEUA 11/00241 (ANEXO A).

Foram utilizados trinta e dois (32) ratos da ragca Wistar, Rattus norvegicus,
variacdo albinus, machos, adultos, clinicamente sadios, estando de acordo com a
Lei Arouca (ANEXO B). Os animais foram criados e mantidos em condi¢des
sanitarias de biotério convencional, no Vivéario/Biotério da Unido Metropolitana de
Educacéao e Cultura (UNIME), Bahia. Todos os animais foram criados e selecionados
pelo método Random-Bred, em vista do grau de variancia genética similar que é
esperada em uma populagdo humana (61). Depois de submetidos ao controle de
ectoparasitas, estavam aptos a constituir a populacao desta pesquisa. Durante todo
o periodo experimental, os animais foram alimentados com dieta sélida®, exceto nas

primeiras 24 horas apoés a intervencao, assim como agua ad libidum.

1. ORGANIZACAO DOS GRUPOS

Os animais foram selecionados aleatoriamente, pesados e divididos em dois
grupos distintos, com 16 animais em cada, mantidos em gaiolas plasticas
individuais, com cobertura metalica e assoalho forrado por serragem de pinho.

Em ambos os grupos, os periodos de observacdo foram de um dia, trés, sete
e 14 dias. Assim, cada grupo foi subdividido em quatro subgrupos (A, B, C e D), com

cinco animais cada, de acordo com o periodo de observacéo (Quadro 1).

! Racdo NUVILAB CR1°®/ Nuvital Nutrientes LTDA.



40

GRUPO PROCEDIMENTOS SUBGRUPOS PERIODO DE ESTUDO

1-A 1 dia

1 Grupo controle, sem radiacéo 1-B 3 dias
1-C 7 dias

1-D 14 dias

2-A 1 dia

2 Radiacéo sobre a epiderme na 2-B 3 dias
area do enxerto intradérmico 2-C 7 dias

2-D 14 dias

Quadro 4 - Organizacéo dos grupos e dos subgrupos de acordo com os periodos de estudo

Todas as gaiolas foram devidamente etiquetadas, durante o periodo de
estudo, conforme o0 grupo e o0 subgrupo a que pertenceram 0s animais. Para a
identificacdo dos espécimes, foi utilizada marcacdo com caneta de tinta permanente,
na cauda de cada animal; o nimero de marcas indicou o numero do animal. Todos
foram acomodados individualmente em suas gaiolas e mantidos em uma sala
separada, sob condicbes adequadas de temperatura (25°C), umidade relativa e

ventilacdo, com intervalos de 12 horas entre claridade e escuridao.

Os procedimentos de manipulagéo, alimentacdo e limpeza foram realizados
por pessoal treinado em bioterismo. A limpeza das gaiolas foi realizada diariamente,
com agua corrente, sabao e desinfetantes, com a finalidade de diminuir os riscos de

contaminacgao e infecgdes.
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2. PREPARO DO BIOMATERIAL IMPLANTAVEL

A Alloderm® (LifeCell Corporation) foi obtida pré-embalada, em estado
desidratado, com tamanho de 1 x 2 cm e espessura préxima a 1,27 mm. Apos
aberta a embalagem, o material foi reidratado, por 10 minutos, em solucéo salina®, a
temperatura ambiente, de acordo com as normas do fabricante. Quando o material
estava na consisténcia ideal, foi modelado com tesouras estéreis, na configuracédo

desejada para a implantagéo (5 x 5 mm).

3. TECNICA CIRURGICA

Todos os procedimentos foram executados no laboratorio de Cirurgia
Experimental no Vivéario/Biotério da Unido Metropolitana de Educacdo e Cultura

(UNIME).

As cirurgias foram realizadas utilizando-se instrumental padronizado para os
dois grupos, esterilizado em autoclave, com vapor sob pressdo (132°C, 2 atm de
pressdo)?. Todos os individuos da equipe cirdrgica utilizaram os equipamentos de

protecao individual preconizados pelo Ministério da Saude.

Os animais foram submetidos a anestesia geral, com a aplicacdo de injecao
intramuscular de cloridrato de di-hidro-tiazina (Rompun®)® e ketamina (Dopalen®)*

diluidos em uma relacao de 1:1 e dose de 0,1ml/100g de peso. A inducéo anestésica

! Soro fisioldgico 0,9%/ Alfa Rio Quimica LTDA.

% Autoclave Automatico Horizontal/ Ortossintese Ind. E Com. LDTA.
® Bayer S.A.-Salide Animal

* Agribands do Brasil LTDA.



42

ocorreu em aproximadamente 2 minutos e 0 periodo anestésico perdurou
aproximadamente 30 minutos. A anestesia foi conferida e assistida por um médico
veterinario que acompanhou o procedimento cirdrgico. Os animais devidamente
anestesiados foram colocados, individualmente, em decubito ventral, sobre uma

mesa de trabalho de 30 x 30 cm.

Apds a anestesia, 0os animais foram submetidos a tricotomia da regido da
calvaria com o auxilio de uma lamina de barbear montada®. A assepsia da regio foi
realizada com digluconato de clorexidina a 2%. Uma vez isolado o campo operatério,
foi realizada uma incisdo linear na pele da regido calvaria, em sentido transversal,
paralela e a 1 cm da linha bipupilar. A incisdo foi de 1 cm de comprimento e
executada com lamina de nimero n.° 15% montada em cabo de bisturi de n.° 3, tipo
Bard-Parker. A hemostasia foi realizada por meio da compressao da regiao com

gaze estéril (Figura 1).

Foi realizada disseccédo do tecido dérmico em direcdo céfalo caudal, com o
auxilio de uma tesoura romba, para formar um retalho do tipo envelope. O enxerto
foi posicionado no leito cirdrgico, de forma linear, com a regido correspondente a
lamina basal voltada para a epiderme e suturado na extremidade posterior do
retalho, no tecido suprajacente, utilizando-se fio monofilamentar de nailon preto (6-0)
3 estéril, de 45cm de comprimento, montado em agulha atraumatica semicircular de
1,5cm de comprimento e secéo triangular (Figura 2). Esta manobra foi instituida para
estabilizar o enxerto no local (34). Para auxiliar a apreensédo dos tecidos, foi utilizada

um pinca tipo Adson. Realizou-se a sintese do retalho com fio monofilamentar de

! Lamina Excell Gillette do Brasil LTDA.
2 DURAEDGE® blades/ Crescent® Inc.
* Mononaylon®/ Ethicon Co.
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nailon preto (5-0), também estéril. O procedimento, desde a anestesia até a sintese
dos tecidos, foi realizado em um animal por vez e de forma igual em todos os

exemplares de todos o0s grupos.

Kﬁ‘ u.ﬂs‘.ﬁ

Figura 1: Tricotomia da regido calvaria, assepsia, isolamento do campo operatoério e
incisdo com 1 cm de comprimento.

Apbés o procedimento cirdrgico, os animais foram acompanhados até a
recuperacdo da anestesia, devolvidos as suas respectivas gaiolas, previamente
identificadas e numeradas. Os espécimes em estudo foram mantidos em

monitoramento diario durante todo o periodo de observacao até a morte.
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Figura 2: Insercdo do material de forma linear no envelope intradérmico.

Foi administrado farmaco analgésico, Paracetamol 80mg/kg, por via

intraperitoneal, para controle de dor, uma vez ao dia, por um periodo de trés dias.

4. RADIACAO COM LASER NAO ABLATIVO

O aparelho utilizado nesta pesquisa foi o laser de diodo vermelho (InGaAIP)?,
com poténcia maxima de 35mW e comprimento de onda de 685nm, com area da
seccdo transversal de 0,02827cm?, em emisséo continua e de forma pontual. Para

este estudo, o aparelho foi devidamente calibrado pelo fabricante.

A dose de radiacdo, logo apés o ato operatério, foi de 4J/cm?, poténcia de
35mW e tempo de 1 minuto e 4 segundos, aplicada por contato direto da ponteira
sobre a pele, acima do enxerto subdérmico. O calculo para aplicagdo da dose

correta seguiu a formula indicada no manual do fabricante:

! Thera Lase/ DMC Equipamentos, S&o Paulo, Brasil.
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_ Pxt 0,035x64
S 0,0028

DE — 80 J/cm?

A dosimetria € a quantidade de energia em joules (J) aplicada sobre uma area
expressa em centimetro quadrado. A luz laser ndo se espalha pelo tecido de forma
linear, por tanto considerar 1cm? como &rea padrdo ndo garante um protocolo
estavel. Na formula demonstrada, a &rea corresponde a seccao transversal da
ponteira, e, segundo o manual do aparelho, por isto se deve aplicar um fator de
correcao igual a 20 no calculo da dosimetria. Entdo, ao dividir o resultado da formula

por 20, a dose aplicada é 4J/cm? .

Os animais foram irradiados, a cada 48 horas, com uma dose de 4J/cm?, em
um periodo de até sete dias (36). As doses foram aplicadas de forma pontual, sobre
a epiderme na area que correspondeu ao enxerto intradérmico, com excec¢do do
grupo controle, que foi submetido ao mesmo processo, porém, tendo sido simulada

a aplicacdo do laser. As doses totais estao descritas no Quadro 2.

De acordo com a regulamentacédo brasileira, o laser foi aplicado em local
isolado, com caracteres e simbologia internacionais para area em uso ou presenca
de radiacdo, observando os procedimentos de seguranca recomendados para

tratamento com luz laser.
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SUBGRUPOS DOSE TOTAL
1-A 0J/cm?®
1-B 0J/cm?
1-C 0J/cm?
1-D 0J/cm?
2-A 4J/cm?
2-B 8J/cm?
2-C 16J/cm?
2-D 16J/cm?

Quadro 5 - Protocolo de radiacdo com laser InGaAlP (doses
totais por subgrupo).

5. PREPARO DAS AMOSTRAS

Quando atingiram o dia planejado para cada grupo (e subgrupo), foi realizada
a eutanasia dos animais com isoflurano, respeitando-se, dessa forma, o que
preconiza a Resolucdo n.° 714, de 20 de junho de 2002 do Conselho Federal de

Medicina Veterinaria (ANEXO C).

AplOs a constatacdo da morte dos animais pelos sinais vitais, as pecas
cirargicas foram removidas, contendo as areas previamente operadas e 5mm de
tecido sadio como margem de seguranca, com o auxilio de uma tesoura tipo
Matzembaum. Os segmentos de pele, tecido subcutaneo e enxerto foram fixados em
formalina tamponada a 10%; posteriormente, na area correspondente ao enxerto, as
pecas foram seccionadas ao meio transversalmente e incluidas na superficie de

corte, de modo a visualizarem-se as estruturas, da superficie a profundidade.
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As pecas foram submetidas ao processamento histolégico de rotina, incluidas

em parafina e coradas com Hematoxilina-Eosina (H.E.).

As pecas foram seccionadas com 5 um de espessura e posicionadas em trés
laminas de vidro, obtendo-se assim um corte histologico para cada lamina,
perfazendo um total de 120 seccOes. Os cortes foram corados pela H.E. Foi
escolhida uma lamina de cada espécime, sempre a mais representativa para o

estudo histoldgico.

6. ANALISE MICROSCOPICA

Procedeu-se a observacdo microscopica e a descricdo dos cortes
histolégicos, por dois examinadores, utilizando-se um microscopio Optico Zeiss
Axiolab®, com aumentos de 40X e 100X. As laminas foram previamente identificadas
com um cdédigo para garantir que, durante a leitura, o examinador desconheca a qual

grupo pertencia cada seccao observada.

Como critério de avaliacdo do edema e do infiltrado polimorfo e mononuclear,
assim como a determinacdo dos diferentes niveis de sintese de colageno ao longo
do experimento, o sistema de cruzes foi utilizado, obedecendo a graduacao descrita

no Quadro 3.

! Carl Zeiss/ Germany.
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1(-)  AUSENTE

3(+) MODERADO

5(++) INTENSO

Quadro 6 — Graduagao da intensidade das alteracdes
histopatoldgicas observadas.

7. ANALISE ESTATISTICA

A operacionalizacao das variaveis de interesse foi realizada por meio de dois
avaliadores. Para a verificagdo da concordancia intra e inter-avaliadores utilizou-

se o teste Kappa.

Por meio da estatistica descritiva foram apresentados a média e o desvio
padréao. Foi utilizado o teste ndo paramétrico de Kruskal Wallis, seguido daquele de
Student-Newman-Keuls para comparacdo dos diferentes periodos. Para analise
estatistica da variavel laser foi utilizado o teste de Mann-Whitney, indicado na

literatura para testes ndo paramétricos entre duas variaveis.



RESULTADOS
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1. RESULTADOS DO EXAME MACROSCOPICO

As pecas cirargicas foram removidas e avaliadas quanto ao aspecto
macroscopico da regido operada, apds a constatacdo da morte dos animais, nos

espécimes de ambos 0s grupos.

Verificou-se auséncia de processo infeccioso em todas as pecas analisadas.
Em diversos animais foi possivel a visualizacdo do enxerto quando observado pelo

lado dérmico, com excecéo do grupo irradiado de 14 dias de observacéao.

2. RESULTADOS DO EXAME MICROSCOPICO

2.1. ANALISE DESCRITIVA

Os cortes histolégicos analisados séo referentes ao primeiro, terceiro, sétimo
e 14.° dias pés-operatérios. Observou-se, na derme das secgbes de pele coradas
pela H.E., a presenca de material amorfo, eosinofilico correspondente ao enxerto,

cuja interface serviu de objeto deste estudo.

Os resultados obtidos nos grupos controle e irradiado sdo apresentados

resumidamente no Quadro 4.



Fibroblastos Vascularizagdo | Neutréfilos Linfocitos Edema Células endoteliais
GRUPO 1 | Maior presenca | Abundante no | Moderada Moderada Abundante | Moderada nos dias
de fibroblastos | dia 3 e | no dia 1, | nosdias3,7 | no dia 1, |1 e 3 e leve nos
nos dias 7 e 14. moderada nos | abundante | e 14 moderada | dias 7 e 14
diasle?7. no dia 3 e no 3 e
leve no dia leve no 7
7
GRUPO 2 | Maior presenga | Moderada nos | Ausente Leve nos | Ausente Leve todos os dias
de fibroblastos | diasle3 em todos | diasle3 e | em todos
nos dias 3, 7 e os dias moderada os dias
14. nos dias 7 e
14

Quadro 4 — Resumo dos resultados obtidos na analise descritiva dos grupos.

Todos o0s espécimes sao representados por:
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Cortes histologicos contendo fragmentos de epiderme composta por epitélio

pavimentoso estratificado ortoceratinizado. Na lamina prépria formada por tecido

conjuntivo denso, observam-se fameras cutdneas. Na proximidade observam-se

tecido adiposo e fibras musculares proprias da area. A partir daqui os cortes

individualizam-se pela area em torno do enxerto.

2.1.1.1.

2.1.1. Grupo 1 (controle)

Grupo 1A (controle 1 dia)

Apés um dia de implantacdo no grupo controle, observou-se vascularizacao

moderada, igualmente moderados infiltrado inflamatorio neutrofilico e presenca de
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células endoteliais, além de intenso edema, assim como leve presenca de

fibroblastos e auséncia de infiltrado linfocitico. (Figuras 3 e 4)

Figura 3: Fotomicrografia do Grupo 1A. Leve presenca de fibroblastos. Imagem observada em

aumento de 4x. Alloderm® (A)
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Figura4: Fotomicrografia do Grupo 1A. Presenca de moderado infiltrado inflamatério
neutrofitico (A), intenso edema (B) e moderada presenca de células endoteliais intensa
vascularizacdo. Imagem observada em aumento de 4x. Alloderm® (C)

2.1.1.2. Grupo 1B (controle trés dias)

Apés trés dias de implantacdo no grupo controle, foram observados uma
vascularizacdo abundante, intenso infiltrado inflamatério neutrofitico, infiltrado
inflamatorio linfocitico moderado, presenca moderada de células endoteliais e
presenca moderada de edema, além de igualmente presenca moderada de

fibroblastos. (Figura 5)
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Figura 5: Fotomicrografia do Grupo 1B. Infiltrado neutrofilico intenso (A), infiltrado linfocitico
moderado, células endoteliais e edema moderados (B) e presenca de fibroblastos. Imagem
observada em aumento de 4x.

2.1.1.3. GrupolC (controle sete dias)

Apés sete dias de implantagdo no grupo controle, observou-se uma
vascularizacdo moderada, moderado infiltrado linfocitico, presenca leve de células
endoteliais e leve presenca de edema. Igualmente foram verificados presenca
moderada de fibroblastos e leve presenca de infiltrado inflamatorio neutrofitico.

(Figura 6)
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Figura 6: Fotomicrografoa do Grupo 1C. Vascularizagcdo (A) e infiltrado linfocitico (B)
moderados, edema, células endoteliais e infiltrado neutrofitico leves e presenca leve de
fibroblastos. Imagem observada em aumento de 4x.

2.1.1.4. Grupo 1D (controle 14 dias)

Ap6s 14 dias de implantacdo no grupo controle, verificaram-se vascularizacéo
leve, moderado infiltrado inflamatdério linfocitico, presenca leve de células endoteliais
e auséncia de edema, além de presenca leve de fibroblastos e auséncia de infiltrado

inflamatorio neutrofitico. (Figura 7)
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Figura 7: Fotomicrografia do Grupo 1D. Presenca leve de células endoteliais,
fibroblastos e vascularizagdo, moderado infiltrado linfocitico. Presenga
mais periférica de fibroblastos. Imagem observada em um aumento de 4x.

2.1.2 Grupo 2 (laser)
2.1.2.1. Grupo 2A (laser um dia)

Apés um dia de implantacdo e uma aplicacdo de laser em uma dose total de
4J/cm?, observou-se vascularizacdo moderada, leve infiltrado inflamatério linfocitico,
presenca leve de células endoteliais e minima presenca de edema, bem como
presenca leve de fibroblastos e auséncia de infiltrado inflamatério neutrofitico.

(Figura 8)
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Figura 8: Fotomicrografia do Grupo 2A. Vascularizagdo moderada, presenca leve de células
endoteliais, infiltrado linfocitico e fibroblastos. Alloderm® (A). Imagem observada em um
aumento de 4x.

2.1.2.2. Grupo 2B (laser trés dias)

Apoés trés dias de implantagéo e duas aplicagdes de laser em uma dose total
de 8J/cm? observou-se vascularizacdo moderada, leve infiltrado inflamatério
linfocitico, presenca leve de células endoteliais e minimo edema, além de presenca

leve de fibroblastos e auséncia de infiltrado inflamatério neutrofitico. (Figura 9)
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Figura 9: Fotomicrografia do Grupo 2B. Vascularizacdo (A) moderada e presenca leve de
infiltrado linfocitico, células endoteliais e fibroblastos. Alloderm® (B). Imagem observada em
um aumento de 4x.

2.1.2.3. Grupo 2C (laser sete dias)

Apés sete dias de implantacdo e quatro aplicagbes de laser em uma dose
total de 16J/cm?, observou-se vascularizacdo leve, moderado infiltrado inflamatério
linfocitico, pouca presenca de células endoteliais e auséncia de edema, além de
auséncia de infiltrado inflamatoério neutrofitico, com presenca de moderada a intensa

de fibroblastos. (Figura 10)
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Figura 10: Fotomicrografia do Grupo 2C. Presenca de moderada a intensa de fibroblastos (A) e
moderada de infiltrado linfocitico (B). Presenca leve de vascularizagdo e células endoteliais.
Imagem observada em aumento de 4x.

2.1.2.4. Grupo 2D (laser 14 dias)

Apés 14 dias de implantacdo e quatro aplicacdes de laser em uma dose total
de 16J/cm? observaram-se vascularizacéo leve, moderado infiltrado inflamatério
linfocitico, presenca pequena de células endoteliais e auséncia de edema, além de
presenca moderada de fibroblastos e auséncia de infiltrado inflamatério neutrofitico.

(Figura 11)
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Figura 11: Fotomicrografia do Grupo 2D. Presenca moderada de infiltrado linfocitico e
fibroblastos e presenca leve de vascularizacdo e células endoteliais. Presenca de fibroblastos
em substituicdo a area enxertada (A). Imagem observada em um aumento de 4x.

2.2 ANALISE ESTATISTICA

2.2.1 Variavel Laser

Para analise estatistica da variavel laser foi utilizado o teste de Mann-

Whitney, indicado na literatura para testes ndo paramétricos entre duas variaveis.

O grupo laser nao apresentou neutréfilos em nenhum dos periodos

estudados, o que inviabiliza a andlise estatistica.
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2.2.1.1Dial

No grupo de animais mortos um dia ap0s o procedimento cirurgico verificou-
se presenca significativamente maior de células endoteliais, vascularizacédo e edema
no grupo controle em relagéo ao grupo laser, sendo que este segundo apresentou
linfocitos em quantidade significativamente maior que o primeiro. Os grupos hao

apresentaram diferenca significativa de fibroblastos neste periodo. (Tabela 1)

Tabela 1 — Tabela com andlise estatistica entre grupo controle e laser referente ao dia 1.

Dia 1 Grupo N Med!a de P
rankings

celulas_ ) Controle | 4 6,5
endoteliais

Laser 4 2,5

Total 8 0,029
fibroblastos Controle | 4 3,75

Laser 4 5,25

Total 8 0,486
vascularizacado | Controle | 4 6,5

Laser 4 2,5

Total 8 0,029
linfocitos Controle |4 2,5

Laser 4 6,5

Total 8 0,029
edema Controle | 4 6,5

Laser 4 2,5

Total 8 0,029
neutréfilos Controle |4 -

Laser 4 -

Total 8 -
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2.2.1.2 Dia 3

Verificou-se, no grupo de animais mortos trés dias apés o ato cirurgico,
presenca significativamente maior de células endoteliais, fibroblastos, linfécitos e
edema no grupo controle em relagdo ao grupo laser. N&o foi verificada diferenca

significativa entre os grupos em relacdo a vascularizagéo. (Tabela 2)

Tabela 2 - Tabela com andlise estatistica entre grupo controle e laser referente ao dia 3

Dia 3 Grupo N Med!a de P
ranking

células
endoteliais Controle | 4 6.5

Laser 4 2,5

Total 8 0,029
Fibroblastos Controle |4 6,5

Laser 4 2,5

Total 8 0,029
vascularizacéo | Controle |4 5,75

Laser 4 3,25

Total 8 0,2
linfocitos Controle |4 6,5

Laser 4 2,5

Total 8 0,029
edema Controle |4 6,5

Laser 4 2,5

Total 8 0,029
neutréfilos Controle |4 -

Laser 4 -

Total 8 -

2.2.1.3Dia7

Os animais mortos com sete dias transcorridos de pos-operatorio

apresentaram um numero significativamente maior de fibroblastos para o grupo laser
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e vascularizacdo e edema significativamente maiores para o controle. Nao se

verificou diferenca significativa entre os grupos em relagéo a linfocitos e a células

endoteliais. (Tabela 3)

Tabela 3 - Tabela com andlise estatistica entre grupo controle e laser referente ao dia 7.

Dia 7 Grupo N Med!a de P
ranking

celulas_ . Controle |4 45
endoteliais

Laser 4 4.5

Total 8 1
Fibroblastos Controle |4 2,5

Laser 4 6,5

Total 8 0,029
vascularizacéo | Controle |4 6,5

Laser 4 2,5

Total 8 0,029
Linfocitos Controle |4 45

Laser 4 45

Total 8 1
Edema Controle |4 6,5

Laser 4 2,5

Total 8 0,029
Neutrofilos Controle |4 -

Laser 4 -

Total 8 -

2.2.1.4 Dia 14

No grupo de animais mortos apos transcorridos 14 dias de pos- operatorio

nao se verificou diferenca significativa entre os grupos laser e controle para nenhum

dos fatores estudados. (Tabela 4)



Tabela 4 - Tabela com andlise estatistica entre grupo controle e laser referente ao dia 14.
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Dia 14 Grupo N Med!a de P
ranking

celulas. ) Controle |4 45
endoteliais

Laser 4 45

Total 8 1
fibroblastos Controle |4 4. 25

Laser 4 475

Total 8 0,886
vascularizacao | Controle |4 4,5

Laser 4 4.5

Total 8 1
linfécitos Controle |4 45

Laser 4 45

Total 8 1
edema Controle |4 45

Laser 4 45

Total 8 1
neutrofilos Controle |4 -

Laser 4 -

Total 8 -
2.2.2 Variavel Tempo

Para andlise estatistica da variavel tempo foi utlizado o teste de

Kruskal Wallis seguido daquele de Student-Newman-Keuls, utilizado para localizar

entre quais periodos encontra-se a diferenca significativa.

2.2.2.1 Grupo Controle

2.2.2.1.1 Edema
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Verificou-se que o grupo morto um dia ap0s o procedimento apresentou
presenca de edema significativamente superior aos grupos mortos em sete e 14
dias. O grupo morto aos trés dias de pds-operatorio apresentou presenca de edema

significativamente superior apenas ao grupo morto aos 14 dias. (Grafico 1)
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Grafico 1 — Grafico apresentando as diferencas estatisticamente significativas referentes ao
edema do grupo controle para a variavel tempo.

2.2.2.1.2 Vascularizacéo

Verificou-se uma vascularizacdo significativamente maior no grupo morto a
um dia de pés-operatdrio em relacdo aos grupos mortos em sete e 14 dias, tendo o
grupo de trés dias também apresentado vascularizacdo significativamente maior que

0 grupo de 14 dias. (Grafico 2)
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Grafico 2 - Grafico apresentando as diferencas estatisticamente significativas referentes a
vascularizagdo do grupo controle para a variadvel tempo.

2.2.2.1.3 Células Endoteliais

grupos de um e trés dias em relacdo aos grupos de sete e 14 dias. (Grafico 3)

Foi observada presenca significativamente maior de células endoteliais nos

O o= N WOy
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Grafico 3 - Grafico apresentando as diferencas estatisticamente significativas referente as
células endoteliais do grupo controle para a variavel tempo.
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2.2.2.1.4 Neutrofilos

Foi verificada presenca significativamente maior de neutrofilos no grupo morto
a um dia em relacdo ao grupo morto a 14 dias, bem como no grupo morto a trés dias

em relacdo aos grupos mortos a sete e 14 dias. (Gréfico 4)
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Gréfico 4 - Grafico apresentando as diferencas estatisticamente significativas referente as
células endoteliais do grupo controle para a variavel tempo.

2.2.2.1.5 Linfécitos

Verificou-se presenca significativamente menor de linfocitos no grupo morto a

um dia de pos-operatorio em relacdo aos demais grupos estudados. (Grafico 5)
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Grafico 5 - Gréfico apresentando as diferencas estatisticamente significativas referente aos
linfécitos do grupo controle para a varidvel tempo.

2.2.2.1.6 Fibroblastos

N&o foi encontrada diferenca significativa na presenca de fibroblastos para

variavel tempo no grupo controle.

2.2.2.2 Grupo Laser

2.2.2.2.1 Edema

N&o foi encontrado diferenca significativa na presenca de edema para

variavel tempo no grupo laser.
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Verificou-se presenca significativamente maior de vascularizacdo em relacao

ao periodo, no grupo irradiado, apenas no grupo de um dia relacionado aos grupos

de sete e 14 dias de pds-operatdrio. (Grafico 6)
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Gréfico 6 - Grafico apresentando as diferencas estatisticamente significativas referente a

vascularizacdo do grupo laser para a variavel tempo.

2.2.2.2.3 Células Endoteliais

N&o foi encontrada diferenca significativa na presenca de células endoteliais

para variavel tempo no grupo laser.

2.2.2.2.4 Neutrofilos

N&o se verificou presenca de neutrofilos em nenhum dos periodos estudados

no grupo laser.
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70

Observou-se, no grupo laser, presenca significativamente maior de linfécitos

nos grupos mortos a um e trés dias de pos-operatdrio em relacdo aos grupos mortos

a sete e 14 dias. (Grafico 7)
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Gréfico 7 - Gréfico apresentando as diferencas estatisticamente significativas referente aos

linfécitos do grupo laser para a variavel tempo.

2.2.2.2.6 Fibroblastos

Verificou-se presenca significativamente maior de fibroblastos no grupo morto

a sete dias de pos-operatério em relagdo aos grupos mortos a um e trés dias.

(Grafico 8)
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Grafico 8 - Gréfico apresentando as diferencas estatisticamente significativas referente aos
fibroblastos do grupo laser para a variavel tempo.
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Inimeras pesquisas tém sido realizadas mostrando a eficacia do Alloderm®
em diferentes sitios de implantagdo. Contudo, ndo se encontra na literatura nenhum
estudo sobre a eficacia da terapia laser no processo de reparo tecidual nesses

sitios, conforme proposto por este trabalho.

No presente estudo foi analisada a irradiagdo com laser ndo ablativo no
periodo pés-operatério ao enxerto do Alloderm®. O modelo utilizado nesta pesquisa
foi baseado na pesquisa realizada por DUBIN et. al. (25), que avaliaram os efeitos
histolégicos que ocorrem ap6s o implante de Alloderm® em ratos previamente

submetidos a radioterapia.

Verificou-se presenca de células inflamatérias no local do enxerto, o que nao
impediu a cicatrizacdo local, a formacdo de fibras colagenas e a infiltracdo de
fibroblastos no interior do tecido enxertado, o que corrobora com os achados de

EPPLEY (23).

Foi utilizada uma dosagem de 4J/cm? por aplicacdo, ficando no intervalo entre
1 e 50J/cm?, considerado intervalo em que s&o induzidas a maioria das reacdes
biolégicas segundo SCHINDL et al. (62). No protocolo foram realizadas quatro
aplicacdes num intervalo de sete dias conforme MESTER, MESTER e MESTER

(13).

EPPLEY (23), quando estudou a revascularizacéo do Alloderm®, utilizou, para
a morte dos animais, o cronograma de um, trés, sete e 14 dias, da mesma forma

gue o utilizado no presente estudo.
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Pesquisas com laserterapia relatam que o processo de cicatrizagdo que
envolve mediadores, componentes sanguineos, producdo de matriz extracelular e

células mesenquimais € otimizado pela utilizacdo da terapia laser (5; 49; 55).

Na presente pesquisa verificou-se presenga significativamente maior de
edema no grupo controle em relacdo ao grupo irradiado nos dias um, trés e sete,
assim como também presenca significativamente superior de vascularizacdo no
mesmo grupo nos dias um e sete, fendbmenos predominantes na inflamagéao aguda,
0 que aponta para o efeito biomodulatério da laserterapia, estando de acordo com os

estudos de BENGTSON et al., (49).

A resposta inflamatoéria aguda, particularmente observada na fase inicial, é
compativel com uma reacdo a agressdo aos tecidos causada pelo procedimento
cirrgico. O infiltrado inflamatério agudo € demonstrado, além de outros fatores,
principalmente pela presenca de neutrofilos, tendo sido observada nas amostras
coletadas no grupo controle. No grupo com irradiacdo de luz de laser a reacéo
inflamatéria foi mais branda. Ao longo do tempo os exsudatos de inflamacédo aguda
diminuiram devido a regeneracdo do tecido (49). Esses achados estdo de acordo
com os do presente estudo, que demonstraram presenca de neutrofilos apenas nas

amostras do grupo controle.

HONMURA et al. (63), utilizando ratos demonstraram que a irradiagdo com

laser de baixa poténcia Arseneto de Galio Aluminio inibiu a permeabilidade vascular
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e 0 edema durante a fase aguda da inflamacdo. O que demonstra a capacidade

biomodulatéria dessa terapia e corrobora com os achados do presente estudo.

N&o foram verificadas diferencas no processo cicatricial entre os grupos ao
final do periodo experimental, o que aponta para a caracteristica de
biocompatibilidade e integracdo ao tecido hospedeiro que a derme acelular

apresenta, conforme ja relatado por BATISTA et al. (55).

Verificou-se, no presente estudo, uma presenca significativamente menor de
vascularizacdo, edema e células endoteliais no grupo exposto ao laser, nos trés
primeiros periodos, em relacdo ao grupo controle. Ademais, ainda de ter se
verificado presencga significativamente maior de fibroblastos no interior do enxerto no
grupo laser em relagcédo ao grupo controle nos animais mortos aos sete dias. Esses
achados indicam a aceleracdo de algumas fases do processo cicatricial provocado
pela luz laser, o que corrobora com os achados de diversos autores na literatura (12;

10; 64, 49; 55).

O presente estudo mostrou uma presenca de fibroblastos significativamente
maior no grupo controle que no grupo laser aos trés dias de pds-operatorio,
enquanto o grupo laser apresentou um numero significativamente maior aos sete
dias pos-operatorio. Ao final do estudo, no grupo de 14 dias pds-operatoério, nao se
verificou diferenca significativa entre os grupos controle e laser. Observa-se que, em
relacdo aos fibroblastos, a principal diferenca entre os grupos € que no grupo laser
verifica-se uma distribuicdo mais simétrica dos fibroblastos em toda a extensdo do

enxerto. Ja no grupo controle, verificou-se maiores concentragdes nas periferias do
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enxerto. Esses achados indicam que o grupo submetido a laserterapia uma melhor

incorporacgao do enxerto ao tecido do hospedeiro.

Ao avaliar edema, vascularizacéo e células endoteliais em relagdo a variavel
tempo, verificou-se que no grupo controle ha diferenca significativa entre os grupos
de um dia para os grupos de sete e 14 dias e também diferenca significativa entre o
grupo de trés dias e o de 14 dias para edema e vascularizagdo. Observou-se ainda,
diferenca significativa quando comparados 0s grupos de um e trés dias aos grupos
de sete e 14 dias. Enquanto isso, no grupo laser verificou-se diferenca significativa
apenas para vascularizagao entre o grupo de um dia e 0s grupos de sete e 14 dias,
nao sendo verificada diferenca de edema entre os grupos. Esses achados apontam
para uma maior exacerbacao na resposta tecidual do grupo controle ao enxerto em
relacdo ao grupo laser o que esta de acordo com os achados de BENGTSON et al.
(49), que estudaram por meio de avaliacdo histologica e radiografica, a reacdo do
organismo de ratos submetidos a implante de proteina morfogenética 6ssea (rhBMP-
2) em uma matriz de 0sso inorganico e apos a estimulacdo com luz laser de baixa

poténcia.

O presente estudo verificou que quando comparada a presenca de
fibroblastos dentro dos proprios grupos em relagdo ao tempo, o grupo controle nao
apresentou diferenca significativa na presenca de fibroblastos entre os periodos. Em
contrapartida, o grupo laser apresentou uma proliferacdo de fibroblastos
significativamente maior no grupo de sete dias em relagéo aos grupos de um e trés

dias, o que indica que a terapia laser influenciou na proliferacdo de fibroblastos para
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0 espaco antes ocupado pelo enxerto, estando de acordo com os resultados obtidos

por diversos autores consultados na literatura (49; 55)

O presente estudo ndo demonstrou diferenca significativa em nenhum dos
itens estudados entre os grupos controle e laser ao final do experimento, tendo
ambos grupos apresentado uma migracao de células fibroblasticas para o interior do
tecido enxertado em substituicAo ao mesmo, sendo que no grupo experimental,
verificou-se uma distribuicdo mais homogénea de fibroblastos em substituicdo a toda
a area enxertada, enquanto no grupo controle esta mesma quantidade de
fibroblastos foi encontrada de maneira mais desorganizada e nas por¢cbes mais
periféricas do enxerto, ndo apresentando, ao final do periodo estudado, sinais
inflamatérios. Tais achados indicam a biocompatibilidade do enxerto de derme

acelular, o que esta de acordo com os resultados de NGO et al. (20).

A biocompatibilidade do Alloderm® est4 aliada & manutencéo de textura e
elasticidade do tecido epitelial (1). Aliando essas caracteristicas aos achados do
presente estudo que acrescentam eficacia biomodulatoria da laserterapia, fazem
com que o Alloderm® seja tido como uma boa alternativa aos enxertos autdgenos

dispensando a necessidade de area doadora.
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O laser ndo ablativo Fosfeto de indio Géalio Aluminio (685 nm) possui um
efeito biomodulatério positivo no processo de reparo tecidual e foi capaz de otimizar
0 processo de cicatrizacdo em torno do enxerto e de estimular a infiltracdo de
fibroblastos para o interior do espaco antes ocupado pelo Alloderm®.
Proporcionando uma distribuicdo uniforme dos fibroblastos em substituicdo ao

enxerto de derme acelular.
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PLIC] COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Oficio 130/11 - CEUA Porto Alegre, 06 de outubro de 2011.

Senhora Pesquisadora:

A Comissdo de Etica no Uso de Animais da PUCRS apreciou e
aprovou seu protocolo de pesquisa, registro CEUA 11/00241 intitulado:
“Avaliacao histolégica do reparo em enxertos de derme acelular,
estimulado por laser nido-ablativo”.

Sua investigagdo estd autorizada a partir da presente data.
Atenciosamente,

~

Profa.\Dra. Anamaria Gongalves keijo
Coordenadora da CEUA/PUCR

Ilma. Sra.
Profa. Marilia Gerhardt de Oliveira
FO

Nesta Universidade

Campus Central
PUC Av. Ipiranga, 6690 - Prédio 60, sala 314
CEP: 90610-000
Fone/Fax: (51) 3320-3345
E-mail: ceua@pucrs.br
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Lei no 11.794, de 08.10.2008

Regulamenta o inciso VIl do § 1o do art. 225 da Constituicdo Federal, estabelecendo
procedimentos para o uso cientifico de animais; revoga a Lei no 6.638, de 8 de maio
de 1979; e d& outras providéncias.

O PRESIDENTE DA REPUBLICA - Faco saber que o Congresso Nacional decreta e
eu sanciono a seguinte Lei:

CAPITULO | DAS DISPOSICOES PRELIMINARES Art. 10 A criacdo e a utilizagéo
de animais em atividades de ensino e pesquisa cientifica, em todo o territério
nacional, obedece aos critérios estabelecidos nesta Lei. § 10 A utilizacdo de animais
em atividades educacionais fica restrita a: | — estabelecimentos de ensino superior; Il
— estabelecimentos de educacdo profissional técnica de nivel médio da éarea
biomédica. 8§ 20 Sdo consideradas como atividades de pesquisa cientifica todas
aguelas relacionadas com ciéncia basica, ciéncia aplicada, desenvolvimento
tecnoldgico, producéo e controle da qualidade de drogas, medicamentos, alimentos,
imunobiolégicos, instrumentos, ou quaisquer outros testados em animais, conforme
definido em regulamento proprio. 8 30 N&o sdo consideradas como atividades de
pesquisa as praticas zootécnicas relacionadas a agropecuéria. Art. 20 O disposto
nesta Lei aplica-se aos animais das espécies classificadas como filo Chordata,
subfilo Vertebrata, observada a legislagdo ambiental. Art. 30 Para as finalidades
desta Lei entende-se por: | — filo Chordata: animais que possuem, como
caracteristicas exclusivas, ao menos na fase embrionaria, a presenca de notocorda,
fendas branquiais na faringe e tubo nervoso dorsal Unico; Il — subfilo Vertebrata:
animais cordados que tém, como caracteristicas exclusivas, um encéfalo grande
encerrado numa caixa craniana e uma coluna vertebral, Il — experimentos:
procedimentos efetuados em animais vivos, visando a elucidacdo de fendnemos
fisiologicos ou patolégicos, mediante técnicas especificas e preestabelecidas; IV —
morte por meios humanitarios: a morte de um animal em condi¢cées que envolvam,
segundo as espécies, um minimo de sofrimento fisico ou mental. Paragrafo Unico.
N&o se considera experimento: | — a profilaxia e o tratamento veterinario do animal
gue deles necessite; Il — o anilhamento, a tatuagem, a marcagéo ou a aplicacéo de
outro método com finalidade de identificacdo do animal, desde que cause apenas
dor ou aflichio momentanea ou dano passageiro; Ill — as intervencdes néao-
experimentais relacionadas as praticas agropecuarias.

CAPITULO Il DO CONSELHO NACIONAL DE CONTROLE DE EXPERIMENTACAO
ANIMAL — CONCEA Art. 40 Fica criado o Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal — CONCEA. Art. 50 Compete ao CONCEA:

| — formular e zelar pelo cumprimento das normas relativas a utilizagdo humanitaria
de animais com finalidade de ensino e pesquisa cientifica; Il — credenciar instituicdes
para criacdo ou utilizacdo de animais em ensino e pesquisa cientifica;

Il — monitorar e avaliar a introducdo de técnicas alternativas que substituam a
utilizacdo de animais em ensino e pesquisa; IV — estabelecer e rever,
periodicamente, as normas para uso e cuidados com animais para ensino e
pesquisa, em consonancia com as convencgdes internacionais das quais o Brasil seja
signatério; V — estabelecer e rever, periodicamente, normas técnicas para instalacao
e funcionamento de centros de criacdo, de biotérios e de laboratorios de
experimentacdo animal, bem como sobre as condicbes de trabalho em tais
instalacdes; VI — estabelecer e rever, periodicamente, normas para credenciamento
de instituicdes que criem ou utilizem animais para ensino e pesquisa; VII — manter
cadastro atualizado dos procedimentos de ensino e pesquisa realizados ou em
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andamento no Pais, assim como dos pesquisadores, a partir de informacdes
remetidas pelas Comissdes de Etica no Uso de Animais - CEUAs, de que trata o art.
80 desta Lei; VIII — apreciar e decidir recursos interpostos contra decisdes das
CEUAs; IX — elaborar e submeter ao Ministro de Estado da Ciéncia e Tecnologia,
para aprovacgdo, 0 seu regimento interno; X — assessorar o Poder Executivo a
respeito das atividades de ensino e pesquisa tratadas nesta Lei. Art. 60 O CONCEA
€ constituido por: | — Plenario; Il — Camaras Permanentes e Temporarias; Ill —
Secretaria-Executiva. 8 10 As Camaras Permanentes e Temporarias do CONCEA
serdo definidas no regimento interno. 8 20 A Secretaria-Executiva € responsavel
pelo expediente do CONCEA e tera o apoio administrativo do Ministério da Ciéncia e
Tecnologia. 8§ 30 O CONCEA podera valer-se de consultores ad hoc de reconhecida
competéncia técnica e cientifica, para instruir quaisquer processos de sua pauta de
trabalhos. Art. 70 O CONCEA sera presidido pelo Ministro de Estado da Ciéncia e
Tecnologia e integrado por: | — 1 (um) representante de cada 6rgdo e entidade a
seqguir indicados: a) Ministério da Ciéncia e Tecnologia; b) Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico — CNPq; ¢) Ministério da Educacao; d)
Ministério do Meio Ambiente; e) Ministério da Saude; f) Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento; g) Conselho de Reitores das Universidades do Brasil —
CRUB; h) Academia Brasileira de Ciéncias; i) Sociedade Brasileira para o Progresso
da Ciéncia; j) Federacdo das Sociedades de Biologia Experimental; 1) Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal; m) Federacdo Nacional da Industria
Farmacéutica; Il — 2 (dois) representantes das sociedades protetoras de animais
legalmente estabelecidas no Pais.

8 1o Nos seus impedimentos, o Ministro de Estado da Ciéncia e Tecnologia sera
substituido, na Presidéncia do CONCEA, pelo Secretario-Executivo do respectivo
Ministério. 8 20 O Presidente do CONCEA tera o voto de qualidade.

§ 30 Os membros do CONCEA néo serao remunerados, sendo 0s servigos por eles
prestados considerados, para todos os efeitos, de relevante servico publico.
CAPITULO Il DAS COMISSOES DE ETICA NO USO DE ANIMAIS — CEUAs Art. 80
E condicéo indispensavel para o credenciamento das instituicbes com atividades de
ensino ou pesquisa com animais a constituicdo prévia de Comissdes de Etica no
Uso de Animais — CEUAs. Art. 90 As CEUAs sdao integradas por: | — médicos
veterinarios e biélogos; Il — docentes e pesquisadores na area especifica; Il — 1 (um)
representante de sociedades protetoras de animais legalmente estabelecidas no
Pais, na forma do Regulamento. Art. 10. Compete as CEUAs: | — cumprir e fazer
cumprir, no ambito de suas atribuicbes, o disposto nesta Lei e nas demais normas
aplicaveis a utilizacdo de animais para ensino e pesquisa, especialmente nas
resolucées do CONCEA; Il — examinar previamente os procedimentos de ensino e
pesquisa a serem realizados na instituicdo a qual esteja vinculada, para determinar
sua compatibilidade com a legislacdo aplicavel; Ill — manter cadastro atualizado dos
procedimentos de ensino e pesquisa realizados, ou em andamento, na instituicao,
enviando cépia ao CONCEA,; IV — manter cadastro dos pesquisadores que realizem
procedimentos de ensino e pesquisa, enviando copia ao CONCEA; V — expedir, no
ambito de suas atribuicdes, certificados que se fizerem necessérios perante 6rgaos
de financiamento de pesquisa, periodicos cientificos ou outros; VI — notificar
imediatamente ao CONCEA e as autoridades sanitarias a ocorréncia de qualquer
acidente com os animais nas instituicées credenciadas, fornecendo informacdes que
permitam acdes saneadoras. 8 1o Constatado qualquer procedimento em
descumprimento as disposicOes desta Lei na execucdo de atividade de ensino e
pesquisa, a respectiva CEUA determinara a paralisacdo de sua execucgdo, até que a
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irregularidade seja sanada, sem prejuizo da aplicacdo de outras sancdes cabiveis. §
20 Quando se configurar a hipotese prevista no § 1o deste artigo, a omissao da
CEUA acarretara sancoes a instituicdo, nos termos dos arts. 17 e 20 desta Lei. § 30
Das decisbes proferidas pelas CEUAs cabe recurso, sem efeito suspensivo, ao
CONCEA. 8 40 Os membros das CEUAs responderao pelos prejuizos que, por dolo,
causarem as pesquisas em andamento. § 50 Os membros das CEUAs estédo
obrigados a resguardar o segredo industrial, sob pena de responsabilidade.
CAPITULO IV DAS CONDICOES DE CRIACAO E USO DE ANIMAIS PARA
ENSINO E PESQUISA CIENTIFICA

Art. 11. Compete ao Ministério da Ciéncia e Tecnologia licenciar as atividades
destinadas a criacdo de animais, ao ensino e a pesquisa cientifica de que trata esta
Lei. 8 10 (VETADO) § 20 (VETADO) 8§ 30 (VETADO) Art. 12. A criagdo ou a
utilizagdo de animais para pesquisa ficam restritas, exclusivamente, as instituicdes
credenciadas no CONCEA. Art. 13. Qualquer instituicdo legalmente estabelecida em
territério nacional que crie ou utilize animais para ensino e pesquisa devera requerer
credenciamento no CONCEA, para uso de animais, desde que, previamente, crie a
CEUA. 8 10 A critério da instituicdo e mediante autorizacdo do CONCEA, é admitida
a criacdo de mais de uma CEUA por instituicdo. 8 20 Na hipétese prevista no § 10
deste artigo, cada CEUA definira os laboratorios de experimentagdo animal, biotérios
e centros de criacdo sob seu controle. Art. 14. O animal s6 podera ser submetido as
intervencdes recomendadas nos protocolos dos experimentos que constituem a
pesquisa ou programa de aprendizado quando, antes, durante e apds o
experimento, receber cuidados especiais, conforme estabelecido pelo CONCEA. §
1o O animal sera submetido a eutanasia, sob estrita obediéncia as prescricdes
pertinentes a cada espécie, conforme as diretrizes do Ministério da Ciéncia e
Tecnologia, sempre que, encerrado o experimento ou em qualquer de suas fases,
for tecnicamente recomendado aquele procedimento ou quando ocorrer intenso
sofrimento. 8 20 Excepcionalmente, quando os animais utilizados em experiéncias
ou demonstracdes nao forem submetidos a eutanasia, poderéo sair do biotério apos
a intervencdo, ouvida a respectiva CEUA quanto aos critérios vigentes de
seguranca, desde que destinados a pessoas idoneas ou entidades protetoras de
animais devidamente legalizadas, que por eles queiram responsabilizar-se. 8 30
Sempre que possivel, as praticas de ensino deverdo ser fotografadas, filmadas ou
gravadas, de forma a permitir sua reproducdo para ilustracdo de praticas futuras,
evitando-se a repeticdo desnecesséaria de procedimentos didaticos com animais. 8§
40 O numero de animais a serem utilizados para a execu¢do de um projeto e 0
tempo de duragéo de cada experimento serd o minimo indispensavel para produzir o
resultado conclusivo, poupando-se, ao maximo, o animal de sofrimento. § 50
Experimentos que possam causar dor ou angustia desenvolver-se-ao sob sedacéo,
analgesia ou anestesia adequadas. § 60 Experimentos cujo objetivo seja o estudo
dos processos relacionados a dor e a angustia exigem autorizacdo especifica da
CEUA, em obediéncia a normas estabelecidas pelo CONCEA. § 70 E vedado o uso
de bloqueadores neuromusculares ou de relaxantes musculares em substituicdo a
substancias sedativas, analgésicas ou anestésicas. § 8o E vedada a reutilizacio do
mesmo animal depois de alcancado o objetivo principal do projeto de pesquisa. § 90
Em programa de ensino, sempre que forem empregados procedimentos traumaticos,
varios procedimentos poderdo ser realizados num mesmo animal, desde que todos
sejam executados durante a vigéncia de um Unico anestésico e que o animal seja
sacrificado antes de recobrar a consciéncia. 8 10. Para a realizacéo de trabalhos de
criagao e experimentagdo de animais em sistemas fechados, serdo consideradas as
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condicdes e normas de seguranca recomendadas pelos organismos internacionais
aos quais o Brasil se vincula.

Art. 15. O CONCEA, levando em conta a relacdo entre o nivel de sofrimento para o
animal e os resultados préaticos que se esperam obter, podera restringir ou proibir
experimentos que importem em elevado grau de agresséao. Art. 16. Todo projeto de
pesquisa cientifica ou atividade de ensino sera supervisionado por profissional de
nivel superior, graduado ou pés-graduado na area biomédica, vinculado a entidade
de ensino ou pesquisa credenciada pelo CONCEA.

CAPITULO V DAS PENALIDADES Art. 17. As instituicdes que executem atividades
reguladas por esta Lei estdo sujeitas, em caso de transgressdo as suas disposicdes
e ao seu regulamento, as penalidades administrativas de: | — adverténcia; Il — multa
de R$ 5.000,00 (cinco mil reais) a R$ 20.000,00 (vinte mil reais); lll — interdicdo
temporaria; IV — suspensdo de financiamentos provenientes de fontes oficiais de
crédito e fomento cientifico; V — interdicdo definitiva. Paragrafo Unico. A interdicédo
por prazo superior a 30 (trinta) dias somente podera ser determinada em ato do
Ministro de Estado da Ciéncia e Tecnologia, ouvido o0 CONCEA. Art. 18. Qualquer
pessoa que execute de forma indevida atividades reguladas por esta Lei ou participe
de procedimentos ndo autorizados pelo CONCEA sera passivel das seguintes
penalidades administrativas: | — adverténcia; Il — multa de R$ 1.000,00 (mil reais) a
R$ 5.000,00 (cinco mil reais); Ill — suspensdo temporaria; IV — interdicdo definitiva
para o exercicio da atividade regulada nesta Lei. Art. 19. As penalidades previstas
nos arts. 17 e 18 desta Lei serdo aplicadas de acordo com a gravidade da infracéo,
os danos que dela provierem, as circunstancias agravantes ou atenuantes e 0sS
antecedentes do infrator. Art. 20. As sanc¢fes previstas nos arts. 17 e 18 desta Lei
serdo aplicadas pelo CONCEA, sem prejuizo de correspondente responsabilidade
penal. Art. 21. A fiscalizacdo das atividades reguladas por esta Lei fica a cargo dos
orgaos dos Ministérios da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento, da Saude, da
Educacao, da Ciéncia e Tecnologia e do Meio Ambiente, nas respectivas areas de
competéncia.

CAPITULO VI DISPOSI(}OES GERAIS E TRANSITORIAS Art. 22. As instituicdes
que criem ou utilizem animais para ensino ou pesquisa existentes no Pais antes da
data de vigéncia desta Lei deverdo: | — criar a CEUA, no prazo maximo de 90
(noventa) dias, ap0s a regulamentacdo referida no art. 25 desta Lei; Il —
compatibilizar suas instalagdes fisicas, no prazo maximo de 5 (cinco) anos, a partir
da entrada em vigor das normas estabelecidas pelo CONCEA, com base no inciso V
do caput do art. 50 desta Lei. Art. 23. O CONCEA, mediante resolucéo,
recomendard as agéncias de amparo e fomento a pesquisa cientifica o
indeferimento de projetos por qualquer dos seguintes motivos: | — que estejam sendo
realizados sem a aprovacao da CEUA;

Il — cuja realizacdo tenha sido suspensa pela CEUA. Art. 24. Os recursos
orcamentarios necessarios ao funcionamento do CONCEA serdo previstos nas
dotacbes do Ministério da Ciéncia e Tecnologia. Art. 25. Esta Lei sera
regulamentada no prazo de 180 (cento e oitenta) dias. Art. 26. Esta Lei entra em
vigor na data de sua publicacdo. Art. 27. Revoga-se a Lei no 6.638, de 8 de maio de
1979. Brasilia, 8 de outubro de 2008; 1870 da Independéncia e 1200 da Republica.
LUIZ INACIO LULA DA SILVA Tarso Genro Reinhold Stephanes José Gomes
Tempordo Miguel Jorge Luiz Antonio Rodrigues Elias Carlos Minc Publicada
no D.O.U. de 09/10/2008, Secéo I, Pag. 1.
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RESOLUCAO No 714, DE 20 DE JUNHO DE 2002

Dispbe sobre procedimentos e métodos de eutanasia em animais, e da outras
providéncias.

O CONSELHO FEDERAL DE MEDICINA VETERINARIA - CFMV, no uso da
atribuicdo que lhe sé@o conferidas pelo art. 16, alinea “f” da Lei no 5.517, de 23 de
outubro de 1968 e,

considerando a crescente preocupagdo da sociedade quanto a eutanasia dos
animais e a necessidade de uniformizacdo de metodologias junto a classe médico-
veterinaria;

considerando a diversidade de espécies envolvidas e a multiplicidade de métodos
aplicados;

considerando que a eutandsia é um p rocedimento amplamente utilizado e
necessario, e que sua aplicacdo pressupde a observancia de parametros éticos
especificos,

RESOLVE:

Art. 1o Instituir normas reguladoras de procedimentos relativos a eutanasia em
animais.

CAPITULO | DAS NORMAS GERAIS

Art. 20 A eutanasia deve ser indicada quando o bem-estar do animal estiver
ameacado, sendo um meio de eliminar a dor, o distresse ou o0 sofrimento dos
animais, 0s quais ndo podem ser aliviados por meio de analgésicos, de sedativos ou
de outros tratamentos, ou, ainda, quando o animal constituir ameaca a saude publica
ou animal, ou for objeto de ensino ou pesquisa.

Paragrafo Unico. E obrigatéria a participacdo do médico veterinario como
responsavel pela eutanésia em todas as pesquisas que envolvam animais.

Art. 30 O médico veterinario responsavel pela eutandsia deverd: | — possuir
prontuario com o(s) métodos(s) e técnica(s) empregados,

mantendo estas informacdes disponiveis para utilizacdo dos CRMVs;

Il — atentar para os riscos inerentes ao método escolhido para a eutanasia;

[l — pressupor a necessidade de um rodizio profissional, quando houver rotina de
procedimentos de eutanasia, com a finalidade de evitar o desgaste emocional
decorrente destes procedimentos;

IV — permitir que o proprietario do animal assista a eutanasia, sempre que este
assim o desejar.

Art. 40 Os animais deverdo ser submetidos a eutanasia em ambiente tranquilo e
adequado, longe de outros animais e do alojamento dos mesmos.

Art. 50 A eutanésia devera ser realizada segundo legislacdo municipal, estadual e
federal, no que se refere a compra e armazenamento de drogas, salude ocupacional
e a eliminacéo de cadaveres e carcacas.

Art. 60 Quando forem utilizadas substancias quimicas que deixem ou possam deixar
residuos é terminantemente proibida a utilizacdo da carcaca para alimentacao.

Art. 70 Os procedimentos de eutanasia, se mal empregados, estdo sujeitos a
legislacéo federal de crimes ambientais.

CAPITULO Il DOS PROCEDIMENTOS

Art. 80 A escolha do método dependera da espécie animal envolvida, dos meios
disponiveis para a contencdo dos animais, da habilidade técnica do executor, do
namero de animais e, no caso de experimentacdo animal, do protocolo de estudo,
devendo ainda o método ser:

| — compativel com os fins desejados;

Il — seguro para quem o executa, causando o minimo de estresse no operador, no
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observador e no animal,

Il — realizado com o maior grau de confiabilidade possivel, comprovando-se sempre
a morte do animal, com a declaracdo do 6bito pelo médico veterinario.

Art. 90 Em situacGes onde se fizer necessaria a indicacdo da eutanasia de um
namero significativo de animais, como por exemplo, rebanhos, Centros de Controle
de Zoonoses, seja por questdes de saude publica ou por questbes adversas aqui
ndo contempladas, a pratica da eutanasia devera adaptar-se a esta condigéao,
seguindo sempre os métodos indicados para a espécie em questao.

Art. 10. Os procedimentos de eutanasia sdo de exclusiva responsabilidade do
médico veterinario.

Art. 11. Nas situacdes em que o objeto da eutanasia for o ovo embrionado, a morte
do embrido devera ser comprovada antes da manipulacdo ou eliminacdo do mesmo.
CAPITULO Il DOS METODOS RECOMENDADOS

Art. 12. Os agentes e métodos de eutanasia, recomendados e aceitos sob restricao,
seguem as recomendacodes propostas e atualizadas de diversas linhas de trabalho
consultadas, entre elas a Associacdo Americana de Medicina Veterinaria (AVMA),
estando adequados a realidade nacional, e encontram-se listados, por espécie, no
anexo | desta Resolucéo.

8§ 10 Métodos recomendados sdo aqueles que produzem consistentemente uma
morte humanitaria, quando usados como métodos Unicos de eutanasia.

§ 20 Métodos aceitos sob restricdo sdo aqueles que, por sua natureza técnica ou por
possuirem um maior potencial de erro por parte do executor ou por apresentarem
problemas de seguranca, podem n&o produzir consistentemente uma morte
humanitaria, ou ainda por se constituirem em métodos ndo bem documentados na
literatura cientifica. Tais métodos devem ser empregados somente diante da total
impossibilidade do uso dos métodos recomendados constantes do anexo | desta
Resolucéao.

Art. 13. Outros métodos de eutanasia ndo contemplados no ANEXO | poderdo ser
permitidos, desde que realizados sob autorizacdo do CRMV ou CFMV.

Art. 14. S&o considerados métodos inaceitaveis: | - Embolia Gasosa; Il -
Traumatismo Craniano; Il - Incineracgé&o in vivo;

IV - Hidrato de Cloral (para pequenos animais); V — Cloroférmio; VI - Gas Cianidrico
e Cianuretos; VIl — Descompressao;

VIl — Afogamento;

IX - Exsanguinacédo (sem sedac¢dao prévia);

X - Imersao em Formol;

Xl - Bloqueadores Neuromusculares (uso isolado de nicotina, sulfato de magnésio,
cloreto de potéassio e todos os curarizantes);

XIl - Estricnina.

Paragrafo unico. A utilizacdo dos métodos deste artigo constitui-se em infragéo ética.
Art. 15. Esta Resolucdo entra em vigor na data de sua publicacdo, revogadas as
disposi¢cdes em contrério.

Méd.Vet. Benedito Fortes de Arruda Presidente CRMV/GO no 0272

Méd.Vet. José Euclides Vieira Severo Secretario-Geral CRMV/RS no 1622
Publicada no DOU de 21-06-2002, Secéo 1, pag. 201.



ANEXO | (1)
Espécie Recomendados Aceitos sob restri¢ao
Anfibios (de acordo com | Barbitiricos ou outros | Pistola de ar
a espécie) anestésicos gerais comprimido, pistola,
injetaveis*, halotano, | atordoamento e
isofluorano, sulfonato | decapitacéo
de tricaina
(tms, ms222),
hidrocloreto de
benzocaina
Animais selvagens de | Barbitiricos ou outros | CO2, pistola

vida livre

anestésicos gerais

comprimido, armadilhas

(de acordo com a |injetaveis*, halotano, | cientificamente)

espécie) isofluorano, de ar pistola,
sevofluorano (testadas

Animais de zooldgicos | Barbitlricos ou outros | CO2, pistola  de

(de acordo com a

espécie)

anestésicos gerais
injetaveis*, halotano,
isofluorano,
sevofluorano

comprimido, pistola
ar

Aves (de acordo com a
especie)

Barbitiricos ou outros
anestésicos gerais
injetaveis*, anestésicos
inalaveis, pistola de ar
comprimido

CO2, N2, argbnio,

deslocamento
cervical,

decapitacao, percursao

Caes Barbitiricos ou outros | Pistola, pistola de ar
anestésicos gerais comprimido, halotano,
injetaveis* isofluorano,

sevofluorano,
barbitiricos ou outros
anestésicos gerais
injetaveis seguido
de anestesico
local na cisterna magna

Equideos Barbituricos* Pistola, pistola de ar
associados ou nao ao | comprimido, barbittricos
éter gliceril guaiacol | seguidos de anestésico
elou sulfato de | local na cisterna magna
magnesio

Coelhos Barbitlricos ou outros | deslocamento

anestésicos gerais
injetaveis*, halotano,
isofluorano,
sevofluorano

cervical
decapitacao

(<1kg),

(1) O anexo | esta com a redacéo dada pelo art. 60 da Resolugcédo no 876, de
2008, publicada no DOU de 25-02-2008,

Secdo 1, pag. 100.
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Gatos

Barbitdricos ou outros
anestésicos gerais
injetaveis*

Halotano,
isofluorano,
sevofluorano

Mamiferos marinhos

Barbitlricos, hidrocloreto
de etorfina

Pistola (cetaceos <4m
de comprimento)

Peixes (de acordo com | Barbitiricos ou outros | Decapitagéo, da
a espécie) anestésicos medula
gerais injetaveis?, deslocamento
halotano, percurséo
isofluorano, seccao espinhal,
sevofluorano, cervical,
tricaina,
hidrocloreto de
benzocaine
Primatas ndo-humanos | Barbitlricos ou outros | Halotano,
anestésicos gerais isofluorano,
injetaveis* sevofluorano
Répteis (de acordo com | Barbitiricos ou outros | Pistola de ar
a espécie) anestésicos gerais comprimido, pistola,
injetaveis decapitacdo e
seccdo da  medula
espinhal, percurséo
Roedores e  outros | Barbitdricos ou outros | Deslocamento
pequenos mamiferos anestésicos gerais cervical (ratos
injetaveis*, halotano, | <200g), percursao,
isofluorano, decapitacdo, CO2
sevofluorano
Ruminantes Barbituricos* Pistola, pistola de ar
associados ou nao a | comprimido, barbituricos
éter gliceril guaiacol | seguidos de anestésico
elou sulfato de | local na cisterna magna
magneésio*
Suinos Barbitaricos ou outros | Pistola, pistola de ar
anestésicos gerais comprimido
injetaveis*
Visdes, raposas, e | Barbitiricos ou outros | Halotano,
outros mamiferos | anestésicos gerais isofluorano,

criados para extracdo
de pele e anexos

injetaveis*

sevofluorano
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* Em todos 0s casos, para todas as espécies, 0s barbitiricos ou anestésicos gerais
devem ser administrados por via intravenosa e apenas na impossibilidade desta, por
via intraperitoneal, em dose suficiente para produzir a auséncia do reflexo corneal.
Apés a auséncia do reflexo corneal, pode-se complementar com o cloreto de

potdssio associado ou ndo ao bloqueador

intravenosa.

neuromuscular,

ambos por via



