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RESUMO 

 
 

O diabetes mellitus (DM) é uma doença crônica causada tanto pela 

produção insuficiente de insulina quanto pela resistência periférica à mesma. 

Essa condição gera hiperglicemia com graves consequências, especialmente na 

cicatrização tecidual. Nesse contexto, o processo de formação de novos vasos, 

ou angiogênese, está bastante afetado. A fotobiomodulação (FBM) com laser em 

baixa intensidade tem sido relacionada a melhorias, tanto na angiogênese, como 

no reparo tecidual. Para entender parte desses mecanismos de FBM em animais 

diabéticos, esse trabalho avaliou se a FBM causa diferença na expressão de 

fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) e vasos maduros que 

expressam actina de músculo liso (SMA) em feridas cutâneas. Foram utilizados 

10 ratos Wistar provenientes do biotério da UNINOVE. O diabetes foi induzido 

com estreptozotocina (50 mg/kg) e quinze dias após a indução os animais 

convertidos foram anestesiados e foram feitas duas úlceras dorsais com punch 

de 8 mm. Os animais foram aleatoriamente divididos em 2 grupos: Controle 

(úlcera sem tratamento), Laser (laserterapia logo após a realização da úlcera 

usando laser de diodo, λ= 660 ± 2 nm, com potência de saída igual a 100 mW e 

área do feixe de 0,04 cm2–Therapy XT, DMC, São Carlos, Brasil), com irradiância 

de 32,7 mW/cm2 durante 122 s, entregando uma dose de 4 J/cm2. A eutanásia 

foi feita 15 dias após a lesão. As amostras foram processadas rotineiramente 

para inclusão em parafina e coloração com hematoxilina e eosina, 

imunohistoquímica para SMA e VEGF. Os vasos foram contados com auxílio do 

software ImageJ e os dados analisados estatisticamente. Não houve diferença 

estatística entre a quantidade de vasos sanguíneos marcados com VEGF entre 

os grupos controle e laser (p=0,22 - Mann-Whitney). A quantidade de vasos 

maduros marcados com SMA também foi semelhante entre os grupos (p=0,36). 

Nas condições do estudo, aos 15 dias de reparo tecidual de ratos diabéticos, a 

fotobiomodulação não causou diferença na angiogênese. 

 
Palavras-chave: Diabetes mellitus, angiogênese, fototerapia, lasers, cicatrização 
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ABSTRACT 

 

 
Diabetes mellitus (DM) is a chronic disease caused by both insufficient 

insulin production and peripheral resistance to insulin. This condition generates 

hyperglycemia with serious consequences, especially in tissue healing. In this 

context, the process of formation of new vessels, or angiogenesis is greatly 

affected. Low-intensity laser photobiomodulation (PBM) has been associated to 

improvements in both angiogenesis and tissue repair. To understand part of 

these mechanisms of PBM in diabetic animals, this study evaluated whether PBM 

causes difference in the expression of vascular endothelial growth factor (VEGF) 

and mature vessels that express smooth muscle actin (SMA) in cutaneous 

wounds. Ten Wistar rats were used from the UNINOVE breeding stock. Diabetes 

was induced with streptozotocin (50 mg/kg) and fifteen days after induction the 

diabetic animals were anesthetized and two dorsal ulcers were made with 8 mm 

punch. The animals were randomly divided into 2 groups: Control (untreated 

ulcer), Laser (laser therapy shortly after performing ulcer using diode laser, λ = 

660 ± 2 nm, with output power equal to 100 mW and beam area of 0,04 cm2– 

Therapy XT, DMC, São Carlos, Brazil), with irradiance of 32.7 mW/cm2 for 122 s, 

delivering a dose of 4 J/cm2. Euthanasia was done 15 days after the injury. 

Samples were routinely processed for paraffin inclusion and staining with 

hematoxylin and eosin, immunohistochemistry for SMA and VEGF. The vessels 

were counted using ImageJ software and the data analyzed statistically. There 

was no statistical difference between the number of VEGF-labeled blood vessels 

between the control and laser groups (p = 0.22 - Mann-Whitney test). The amount 

of mature pots labeled with SMA was also similar between the groups (p = 0.36 

- Mann-Whitney Test). Under the study conditions, at 15 days of tissue repair of 

diabetic rats, photobiomodulation did not cause any difference in angiogenesis. 

 

Key words : Diabetes mellitus, angiogenesis, fototherapy, lasers, wound healing 
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1. CONTEXTUALIZAÇÃO 

 

1.1. Diabetes mellitus 

 
 

A palavra diabetes vem do grego e quer dizer sifão (tubo para aspirar 

água), nome dado devida a grande quantidade de urina, mellitus, do latim, 

significa mel. Logo, diabetes mellitus significa urina doce. 1,2
 

O hormônio que regula a concentração de glicose sanguínea, é a insulina. 

O diabetes mellitus (DM) é uma doença crônica causada quando o pâncreas não 

produz insulina suficiente ou o corpo não utiliza com eficácia a insulina que 

produz. A insulina quando não regulada corretamente pode ocasionar a 

hiperglicemia, um efeito comum do diabetes que se não controlada pode levar a 

micro e macroangiopatias, principalmente neuropatias e amputações de 

membros. 3,4,5
 

Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS), em 2011, cerca de 9% 

dos adultos (maiores de 18 anos) apresentaram diabetes. Em 2012, 1,5 milhões 

de mortes foram causadas pelo DM, mais de 80% dessas mortes são nos países 

em desenvolvimento nos indivíduos de média e baixa renda. 6,7,8
 

Em 2015, foi avaliado pela OMS, por meio de um formulário, que a 

capacidade de prevenir e controlar o diabetes varia de acordo com a região e 

nível econômico do país. Grande parte dos países afirma ter políticas para 

prevenção e controle do diabetes, porém dependendo da região nos países de 

baixa renda, os profissionais da saúde carecem de tecnologias básicas para os 

diabéticos gerenciarem corretamente a doença. Neste mesmo formulário 

também foi constatado que 1 em cada 3 países com renda média ou baixa possui 

as tecnologias básicas para o controle e prevenção do diabetes nos postos de 

cuidados básicos de saúde. 9 

O DM é atualmente classificado segundo sua etiologia em: DM tipo 1, DM 

tipo 2, diabetes gestacional e outros. O diabetes tipo 1 é observado 

principalmente na infância, causado pela destruição auto-imune das células do 

pâncreas, ocasionando uma falta acentuada de insulina. Os sintomas são 

poliúria (excesso de urina), polidipsia (sede), fome constante, perda de peso, 

alterações na visão e fadiga. 10,11,12
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O DM tipo 2, presente em adultos, corresponde a 90% dos casos no 

mundo, sendo resultado de herança poligênica, excesso de peso, resistência à 

insulina, sedentarismo e posterior falência das células beta-pancreáticas. Os 

sintomas são semelhantes ao diabetes do tipo 1, apresentando-se de forma 

atenuada a princípio, ocasionando muitas vezes um diagnóstico tardio, quando 

já existem complicações. 10,11,13
 

O diabetes gestacional é caracterizado por valores acima do normal de 

glicose no sangue, porém inferiores aos de diagnóstico de diabetes. O diabetes 

gestacional pode acarretar riscos maiores durante a gravidez e no parto e 

apresentam maior risco de diabetes tipo 2 no futuro. 10,11
 

Devido à hiperglicemia, os diabéticos possuem alterações micro e 

macrovasculares que dificultam o processo inflamatório, dentre essas alterações 

podemos citar a proliferação de células endoteliais nos capilares da retina, 

degeneração dos neurônios, das células de Schwann e alterações na membrana 

basal dos vasos periféricos. 6,14,15,16,17.
 

Pacientes diabéticos apresentam um retardo da cicatrização de feridas 

agudas que muitas vezes acabam tornando-se úlceras crônicas. A 

predominância dessas úlceras é em pés e membros inferiores. Para que a 

cicatrização ocorra de maneira correta, vários tipos celulares estão envolvidos. 

Em diabéticos, ocorre uma diminuição na proliferação e migração dos 

queratinócitos epidérmicos que são responsáveis por manter a estrutura e a 

função da epiderme. 18,19
 

Em lesões cutâneas, a expressão de citocinas inflamatórias ocorre 

através da ativação dos receptores de Toll-like (TLRs), porém, a produção de 

citocinas pró-inflamatórias, fator de necrose tumoral (TNF) e a interleucina (IL) - 

6 é aumentada em diabéticos, induzindo a infiltração leucocitária prolongada. 20 

Outro fator que contribui para o retardo da cicatrização em diabéticos são 

os altos índices de VEGF no plasma sanguíneo, o que pode produzir um estado 

de pseudo-hipóxia e ter um efeito direto no endotélio. Estudos indicam que o 

VEGF desempenha um papel importante nas retinopatias isquêmicas, sendo a 

molécula alvo nesta doença. 21, 22
 

O fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) é das famílias das 

citocinas, está diretamente relacionado a neovascularização. O VEGF pertence 
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ao grupo de glicoproteínas diméricas da qual compreende sua família de 

múltiplos membros (VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E). 21,23
 

O VEGF-A é importante no reparo tecidual porque promove os primeiros 

estímulos para a angiogênese, particularmente a migração, proliferação, 

sobrevivência e diferenciação das células endoteliais, queratinócitos, fibroblatos, 

células musculares lisas, plaquetas, neutrófilos e macrófagos, também 

responsável pelo aumento da permeabilidade vascular.23, 24, 25
 

Em estudos com animais diabéticos, a administração de VEGF-A 

mostrou-se capaz de restaurar a angiogênese e promover a reepitelização 

associada à formação de vasos.22
 

O modelo utilizado para a indução do Diabetes mellitus tipo 2 foi descrito 

por Correia- Santos et. al., em 2012, e adaptado para as necessidades propostas 

na dissertação. O método de indução consiste em uma injeção intraperitonial de 

streptozotocina na dose de 50 mg/kg dissolvida em citrato de sódio (0,01 M, pH 

4,5) com intuito de mimetizar o metabolismo da doença em humanos (disfunção 

da células β-pancreáticas). 26
 

 
1.2. Reparo Tecidual e Angiogênese 

 
 

A cicatrização de feridas cutâneas está didaticamente dividida em três 

etapas que se sobrepõem: inflamação, proliferação e remodelação. A primeira 

fase, a inflamação, acontece imediatamente após o dano tecidual e os 

componentes da cascata da coagulação, cascata inflamatória e ativação do 

sistema imune, são necessários para realizar a hemostasia, exsudação 

plasmática e celular. 27,28,29
 

A segunda fase do reparo, a proliferativa, é caracterizada pela migração 

de diferentes tipos celulares: como queratinócitos, células angioprogenitoras, 

fibroblastos e macrófagos, a fim de substituir a matriz de fibrina por tecido de 

granulação. 30,31,32
 

Entre 24 e 72 horas do processo de reparação, fibroblastos e células 

endoteliais vasculares começam a proliferação para a formação do tecido de 

granulação, possui esta nomenclatura devido à sua aparência rósea, mole, 

granular na superfície das feridas. Histologicamente, está ocorrendo a formação 

de novos vasos (angiogênese) e fibroplasia. 30,33,34,35
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A angiogênese é a formação de novos vasos, sendo assim, responsável 

pelo aporte sanguíneo do local em reparo tecidual. Esse processo faz com que 

as células, fatores de crescimento e citocinas consigam chegar ao local 

lesionado de modo que o processo como um todo se torne mais eficaz e 

eficiente. 33, 34
 

A angiogênese é um processo complexo e orquestrado que envolve a 

proliferação e migração de células endoteliais, interações com outros tipos 

celulares e modificações da matriz extracelular (MEC). Durante esse processo 

as células endoteliais migram por meio da MEC, rica em colágeno, laminina, 

fibronectina e proteoglicanas. 35,36
 

A regulação da angiogênese envolve vários mecanismos de controle em 

multiescala, revisados por Briquez et al., 2016 (Fig. 1). 
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Fig 1: Regulação em multiescala da angiogênese. A) Comunicação entre as células e a matriz 

extracelular (MEC). B) Detalhe do brotamento do vaso e dos principais fatores envolvidos. C) Em 

uma escala molecular, os receptores de superfície endotelial que são ativados nessa fase e as 

vias de sinalização intracelular. [Adaptado de Briquez PS, Clegg LE, Martino MM, Gabhann FM, 

Hubbell. Design principles for therapeutic angiogenic material. Nat Rev Materials. 2016; 1:1-15.] 

Brevemente, em uma situação de hipóxia, há a liberação de fatores de 

crescimento, como o VEGF, fator de crescimento derivado de plaquetas – 

(PDGF), fator de crescimento de fibroblastos (FGF1, FGF2, FGF4), 

eritropoietina, fator induzido por hipóxia - HFI-1 e fator de crescimento 

transformante (TGF beta), que formam gradientes de concentração dentro do 

tecido e se ligam aos receptores de superfície do endotélio, desencadeando o 

brotamento de novos vasos a partir dos vasos adjacentes. Nesse processo, a 

comunicação célula-célula é crítica para o brotamento apropriado do vaso e seu 

crescimento. 36
 

Para abertura de caminhos de migração dentro da MEC (especialmente 

através do colágeno IV e da laminina na membrana basal do vaso), o broto 

vascular e as células adjacentes liberam proteases ou as expressam na sua 

superfície. As proteínas da MEC promovem a formação de complexos de ligação 

entre os fatores de crescimento, seus receptores e as integrinas na membrana 

celular, induzindo uma sinalização celular sinergística que resulta em mudanças 

na expressão gênica do endotélio. 37
 

Concomitantente, as integrinas traduzem os sinais mecânicos para o 

citoesqueleto celular deixando à mostra sítios de ligação que anteriormente 

estavam escondidos, levando a mudanças na sinalização protéica e regulação 

de outras integrinas. Com as alterações mecânicas, as caudas das intreginas 

citoplasmáticas também interagem diretamente com moléculas sinalizadoras 

que são consideradas críticas para a sinalização reciproca entre as integrinas e 

os fatores de crescimento. Por último, os brotos formam pontes intercelulares e 

canalizam, formando o lúmen, adquirindo a forma achatada, tornando-se vasos 

maduros.36
 

Artéria e arteríolas maduras expressam o filamento de actina de músculo 

liso (SMA). A manutenção ou interrupção da estabilidade desses vasos maduros 

ocorre pela interação entre as células endoteliais e entre endotélio e pericito. Os 

pericitos são células oriundas de células mesenquimais, localizadas ao redor dos 
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capilares, arteríolas, vênulas pós-capilares e completamente imersas na MEC 

do endotélio adjacente. Em sua maioria, eles expressam SMA e são 

responsáveis pela regulação da morfogênese vascular, função e estabilização 

dos vasos. 37
 

Numa reposta inflamatória normal, parte da função do VEGF é aumentar 

a permeabilidade, afetando as proteínas das células endoteliais, que poderiam 

aumentar a formação do tecido de granulação. Na angiogênese, o VEGF 

desempenha o papel de vasculogênese através do recrutamento de células 

progenitoras endoteliais a partir da medula óssea, por fim estimulam os pericitos 

para revestir e estabilizar a vasculatura. 2,38,39,40
 

O estágio de remodelamento começa de 2 a 3 semanas após o dano 

celular e pode durar até um ano. Durante este estágio, todos os processos 

ativados durante as outras fases diminuem e cessam. A maioria das células 

endoteliais, macrófagos e miofibroblastos sofrem apoptose, ou saem da ferida, 

deixando no local tecido fibrótico, que é gradualmente remodelado pelos 

fibroblastos. 41,42,43
 

 
1.3. Laser em baixa intensidade 

 
 

O LASER (Light Amplification by Stimulated Emisson of Radiation), ou 

seja, Amplificação da Luz por Emissão Estimulada de Radiação) é um dispositivo 

que produz uma radiação eletromagnética com 3 características muito próprias: 

ela é coerente (os fótons que compõe o feixe estão na mesma fase), 

monocromática (comprimento de onda bem definido) e é colimada (propaga- se 

com um feixe de ondas paralelas). Desde o final da década de 60 o laser vem 

sendo usado como terapia alternativa para auxiliar o processo de cicatrização. 

44 
 

A literatura fundamenta os mecanismos de ação da terapia com laser de 

baixa potência em células e tecidos: aumento do aporte de adenosina trifosfato 

(ATP), aumento da permeabilidade da membrana celular, viabilizando o influxo 

de cálcio, regulação de fatores de crescimento e citocinas inflamatórias, 

estimulação da diferenciação e proliferação celular, indução da síntese e 

remodelamento de colágeno, aumento da resistência tênsil e angiogênese. 45,46
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Todavia, a literatura ainda e controversa sobre a questão se o laser em 

baixa intensidade influencia ou não a síntese de VEGF. 22 Brassolati et. al., 2016 

mostraram que a FBM favoreceu o aumento do VEGF em queimaduras de 3° 

grau em ratos. Tim et. al., também observaram aumento da expressão de VEGF 

após aplicações de laser em feridas de calvárias de ratos. 46
 

No entanto, Marques et. al., 2015, estudando o mesmo modelo de calvária 

de rato com doses de 16 J/cm2 de laser em baixa intensidade não encontraram 

diferenças na marcação de VEGF. 47
 

Em modelo experimental de lesões de tendão de Aquiles, tampouco foram 

encontradas diferenças na expressão de VEGF nos grupos que receberam laser 

na dose de 17,5 cm2. 48
 

Silva et. al., 2010, mostraram aumento na expressão de RNA mensageiro 

do VEGF durante o processo de reparo tecidual após duas irradiações com um 

comprimento de onda de 780 nm, 70 mW de potência e doe de 35 J/cm2. 49
 

Um estudo in vitro com células endoteliais humanas mostrou que o laser 

em baixa intensidade diminuiu a quantidade de VEGF no meio sobrenadante e 

aumentou a proliferação celular. 50
 

Na tabela 1 temos um comparativo entre os parâmetros do Laser 

utilizados por Brassolati et. al., Tim et. al., Silva et. al., Marques et. al. e Góralczyk 

et. al.: 

 
Tabela 1 – Avaliação da literatura recente comparando dosimetria, fontes de luz e reparo tecidual 

(P= potência, DE= densidade de energia) 

 

Autor Descrição 
Modelo 

experimental 
Resultados 

 
Peplow et. 

al., 2011 16 

Lasotronic GmbH (λ= 660 

nm, P= 50 mw ou 25 mw, 

40 s ou 80 s, DE= 4,7 J/cm2 

ou 6,3 J/cm2) 

Ferida circular no 

flanco esquerdo 
Ambos tratamentos 

estimularam a cicatrização 

em feridas de diabéticos 

De Loura 

Santana 

et. al.,2015 

31 

Diodo (λ = 660 ± 2 nm, P = 

30 mW, DE= 4 J/cm2) em 

dose única e dose 

fracionada irradiando 1 

J/cm2 nos dias 1, 3, 8, e 10 

Ferida dorsal com 

punch em rato 

diabético 

 
Aceleração no fechamento 

40% nos 3 primeiros dias em 

relação ao controle 
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De Loura 

Santana 

et. al. , 

2016 52 

 
GaAlAs (λ = 660 ± 2 nm, P= 

30mW, DE= 4 J/cm2) em 

dose única e dose 

fracionada irradiando 1 

J/cm2 nos dias 1, 3, 8, e 10 

Ferida dorsal com 

punch em rato 

diabético 

Leva a uma resposta 

inflamatória mais equilibrada 

em diabéticos, transitando 

de uma rápida infiltração de 

neutrófilos através da 

polarização de macrófagos 

M2. 

 

 
Tim et. al, 

2015 47 

 

 
Thera Laser, DMC® (λ= 80 

nm, P= 30 mW, por 94 s) 

Cirurgia na tíbia a 

fim de produzir 

defeitos ósseos 

Aumento de osso recém- 

formado e aumento 

significativo na expressão de 

genes relacionados com a 

inflamação e angiogênese 

Brassolati 

et. al, 2016 

46 

Therapy XT, DMC® (λ= 660 

nm, P= 50 mw ou 100 mw, 

10 s, DE= 12.5 J/cm2 ou 25 

J/cm2 

Queimadura de 3° 

grau na região 

dorsal 

O tratamento com maior 

densidade de energia foi 

mais efetivo no estimulo do 

processo de cicatrização 

Marques 

et. al., 

2015 48 

 
P= 50mW, 9 s ou 3 s, DE= 

16 J/cm2 ou 3.7 J/cm2 

Defeito ósseo no 

crânio de 8 mm 

produzidos 

cirurgicamente 

Funciona nos estágios 

iniciais da regeneração 

óssea 

 
 

 
Silva et.al. 

2010 49 

 

 
GaAlAs (λ= 780 nm, P= 70 

mW; 40 s, DE= 35 J/cm2) 

AlGaInP (λ= 660 nm, P= 40 

mW, 10 s, DE= 5 J/cm2) 

Ferida de excisão 

de 12,4 cm2 na 

língua dos ratos 

O tratamento com o laser 

GaAlAs inibiu a expressão 

do mRNA de VEGF-A165 

durante a cicatrização de 

feridas 1 dia após um 

procedimento cirúrgico na 

língua de ratos Wistar 

 

 
Góralczyk 

et. al., 

2015 50 

GaAlAs (λ= 660 nm, DE= 2 

J/cm2, 4 J/cm2, 8 J/cm2) 

Infravermelho (λ=808 nm, 

DE= 2 J/cm2, 4 J/cm2, 8 

J/cm2) 

Linhagem celular 

de HUVEC 

armazenadas em 

incubadora de 

umidificada com 5% 

CO2 

 
O laser GaAIAs se mostrou 

eficaz na produção de 

VEGF-A em células 

endoteliais da linha HUVEC 

 

 
Mathur 

et.al., 2016 

54 

 
 

Diodo (λ=660±20 nm, 60s 

DE= 3 J/cm2) 

Úlcera em pele de 

humanos diabéticos 

As feridas em indivíduos 

tratados com laser 

contraíram (37,2%) 

significativamente mais do 

que as feridas no grupo não 

tratado (15,12%). 
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Tatmatsu- 

Rocha 

et.al., 2016 

55 

GaAS diodo (λ=904 nm, P= 

39,9 mW, 60 s DE= 18, 28 

J/cm2) 

Lesão dorsal com 

lâmina cirúrgica de 

aço carbono 

Baixa nos níveis de nitrito, 

aumento na proteção contra 

danos oxidativos e melhor 

organização do colágeno. 

 

 
Poriran R 

et.al., 2016 

56 

 

 
Laser infravermelho de 

diodo (λ= 890 nm, P=1,08 

mW, 180 ns, DE=0,2 J/cm2) 

Duas incisões 

longitudinais de 12 

mm de espessura 

total foram feitas na 

região dorsal com 

lâmina e bisturi 

 
 

Acelerou o processo de 

cicatrização 

 
 

Fahimipour 

et. al. 2016 

57 

 

 
He-Ne (λ=632,8 nm , P=5 

mW, 16 s, DE=4 J/cm2) 

GaAlAs (λ=830 nm, P=25 

mW, 16 s, DE=4 J/cm2) 

Incisão na rafe 

mediana, 2 mm 

posterior à 

superfície lingual 

dos dentes 

incisivos, utilizando 

um bisturi. 

Laserterapia de baixo nível 

com laser He-Ne em 

comparação com o laser 

GaAlAs na cicatrização em 

feridas gengivais do palato 

duro em camundongos 

20diabéticos. 

Lau P 

et.al. 2015 

58 

Diodo (λ= 808 nm, 

P=100mW, 200mW, 

300mW, 50 s, 25 s e 17 s, 

DE=5 J/cm2 

Punch cirúrgico de 

6mm 

Aumentou contração da 

ferida, melhorou o processo 

de cicatrização e síntese de 

colágeno. 

Sharifian 

et. al. 2014 

59 

Laser infravermelho de 

diodo (λ=890 nm, P=1,08 

mW, 200s, DE= 0,2 J/cm2) 

Duas incisões 

dorsais de 1, 5 cm. 

Acelerou o processso de 

cicatrização tanto no grupo 

tratado quanto no grupo não 

tratado 

Dancáková 

et.al. 2014 

60 

Diodo (λ=810 nm, P= 

30mW, 60 s durante 7 dias, 

DE= 1,8 J/cm2 

Incisão dorsal de 40 

mm de 

comprimento e 4 

mm de diâmetro 

 
Estimulou a formação do 

tecido de granulação 

 
 

Kilík et. al. 

2014 61 

 
 

GaAlAs (λ=635 nm, 5min 

33s; 16min 40s; 83min 20) 

Feridas circulares 

realizadas com 

alicate de punção 

com 4 mm de 

diâmetro, que foram 

suturadas 

Todos os tratamentos 

mostraram um efeito positivo 

na cicatrização de feridas em 

ratos diabéticos e não- 

diabeticos 

 
Dadpay et. 

al. 2012 62 

Laser infravermelho de 

diodo (λ=890 nm, P=1,08 

mW, 30 s ou 200s, DE= 

0,03 J/cm2 0,2 J/cm2) 

Duas incisões 

dorsais com 1,5 cm 

de comprimento 

O tratamento com 0,2 J/cm2 

se mostrou mais eficaz o 

processo de cicatrização 
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Hegde 

et.al. 2011 

63 

 
He-Ne (λ=632,8nm, 

P=7mW, 4min 15sec-4 

J/cm-2, 8 min 32 sec-2 J/cm- 

2, 12 min 46sec-3 J/cm-2, 17 

min 3sec-4 J/cm-2 e 21min 

17sec-5 J/cm2 

Ferida de excisão 

de espessura total 

de 15 mm 

Ocorreu um efeito benéfico 

na progressão da 

cicatrização da ferida 

diabética, possivelmente 

através da ativação de 

fibroblastos da ferida e 

elevação da síntese de 

colágeno 

 
 
 
 

Em um estudo anterior do nosso grupo, foi observado que o laser em 

baixa intensidade induziu a angiogênese e o reparo tecidual em queimaduras de 

3° grau em ratos, tanto quanto o laser era aplicado uma vez ou em 4 dias 

alternados51. Em seguida, comparamos esses dois regimes de entrega de luz na 

cicatrização de feridas em ratos diabéticos, mostrando que nas feridas que 

receberam dose única de laser, totalizando 4 J/cm2 (comprimento de onda de 

660 nm, potência de 30 mW), houve maior quimiotaxia para macrófagos e 

neutrófilos do que o grupo que recebeu os 4 J/cm2 divididos em doses de 1J/cm2 

em dias alternados. Ao final, a análise do colágeno demonstrou que uma dose 

única de 4 J/cm2 favoreceu o reparo tecidual nos animais diabéticos. 31,53,54
 

Com bases nesses resultados anteriores, o presente trabalho foi realizado 

com objetivo de esclarecer se o laser em baixa intensidade promove a 

angiogênese no reparo tecidual via expressão de VEGF ou pela diferenciação 

de vasos maduros, SMA positivos. 



22 
 

2. OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivos Gerais 

 
 

Avaliar se fotobiomodulação com laser em baixa intensidade causa 

diferença na expressão de VEGF e vasos maduros que expressam SMA em 

feridas cutâneas de ratos diabéticos. 

 
2.2. Objetivos Específicos 

 
 

- Avaliar de modo quantitativo se há diferença na expressão de VEGF em 

ratos diabéticos tratados com LASER e ratos não tratados; 

- Quantificar arteríolas maduras caracterizadas pela presença de actina de 

músculo liso em ratos diabéticos tratados com LASER e ratos não tratados. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

O protocolo experimental utilizado neste estudo seguiu os princípios de 

ética e experimentação animal, elaborados pelo COBEA (Colégio Brasileiro de 

Experimentação Animal), entidade filiada ao InternationalCouncilofLaboratory 

Animal Science (ICLAS), com base nas normas internacionais, que visam o 

aprimoramento de condutas na experimentação animal baseando-se em três 

princípios básicos: sensibilidade, bom senso e boa ciência. 

A metodologia utilizada neste estudo foi submetida à avaliação pelo 

Comitê de Ética em Pesquisa Animal da UNINOVE e aprovada com o número 

de protocolo 006.2014 (anexo 1). 

 
3.1. Animais 

 
 

Foram utilizadas 10 ratas Wistar oriundas e mantidas no biotério da 

Universidade Nove de Julho (UNINOVE) – unidade Vergueiro. Os animais foram 

mantidos em caixas plásticas apropriadas, num máximo de 2animais por caixa, 

a temperatura ambiente (22°C) e luminosidade controlados com ciclo de 12 

horas sendo que os animais possuiram comida e água ad libitum. 

 
3.2. Indução do DM 

 
 

Para a indução do diabetes, 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 (SVCAL) e receberam injeção 

intraperitoneal de streptozocina (cat S0130, Sigma-Aldrich, St. Lois, MO, USA), 

que apresenta toxicidade para células β- pancreáticas na dose de 50 mg/ kg de 

massa corpórea dissolvida em tampão de citrato estéril, pH 4,5 26. 

A indução aconteceu em até sete dias e foi confirmada por exame de 

glicemia por meio do Accu-Chek(Roche Diagnostics, Indianapolis, Indiana, USA). 

A glicemia foi aferida semanalmente, retirando- se uma gota de sangue 

da cauda do animal e fazendo a leitura com um aparelho Accu-Chek (Roche). 

Foram incluídos no estudo os animais com glicemia superior a 220 mg/ dL o que 
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Dia 1 

10 Ratas 
Wistar 

Grupo 
Controle 

Grupo 
LASER 

Lesão no dorso 
Lesão no dorso 

Laserterapia (4J/cm2, 
122 s) 

 
Dia 15 

Eutanásia 
(n=5) 

Eutanásia 
(n=5) 

caracteriza um diabetes bem estabelecido 55. O consumo de água e ração foi 

monitorado diariamente. 

 
3.3. Grupos Experimentais 

 
 

Cada grupo teve 5 animais diabéticos distribuídos aleatoriamente. O 

número de animais foi estabelecido para dar poder aos testes estatísticos, 

fundamentar os resultados obtidos e viabilizar as comparações entre os grupos. 

Grupo controle (GC) – as úlceras dorsais não foram submetidas a 

tratamento; 

1- Grupo TLBI (GTLBI) – a úlcera dorsal dos animais recebeu laserterapia (4 

J/cm2) imediatamente após a realização da ferida (no dia 1). 

Esquematicamente os grupos foram divididos desta forma: 
 

Fig. 2: Fluxograma dos grupos em função dos dias experimental. 
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3.4. Procedimentos cirúrgicos – indução da úlcera 

 
 

Após a confirmação do diabetes, os animais foram anestesiados com 

injeção intraperitonial de uma mistura de Ketamina (Dopalen, Vetbrands, Jacareí, 

SP) na dose de 100 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 biseltrifacetado. 

Depois de anestesiados, o dorso dos animais foi tricotomizado e houve a 

realização de úlcera, lateral à linha média do animal, com punch cirúrgico de 8 

mm. 

Posteriormente os animais foram mantidos em gaiolas com aquecimento 

para prevenir a hipotermia. 

 
3.5. Laserterapia 

 
 

Um laser vermelho, λ= (660 ± 2) nm, com potência de saída igual a 100 

mW e área do feixe de 0,04 cm2 (Therapy XT, DMC, São Carlos, Brasil), com 

irradiância de 32,7 mW/cm2durante 122 s, entregando uma dose de 4 J/cm2. 

O dia 15 foi escolhido para se avaliar a angiogênese porque representa o 

pico de formação de vasos durante a fase proliferativa do reparo. 
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3.6. Eutanásia 

 
 

A eutanásia foi realizada no dia 15 nos cinco animais de cada grupo com 

sobredose de anestésico (quatro vezes a dose necessária para anestesia). 

A úlcera foi removida, armazenada em formaldeído 10% para inclusão em 

parafina e coloração de rotina com HE (hematoxilina e eosina) e 

imunohistoquímica. 

 
3.7. Imunohistoquímica para actina de músculo liso e VEGF 

 
 

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, foram desparafinizados, por meio da imersão 

das lâminas em xilol aquecido (60- 65° C), e colocados em estufa histológica 

durante 5 minutos, sendo posteriormente passadas em 3 banhos de xilol frio. 

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

de álcool absoluto, um banho de álcool 95° e um banho de 70°. Em seguida, 

foram 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). 

O próximo passo foi a recuperação dos sítios antigênicos realizada em 

alta temperatura com solução tampão de ácido cítrico 10 mM pH 6 (95-98 °C) 

por 15 minutos. Após esta etapa, ocorre o esfriamento do tampão por mais 20 

minutos. 

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

hemácias com 3 banhos de 5 minutos de água oxigenada 10v (3%). 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 anti-actina de 

músculo liso (Abcam # 5694) e anti VEGF-A (Abcam #1316), ambos na diluição 

de 1:1000 por 16 horas a 4°C. O anticorpo primário foi diluído em diluente 

especifico (Spring BioscienceCorp – Pleasanton, EUA) que contém em sua 

fórmula 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 
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incubados com o anticorpo secundário não diluído (Histofine – 

NichireiBiosciences Inc., Tokio, Japão), por 30 minutos em estufa 37°C. 

Após esta incubação, os cortes foram lavados em TBS e incubados com 

cromógeno DAB- Diaminobenzidina (Dako – Dinamarca) por 5 a 10 minutos. 

Posteriormente ocorreu a lavagem em água corrente por 10 minutos e a contra- 

coloração com Hematoxilina de Harris (Merk, Darmstadt, Alemanha) por 1 

minuto. 

 
3.8. Contagem celular 

 
 

Após a marcação de imunohistoquímica, 5 campos consecutivos da área 

da ferida, sempre da borda esquerda para o centro, percorrendo toda a área da 

lesão, foram fotografados em um aumento de 400 x (Leica Microsystems, 

Wetzlar, Germany) e as imagens das células marcadas foram contadas com 

auxílio do softwareImageJ 1.45 (software livre, NIH, Bethesda, Maryland,USA) 

usando- se o pluggin “cell counter”. 

 
3.9. Analise Estatística 

 
 

Os dados das contagens dos vasos marcados foram submetidos a testes 

estatísticos apropriados para avaliação da diferença entre o grupo controle e o 

Laser em baixa intensidade. A distribuição estatística dos dados foi avaliada por 

meio de normalidade de Shapiro-Wilk. Os dados eram não paramétricos e o teste 

de Mann-Whitney foi para comparar os diferentes grupos (nível de significância 

p< 0,05). 

Toda análise dos dados foi realizada com o software SPSS® (SPSS 

statistics v23, USA). 
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4. RESULTADOS 

 

Durante o mestrado, a aluna participou ativamente dos trabalhos dessa 

linha de pesquisa, comprovado, tanto pelo artigo como pelos resultados da tese 

submetido para revista Lasers in Medical Science, quanto pelos artigos já 

publicados listados a seguir: 

 

4.1. Artigo 1 

 
 

Os resultados desse trabalho foram enviados para publicação na revista 

Laser in Medical Science (anexo 2). 

Souza AP, Silva DFT, Bussadori SK, Mesquita-Ferrari RA, Fernandes KP, 

França CM. Efeito da fotobiomodulação na expressão de VEGF e actina de 

músculo liso em feridas cutâneas de ratos diabéticos. Laser in Medical Science. 

 
4.2. Artigo 2 (anexo 3) 

 
 

de Loura Santana C, Sliva 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. Tisssue responses to postoperative laser 

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

Apr 24;10(4):e0122042. Doi: 10.1371/journal.pone0122042.eCollection 2015. 

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

thickness burn model we showed that single and fractionated dose regimens 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 ηm; P= 30 mW; energy density: 4 J/cm2) and 
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fractionated-dosse 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 processes for histological and 

immunohistochemitry 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 myofibroblat and better 

collagen organization than the control group. The findings demonstrate that low- 

level laser therapy in the 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 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/ 

 
 

4.3. Artigo 3 (anexo 4) 

 
 

Calisto FC, Calisto SL, Souza AP, França CM, Ferreira AP, Moreira MB. Use 

of low-power laser to assist the healing of traumatic wounds in rats.Acta 

Cir Bras. 2015 Mar; 30(3): 204-8. doi: 10.1590/s0102-865020150030000007. 

 
Abstract: Purpose: To investigate the morphological aspects of the healing of 

traumatic wound in rats using low-power laser. Methods: Twenty four non 

isogenic, young adult male Wistar rats (Rattus norvegicus) weighing between 200 

and 300g was used. The animals were randomly distributed into two group: 

Control (GC) and Laser (GL), with 12 animals each. After having, anesthesia was 

performed in the dorsal region and then a surgical procedure using a scalpel was 

carried out to make the traumatic wound. GL received five sessions of laser 

therapy in consecutive days using the following laser parameters: wavelength 

660 nm, power 100mW, dose 10 J/cm2. The wound were evaluated through 

measurement of the area and depth of the wound (MW) and histological analysis 

(HA). Results: When comparing the GC with the GL in MW there was difference 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4409316/
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in area (p<0.001) and depth p=0.003) measurement of the wounds in GL. The 

laser group presented more epithelization than GC (p=0.03). The other 

histological parameters were similar. Conclusion: The healing of wounds in rat 

was impoved with the use of the laser. 

 
4.4. Artigo 4 (anexo 5) 

 
 

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

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

laser therapy on immune cells infiltrate after excisional wounds in diabetic 

rat. 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 wound in those individuals, 

the aim of this tudy was to evaluate the reponse of the main effector cell of 

immunity (neutrophils, macrophages, and T lymphocytes) and to compare the 

effects of two laser therapy regimens in the postoperative treatment of excision 

wounds. Methods: 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 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 
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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/lm.22445/abstract;jsessionid= 

0DD9770EE5CFA1BF692753554D5E565.f02t02. 

http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/lm.22445/abstract%3Bjsessionid%3D0DD9770EE5CFA1BF692753554D5E565.f02t02
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/lm.22445/abstract%3Bjsessionid%3D0DD9770EE5CFA1BF692753554D5E565.f02t02
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5. DISCUSSÃO 

 
 

Este trabalho demonstrou que em ratas diabéticas, no dia 15 do reparo 

cutâneo, não existem diferenças significantes na quantificação de VEGF e no 

número de arteríolas maduras quando comparamos o grupo tratado com laser e 

o grupo não tratado. 

A literatura ainda é controversa quando se fala na FBM na expressão do 

fator de crescimento do endotélio vascular. Existe uma série de estudos que 

exibem resultados conflitantes e nenhum deles coincide os parâmetros. Foi 

demonstrado que a FBM pode tanto aumentar a angiogênese quanto não fazer 

efeito sobre a mesma45,9.Isso depende do tecido, do momento da aplicação da 

luz e da dose entregue54. 

Brassolati et al., 2016, Tim et al., 2016 e Silva et al., 2010 encontraram 

resultados positivos na expressão do VEGF usando o laser em baixa 

intensidade45,46,47, porém Marques et. al. não encontrou diferenças na marcação 

de desse fator de crescimento após aplicação do laser48. Outro estudo in vitro 

com células endoteliais humanas mostrou que o laser em baixa intensidade 

diminuiu a quantidade de VEGF no meio sobrenadante, porém aumentou a 

proliferação celular50. 

Como podemos observar na tabela 1, os parâmetros utilizados pelos 

autores foram muito diferentes dos utilizados no nosso estudo (Therapy XT, λ= 

660 nm, com potência de 100 mW, irradiância de 32,7 mW/cm2, durante 122 s, 

entregando uma dose de 4 J/cm2), dificultando assim, a comparação entre os 

resultados de VEGF mediante a tratamentos diferentes. 

O fato de não haver diferença estatística na quantificação de vasos 

marcados com VEGF e SMA indica que ambos anticorpos foram muito sensíveis 

na detecção de vasos sanguíneos. Além disso, as marcações em outros tecidos 

foram todas dentro do descrito na literatura, sendo o VEGF presente em epitélio 

e músculo, enquanto a SMA estava presente em endoteliócitos, células 

musculares lisas, pericitos e miofibroblastos. 

Prováveis explicações dos achados do presente estudo podem ser a dose 

do laser, que deveria ser maior, ou com maior frequência. Outra possibilidade 

seria a de que há uma antecipação do pico da angiogênese no grupo laser para 



33 
 

o dia 8, e isso não foi detectado no dia 15. Ou que realmente o laser interfira com 

outros fatores, como a produção de TGF-beta, e não com a via do VEGF. Todas 

essas hipóteses precisam ser testadas em experimentos futuros. 

Uma limitação desse estudo é a análise de somente um dia experimental. 

O ideal teria sido a análise do dia 8 e 22 para observar se há um adiantamento 

do início da angiogênese nos grupos laser ou se há um retardo na apoptose dos 

vasos sanguíneos ao final do reparo, com 3 semanas. Outra proposta 

interessante seria avaliar a angiogênese gerada pelo LED, como a fez Corazza 

et al., 2007 que comparam a angiogênese em feridas circulares tratadas ou com 

Laser ou com LED e verificaram que a angiogênese foi superior em todos os 

grupos que receberam luz, mostrando que a coerência da luz não é essencial 

para formação de novos vasos sanguíneos.27
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6. CONCLUSÃO 

 
 

Sob essas condições de estudo, no 15° dia do reparo tecidual de feridas 

cutâneas de ratos diabéticos, a fotobiomodulação não apresentou diferenças na 

angiogênese quando comparado o grupo controle com o grupo laser. 
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8. ANEXOS 

8.1. Comitê de Ética 
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8.2. Anexo 2 
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Abstract 

 
 

To understand part of these mechanisms of PBM in diabetic animals, this 

study evaluated whether PBM causes difference in the expression of 

vascular endothelial growth factor (VEGF) and mature vessels that express 

smooth muscle actin (SMA) in cutaneous wounds. Ten Wistar rats were used 

from the UNINOVE breeding stock. Diabetes was induced with streptozotocin 

(50 mg / kg) and fifteen days after induction the diabetic animals were 

anesthetized and two dorsal ulcers were made with 8 mm punch. The 

animals were randomly divided into 2 groups: Control (untreated ulcer), Laser 

(laser therapy shortly after performing ulcer using diode laser, λ = 660 ± 2 

nm, with output power equal to 100 mW and beam area of 0,04 cm2 

(TwinLaser, MMoptics, São Carlos, Brazil), with irradiance of 32.7 mW/cm2 

for 122 s, delivering a dose of 4 J/cm2). Euthanasia was done 15 days after 

the injury. Samples were routinely processed for paraffin inclusion and 

staining with hematoxylin and eosin, immunohistochemistry for SMA and 

VEGF. The vessels were counted using ImageJ software and the data 

analyzed statistically. There was no statistical difference between the 

number of VEGF-labeled blood vessels between the control and laser groups 

(p = 0.22 - Mann-Whitney test). The amount of mature pots labeled with SMA 

was also similar between the groups (p = 0.36 - Mann-Whitney Test). Under 

the study conditions, at 15 days of tissue repair of diabetic rats, 

photobiomodulation did not cause any difference in angiogenesis. 
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Introduction 
 

LASER (Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation, or 

Amplification of Light by Stimulated Emission of Radiation) is advice that 

produces an electromagnetic radiation with three characteristics: it is 

coherent (the photons that make up the beam are in the same phase), 

monochromatic (well defined wavelength) and is collimated (propagates with 

a beam of parallel waves. Since the late 1960s the laser has been used as 

an alternative therapy to aid the healing process[1]. 

The literature supports the mechanisms of action of low-power laser 

therapy in cells and tissues: increase of adenosine triphosphate (ATP), 

increase of cell membrane permeability, viability of calcium influx, regulation 

of growth factors and inflammatory cytokines , Stimulation of cell 

differentiation and proliferation, induction of collagen synthesis and 

remodeling, increase of tensile strength and angiogenesis[2][3] 

However, the literature is still controversial as to whether or not the low- 

intensity laser influences VEGF synthesis. Brassolati et al., 2016 showed that 

FBM at a dose of 25 J / cm 2 and potency of 1 J favored the increase of 

VEGF in 3rd degree burns in rats{Brassolatti[4], 2016 #27}. Tim et al., also 

observed an increase in VEGF expression after laser applications with an 

intensity of 2.8 J for 94 seconds in rat calvarial wounds[4]. However, 

Marques et al., 2015, studying the same model of rat calvaria, and using 

doses of 16 J/cm2 of low intensity laser found no differences in VEGF 

labeling[5].Silva et al., 2010, showed an increase in VEGF messenger RNA 

expression during the tissue repair process after two irradiations with a 

wavelength of 780 nm, 70 mW of power and a dose of 35 J/cm2[6]. 
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In an experimental model of Achilles tendon lesions, no differences were 

found in the expression of VEGF in the groups that received laser at the dose 

of 17.5 cm2.[7] 

An in vitro study with human endothelial cells showed that the laser at low 

intensity decreased the amount of VEGF in the supernatant medium and 

increased cell proliferation [8] 

In a previous study of our group, it was observed that low intensity laser 

induced angiogenesis and tissue repair in 3rd degree burns in rats, as much 

as the laser was applied once or in 4 alternate days[9]. Then, we compared 

these two light delivery regimes in wound healing in diabetic rats, showing 

that in the wounds that received the single dose of laser, totaling 4 J 

(wavelength 660 nm, 30 mW power), there was greater chemotaxis for 

macrophages And neutrophils than the group receiving the 4 J/cm2 divided 

into doses of 1 J/cm2 daily on alternate days. At the end, collagen analysis 

demonstrated that a single dose of 4 J favored tissue repair in diabetic 

animals[10, 11] 

The present work was carried out with the objective of clarifying if the laser 

in low intensity promotes the aniogenesis in the tissue repair by VEGF 

expression or by the differentiation of mature, SMA positive vessels. 

 
 

Materials and Methods 

Animals 
 

This study was approved by the Animal Research Ethics Committee of 

University Nove de Julho (Brazil, process number: ANS 006/2014) and was 

performed in compliance with Brazilian ethical principles for animal 

experimentation. Ten female adult Wistar rats (body mass: 250  50 g) were 
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kept in plastic cages with five animals each, free access to water and ration 

and a 12-h light/dark cycle. 

 
 

Chemical induction of diabetes 
 

Diabetes was induced according to the following protocol: fasting for 12 h 

with free access to water, then perform an intraperitoneal injection of 

streptozotocin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) dissolved in 0.05 M of 

citrate buffer (dose: 60 mg/kg of body mass). On a weekly basis blood 

glucose levels were measured. Animals with fasting blood glucose greater 

than 220 mg/dL and stable body mass after one week were selected for the 

experiment. 

 
 

Injury model 
 

Anesthesia was performed with80 mg/kg of ketamine HCl (Dopalen, 

Vetbrands, SP, Brazil and 10 mg/kg of xylazine (Anasedan, Vetbrands, SP, 

Brazil). Fur from the back of each animal was removed with an electric 

shaver, then the skin was then cleaned with a 0.12% chlorhexidine solution. 

An 8 mm surgical punch (Richter, SP, Brazil) was used to produce two 

parallel round wounds in the dorsum. Until complete recovery from the 

anesthesia the animals were maintained on a warm plate (37o C) to prevent 

hypothermia [10]. 

 
 

Experimental groups 
 

The animals were divided into two groups with five animals each: the 

control group, where the ulcers did not receive treatment and the laser group, 
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where the dorsal ulcers received laser therapy immediately after the wound 

was performed. 

 
 

Laser system 
 

A diode laser was used with the following parameters, λ = (660 ± 2) nm, with 

output power equal to 100 mW and a beam area of 0.04 cm2 (TwinLaser, 

MMoptics, São Carlos, Brazil), with irradiance of 32.7 mW/cm2, applied for 

122 sec, delivering a dose of 4 J/cm2. To avoid double exposure, a box with 

a circle of 8 mm diameter was used, thus allowing the irradiation of one 

wound at a time. 

The choice of the experimental day occurred because it represents a crucial 

moment of the tissue repair, being day 15 representative of the proliferative 

phase. 

 
 

Immunohistochemistry and inflammatory cell counts 
 

Five animals from each group were euthanized on Day15with an overdose 

of anesthesia. The injured tissue was removed, fixed in 10% buffered 

formalin (pH7.4) and embedded in paraffin. 

Serial sections of paraffin-embedded tissues (3 µm) were placed on glass 

slides coated with 2% 3-aminopropyltriethylsilane (Sigma-Aldrich, St. Louis, 

MO) and de-paraffinized in xylene, followed by immersion in alcohol and 

incubation with 3% hydrogen peroxide diluted in Tris-buffered saline (TBS) 

(pH 7.4). The sections were blocked by incubation with 3% normal goat 

serum for 20 minutes and immersed in citrate buffer (pH 6.0) at 95° C for 20 
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minutes for antigen retrieval. The slides were then incubated with anti-SMA 

(Abcam # 5694) and with anti-VEGF-A (Abcam # 1316). 

The samples were kept overnight at 4° C in a humidified chamber, followed 

by washing of the sections with TBS, incubation with N-Histofine Simple Stain 

(Nichirei Biosciences Inc., Tokyo, Japan) for 30 minutes and incubation in 

3,3’-diaminobenzidine in a chromogen solution (Dako) at room temperature 

for two to five minutes. The sections were then stained with Mayer’s 

hematoxylin and covered. For the negative controls, the primary antibodies 

were replaced with 1% PBS/bovine serum albumin and non-immune mouse 

serum (X501-1, Dako). 

After the immunohistochemical marking, 5 consecutive fields of the wound 

area, always from the left border to the center, traversing the entire area of 

the lesion, were photographed in an increase of 400 x (Leica Microsystems, 

Wetzlar, Germany) and the images of the cells (Free software, NIH, 

Bethesda, Maryland, USA) using the pluggin "cell counter". An experienced 

pathologist blinded to the allocation of the samples to the different groups 

performed the analysis of the images with the aid of the ImageJ 1.45 program 

(free software, NIH, Bethesda, Maryland, USA), using the “cell counter” plug- 

in. 

 
 

Statistical analysis 
 

The data of marked vessel counts were submitted to appropriate statistical 

tests to evaluate the difference between the control group and the low 

intensity laser. The statistical distribution of the data was assessed using 

normality of Shapiro-Wilk. The data were non-parametric and the Mann- 
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Whitney test was used to compare the different groups. The level of 

significance was set at p <0.05. All data analysis was performed with SPSS® 

software (SPSS Statistics v23, IBM, USA) 
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Results 

 
 

On Day 15, the wounds of both groups were in the proliferative phase of 

tissue repair, characterized by the presence of angiogenesis and fibroblasts 

(Figure 1). 

 
Figure 1: Photomicrographs of the wounds showing granulation tissue, characterized by 

angiogenesis and fibroplasia. (Hematoxylin & Eosin, original magnification 100 x) 

 

 
The VEGF positive cells were observed both in the epithelial and connective 

tissue. The control group and laser group revealed abundant VEGF positive 

blood vessels (Figure 2) with no statistical difference between the groups (p 

= 0.22 - Mann-Whitney test) (Figure 3). 
 

 
Figure 2: Photomicrographs of the VEGF positive blood vessels, showing similarity 

between the groups control and laser on day 15 (p = 0.22, Mann-Whitney test). (Original 

magnification 400 x) 
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The SMA positive cells and cells were observed the connective tissue. The 

control group and laser group revealed abundant SMA positive blood vessels 

(Figure 4) with no statistical difference between the groups (p = 0.36 - Mann- 

Whitney test) (Figure 5). 

 

 

 

Figure 4: Photomicrographs of the SMA positive blood vessels, showing similarity between the 

groups control and laser on day 15 (p = 0.36, Mann-Whitney test). (Original magnification 400 x) 
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There was no difference between the number of vessels detected with VEGF 

and SMA showing that both antibodies are sensitive to label vessels (p = 0.65 

- Mann-Whitney test) (Figure 6). 
 
 

 

 
 

 
Discussion 

 

 
This study demonstrated that in diabetic rats at day 15 of cutaneous repair 

there are no significant differences in the quantification of VEGF and in the 

number of mature arterioles when comparing the laser treated group and the 

untreated group. 
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The literature is still controversial when we speak of photobiomodulation 

in the expression of vascular endothelial growth factor. There are a number of 

studies that exhibit conflicting results and none of them match the parameters. It 

has been shown that FBM can both increase angiogenesis and have no effect on 

angiogenesis. 45-9 This depends on the tissue, the moment of application of the 

light and the delivered dose54. 

Brassolati et al. (2016), Tim et al., 2016 and Silva et al., 2010 found 

positive results in the expression of VEGF using the laser at low 

intensity45,46,47, but Marques et. Al. Did not find differences in the marking of 

this growth factor after laser application48. Another in vitro study with human 

endothelial cells showed that the laser at low intensity decreased the amount of 

VEGF in the supernatant medium, but increased the cell proliferation50. 

The fact that there is no statistical difference in the quantification of vessels 

labeled with VEGF and SMA indicates that both antibodies were very sensitive in 

the detection of blood vessels. In addition, labeling in other tissues was all within 

the literature described, with VEGF being present in epithelium and muscle, while 

SMA was present in endotheliocytes, smooth muscle cells, pericytes and 

myofiboblasts. 

Likely explanations of the findings of the present study may be the dose, 

which should be higher, or more frequently. Another possibility would be that 

there is an anticipation of the angiogenesis peak in the laser group for day 8, and 

this was not detected on day 15. Or that the laser actually interferes with other 

factors, such as the production of TGF-beta, and not With the VEGF pathway. All 

these hypotheses need to be tested in future experiments. 

One limitation of this study is the analysis of only one experimental day. 

The ideal would have been the analysis of day 8 and 22 to observe if there is an 

advance of the onset of angiogenesis in the laser groups or if there is a delay in 

the apoptosis of the blood vessels at the end of the repair, with 3 weeks. Another 

interesting proposal would be to evaluate the angiogenesis generated by the 

LED, as did Corazza et al., 2007 that compared the angiogenesis in treated 

circular wounds or with Laser or LED and verified that angiogenesis was superior 

in all groups that received light, showing That the coherence of light is not 

essential for the formation of new blood vessels.27
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Diabetic animals have some peculiarities and because of their nature 

suffer from severe dehydration, we realized throughout the work that it would be 

interesting to make a replacement of mineral salts and water by means of 

subcutaneous injection of saline solution. Due to the polyuria it is necessary to 

change one or more times a day of the shaving and also the reduction of animals 

per box from 5 to 2 or at most 3. For the next work we suggest that the mesh or 

the granulate is used. 
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8.3. Anexo 3 
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8.4. Anexo 4 
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8.5. Anexo 5 
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