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RESUMO 

 
O processo de cicatrização dos diabéticos é alterado e, muitas vezes, 

ineficiente levando a complicações pós-cirúrgicas importantes, como retardo no 

reparo, deiscência e infecção. A laserterapia é uma ferramenta promissora para 

auxiliar o fechamento destas feridas, porém a falta de padronização da 

dosimetria, regimes de entrega de energia e falta de entendimento dos seus 

mecanismos celulares e moleculares de ação limitam a disseminação do seu 

uso. Estudos apontam que a modulação de macrófagos e outras células 

inflamatórias em determinadas fases do reparo tecidual induzem a maior 

eficácia nesse processo. O objetivo deste trabalho foi comparar dois regimes 

diferentes de entrega de luz laser analisando o influxo de neutrófilos, linfócitos 

T, fibroblastos e polarização de macrófagos. Foram utilizadas 90 fêmeas 

Wistar, com massa corpórea entre 140 e 250 g com diabetes induzido por 

injeção intraperitoneal de estreptozotocina (50 mg/kg) e com lesões dorsais 

feitas com punch cirúrgico. Foram divididas em Grupo Controle (GC - sem 

tratamento), Grupo Dose Única (GDU – 1 aplicação de 4 J/cm²) e Grupo Dose 

Fracionada (GDF – 4 aplicações de 1 J/cm² em 1, 3, 8 e 10 dias) e submetidos 

à laserterapia com 660 nm e 30 mW. Após o tratamento, as lesões foram 

removidas e acondicionadas em solução tamponada de formol 10% e 

processadas rotineiramente para emblocamento em parafina, coloração 

histológica com hematoxilina e eosina, marcação imunohistoquímica para 

linfócitos T, macrófagos totais, macrófagos M2, neutrófilos e miofibroblastos. As 

lâminas foram fotografadas, quantificadas e submetidas aos testes estatísticos 

apropriados. A aplicação do laser em ambos grupos acelerou o fechamento da 

ferida em 40% nos três primeiros dias. O grupo dose única apresentou maior 

número de neutrófilos no primeiro dia, os macrófagos totais no dia 3 e 

macrófagos M2 no dia 8. A contagem de linfócitos T foi semelhante em todos 

os grupos no durante todo o experimento. Comparados aos controle, os grupos 

tratados com laser apresentaram um maior número de miofibroblastos no dia 

15 e maior organização do colágeno no dia 22. Os resultados demonstram que 
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a fotobiomodulação pode alterar a composição do infiltrado inflamatório nas 

feridas em diabéticos, especialmente com uma única aplicação de 4 J/cm² 

indicando que a laserterapia no período pós-operatório imediato pode melhorar 

o processo de reparação tecidual em um modelo de diabetes. 

 
Palavras-chave: cicatrização, diabetes mellitus, terapia a laser, macrófagos 
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ABSTRACT 

 
The healing process of diabetic individuals is altered and is often ineficiente, 

leading to significant post-surgical complications such as delayed repair, 

dehiscence and infection. Laser therapy is a promising tool to assist the closure 

of these wounds, but the lack of standardization of dosimetry, of the power 

delivery systems and a lack of understanding of the cellular and molecular 

mechanisms of action limit the spread of its use. Studies indicate that 

modulation of macrophages and other inflammatory cells in certain stages of 

tissue repair induce more effective healing of the injury. The aim of this study 

was to compare two different regimes of application laser analyzing the influx of 

neutrophils, T lymphocytes, fibroblasts and total macrophages and M2 

macrophages. 90 female Wistar rats were used, with body weight between 140 

g and 250 g with diabetes induced by intraperitoneal injection of streptozotocin 

(50mg/kg) and back injuries made with surgical punch. The animals were 

divided into control group (CG - no treatment), Single Dose Group (SDG - 1 

Application 4 J/cm²) and Fractionated Dose Group (GDF - 4 applications of 1 

J/cm² at 1, 3, 8 and 10 days and undergoing laser therapy with 660 nm and 30 

mW. After treatment, the lesions were removed and placed in buffered formalin 

10% solution and routinely processed for paraffin inclusion, and then histologic 

staining with hematoxylin & eosin, immunohistochemical staining for T 

lymphocytes, total macrophages, M2 macrophages, neutrophils and 

myofibroblasts. The samples were photographed, the cells quantified, and 

subjected to appropriate statistical tests. The laser application in both groups 

accelerated the wound closure in 40% during the first 3 days. SDG presented a 

higher number of neutrophils in the first day, more macrophages on Day 3, 

more M2 macrophages on Day 8. The T lymphocyte count was similar in all 

groups during the experimental. Compared to controls, the laser treated groups 

presented more myofibroblasts on Day 15 and more collagen organization on 

Day 22. The results showed that photobiomodulation can alter the inflammatory 
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infiltrate composition of the diabetic wounds, especcially with a single dose 

application of the 4 J/cm². 

 

 
Key words: healing, diabetes mellitus, laser therapy, macrophage 
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1. CONTEXTUALIZAÇÃO 

 
 

 
1.1 Diabetes mellitus 

 
O diabetes mellitus (DM) é um grupo de desordens metabólicas que  

têm em comum a hiperglicemia. Essa pode resultar de defeitos na secreção 

da insulina, na ação da insulina ou, mais comumente, em ambos. A 

classificação atual do DM baseia-se na sua etiologia e inclui quatro classes 

clínicas: DM tipo 1 (DM1), DM tipo 2 (DM2), outros tipos de DM e DM 

gestacional. O DM1 ocorre quando o diabetes se estabelece pela destruição 

autoimune das células beta pancreáticas. O diabetes é classificado como 

DM2 no caso da hiperglicemia ser resultante de uma combinação entre a 

resistência periférica à ação da insulina e uma resposta secretória 

inadequada das células beta pancreáticas. 1, 2
 

São 380 milhões de diabéticos no mundo e, seguindo essa tendência, 

poderá chegar a 592 milhões até 2035 ou 1 em cada 10 adultos. No Brasil, o 

número é aproximadamente de 12 milhões de pessoas, uma média de 7% da 

população podendo chegar a 25% na faixa etária acima de 65 anos. 3 

O diabetes gera alterações micro e macrovasculares e dentre elas, 

deficiência no reparo tecidual, o que pode resultar em infecções, deiscências, 

feridas crônicas, amputações e em morte de 5% dos diabéticos por feridas 

infectadas. Essa condição é preocupante uma vez que cerca de 50% dos 

pacientes diabéticos têm chance de necessitar de alguma cirurgia (por 

exemplo: transplantes, cesáreas, cirurgias torácicas, bariátricas) ao longo da 

vida.4,5 6
 

1.2 Reparo tecidual e principais células efetoras 

 
As fases do reparo são didaticamente divididas em três etapas que se 

sobrepõem: inflamatória, proliferativa e remodelamento. Muitos eventos 
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biológicos estão envolvidos nesses processos, tais como coagulação do 

sangue, inflamação, formação de tecido de granulação, contração da ferida e 

remodelação tecidual.7 

A fase inflamatória é caracterizada pelas alterações vasculares 

(vasodilatação e aumento da permeabilidade) e exsudativas. Dentre as células 

que migram do interior do vaso para os tecidos, os neutrófilos são os primeiros 

leucócitos a serem recrutados para o local de inflamação e são capazes de 

eliminar os patógenos através de diferentes mecanismos. A vida média de um 

neutrófilo é de oito a doze horas em camundongos e pode chegar a vários dias 

em humanos, mas durante a inflamação, eles são ativados e aumentam sua 

longevidade consideravelmente, o que garante sua presença em atividades 

mais complexas, como contribuição para a resolução da inflamação ou a 

resposta imune adaptativa. Possuem papel crucial nas fases iniciais do 

processo inflamatório, sendo bastante responsivos a agentes quimiotáxicos 

como: produtos de clivagem de frações do complemento (C3a e C5a) e 

substâncias liberadas por mastócitos e basófilos.8 

Em condições de normalidade, os neutrófilos entram em apoptose horas 

após sua diapedese, sendo que a falha no mecanismo pode levar doenças 

inflamatórias e imunológicas. 17
 

Durante o processo de reparo normal, essas células sofrem apoptose e 

são reconhecidos e ingeridos por macrófagos. Na medida em que diminui o 

número de neutrófilos, aumenta o número de linfócitos T e macrófagos, que se 

tornam os tipos celulares predominantes no infiltrado inflamatório.4 

Os linfócitos são leucócitos uniformes na aparência, mas variados em 

função e incluem os linfócitos T com função reguladora, linfócitos B 

responsáveis pelo efeito de memória imunológica e produção de anticorpos e 

linfócitos natural killer (NK), responsáveis também pela destruição de células 

infectadas por vírus e células tumorais. 

São ativadas após a interação de moléculas co-estimulatórias e a 

identificação do antígeno apresentado pelas células apresentadoras de 
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antígenos (APC), via complexo principal de histocompatibilidade (MHC) classe I 

(que apresenta antígenos de patógenos intracelulares) e II (que apresenta 

antígenos de patógenos extracelulares), as células da imunidade adaptativa 

tornam-se aptas a reconhecer uma multiplicidade de moléculas diversas e ao 

mesmo tempo, “lembrar-se” de um encontro anterior com mesmo patógeno.29
 

Os linfócitos T respondem pela imunidade celular, reconhecem os 

antígenos de microrganismos intracelulares, destruindo-os ou destruindo as 

células infectadas. Elas não produzem anticorpos, apresentam especificidade 

restrita para antígenos, ou seja, atacam diretamente os invasores estranhos. 

Apesar de também se originarem na medula óssea, amadurecem no timo, onde 

passam a apresentar em sua membrana celular, receptores denominados 

receptores de células T, também específicos para um único antígeno. 30, 31
 

As células T incluem as células T efetoras, que se dividem em células T 

auxiliares/helper (Th), células T citotóxicas/citolíticas (Tc), as células T 

supressoras e as células T de memória. 32
 

Ainda na fase inflamatória do reparo, os monócitos derivados do sangue, 

ao adentrar no tecido se diferenciam em macrófagos. O macrófago ativado é a 

principal célula efetora do processo de reparo tecidual, degradando e 

removendo componentes do tecido conjuntivo danificado, secreta fatores 

quimiotáticos e a permeabilidade dos microvasos.9,10
 

Os macrófagos são células cruciais na regulação do reparo, com 

diferentes funções em cada fase do mesmo. Em experimentos realizados por 

Lucas et al. (2010)19, foi verificado que se a depleção de macrófagos ocorrer na 

fase inflamatória (quatro dias após a lesão), ocorre uma grave alteração no 

processo de reparação, com redução no tecido de granulação, epitelização e 

na deposição de colágeno. Caso a diminuição de macrófagos ocorra na fase 

proliferativa (8 a 14 dias após a lesão), há uma associação com hemorragia na 

ferida, aumento da apoptose de células endoteliais e o colapso dos vasos 

sanguíneos recém-formados. 
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Macrófagos são classicamente ativados como M1 em resposta ao 

interferon gama (IFN-γ) e aos lipopolissacarídeos de membrana bacteriana 

(LPS) ou em tipo M2 após estímulo com IL-4 e IL-13. Os macrófagos M1 

possuem ação microbicida e nas funções de defesa pela liberação de 

citotóxicos por altas concentrações de citocinas pró-inflamatórias (TNFα, IL-1b, 

IL-6 e IL-12) e espécies reativas de oxigênio (ROS).20, 21
 

A resposta inflamatória inicial é mediada por macrófagos M1, que 

produzem grandes quantidades de espécies reativas de oxigênio (ROS) e 

citocinas pró-inflamatórias. A fase de cura está relacionada com macrófagos 

M2, que têm uma maior capacidade fagocítica produzindo principalmente 

citocinas anti-inflamatórias e são caracterizados pelo aumento da expressão do 

receptor de manose de CD206.5,6
 

Ao contrário do M1, os macrófagos M2 produzem citocinas anti- 

inflamatórias (IL-10), fatores de crescimento (TGF-b1, VEGF e PDGF), matriz 

extracelular e expressam marcadores associados à reparação tecidual.22,23,24
 

A classificação da ativação foi expandida para incluir novos fenótipos de 

M2, como M2a/b/c. O fenótipo M2a é pela exposição à IL-4 ou IL-13, que agem 

através do receptor comum IL-4R para aumentar a expressão de CD206, 

arginase e TGF-β.25
 

O fenótipo M2b é produzido pela exposição a uma combinação de 

complexos imunes como IgG e LPS, que aumenta a produção de IL-10 e 

diminui a produção de IL-12, com potentes propriedades anti-inflamatórias. 26, 
 

27 

Exposição de IL-10 ou glicocorticóides produz o fenótipo M2c, que da 

mesma forma é caracterizado pela elevação de IL-10 e baixa produção de IL- 

12 bem como aumento expressão do receptor de CD163. O fenótipo de 

macrófagos também pode ser alterado por fagocitose de corpos apoptóticos ou 

células necróticas.28
 

Em paralelo à ativação de macrófagos M2, os fibroblastos também 

secretam fatores quimiotáticos de células progenitoras endoteliais e promovem 
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a neoangiogênese. Novos vasos, miofibroblastos e macrófagos constroem o 

tecido de granulação com uma liberação adicional de fatores de crescimento 

que estimulam a proliferação de queratinócitos e reepitelização.20
 

A fase de proliferação é a responsável pelo fechamento da lesão 

propriamente dito. Compreende: a reepitelização que tem início horas após a 

lesão, com a movimentação das células epiteliais oriundas tanto da margem 

como de apêndices epidérmicos localizados no centro da lesão; a fibroplasia e 

angiogênese, compondo o tecido de granulação responsável pela ocupação do 

tecido lesionado cerca de quatro dias após a lesão.11
 

Os fibroblastos produzem a nova matriz extracelular necessária ao 

crescimento celular enquanto os novos vasos sanguíneos carreiam oxigênio e 

nutrientes necessários ao metabolismo celular local. A fibroplasia é um 

mecanismo que envolve a proliferação de fibroblastos e sua migração para o 

interior da ferida por estímulo de fatores de crescimento como o fator de 

crescimento derivado das plaquetas (PDGF), fator básico de crescimento de 

fibroblasto (FGF) e fator de crescimento transformante beta (TGF-β) a qual, 

semelhantes às células epiteliais, migram para a ferida valendo-se das 

alterações morfológicas que possibilitam a expansão de segmentos da 

membrana plasmática.11,12
 

A angiogênese é uma etapa fundamental do processo de cicatrização, 

onde novos vasos sanguíneos são formados a partir de vasos pré-existentes e 

participam da formação do tecido de granulação provisório e suprem de 

nutrientes e de oxigênio o tecido em crescimento. De forma diferencial, a 

vasculogênese refere-se aos primeiros estádios do desenvolvimento vascular, 

durante o qual as células precursoras do endotélio vascular sofrem 

diferenciação, expansão e junção para formar a rede de túbulos primitivos do 

organismo.11
 

Vários fatores de crescimento e citocinas parecem estar envolvidos com 

a angiogênese como o FGF (fator de crescimento de fibroblastos), fator de 

crescimento epidérmico (EGF), fator de crescimento transformante alfa (TGFα), 
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PDGF (fator de crescimento de plaquetas), TGF-β, fator de crescimento 

endotelial vascular (VEGF), dentre outros.12, 13, 14
 

A fase de remodelação é uma tentativa de retorno à estrutura tecidual 

normal onde há equilíbrio entre a formação do colágeno novo e degradação do 

colágeno velho através da ação das colagenases, há o desaparecimento dos 

macrófagos junto com a redução da angiogênese e proliferação dos 

fibroblastos e sua conversão em miofibroblastos. Ocorre a remodelação da 

matriz extracelular pelas metaloproteinases que incluem colagenases 

intersticiais, colagenase tipo IV e gelatinases tendo como principais citocinas 

envolvidas a interleucina 1 (IL-1), TNFα (fator de crescimento transformante 

alfa), TGFβ, PDGF produzidas pelos fibroblastos e EGF e TGFβ produzidas 

pelas células epiteliais.15
 

No primeiro mês, há uma proporcionalidade entre a resistência tênsil e a 

quantidade e qualidade do colágeno no ferimento.7 

 
 

1.3 Reparo tecidual e diabetes 

 
O DM tem sido associado clinicamente e experimentalmente a um 

processo cicatricial mais demorado. Uma das explicações para esse fato é a 

disfunção dos leucócitos polimorfonucleares, macrófagos e fibroblastos, com 

uma fase inflamatória prolongada, decréscimo na biossíntese de colágeno e 

glicosaminoglicanas, resultando no retardo da formação do tecido de 

granulação. As falhas mais importantes do reparo ocorrem em estágios iniciais 

de cicatrização, levando à diminuição dos elementos celulares e alterações na 

síntese de colágeno.41
 

Nas feridas crônicas associadas com o DM, uma subpopulação de 

macrófagos exibe características de M1 persistentes nas fases finais de 

cicatrização de feridas. Esse fato está associado com prejuízo da formação de 

tecido de granulação, angiogênese, deposição de colágeno e cicatrização por 

causa dos níveis menores de citocinas anti-inflamatórias (por exemplo: IL-10) e 
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fatores de crescimento (fator de crescimento semelhante à insulina [IGF]-1, 

TGF-β1 e VEGF).42
 

Também foi descrita a incapacidade de macrófagos para alternar para a 

ativação de M2 e promover a reparação de tecido é atribuída à sua fagocitose 

deficiente para as células apoptóticas no microambiente do diabético.43
 

 
1.4 Fotobiomodulação com laser em baixa intensidade na ferida 

 
A fototerapia é a aplicação de luz em aspecto geral no intervalo de 1 mW 

- 500 mW para promover a regeneração dos tecidos, reduzir a inflamação e 

aliviar a dor. A luz é tipicamente de largura espectral na faixa do vermelho 

visível ao infravermelho próximo (600 nm - 1000 nm), com uma densidade de 

potência (irradiância) entre 1 mW-500 mW/cm2.,44
 

Os efeitos iniciais da luz ocorrem nas mitocôndrias, levando a maior 

produção de ATP, modulação de espécies reativas de oxigênio e indução de 

fatores de transcrição. Estes efeitos, por sua vez, modulam a proliferação 

celular e migração (particularmente por fibroblastos), modulação dos níveis de 

citocinas, fatores de crescimento e mediadores inflamatórios e aumento da 

oxigenação dos tecidos.44
 

Os lasers terapêuticos apresentam uma série de indicações, podendo 

ser usados isoladamente ou como coadjuvante de outros tratamentos, sempre 

que se necessite de efeito biológico local, uma vez que, dentre as suas 

funções, modulam as células do sistema imune, estimulam a microcirculação, 

ativam a liberação de endorfinas e estimulam também a proliferação e a 

migração celulares, desempenhando ação analgésica, anti-inflamatória e 

bioestimulante ou cicatrizante.45,46
 

A fotobiomodulação promovida pelo laser em baixa intensidade tem sido 

empregada de maneira bastante eficaz, no pós-operatório de feridas cirúrgicas 

e no tratamento de lesões ulceradas, resultando em uma reparação tecidual 

mais rápida e com padrão de qualidade morfológica superior.47 Em uma meta- 

análise publicada por FULOP et al., (2009)45, cujo objetivo era avaliar o efeito 
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da fototerapia no reparo tecidual, foi observado que a fototerapia foi 

considerada auxiliar do reparo de lesões. 

No DM, observou-se que a fotobiomodulação com LBI em fibroblastos 

cultivados em meio com alta concentração de glicose causa a diminuição da 

apoptose.48
 

Nos pacientes diabéticos a laserterapia acelera o fechamento das 

úlceras crônicas, independente dos níveis de glicemia do paciente.49
 

Estudos realizados por Kajagar et al (2012)50 utilizando 2–4J/cm2 e 60 

mW verificaram uma maior contração nas lesões de pacientes com pé  

diabético onde o LBI atuou significativamente no melhor fechamento das lesões 

comparando-se ao grupo não tratado (40,24 % vs 11,87 % , p < 0,001 ) , 

indicando que o LBI é uma modalidade eficaz para facilitar a contração de 

feridas em e pode ser utilizada como um adjuvante para o modo convencional 

de tratamento. 

Santos et al (2013)51 utilizando comprimento de 660nm e 40mW 

observaram diminuição na área das lesões tratadas com LBI entre o oitavo e 

décimo quinto dia, comparado com o grupo controle sem tratamento. 

Alguns estudos demonstraram aceleração no fechamento de lesões 

agudas com maturação no tecido de granulação em menor tempo, organização 

do colágeno, aumento na angiogênese além da modulação no infiltrado 

inflamatório e fibroblastos em grupos irradiados com densidades de potência 

de 1J/cm² a 9J/cm² e diferentes regimes de entrega conforme Tabela 1. 
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Tabela 1 – Avaliação da literatura recente comparando dosimetria, fontes de luz e reparo 

tecidual 

 

Autor Descrição 
Modelo 

experimental 
Resultados 

 

 
Lau, 2015 52 

Diodo λ= 808 nm e 5 J/cm2 com 

densidades: 0.1 W/cm2, 0.2 W/cm² e 

0.3 W/cm2 exposições de 50 s, 25 s e 

17 s 

Punch, 

diabético 

 
Cicatrização otimizada 

e aumento colágeno 

 
Santana et al, 

2015 53 

Diodo (λ = 660 ± 2 nm; P = 30 mW; 4 

J/cm2) em dose única e dose 

fracionada irradiando 1 J/cm2 nos 

dias 1, 3, 8, e 10 

Punch, 

diabético 

Aceleração no 

fechamento 40% nos 3 

primeiros dias em 

relação ao controle 

 

 
Kilík, 2014 54 

AlGaInP (λ=635 nm,  5 J/cm2, dose 

diária) densidades de 1, 5, e 

15 mW/cm² 

Punch, 

diabético 

Aumento na 

angiogênese nos 

grupos irradiados (5, 

15 mW/cm²) 

Danca´kova´, 

2013 55 

Diodo λ=810 nm , 30 mW, densidade 

30 mW/cm2  por 30 s (dose diária de 

0.9 J/cm2/ferida/dia) 

Punch, 

diabético 

Aumento de 

maturação de tecido 

de granulação 

Ferreira, 2013 

41 

LED (λ=945 ± 20 nm) 6 J/cm² (30 

mW, 157s, 4 pontos (total 24 J/cm2 ) 

Incisão 

suturada, 

diabético 

 
Aumento fibroblastos 

Carvalho, 

2010 7 

InGaAlP 100 mW λ= 660 nm (4 

J/cm2 ) 24 s 

Punch, 

diabético 

Aumento de fibras 

colágenas e 

macrófagos 

 
Busnardo, 

Simões, 2010 

56 

He-Ne com energia de 4J/cm2 

aplicado 12 segundos por ponto da 

ferida no modo contínuo, 5 mW, 

comprimento de onda de 632, 8 nm e 

área de raio do laser de 0,015 cm2. 

Punch, 

normoglicêmico 

Aumento de colágeno 

tipo III, diminuição do 

infiltrado inflamatório e 

resolução precoce da 

fase inflamatória das 

feridas 

Silva et al., 

2010 57 

Laser aplicado em 15 ratos Wistar 

divididos em três grupos: 

G1(controle), G2 (2 J/cm2) e G3 (4 

J/cm2), com comprimento de670nm e 

Punch, 

normoglicêmico 

A dose de 4J/cm2 

diferiu 

significativamente das 

demais quanto ao 
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 irradiados durante 10 dias 

consecutivos sobre lesão cutânea. 

 processo de 

reepitelização. 

Felice et al., 

2009 58 

Aplicação de laser AlGaInP (658 nm, 

4J/cm2, de forma pontual e em 

varredura sobre úlceras de decúbito e 

venosas em humanos. 

Traumáticas 

pós AVE e 

tetraplegia 

 
Redução da área das 

feridas. 

 
 

 
Maiya et al., 

2009 59 

 
Laser He-Ne sobre feridas cutâneas 

de ratos diabéticos, com 

comprimento de onda de 632,8 nm e 

doses de 3-9 J/cm2, durante cinco 

dias/semana até a completa 

cicatrização. 

Punch, 

diabético 

Maior produção de 

tecido de granulação 

entre os animais que 

receberam doses 

entre 4-5 J/cm2, 

especialmente no 

quinto dia de 

tratamento. 

 

 
Inoe et al., 

2008 60 

Laser de He-Ne utilizados em doses 

de 3 e 6 J/cm2,45 W de potência e 

comprimento de onda de 632 nm e 

grupo controle, para feridas cirúrgicas 

de coelhos hígidos. Os animais foram 

avaliados nos 7º, 14º e 21º dias. 

Punch, 

normoglicêmico 

No 14º dia observou- 

se presença de tecido 

de granulação maduro 

e no 21º dia ausência 

de hemorragia e 

exsudato 

 
Channual et 

al., 2008 61 

Laser de baixa potência com 

comprimento de onda de 585 nm e 

dose de 7J/cm2 sobre feridas 

cutâneas em ratos. 

Lesão tipo 

janela, 

normoglicêmco 

 
Proliferação vascular 

permanente após o 

quinto dia de aplicação 

 
 

Pinto et al., 

2007 62 

 
Primeira semana duas vezes com 

intervalo de 48 h, nas semanas 

seguintes 1x/semana, de forma 

pontual e sem uso de medicação 

adicional 

Deiscência, 

normoglicêmico 

A lesão respondeu 

com tecido de 

granulação, 

diminuição do 

processo inflamatório 

e analgesia desde a 

primeira aplicação 

Rocha Júnior 

et al., 2006 63 

12 animais foram divididos em dois 

grupos: experimental e controle. A 

ferida foi tratada durante sete dias 

com laser de AsGa, pulsátil, dose 3,8 

Punch, 

normoglicêmico 

O reparo tecidual foi 

significativamente 

maior e mais 

organizado no grupo 
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 J/cm2, potencia de 15 mW e tempo 

de 15 segundos. 

 experimental 

 
 
 
 

 
Hopkins et 

al., 2004 64 

Induziram a ocorrência de lesão por 

abrasão em membro superior não 

dominante em dois grupos de 

pessoas saudáveis. Um grupo foi 

tratado com dose de 8 J/cm2, 

comprimento de onda de 820 nm e 

tempo de dois minutos. O outro grupo 

foi tratado sob os mesmos 

parâmetros e tempo de cinco 

segundos. E um terceiro grupo não 

foi tratado. 

Abrasão, 

normoglicêmico 

 
Os grupos tratados 

com laser de baixa 

potência apresentaram 

redução 

estatisticamente 

significativa da ferida 

quando comparados 

ao grupo controle para 

o 6º, 8º e10º dias de 

tratamento. 

 
 

 
Reddy, 2003 

 

Laser 904 nm 7 mW e 1 J/cm2, He- 

Ne e infravermelho Ga-As 5 dias três 

vezes por semana 

Punch, 

diabético 

O laser He-Ne é 

superior ao Ga-As 

avaliando-se a força 

tensional da ferida e 

quantidade de 

colágeno 

 
 
 

 
Envemeka, 

2001 65 

 
 
 
Utilizou laser He-Ne (632.8 nm, modo 

contínuo) e laser AsGa (904 nm, 

modo contínuo) em lesões cutâneas 

de ratos. 

Incisão, 

normoglicêmico 

Houve melhora da 

cicatrização para 

ambos os 

comprimentos de onda 

adotados, embora o 

último tenha 

apresentado 

resultados mais 

evidentes 

 

 

Observa-se que a maioria dos estudos utilizou o laser vermelho que por 

possuir uma menor penetração tecidual é ideal para tratamentos na pele e 

doses de 4 a 6 J/cm² foram eficazes mesmo com única aplicação.. 
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Tendo como base a necessidade do desenvolvimento de novas terapias 

para o tratamento de lesões cutâneas pós-cirúrgicas relacionadas ao DM, e 

tentando obter-se o melhor resultado com o menor número de aplicações, o 

objetivo deste trabalho é avaliar o mecanismo de ação da laserterapia em 

regimes diferentes de entrega de energia traçando um perfil do infiltrado 

inflamatório e diferenciação fenotípica dos macrófagos. 
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2. OBJETIVOS 

 
2.1 Objetivo geral 

 
Avaliar se aplicar uma dose de 4J/cm² de laser vermelho em feridas 

cutâneas de ratos diabéticos equivale a quatro doses de 1J/cm² em dias 

alternados. 

 
 

2.2 Objetivos específicos 

Artigo 1 

I- Avaliar macroscopicamente o fechamento das feridas dos animais 

diabéticos comparando os dois grupos experimentais; 

II- Analisar o tipo e quantidade do infiltrado inflamatório, presença de 

tecido de granulação e organização do colágeno comparando os dois grupos 

experimentais; 

III- Quantificar os miofibroblastos entre os grupos. 

 
 

 
Artigo 2 

 
IV- Avaliar e quantificar a presença de neutrófilos durante o reparo 

tecidual; 

V- Verificar a quantidade de macrófagos totais e M2 nos diferentes dias 

experimentais; 

VI- Avaliar e quantificar linfócitos T durante o reparo tecidual. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 
3.1. Animais 

 
Foram utilizadas 90 ratas fêmeas da linhagem Wistar (Rattus novergicus 

albinus) pesando entre 140 e 250 g, mantidas no biotério da UNINOVE – 

unidade Vergueiro. Os animais foram mantidos em caixas plásticas 

apropriadas, num máximo de 5 animais por caixa, a temperatura ambiente 

(22°C) e luminosidade controlados com ciclo de 12 horas sendo que os animais 

tiveram comida e água ad libitum. 

Protocolo de aprovação no Comitê de Ética em Pesquisa Animal (AN 

03/2013) (Anexo 1). Um estudo piloto foi conduzido comparando-se as 

contagens em animais machos e fêmeas e os resultados não demonstraram 

diferencas significativas. 

 
 

3.2 Animais e grupos experimentais 

 
Os animais foram divididos em grupos: 
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Dia 
22 

 

Eutanásia 
(n=5) 

 

Eutanásia 
(n=5) 

 
Eutanásia (n=5) 

Figura 1: Fluxograma dos procedimentos experimentais diabéticos 
 

 

90 ratas 
 
 
 
 
 

 

GRUPO 
CONTROLE 
GC (GC) 

 

GRUPO DOSE 

ÚNICA (GDU) 

GRUPO DOSE 
FRACIONADA 

(GDF) 

 

 
 

 

Lesão no dorso 
Eutanásia 2h 

após lesão (n=5) 

Lesão no dorso 
Laserterapia 

(4J/cm², 104s) 
(n=5) 

Eutanásia 2h após 
a lesão 

Lesão no dorso 
Laserterapia 

(1J/cm², 26s) 
(n=5) 

Eutanásia 2h 
após a lesão 

 

    
 

    
 

    
 

    
 

 
Eutanásia (n=5) 

 

Eutanásia 
(n=5) 

 

Eutanásia 
(n=5) 

Dia 
15 

Laserterapia 
(1J/cm², 26s) 

(n=5) 

 

Eutanásia 
(n=5) 

 

Eutanásia 
(n=5) 

Dia 
10 

Laserterapia 
(1J/cm², 26s) 

(n=5) 

 

Eutanásia 
(n=5) 

 

Eutanásia 
(n=5) 

 

Dia 8 

Laserterapia 
(1J/cm², 26s) 

(n=5) 

 

Eutanásia 
(n=5) 

 

Eutanásia 
(n=5) 

 

Dia 3 

 

Dia 1 
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3.3. Indução do diabetes 

 
A indução do diabetes foi realizada de acordo com o protocolo descrito 

por Reddy (2003)66. Os animais ficaram 12 horas em jejum alimentar  de 

acordo com o protocolo e as recomendações da Sociedade Brasileira de 

Ciência em Animais de Laboratório (SBCAL) e receberam injeção 

intraperitoneal da toxina para células beta pancreáticas, estreptozocina (cat 

S0130, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) na dose de 50 mg/kg peso 

dissolvida em tampão citrato estéril, pH 6,0. A indução ocorreu em média de 

sete dias sendo confirmada por exame de glicemia por meio do Accu-Chek 

(Boehringer Mannheim Cor. Indianapolis, IN, USA). O monitoramento do nível 

de glicemia foi realizado semanalmente pelo mesmo método. O consumo de 

água e ração foi monitorado diariamente. 

 
 
 

3.4. Procedimentos cirúrgicos - indução da úlcera 

 
As duas úlceras foram realizadas lateralmente em todos os grupos após 

07 dias de indução do diabetes. Para a anestesia os animais  receberam 

injeção intraperitoneal de uma mistura de ketamina (Dopalen, Vetbrands, 

Jacareí, SP) na dose de 80 mg/kg do animal e de xilazina (Anasedan, 

Vetbrands, Jacareí, SP) na dose de 10 mg/kg do animal. Foram utilizadas 

seringas da marca BD 100 Unidades com Agulha BD Ultra-Fine®, modelo 

insulina com a agulha Ultra-Fine® (regular), comprimento: 12,7 mm, calibre: 

0,33 mm e bisel trifacetado. 

 

Depois de anestesiados, o dorso dos animais foi tricotomizado com 

máquina elétrica e a finalização com uso de um creme depilatório a base de 

tioglicolato (Veet, Reckitt Benckiser, São Paulo, Brasil). Em seguida, realizada 

uma úlcera com punch cirúrgico de 5 mm (modelo R-806-9-5, Richter, São 

Paulo, Brasil) até a exposição da fáscia muscular dorsal. 
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Posteriormente aos procedimentos cirúrgicos para a recuperação da 

anestesia, os animais foram colocados separadamente em gaiolas que foram 

expostas a pouca luz, evitando-se a manipulação e o estresse do animal. Após 

a recuperação da anestesia, nos dois primeiros dias os animais receberam  

uma injeção subcutânea de cloridrato de tramadol (5 mg/kg) associado a 50 

mg/kg de dipirona, intramuscular a cada 8 horas para o controle da dor.52, 53
 

 

 
Fig.2 – Aspecto das lesões dorsais 

 

 

3.5. Laserterapia 

 
Um laser vermelho (MMOptics, São Carlos, SP, Brazil) (λ 660 ± 2 nm) 

com saída de 0,03 cm2, foi acoplado a um sistema óptico composto por uma 

lente divergente fixada num suporte e a ponteira era afastada ou aproximada 

de modo a obter-se um feixe expandido de 5 mm de diâmetro que cubrisse as 

bordas das feridas, garantindo a irradiação de maneira uniforme com 4 J/cm2 

de fluência. Os animais do grupo dose única receberam uma aplicação de 4 

J/cm2 logo após a realização da lesão, enquanto o grupo de dose fracionada 

receberam 4 aplicações de 1 J/cm2 nos dias 1, 3, 8 e 10. Para evitar exposição 

dupla, a porção da ferida já irradiada foi protegida com uma máscara. 
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Esses dias experimentais foram escolhidos porque representam 

momentos cruciais do reparo tecidual, sendo os dias 1 e 3 a fase inflamatória, 

os dias 8, 10 e 15 a fase proliferativa. 

 
 

3.6. Eutanásia 

 
Para a eutanásia, os animais receberam injeção intraperitoneal duas 

horas após a irradiação de uma mistura de ketamina (Dopalen, Vetbrands, 

Jacareí, SP) na dose de 320 mg/kg do animal e de xilazina (Anasedan, 

Vetbrands, Jacareí, SP) na dose de 40 mg/kg do animal. Foram utilizadas 

seringas da marca BD 100 Unidades com Agulha BD Ultra-Fine®, modelo 

insulina com a agulha Ultra-Fine® (regular), comprimento: 12,7 mm, calibre: 

0,33 mm e bisel trifacetado. 

 

3.7 Análise histológica 

Nos dias experimentais (1, 3, 8, 10, 15 e 22), três animais de cada grupo 

sofreram eutanásia em câmara de CO2. As peles foram cuidadosamente 

removidas, fixadas com formaldeído a 10% tamponado e processadas 

rotineiramente para inclusão em parafina e posterior coloração com 

hematoxilina e eosina seguindo o roteiro abaixo: 

1- Desparafinização em estufa 45°C - 40 min; 

2 – Desparafinização Xilol I - 10 min; 

3 - Desparafinização Xilol II - 10 min; 

4 - Hidratação Álcool Etílico 100% - 5 min; 

5 - Hidratação Álcool Etílico 80% - 5 min; 

6 - Hidratação Álcool Etílico 70% - 5 min; 

7 - Lavagem Água - 7 min; 

8 - Coloração com Hematoxilina - 3 min; 

9 - Lavagem Água corrente - 3 min; 

10- Coloração Eosina - 7 min; 
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11- Lavagem Água corrente - 2 min; 

12 - Desidratação Álcool Etílico 70% - 5 min; 

13 - Desidratação Álcool Etílico 80%  - 5 min;  

14 - Desidratação Álcool Etílico 100% I - 3 min; 

15 - Desidratação Álcool Etílico 100% II - 5 min; 

16 - Fixação com Xilol I - 5 min; 

17 - Fixação com Xilol II - 10 min. 

 
O reparo foi avaliado por dois avaliadores calibrados, sem conhecimento 

prévio dos grupos. Os seguintes parâmetros foram avaliados de modo 

qualitativo: intensidade do infiltrado inflamatório (ausente, discreto, moderado 

ou intenso), presença de tecido de granulacão e remodelamento do colágeno. 

Para tal foi utilizado microscópio (NIKON ECLIPSE 50i, Japão) e os dados 

foram submetidos a análise estatística apropriada. 

 

 
3.8. Imunohistoquímica 

 
Cortes de tecido com 5 µm foram dispensados em lâminas silanizadas 

(Sigma Chemical Co.; St. Louis, Missouri, EUA) e posteriormente agrupados 

em suporte adequado. Em seguida foi realizada a desparanifinização, por meio 

da imersão das lâminas em xilol (60 – 65º C), e colocados em estufa  

histológica durante 5 minutos e posteriormente passadas em 3 banhos de xilol 

frio. 

Para hidratação dos cortes, as lâminas foram colocadas em dois banhos 

de álcool absoluto, um banho de álcool 95°ou 80° e um banho de álcool 70°. 

Em seguida, lavadas em água corrente, água deionizada e deixadas em 

tampão fosfato salino pH 7,4 (PBS) ou tampão tris-base salino pH 7,4 (TBS) 

com concentração final de 1M. O próximo passo foi a recuperação dos sítios 

antigênicos realizada de acordo com o protocolo de cada anticorpo descrito em 

tabela abaixo: 
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Tabela 2: Anticorpos, diluição e recuperação antigênica 

 
Antígeno Anticorpo Diluição Recuperação de sítio 

Neutrófilo (elastase) Anti-elastase 

(Abcam cat. 68672) 

1:3500 Pepsina, temperatura 

ambiente,15 min 

Macrófagos totais (M1 

e M2) 

Anti-CD68 

(Abcam cat. 31630) 

1:1000 Tampão citrato, pH 6.0, 100° C, 

15 min 

Macrófagos M2 Anti-CD206 

(Abcam cat 64693) 

1:250 Tampão citrato, pH 6.0, 100° C, 

15 min 

Linfócitos T Anti-CD3 

(Abcam cat.5690) 

1:300 Tampão citrato, pH 6.0, 100° C, 

15 min 

Miofibroblastos Anti- actina alfa de 

músculo liso 

(ABCAM, ab5694) 

1:1000 Tampão citrato, pH 6.0, 100° C, 

15 min 

 
 

A diluição foi otimizada utilizando diluente específico (Spring Bioscience 

Corp – Pleasanton - EUA) que contém em sua fórmula albumina sérica bovina 

(BSA) e tampão fosfato, pH 7,4. 

Em seguida, foi feito o bloqueio da peroxidase endógena presente nas 

hemácias com 3 banhos 5 min. de água oxigenada 3% (m/v), após esta etapa 

as lâminas foram lavadas em água corrente, água destilada e deixadas em 

tampão salino (PBS/TBS). 

A próxima etapa foi a incubação do anticorpo primário por 16 horas a 

4ºC. Todos os anticorpos listados em tabela anexa foram diluídos de maneira 

apropriada (Spring Bioscience Corp – Pleasanton -EUA) em soluções que 

contém albumina sérica bovina (BSA) e tampão fosfato, pH 7,4. No dia 

seguinte os cortes foram lavados por 2 vezes durante 5 minutos em TBS e 

posteriormente incubados com o anticorpo secundário não diluído (Histofine – 

Nichirei Biosciences Inc., Tokio, Japão) por 30 minutos em estufa a 37 ºC. 

Após a marcação de imunohistoquímica, 5 campos consecutivos da área 

da ferida foram fotografados em um aumento de 400 x (Leica Microsystems, 
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Wetzlar, Germany) e as imagens digitalizadas das células marcadas foram 

contadas por um avaliador calibrado sem conhecimento dos grupos usando o 

software ImageJ 1.45 (software livre, NIH, Bethesda, Maryland, USA) usando- 

se o plug-in “cell counter”. 

 

 
4. ANÁLISE DOS RESULTADOS 

 
O reparo foi avaliado por dois avaliadores calibrados, sem conhecimento 

prévio dos grupos nas contagens imunohistoquímicas e submetidas a testes 

estatísticos apropriados para avaliação da diferença entre os dois regimes de 

entrega da radiação, dose única e dose fracionada. 

O teste de Shapiro-Wilk revelou que as variáveis não seguiram 

distribuição Gaussiana (normal), exceto para a contagem de miofibroblastos. 

Assim, foi utilizado o teste Kruskal-Wallis para detectar diferenças possíveis 

para todas as variáveis, exceto a contagem miofibroblastos, para o qual foi 

utilizado o teste t de Student. O software Minitab 16 (Minitab Inc., EUA) foi 

utilizado para todas as análises estatísticas, com o nível de significância de 

95% (α = 0,05). 
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5. RESULTADOS 

5.1 ARTIGO 1 

 
 

de Loura Santana C, Silva D de F, Deana AM, Prates RA, Souza AP, Gomes 

MT, de Azevedo Sampaio BP, Shibuya JF, Bussadori SK, Mesquita-Ferrari RA, 

Fernandes KP, França CM. Tissue responses to postoperative laser  

therapy in diabetic rats submitted to excisional wounds. PLoS One. 2015 

Apr 24;10(4):e0122042. doi: 10.1371/journal.pone.0122042. eCollection 2015. 

 
 

Abstract: In a previous study about low-level laser therapy biomodulation on a 

full-thickness burn model we showed that single and fractionated dose  

regimens increased wound healing and leukocyte influx similarly when 

compared with untreated control. In order to verify if this finding would be similar 

in an impaired wound model, we investigated the effect of single and multiple 

irradiations on wound closure rate, type of inflammatory infiltrate, 

myofibroblasts, collagen deposition, and optical retardation of collagen in 

diabetic rats. Female Wistar rats in the same estrous cycle had diabetes 

induced with streptozotocin and an 8-mm excisional wound performed with a 

punch. The experimental groups were: control group--untreated ulcer; single- 

dose group--ulcer submitted to single dose of diode laser therapy (λ = 660 ± 2 

nm; P = 30 mW; energy density: 4 J/cm2) and fractionated-dose group--ulcer 

submitted to 1 J/cm2 laser therapy on Days 1, 3, 8, and 10. The ulcers were 

photographed on the experimental days and after euthanasia tissue samples 

were routinely processed for histological and immunohistochemistry analyses. 

Independently of the energy density, laser therapy accelerated wound closure 

by approximately 40% in the first three days in comparison to the control group. 

Laser therapy increased acute inflammatory infiltrate until Day 3. Both laser 

groups exhibited more myofibroblasts and better collagen organization than the 

control group. The findings demonstrate that low-level laser therapy in the 
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immediate postoperative period can enhance the tissue repair process in a 

diabetes model. Similar effects were achieved with laser therapy applied a 

single time with an energy density of 4 J/cm2 and applied four times with an 

energy density of 1 J/cm2. The application of laser therapy in the inflammatory 

phase was the most important factor to the enhancement of the tissue repair 

process. 

 
Link: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4409316/ 

 
 

5.2 ARTIGO 2 

 
 

de Loura Santana C, de Fátima Teixeira Silva D, de Souza AP, Jacinto MV, 

Bussadori SK, Mesquita-Ferrari RA, Fernandes KP, França CM. Effect of laser 

therapy on immune cells infiltrate after excisional wounds in diabetic rats. 

Lasers Surg Med. 2016 Jan;48(1):45-51. doi: 10.1002/lsm.22445. 

 
Abstract: BACKGROUND AND OBJECTIVE: Diabetes alters innate and 

specific immunity, causing an imbalanced tissue repair process. Very active 

neutrophils and macrophages are found for a long time in chronic wounds in 

those individuals. The aim of this study was to evaluate the response of the 

main effector cells of immunity (neutrophils, macrophages, and T lymphocytes) 

and to compare the effects of two laser therapy regimens in the postoperative 

treatment of excision wounds. METHOD: Diabetes was induced in female 

Wistar rats and a punch was used to cause wounds in the dorsum of each 

individual. The animals were randomly allocated to a control group (CG), in 

which the wound was untreated, a single-dose laser group (SLG), in which the 

wound was submitted to single dose of laser therapy at wavelength of 660 nm, 

output power of 30 mW, energy density of 4 J/cm(2) , and 26-second exposure 

time, and a fractionated-dose laser group (FLG), submitted to 1 J/cm(2) of laser 

therapy on Days 1, 3, 8, and 10. Euthanasia was performed on five animals 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4409316/
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from each group Days 1, 3, 8, 10, 15, and 22. The wound was removed and 

routinely processed for immunohistochemistry against elastase, CD3, CD68, 

and CD206 antibodies. The samples were photographed and labeled cells were 

counted by a blinded observer. The Kruskal-Wallis test was used for the 

statistical analysis. RESULTS: Neutrophils were predominant in the SLG on  

Day 1, whereas these cells were mostly found in the CG on Day 3 (P < 0.05). 

The T lymphocyte count was similar in all groups in the throughout the 

experiment. On Day 3, the SLG exhibited a greater number of total 

macrophages (CD68+) (P < 0.05), whereas the macrophage count was similar 

among the different groups on the other evaluation days. The CD206 + cell 

counts revealed that the SLG had more M2 macrophages than the CG on Day 8 

(P < 0.05), whereas the FLG exhibited more M2 macrophages than the CG on 

Day 10 (P < 0.05). CONCLUSION: The present findings demonstrate that laser 

therapy can alter the composition of inflammatory infiltrate in diabetic wounds, 

leading to a more balanced response transiting from a rapid neutrophil 

infiltration through to M2 macrophage polarization, especially with a single 

application of 4 J/cm(2) in the immediate postoperative period. 

Link:http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/lsm.22445/abstract;jsessionid=0D 

DD9770EE5CFA1BF692753554D5E565.f02t02 

http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/lsm.22445/abstract%3Bjsessionid%3D0D
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6. DISCUSSÃO 

 
A laserterapia mostrou ser capaz de interferir no recrutamento de 

neutrófilos, polarização de macrófagos, diferenciação de fibroblastos em 

miofibroblastos e redução da área das feridas, sobretudo quando aplicada em 

dose única de 4 J/cm2 logo após a realização da lesão. 

Sabol et al, (2012) realizaram experimentos com lesões em pele de 

ratos analisando a fisiologia do tecido e concluíram ser um modelo dinâmico 

para este tipo de estudo. 

Independentemente da densidade de energia, a laserterapia acelerou o 

fechamento das feridas em cerca de 40% nos primeiros três dias em 

comparação com o grupo de controle, após esse período o fechamento 

ocorreu de maneira semelhante em todos os grupos do dia 8 em diante. 

Em pacientes diabéticos, a resposta inflamatória após lesão é 

frequentemente prolongada e excessiva devido à desregulação da coagulação 

e resposta inflamatória bem como glicação de proteínas, que leva ao 

espessamento da membrana basal capilar e alteração na permeabilidade.48,67
 

Uma das complicações do DM é a lentidão na migração de células 

inflamatórias para o local da lesão, resultando em inflamação crônica. Estudos 

relatam que a laserterapia aumenta a quimiotaxia de neutrófilos.68,69 No 

presente trabalho, a laserterapia promoveu o aumento o número de leucócitos 

(principalmente neutrófilos) em duas horas após a lesão, com um pico no dia 

3, independentemente da densidade de energia (1 ou 4 J/cm²). Importante 

observar que o grupo submetido a uma dose única da irradiação teve a melhor 

resposta inflamatória, como demonstrado pelos valores significativamente mais 

elevados do dia 3 a dia 10 em comparação com os outros grupos. 

Núñez et al., (2013)70 utilizaram ratos normoglicêmicos com 

queimaduras com a mesma dosimetria deste estudo e encontraram uma 
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quimiotaxia de neutrófilos superior, bem como a formação de novos vasos 

sanguíneos acelerando a fase inflamatória e promovendo a cicatrização. 

Estudos com um modelo de artrite e o modelo de doença fúngica, 

constataram que a laserterapia pode melhorar a quimiotaxia de neutrófilos.68,74 

No entanto, os resultados na literatura em modelos diabéticos são conflitantes. 

Kilík et al. (2014)54 realizaram uma análise morfológica semi-quantitativa da 

contagem de neutrófilos em feridas diabéticas tratadas com laserterapia e 

encontraram uma significativa menor infiltração nos grupos irradiados. 

Considerando que Sharifian et al (2014)75 demonstraram que a laserterapia foi 

incapaz de melhorar a quimiotaxia de neutrófilos no  dia  4.  Ambos  os 

estudos não levaram em consideração que o período mais importante, onde 

ocorre a diapedese de neutrofilos, é de quatro horas após a lesão. Além disso, 

as análises foram apenas morfológicas e não utilizaram técnicas de 

imunomarcação. 

Os neutrófilos responderam prontamente na laserterapia na fluência de 

4J/cm², imediatamente após a lesão, com uma diminuição significativa no 

número no dia 3. No entanto, o grupo controle demonstrou um pico de 

neutrófilos no dia 3, e ainda assim, com menos células que as encontradas no 

grupo dose única. Este é um importante achado, como a maior quantidade de 

neutrófilos é encontrada no tecido de indivíduos normoglicêmicos, cerca de 

quatro horas após a lesão72. No entanto, sob condições diabéticas, estas 

células demoram mais tempo para chegar ao local da lesão  e permanecem 

por um periodo maior, liberando proteases que contribuem para a cronicidade 

da ferida8,73. Assim, a fotobiomodulação para neutrófilos no dia 3 em diante é 

importante para evitar estímulo pro-inflamatório desnecessário. 

A laserterapia mostrou modulação na presença de neutrófilos e 

macrófagos nas feridas e aumento na diferenciação de macrófagos. Com base 

nas condições deste estudo, uma única dose de 4 J/cm² mostrou-se mais 

eficaz no aumento do número de neutrófilos e macrófagos que quatro doses 
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de 1 J/cm², indicando que o método de entrega de luz no início da cascata 

inflamatória é crucial para desencadear uma resposta celular efetiva e que 1 

J/cm² é uma dose menos efetiva para cicatrização de feridas diabéticas. 

Souza et al (2014)71 irradiaram macrófagos em cultura e encontraram 

maior atividade mitocondrial e portanto, alteração no estado de ativação dessa 

célula in vitro, o que se mostrou evidente no tecido lesionado onde a 

laserterapia foi capaz de recrutar os macrófagos e estimular sua polarização, 

bem como promover a liberação de fatores de crescimento e diferenciação de 

fibroblastos em miofibroblastos promovendo a contração da ferida . 

Embora os macrófagos sejam cruciais para a cicatrização de feridas 

normais, a desregulação da sua função poderia contribuir para reparar o tecido 

deficiente em pacientes com diabetes.4,19 Nosso grupo constatou que a 

laserterapia numa fluência de 4J/cm2 foi capaz de recrutar mais macrófagos no 

dia 3, que está de acordo com os dados descritos por Sharifian et al. (2014)75, 

que descobriu que doses baixas de um laser pulsado de infravermelho foram 

capazes de aumentar a contagem de macrófagos no dia 4 após a cirurgia em 

animais diabéticos. Os macrófagos nas feridas de ratos diabéticos exibem uma 

transição prejudicada de M1 pró-inflamatória para o fenótipo M2 pró-reparo, o 

que pode dificultar o fechamento da ferida4,5. No presente estudo, 

fotobiomodulação inicial usando 4 J/cm² exerceu um impacto sobre a 

polarização de macrófagos M2 no dia 8 e as doses sub-ótimas fracionadas de 

1J/cm², apesar de não afetar o número total de macrófagos, também levou a 

um aumento na contagem de macrófagos M2 no dia 10. Estes são resultados 

importantes que podem ajudar a esclarecer os mecanismos pelos quais a 

laserterapia melhora a cicatrização de feridas, especialmente em diabéticos. 

Macrófagos M2 produzem TGF-β, que é responsável pela conversão dos 

fibroblastos em miofibroblastos aumentando a contração da ferida, que é 

deficiente em indivíduos com diabetes.76
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Embora muitos fatores possam contribuir para a disfunção de 

macrófagos encontrada em indivíduos com diabetes, o aumento do montante 

de citocinas pro-inflamatórias interferon gama e IL-1β, junto  com  a  

diminuição da IL-10 que é anti-inflamatória, podem desempenhar um papel 

significativo.77 Como macrófagos são responsivos à luz, estas células podem 

ser moduladas tanto com a luz vermelha e próximo ao infravermelho, a 

laserterapia pode restaurar parcialmente o balanço deste microambiente 

devido à redução de interferon78, IL-180 e marcadores de estresse oxidativo73 

na cicatrização de tecidos. 

Nas feridas diabéticas ocorre falha na formação do tecido de granulação 

adequado, a angiogênese é pobre e a cicatriz não se contrai corretamente, 

muitas vezes resultando em deiscência ou feridas crônicas. 

A fase proliferativa do reparo do tecido é caracterizada pela formação 

de tecido fibroso e angiogênese e é fortemente modulada por transformar o 

fator de crescimento beta (TGF-β), que induz a proliferação de fibroblastos e 

sua diferenciação em miofibroblastos. Laserterapia induz o aparecimento de 

miofibroblastos em tecido de granulação durante a proliferação e fases de 

remodela do tecido reparar o processo, provavelmente através da modulação 

da síntese de TGF-β, o que é de grande valor para o paciente com feridas. 81, 

82, 

 

Araújo et al. (2005)83, utilizando feridas cirúrgicas no dorso de ratos, 

analisaram o padrão histológico das feridas ao 8º, 15º e 22º dias e observaram 

que o número de miofibroblastos aumentou gradativamente no grupo controle 

ao longo do período analisado, enquanto na derme irradiada a população de 

miofibroblastos foi significativamente maior no início e muito inferior no 22º dia, 

corroborando com nosso estudo, onde a laserterapia promoveu aumento na 

quantidade de miofibroblastos nos grupos tratados em relação ao controle na 

fase de remodelamento – dias 15 ao 22 - que pode ser útil para contração das 

feridas e remodelação em pacientes diabéticos. 
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No presente  trabalho,  a  laserterapia  não  estimulou  o  recrutamento  

d estas células. Células T são uma importante parte da resposta imune inata 

em feridas da pele. Mais estudos devem ser realizados para investigar outras 

células T com marcação diferenciada (T regs – CD4 + FOXP3 +) e a relação 

CD4/CD8.84
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7. CONCLUSÕES 

Aplicar uma dose de 4J/cm² de laser vermelho em feridas cutâneas de 

ratos diabéticos gera uma cicatrização de qualidade superior do que a a quatro 

doses de 1J/cm² em dias alternados. E independentemente do regime de 

aplicação, fazer a fotobiomodulação é melhor do que não realizá-la. 

A fotobiomoduação mostrou-se efetiva na aceleração do fechamento da 

ferida nos três primeiros dias, aumento do número de neutrófilos, polarização 

de macrófagos, diferenciação de miofibroblastos e organização do colágeno, 

sobretudo quando aplicado em dose única. 

Não houve diferença significativa na contagem de linfócitos T. 
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9. Anexos 

 
9.1 Artigo 1: Tissue responses to postoperative laser therapy in diabetic 
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9.2 Artigo 2: Effect of Laser Therapy on Immune Cells Infiltrate After 
Excisional Wounds in Diabetic Rats – Lasers in Surgery and Medicine 
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