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RESUMO 

Cruz, LGB. Comparação entre o efeito do uso de diclofenaco de sódio e o laser de baixa 

potência (830NM) no processo de cicatrização em pele de ratos: Aspectos 

biomecânicos e histológicos.  74 f. 

A pele é um tecido de revestimento que sofre permanente ação do ambiente, muitas vezes 

de forma agressiva, levando a lesão deste tecido. Geralmente em seu processo de reparo 

ocorrem alterações estruturais que evoluem para o desenvolvimento de uma cicatriz. Neste 

caso o tecido pode apresentar alterações morfológicas que interferem em suas propriedades 

mecânicas e este processo de reparo produz um tecido com propriedades diferentes do tecido 

original. Dessa forma, a utilização de terapias que favoreçam esta reparação é importante 

para buscar uma qualidade melhor da cicatriz. A terapia com laser de baixa potência aparece 

como um recurso utilizado na modulação do processo inflamatório auxiliando no processo de 

reparo da pele. O Objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da terapia com laser de baixa 

potência de 830nm, com 100mW de potência nas energias de um 1J e 3J comparativamente 

ao efeito do diclofenaco de sódio tópico no processo de reparo da pele de ratos, após a 

indução de uma lesão controlada, observando aspectos histológicos e biomecânicos. Foram 

utilizados ratos wistar, entre 150g à 200g, com 3 meses de idade. Os animais foram 

anestesiados com associação de cloridrato de quetamina e xilazina (90mg/Kg e 10mg/Kg 

respectivamente, injeção intraperitoneal). Depois de anestesiados, foram realizadas 2 lesões 

cortantes utilizando um bisturi cirúrgico, no dorso do animal. Os animais foram divididos em 5 

grupos de 5 animais: Controle (CTL), Cicatriz sem tratamento (NT), Cicatriz + Diclofenaco de 

sódio tópico (DIC), cicatriz + laser 1J (L1J) e cicatriz + laser 3J (L3J). O tratamento 

farmacológico e a terapia laser foram realizados imediatamente após a indução da lesão e 

mantida a irradiação diária até o sétimo dia. Após 28 dias, os animais foram eutanasiados 

com hiperdosagem do mesmo anestésico e o tecido foi imediatamente retirado para análises 

histológicas e de ensaios de tração.  Resultados: Tanto o grupo NT quanto o grupo DIC 

apresentaram redução das propriedades mecânicas e alterações nas análises histológicas. O 

grupo tratado L1J e o grupo L3J apresentaram significativa melhora das propriedades 

mecânicas e na organização histológica. O grupo L1J apresentou resultados histológicos e 

biomecânicos próximos ao tecido saudável do grupo CTL. Conclusão: Concluímos que a 

utilização do diclofenaco de sódio tópico não conseguiu melhorar as características 

histológicas e biomecânicas da pele após a indução da lesão. A terapia com laser de baixa 

potência foi eficaz na melhora destas propriedades, sugerindo um melhor reparo tecidual. 

Porém, mais estudos devem ser realizados visando entender a proporção e organização das 

fibras de colágeno ou mesmo o estudo de tempos de reparo superiores ao utilizados neste 

estudo. 



Palavras-chave: Cicatriz, Laserterapia, Colágeno, Propriedades mecânicas, Diclofenaco de 

sódio 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Abstract 

The skin is a coating tissue which undergoes permanent environmental action, often in 

aggressive forms, causing damage to this tissue. Generally, in the repair process structural 

changes occur which progress to the development of a scar. In this case the tissue may 

present morphological changes that interfere with its mechanical properties and this repair 

process produces a tissue with different properties than of the original tissue. Therefore, the 

use of therapies that favor this repair is important to seek a better scar quality. Low-level laser 

therapy appears as a resource used in the modulation of the inflammatory process helping the 

skin repair process. The objective of this study was evaluate the effect of low level laser 

(830nm) with 100 mW of potency us ing 1J or 3J of energy comparing to the effect of the topical 

sodium diclofenac on the repair process of the rat´s skin after induction of injury, analyzing the 

biomechanical behavior and histological changes of skin, 28 days after the harmful process. 

Male Wistar rats between 150g to 200g, 3 months old were used. The animals were 

anesthetized with association of xylazine hydrochloride and ketamine (90mg / kg and 10mg / 

kg, respectively, intraperitoneal injection). Once anesthetizd, 2 lesions were performed using 

a surgical scalpel at the dorsal area of the animal. The animals were divided into 5 groups of 

7 animals: control (CTL), untreated scar (NT), scar + anti-inflammatory (DIC), scar + 1J laser 

(L1J) and scar + 3J laser (L3J). The pharmacological treatment and laser therapy were 

performed immediately after lesion induction and maintained daily irradiation until day 7. After 

28 days, the animals were euthanized with an overdose of the same anesthetic and the tissue 

was immediately removed for histological analysis and traction trials. Results: Both the NT and 

group DIC showed a reduction of mechanical properties and alterations in histology analysis. 

L1J group showed significant improvement in mechanical properties and histological 

organization. We conclude that laser therapy improves certain mechanical properties of skin 

in this lesion model. However, more studies should be conducted to understand the proportion 

and organization of collagen fibers I and III biochemicaly. Either the study can be longer and 

evaluate the scars after the remodeling process. 



Key words: Scar, Healing, LLLT, Collagen, Mechanical Properties, Sodiun Diclofenac. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A pele é o maior órgão do corpo humano representando mais de 15% do peso 

corpóreo do indivíduo. O fato de ser um órgão de revestimento faz com que a pele 

esteja sujeita a agressões durante todas as fases de vida do ser humano, sendo 

frequente a preocupação em protegê-la afim de evitar complicações relacionadas à 

sequelas, comprometendo muitas vezes a atividade normal do indivíduo, levando ao 

afastando do trabalho ou a aposentadoria precoce por invalidez (BLANES et al, 2004). 

A incidência e prevalência destas lesões são extremamente altas e se não 

forem tratadas podem evoluir para um estado crônico. Assim, vários fatores podem 

influenciar no atraso ou alteração do reparo tecidual, dentre eles temos: o processo 

de envelhecimento, doenças cardiovasculares, diabetes, neoplasias, hipotireoidismo, 

alterações nutricionais, como desnutrição, deficiências vitamínicas e o uso excessivo 

de medicamentos (FREITAS et al, 2002). 

Estes fatores têm mobilizado a indústria farmacêutica e de cosméticos a 

desenvolverem produtos específicos e, sobretudo, adequados para cada tipo de lesão 

cutânea (BUFALARI et al, 1996; BIONDO-SIMÕES et al, 2005). 

Somente na Europa, são gastos 750 milhões de euros ao ano no tratamento de 

feridas (EWMA). Nos Estados Unidos, este valor chega a 600 milhões de dólares ao 

ano (WUWHS). No Brasil, não há dados estatísticos precisos sobre o número de 

portadores de feridas cutâneas crônicas, mas sabe-se que sua cronificação tem um 

impacto psíquico, social e econômico na população, representando a segunda causa 

de afastamento do trabalho (MONTENEGRO et al, 1999). Tais fatos justificam a 

necessidade de estudos cada vez mais abrangentes neste tema, visando minimizar o 

estigma social e econômico que este problema causa atualmente em nosso país. 

 

 

 

 

 

 

1.1 Pele 
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A pele desempenha inúmeras funções de vital importância constituindo uma 

barreira de proteção para as estruturas internas do organismo às agressões de 

agentes externos de qualquer natureza. Ao mesmo tempo impede perdas de água e 

eletrólitos mantendo o equilíbrio ácido básico do organismo.  Atua também na 

termorregulação através da sudorese, constrição e dilatação da rede vascular 

cutânea, proporcionando o controle homeostático de nosso corpo (GUYTON et al, 

2002). 

Este tecido é um órgão complexo, formado por um epitélio de superfície 

chamado de epiderme, seguido por uma camada de tecido conjuntivo subjacente, 

chamado derme e por uma terceira camada intimamente ligada à fáscia profunda, 

conhecida como hipoderme (figura 1).  Os limites entre as porções de tecido epitelial 

e conjuntivo da pele são bem descritos, onde alguns elementos fibrosos da derme 

misturam-se com os da hipoderme. (COTRAN et al, 2000). 

A epiderme é a camada mais superficial, sendo constituída por epitélio 

estratificado, cuja espessura pode variar de 0,04mm (pálpebras) até 1,6mm (palmas 

e plantas).  

A derme ou cório é a segunda camada, mais profunda e composta por tecido 

estromal denso de característica fibroelástica, onde encontraremos outras estruturas 

como redes vasculares, redes nervosas, glândulas sebáceas, glândulas sudoríparas 

e folículos pilosos.  

A terceira camada e mais profunda das três é a hipoderme e é composta de 

tecido adiposo, havendo controvérsias em considerá-la uma componente da pele 

(GRAY et al, 1988). 

Esta divisão da pele em camadas é didática e devido a sua ampla extensão e 

ao fato de ser o revestimento de áreas bem peculiares do corpo humano, podem-se 

encontrar variações estruturais, citológicas e histológicas, quando são avaliadas 

amostras de pele de diferentes áreas do corpo humano (SAMPAIO et al, 2001). 
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Fonte:http://www.sobiologia.com.br 

Figura 1: Ilustração das camadas da pele e suas principais estruturas  

 

 

1.2 Reparo Tecidual (Cicatrização) 

 

A pele possui inúmeras estruturas que, quando acometidas durante um 

processo lesivo, podem perder suas características e propriedades específicas pela 

formação de um tecido cicatricial. A reparação tissular / celular é um evento fisiológico 

que se inicia a partir de uma resposta inflamatória, sendo um processo sistêmico e 

dinâmico, relacionado diretamente as condições gerais do organismo (MODOLIN e 

BEVILACQUA et al, 1985; CANDIDO et al, 2001). 

Esta descontinuidade na integridade do tecido pode ser causado por 

patologias, traumas ou por procedimentos cirúrgicos que induzirá a liberação de 

substâncias químicas que participam do processo inflamatório agudo, provocando 

alterações no tecido como migração celular, proliferação de células estromais, síntese 

de matriz extracelular direcionando à remodelação do tecido ora lesionado 

(GILLITZER et al, 2001; MEDRADO et al, 2008). 
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A cicatrização pode ser dividida em hemostasia, migração (inflamatória), 

proliferação e remodelação. Durante a hemostasia ocorre o controle do sangramento, 

onde as plaquetas formarão coágulos para conter o sangramento, além de liberarem 

fatores quimiotáxicos na corrente sanguínea. Na fase inflamatória ocorre o aumento 

da permeabilidade vascular, permitindo a passagem de plasma, eritrócitos e 

leucócitos para o local da lesão. A intensidade da fase inflamatória está relacionada 

ao tipo e grau de lesão tecidual (GUYTON et al, 2002; VILELA et al, 2006). 

Na fase proliferativa ocorrerá à multiplicação no número de células das 

linhagens celulares que estão na região, sobretudo de fibroblastos que junto com a 

produção de elementos estruturais ajudarão no preencherão da lesão. Este fato 

favorece o reparo do tecido conectivo e do epitélio, formando um tecido de granulação 

com aspecto granuloso e avermelhado (RESENDE et al, 2005). 

 A atividade mitótica do fibroblasto é reduzida após 2 semanas da lesão e as 

células começam a secretar colágeno, além de outras substâncias fundamentais. 

Nesta fase inicia-se a formação do epitélio auxiliada pela divisão e migração de células 

da camada basal da epiderme para a área de reparo do tecido conjuntivo subjacente. 

(CARVALHO et al, 2003). 

 Na última fase, a remodelação, as células fagocitárias irão absorver os tecidos 

em excesso. Determinadas colagenases e proteases produzidas por macrófagos e 

células epidérmicas darão direção correta às fibras colágenas difusas, produzindo, 

assim, a cicatriz final. Nesta fase ocorrerá a deposição, agrupamento e remodelação 

do colágeno e a cicatriz se tornará menos espessa, passando de uma coloração 

rosada para esbranquiçada (GUYTON et al, 2002). 

 No processo de regeneração o tecido se restabelece, ou seja, será recriado. 

Dessa forma, o processo de reparo tecidual (cicatrização) e a regeneração devem ser 

consideradas como eventos distintos. Podem ocorrem em conjunto, a fim de manter 

ao máximo a estrutura anatômica e a função da região afetada. Este fenômeno 

envolve vários fatores e o desequilíbrio ou a ausência de compostos (mediadores 

inflamatórios, elementos figurados do sangue, matriz extracelular e células 

parenquimatosas), principalmente os envolvidos na formação do colágeno, 

compromete o resultado final da cicatrização. (NASCIMENTO et al, 2001; AZEVEDO 

et al, 2004; BLANESet al, 2004). 

 

 1.3 Colágeno e Propriedades Mecânicas da Pele 
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Lesões na pele, induzidas por traumas, procedimentos cirúrgicos, queimaduras ou 

infecções, estimulam a liberação de várias substâncias químicas que participam do processo 

inflamatório agudo, provocando alterações no tecido como migração celular, proliferação de 

células estromais, síntese de matriz extracelular, direcionando para a remodelação do tecido 

lesionado. Estas lesões podem acometer várias estruturas levando a uma descontinuidade 

da integridade e alteração de propriedades específicas do tecido (GILLITZER, 2001; 

MEDRADO, 2008). 

As alterações das propriedades mecânicas da pele após um processo lesivo ou 

tratamento começaram a serem descritas a vários anos atrás, quando foi demonstrado a 

importância do colágeno na melhora da resistência do pele (Holm-Pedersen, 1972; Oxlund 

1979). O colágeno sintetizado pelas células tem uma importância fundamental na constituição 

da matriz extracelular no tecido conjuntivo, sendo responsável por suas propriedades físicas. 

O colágeno pode formar fibras com organizações específicas dependendo do tecido biológico 

e esta organização pode sofrer perturbações importantes após o processo lesivo (Kjaer 2009). 

Estas alterações quantitativas e qualitativas do colágeno interferem diretamente nas 

propriedades mecânicas do tecido biológico (Jorgensen 1996). Desta forma, não apenas sua 

concentração como também a proporção do tipo de colágeno, bem como a organização 

destas fibras podem alterar a resistência do tecido (YIN 2013, MARCOS 2014). 

Atualmente, o colágeno é bastante estudado em associação com biomateriais na 

engenharia de tecidos, apresentando resultados promissores como bio-substitutos de 

diversos tecidos, entre eles ossos, tendões, vasos e pele (YOU C, 2013; WANG X, 2013). No 

entanto o colágeno pode sofrer ação de enzimas específicas que promovem sua 

biodegradação, reduzindo de forma significativa suas propriedades mecânicas (GARCIA Y, 

2008). Porém, apesar de ser conhecida a importância do colágeno nas propriedades 

mecânicas do tecido, alguns fatores como sua proporção, distribuição e organização ainda 

não foram totalmente esclarecidas. 

 

 

 

 

 

 

 

 1.4 Tratamento de feridas – Estágio atual 
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 Existem muitas terapias para o tratamento de lesões cutâneas e as mais 

recentes caminham em direção ao uso de tecnologias mais limpas que promovam a 

cicatrização e gerem pouco resíduos contaminantes. 

 A oxigênioterapia hiperbárica é uma técnica a partir de métodos físicas, 

bastante utilizada e difundida em vários países e consiste na utilização do oxigênio 

que submetido a uma alta pressão pode aumentar sua difusão no sangue, 

estimulando tanto elementos celulares quanto o próprio plasma, conseguindo desta 

maneira hiperoxigenar as áreas lesadas.(KRANKE  et al,2012). 

 Outra terapia que utiliza curativos à vácuo para criar uma pressão negativa, 

conhecida como terapia de pressão sub-atmosférica, mesmo sendo utilizada desde a 

década de 90, anda estão em fase de implementação em várias regiões do mundo. 

Trata-se de um curativo (esponja, gaze, espuma) acondicionado a um sistema 

fechado sob o leito da lesão ligado através de uma mangueira a uma bomba que gera 

pressão negativa. Promove-se desta maneira a sucção dos líquidos produzidos na 

ferida além de tracionar centripetamente as bordas da lesão levando a diminuição de 

seu tamanho além de promover a chegada de células, oxigênio e outros importantes 

fatores endógenos para o leito da ferida, promovendo desta forma o reparo 

tecidual.(ORGILL et al,2011; BAYER et al,2011). 

 Em geral, as terapias utilizadas atualmente visam tanto a remoção do tecido 

lesionado quanto o estímulo de um novo tecido que atenda as exigências anatômicas 

e funcionais da pele. No entanto, são poucas as terapias que apresentam como 

resultado um tecido cicatricial com propriedades mecânicas próximas ao tecido 

original, justificando a necessidade do estudo de novas terapias que possam 

promover este rearranjo do tecido epitelial. 

 

 

  

 

 

 

 

1.5 Laser 
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O emprego da laserterapia no processo de reparo tecidual foi estudado, pela 

primeira vez em 1966 em Budapeste no “Summelweiss Hospital” por E. Mester, que 

publicou os resultados de seus estudos sobre o efeito bioestimulador do Laser em 

pele de ratos (MESTER et al, 1985). Posteriormente, foi realizado estudo “in vitro” 

utilizando laser de baixa potência em fibroblastos, sendo observado um aumento da 

proliferação celular (VAN BREUGEL et al, 1992; POGREL et al, 1997). Neste mesmo 

ano, Neiburger publicou outro trabalho, mostrando a ação do laser de baixa potência 

no modelo de feridas em pele de ratos, onde observou que estas lesões cicatrizavam 

de forma mais rápida quando o grupo era irradiado com laser de baixa potência, 

principalmente nos primeiros dias após a lesão. (NEIBURGER et al, 1997). 

Estes primeiros estudos, utilizando o laser de baixa potência no reparo tecidual, 

permitiram que esta terapia fosse aprovada pelo Food and Drug Administration (FDA) 

em 1997 para tratamento de dor e como um importante método de promoção do 

processo de cicatrização em 2001. (ROCHA JUNIOR et al, 2007). 

Nos últimos anos, inúmeros estudos clínicos e em animais foram realizados, 

fazendo com que a laserterapia seja considerada uma alternativa terapêutica no 

processo de cicatrização (DAWOOD et al, 2013; DA SILVA et al, 2013; MESTER et 

al, 2013; AVCI et al, 2013; DE MELO RAMBO et al, 2014; KHOO et al, 2014). 

De forma geral, considera-se que este reparo tecidual se deve a modificações 

histológicas, através da redução do infiltrado inflamatório, da formação de tecido de 

granulação de melhor qualidade, do estímulo a epitelização, do aumento da 

proliferação de fibroblastos e da síntese de matriz extracelular rica em colágeno. 

Todos estes fatores somados com a neovascularização, contribuiriam para uma maior 

expressão e melhor alinhamento das fibras colágenas e elásticas durante o processo 

cicatricial. (PUGLIESE et al, 2003; CARVALHO et al, 2003; ROCHA et al, 2006). 

Inicialmente, o laser teria ação ainda na fase inflamatória, ativando 

queratinócitos e aumentando a síntese de colágeno promovendo a resolução do 

processo inflamatório. Estes processos facilitariam o reparo tecidual, contribuindo 

para a melhora na qualidade histológica do tecido (SILVA, E.B. et al, 2013).  
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Trabalhos recentes também mostraram um potencial efeito reparador do laser, 

de baixa potência no incremento das expressão de colágeno tipo I e na reorganização 

destas fibras (OLIVEIRA et al, 2009; FIÓRIO et al, 2014). 

Alguns estudos mostram indícios sobre qual seria o mecanismo de ação dos 

lasers de baixa potência no processo de cicatrização. Existem evidências que o laser 

pode reduzir a expressão gênica de alguns mediadores inflamatórios como PGE2, 

IL1-β, TNF-α e aumentar a expressão de outros mediadores anti-inflamatórios como 

IL-10 (FUKUDA et al, 2013; DE MELO RAMBO et al, 2014; LIMA AA et al, 2014).  

O uso do laser pode ainda reduzir a expressão de determinadas colagenases 

(MMPs) e, consequentemente, reduzir a degeneração do tecido, favorecendo o 

rearranjo das fibras de colágeno. Todo este processo leva a uma melhora nas 

condições biomecânicas principalmente em tecidos pouco vascularizados durante o 

processo de reparo (BJORDAL et al, 2006; PIRES et al, 2011; GUERRA et al, 2013; 

MARCOS et al, 2014). 

A literatura, a respeito da terapia com laser de baixa intensidade na aceleração 

da cicatrização de feridas é muito controversa. Uma parte dos estudos mostram 

resultados positivos, enquanto outra parte mostra pouco ou nenhum efeito neste 

processo de reparo. As disparidades podem estar relacionadas aos diferentes 

protocolos utilizados pelos autores e a não padronização na descrição dos parâmetros 

utilizados conforme descrito em revisão sobre o tema (DAMANTE et al, 2008; 

CARVALHO, RLDP et al, 2010 ). 

Em relação ao comprimento de onda, os primeiros estudos demonstraram que 

o laser no comprimento de onda vermelho apresentaria maior eficácia no reparo de 

feridas quando comparado ao infravermelho (RYDÉN et al, 1994; CONLAN et al, 

1996). Ao contrário, Reddy e colaboradores publicaram um trabalho onde o laser 

infravermelho promoveu um incremento na resistência à tração em pele de ratos 

diabéticos (REDDY et al, 2003). 

 

Atualmente, acredita-se que o laser possui uma ação moduladora no processo 

inflamatório podendo tanto bioestimular quanto bioinibir a cicatrização. A reparação 

tecidual depende de diversos parâmetros de irradiação, tais como: comprimento de 

onda, densidade de energia, densidade de potência, número de aplicações do Laser, 

tempo de tratamento e o tecido a ser tratado. Porém, ainda não existe um consenso 
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estabelecido em relação à dosimetria ideal a ser administrada para cada tipo de 

tratamento ou para cada patologia ou processo a ser abordado (LINS et al, 2010; 

ABREU et al, 2011). 

Tendo em vista que o laser de baixa intensidade diminui a resposta inflamatória, 

melhora o reparo tecidual, melhora a qualidade e a orientação das fibras de colágeno 

conforme apresentado anteriormente através dos estudos citados no texto e sabendo 

que a terapia farmacológica considerada como terapia tradicional para processo 

inflamatório pós cirúrgico atualmente consiste no uso de anti-inflamatórios não 

hormonais, desenvolvemos um protocolo que visa estudar os aspectos histológicos e 

biomecânicos do efeito do laser de baixa potência no processo de cicatrização da pele 

de ratos comparado com o uso do diclofenaco de sódio em sua forma tópica, em um 

modelo de incisão cirúrgica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2 OBJETIVOS 
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2.1 Geral: 

 

- Avaliar os efeitos da ação do laser de baixa potência (830nm) no reparo tecidual 

após indução de lesão na pele de ratos. 

 

 

2.2 Específicos: 

 

- Analisar o comportamento mecânico da pele, 28 dias após o processo lesivo e a 

ação da terapia farmacológica tópica e laserterapia no reparo tecidual. 

 

- Observar as alterações histológicas na pele 28 dias após a lesão e a ação da terapia 

farmacológica tópica e laserterapia no reparo tecidual. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 3 MATERIAL E MÉTODOS 
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 3.1 Animais 

 Foram utilizados 35 ratos Wistar, machos, pesando entre 150 e 200g (+/- 60 

dias de vida), com livre acesso a água e ração, provenientes do Biotério da 

Universidade Nove de Julho. Os animais foram mantidos em ambiente com 

temperatura controlada e ciclo claro/escuro de 12 horas. 

 Este protocolo experimental foi aprovado pelo Comitê de Ética em 

Experimentação Animal da Universidade Nove de Julho sob o número (AN0045/2014). 

 

 3.2 Indução da cicatriz 

 Os animais foram anestesiados com associação de cloridrato de xilazina e 

quetamina (90mg/Kg e 10mg/Kg respectivamente, injeção intraperitoneal). Após a 

anestesia, foram realizadas 2 incisões cirúrgicas longitudinais de 12 mm na região 

central do dorso no animal, utilizando um bisturi cirúrgico nº 15. 

 

 

                  Figura 2: Ilustração do sítio operatório no dorso do rato. 

 

 Os animais foram divididos em 5 grupos de 7 animais, conforme indicado 

abaixo nos grupos experimentais. O tratamento farmacológico tópico e a terapia laser 

foram realizados imediatamente após a indução das incisões e mantidos, diariamente 

até o sétimo dia. Após 28 dias, os animais foram eutanasiados com hiperdosagem do 

mesmo anestésico e dois retalhos na região dorsal contendo o local da incisão foram 
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retirados, para análises histológicas e de ensaios de tração. Cada retalho teve como 

dimensões, 15 mm de comprimento (paralelo ao craniocaudal do animal) e 5 mm de 

largura (perpendicular ao eixo craniocaudal). 

 

3.3 Grupos Experimentais 

 Os animais foram divididos em diferentes grupos conforme descrito abaixo: 

- Grupo Controle (C): Animais com pele íntegra (N=7). 

- Grupo com lesão e não tratado (NT): Animais com incisão cirúrgica por bisturi e sem 

nenhum tipo de  tratamento, sacrificados após 28 dias a partir da indução da corte. 

(N=7). 

- Grupo com lesão e tratado com diclofenaco de sódio tópico (DIC): Animais com 

incisão cirúrgica por bisturi e tratados com diclofenaco de sódio tópico. O primeiro 

tratamento foi realizado imediatamente após a indução do corte na pele do animal e 

repetido diariamente até o sétimo dia do início da lesão. A pomada foi aplicada no 

local da lesão recobrindo toda a cicatriz. (N=7). 

- Grupo Irradiado (L1J): Animais com incisão cirúrgica por bisturi e tratados com 

laserterapia no comprimento de onda de 830nm, 1J de energia,  100mW de potência, 

DE = 31,71 J/cm2 e tempo por ponto 10 s. (N=7). 

- Grupo Irradiado (L3J): Animais com incisão cirúrgica por bisturi e tratados com 

laserterapia no comprimento de onda de 830nm, 3J de energia, 100mW de potência, 

DE = 107,14 J/cm2 e tempo por ponto 30 s. (N=7). 
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Figura 3. Esquema dos grupos experimentais 

 

 3.4 Parâmetros da forma de aplicação da Terapia com Laser de Baixa 

Potência (LBP). 

 

 Após serem submetidos ao modelo de indução da cicatriz pelo corte com bisturi 

metálico, os animais dos grupos irradiados receberam o tratamento com laser de baixa 

potência 830nm (infravermelho), potência de 100 mW e com energias de 01 ou 03J. 

O diâmetro do feixe de saída foi de 0,028cm2 (Thera Laser, DMC®). As irradiações 

foram pontuais, perpendiculares ao local da cicatriz (90°) por contato em um ponto 

único no centro da lesão, durante os 7 dias estabelecidas pelo protocolo.  

Grupo Comprimento 

de onda (nm) 
Tipo de 

Diodo  
Potência 

(mW) 
Diâmetro 

do feixe 

(cm2) 

Densidade 

de 

potência 

(W/cm2) 

Energia 

(J) 
Densidade 

de Energia 

(J/cm2) 

Tempo 

por 

ponto(s) 

L1J 830 AsGaAl 100 0.028 3.5 1 35.71 10 

L3J 830 AsGaAl 100 0.028 3.5 3 107.14 30 

 

Figura 4: Tabela com os parâmetros de irradiação laser. 

 

Pele

Controle Cicatriz

Não tratado 
(NT)

Tratado

Diclofenaco de 
sódio (DIC)

Laser 830nm, 
1J (L1J)

Laser 830nm, 
1J  (L3J)
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 3.5 Propriedades Mecânicas da Pele 

 Os animais de todos os grupos foram sacrificados após 28 dias do início do 

tratamento. Dois retalhos da pele da região dorsal de cada animal, onde foram 

realizadas as incisões cirúrgicas, foram removidos para posteriores análises, com as 

dimensões de 5 mm de largura e 15 mm de comprimento. 

          Durante a atividade normal da pele um conjunto de tensões é aplicado no tecido 

podendo ser divididas em forças de carregamento (tração) e descarregamento 

(retração). Desta forma, foi aplicado uma sequência de forças de carregamento e 

descarregamento, a fim de simular as condições de tensões reais da pele. 

Os retalhos retangulares (5mm X 15mm) foram fixados em grampos ou pinças 

específicas, na máquina de tração (EMIC 200), longitudinalmente de forma que a 

região da cicatriz ficasse disposta de forma transversal (Figura 5). 

Foi utilizado velocidade de carregamento e descarregamento de 6mm/min                

com um aumento de 0,5mm por ciclo, até a ruptura. Vários testes de carregamento e 

descarregamento de forças foram realizados até o momento da ruptura do tecido, 

conforme indicado no gráfico 1A (MARCOS, et al 2014). 
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Figura 5: Foto do tecido acoplado ao aparelho de ensaio mecânico (EMIC2000). 
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Gráfico 1A: Ensaio de Tração: Curva típica de registro durante a aplicação das forças 

de carregamento e descarregamento.  

Gráfico 1B: Ensaio de Tração: Curva simplificada indicando a Força máxima e 

deslocamento no momento da ruptura. 

 O teste de tração mecânico foi interrompido automaticamente, após a ruptura do 

tecido e foram analisados os seguintes parâmetros: 

- Força de ruptura máxima (Fmax) 

- Descolamento no momento da ruptura máxima (Dmax) 

- Rigidez (α) 

 

 

A 

B 
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 3.6 Preparação Histológica das Amostras 

 

As amostras de pele passaram por preparações histológicas padrão, 

começando pela fixação do tecido em formol (10%) durante 24h. Logo após as peles 

foram lavadas em água corrente e então desidratadas em soluções crescentes de 

álcool etílico (70%, 80%, 90% e 100%), 1h em cada solução. Em seguida as peles 

foram diafanizadas em solução de álcool/xilol 1:1 por 1h, e  passaram por 2 banhos 

de xilol puro, 1h cada. As peles foram retiradas do xilol e colocadas imediatamente 

em parafina líquida (60ºC), dentro de uma estufa, por 2h. Posteriormente, os blocos 

foram confeccionados para obtenção dos cortes histológicos. As peles inclusas nos 

blocos de parafina foram cortadas longitudinalmente em cortes na espessura de 5µm 

e transferidos para lâminas histológicas, onde foram desparafinizadas e hidratadas. 

Foram utilizadas 2 colorações: 1ª) Hematoxilina e Eosina, para possibilitar a 

visualização de determinadas estruturas como vasos sanguíneos, células e matriz 

extracelular, 2ª) Picrosirius red, para visualização de colágeno. 

As imagens foram obtidas em microscópio NIKON EP200 com lente de 

polarização acoplada ao redutor e a fonte de luz do microscópio para as imagens com 

luz polarizada e sem a lente para as imagens com HE. 

 

 3.7 Análise Estatística 

 Os dados foram descritos em valores médios com os respectivos desvios 

padrão. Foram analisados tanto em seus valores absolutos, como a sua variação em 

percentual, à partir dos valores obtidos nas análises biomecânicas. Para os dados 

paramétricos, foi utilizado o teste de ANOVA com post-hoc Tukey-Kramer. O nível de 

significância estatístico foi para p<0,05.  
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4- RESULTADOS 

 

A partir dos experimentos realizados, conseguimos plotar os seguintes gráficos 

e imagens indicados abaixo: 

A figura 6 mostra a sequência histológica dos diversos grupos, saudável e 

lesionados, com os diferentes tratamentos. É possível observar a presença de vasos 

(seta vermelha) e de fibroblastos (seta preta) no tecido epitelial.  

 

Figura 6: Imagens histológicas da pele (aumento 400X, coloração por Hematoxilina e 

Eosina) dos diferentes grupos indicados como: CTL (A); NT (B); DIC (C); L1J (D) e 
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L3J (E). Indicação para fibroblastos (seta preta) e da presença de vaso sanguíneo 

(seta vermelha) no local da cicatriz. 

 Na figura 5, é possível observar as alterações no local da cicatriz, visíveis no 

grupo NT (C e D). No grupo DIC é ainda possível identificar o local da cicatriz (E e 

F),enquanto que no grupo L1J (G e H) e no grupo L3J (I e J) a cicatriz apresenta-se 

mais discreta praticamente sem alteração quando comparamos ao padrão histológico 

adjacente. É possível observar diferença na coloração de colágeno que estão com 

tonalidade mais vermelho-alaranjado, quando utilizamos a luz polarizada, nos grupos 

NT (D) e DIC (F). 
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 Figura 7: Imagens histológicas da pele (aumento de 100X coloração por 

Picrosirius red sem polarização A, C, E, G, I e por Picrosirius red com polarização da 
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luz B, D, F, H, J). Nos diferentes grupos indicados como: CTL (A, B); NT (C, D); DIC 

(E, F); L1J (G, H) e L3J (I, J). Indicação do local da cicatriz (seta preta). 

 

O Gráfico 2 mostra a relação entre os valores da força máxima de tração (Fmax) 

em Newtons (N) e o seu respectivo deslocamento no momento da ruptura do tecido 

em milímetros (mm), durante o ensaio de tração. Foi observado um deslocamento dos 

grupos NT, DIC e L3J para baixo do grupo controle. O grupo L1J apresentou 

características de força máxima de tração (Fmax) e de deslocamento próximos ao 

grupo saudável (CTL). 
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Gráfico 2: Gráfico da relação entre a força máxima de tração e o deslocamento 

máximo durante o momento de ruptura do tecido, no teste de tração mecânica da pele. 

Grupos: CTL (controle), NT (não tratado), DIC (diclofenaco), L1J (laserterapia 1J), L3J 

(laserterapia 3J). 
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5- DISCUSSÃO 

 

A pele pode sofrer contínuos processos lesivos, levando à formação de tecido 

cicatricial, de característica fibrosa, alterando assim suas propriedades específicas 

(WOOD, 2014). Esta perda da integridade da pele presentes nas feridas e cicatrizes 

deve ser restaurada imediatamente, ou o mais rapidamente possível, a fim de 

restabelecer sua homeostase (CHOUCAIR & PHILLIPS et al, 1997; LI et al, 2005;  

GREAVES et al, 2013). Assim, inicia-se um processo cicatricial, no local da lesão. 

Este processo fisiológico complexo, que visa a restauração da integridade da pele, 

geralmente está dividido em hemostasia, fase inflamatória, formação de tecido de 

granulação,e re-epitelização (fases migratórias), terminando no remodelamento 

tecidual (CHOUCAIR & PHILLIPS et al, 1997; ENOCH & LEAPER et al, 2005; ROLIN 

et al, 2014). 

A fase inflamatória é essencial para o direcionamento do reparo, ocorrendo 

uma variedade de sinalizações intercelulares que promovem o recrutamento de 

diferentes tipos celulares, como granulócitos e macrófagos para o local da ferida, 

iniciando a formação do tecido cicatricial (SCHREML et al, 2010; GANTWERKER et 

al, 2011). Assim, terapias que atuem na modulação do processo inflamatório tem 

especial importância, levando a formação de um tecido com características próximas 

ao original. 

O Diclofenaco de sódio é um anti-inflamatório não esteroidal bastante utilizado 

em processo inflamatório agudo, com conhecida ação analgésica. Porém, alguns 

trabalhos demonstram que o diclofenaco de sódio, quando utilizado no tratamento de 

feridas, apresenta melhora do quadro inflamatório nos primeiros dias de tratamento. 

Contudo, após 3 semanas de tratamento o tecido cicatricial pode sofrer alterações 

mecânicas tornando-se mais frágil, aumentando as chances de ruptura (QUIRINIA & 

VIIDIK et al, 1997). 

Em relação às terapias não farmacológicas, o laser de baixa potência já foi 

demonstrado como uma terapia eficaz no reparo da pele (CARVALHO et al, 2006; 
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MEDRADO et al, 2008; CORR et al, 2009; CURY et al, 2013). Porém, a relação entre 

as alterações histológicas com a análise funcional pela determinação das 

propriedades biomecânicas ainda não foi totalmente estudada. 

Apresentamos neste trabalho um modelo de lesão de pele induzido por bisturi, 

um modelo experimental que se assemelha às incisões realizadas em procedimentos 

cirúrgicos. Como terapias para promoção da cicatrização, utilizamos a terapia 

farmacológica pelo uso do diclofenaco de sódio tópico e a terapia com laser de baixa 

potência. Utilizamos parâmetros dosimétricos pré estabelecidos que demonstraram, 

em estudo prévio, a ação do laser na modulação do processo inflamatório em tendões, 

resultando em melhora das propriedades biomecânicas (MARCOS et al, 2014).  

Os resultados obtidos mostram a redução de determinadas propriedades 

mecânicas da pele (força máxima de ruptura e deslocamento) nos grupos não tratado 

(NT) e farmacológico (DIC) e melhora destas propriedades nos grupos irradiados (L1J) 

e (L3J), em relação ao grupo NT. 

 Comparando a densidade de energia do grupo L1J com o grupo L3J,   

observamos que esta ela é pouco mais que 03 vezes maior no grupo L3J. 

Paralelamente observamos alterações nos testes de propriedades mecânicas quando 

comparamos os dois grupos.Tais fatos sugerem que a irradiação em menor densidade 

no grupo L1J estimulou a formação de uma cicatriz de melhor qualidade biomecânica 

do que a do grupo L3J onde o processo parece ter sofrido algum tipo de inibição. 

.Associado a tais resultados nota-se na histologia que o grupo L1J apresenta fibras 

de colagens mais bem organizadas do que no grupo L3J. 

A terapia com diclofenaco de sódio ou com laser de baixa potência, foi iniciada 

imediatamente após a indução da lesão e foi mantido o tratamento diário até o 7º dia. 

Levando-se em consideração que a fase inflamatória inicia-se imediatamente após a 

lesão e permanecer por alguns dias, o tratamento utilizado aqui provavelmente 

interferiu na fase inflamatória da lesão, atuando tanto como estimulador ou inibidor do 

processo inflamatório, influenciando o reparo devido a capacidade da radiação do 

laser de baixa potência reduzir os níveis de importantes mediadores inflamatórios 

(MARCOS, et al, 2012,2014). 

 Os tecidos lesionados apresentam uma redução significativa de suas 

propriedades mecânicas, realçando ainda mais a necessidade de ampliar a pequisa 
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dos tratamentos destes tipos de lesões, visando a restauração do comportamento 

biomecânico da pele no local da cicatriz. Neste sentido, a avaliação mais frequente 

das propriedades biomecânicas seria fundamental para compreender seu 

comportamento frente aos processo lesivos ou mesmo a outros eventos, como no 

envelhecimento ou visando avaliar a eficácia de diferentes tratamentos e terapias 

(FUNG et al, 1999; HOLLANDER et al, 2003). Desta forma, a determinação da força 

máxima de ruptura nos fornece meios para a compreensão e avaliação da qualidade 

da ferida, bem como sua evolução após intervenções cirúrgicas (CORR et al, 2009). 

Nos resultados foi demonstrado que apenas o grupo L1J não apresentou 

redução na força de tração no momento de ruptura quando comparado ao grupo 

controle (CTL). 

O grupo L3J, apesar de apresentar redução da força de tração no momento da 

ruptura, seu valor foi superior ao grupo não tratado (NT).  

O grupo tratado com diclofenaco tópico (DIC) apresentou importante redução 

na força de tração no momento de ruptura,  quando comparado ao grupo não tratado 

(NT). 

O valor do deslocamento máximo no momento da ruptura demonstra a 

capacidade de deformação de um material frente a uma força aplicada, que em nosso 

caso foi a própria força de tração aplicada pela máquina a cada carregamento.  

Nossos resultados mostraram que todos os grupos lesionados apresentaram 

redução da capacidade de deformação. Mesmo o grupo L1J apresentou redução, 

porém menor que nos outros grupos. 

A relação entre a força máxima de tração e o deslocamento do tecido nos 

fornece pontos no eixo X e Y do gráfico, permitindo determinar a angulação “α” 

apresentada pelos grupos. Assim, quanto maior o valor de α, maior a rigidez do tecido. 

Em nosso trabalho foi possível verificar um aumento deste ângulo no grupo DIC 

sugerindo que este grupo, além de apresentar redução nas propriedades mecânicas, 

como força de tração e deslocamento, também apresenta maior rigidez secante (Ks) 

e portanto,  maior facilidade à ruptura. 
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A determinação do tipo de colágeno através da observação de lâminas 

histológicas corada por picrosirius red através de luz polarizada é bastante conhecida. 

Nos estágios iniciais da cicatrização do tecido, as fibras de colágeno são mais 

delicadas e menos rígidas, mostrando uma disposição solta e uma birrefringência com 

colocação verde-amarelo, indicando a presença de colágeno tipo III. Nas fases 

posteriores do processo de reparo as fibras apresentam um padrão de organização 

mais compacta e rígida, neste caso a coloração observada é a cor vermelho-rosa-

laranja, indicando a presença de colágeno tipo I (CARVALHO et al, 2006; MEDRADO 

et al, 2008).  

Na coloração por picrosirius red, foi possível observar que o grupo NT (figura 

7C) apresentou uma desorganização da matriz extracelular e alteração na intensidade 

da presença de colágeno (figura 7D) no local da cicatriz.  

Com a coloração de hematoxilina - eosina (HE) observa-se a formação de 

vasos próximos ao local da lesão, no grupo NT, mas em pequena quantidade (figura 

6B).  

Ainda com a coloração por HE, mas no grupo tratado com Diclofenaco  de Sódio 

(DIC) foi possível observar a presença de vasos próximos ao local da lesão (figura 

6C), já com a coloração por picrocirius red nota-se a disposição frouxa das fibras de 

colágeno. (figura 7E). A predominância da coloração vermelho-rosa-laranja indica a 

presença de colágeno tipo 1 (figura 7F). Provavelmente estas alterações justifiquem 

a baixa força de tração apresentada pelo grupo DIC (Gráfico 2). 

Com uso da coloração HE nota-se que os grupos irradiados L1J e L3J 

apresentaram maior quantidade de vasos sanguíneos próximos ao local da lesão 

(figura 6D e 6E), diferente do grupo NT onde a presença dos vasos estava nas 

periferias do tecido lesionado (cicatriz). 

Na coloração por picrocirius red tanto o grupo L1J (figura 7G e 7H) quanto o 

grupo L3J  (figura 7I e 7J) apresentaram distribuição de colágeno e intensidade da 

coloração pela luz polarizada semelhante ao grupo saudável CTL (figura 7A e 7B).  

O grupo DIC apresentou uma intensidade de coloração de colágeno diferente 

do grupo CTL e provavelmente esta alteração pode estar relacionada com a  rigidez 

do tecido. Porém seria necessária uma investigação bioquímica da proporção de 
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colágenos I e III para confirmar quantitativamente estas presenças e esclarecer  este 

cenário. 

A terapia com laser de baixa potência tem demonstrado ser capaz de modular 

o processo de cicatrização de feridas, estimulando a angiogênese, modulando a 

inflamação, estimulando o metabolismo celular e a proliferação celular (MEDRADO et 

al, 2008; CURY et al, 2013). Esta modulação também estaria relacionada à ativação 

de queratinócitos e síntese de colágeno, promovendo não só a resolução do processo 

inflamatório, mas também o reparo tecidual, contribuindo para a melhora na qualidade 

histológica do tecido (SILVA et al, 2013). 

É conhecido que o laser promove uma antecipação da resposta inflamatória 

acelerando o processo de reparo na cicatriz (PEREIRA et al, 2010), por estimular a 

angiogênese próximo do local da lesão e por aumentar a deposição de colágeno , esta 

alteração na matriz do tecido cicatricial reflete na alteração do comportamento 

biomecânico (MELO et al, 2011; CORR et al, 2009).  

Durante o processo de reparo, são formadas ligações cruzadas de colágeno 

responsáveis pelo endurecimento dessas fibras e alteração das propriedades 

mecânicas do tecido. Estas ligações cruzadas sofrem alterações com o passar do 

tempo e aumentam com a recuperação do tecido (FRANK et al, 1995; PUXKANDL et 

al, 2002; CORR et al, 2009).  

A terapia com laser de baixa potência além de estimular a deposição de 

colágeno, e melhorou o padrão organizacional destas fibras. Estes resultados podem 

estar relacionados a proporção de colágeno tipo I e III presentes no tecido e a não 

realização de  dosagem bioquímica é uma das limitações de nosso trabalho.  

A realização de quantificação bioquímica dos tipos de colágeno, tipo I e III  

talvez explicasse a maior rigidez no grupo DIC, bem como a melhora na força de 

tração nos grupos L1J e L3J. 

É conhecido que durante a fase de reparo, inicialmente o colágeno III é 

sintetizado e após algum tempo uma parte pode ser direcionada para colágeno tipo I 

(MEDRADO et al, 2008). 

 Desta forma, além da necessidade de quantificação do colágeno,também se 

faz relevante a investigação do processo de reparo em tempos maiores, por exemplo, 
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60 e 90 dias após a indução da lesão. Neste caso  teríamos um cenário diferente para 

as propriedades biomecânicas e padrão histológico, principalmente pela alteração das 

proporção entre colágeno tipo III e tipo I, complementando ainda mais os resultados 

sobre este tema. 

Embora a laserterapia apresente um histórico de uso com bons 

resultados clínicos, seu mecanismo de ação ainda não foi totalmente elucidado 

(PUGLIESE et al, 2003; RICH & WHITTAKER et al, 2005). Já é conhecido seu efeito 

anti-inflamatório, que direciona para o reparo tecidual, promovendo melhora nas 

propriedades mecânicas de determinados tecidos (CARVALHO et al, 2006; MELO et 

al, 2011; MARCOS et al, 2014). 

 A maioria dos trabalhos clínicos mostra a eficácia da laserterapia no reparo de 

lesões na pele, porém poucos investigam as alterações histológicas relacionadas a 

modulação dos elementos da matriz e à organização de colágeno e este número ainda 

é menor quando se pensa em comparar as alterações histológicas junto à avaliação 

das propriedades mecânicas do tecido (CARVALHO et al, 2006; RIBEIRO et al, 2009).  

Portanto são necessários mais estudos que investiguem a correlação entre as 

propriedades mecânicas de um tecido com a composição e organização das 

estruturas da pele. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6- CONCLUSÃO 
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A partir dos resultados apresentados podemos concluir que após 28 dias da 

indução da lesão cortante por bisturi na pele de ratos, o grupo não tratado apresentou 

redução das propriedades mecânicas, como: força de tração no instante da ruptura e 

também redução da capacidade de deformação do tecido (indicado pela redução do 

deslocamento máximo).  

O tratamento com diclofenaco de sódio tópico não apresentou melhora das 

propriedades mecânicas do tecido cicatricial. 

A laserterapia na energia de 1J apresentou melhora na força de tração e na 

capacidade de deformação, comparado ao grupo não tratado, com resultados gráficos 

muito próximos ao grupo controle tanto no parâmetro de deslocamento quanto na 

força de ruptura máxima (Fmax). 

 Histologicamente nota-se que a desorganização das fibras de colágeno é 

maior no grupo não tratado (NT) e no grupo diclofenaco (DIC). 

Contudo, outros testes biomecânicos para determinação da elasticidade, bem 

como a análise da quantificação e direcionamento das fibras de colágeno são 

necessários para o melhor entendimento deste mecanismo de reparo tecidual, e 

possível correlação com a orientação das fibras e o tipo de colágeno em 

predominância (tipo I ou tipo III) em cada fase do processo. 
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