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RESUMO

O Laser de baixa intensidade e a Microcorrente sdo recursos existentes no mercado com indicagéo
para acelerar o processo de cicatrizacdo de feridas. Objetivos: Avaliar os efeitos isolados e associados
do laser de baixa intensidade Arseneto de Galio (AsGa) com 904nm (vermelho) e da microcorrente
no processo de cicatrizacdo de feridas cutaneas em ratas, e a construgdo de um Protocolo de Cirurgia
Experimental de Ferida Cirurgica em Ratos Métodos: Estudo longitudinal, prospectivo, descritivo,
analitico, experimental, intervencional, controlado e randomizado, o estudo foi aprovado pela
Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade do Vale do Sapucai (UNIVAS), sob
0 parecer numero 208/2014. Fizeram parte do estudo 48 ratos winstar provenientes do biotério da
UNIVAS, que foram submetidos a cirurgia para confeccao de ferida cutdnea no dorso com um punch
metélico de 2,13 cm 2 de area, logo ap6s foram divididos randomicamente em 4 grupos, Grupo
Laserterapia, com Laser de baixa intensidade AsGa 904nm a 4J/cm?, Grupo Microcorrente, com
microcorrente modo automatico, a 80 miliampéres, 60 Hz por 12 minutos, Grupo Laserterapia +
Microcorrente, seguindo 0s mesmos parametros dos grupos laserterapia e microcorrente, e Grupo
Controle, sem tratamento, submetidos a tratamento diario por 21 dias consecutivos, Em todos os
grupos apos o tratamento a ferida era coberta por gel carbopol e filme adesivo. Foram realizadas
avaliacGes da area das feridas nos dias 0, 3°, 6°, 9°, 12°, 15°, 18°¢21° dias. Foi utilizado o teste de
Kruskal-Wallis, Mann-Whitney e Qui Quadrado para realizar a comparacgdo entre 0s quatro grupos e
para avaliar o percentual de cicatrizacdo de cada ferida foi utilizado o teste de Delta %. Para todas as
andlises foi considerado o nivel de significancia de p <0.05. Resultados: Os animais do Grupo
Laserterapia obtiveram uma melhor cicatrizacdo da ferida (0,0056cm?, P< 0,0001), seguidos pelos
grupos de Laserterapia + Microcorrente (0,0084cm?, P< 0,0001), Microcorrente (0,0109cm?, P:
0,0004) e por ultimo Grupo Controle (0,0197cm?). Conclus&o: conclui-se que a laserterapia foi mais

eficicaz na regresséo de feridas cutaneas em ratas.

Descritores: Lasers, Cicatrizacdo, Estimulagdo Elétrica Nervosa Transcutanea.
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ABSTRACT

The laser of low intensity and the microcurrent are existing features on the market with an
indication to accelerate the wound healing process. Objectives: To evaluate the isolated effects
and associated low intensity laser Gallium Arsenide (GaAs) to 904nm (red) and microcurrent
on the healing process of skin wounds in rats, and the construction of an Experimental Surgery
Protocol Wound Surgery in rats Methods: a longitudinal study, prospective, descriptive,
analytical, experimental, interventional, controlled, randomized study was approved by the
Ethics Committee on Animal Use (CEUA) of the University of Sapucai Valley (UNIVAS),
under number 208 / 2014. The subjects were 48 rats Winstar from the vivarium of UNIVAS,
who underwent surgery for making skin wound on the back with a metal punch of 2.13 cm 2
area, shortly after were randomly divided into 4 groups, Laser Therapy Group, with low level
laser GaAs 904nm to 4 J / cm2, microcurrent Group, with microcurrent automatic mode, 80
milliamps, 60 Hz for 12 minutes, Laser Therapy + microcurrent Group, following the same
parameters of the groups laser therapy and microcurrent, and control group without treatment,
undergoing daily treatment for 21 consecutive days in all groups after treatment the wound was
covered with gel carbopol and adhesive film. of wound area evaluations were performed on
days 0, 30, 60, 90, 120, 150, 180 and 210 days. We used the Kruskal-Wallis Test, Mann-
Whitney and Chi Square for performing the comparison between the four groups and to evaluate
the percentage of healing of each wound was used Delta% test. For all analyzes was considered
the significance level of p <0.05. Results: Animals in the laser therapy group achieved a better
wound healing (0,0056cm2, P <0.0001), followed by groups of laser therapy + microcurrent
(0,0084cm2, P <0.0001), Microcurrent (0,0109cm2, P: 0.0004) and last control group
(0,0197cm2). Conclusion: it is concluded that laser therapy was more eficicaz in the regression

of skin wounds in rats.

Keywords: Lasers, Healing, Transcutaneous Electric Nerve Stimulation.
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1. CONTEXTO

A pele é o maior 6rgdo do corpo, indispensavel para a vida humana e fundamental para o
perfeito funcionamento fisiolégico do organismo. Como qualquer outro 6rgédo esta sujeito a sofrer
agressdes oriundas de fatores patoldgicos intrinsecos e extrinsecos, que irdo causar 0O
desenvolvimento de alteragdes na sua constituicdo como, por exemplo, as feridas cutaneas. Quando
estas agressdes causam leséo, que leva a solucdo de continuidade da pele, definimos como ferida
(DECLAIR, 2002).

O profissional cuidador de pacientes com feridas cutaneas desempenha um papel
fundamental pelo trabalho de extrema relevancia que executa. Exercem abordagem holistica do
paciente; acompanha a evolugdo da lesdo, orienta e realiza o curativo, detendo o dominio técnico.
(TUYAMA et al., 2004; SALOME & EXPOSITO, 2008; GARDONA et al., 2014; ALMEIDA,
MOREIRA, SALOME, 2014)

O tratamento das feridas é dindmico e depende a cada momento da evolugdo das fases de
cicatrizacdo. Atualmente sdo inUmeras as opg¢des de coberturas e tratamentos adjuvantes existentes
no mercado, por exemplo: coberturas com novas tecnologias, tratamento por fitoterapico, tratamento
adjuvante através da camara hiperbarica, laser, ultrassom, corrente faradica e outros.

Os recursos financeiros do paciente ou da unidade de salde, a necessidade de
continuidade da utilizacdo do curativo, inclusive domiciliares, e a avaliacdo de beneficios e custos
sdo alguns dos aspectos a serem considerados no momento da escolha do tipo de tratamento e
cobertura, que devem ser adequados a natureza, a localizacdo e ao tamanho da lesdo. Embora haja
grande variedade de tratamento coadjuvante e coberturas, um so tipo de cobertura ndo preenche os
requisitos para ser aplicado em todos os tipos de feridas cutaneas, sendo muitas vezes necesséria a
utilizacdo de tratamento adjuvante (FRANCO & GONGCALVES, 2008, SANTQOS, et al., 2013).

A utilizacdo do laser de baixa intensidade possui eficacia no processo de regeneragao
celular, sendo utilizada na busca de cicatrizacdo mais rapida e no proporcionamento de melhores
condicdes a ferida. Sua eficiéncia deve-se as particularidades de respostas que induzem nos tecidos,
diminuindo o edema, o processo inflamatorio e aumentando a sintese de colageno e a epitelizacéo
(PIERI, 2009).

A palavra laser significa, em inglés, Light Amplification by Stimulated Emission of
Radiation, que em portugués significa amplificacdo de luz por uma emisséo estimulada de radiacéo,

podendo ser classificado de duas maneiras: o power laser (de alta intensidade) e o soft laser (de baixa
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intensidade). Os de baixa intensidade sdo utilizados na &rea de fisioterapia, como também, no
tratamento das Ulceras (PIERI, 2009).

As propriedades terapéuticas do laser sdo estudadas desde a proposicdo da teoria da
emissao estimulada por Albert Einstein, em 1917, sendo sugerida pela primeira vez em 1957, por dois
cientistas americanos, Charles Townes e Arthur Achawlow, tornando-se realidade em 1960, com a
construcdo do primeiro emissor de laser, a Rubi, por Theodore Maiman (HENRIQUES, CAZAL,
CASTRO, 2010).

Estudos publicados sobre o uso da terapia laser de baixa poténcia abriram nova fronteira
para o tratamento clinico de muitas desordens. Visto que o mesmo comecou a ser utilizado no
processo de regeneracédo e recuperagdo funcional de lesfes nervosas periféricas na década dos anos
1970, havendo varios relatos e divergéncias sobre os resultados obtidos (REIS et al., 2008;
ABRAMOFF et al, 2014; WOLFENSON et al, 2015).

A radiagdo gerada pelos aparelhos de laser de uso terapéutico difere da radiagdo gerada
por outras fontes em trés aspectos: 1) Monocromaticidade, que descreve uma radiagdo que demonstra
espectrograficamente, s6 uma linha; 2) Coeréncia, que se refere a organizacdo perfeita no que diz
respeito ao deslocamento ordenado de suas ondas que oscilam uniformemente, ou seja, todas as ondas
estdo na mesma fase e esta coeréncia espacial contribui para manter a poténcia luminosa do feixe por
ndo haver interferéncia entre os raios; 3) Polarizacdo, onde os feixes sdo paralelos, sem catraca da
cremalheira divergéncia e com elevada colimacdo. Isto permite seu direcionamento para um ponto
determinado com minima disperséo, possibilitando o foco em diametros muito pequenos sem perda
da intensidade conforme sua distancia. (AGNE, 2005; AQUINO,2005)

A interacdo da radiacdo do laser com os tecidos se realiza nas interfaces, mediante os
fendmenos de reflexdo e refracdo e, no interior do meio, onde tem lugar a transmisséo, fato que
depende principalmente dos fenémenos de absorcdo e dispersdo, sendo que a dispersdo e a
transmissdo da radiacdo a laser dependem fundamentalmente de dois fatores: 0 comprimento de onda
e a natureza absorvente (AGNE, 2005).

A utilizacdo da corrente elétrica com o objetivo de promover a cicatrizacdo de feridas ndo
é algo revolucionério ou novo, pois ha registros de mais de 300 anos de sua utilizacdo por meio de
laminas de ouro no tratamento de lesdes cutaneas provocadas pela variola (GUIRRO, 2002).

A microcorrente € uma modalidade de terapia ndo invasiva que usa corrente de baixa
amperagem, em microamperes (uA) com alternancia de polaridade positiva e negativa a cada 3

segundos. Seus efeitos terapéuticos relacionam-se ao aumento do metabolismo celular, estimulo do
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processo de reparo e regeneracdo tecidual, normalizacao do pH local, aumento da sintese de proteinas
(col&geno e elastina). Promove a revitalizagdo e o rejuvenescimento da pele (GUIRRO, 2002).

Segundo Robinson & Snyder-Mackler (2001) o modo normal de aplicacdo dos aparelhos
de microcorrentes ocorre em niveis que ndo se consegue ativar as fibras nervosas sensoriais
subcutaneas e, como resultado, os pacientes ndo tém nenhuma percep¢do da sensacdo de
formigamento tdo comumente associada com procedimentos eletroterapéuticos.

Starkey (2001), relata que esta forma de estimulacdo elétrica tende a ser aplicada em nivel
sub-sensorial ou sensorial muito baixo, com uma corrente que opera a menos que 1000 microamperes.
As microcorrentes trabalha com a menor quantidade de corrente elétrica mensurével e isso €
compativel com o campo eletromagnético do corpo (BORGES, 2006).

Efeitos da Estimulacdo Elétrica por Microcorrentes sao o aumento da producdo de ATP
em até 500%, aumento da sintese de proteinas (colageno e elastina), aumento na captacdo de O2,
aumento no transporte de aminoécidos e aumento do transporte de membranas (BORGES, 2006):

A microcorrente acelera em até 500% a producéo do Trifosfato de adenosina (ATP),
sendo essa molécula a grande responsavel pela sintese proteica e regeneracéo tecidual devido a sua
participacdo em todos os processos energéticos da célula.

A MENS (Micro Eletro Neuro Stimulation) é indicada para cicatrizacéo, pos-operatorios,
rejuvenescimento da pele, flacidez tissular, recuperacao de queimaduras, inovagao cutanea (aumento
do namero de fibroblastos e alinhamento das fibras colagenas, potencializa a circulacdo linfatica,
diminuindo o edema), estrias, eliminacdo de metabdlicos celulares (BORGES, 2006).

A aplicacdo dessa técnica pode ser realizada de duas formas: manual e automatica. Na
aplicacdo manual, o profissional movimenta lentamente dois eletrodos tipo caneta previamente
umedecida. Ela é mais indicada para pessoas que dispem de mais tempo e que necessitam de uma
atencdo especial, por exemplo, pessoas em fase de stress.

Ja a aplicacdo automatica consiste na colocacdo de eletrodos fixos em pontos
predeterminados da superficie corporal, com consequente escolha de um programa mais adequado
para o caso a tratar. Nesses casos, por se tratar de uma terapia mais rapida foi o modo escolhido para
a realizacéo do presente estudo.

Apesar de muito utilizadas ndo existem estudos comparativos dessas duas modalidades
terapéuticas no processo de cicatrizacdo de feridas cutaneas produzidas em ratos, portanto, justifica-

se a necessidade dessa comparacdo de estudo.
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As pesquisas experimentais sao importantes a medida que auxiliam na compreensao dos
processos naturais da evolucdo das mais diferentes patologias e apontam para a melhor intervencéo
na medida que preservam a vida humana e sua integridade fisica e mental. Conseguir um grupo
homogéneo com numero suficientes de individuos também é uma dificuldade encontrada por
pesquisadores que reforcam a necessidade de se utilizar modelos animais em pesquisas. Sem contar
0 abandono da pesquisa e a dificuldade de se acompanhar grandes grupos em pesquisas com longas
duracdes.

Estabelecer critérios minimos para a utilizacao animal em pesquisa seguindo os principios
da bioética, biosseguranca e preocupacao com o bem estar animal é fundamental ao pesquisador que
utiliza-se das pesquisas experimentais.

Ainda que seja um processo comum e antigo existem poucos manuais ou protocolos que
descrevem o processo experimental de confeccdo de ferida cutanea em ratos, ha muitas diferencas
entre os métodos utilizados em diferentes trabalhos no que se referem a acomodacdes, anestesia,
epilacdo e tricotomia, procedimento cirdrgico, eutanasia e descarte, o que justifica a criacdo de tal

protocolo.
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2- OBJETIVOS

Avaliar os efeitos isolados e associados do Laser de baixa intensidade AsGa com 904nm
(vermelho) e das microcorrentes, no processo de cicatrizacdo de feridas cutaneas em ratas.

Construir protocolo de cirurgia experimental para ferida cirdrgica em ratos.

18



3. METODOS

3.1. Tipo de Estudo

Estudo Longitudinal, prospectivo, descritivo, analitico, experimental, intervencional,

controlado e randomizado.

3.2. Local do Estudo
A pesquisa foi realizada no Centro de Cirurgia Experimental José Manoel Lopes da
Universidade do Vale do Sapucai, Pouso Alegre - MG.

3.3 Sujeito da Pesquisa

Fizeram parte do estudo 48 ratas (Rattus Norvegicus albinus, Rodentia mammalia)
albinos da linhagem Wistar, provenientes do Biotério e Centro de Cirurgia Experimental José Manoel
Lopes da UNIVAS, sendo distribuidas em 4 grupos com 12 ratas em cada grupo, especificados a

seguir (quadro 1)

Quadro 1- Distribuicéo das ratas por grupo.

Grupos | Tipo de tratamento N° de ratas
Laser Laserterapia de baixa intensidade 904nm. 12
Micro Eletroterapia com Microcorrente 12

Laser + | Laserterapia de baixa intensidade 904nm associada a Eletroterapia | 12

Micro com Microcorrente

Controle | Controle 12

Antes do experimento as ratas ficaram por um periodo de adaptagéo de 10 dias em gaiolas
de polipropileno, contendo um animal por gaiola, com ciclo claro e escuro de 12 horas em sala com
controle de exaustdo, com racdo padrdao do biotério ad libitum e agua ad libitum. Durante o
experimento as ratas permaneceram nestas mesmas condices.

3.4 Critérios de inclusao
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Foram incluidas Ratas Wistar fémeas de idade entre 2 a 3 meses, com peso entre 200 a

300 gramas, sem malformacéo e eutroficas.

3.5 Critérios de ndo inclusédo

Machos

Fémeas com peso inferior a 200 gramas e superior a 300 gramas.

3.6 Materiais

e Aparelho de laser de baixa intensidade, comprimento de onda de 904nm a 30 mW/cm?
de poténcia, da marca Laserpulpe®, da empresa IBRAMED.

e Aparelho de eletroterapia, com Microcorrentes Neurodyn Multicorrentes IBRAMED

e Racdo padrédo ad libidum e &gua para alimentacao das ratas.

e Cloridrato de xilazina 2%

e Cloridrato de cetamina 5%

e Filme adesivo transparente - Opsite®

¢ Instrumento metalico circular cortante (tipo PUNCH), confeccionado para este fim.

e Extrato glicolico de gel de carbopol 100%

3.7 Etica do Procedimento experimental

Projeto aprovado pelo CEUA (Comisséo Etica no Uso de Animais) da Universidade do
Vale do Sapucai (UNIVAS) sob protocolo 208/14 (Anexo 1)

3.8 Procedimentos

3.8.1 Anestesia dos animais
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Para o procedimento cirargico da producéo da ferida as ratas foram submetidas a anestesia
geral com injecéo intra-muscular Cloridrato de cetamina (100 mg/kg) 85 mg/kg de peso associada a
Cloridrato de xilazina (20 mg/kg), 2,0 mg/kg de peso .

3.8.2 Realizacéo da Ferida

Ap0s a anestesia foi realizada a epilagdo por tracdo digital de uma &rea de 4 x 6cm com
seu centro na linha mediana dorsal iniciada na margem inferior da escapula. Apds foi feita a
antissepsia da area epilada com solucéo de gluconato de clorexidina a 2%. Foi demarcada area da
rescisdo da pele para producéo da ferida no plano transverso, com seu centro na linha mediana dorsal
seguindo em sentido caudal, iniciando-se a 1,0cm da margem inferior da escapula, por uma excisdo
cirurgica da pele em forma circular de 2 cm de didmetro, com auxilio de um punch de 2,13mm de
diametro. Realizou-se em seguida a exérese da pele até a fascia muscular, com bisturi nimero 15.
Ap6s a cirurgia 0s animais receberam 0,1mg para cada grama de peso de paracetamol
(Tylenol®200mg/ml) por via oral, para analgesia pos-operatoria, esse medicamento foi diluido em
250 ml de agua na dose para 24 horas e administrado aos animais, junto a hidratagdo ad libitum. A

seguir foi iniciado o tratamento em cada grupo de ratas de acordo com objetivo proposto.

3.8.3 Tratamento da ferida

O tratamento foi realizado diariamente, sempre no mesmo horéario, durante 21 dias

seguidos. As feridas receberam o tratamento conforme descricdo a seguir.

3.8.3.1. Higienizacdo da Ferida

Antes do tratamento a ferida foi higienizada com 20 ml de soro fisiologico aquecido a

35°C, por meio de seringa de 20 ml cloreto de sodio a 0,9% aplicado, com um jato continuo,

diretamente na superficie da mesma e foi seca com uma gaze estéril dobrada em quatro partes.
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3.8.3.2 Aplicacéo da Laserterapia

O laser adotado para o tratamento das lesdes foi o Laser de baixa intensidade AsGa
(Arseneto de Gélio) com 904nm (vermelho), com poténcia de 30mW e dose de 4J/cm2, como no
modelo da figura 1.

Figura 1: Modelo para demonstracdo da aplicacdo do laser 904nm

O laser foi aplicado de forma pontual, em 4 pontos na margem da ferida previamente
demarcados distantes um do outro em um cm como no modelo a seguir. Cada ponto demarcado

recebeu uma aplicacdo do Laser, a aplicacdo de cada ponto durou 30 segundos (Figura 2):

Figura 2: Demarcacgéo dos quatro pontos da ferida para tratamento com laser

N
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3.8.3.3 Aplicagédo da eletroterapia por microcorrente

O aparelho utilizado para e eletroterapia por microcorrente foi o Neurodyn Multicorrentes
da fabricante IBRAMED. Sua aplicacao foi realizada diariamente por 21 dias, sempre no mesmo
horéario. Modo de aplica¢do automatico, com intensidade de 80 miliampéres (LA), frequéncia de 60Hz
durante 12 minutos. (Figura 3).

Figura 3: Aplicacdo de Microcorrente modo automatico

Para a aplicagdo foram utilizados 2 (dois) eletrodos, para uso individual de silicone
cortados ao tamanho de 300x150 mm, que foram acoplados na margem caudal e cranial da ferida,
utilizou-se gel de carbopol como meio de transmissédo da corrente elétrica. (Figura 4)
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Figura 4 — Posicionamento dos eletrodos nas margens da ferida

3.8.3.4 Grupo Controle
Os animais do grupo controle foram submetidos a aplicacdo uma camada de gel de
carbopol a 100%.

3.8.3.5 Cobertura da Ferida
Ap0s a aplicacdo do tratamento de cada grupo a ferida foi coberta por uma camada de gel

de carbopol a 100%, sobre o gel, utilizou-se adesivo filme de Opsite® se estendendo na regido na

qual foi realizada a tricotomia como no exemplo a seguir (Figura 5):

Figura 5 — Demonstracdo da aplicacdo da cobertura na ferida com adesivo estéril

3.8.3.6 Tricotomia dos pelos dos Animais

24



A cada 5 dias, a area epilada de 4x6 cm, recebia nova tricotomia com excecdo de uma
faixa de 0,5 cm ao redor da ferida.

A finalidade deste procedimento era ndo promover micro traumas desta regido para nao
interferir na cicatrizacdo da ferida, assim como, possibilitar a adesdo do filme adesivo protetor do

curativo, somente na regido epilada (Figura 6):

Epilacao

Figura 6. Demarcagéo da tricotomia

3.9 Coleta de Dados

A coleta de dados foi realizada por meio de planimetria da area da ferida, em 8 momentos
de avaliacdo (CARVALHO et al., 2006). A primeira avaliacdo aconteceu logo ap6s o ato cirdrgico
no dia 0° e as demais nos dias 3°, 6%, 9°, 12° 15°, 18° e 21° dias. A medida da é&rea da ferida foi
realizada por através de um decalque do perimetro. Utilizou-se dois filmes de polipropileno estéreis,
colocados de forma a ficarem sobrepostos sobre a ferida. Por meio de um pincel de ponta fina e tinta
indelével, realizou-se o contorno da ferida, seguindo suas margens. Logo apos, o filme que ficou em
contato com a ferida foi dispensado e o outro foi escaneado e utilizado para a aferi¢cdo da area por

meio do programa AutoCad.

3.10 Eutanasia dos Animais

No 21° dia, apds a resseccdo da pele para exame histologico os animais foram induzidos

a eutanasia por injecdo de cloreto de potassio a 10% no mediastino. Os corpos dos ratos foram
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descartados em saco de lixo infectante e encaminhados para o abrigo de lixo infectante, guardados
em geladeira até a coleta externa.

3.11 Andalise dos dados

Os dados foram registrados na forma de banco de dados do programa de informéatica SPSS
(Statistical Package for Social Sciences) for Windows 15.0, onde foi comparada a evolucgéo das areas
das feridas nos sete momentos, entre todos 0s grupos estudados.

Foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis para realizar a comparagédo entre 0s quatro grupos.
Para comparar dois e/ou trés grupos foi utilizado o teste de Mann-Whitney e para avaliar o percentual
de cicatrizacdo de cada ferida foi utilizado o teste de Delta %, calculo Qui-Quadrado afim de conduzir
um teste de qualidade de ajustamento, para mostrar se existe de fato diferenca estatisticamente
significativa entre as porcentagens das areas das feridas e se a amostra se adequa aos resultados
obtidos. Para todas as analises foi considerado o nivel de significancia de p <0,05.

3.12 Construcédo do Protocolo de Cirurgia Experimental de Ferida Cirargica em ratos.

O desenvolvimento dessa pesquisa gerou um produto; o0 “Protocolo de Cirurgia
Experimental de Ferida Cirrgica em Ratos”. Foi realizado revisdo junto as bases de dados das
Ciéncias da Saude como a Biblioteca Cochrane, SCIELO, (Scientific Eletronic Library Online),
LILACS (Literatura Latino Americana e do Caribe em Ciéncia da Saude), a MEDILINE (National
Library of Medicine-USA), International Nursing Index (INI) e o Cumulative Index to Nursing and
Allied Health Literature (CINAHL), além de consultar livros e teses da area dos dltimos 10 anos.
Assim, apos a realizacdo de ampla pesquisa bibliografica em periddicos indexados nacionais e
internacionais citados acima e apds lermos os resumos, foram selecionados os artigos que descreviam
a definicdo de manual, cirurgia experimental, cirurgia em ratos, protocolo cirurgia experimental.
(SCHANAIDER, SILVA, 2004; FERREIRA, HOCHMAN, BARBOSA et al., 2005; SCHNAIDER,
2008; JR EDVALDO, ALVES, ROCHA, 2012).

A partir deste levantamento elaborou-se o protocolo, que foi composto por sequéncia

descrita em 3 (trés) etapas:

o Primeira etapa: Descri¢do as técnicas de acomodacdo, manuseio, anestesia,

confeccdo da ferida, demarcacdo com punch e epilacdo dos pelos.
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Segunda etapa: Confec¢édo da Ferida
Terceira etapa: Padronizacdo da técnica de limpeza e do curativo.
Quarta etapa: Padronizacdo da técnica de eutanasia.

Quinta etapa: Padronizagédo do descarte de carcacas
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4- RESULTADOS

Pela avaliacdo da planimetria observou-se que, de todos 0s grupos, 0s animais submetidos
ao tratamento com laserterapia foram os que apresentaram maior regresséo das feridas.

Quando associados os tratamentos de microcorrente com laser, foi possivel observar que
este obteve resultado inferior ao laser e superior a microcorrente.

Para todos os quatro tratamentos obteve-se um p-Valor menor gue o nivel de significancia
a = 0,05 adotado, o que leva a rejeigao da hipdtese nula de que as porcentagens ndo apresentam
diferenca estatistica. Conclui-se, a partir do teste Qui-Quadrado de Adequacdo do Ajustamento, que
as porcentagens de fato sdo diferentes para cada etapa dos tratamentos e a quantidade de porcentagens
consideradas para o teste sdo suficientes para se chegar a essa conclusdo, Tabela 1.

Tabela 1 — Média, Mediana, Desvio Padréo e Delta % das areas das feridas dos grupos

Laser, Microcorrente, Laser+Microcorrente e Controle.

Grupos
Dias
Micro Laser Laser + Micro Controle
Méd | Media | Desvio Delta | Méd | Media | Desvio Delta | Méd | Media | Desvio Delta | Méd | Media | Desvio Delta
ia na padréo % ia na padréo % ia na padréo % ia na padrdo %
3]204| 2,00 0,341 20,231 2,16 | 2,27 0,441 22,041 2,04 1,97 0,54]36,38]2,03| 2,05 0,39 34,84
6]165| 1,61 0,31]3539]155| 1,50 0,29 43,21 1,71| 1,66 0,49 46571139 142 0,36 | 55,28
9lo89| 0,84 0,37]|64,40]086| 0,88 0,29] 66,60 0,71 0,61 0,20| 77,80] 0,57 | 0,57 0,14 ] 81,38
121041 031 0,23]83,01]023| 0,23 0,07]191,22]0,28| 0,24 0,09] 90,931 0,30| 0,27 0,15] 90,11
15] 0,20 0,15 0,14]19159]011| 0,12 0,03] 95821 0,12 011 0,02]96,15] 0,15| 0,12 0,081 94,79
18] 0,09 0,09 0,03] 96,15 0,04| 0,04 0,021 98,36 0,05 0,05 0,01] 98,241 0,07| 0,07 0,02 ] 97,46
2110,01| 0,00 0,00] 99,56 0,00| 0,00 0,00] 99,781 0,00 0,00 0,00] 99,721 0,01| 0,01 0,00 ] 99,35
!Estat;st 84,21 77,61 52,57 46,13
1ca
Valor
dop < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001

Teste de Qui-quadrado significancia estatistica p < 0,05

Comparando-se a area das feridas entre os quatro grupos, ndo apresentaram diferencas
significantes quanto ao tamanho da ferida confeccionada. Quanto a regressdo das feridas os grupos
apresentaram diferencas estatisticamente significativas a partir do 15° dia de observacdo, com o
tratamento Laser apresentando melhores resultados, através de menores medias observadas, seguindo

a tendéncia até o ultimo dia de observacdes, como pode ser observado na Tabela 2.
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Tabela 2: Média e Delta % das areas das feridas dos grupos Laser, Microcorrente,
Laser+Microcorrente e Controle.

) Grupo
Dias
Micro Laser Laser +Micro Controle Valor do
Média Delta % | Média Delta % | Média Delta % |Média Delta % P

2,040] 20,232 2,165| 22,040 2,040 36,383 2,036| 34,844| 0,8770
1,653 35,399 1,552 43,217 1,716 46,570 1,390 55,287 0,2547
0,892 64,407 0,867| 66,602 0,712 77,803 0,573| 81,389| *0,0309
12 0,413] 83,017 0,231] 91,229 0,282] 90,939 0,302 90,116| 0,0803
15 0,203] 91,598 0,110] 95,827 0,121] 96,158 0,157 94,791| *0,0215

18 0,094] 96,159 0,040] 98,360 0,054 98,242 0,076 | 97,467|%*0,0001

21 0,010 99,568 0,005 99,781 0,008 99,720 0,019 99,357 * 0,0001

Test Kruskal-Wallis *Significancia estatistica p <0,05
Comparacéo nos dias de coleta da regressdo da area das feridas de todos os grupos.

Comparando os efeitos dos trés grupos (laser, microcorrente e controle), o grupo

Controle apresentou médias menores em cm? até o 9° dia do tratamento, sendo superado com

significancia estatistica pelo tratamento Laser a partir dos resultados observados no 12° dia,

seguindo a mesma tendéncia até o fim das observacdes, conforme podemos observar na Tabela 3.
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Tabela 3: Média, Mediana e Desvio Padréo das areas das feridas nos grupos

microcorrente, laser e controle.

Grupos
ol Micro Laser Valor
Controle doP
Média | Mediana Desv~|o Média | Mediana Desv~|o Média | Mediana Desv~|o
Padréo Padrdo Padréo
3 2,040 2,009 0,345 2,165 2,271 0,449 2,036 2,057 0,399| 0,6533
6 1,653 1,618 0,317 1,552 1,507 0,296 1,390 1,424 0,360| 0,2290
9 0,892 0,848 0,379 0,867 0,885 0,296 0,573 0,576 0,141] 0,0187
12 0,413 0,319 0,238 0,231 0,235 0,072 0,302 0,278 0,159| 0,0415
15 0,203 0,159 0,144 0,110 0,123 0,035 0,157 0,129 0,087| 0,0238
18 0,094 0,093 0,034 0,040 0,040 0,021 0,076 0,078 0,023] 0,0001
21 0,010 0,009 0,003 0,005 0,005 0,001 0,019 0,019 0,004 80001

Kruskal-Wallis *Significancia estatistica p <0,05

Comparando de forma isolada os grupos Microcorrente, Laser + Microcorrente e

Controle, podemos observar uma maior regressao da area da ferida no grupo Laser + Microcorrente

a partir do 15° dia de coleta de dados, seguindo a tendéncia até o final do tratamento.
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Tabela 4: Média, Mediana e Desvio Padrao das areas das feridas dos grupos

Microcorrente, Laser+Microcorrente e Controle.

. Grupos
Dias . Valor do
. Laser + Micro Controle
Micro p
Média Mediana Desv~|o Média Mediana DeSVJO Média Mediana Desv~|o
padrdo Padrdo Padrdo

2,040 2,009 0,345 2,040 1,977 0,542 2,036 2,057 0,399] 0,9769

1,653 1,618 0,317 1,716 1,666 0,497 1,390 1,424 0,360] 0,1301

0,892 0,848 0,379 0,712 0,615 0,206 0,573 0,576 0,141] 0,0612

12 0,413 0,319 0,238 0,282 0,248 0,097 0,302 0,278 0,159| 0,2659

15 0,203 0,159 0,144 0,121 0,118 0,027 0,1573 0,129 0,087] 0,0445

18 0,094 0,093 0,034 0,054 0,057 0,014 0,0766 0,078 0,023 0,0013

21 0,010 0,009 0,003 0,008 0,008 0,004| 10,0197 0,019 0,004 | < 0,0001

Kruskal-Wallis Significancia estatistica p < 0,05

Em comparacdo entre os grupos Laser, Laser + Microcorrente e Controle pode-se
observar maior relevancia estatistica no grupo que recebeu tratamento com Laser sobre 0s grupos
Laser + Microcorrente e grupo Controle a partir do 18° dia de coleta de dados.

No 9° dia de coleta foi verificada boa relevancia nas amostras do grupo Controle, porém,
essa relevancia foi superada imediatamente pelos outros grupos e seguindo essa tendéncia até o final

do tratamento, conforme pode-se observar na tabela 5.

Tabela 5: Média, Mediana e Desvio Padrao das areas das feridas nos grupos Laser,

Laser+Microcorrente e Controle.

Grupos
Dias Valor do
Laser Laser + Micro Controle P
Média Mediana Desv~|o Média Mediana Desv~|o Média Mediana Desv~|o
padrdo padrdo padrdo

2,165 2,271 0,449 2,040 1,977 0,542 2,036 2,057 0,399] 0,7764
1,552 1,507 0,296 1,716 1,666 0,497 1,390 1,424 0,360| 0,2166
0,867 0,885 0,296 0,712 0,615 0,206 0,573 0,576 0,141] 0,0193
12 0,231 0,235 0,072 0,282 0,248 0,097 0,302 0,278 0,159]| 0,5016
15 0,110 0,123 0,035 0,121 0,118 0,027 0,157 0,129 0,087 0,4114
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18 0,040 0,040 0,021 0,054 0,057 0,014 0,076 0,078 0,023] 0,0028

21 0,005 0,005 0,001 0,008 0,008 0,004 0,019 0,019 0,004 | < 0,0001

Kruskal-Wallis significancia estatistica p< 0,05

A efetividade do tratamento Micro sé pode ser observada com significancia estatistica no
21° dia de observac0es, evidenciando pouca diferenca entre o tratamento e os resultados observados
no grupo Controle nos dias anteriores do experimento.

Tabela 6: Média, Mediana e Desvio Padréo das areas das feridas nos grupos

Microcorrentes e Controle.

Grupos

Dias Valor
Micro Controle doP

Média [Mediana Desv~|o Média [Mediana Desv~|o

Padrdo Padrdo
3| 2,040 2,009 0,345] 2,036 2,05] 0,399| 0,7987
6] 1,653 1,618| 0,317] 1,390 1,42 0,360| 0,0887
9] 0,892 0,848 0,379] 0,573 0,57] 0,141] 0,0284
12| 0,413 0,319 0,238] 0,302 0,27] 0,159] 0,2656
15| 0,203 0,159 0,144] 0,157 0,129 0,087| 0,2415
18| 0,094 0,093 0,034] 0,076 0,078 0,023| 0,1332
21| 0,010 0,009 0,003] 0,019 0,019 0,004| 0,0004

Mann Whitney significancia estatistica p< 0,05

Na comparacdo entre os resultados obtidos com o tratamento Laser e 0s observados no
grupo Controle, o tratamento Laser apresentou resultados estatisticamente significativos a partir do
18° dia de coleta de dados, com boa margem de diferenca e seguindo a tendéncia até o Gltimo dia de

observacoes.

Tabela 7: Média, Mediana e Desvio Padrao das areas das feridas nos grupos Laser e

Controle.
Dias s Valor do
Laser Controle P

Média Mediana Desv~|o Média Mediana Desv~|o

Padrédo Padrao
2,165 2,271 0,449 2,036 2,057 0,399| 10,4428
1,552 1,507 0,296 1,390 1,424 0,360] 0,3473
0,867 0,885 0,296 0,573 0,576 0,141] 0,0068
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12 0,231 0,235 0,072 0,302 0,278 0,159] 10,3776
15 0,110 0,123 0,035 0,157 0,129 0,087 0,1781
18 0,040 0,040 0,021 0,076 0,078 0,023| 0,0011
21 0,005 0,005 0,001 0,019 0,019 0,004 | < 0,0001

Mann Whitney significancia estatistica p < 0,05

Comparando-se os resultados do tratamento Laser + Micro com o grupo Controle,
evidenciou-se com significancia estatistica que o tratamento apresentou diferencas a partir do 18° dia
de observacgdes, com menor area da ferida no grupo laser+micro, seguindo a mesma tendéncia até o

final do estudo.

Tabela 8: Média, Mediana e Desvio Padrao das areas das feridas nos grupos
Laser+Microcorrente e Controle.

Grupos
Dias
. Valor do
Laser + Micro Controle P
. . Desvio - . Desvio
Média Mediana Padrio Média Mediana Padrio

2,040 1,977 0,542 2,036 2,057 0,399| 0,9774
1,716 1,666 0,497 1,390 1,424 0,360 0,0887
0,712 0,615 0,206 0,573 0,576 0,141 10,1276
12 0,282 0,248 0,097 0,302 0,278 0,159 0,9323
15 0,121 0,118 0,027 0,157 0,129 0,087| 0,4775
18 0,054 0,057 0,014 0,076 0,078 0,023] 0,0284
21 0,008 0,008 0,004 0,019 0,019 0,004 | < 0,0001

Mann Whitney significancia estatistica p < 0,05
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5- PRODUTO
A realizacao desta pesquisa gerou ao final dois produtos, um protocolo para utilizacao de laser
e microcorrente em feridas cutaneas e um Protocolo de Cirurgia Experimental de Ferida Cirlrgica

em ratos.

Marcelo Renato Massahud Junior
Geraldo Magela Salomé
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06

Prefacio

A construgdo de protocolos validados cientificamente,
respeitando os fatores técnicos de biosseguranga e os prin-
Cipios da bioética,é requisito fundamentalpara o desenvolvi-
mento do conhecimento cientifico,

Neste trabalho os autores se preocuparam, ao longo da
dissertagdo, com temas relevantes e essenciais para a cons-
trugdo e validacdo da proposta de um Protocolode Cirurgia
Experimental em Ferida Cirdrgica em Ratos, sdo eles: Impor-
tancia do Condicionamento dos Animais; Argumentacdoa
respeito deQuando e Por Que utilizar Animais em Pesquisas;
Descricdo dosProcedimentos Gerais para Cirurgias Experi-
mentais; Técnica Anestésica e de Curativo; Cobertura da Fe-
rida; Eutandsia; e Descarte dos Animais.

A existéncia de protocolos confiaveis cientificamente pos-
sibilitara que, em um futuro proximo, tenhamos propostas
de intervendo mais eficazes e mais eficientes no tratamen-
to das feridas cirurgicas.

Trata-se de tema de alta relevancia e de importancia
transversal para 0s profissionaisda area da Satde.0 convite
é para que possamos realizar a leitura deste trabalho com
0 intuito de provocar académicos, profissionais e pesquisa-
dores da area a darem continuidade a este estudo, de forma
comparativa ou ndo.

A conclusao deste trabalho cientifico € motivo de orgutho,
de respeito aos principios éticos com animais, e de avango
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do conhecimento cientifico na respectiva area de estudo.

Boa leitura!

Roberto Mattar Cepeda
Presidente do Conselho Federal de
Fisioterapia e Terapia Ocupacional (COFFITO)
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1. Apresentacdo

A ferida em seu conceito & uma solugdo de continuidade
da pele podendo ser aberta ou fechada e que normalmen-
te tem sua origem traumatica, ha diversas classificades,
quanto a sua origem. A drea de pesquisa experimental com
feridas vem crescendo dia a dia e nesta evolugdo um pro-
tocolo de procedimentos em feridas favorece em muito o
(ampo para pesquisador onde favorece um delineamento
ao experimento com animais. 0 desenvolvimento do pro-
tocolo devera contemplar a necessidade do bem estar ani-
mal e a diminuicdo na utilizacdo de nimeros de animais em
pesquisas permanecendo em consonancia com a Etica, com
05 conceitos preconizados pelo Conselho Nacional de Con-
trole Experimentacdo Animal. A utilizagdo de animais para
pesquisa em feridas tende a sofrer um declinio ao longo do
tempo, desenvolvimentos de novos produtos e ou métodos
alternativos esta em ascensdo tecnoldgica e moralmen-
te correta, com a realizacdo de um protocolo este podera
contribuir para esta ascensao visto que novas técnicas de
procedimentos para a retracdo da ferida ou produtos cujo
sua agdo promova a cicatrizagdo em tempo menor ainda ha
de se utilizar espécie animal. Uma padronizacdo nos pro-
cedimentos ndo significara uma estagnacao em evolugdo
nos estudos, isto porque surgirdo técnicas melhores com
0 aprendizado adquirido pela utilizago de um protocolo. A
importancia da diretriz fornecida por um protocolo nos pro-

cedimentos de feridas favorecera e beneficiara o bem estar
animal abreviando, contudo o sofrimento, uma intervengdo
rapida, sequra, com conceito voltado ao bem da coletividade
como um todo no aspecto animal como no humano gera ao
protocolo uma ferramenta indispensavel ao pesquisador.

A evolugdo da humanidade esta na capacidade do ser
transformar o conhecimento em sabedoria, chegando aisto,
através de um processo que teve origem a um protocolo cer-
tamente.

Wellington Delfino
Medico Veterindrio
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2. Introducdo

Segundo o Dicionario Aurélio a palavra protocolo possui
varios significados: “Ata, nota ou registro dos documentos
governamentais, dos atos oficiais, da correspondéncia de um
governo ou tribunal, de uma empresa, universidade etc. Subdi-
visdo de uma repartigdo publica (ou empresa privada) em que
se registram e/ou se recebem os requerimentos, documentos
0U processos. Recibo que registra o nimero e a data em que
um processo ou requerimento foi catalogado e registrado.
Acordo requlamentado entre paises ou empresas: protocolo
internacional. Figurado. Normas e procedimentos que se deve
respeitar em cerimdnias publicas; formalidade. Figurado. Reu-
nido das regras que regulam os atos publicos; cerimonial. An-
tigo. Selo utilizado pelos romanos para registrar atos pablicos.
(Etm. do francés: protocole/ pelo Latim: protocollum)” (FERREI-
RA, 1999).

Para o presente projeto o protocolo pode ser definido como
regras a serem sequidas para a pratica da cirurgia experimen-
tal em Ratos para confeccdo de feridas cutaneas.

As pesquisas experimentais sao importantes na medida em
que estes auxiliam na compreensao dos fendmenos naturais.
Na ciéncia médica permitem o melhor conhecimento da fisiolo-
gia, da etiopatogenia das doencas, da acdo de medicamentos
ou dos efeitos das intervencdes cirlirgicas. Sua maior impor-
tancia estd relacionada ao respeito a barreira ética de ndo in-
tervengdo primaria experimental em anima nobile. Nesse sen-
tido, 0 modelo experimental deve ser, funcionalmente, 0 mais
semelhante possivel ao que se objetiva estudar. (FERREIRA,

HOCHMAN, BARBOSA,2005) Enfim a pesquisa experimental
tem grande importancia para o desenvolvimento de pesquisas
paraa ciéncia, sendo uma ferramenta fundamental para a des-
coberta de novos métodos e técnicas, sem expor em risco, ou
minimizando 0s riscos aos seres humanos.

Apesar da crescente preocupacdo ética sobre a utilizacdo de
animais em pesquisa e faz necessario a padronizacao dos mé-
todos e técnicas utilizados. E ainda que muito utilizadas exis-
tem poucos protocolos validados para as diversas técnicas de
irurgia experimental, se fazendo necessario a padronizacao
das técnicas conhecidas para que os resultados das interven-
¢0es possam ser confrontados com menor viés e maior confia-
bilidade.

Vidrios pesquisadores relatam que ao realizamos um proto-
colo de pesquisa experimental & necessario que o profissional
tenha compreensao das principais classificagbes dos modelos
experimentais em pesquisa é fundamental para o aperfeico-
amento e comprovagdo de técnicas e procedimentos ja exis-
tentes, assim como para o desenvolvimento de outros. E que
esses animais rednam condicdes ideais, e que sejam mantidos
em ambiente controlado para que atendam os parametros de
qualidade sanitaria e genética, uma vez que sdo “reagentes
bioldgicos”, e os resultados dos experimentos podem ser afe-
tados em razdo das condicdes de cada espécie utilizada. Ain-
@a, quanto maior a uniformidade dos animais em relagdo as
variaveis ambientais, genéticas e experimentais, menor sera
a quantidade amostral minima de animais necessarios para a
pesquisa ser realizada. Assim, 05 animais utilizados em expe-
rimentacao podem ser classificados quanto ao status ou condi-
(do sanitaria, genotipica e como modelo experimental. (SCHA-
NAIDER, 2004, SILVA; FERREIRA, HOCHMAN, BARBOSA,2005;
SCHANAIDER, 2008; ()R EDVALDO, HO, ALVES, ROCHA, 2012)
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Devendo sempre ser observado oS principais parametros exi-
gidos pelos comités internacionais e nacionais de ética e bem
estar animal, higiene e biosseguranca, acomodacdes e trans-
porte, aclimatagdo, dieta e hidratacdo, bem como a técnica
propriamente dita, iniciando pela preparacdo, anestesia, ma-
teriais e instrumentos utilizados e cuidados pds operatorios.

0 manual de protocolo de cirurgia experimental representa
um método eficiente e estruturado, enfim o método deve ser
descrito passo a passo, claro e uniformizado. Possui uma es-
trutura simples capaz de levar a uma rapida e eficiente toma-
@a de decisao pelo profissional na escolha do tipo de pesquisa,
tipo de animal que sera utilizado.

3. Importancia do condicionamento
dos animais

Margarida Maria de Carvalho Resende

0 rato como qualquer outro animal precisa de ser tratado
com respeito. De acordo com cddigo de Etica animal da Socie-
dade Brasileira de Ciéncia em animais de Laboratario (SBCAL)
éprimordial manter posturas de respeito ao animal, como ser
vivo e pelacontribuicdo cientifica que ele proporciona (SBCALL,
2015).

Ainda, em relacdo a ética deve-se ter consciéncia de que a
sensibilidade do animal é similar a humana no que serefere a
dor, memoria, angUstia, instinto de sobrevivencia (SBCAL).

Ratos de laboratorio geralmente sdo curiosos, ddceise, se
manipulados com frequéncias e gentilmente, tornam-se do-
mesticados e treinados; Sao capazes de distinguir objetos que
ja viram antes, e tem também, a capacidade de sentir medo,
dor, desconforto (ANDERSEN et al, 2004).

Para que o experimento seja realizado seguindo esses prin-
Cipios, 0 rato como animal irracional precisa ser condicionado
a0 procedimento a ser realizado com finalidade de evitar es-
tresse, seja facil de manusear e evitar procedimentos bruscos.

Passos para o condicionamento

»  Selecionar osratos de acordo com os critérios do expe-
rimento.

*  Segregar em gaiola individual, no minimo 10 dias an-
tes do experimento em prateleiras e em salas especificas para
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£s5a Seqregacao.

+  Salas devem sequir normas de controle de ciclo claro
e escuro de 12 horas, controle de temperatura, umidade e de
ruidos e manté-los com oferta de alimentacdo e hidratacdo a
vontade.

» Manté-lo nessa sala sem retira-lo da gaiola, por 1 dia,
para acostumar.

+  Nosegundo e terceiro dia o pesquisador devera pegar
a gaiola com delicadeza, sem fazer ruidos em atritos com me-
sas ou bancadas, com movimentos suaves ecolocd-1a na sala
de experimento.

Ficar perto da gaiola para que o rato sinta a presenca do
pesquisador, sinta o cheiro e perceba a voz, que deve ser em
som suave com direcdo de palavras rotineiras ao mesmo.

+  Noquarto e quinto dia repetir a mesma operagdo, e pe-
gar o rato com luvas de couro, coloca-lo na bancada ou mesa
do experimento e deixa-lo percorrer nesse novo territdrio, ex-
plorando-o.

+ Do sexto ao décimo diapegar o rato com luvas de pro-
cedimento. A forma de pegar o rato é segurando-o pela pele
do dorso, fazendo uma prega e estirando-ade forma a imobi-
lizd-lo até que acostume.Soltar o rato na bancada ou mesa,
cercando-0 para que ndo possa escapar do local e deixd-lo
sondar esse territorio.Deixd-lo se esconder em por debaixo do
braco dobrado do pesquisador.

* Ao volta-lo para a gaiola manter movimentos suaves,
Sem jogar ou arrastar.

+  Simular o procedimento do experimento para que se
acostume.

* Ao final de 10 dias espera-se que o rato esteja condi-
cionado, caso ainda esteja arisco, repetir procedimentos por
mais dias.

Observa-se que o rato j& esteja condicionado, pela sua do-
cilidade e tranquilidade. Em caso contrario, quando observa-
-5e agressividade, como tentar fugir, morder, urinar e defecar
com frequéncia e aumento da frequéncia respiratoria e cardi-
aca indicam sinais indicativos de falta de acondicionamento.
Deve-se evitar no ambiente de condicionamento e manter no
de experimento, falar alto, fazer excesso de ruidos, apertar,
pegar no rato abruptamente, jogar o rato na gaiola.

.. ’m\m\‘\\\\\\‘l\\\‘\%\
AN

Figuras de ratos em gaiola individual e em
manuseio para condicionar manejos.
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4. Quando e por que utilizar
animais em pesquisas

A utilizacdo de modelos animais em pesquisa ndo € algo
novo, desde que Claude Bernard langou seu trabatho “Introdu-
(40 ao Estudo da medicina Experimental” no ano de 1865, no
qual esse procurou estabelecer as regras e 0s principios para o
estudo experimental da medicina.

Mesmo com muitos debates e controversa, 0s modelos ani-
mais 5o largamente utilizados em pesquisas.

As justificativas para utilizacdo do modelo animal sdo di-
Versas como por exemplo ndo expor 0 Ser umano ao fisco,
resguardando sua integridade fisica e emocional, dificuldades
para se consequir um numero suficiente de individuos para a
realizacdo da pesquisa, consequir um grupo homogéneo des-
ses individuos para a realizagdo de pesquisas, dificuldades de
acompanhamento dos individuos durante o periodo da inter-
vencdo, agressividade da intervenco, abandono da pesquisa,
coleta de material a ser pesquisado/analisado etc, esses sdo
apenas alqumas das dificuldades e limitagdes encontradas por
pesquisadores que inviabilizam a pesquisa com seres huma-
nos e justificam a utilizagao de modelos animais em pesquisas.

5.Procedimentos gerais para todas
as pesquisas experimentais

5-1. Acomodaces dos Ratos

Gaiolas de polipropileno com aqua e comida ad liitum, com
110 Maximo 3 animais por gaiola.

E importante que o animal passe por um periodo de adap-
tagdo de no minimo 10 dias, alocado individualmente na gaio-
(3. Nesse periodo o animal devera ser condicionado ao contato
(Om 0 esquisador e a permanecer no posicionamento a ser
executado durante o processo.

Fiqura 2 - Sistema de alojamento das ratas, com numeragao
dos camundongos.

5-2. Condicionamento dos Ratos

Manejo dos animais dos Ratos
Retire 0 animal da caixa, suspendendo-o pela cauda e o co-
loque sobre a mesa ou bancada, sem solté-Lo;

Ndo deixe 0 animal suspenso no ar pois ele pode fazer mo-
vimentos brusces que podem ocasionar 0 seccionamento da
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cauda;

Mantenha o animal sobre a mesa sequrando com cuidado
na posicao que esse foi condicionado.

Execute o procedimento desejado (injecdo, coleta de flui-
dos) e libere 0 animal em sequida, devolvendo-0 para a caixa.

6. Técnica anestésica nos Ratos

As ratas foram submetidas a anestesia por via intramus-
cular, com associagao do anestésico Cloridato de Quetamina
(1mg/100g de peso) e do Cloridrato de Xilazina (2mg/100g de
peso), para a produao de uma ferida circular em seu dorso
(Figura 4). No pds-operatdrio imediato foram diluidas quatro
gotas de Tylenol em 200ml de dqua.

Figura 3 - Anestesia das ratas.

6-1. Epilacdo dos pélos

(om as ratas anestesiadas, deu-se inicio a epilacdo manual
dos pelos. Primeiramente demarcou-se aregido dorsal das ra-
tas com pincel atomico, sendo quatro centimetros na largura e
cinco centimetros no comprimento (figura 4) e os pelos foram
retirados manualmente contra o sentido deles (Figura 4 e 5).

Figura 4 - Epilacdo
manual dos pelos,
fase inicial.

Figura 5 - Epilacdo
manual dos pelos,
fase final.

6-2. Demarcagdo com Punch

Para a demarcacdo da ferida foi utilizado um punch de ago
inoxidavel de 2,13cm de didmetro, com um corte circular su-
perficial (Figura 6). 0 punch foi pressionado contra a ferida e
realizado um movimento circular, ora em sentido horario, ora
em sentido anti-horario, realizando assim a demarcado da fe-
rida (Figuras 7 e 8).
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Fiqura6 -

Punch de ago
inoxidavel.

Fiqura7-
Aplicacdo do
Punch Metalico.

Figura8 -
Area
demarcada.

6-3. Confeccdo da ferida cirirgica

Apds a demarcacdo da ferida com o punch, iniciou-se a re-
mocdo do tecido utilizando um bisturi com lamina nimero 15
para a incisao e a resseccdo da pele e do paniculo carnoso até
a fascia muscular superficial, produzindo a ferida (Figuras 9,
10e11).

A remogdo dos tecidos durava em torno de trés a cinco mi-

nutos por animal, sendo que 0 mesmo estava anestesiado até
0 fim do processo cirdrgico.

Apds 0 ato cirtrgico, 05 animais foram encaminhados para
avaliacao e tratamento de acordo com 0 Seu grupo e, poste-
riormente, alocados em uma mesa com 02 ligado a quatro Li-
tros por minuto.

Ao término do efeito do anestésico as ratas foram encami-
nhadas para as respectivas gaiolas.

Figura9-
(onfecgdo da feridal.

Figura 10-
Confecgdo da ferida .

Fiqua 11-
Ferida confeccionada.
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1. Técnica de curativo em Ratos

A realizacdo do curativo é procedimento que ndo deve ser
desprezado pois 0 mesmo evita a infeccdo da ferida além de
ser um momento em que o pesquisador acompanha a evolu-
(do do processo de cicatrizagdo.

7.1- Higienizacdo:

Para a higienizaggo deve ser aquecido a 35°C 20 ml de soro
fisioldgico, despejado diretamente na superficie da ferida em
um jato continuo por meio de uma seringa de 20 ml (Figura 12).

Apds a aplicaao da solucdo fisioldgica, a limpeza se deu por
meio da utilizacdo de uma gaze estéril, para secar a ferida (Fi-
qura13).

Durante a limpeza, e sempre que necessario, foi realizado o
desbridamento da crosta, com solugdo fisioldgica e gaze esté-
ril, sempre na fase inicial do processo da crosta.

Fiqura 12 -
Solugdo
fisioldgica
preaquecida.
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Figura 13-
Limpeza com
gaze ndo estéril.

i

7.2- Aplicacdo da cobertura na ferida

A cobertura da ferida & um processo importante a ser ob-
servado pelo pesquisador, tendo como objetivos: Protecdo me-
(anica da drea afetada; Reforco estrutural da superficie local;
Contencdo ou minimizacdo de hemorragias; Absorcao de exsu-
datos ou secregdes oriundas do tecido afetado; Impedimento,
minimizacdo ou prevencdo de infeccdes recorrentes.

7.2.1- Cobertura com Filme

0 filme transparente é adesivo e estéril, complementado
por suporte quadriculado para @ mensuragao da ferida. O fil-
me éimpermedvel a agua e bactérias e permedvel aos vapores
(imidos, permitindo que 0 excesso de exsudato evapore, mini-
mizando a maceragdo da pele (Figuras 14, 15 16).

0 filme transparente € de dupla face e sua aplicado e remo-
(do ndo causam dor ao animal, bem como ndo limitam o seu
movimento, sendo indicado no tratamento de feridas superfi-
(iais, cortes, abrasdes, pequenas queimaduras e areas doado-
ras de enxerto.
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Fiqura 14-
Cobertura com filme
transparente.

~ Figura15-
Filme transparente
dupla face.

Fiqura 16-
Filme transparente dupla
face sobre a ferida.

8. Eutanasia dos animais

Para a realizagao da Eutandsia serao sequidas as recomen-
dagfes da RESOLUGAO NORMATIVA No - 13, DE 20 DE SETEM-
BRO DE 2013 do Consetho Nacional de Controle de Experimen-
tagdo Animal CONCEA.

Para minimizar a dor e o desconforto devem ser utilizadas
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drogas anestésicas, analgésicas, tranquilizantes e ainda a eu-
tandsia.

A profundidade anestésica deve ser avaliada por meio da
presenca ou auséncia de determinados sinais como reflexo da
cauda, replexo palpebral e corneal e das alterades das fre-
quéncias cardiaca (FC) e respiratdria (FR), que sofrem modi-
ficagdes de acordo com os planos atingidos (profundidade da
anestesia).

Técnicas anestésicas sugeridas: Xilazina 5 a 10 mg/Kg + 50
a75mg/Kg Quetamina misturadas na mesma seringa.

Por definicdo, eutandsia € uma forma de abreviar-se a vida
de um ser vivo, sem dor ou sofrimento. 05 critérios primarios
para a eutanasia em termos de bem-estar animal sdo: Utili-
zacdo de métodos sem dor; Os animais devem atingir rapido
estado de inconsciéncia e morte; Requerer um minimo de con-
tencdo, e evitar a excitabilidade do animal; Apropriado para
a idade e estado de sadde do animal em questdo; Causar um
minimo de sofrimento e estresse; Simples de administrar (em
pequenas doses, se possivel); Sequro para o operador e tanto
quanto possivel, esteticamente aceitavel para este; Deve ser
realizada distante de outros animais.

Pentabarbital sddico: Injetado via intravenosa ou intraperi-
toneal age rapidamente e € uma forma aceitavel de eutandsia.
As pessoas envolvidas devem ser treinadas no método de inje-
(do. Esta droga pode causar irritagao do peritonio, 0 que pode
ser evitado pela diluicdo. Para a realizacdo da eutandsia é re-
comendada a utilizacdo de trés vezes a dose anestésica. Para
a eutanasia de ratos e hamsters o pentobarbital pode ser ad-
ministrado por via intraperitoneal, na dose de 100 mg/Kg e 23
80-150 mg/Kg, respectivamente, enquanto que para coelhos é
utilizado na dose de 200 mg/Kg, por via intravenosa.
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9. Descarte dos animais

Em biosseguranca, 0 descarte de carcagas € um ato que re-
quer grande senso de responsabilidade por parte do profissional
que 0 estd executando. Isso porque toda e qualquer carcaa, es-
teja ela contaminada por agentes patogénicos ou ndo, & consi-
derada residuo solido, classificado como Grupo A, de acordo com
a legislacdo em vigor em nosso pais, expressa atraves da Reso-
lugdo no 5, de agosto de 1993, do Conselho Nacional do Meio
Ambiente (aurtoe).

Mais especificamente, as carcaas de animais, mortos por
morte natural ou sacrificados, devem ser destruidas o mais ra-
pido possivel, apds a devida necropsia e colheita de material
indicada, evitando-se assim o risco de contaminacdo do am-
biente, por meio dos fiuidos e das secreges excretados pelos
Caddveres, que se transformam em excelentes meios de cultura.
0 armazenamento de carcagas requer cuidados especiais. £ es-
sencial 0 uso de sacos plasticos, com capacidade e resisténcia
compativeis com 0 peso das carcagas, devidamente identifica-
dos de acordo com a simbologia adotada internacionalmente
(autor).

Depois de acondicionadas em sacos plasticos, as carcagas de-
vem ser mantidas em camaras frias, por no maximo 24 horas,
ou em freezers a-18°C, caso ndo sejam levadas ao seu destino
final. A protegdo pessoal do profissional que manuseia carcacas
de animais € fundamental. Uniformes adequados, com luvas e
mascara, sao recomendaveis. A consciéncia de que existe risco
potencial de contaminagdo deve estar sempre presente na con-
duta dos técnicos. 0 transporte das carcagas deve ser em sacos
plasticos ou caixas hermeticamente fechadas, de forma rapida
e sequra, evitando-se a contaminado do ambiente através de
possiveis vazamentos de sanque ou outros excrementos do ca-
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daver do animal. Quanto ao destino das carcacas, este pode ser
de trés formas: aterro sanitario, autoclavacdo e incineracdo.
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6- APLICABILIDADE

A utilizacdo da laserterapia de baixa poténcia no tratamento de ferida, como tecnologia
terapéutica tem apresentado um crescimento significativo. As propriedades curativas da radiacdo a
laser, aliadas a seguranca do tratamento, parecem ser 0s principais responsaveis por esse crescimento,
0 que justifica o aumento do interesse dos pesquisadores da &rea biomédica para investigar 0s
mecanismos de acdo e os efeitos terapéuticos dos lasers de baixa poténcia. (COGO et al., 2002;
SILVEIRA, et al, 2009)

A laserterapia tém efeito sobre o processo da epitelizacédo de lesdo, através da reducao do
tempo de cicatrizagdo. Essa resposta torna possivel um retorno mais rapido do individuo as suas
atividades de rotina. Entretanto, alguns mecanismos envolvidos nessa resposta ainda permanecem
obscuros, principalmente no que se refere aos efeitos do laser sobre a cadeia respiratdria mitocondrial
e sobre os biomarcadores de estresse oxidativo. (SAY et al.,2003; KIM, PAL, LEE, 2000)

Varios estudos tem mostrado que o uso do laser de baixa poténcia no tratamento de ferida
efeito anti-inflamatorio, promove reducdo da dor e aceleracdo da proliferagdo celular, em resumo,
melhora no processo de cicatrizacdo - depende do comprimento de onda, dose e condicdo local. O
laser de baixa poténcia tem a capacidade de penetrar nos tecidos, atuando na sintese do colageno, no
estimulo da circulacdo local e aumentando a atividade mitotica das células epiteliais. (CARNEIRO
etal., 2010; LINS et al., 2010;; GONCALVES et al.,2010; FREITAS et al.,2013)

O presente estudo, ao comparar os efeitos do laser de baixa intensidade e microcorrente
demonstrou eficcia no tratamento das feridas cutaneas produzidas em ratos, porém, houve diferenca
entre 0s grupos, sendo que o0 grupo que recebeu o tratamento de laserterapia, demonstrou melhores
resultados; seguido pelo grupo laserterapia associado a microcorrente e grupo tratado por
microcorrente, todos obtiveram resultados melhores que o grupo controle.

Estudos demostram que o laser é capaz de influenciar a proliferacdo de fibroblastos,
osteoblastos e células epiteliais. Essa terapia possui efeitos sobre o colageno e a sintese de colageno
(BUSNARDO, SIMOES, 2010).

Autores investigaram os efeitos de diferentes tipos de Laserterapia de Baixa Intensidade
em retalhos cutaneos de ratos, a aplicacdo do Laser de Baixa Intensidade apresentou resultado
significativo na cicatrizagéo destas feridas (BALDAN, PASQUAL, CASAROTTO, 2010).

ABREU et al., (2011) investigaram a cicatrizagdo de tecido epitelial tratado com
Laserterapia de Baixa Intensidade durante 21 dias com avaliagdo no 7°, 14° e 21° dias em ratos e
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demonstraram que na avaliagdo do 7° dia houve pouca diferenca em relagéo ao grupo controle. Ja na
avaliacdo do 14° e 21° dias a diferenca foi mais significante, evidenciando a eficacia do grupo tratado
com Laser de Baixa Intensidade (ABREU & FAGUNDES, 2011).

No presente estudo utilizou-se o Laser de Baixa Intensidade 904nm a 4 J/cm?, identificou-
se resultados significantes quando comparados aos demais grupos. Verificou-se diferenca significante
a partir do 9° dia até o 21° dia (LEAL, BEZERRA, LEMOS, 2013).

E estudo que investigou o efeito da Laserterapia de Baixa Intensidade em feridas
circulares em ratos definiu-se que a Laserterapia de Baixa Intensidade ¢ um tratamento de facil
aplicagdo, seguro e rentavel para feridas superficiais (ADAMSKAYA et al., 2011).

Para avaliar o efeito do Laser de Baixa Intensidade a 904nm na cicatrizagdo de feridas
cirurgicas em ratos foi realizado estudo, concluindo que a Laserterapia de Baixa Intensidade reduziu
a intensidade da reacédo inflamatdria e influenciou a dindmica da resposta imune, induzindo mudanca
no padréo de infiltracdo de leucdcitos (SANATI et al., 2011).

PASSARINI JUNIOR et al., (2012) comparando o uso de microcorrente de forma isolada
e associada ao 0Oleo de pinhdo manso (Jatropha curcas) em ratos, observou atraves de analise
histologica que os grupos tratados com microcorrente (10pa/2 minutos) e 6leo de pinh&o obtiveram
melhor resultado que o grupo controle e grupo que recebeu apenas dleo de pinhdo manso.
(PASSARINI JUNIOR et al., 2012).

Em outro estudo, a microcorrente foi utilizada de forma isolada e combinada ao gel de
Aloe Vera nas feridas produzidas em ratos e os grupos tratados com microcorrentes, de forma isolada
ou associada a Aloe Vera apresentaram inicio precoce da fase proliferativa (MENDONCA et al.,
2009)

Estudos utilizando microcorrentes na cicatrizacdo tecidual de queimaduras de terceiro
grau em ratos mostrou cicatrizacdo mais rapida, ordenada e melhor resposta inflamatéria em
comparacgdo ao grupo controle (STEFFANI et al., 2011).

Estudo utilizando laser e microcorrente na cicatrizacdo de feridas térmicas em ratos, de
forma isolada e associada, mostrou resultados positivos e semelhantes nas terapias quando utilizadas
de forma isolada, mas ndo obtiveram os mesmos resultados quando associados (FREITAS et al.,
2013).

KORELO et al., (2012) concluiram que microcorrente é eficaz no controle da dor em

pacientes com ulceras venosas.
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Estudo utilizando microcorrente com intensidade de 3pA, por 11, 5 minutos em uma
polaridade e 11,5 minutos numa polaridade oposta em feridas cronicas resistentes, acelerou a
cicatrizacdo (LEE et al., 2007). Outro estudo comparou as taxas de cura e fluxo sanguineo da pele de
estagio cronico 11l e IV ferimentos em pessoas com diabetes e sem diabetes, utilizando uma sala
quente e estimulagdo elétrica (microcorrente), o tratamento consistiu em estimulacdo eléctrica
bifasica a 20 pA durante 30 minutos, 3 vezes por semana durante 4 semanas, numa sala de 32 graus
C. O fluxo sanguineo da pele foi medido por impressora a laser Doppler, resultando num aumento
significativo do fluxo sanguineo nessas feridas (LAWSON & PETROFSKY.2007)

Estudo utilizando Laser na cicatrizagdo de feridas cutaneas mostrou resultado positivo se
comparado ao grupo controle. (OLIVEIRA et al., 2010). BUSNARDO & SIMOES (2010),
demonstraram a capacidade do laser de baixa intensidade em influenciar a proliferacdo de
fibroblastos, osteoblastos e células epiteliais, possuindo portanto, efeitos sobre a producdo do
colageno. Outros pesquisadores encontraram efeitos positivos na cicatriza¢do de feridas cutaneas em
ratos utilizando diferentes tipos de laser de baixa poténcia. (BALDAN, PASQUAL, CASAROTTO,
2010).

Estudo comparativo de dois tipos de LLLT na cicatrizacdo de feridas, utilizou o laser de
AsGa e 0 Laser HeNe (Hélio-Nebnio). A AsGa obteve melhor resultado. (SANATI et al., 2011).

A Laserterapia de Baixa Intensidade também estimulou a deposicdo e melhorou a
organizacao das fibras de colageno. Foi utilizado o Laser 904nm que se mostrou eficaz no tratamento
das feridas cirdrgicas em ratos (MELO et al., 2011). Enfim apesar do laser e da microcorrente
separadamente serem benéficos para a cicatrizacao de tecidos, sua combinacédo parece diminuir a acao
terapéutica. Os resultados recomendam atencdo durante o tratamento da ferida, e a sugestdo da
terapéutica com essas modalidades de modo independente pode ser o melhor curso de acdo. Os
mecanismos de acao celular e biofisico que envolvem o uso combinado de recursos terapéuticos
merecem maior investigacao para se obter explicacdo mais completa dos fenébmenos analisados.

Apesar da crescente preocupacdo com a utilizagdo do modelo animal em pesquisas a
utilizacdo dos mesmos sdo de extrema importancia para a descoberta e aperfeicoamento de novas
drogas e tecnologias para a satde e bem estar humano. A cria¢do do protocolo visa a otimizagéo da
utilizacdo desse modelo, reduzindo ao méximo o ndmero de individuos, minimizando as perdas, e
zelando pelo bem estar dos animais e principios da bioética, auxiliando o pesquisador a atingir suas

expectativas.
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7- CONCLUSAO

O grupo laserterapia AsGa 904Nm a 4 J/cm? foi o mais eficaz na regressdo de feridas
cutaneas em ratas. E através desse estudo foi possivel construir o “Protocolo de Cirurgia Experimental

de Ferida Cirargica em Ratos”
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8- IMPACTO SOCIAL

As feridas representam problema de satde publica de grande impacto econémico e social.

O desenvolvimento e aprimoramento de métodos e técnicas que possam acelerar o
periodo de cicatriza¢do e minimizar os riscos de infecgdes, sdo fundamentais para a recuperacao dos
pacientes acometidos de feridas cutaneas e propiciam impactos positivos na qualidade de vida, desde
reducdo de custos até evitando o isolamento social.

O advento da tecnologia determinou desenvolvimento de novos aparelhos melhorados e
com isso, novos estudos estdo sendo propostos para 0s mais diversos fins, dentre eles a aceleracdo da
cicatrizacao de feridas.

O trabalho proposto comprovou a eficicia da laserterapia de baixa intensidade e da
microcorrente no processo de cicatrizacao de feridas cutaneas, sendo portanto, de grande importancia,
haja visto que sdo equipamentos de baixo custo, facil manuseio e baixa manutencdo, além de
necessitar de poucos insumos para sua utilizacdo como gel de carbopol e papel toalha. Podendo ser
adquirido pelas mais diferentes unidades de saude e beneficiando um grande nimero de pacientes.

O Protocolo de Cirurgia Experimental de Feridas Cirdrgicas em ratos ira beneficiar
diversos pesquisadores que anseiam por testar novas drogas e tecnologias no processo de cicatrizacao

de feridas cutaneas e utilizam o modelo animal para desenvolver seus estudos.
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