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RESUMO 

 
A terapia por fotobiomodulação (PBMT) tem sido indicada para a cicatrização de 

feridas por poduzir aumento na atividade mitótica, número de fibroblastos, síntese de 

colágeno e neovascularização, no entanto em condição desfavorável tal como a 

desnutrição proteica a fotobiomodulação ainda não foi completamente estudada. 

Diante do exposto este estudo teve como objetivo verificar os efeitos da PBMT na 

cicatrização na fase de proliferação em ratos submetidos a dieta hipoproteica. Para 

tanto, foram utilizados 40 ratos, machos com 12 semanas, foram 20 submetidos a 

dieta normoproteica a 25% e 20 submetidos a dieta hipoproteica a 8%. Os animais 

foram distribuídos em quatro grupos experimentais (n=10), e submetidos à ferida 

cutânea por meio de punch de 8 mm. Um grupo normoproteico e um grupo 

hipoproteico foram tratados por fotobiomodulação por laser de baixa intensidade 

(660nm, 50 mW , 1.07 W/cm2 , 0.028 cm2 , 72 J/ cm2, 2 J ), enquanto os outros dois 

grupos não passaram por este procedimento. Foram realizadas as seguintes análises 

aos 7 e aos 14 dias do processo de reparação tecidual: análise histopatológica semi- 

quantitativa; diferenciação do porcentual de colágeno tipo I e III por polarização das 

lâminas histológicas coradas por picrosirus red e marcação por imunohistoquimica de 

MMP-3, MMP-9 fibronectina e VEGF; e teste de resistência mecânica em máquina 

universal de ensaio. Os resultados mostraram que houveram diferenças significativas 

entre os grupos normoproteico tratados e não tratados p<0.05, bem como em relação 

aos grupos hipoproteicos tratados e não tratados p< 0.001 na análise histopatológica 

semi-quantitativa e a imunohistoquimica para as metaloproteinases 3 e 9 demostrou 

que a PBMT foi capaz de diminuir a imunomarcação com diferença estatística de 

p<0.01. Houve também diminuição do processo de deposição do colágeno com 

diferença estatística de p<0.05 tanto para colágeno do tipo I como III. Podemos 

concluir que a terapia fotobiomodulação por laser de baixa intensidade se mostrou 

eficaz no tratamento de feridas cutâneas em animais submetidos a dieta hipoproteica , 

em diferentes fases do processo de reparação tecidual, porém estas alterações se 

mostraram mais marcantes na fase de proliferação com aumento da formação de 

vasos sanguíneos e tecido de granulação, além de diminuição das metaloproteinases 

proporcionando melhor resistência mecânica da área lesionada na fase de 

remodelamento com intensificação do colágeno tipo I. 

 
Palavras-Chave: Cicatrização de feridas; terapia por fotobiomodulação; 

metaloproteinases; resistência mecânica; colágeno; desnutrição proteica. 



ABSTRACT 

Photobiomodulation therapy (PBMT) has been indicated for wound healing 

through increased mitotic activity, number of fibroblasts, collagen synthesis and 

neovascularization; however, in unfavorable conditions such as protein 

malnutrition, photobiomodulation has not yet been fully studied. In view of the 

above, this study aimed to verify the effects of PBMT on healing in the 

proliferation phase in rats submitted to a hypoproteic diet. For this purpose 40 

male rats (12 weeks) were used, of which 20 were normoproteic (25%) and 20 

were submitted to 8% hypoproteic diet. The animals were divided into four 

experimental groups (n = 10) and submitted to cutaneous wound by means of 8 

mm punch and treated by low intensity laser photobiomodulation (660 nm, 50 

mW, 1.07 W / cm2, 0.028 cm2, 72 J / cm2, 2 J). The following analyzes were 

performed at the 7 and 14 days of the tissue repair process: semi-quantitative 

histopathological analysis (H&E), differentiation of the type I and III collagen I 

percentage by polarization of histological laminae stained with picrosirus red 

and labeling by immunohistochemistry of MMP- 3, MMP- 9 fibronectin and 

VEGF and test of mechanical resistance in machine universal test. . The results 

showed that there were significant differences between the normoproteic  

groups with lesion and their respective groups treated p <0.05, as well as for  

the treated and untreated hypoproteic groups p <0.001 in the semi-quantitative 

histopathological analysis and immunohistochemistry for the metalloproteinases 

3 and 9 demonstrated that PBMT was able to decrease the immunostaining 

marking with statistical difference of p <0.01. There was also a decrease in the 

collagen deposition process with a statistical difference of p <0.05 for both types 

III collagen and I. We can conclude that low intensity laser photobiomodulation 

was effective in the treatment of cutaneous wounds in animals submitted to a 

hypoproteic diet, at different stages of the tissue repair process, but these 

alterations were more marked in the proliferation phase with increased 

formation of blood vessels and granulation tissue, as well as decreased 

metalloproteinases, providing better mechanical resistance of the injured area in 

the remodeling phase with type I collagen intest. 

 
Keywords: Wound healing; photobiomodulation therapy metalloproteinases, 

mechanical resistance, collagen, protein malnutrition. 
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1 INTRODUÇÃO 

 
 

A cicatrização consiste na reconstituição tecidual que envolve uma 

série de eventos integrados e divididos em fases distintas e sequenciais, Elas 

são: fase inflamatória; fase proliferativa com formação de tecido de granulação 

e a composição da matriz extracelular depositando colágeno, elastina e fibras 

reticulares; e por último a fase de remodelamento (1) (2)
 

Na fase inflamatória ocorre a hemostasia no local da ferida com a 

migração de leucócitos, neutrófilos e a infiltração de monócitos que irão se 

diferenciar em macrófagos, que além de eliminar tecido morto e bactérias 

presentes no leito da lesão, serão responsáveis por produzirem diversos 

fatores de crescimento tais como, fator de crescimento dos fibroblastos e fator 

de crescimento endotelial vascular (3) . 

A fase proliferativa é caracterizada pela migração de fibroblastos (4) , 

deposição de colágeno (3) e a formação de novos vasos, sendo a angiogênese 

o fenômeno mais evidenciado nesta fase (5). 

A última e terceira fase do processo de cicatrização é o 

remodelamento constituída da mudança do tipo de colágeno que passarão a 

serem dispostos em linhas para se contraírem e fortalecerem o tecido epitelial 

(4) 
 

Este processo cicatricial descrito refere-se ao reparo de uma lesão 

onde as etapas relativamente não sofrem interferência de algum processo 

crônico para o cumprimento da quimiotaxia celular até seu remodelamento, ou 

seja, ocorre em um prazo de aproximadamente 21 dias, porém quando o 

organismo acometido por fatores como doenças cardiovasculares, diabetes, 

desnutrição e envelhecimento, este processo apresenta dificuldades em 

reestabelecer o tecido perdido, tornando-o mais complexo e longo (6) . 

As complicações decorrentes no processo de cicatrização podem 

ser determinadas por vários fatores, tanto intracorpóreos quanto 

extracorpóreos e acarretam em retardo no processo quimiotáxico das etapas 

do reparo teciduais, sendo então comprometida desde a defesa na fase 

inflamatória com a produção de leucócitos, neutrófilos e macrófacos até a fase 

do remodelamento com a redução da produção de colágeno (5). 



Por consequência à estas mudanças ocorre a diminuição da 

microcirculação local e da resposta imunitária, aumentando o risco de danos às 

estruturas adjacentes, pois o fornecimento de nutrientes para a pele fica 

diminuído reduzindo também a permeabilidade transdérmica (7). 

A desnutrição é um dos aspectos que contribuem para o 

agravamento do processo de cicatrização, pois nutrientes tais como vitamina D, 

cálcio, potássio, ferro apresentam-se em concentrações diminuídas agravando 

o aporte necessário nas células da cascata de cicatrização (8). 

Deficiências dietéticas prejudicam o processo de cicatrização de 

feridas tais como: a vitamina C que são necessárias na síntese de colágeno e 

na produção de N-acetil galactosamina, um componente de matriz e tecido de 

granulação; diminuição do magnésio que é necessário na síntese  de  

proteínas; deficiência em zinco que compromete a função das 

metalaproteinases imprescindíveis na fase de remoldelamento com a 

deposição de colágeno tipo I (9). 

Apesar das deficiências nutricionais não serem o único parâmetro 

para avaliar o retardo no processo de reparo tecidual, estudos demonstram que 

quando esta deficiência é suprida há uma melhora considerada neste 

processo, porém muitas vezes as intervenções para sua correção não são 

possíveis ou não apresentam os efeitos necessários (10). 

As novas tecnologias podem oferecer uma alternativa para melhorar 

o processo de cura de lesões em organismo desnutrido e dentre elas destaca- 

se a utilização da irradiação de luz, através de um mecanismo conhecido 

fotobiomodulação, anteriormente representada na literatura pelo termo 

laserterapia em baixa intensidade (11) . 

Os efeitos biológicos da fotobiomodulação sobre os tecidos 

apresentam reações estimulantes e inibitórias que podem ser explicadas pela 

interação do tecido biológico com determinado comprimento de onda que é 

absorvido pela célula através de cromóforos celulares específicos que são 

transformados em energia e utilizados no metabolismo celular (12). 

Estudos demonstram que a fotobimodulação produz um aumento na 

proliferação celular (13), aumento da produção mitótica celular onde a irradiação 

proporciona elevação nos íons de cálcio no citoplasma celular acelerando o 



processo de divisão, da síntese de proteínas e citocinas e também melhorando 

a circulação sanguínea (14) (15). 

O aumento na produção de colágeno, a diminuição do stress 

oxidativo, sugere que o tratamento com a fotobiomodulação poderá oferecer 

uma alternativa na cicatrização de feridas (16) (17) aumentando também a 

indução da atividade da catalase, gerando maior quantidade de espécies 

reativas de oxigênio e níveis de queratinócitos (17). 

O tratamento com esta tecnologia poderá auxiliar na quimiotaxicia 

celular oferecendo um suporte a seus componentes nas respectivas fases 

aguda e proliferativa do reparo tecidual, podendo equilibrar o processo de 

cicatrização deste tecido que se encontra com camadas epiteliais estreitadas e 

vascularização reduzida. 

Como observado, na literatura inúmeros trabalhos apresentam 

resultados que favorecem o processo cicatricial, porém há poucas análises 

observando o tratamento com a fotobiomodulação de lesão em tecido 

desnutrido. 

A proposta deste estudo consiste em avaliar o resultado no 

tratamento em organismo desnutrido através da fotobiomodulação, tendo em 

vista a importância em oferecer a estes indivíduos a possibilidade de 

tratamento com uma tecnologia que poderá melhorar os processos cicatriciais, 

podendo até mesmo reduzir o tempo de cura de uma lesão. 



 

2 REVISÃO DA LITERATURA 

 
 

2.1 Desnutrição 

 
A desnutrição é uma condição patológica do desequilíbrio nutricional 

devido à ingestão insuficiente de calorias, proteínas, vitaminas, sais minerais e 

nutrientes gerais. A falta de ingestão de proteínas afeta o crescimento e a 

regeneração das células (18). Em crianças, a desnutrição protéica retarda o 

crescimento físico e o desenvolvimento metabólico, o que persiste mesmo após 

o retorno ao estado nutricional saudável ao longo da vida (19) (20). 

A desnutrição é desencadeada por deficiência na alimentação e este 

fator contribui para um atraso no processo de cicatrização. O estado nutricional 

aumenta o risco de complicações em processos operatórios como fraturas 

ósseas, apresentando um retardo na cicatrização, sendo necessária maior 

intervenção de cuidados para diminuir o risco em desenvolver complicações (8). 

O número de pessoas subnutridas no mundo é extremamente alto e 

atingiu quase 1 bilhão de pessoas em 2010. A desnutrição nos países em 

desenvolvimento tem sido atribuída principalmente à uma dieta com baixa 

proteína (19) (21) ou baixa qualidade dos alimentos consumidos (21). 

No reino unido quando avaliado os parâmetros nutricionais de 290 

pacientes institucionalizados concluiu-se que 37% dos pacientes com mais de 

65 anos de idade estavam em estado de desnutrição onde foram encontradas 

diferença significativa nos níveis de hemoglobina, de baixa densidade 

lipoproteína (LDL), na lipoproteína de alta densidade, no níveis de colesterol, 

triglicérides, albumina e proteína, peso e índice de massa corporal (IMC); e de 

outros 31% dos pacientes estavam em risco de desnutrição havendo diferença 

significativa nos níveis de LDL, do colesterol, de albumina, das proteínas, do 

peso e do IMC chegando-se a conclusão de que o risco de desnutrição para 

pacientes internados é alta, necessitando de uma rigorosa triagem nutricional 

na prestação de cuidados aos pacientes institucionalizados em reabilitação (22). 

Segundo as Nações Unidas, nos países sub-desenvolvidos, 

aproximadamente um terço das pessoas possui algum tipo de deficiência em 

vitamínica ou mineral (23), e um quarto das crianças em idade pré escolar (27%) 



sofre de desnutrição, o que equivale a mais de 143 milhoesmilhões de pessoas 
(24). 

No entanto, há um contraste com os efeitos sobre a desnutrição no 

sistema imunológico, onde as pessoas desnutridas parecem ser muito mais 

susceptíveis aos efeitos deletérios das doenças infecciosas. 

A resposta a um grau menos severo de restrição alimentar também 

pode ser vista como uma série de processos adaptativos com as mesmas 

prioridades, ou seja, manter o fornecimento de glicose ao cérebro e minimizar  

a perda de tecido magro. Quando isto ocorre, a taxa metabólica basal diminui 

para minimizar o balanço energético negativo. Isto ocorre em parte pela perda 

de tecido metabolicamente ativo, mas há também algumas evidências de que  

a eficiência do metabolismo energético aumenta, levando a  uma  diminuição 

no gasto de energia por unidade de massa celular (25). 

Segundo estudo este balanço na taxa metabólica pode ocorrer para 

que haja um aumento da eficiência do acoplamento da produção de ATP 

evitando o vazamento de prótons mitocondriais. Também pode haver alguma 

redução na rotatividade de proteínas e na atividade da ATPase de sódio e 

potássio, que são os processos que respondem pela maioria do gasto 

energético basal (25). 

A longo prazo, no entanto, o principal mecanismo pelo qual o gasto 

energético é minimizado é pela perda progressiva de tecido metabolicamente 

ativo. Assim, por exemplo, como em um experimento realizado na  

universidade de Minnesota (26). após 168 dias, a taxa metabólica havia 

diminuído em 37% quando expressa em kcal/dia, mas em apenas 15%  

quando expressa em kcal /dia por unidade de massa de tecido ativa. 

Há evidências que a adaptação do metabolismo energético em 

pessoas que vivem suas vidas com ingestão de alimentos inadequados pode 

ser um pouco diferente da resposta de indivíduos previamente bem  nutridos 

em um período de subalimentação. A principal resposta em populações 

cronicamente desnutridas é a baixa taxa de crescimento, a maturidade  tardia  

e a pequena estatura adulta. A pequena estatura pode ser vista como uma 

adaptação bem-sucedida à ingestão de baixa energia, porque a taxa 

metabólica basal geral será baixa. No entanto, quando a taxa metabólica é 



ajustada para massa livre de gordura, não há diferença significativa entre 

aqueles que são mais desnutridos e aqueles que são bem nutridos (27). 

A razão para isso é que o principal déficit na massa  de  tecido 

magro está nos músculos, que têm uma taxa metabólica relativamente baixa, 

enquanto o tamanho dos órgãos viscerais, que são muito mais 

metabolicamente ativos, é muito menos afetado  (28). Portanto,  essas 

mudanças na composição corporal podem anular qualquer aumento na 

eficiência do metabolismo celular. 

Quanto a produção proteica a desnutrição pode alterar a 

característica e a quantidade das fibras de colágeno (29). Até agora, foram 

descobertos 28 tipos de colágeno, dos quais o tipo I representa 90% do total de 

colágeno no corpo humano e é o principal componente da parte orgânica dos 

ossos. Uma proteína de colágeno tipo 1 normal consiste nas chamadas 

cadeias de colágeno alfa-1 tipo I e cadeias de colágeno alfa-2 tipo 1 que 

formam uma molécula de pró-colágeno tipo I. Extracelularmente, essas 

moléculas são processadas e organizadas em fibrilas finas com a capacidade 

de reticulação entre si, resultando em fibras de colágeno maduras. Essas fibras 

de colágeno maduras exibem tridimensionalmente uma estrutura tripla 

helicoidal, que impede a decomposição do colágeno pelas enzimas, 

contribuindo para a adesividade das células e a formação da matriz extracelular 

(30). 

A formação de fibras colágenas anormais e irregulares pode ser o 

resultado de uma deficiência de vitamina C. 

Com este processo desencadeado pela desnutrição, a presença de 

fibras irregulares resultará em uma cicatrização demorada. (31).
 

 
2.2 Cicatrização 

 
 

A cicatrização é o processo pelo qual o organismo procura reparar 

uma lesão ou perda de tecidos. Este processo se inicia imediatamente após a 

perda de tecidos com a finalidade de substitui-los. 

O processo de cicatrização ocorre em três fases: inflamação, 

formação de tecido de granulação e remodelamento. Os eventos celulares e 



tissulares de cada uma dessas fases envolvem mediadores químicos que estão 

justapostos e correlacionados entre si (32) (4).(Figura 1.) 

Após danos tissulares inicia-se imediatamente uma série de eventos 

desencadeados por estímulos físicos e químicos provenientes de mediadores 

das células rompidas, sendo estes provocados por fragmentos de elementos 

inertes aos tecidos, proteínas séricas que extravasam dos vasos rompidos por 

ação dos mediadores inflamatórios. Essas moléculas se ligam a receptores 

localizados na superfície da membrana de células adjacentes induzindo 

modificações em seu metabolismo que, em resposta ativam os mediadores 

lipídicos, os eicosanoides, e os peptídicos, as citocinas, os fatores de 

crescimento e os neuropeptídeos, ocorrendo ainda a saída de proteínas de 

adesão para leucócitos da superfície da membrana (4) (33). 

As células locais, ativadas, serão as protagonistas da fibroplasia e 

da deposição da matriz extracelular, da angiogênese, da cicatrização e da 

reepitelização da região da ferida (4) (34). 

O reparo completo ocorre após eventos alternados de sucessivas 

reações, tendo os leucócitos como um de seus mais importantes protagonistas. 

Essas células, conhecidas por suas atividades imuneológicas estão envolvidas 

com as reações catabólicas de degradação de tecidos pela produção de 

proteases e espécies reativas de oxigênio e nitrogênio e também com as 

reações anabólicas de formação de tecidos e pela produção de fatores de 

crescimento (5). 



 

Figura 1. Time course do processo de cicatrização normal e suas 3 fases: 
inflamatória, proliferação e remodelamento. Adaptado: Phases Of Wound Heal 
https://www.clinimed.co.uk/wound-care/wound-essentials/phases-of-wound- 
healing. 

 
2.2.1 Fase Inflamatória 

 
 

A fase inflamatória tem início imediatamente após o trauma. Os 

eventos que ocorrem nesta fase têm por objetivos principais, a remoção de 

tecidos desvitalizados, a ativação dos mecanismos de defesa locais e a 

regulação de sinais adequados para a continuidade das fases subsequentes 

(35). 

Após o trauma e o consequente extravasamento de sangue dos 

vasos locais, inicia-se a deposição de plaquetas que posteriormente recrutam 

novas plaquetas com a finalidade homeostática, formando um trombo que 

temporariamente proporciona o tamponamento destas lesões endoteliais (36) (35). 

Esta agregação de plaquetas e seu entrelaçamento apresentam uma rede de 

fibrina que é conseqüênciaconsequência da ação da trombina sobre o 

fibrinogênio circulante e que além da função homeostática irá promover uma 

matriz extra celular onde se deslocarão e se fixarão células inflamatórias, 

fibroblastos e fatores de crescimento (8) (35). 

http://www.clinimed.co.uk/wound-care/wound-essentials/phases-of-wound-


As plaquetas são ativadas por um grande número de substâncias 

agonistas como colágeno subendotelial exposto na ruptura dos vasos, a 

trombina gerada pelo processo de coagulação (36) e pelo ADP liberado da 

hemácias Willebrand (36) (37). Quando ativadas, as plaquetas liberam fatores de 

crescimento como o TGF-β e o PDGF, quimiocinas como o CTAPIII e também 

outras proteínas como fibrinogênio, fibronectina e tromboplastina que são 

encontradas em seus grânulos. A interação destas proteínas dos grânulos com 

as proteínas presentes na matriz extra celular juntamente com a massa de 

corpos palquetários formam a matriz provisória, que irá orientar a migração das 

células envolvidas com a resposta inflamatória (38). 

As primeiras células inflamatórias a adentrar a lesão são os 

neutrófilos que exercem a ação de limpeza do local, com remoção de tecido 

lesado, partículas exógenas e bactérias; e a liberação de mediadores, 

principalmente interleucinas e o fator de necrose tumoral (TNF) para amplificar 

o processo e atrair mais células inflamatórias (38). 

Uma vez que os neutrófilos são as células mais abundantes no 

sangue eles migram para a superfície da ferida para formar uma barreira contra 

a invasão de microorganismos e promover o recrutamento ativo de mais 

neutrófilos a partir dos vasos adjacentes não lesados (39) (40). Ao final de um dia 

após a lesão eles constituirão 50% das células migradas para o local da lesão 

(40). 

No Interior das células a concentração de mediadores liberados são 

ativados e passam a secretar outros mediadores como GRO-alfa que 

promoverão o processo de diapedese ou regulação da produção de neutrófilos 

(41). 

As células que em seguida comparecem são os macrófagos 

derivados de neutrófilos que se diferenciaram. Eles são atraídos por trombina, 

sistema complemento, PDGF e TGF alfa e TGF beta e além de sua função 

fagocitária e manutenção do processo inflamatório local, desempenham papel 

importante no processo de cicatrização ao produzirem diversas citocinas e 

fatores de crescimento que estimulam a angiogênese, a produção de colágeno, 

a reepitelização (33) (8). 

Com a presença do macrófago, a migração de fibroblastos é 

intensificada e inicia um processo de multiplicação de fibroblastos que migra 



das margens para o centro da lesão. Neste momento a matriz celular provisória 

começa a ser substituída por um tecido conjuntivo (39). (Figura 2.) 

 
2.2.2 Fase proliferativa 

 
 

Nesta etapa conhecida como proliferativa a presença de macrófagos 

derivados de monócitos intensifica a migração e ativação de fibroblastos que 

são os principais componentes do tecido de granulação. Com o aumento do 

número de fibroblastos ativados aumenta a produção de colágeno no local e 

como consequência a matriz extracelular começa a ser substituída por um 

tecido conjuntivo mais forte e mais elástico, processo este conhecido como 

fibroplasia. Para que ocorra esta fibroplasia em paralelo deve acontecer a 

formação de novos vasos sanguíneos (42), formando então o tecido de 

granulação por volta do quinto dia (12). Este tecido é edematoso, composto por 

macrófagos, fibroblastos e vasos neoformados, caracterizado pela presença de 

tecidos imaturos com muitos espaços vazios e que sangram com facilidade (43). 

Estes tecidos imaturos nada mais são do que extremidades rombas 

de vasos neoformados e para serem fortalecidos inicia-se então a 

neovascularização (43), onde os vasos intactos presentes nas margens da ferida 

passam a secretar colagenase e ativador de plasminogênio promovendo 

aberturas na membrana basal e permitindo a migração de células endoteliais. 

As células endoteliais migratórias uma vez no exterior dos vasos formam um 

broto capilar que se ligam ao capilar de onde originaram restabelecendo a 

ligação do tecido e o fluxo sanguíneo (34). 

Apesar dos espaços anteriormente vazios estarem sendo 

preenchidos por tecido de granulação, ocorre neste momento a diferenciação 

de alguns fibroblastos em miofiblobastos, que apresentam uma característica 

de contração movendo-se uma em direção à outra borda, em um fenômeno 

invisível de atração (32). (Figura 2.) 

Os fibroblastos então passam a depositar grandes quantidades de 

fibronectina que auxiliam na fixação da célula. Os fibroblastos neste momento 

deixam de ter a característica de células imaturas e adquirem um fenótipo de 

células engajadas na síntese protéica, tendo então seu citoplasma volumoso 

apresentando um retículo endoplasmático rugoso abundante que secreta 



bastante colágeno que aos poucos vão substituindo os proteoglicanos e a 

fibronectina (44). 

Ao final desta etapa o tecido de granulação preencheu totalmente o 

leito da ferida e a circulação foi restabelecida pela neovascularização e mais 

fibras de colágeno que comparecem neste momento passam a dar ao tecido a 

aparência de cicatriz (32). (Figura 2.) 

 
2.2.3 Fase de Remodelamento 

 
 

Após o preenchimento do leito da ferida pelo tecido de granulação 

(14) inicia-se a fase de remodelamento que envolve sucessivas etapas de 

produção, digestão e orientação das fibras de colágeno (32). 

O principal agente desse remodelamento é o fibroblasto produzido 

na fase proriferativa proliferativa que além do papel como produtor de 

colágeno, glicosaminoglicanos e proteoglicanos é produtor também de 

metaloproteinases (45) (35) enzimas responsáveis pela degradação  da 

quantidade excessiva de colágeno presente no leito da lesão para que a 

cicatrização e a repitelização ocorra de forma equilibrada (35) (33). 

O colágeno tipo III é o mais abundante e ele vai sendo degradado 

enquanto o colágeno tipo I tem sua produção aumentada estimulado pelos 

fibroblastos, ocorrendo juntamente com este fenômeno uma mudança nas 

fibras de colágeno e em seu entrelaçamento que passarão a serem dispostos 

em linhas para se contraírem e fortalecerem o tecido epitelial (4). (Figura 2.) 

Nesta etapa, o processo de cicatrização é responsável pelo aumento 

da resistência do leito reestabelecido. Ao final da primeira semana após o 

surgimento da ferida, ocorre restauração de 3% da resistência da pele íntegra; 

da terceira semana, 30%, e de três meses, 80% (5). 



 

 

Figura 2. Ilustração demostrando as fase do processo de cicatrização de 
feridas cutâneas. Adaptado de : The 3 Stages Of Wound Healing 
http://podiatryhq.com.au/wound-healing/. 

 
 

2.3 Cicatrização em desnutridos 

 
 

Na maioria dos casos, o corpo tem armazenamento de proteína e 

energia suficientes para curar a ferida, mas o estado hipometabólico 

normalmente apresentado em idosos necessita então de mais tempo para o 

processo dessa cura, e devido à inflamação provocada por uma lesão pode-se 

esgotar as defesas imunitárias do corpo e prejudicar da cicatrização. Quando o 

suporte nutricional não é suficiente, a alimentação é utilizada para estimular a 

síntese de proteínas que é necessário para a cura e para reabastecer as 

reservas de proteína e energia, evitando o catabolismo prolongado que é um 

fator de risco para a imunossupressão contínua e perda fatal de proteína 

endógena (46). 

Acredita-se comumente que a desnutrição tem um efeito deletério  

no processo de cicatrização de feridas, e que isso representa um mecanismo 

importante pelo qual os pacientes desnutridos são propensos a desenvolver 

complicações e pior desfecho após a cirurgia. (47). 

http://podiatryhq.com.au/wound-healing/
http://podiatryhq.com.au/wound-healing/


Estudos experimentais sugerem que a cicatrização de feridas só é 

prejudicada após restrição alimentar prolongada, resultando em depleção 

grave (48). 

No tratamento de úlcera por pressão pacientes em estado de 

desnutrição apresentam estagnação no processo cicatricial (49). 

Nós investigamos a base metabólica da relação entre estado 

nutricional e cicatrização de feridas, medindo as mudanças na taxa de síntese 

de proteínas dentro da ferida cicatricial. Anteriormente, mostramos que a taxa 

de síntese protéica mais que dobra durante a cicatrização de feridas no 

músculo, e supomos que esse pode ser um dos mecanismos pelos quais o 

estado nutricional afeta a cicatrização, já que se sabe  que  a  desnutrição 

reduz a taxa de síntese proteica e pode assim impedir a deposição de nova 

proteína para curar a ferida (50). 

Nossos estudos se concentraram na cicatrização do músculo 

abdominal após cirurgia abdominal. No primeiro experimento, os ratos foram 

desnutridos, restringindo a ingestão de alimentos a 50%  do  normal  por  7 

dias. Isso resultou em um déficit de 14% no peso corporal. Eles foram então 

submetidos a uma laparotomia e mantidos na dieta restrita por mais 2 dias, 

após o que a síntese de proteínas foi medida in vivo usando  a  técnica  de 

dose de inundação (51). 

Embora esse tratamento dietético tenha causado uma redução 

significativa na taxa de síntese protéica em outros músculos, não impediu o 

aumento da síntese protéicaproteica no músculo lesionado. Repetimos o 

experimento com outro grupo de ratos desnutridos e descobrimos que a 

síntese proteica na cicatrização da ferida abdominal ainda estava intacta sete 

dias após a cirurgia. Esses ratos também não mostraram comprometimento   

da deposição de colágeno ou resistência à tração na ferida (52). 

Subsequentemente, expandimos esses estudos impondo  graus 

mais severos de desnutrição aos ratos, por exemplo, alimentando uma dieta 

com baixo teor de proteína (2%) por duas semanas antes da cirurgia ou 

privando os ratos por 48 horas após a cirurgia. Em ambos os casos, o  

aumento na síntese de proteínas na ferida de cicatrização não foi prejudicado. 

(52). 



Esses resultados podem ser interpretados como indicando que a 

cicatrização de feridas tem uma alta prioridade biológica e é preservada 

mesmo quando outras funções são afetadas pela desnutrição. O mesmo 

parece se aplicar à atividade reprodutiva, já que as mulheres desnutridas são 

capazes de dar à luz bebês saudáveis e bem-desenvolvidos e produzir 

quantidades adequadas de leite materno (53). 

Um estudo transversal que investigou o status de micronutrientes 

extracelulares analisando a porcentagem de vários micronutrientes como 

retinol, ácido ascórbico, 25-hidroxicolecalciferol, α-tocoferol, β-caroteno, selênio 

e zinco, das proteínas albumina, pré-albumina e proteína C-reativa, e 

marcadores antioxidantes da capacidade antioxidante, peróxidos e 

malondialdeído, e encontrou correlações entre os  micronutrientes 

selecionados onde as concentrações plasmáticas reduzidas aumentaram os 

níveis de estresse oxidativo levando a um processo inflamatório aumentado 

nas lesões (54). 

A relação entre a insuficiência de vitamina D pode ser fator 

desencadeante para o desenvolvimento e retardo na cicatrização de úlceras, 

pois esta vitamina pode ter relação direta em componentes do sistema imune 

(10) (55). 

Há uma associação direta entre a avaliação nutricional tardia 

incluindo o índice de massa corporal e níveis de albumina cérica com a 

incidência de dispnéia, disfagia, odinofagia, diminuição na ingestão de 

alimentos com ausência de a cicatrização completa das lesões cutâneas e 

aumento do tempo de cura para lesões tendo (9). 

A deficiência de albumina de soro, transtiretina, proteína C-reativa  

da área da lesão proporciona complicações da ferida como aumento na 

incidência de infecções retardando ainda mais o processo cicatricial e 

proporcionando uma cura longa com prognóstico de cura demorado, podendo o 

tecido restabelecido apresentar características frágeis onde a reincidência de 

lesão poderá ocorrer devido à esta fragilidade (56). 

O nível de pré-albumina pré-operatório em enxertia de pele pode ser 

observado em um estudo e sinalizou um possível retardo na cicatrização 

demonstrando que indivíduos que apresentam estes níveis diminuídos 

requerem maior tempo para o fechamento da lesão (57). 



A albumina sérica e contagem de células brancas do sangue baixas, 

diminuída concentração de proteínas, incidência de constante nutrição 

parenteral total, e cirurgias recorrentes nos idosos desnutridos foram 

associados com a morte juntamente com o longo tempo de operação devido ao 

sangramento operatório, ambos os indicadores de complexidade cirúrgica pois 

a inflamação crônica. Desnutrição e insuficiência hepática levam à uma 

capacidade de cicatrização prejudicada sendo importantes razões também 

para o fracasso de um processo cicatricial pós operatório sugerindo um melhor 

aporte nutricional e um planejamento cuidadoso na avaliação pré operatória (58). 

 
2.4 Terapia por Photobiomodulação 

 
 

A palavra LASER é um acrônimo de Light Amplification by 

Stimulated Emission of Radiation que significa radiação de luz por emissão 

estimulada de radiação eletromagnética, tendo seu princípio descrito por Albert 

Einstein em 1916 (59). 

O LASER é um tipo de radiação eletromagnética não ionizante, 

monocromática e unidirecional sendo que estas características permitem a 

obtenção de alta densidade de energia concentrada em pequenos pontos, 

poporcionando assim variados tratamentos na sua forma em alta ou baixa em 

potência, sendo que a interação com o tecido biológico depende do 

comprimento de onda, da densidade de energia e da potência do laser (59). 

O termo fotobiomodulação refere-se ao uso de fótons em uma 

irradiância não térmica para acelerar a atividade biológica. As principais 

aplicações médicas da PBMT são a redução da dor e da inflamação, a 

diminuição no tempo do reparo tecidual, a promoção da regeneração de 

diferentes tecidos e nervos, a prevenção de danos nos tecidos, apresentando 

diminuição do nível de TNF-α e NF-kB, e regulação dos níveis de proteína, de 

VEGF, FGFR-1, HIF-1α e de metaloproteinases de matriz-2 e 9 em 

comparação com os controles como demonstrou um estudo realizado em 

lesões por queimaduras em ratos tratados com LASER de Ga-As 904 nm com 

potência de saída média de 0,7 mW; 0,4 mW / cm2 de irradiância média; 0,2 J / 

cm22 de fluência total onde as fotomicrografias mostraram não haver 

inflamação e apresentou aumento na deposição de colágeno (60). 



O mecanismo associado a fotobioestimulação celular apresenta uma 

ampla gama de efeitos nos níveis molecular, celular e tecidual. Acredita-se que 

o mecanismo biológico básico por trás dos efeitos da PBMT seja a absorção da 

luz vermelha pelos cromóforos mitocondriais, em particular a citocromo c 

oxidase (CCO), contida na cadeia respiratória localizada dentro das 

mitocôndrias (61). 

Os espectros de absorção obtidos para CCO em diferentes estados 

de oxidação foram registrados e encontrados como muito similares aos 

espectros de ação para respostas biológicas à luz. Hipotetiza-se que essa 

absorção de energia  luminosa  possa  causar  fotodissociação  do  óxido 

nítrico 9 levando ao aumento da atividade enzimática, do transporte de  

elétrons, da respiração mitocondrial e da produção de trifosfato de adenosina 

(62). 

Por sua vez, a PBMT altera o estado redox celular, que induz a 

ativação de inúmeras vias de sinalização intracelular, e altera a afinidade dos 

fatores de transcrição relacionados à proliferação celular, sobrevivência, reparo 

e regeneração tecidual (63). 

O sucesso da PBMT e seus respectivos efeitos são dependentes do 

comprimento de onda, da energia aplicada, da dose utilizada e do tempo de 

aplicação, sendo estes parâmetros responsáveis pelos resultados encontrados 

nos mais variados estudos apresentados na literatura, tais como aumento na 

proliferação celular, na produção mitótica, na síntese de proteínas (64) aumento 

na produção de colágeno e diminuição do stress oxidativo aumentando (16). 

Há uma janela óptica entre cerca de 650 nanometros (nm) a 1200 

nm em que o processo de penetração da luz nos tecidos biológicos são 

maximizados, para tanto a utização da fotobiomodulação utiliza vermelho e 

infravermelho próximos aos 600-1100 nm (61). 

De acordo com a Primeira Lei de Fotoquímica, os fótons de luz 

devem ser absorvidos por cromóforos que são fotoreceptores moleculares para 

ocorrer a reação fotoquímica (65). 

Através de fótons e a energia depositados nos tecidos ocorre um 

efeito biológico estimulando a produção de ATP gerada pela célula atuando 

diretamente na mobilidade iônica, dessa forma potencializando a bomba de 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4126803/#R9


sódio e potássio, mantendo com maior eficácia a diferença de potencial de 

ação intracelular e extracelular (66) 

Quando a célula é submetida à fotobioestimulação, observa-se um 

aumento na produção de ATP, maior atividade da enzima fosfatase alcalina, o 

que incrementa a proliferação celular, e ainda maior expressão de citocinas 

como IL-6, sugerindo que a irradiação a laser tem efeito terapêutico adicional 

por estimular a produção de citocinas, promovendo a comunicação intercelular, 

sua migração e sua proliferação para auxiliar no processo de cicatrização 

tecidual (67). 

As mitocôndrias desempenham um papel importante na geração de 

energia e metabolismo, e por componentes da cadeia respiratória celular na 

membrana plasmática, sendo que ambas estão envolvidas no mecanismo de 

efeitos da fotobiomodulação, pois é onde acontecem a absorção de radiação 

visível e são consideradas como os principais mecanismos de ação da luz a 

nível celular (63). 

Um estudo onde foi realizada a fotobioestimulação em 

mitocôndrias isoladas, o resultado apresentou aumento do potencial 

electroquímico de prótons e da síntese de adenosina trifosfato (ATP) (68), 

aumento da síntese de RNA e proteína, e um aumento do consumo de 

oxigénio, do potencial de membrana mitocondrial, e da síntese de ATP e 

NADH (69). 

O citocromo c oxidase (CCO) apresenta ser o principal 

fotoreceptor à luz vermelha nas células, tendo semelhanças ao espectro de 

absorção em diferentes estados de oxidação (62). Na interação da 

fotobiomodulação, este pode produzir uma mudança no potencial redox 

aumentando a produção de espécies reativas de oxigênio e atividade redox 

das células e estas respostas catabólicas podem induzir mudanças em 

fatores de transcrição regulados por mudanças no estado redox celular 

sendo o mais importante o fator nuclear kB (NF-kB) (63) (70). 

A produção ou a liberação, ou seja, a regulação de óxido nítrico 

(NO) através da fotobiomodulação, pode ocorrer a partir da mitocôndria por 

dissociação a partir de armazenamentos intracelulares (71), ou por 

dissociação de NO a partir do CCO (72). 



2.5 Cicatrização e Fotobiomodulação por Laser 

 
Estudos envolvendo a utilização da PBMT apresentaram incremento 

na cicatrização tecidual aumentando a produção de radicais livres e de 

peróxido lipídico quando irradiadas no comprimento de onda de 660 nm (73), em 

tendões de ratos análises bioquímicas dos tendões revelaram um aumento de 

26% na concentração de colágeno, com o uso de LASERS HeNe de 632.8 nm 

HeNe diariamente a 1.0 J/ cm2 (-2) por 14 dias em comparação com os 

controles (74)
 

A PBMT em 904 nm potência de saída média de 0,7 mW de 

irradiância média; 0,2 J/cm22 de fluência total reduziu a resposta inflamatória e 

foi capaz de aumentar a proliferação celular, a deposição de colágeno e 

contração da ferida no processo de reparo de feridas de queimaduras, 

diminuindo o nível de TNF-α e NF-kB, e regulados os níveis de proteína de 

VEGF, FGFR-1, HSP-60, HSP-90, o HIF-1α e metaloproteinases, reduzindo a 

resposta inflamatória e aumentando a proriferação celular (75). 

O tratamento a laser com 50 mW em 808 nm e dos e fluência de 

142,4 J / cm 2 foi mais eficiente que 100 mW na redução da inflamação celular 

e diminuiu a expressão de IL-1β e IL-6. No entanto, o tratamento de 100 mW 

levou a uma redução maior do TNFα em comparação com o tratamento de 50 

mW (12). 

O tempo de exposição avaliado em 810 nm com 5 e 50 mW com 

energia de 3 e 30 j/cm 2 respectivamente durante 5 dias demonstrou após 

análise no marcador inflamatório prostaglandina sérica E2 (PGE2), que tempos 

de iluminação mais longos foram mais eficazes do que os tempos curtos e é 

altamente eficaz no tratamento inflamatória reumatóide nestes parâmetros (76). 

Os grupos tratados com laser de baixa intensidade mostraram uma 

redução estatisticamente significativa na ferida em lesões cutâneas de rato 

aumentando a repitelização e a cicatrização e tem um efeito imunomodulador 

em TGF-beta expressão em locais de cicatrização de feridas, nos parêmetros 

de 15 mW de potência, com uma dose de 3,8 J / cm ( 2 ), por 15 segundos (77). 

Dois grupos laser de 660nm a uma fluência de 30 ou 40J / cm2 e 

cirurgia de retalho cutâneo irradiada com laser de 780nm em uma fluência de 



30 ou 40J / cm22 e em ambos a irradiação foi capaz de modular a secreção de 

VEGF, a atividade de MMP-2 e a expressão de HIF-1α (78). 

A angiogénese, o crescimento de novos vasos sanguíneos a partir 

de vasos pré-existentes, representa um excelente alvo terapêutico para o 

tratamento de cicatrização de feridas e doença cardiovascular, e a 

fotobiomodulação aumenta a expressão de VEGF e proliferação de células 

endoteliais vasculares através da ativação de ERK / Sp1 via, sendo importante 

aspecto no processo de reparo tecidual (79). 

As vantagens da fotobiomodulação foram observadas em tratamento 

de estenose de traquéia reduzindo a gravidade do processo inflamatório 

biomodulando a quantidade de tecido de granulação e melhorando o 

tratamento da cicatrização da estenose traqueal (80). 

Na odontologia os tratamentos com as irradiações em tratamentos 

peiodontais de periodontites utilizando um laser de diodo com um comprimento 

de onda de 808 nm com densidade de energia de 4 J / cm2 (2), irradiados no 

primeiro, segundo e sétimo dia de tratamento, mostraram significativa melhora 

no índice de sangramento do sulco, na dor e edemama apesar de não ter 

apresentado melhora nos índices de cura após a fotobiomodulação (81). 

Ainda na odontologia, resultados na melhora de tratamentos orais 

foram observados após procedimento de remoção cirúrgica de pré molares 

reduzindo o desconforto pós operatório relacionado a dor apesar de não haver 

melhorado o processo de cicatrização quando tratados com 5,1 J (60 J / cm22) 

de densidade de energia de um laser diodo de gálio-alumínio-arseneto 

(GaAlAs) com comprimento de onda, 830 nm; potência de saída, 0,1 W) em 

três pontos diferentes intraoralmente, 1 cm do tecido-alvo imediatamente e às 

48 e 72 h após o procedimento cirúrgico (82). 

Em uma tentativa de diminuir a incidência de deiscência pós- 

operatórias após a reparação cirúrgica a irradiação a laser no comprimento de 

onda 685 nm com 25 mW de potência e energia de 0,19 J foi realizada 

imediatamente após a incisão cirúrgica corretiva em 23 neonatos com 

mielomeningocele e revelou um declínio significativo na deiscência da ferida 

operatória, evitando morbidades, bem como a redução do período de 

internação (83). 



Em deicência de safecnotomia o tratamento com a fotobiomodulação 

revelaram aumento do tecido de granulação, reduziu a inflamação e houve 

alívio da dor a partir da primeira aplicação realizada 30 dias de pós operatório 

(84). 

Em úlceras diabéticas crônicas que não responderam a outros 

tratamentos a PBMT promoveu uma granulação rápida concluindo que a 

técnica pode encurtar o período de tempo  necessário  para  alcançar  

completa cicatrização com 685 nm, densidade de energia 10 J/cm22 por 20 

semanas. (85). 

Tratamento  com  PBMT  no  comprimento  de  onda   de   632,8  

nm, 30 mW  de potência parece ser um método eficiente e viável, indolor e     

de baixo custo relativos às úlceras de reparação de tecidos em lesão em pé de 

diabético tipo II, reduzindo de maneira significativa o tamanho da ferida (86). 

Os efeitos da PBMT em fibroblastos da pele humana cultivados em 

uma alta concentração de glicose mostraram maior viabilidade e proliferação 

celular sugerindo que a irradiação teve efeito estimulatório sobre a taxa de 

proliferação em densidades de energia de 0,5, 1 e 2 J / cm22 (13). 

Em queimados diabéticos a taxa de falência do enxerto e amputação 

é alta devido à perfusão tecidual prejudicada e o tratamento utilizando de 650 

nm , 2 J/cm2 para o leito da úlcera e um infravermelho de 810 nm laser de luz 6 

J/cm (2) para as margens proporcionou completa cura em oito semanas de 

tratamento mostrando ser este um tratamento promissor para vítimas de 

queimaduras, especialmente diabéticos (87). 

 
2.6 Colágeno e Propriedades Mecânicas da Pele 

 

 
Lesões na pele, induzidas por traumas, procedimentos cirúrgicos, 

queimaduras ou infecções, estimulam a liberação de várias substâncias 

químicas que participam do processo inflamatório agudo, provocando 

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

síntese de matriz extracelular, direcionando para a remodelação do tecido 

lesionado. Estas lesões podem acometer várias estruturas levando a uma 



descontinuidade da integridade e alteração de propriedades específicas do 

tecido (88) (89) 

As alterações das propriedades mecânicas da pele após um processo 

lesivo ou tratamento cirúrgico começaram a serem descritas a vários anos 

atrás, quando foi demonstrado a importância do colágeno na melhora da 

resistência do pele (90) (91). O colágeno sintetizado pelas células tem uma 

importância fundamental na constituição da matriz extracelular no tecido 

conjuntivo, sendo responsável por suas propriedades físicas. O colágeno pode 

formar fibras com organizações específicas dependendo do tecido biológico e 

esta organização pode sofrer perturbações importantes após o processo lesivo 

(92). 

Estas alterações quantitativas e qualitativas do colágeno interferem 

diretamente nas propriedades mecânicas do tecido biológico (93). Desta forma, 

não apenas sua concentração como também a proporção do tipo de colágeno, 

bem como a organização destas fibras podem alterar a resistência do tecido (94) 

(95). 

Atualmente, o colágeno é bastante estudado em associação com 

biomateriais na engenharia de tecidos, apresentando resultados promissores 

como bio-substitutos de diversos tecidos, entre eles ossos, tendões, vasos e 

pele (96) (97). No entanto o colágeno pode sofrer ação de enzimas específicas 

que promovem sua biodegradação, reduzindo de forma significativa suas 

propriedades mecânicas (98). Porém, apesar de ser conhecida a importância do 

colágeno nas propriedades mecânicas do tecido, alguns fatores como sua 

proporção, distribuição e organização ainda não foram totalmente esclarecidos. 



3 OBJETIVOS 

 
 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 
 

Avaliar a ação da fotobiomodulação na fase de proliferação no 

reparo de feridas cutâneas induzidas em ratos desnutridos. 

 
3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 
 

1- Analisar a ação da terapia por fotobiomodulação na 

imunomarcação de MMP3 e MMP9. 

2- Analisar a ação da terapia por fotobiomodulação no colágeno 

total, colágeno tipo I e colágeno III, analisado por microscoscopia por luz 

polarizada. 

3- Analisar a ação da fotobiomodulação no comportamento das 

propriedades mecânicas do tecido cicatricial por meio de máquina universal de 

ensaio. 



4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 
4.1 Amostra 

 

 
A amostra foi composta por 40 Rattus novergicus da linhagem 

Wistar machos adultos com 12 semanas, provenientes do biotério central da 

Universidade Nove de Julho, mantidos em condições controladas de 

luminosidade e temperatura, com água ad libitum, 20 animais receberam 

alimentação hipoprotéica a 8% a ser descrita no protocolo do quando 4.3,  e  

20 animais controle receberam dieta normoproteica comercial Nuvilab a 25 %. 

 
 

4.2 Aspectos Éticos 

 

 
Todos os procedimentos experimentais foram submetidos à 

avaliação do Comitê de Ética da Universidade Nove de Julho e aprovados sob 

protocolo (AN 0031.2014), e estão de acordo com as normas do Colégio 

Brasileiro de Experimentação Animal – COBEA e aos padrões de 

experimentação animal do International Council for Laboratory Animal Science. 

 
 

4.3 Dieta 

 

 
Foram empregados dois padrões de dieta semi purificadas para o 

experimento: dieta normoproteica (comercial NUVILAB) contendo 25% de 

proteína (caseína de alto valor biológico) e dieta hipoprotéica, contendo 8% de 

proteína (caseína, sendo a diferença substituída por amido), conforme descrito 

no quadro 1. 



4.4 Protocolo de desnutrição 

 

 
O protocolo de desnutrição (99) (100) foi iniciado ao desmame, quando 

os animais passaram a receber uma ração especial com baixo teor de proteína 

(8,40%) (caseína, sendo a diferença substituída por amido), e dieta 

normoproteíca contendo 25% de proteína (caseína de alto valor biológico) e 

dieta hipoprotéica, conforme descrito no quadro1. 

 
 

Quadro 1. Composição da ração hipoproteica utilizada no protocolo de 
desnutrição 

Perfil Calórico % % Kcal 

Proteína 8,40 9,05 

Carboidrato 69,09 74,42 

Gordura 6,82 16,53 

Kcal/g 3,7 - 

 
 
 

4.5 Grupos experimentais 

 

 
Para compor os grupos experimentais do projeto foi realizado um 

cálculo amostral com base nos estudos de Rambo et al., (2014), com poder de 

teste de 80 e nível alfa de 0,05, resultando em uma amostra mínima de 05 

animais, por grupo, totalizando 40 animais (11). 

Foram utilizados 40 ratos. Vinte (20) ratos receberam dieta 

hipoprotéica, vinte (20) ratos receberam dieta normoprotéica. Estes animais 

foram distribuídos em 2 subgrupos conforme o tempo experimental de 7 e 14 

dias após a confecção das lesões, conforme a Figura 3. 



Figura 3. Distribuição dos grupos e sub grupos experimentais. 

 

 
 

 
4.6 Confecção das lesões cutâneas experimentais 

 

 
Após a pesagem, os animais foram anestesiados, com uma mistura 

87 mg/Kg, Dopalen® e xilazina 13 mg/Kg, Anesadan® e Vetbrands por via intra 

peritonial. 

Uma vez anestesiados, os animais foram posicionados em decúbito 

ventral, o local foi desinfectado com o álcool-iodado, e foi realizada a tricotomia 

na região do dorso do animal. 

Para realização de cada uma das 4 feridas, foi utilizado um "punch" 

de 8mm de diâmetro permitindo a remoção de uma área circular da pele. 

Foram realizadas 4 feridas em cada animal, com localização a 

porção média / lateral do plano sagital mediano. 

Após a confecção das feridas os animais foram colocados em 

gaiolas limpas, sendo 01 em cada uma, com água e ração apropriada de 

acordo com o grupo experimental. 

Foi utilizado como medicamento analgésico Tramadol (TRAMAL - 

Teuto®) por 3 dias após a confecção das lesões cutâneas na dose de 5 mg/kg, 

de 4/4 horas, via intra-muscular, para evitar que os animais tivessem dor. 



4.7 Terapia por fotobiomodulação 

 
 

A fotobiomudulação foi aplicada utilizado um laser de baixa 

intensidade, modelo Thera Laser da marca DMC operando no comprimento de 

onda 660 nm, densidade de energia de 72 J/cm2 com a potência de 50 mW, 

sendo a área do feixe de 0,028 cm2, energia entregue de 2 Joules, área total de 

energia de 08 Joules, com um tempo de irradiação de 40 segundos por ponto. 

A aplicação da irradiação foi iniciada após a confecção das lesões 

cutâneas, e em dias alternados, nos grupos experimentais normoproteico 

tratados e hipoproteico tratados até o dia da eutanásia de cada grupo. Os 

normoproteicos e hipotpoteicos não tratados não receberam tratamento. 

 
 

Tabela 1 – Parâmetros da terapia por fotobiomodulação. 
 

Densidade de Energia 72J/cm2 

Comprimento de onda 660 nm 

Potência 50W 

Área do feixe 0,028 cm2 

Tempo de Aplicação 40 segundos 

Técnica contato 

Energia 2 J 

Densidade de Potência 1,78 J/cm2 

Energia Total 8 J 

 
 
 

4.8 Eutanásia 

Os animais foram identificados, pesados e posteriormente 

eutanasiados administrando-se, Tiopental (THIOPENTAX - Cristália) dose de 



100mg/kg (DL) por via intraperitoneal associado a lidocaína 10mg/ml 

(Xylestesin - Cristália). 

As amostras obtidas foram distribuídas da seguinte maneira: 

amostras congeladas e armazenadas em freezer -80 graus para teste de 

resistência mecânica; amostras fixadas em formol a 10% para procedimentos 

histológicos e de imunohistoquímica.. 

 
4.9 Procedimentos histológicos e quantificação 

 

 
As amostras foram fixadas com formol e submetidas à técnica 

histológica clássica para inclusão em parafina, composta pela seguinte 

sequência: desidratação em concentrações crescentes de álcool; diafanização 

com xilol que permitiu a penetração de parafina na peça; impregnação em 

banhos de parafina e inclusão em moldes; cortes transversais com uma 

espessura de 4 (µm) micrometros e montagem em bálsamo sintético. As 

secções obtidas foram coradas em Picrosírus red. 

A observação das fibras de colágeno coradas por picrosirius red foi 

realizada por meio de luz polarizada, uma vez que este método permite a 

diferenciação do colágeno tipo I (birrefringência laranja-amarelo a laranja e 

vermelho) e tipo III (birrefringência verde ou amarelo-verde). De cada lâmina, 

cinco (5) campos histológicos foram capturados com câmera digital (5,0 mm)  

as fotomicrografias foram realizadas com aumento de 40x. As imagens foram 

analisadas com auxílio do software Image-Pro Plus 4.5, (Media Cybernetics, 

MD, EUA), obtendo-se o percentual de colágeno de cada tipo I e III de acordo 

com a seleção e medição de áreas com base na cor. (Figura 4 e 5) 



 

Figura 4. Imagem ilustrativa da tela do programa Image-Pro plus 4.5 utilizado 
na quantificação do colágeno tipo I e III. 

 
 
 
 
 
 
 

Figura 5. Imagem ilustrativa da utilização da ferramenta de macro do Image- 
Pro pus 4.5, na segmentação do colágeno. 



4.10 Teste de propriedades mecânicas da pele 

 

 
O ensaio de tração foi realizado em equipamento do tipo 

Tensiômetro Máquina Universal de Teste, 200N que possui interface com 

microcomputador e os dados do ensaio foram processados e expostos através 

do software Tesc. A amostra de pele (ferida cutânea) foi fixada à máquina 

universal de teste, utilizando uma garra (acessório) que contêm ranhuras em 

sua superfície (para auxiliar na fixação da pele) mediante compressão  

realizada pelo ajuste de um parafuso, evitando o escorregamento do tecido 

cutâneo durante o ensaio (Figura 6). Após a fixação da amostra, foi aplicada 

pré-carga de 200 gramas (2 N) durante 30 segundos, com intuito de promover 

acomodação do sistema, evitando-se possíveis folgas no conjunto máquina, 

acessório e amostra. Após a pré-carga o ensaio prosseguiu, com velocidade 

pré-estabelecida de 5 mm/min. A carga aplicada foi registrada pelo software em 

intervalos regulares de alongamento até o momento de ruptura do tecido 

cutâneo. A partir dos gráficos (carga “versus” alongamento) de cada ensaio, 

foram obtidas e analisadas as seguintes propriedades mecânicas: elasticidade 

e tensão máxima (Figura 7). 



 
 

Figura 6. Representação esquemática de uma máquina universal de ensaio. 
 

Figura 7. Ilustração da execução do teste de resistência mecânica das feridas 
cutâneas realizadas na maquina universal de ensaio. 



4.11 Propriedades Mecânicas da Pele 

 
 

Os animais foram eutanasiados após 7 ou 14 dias do início do 

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

realizadas as lesões cutâneas, foram removidos para posteriores análises. 

As dimensões dos retalhos cutâneos (largura, espessura) foram 

registradas para normalização das amostras e em seguida foram fixadas em 

grampos (pinças) específicas, na máquina de ensaio mecânico (Intermetric 

200). Foi mantida a distância de 5 cm entre os fixadores. (Figura 8). 

Imediatamente após a fixação dos retalhos cutâneos, foi realizado o 

ensaio cíclico de tração vertical, utilizando velocidade de carga e descarga de 

10 mm/min, e aumento de 1 mm por carga até o momento da ruptura. (Figura 

7). 

Vários testes de carregamento e descarregamento de forças foram 

realizados até o momento da ruptura do tecido cutâneo. Neste momento, o 

teste de tração mecânico foi interrompido automaticamente. Os valores de 

Força máxima e Deformação até o momento da ruptura foram registrados 

(Figura 8).. 
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Figura 8: Gráfico do ensaio de Tração: Curva típica de registro durante a 
aplicação das forças de carregamento e descarregamento. 

 
 

4.12 Imuno-histoquímica 

 

 
As secções obtidas e reservadas para o procedimento de imuno- 

histoquímica foram lavadas em solução salina tamponada com fosfato (PBS) e 



a atividade de peroxidase endógena foi bloqueada com H2O2 a 0,3% em 

metanol durante 30 min. As secções foram lavadas em PBS (6 x 5 min 

lavagens) e montadas com soro de cabra normal a 1% em PBS durante 30  

min. Subsequentemente, as lâminas foram incubadas na presença de anticorpo 

primário aplicado durante a noite a 4° C. Os anticorpos primários utilizados 

foram: SOi (1:1000) ; MMP-3: anticorpo de coelho anti-MMP-3 (1:500), (ab- 

53015, Abcam, Tóquio, Japão), MMP-9: anticorpo anti-MMP-9 (1:500), (sc- 

6840, Santa Cruz Biotechnology, Inc.), uma reação de coloração foi realizada 

com diaminobenzidina (Wako Pure Chemical Industries, Osaka, Japão) e os 

núcleos foram contra corados com hematoxilina. As áreas de coloração positiva 

para cada uma das marcas foram observadas sob um microscópio de luz 

(E200, Nikon, Japão) e as imagens foram capturadas por um microcomputador 

equipado com o software IC Capture 2.2 (The Imaging Source, Alemanha). De 

cada amostra, 4 imagens foram gravadas de diferentes campos de visão, 

incluindo cada parte do corado, usando uma objetiva de 10x para que o 

comprimento fosse capturado. Uma vez capturadas, as imagens foram 

analisadas usando um sistema de análise de imagens baseado em software 

(Image-Pro Plus® 4.5, Media Cybernetics, MD, EUA).(Figura 9) 



 

Figura 9. Imagem ilustrativa da quantificação das áreas imuno marcadas após 
o procedimento de imuno-histoquímica utilizando o programa Image-Pro plus 
4.5. 

 

 
4.13 Análise Estatística 

 
 

Os dados obtidos foram tabulados em Software Microsoft Excel 2007 

e inicialmente avaliados quanto à sua normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk, 

concluindo como resultado a distribuição normal, foi aplicado o teste de análise 

de variância ANOVA one way e “post hoc test”, o teste de Bonferroni foi usado 

para comparações entre grupos experimentais. Todos os dados foram 

expressos como valores de média e desvio padrão. Utilizou-se o software 

Prism® 5 (GraphPad, CA, EUA). Diferenças da hipótese nula foram 

consideradas significativas quando p <0,05. 



5 RESULTADOS 

 

 
5.1 Picrosirius Red - Colágeno tipo I 

 

 
O colágeno tipo I foi identificado por luz polarizada e quantificado em 

porcentagem por área analisada (mm2). Aos 7 dias após a realização das 

lesões, o grupo controle apresentou área média marcada para colágeno tipo I 

(62,80 ± 5,14), que foi comparada estatisticamente com os seguintes grupos: 

lesão normoproteica (42,87 ± 5,62), lesão hiperproteica (32,59 ± 3,04) e 

hiperproteico PBMT (39,01 ± 4,27), observou-se diferença estatística (p 

<0,001), e em comparação com o grupo normoproteíco PBMT (54,87 ± 3,62) a 

diferença encontrada foi (p <0,01). Na comparação entre lesão normoprotéica e 

os demais grupos obteve-se diferença estatística para o grupo das lesões 

hiperproteicas, (p <0,01), os grupos normoproteico PBMT e hipoproteico PBMT 

não apresentaram diferença estatística quando comparados. No entanto, na 

comparação entre o grupo com lesão hipoproteica e o PBMT normoproteico, 

observou-se diferença estatística (P <0,001). Quando a comparação foi entre 

os grupos tratados com PBMT (PBMT normoproteico x PBMT hipoproteico), 

observou-se diferença estatística com valor (P <0,001). (Figura 10. e 11) 

Aos 14 dias, o grupo controle (62,80 ± 5,14) comparado com o grupo 

com  lesão  normoproteica  (51,01  ± 8,24)  apresentou  diferença  estatística (p 

<0,05) em comparação com o grupo com lesão hipoproteica (40,80 ± 5,39) (p 
 

<0,001), mas quando comparados com os grupos que receberam tratamento, a 

PBMT normoproteica (61.047 ± 9.07) e a PBMT hipoproteica (55.23 ± 7.3) não 

apresentaram diferença estatística. No entanto, a comparação do grupo com 

lesão   normoproteico   com   os   demais   grupos   não   apresentou  diferença 



estatística (p> 0,05). Já na comparação do grupo com lesão hipoprotéica houve 

diferença estatística (p <0,01) apenas em comparação com o grupo 

normoproteico PBMT. Os grupos comparados tratados com PBMT 

normoproteico e PBMT hipoproteico não apresentaram diferença estatística (p> 

0,05). (Figura 10 e 12) 

 
 

5.2 Picrosirius Red - Colágeno tipo III 

 

 
Na análise também identificada por luz polarizada e quantificada em 

porcentagem pela área analisada do colágeno tipo III (mm2), observou-se que 

em 7 dias o grupo controle apresentou uma área média marcada para colágeno 

tipo III (70,87 ± 5,62) que quando comparado aos grupos: lesão normoproteica 

(32,87 ± 6,2), obtivemos diferença estatística (P <0,01). Na comparação com a 

lesão do grupo hiperproteico (28,59 ± 3,06) houve diferença estatística (p 

<0,001). Nos grupos que receberam PBMT, foi encontrada uma diferença 

estatística com o grupo hiperproteico PBMT (32,01 ± 4,91) com (p <0,05) e não 

houve diferença em comparação com o grupo normoproteico PBMT (47,87 ± 

8,67). (Figuras 10 e 13) 

Ao comparar o grupo normoproteico com os demais grupos, houve 

diferença estatística apenas com o grupo normoproteico PBMT (p <0,05). Em 

comparação com o grupo hipoprotéico, houve diferença com o grupo 

normoproteico PBMT (p <0,001). Na comparação entre os grupos tratados com 

PBMT (PBMT normoproteico x PBMT hipoproteico), encontramos diferença 

entre os grupos com valor de (p <0,01). (Figura 12. e 15). 

Aos 14 dias, observou-se diferença estatisticamente significante (p 
 

<0,001) entre os grupos controle (70,87 ± 5,62) e normoproteico (41,20 ± 6,72), 



lesão hipoprotéica (35,90 ± 6,72), PBMT hipoproteica (40,18 ± 6,04); em 

comparação com o grupo normoproteico PBMT (55,70 ± 8,91) não houve 

diferença (p> 0,05). Na comparação entre o grupo normoproteico e os demais 

grupos, não foi observada diferença estatística (p> 0,05), com nenhum dos 

grupos comparados (lesão hipoproteica, PBMT hipoproteico, PBMT 

normoprotéico). Quando realizamos a comparação do grupo com lesão 

hipoprotéica, observamos diferença apenas para o grupo normoproteico PBMT 

(P <0,01). Na comparação entre os grupos tratados com PBMT (PBMT 

normoproteico e PBMT hipoproteico) a diferença estatística apresentada para a 

porcentagem de colágeno tipo III foi (p <0,05). (Figura 10 e 14). 

 

 
Figura 10. Imagens representativa obtidas por meio de cortes histológicos 
corados com picrosirus red e visulados em microscópio com luz polarizada o 
que permitiu a contagem do porcentual de  de colágeno tipo III e I, bem como  
o entrelaçamento aos 7 e 14 dias após a lesão experimental nos grupos 
normoproteico, hipoproteica, normoproteico PBMT, hipoproteico PBMT. × 40. 
Barra de escala = 20 μm. 



 
 
 

 
 
 

 

Figura 11. Representação da análise do percetual de colágeno tipo I aos 7 dias 
após a confeção das lesão cutâneas, comparando dos grupos: grupo de 
normoproteico; grupo de hipotroteico; grupo normoproteíca PBMT; grupo 
hipotroteíca PBMT. Os valores estão representados em média e desvios 
padrão (DP). *** P <0,001 para comparação com normoproteico; ## P <0.01 e 
### P <0.001 para comparação com o grupo hipoproteico ; Φ P <0,05, Φ Φ P 
<0,01, Φ Φ Φ P na comparação entre os grupos normoproteico PBMT e 
hipoproteico PBMT. Foi utilizado o teste post-hoc de Bonferroni para 
comparações. 

 

 

Figura 12. Representação da análise do percetual de colágeno tipo I aos 14 
dias após a confeção das lesão cutaneas, comparando dos grupos: grupo de 
normoproteica; Grupo hipotroteico; Grupo normoproteica PBMT; Grupo 
hipotroteica PBMT. Os valores estão representados em média e desvios 
padrão (DP). *** P <0,001 para comparação com normoproteico; ## P <0.01 e 
### P <0.001 para comparaçâo com o grupo hipoproteico ; Φ P <0,05, Φ Φ P 
<0,01,  Φ  Φ  Φ  P,  na  comparação  entre  os  grupos  normoproteico  PBMT e 



hipoproteico PBMT . Foi utilizado o teste post-hoc de Bonferroni para 
comparações. 

 

 

 
Figura 13. Representação da análise do percetual de colágeno tipo III aos 7 
dias após a confeção das lesão cutâneas, comparando dos grupos: Grupo 
normoproteica; grupo hipotroteico; grupo normoproteico PBMT; gupo 
hipotroteico PBMT. Os valores estão representados em média e desvios 
padrão (DP). *** P <0,001 para comparação com normoproteico; ## P <0.01 e 
### P <0.001 para comparação com o grupo hipoproteico ; Φ P <0,05, Φ Φ P 
<0,01, Φ Φ Φ P na comparação entre os grupos normoproteico PBMT e 
hipoproteico PBMT. Foi utilizado o teste post-hoc de Bonferroni para 
comparações. 

 

 
Figura 14. Representação da análise do percetual de colágeno tipo III aos 14 
dias após a confeção das lesão cutaneas, comparando dos grupos grupo 
normoproteico; hrupo hipotroteico; grupo normoproteíca PBMT; grupo 
hipotroteico PBMT. Os valores estão representados em média e desvios 
padrão (DP). *** P <0,001 para comparação com normoproteico; ## P <0.01 e 
### P <0.001 para comparação com o grupo hipoproteico ; Φ P <0,05, Φ Φ P 
<0,01,  Φ  Φ  Φ  P   na  comparação  entre  os  grupos  normoproteico  PBMT e 



hipoproteico PBMT . Foi utilizado o teste post-hoc de Bonferroni para 
comparações. 

 
 

5.3 Propriedades Mecânicas da Pele 

 

 
5.3.1 Força Máxima – Fmax 

 

 
Os testes de propriedades mecânicas da pele foram conduzidos 

(Fmax, Dmax, e espessura da pele). Aos 7 dias após a realização das lesões, o 

grupo normoproteico apresentou área para Fmax (N) (13,27 ± 0,77), que foi 

comparada estatisticamente com os seguintes grupos normoproteíco PBMT 

(12,84 ± 0,45); hiperproteico (7,60 ±0,28) e hiperproteico PBMT (12,11 ± 0,93), 

observou-se diferença estatística (p <0,001), apenas na comparação com o 

grupo hipoprotéico. Na comparação entre o grupo normoproteico PBMT e o 

grupo hipoprotéico, também observou-se diferença estatística de (p <0,001). 

Quando a comparação foi entre os grupos tratados com PBMT (PBMT 

normoproteico x PBMT hipoproteico), não foi observado diferença estatística 

com valor (p <0,05). Já na comparação entre os dois grupos hipoprotéico 

(tratado com PBMT e não tratado) foi verificada diferença estatísticas de (p 

<0,001) (Figura 15). 



 
 

Figura15. Comparação da Força máxima (Fmax) da pele na área da cicatriz 
entre normoproteicos e hipoproteicos tratados e não tratados com PBMT. Em 
A- valores de força máxima 7 dias após a confecção das lesões. Os valores 
estão representados em média e desvios padrão (DP). * P <0,05; *** P <0,001 
para comparação com normoproteico; para comparação com o grupo 
normoproteico PBMT ## P <0.01 e ### P <0.001; comparação com o grupo 
hipoproteico; Φ P <0,05, Φ Φ P <0,01, Φ Φ Φ P<0.001; para comparação entre 
os grupos normoproteico. Foi utilizado o teste post-hoc de Bonferroni para 
comparações. 

 
 

Aos 14 dias, os testes de propriedades mecânicas da pele foram 

conduzidos (Fmax, Dmax, e espessura da pele). Aos 14 dias após a realização 

das lesões, o grupo lesão normoproteico apresentou média para Fmax (N) 

(13,00 ± 0,66), que foi comparada estatisticamente com os seguintes grupos 

normoproteíco PBMT (15,79 ± 0,88); lesão hiperproteica (9,03± 0,34) e 

hiperproteico PBMT (9,09 ± 0,94), observou-se diferença estatística (p <0,001), 

na comparação com os grupos normoproteíco PBMT , hipoprotéico, 

hipoprotéico PBMT. Na comparação entre o grupo com lesão normoproteica 

PBMT e o grupo hipoprotéico, também se observou diferença estatística de (p 

<0,001). Quando a comparação foi entre os grupos tratados com PBMT (PBMT 

normoproteico x PBMT hipoproteico), não foi observado diferença estatística 

Fmax – 7 dias 



com valor (p <0,05). Já na comparação entre os dois grupos hipoprotéico 

(tratado com PBMT e não tratado) foi verificada diferença estatísticas de (p 

<0,001). (Figura 16) 
 
 

 

Figura16. Comparação da Força máxima (Fmax) da pele na área da cicatriz 
entre normoproteicos e hipoproteicos tratados e não tratados com PBMT. Em 
A- valores de força máxima 14 dias após a confecção das lesões. Os valores 
estão representados em média e desvios padrão (DP). * P <0,05; *** P <0,001 
para comparação com normoproteico; para comparação com o grupo 
normoproteico PBMT ## P <0.01 e ### P <0.001; comparação com o grupo 
hipoproteico; Φ P <0,05, Φ Φ P <0,01, Φ Φ Φ P<0.001; para comparação entre 
os grupos normoproteico. Foi utilizado o teste post-hoc de Bonferroni para 
comparações. 

 
 

5.3.2 Deformação Máxima – Dmax 

 

 
Aos 7 dias após a realização das lesões, o grupo lesão 

normoproteica apresentou área para Dmax (N) (2,80 ± 0,10), que foi 

comparada estatisticamente com os seguintes grupos normoproteíco PBMT 

(2,45 ± 0,10); lesão hiperproteica (2,73 ± 0,15) e hiperproteico PBMT (3,28 ± 

0,16), observou-se diferença estatística (p <0,05), em comparação com o grupo 



hipoprotéico PBMT e também para a comparação com o grupo hipoprotéico 

PBMT (p <0,01)) (Figura 17 e 19). 

Na comparação entre o grupo com lesão normoproteica PBMT e o 

grupo hipoprotéico, também observou-se diferença estatística de (p <0,001). 

Quando a comparação foi entre os grupos tratados com PBMT (PBMT 

normoproteico x PBMT hipoproteico), foi observado diferença estatística com 

valor (p <0,001). Já na comparação entre os dois grupos hipoprotéico (tratado 

com PBMT e não tratado) foi verificada diferença estatísticas de (p <0,001) 

(Figura 17 e 19). 

Figura 17. Comparação da Deformação máxima (Dmax) da pele na área da 
cicatriz entre normoproteicos e hipoproteicos tratados e não tratados com 
PBMT. Em A- valores de Dmax 7 dias após a confecção das lesões. Os valores 
estão representados em média e desvios padrão (DP). * P <0,05; *** P <0,001 
para comparação com normoproteico; para comparação com o grupo 
normoproteico PBMT ## P <0.01 e ### P <0.001; comparação com o grupo 
hipoproteico; Φ P <0,05, Φ Φ P <0,01, Φ Φ Φ P<0.001; para comparação entre 
os grupos normoproteico. Foi utilizado o teste post-hoc de Bonferroni para 
comparações. 

 
 

Aos 14 dias, os testes de propriedades mecânicas da pele foram 

conduzidos (Fmax, Dmax, e espessura da pele). Aos 14 dias após a realização 

das lesões, o grupo lesão normoproteico apresentou média para Fmax (N) 



(3,09 ± 0,08), que foi comparada estatisticamente com os seguintes grupos 

normoproteíco PBMT (2,47 ± 0,15); lesão hiperproteica (2,69 ± 0,36) e 

hiperproteico PBMT (2,80 ± 0,50), não foi observado diferença estatística com 

no cruzamento estatístico entre os grupos tratados com PBMT . (Figura 18 e 

20) 

 
 
 

Figura 18. Comparação da Deformação máxima (Dmax) da pele na área da 
cicatriz entre normoproteicos e hipoproteicos tratados e não tratados com 
PBMT. Valores de Dmax 14 dias após a confecção das lesões. Os valores 
estão representados em média e desvios padrão (DP). * P <0,05; *** P <0,001 
para comparação com normoproteico; para comparação com o grupo 
normoproteico PBMT ## P <0.01 e ### P <0.001; comparação com o grupo 
hipoproteico; Φ P <0,05, Φ Φ P <0,01, Φ Φ Φ P<0.001; para comparação entre 
os grupos normoproteico. Foi utilizado o teste post-hoc de Bonferroni para 
comparações. 



 
 

Figura 19. Comparação da relação entre Força máxima x Deformação máxima 
(Dmax) da pele na área da cicatriz entre normoproteicos e hipoproteicos 
tratados e não tratados com PBMT. Valores de Fmax x Dmax 7 dias após a 
confecção das lesões. Em B valores de Fmax x Dmax 14 dias após a 
confecção das lesões. Os valores estão representados em média e desvios 
padrão (DP). 

 
 
 

Figura 20. Comparação da relação entre Força máxima x Deformação máxima 
(Dmax) da pele na área da cicatriz entre normoproteicos e hipoproteicos 
tratados e não tratados com PBMT. Valores de Fmax x Dmax 14 dias após a 
confecção das lesões. Os valores estão representados em média e desvios 
padrão (DP). 



5.3.3 Espessura da Pele 

 

 
Com a finalidade de dar subsídio aos testes de propriedade 

mecânica também foram realizadas medidas com a utilização de um 

paquímetro da espessura do tecido na área cicatricial. Foram observados os 

seguintes valores: grupo normoproteico (3,19 mm ± 0,19) e grupo hipoprotéico 

(2,93 mm ± 0,07), ao serem comparados pelo teste t student e pela diferença 

das variâncias teste F, obteve-se diferença significativa entre os dois grupos de 

(p=0,024). (Figura 21) 

Figura 21. Comparação da espessura da pele na área da cicatriz entre 
normoproteicos e hipoproteicos. Dados apresentados em média e desvio 
padrão. Média das variâncias Test F, *p,0,05. 

 
 

5.4 Metaloproteinases de Matriz - 3 (MMP-3). 

 

 
A imunorreatividade para MMP-3 foi quantificada usando áreas 

positivas detectadas pelo programa Image-Pro Plus 4.5. Observou-se que 7 

dias após a lesão, o grupo normoproteico (65,00 ± 7,21), mostrou diferença 

estatística na comparação com os grupos experimentais: grupo hipoprotéico 

(80.4 ± 90.1), (p <0,05); grupo normoproteico PBMT (45.7 ± 5.23), (p <0,0’1) e 



com o grupo hipoprotéico PBMT (63.2,31 ± 4.1). Houve também diferença 

estatística (p <0,001) na comparação do grupo hipoprotéico com os grupos 

normoproteico PBMT e hipoprotéico PBMT. Quando comparamos os dois 

grupos tratados (normoproteico PBMT e hipoprotéico PBMT) obteve-se 

diferença estatística de (p <0,01). (Figura 22 e 24 A) 

 

 
Figura 22. Representação gráfica das áreas positivas em mm2 detectadas para 
imunorreatividade das MMP-3 aos 7 dias após a confeção das lesão cutaneas, 
comparando dos grupos: grupo normoproteica; grupo hipotroteica; grupo 
normoproteíico PBMT; grupo hipotroteico PBMT. * p< 0,05; *** p <0,001 para 
comparação com normoproteico; ## p <0.01 e ### P <0.001 para comparação 
com o grupo hipoproteico; Φ Φ p <0,01, na comparação entre os grupos 
normoproteico PBMT e hipoproteico PBMT. Foi utilizado o teste post-hoc de 
Bonferroni para comparações. Os valores estão representados em média e 
desvios padrão (DP). 

 
Já aos 14 dias após a confecção das lesões as áreas positivas 

detectadas apresentaram os seguintes resultados: na comparação do grupo 

normoproteico (45,6 ± 2,9) com o grupo hipoprotéico (81,23 ± 7,34) houve uma 

diferença estatística de (p <0,001). Comparando o grupo normoproteico e o 

grupo normoproteico PBMT (36,2,6 ± 6,01) não houve diferença estatística de 

(p >0,05). Houve também uma diferença estatística de (p <0,001) quando se 

compara o grupo hipoprotéico com grupo hipoprotéico PBMT (63,2± 5,87) e 

normoproteico PBMT. Quando comparamos os dois grupos tratados 



(normoproteico PBMT e hipoprotéico PBMT) obteve-se diferença estatística de 

(p <0,001) (Figura 23 e 24). 

 

 
 

Figura 23. Representação gráfica das áreas positivas em mm2 detectadas para 
imunorreatividade das MMP-3 aos 14 dias após a confeção das lesão 
cutaneas, comparando dos grupos : grupo normoproteico; grupo hipotroteico; 
grupo normoproteico PBMT; grupo hipotroteíco PBMT. ** p< 0,01; *** p <0,001 
para comparação com normoproteico; ### P <0.001 para comparação com o 
grupo hipoproteico ; Φ Φ Φ p <0,001, na comparação entre os grupos 
normoproteíco PBMT e hipoproteico PBMT . Foi utilizado o teste post-hoc de 
Bonferroni para comparações. Os valores estão representados em média e 
desvios padrão (DP). 



 
 
 

 

Figura 24. Representação das fotomicrografias obtidas dos cortes histológicos 
e submetidos a técnica de imuno-histoquíca para MMp-3, obtidas aos 7 e 14 
dias após a confecção das lesões cutâneas em ratos normoproteicos e 
hipoproteicos tratados ou não com PBMT. Observar as áreas marcadas 
positivamente em marroz escuro, aumento de 40x. 



5.5 Metaloproteinases de Matriz - 9 (MMP-9) 

 
 

A imunorreatividade para MMP-9 foi quantificada usando áreas 

positivas detectadas pelo programa Image-Pro Plus 4.5. Observou-se que 7 

dias após a lesão, o grupo normoproteico (72,00 ± 5,51), mostrou diferença 

estatística na comparação com o grupo experimental:  grupo  hipoprotéico 

(95.4 ± 9.3), (p <0,001); no cruzamento com o grupo normoproteico PBMT 

(62.12 ± 5.5), e com o grupo hipoprotéico PBMT (73.21 ± 4.1) não houve 

diferença estatística (p >0,05). Houve também diferença estatística (p <0,001) 

na comparação do grupo hipoprotéico com os grupos normoproteico PBMT e 

hipoprotéico PBMT. Quando comparamos os dois grupos tratados 

(normoproteico PBMT e hipoprotéico PBMT) não houve diferença estatística de 

(p >0,05). (Figura 25 e 27) 

 

 

Figura 25. Representação gráfica das áreas positivas em mm2 detectadas para 
imunorreatividade das MMP-9 aos 7 dias após a confeção das lesão cutâneas, 
comparando dos grupos : grupo normoproteico; grupo hipotroteica; grupo 
normoproteico PBMT; grupo hipotroteico PBMT. *** p <0,001 para comparação 
com normoproteico; ### P <0.001 para comparação com o grupo hipoproteico. 
Foi utilizado o teste post-hoc de Bonferroni para comparações. Os valores 
estão representados em média e desvios padrão (DP). 



Aos 14 dias após a confecção das lesões as áreas positivas 

detectadas para MMP-9 apresentaram os seguintes resultados: na comparação 

do grupo normoproteico (55,0 ± 6,7) com o grupo hipoprotéico (71,4 ± 5,7) 

houve uma diferença estatística de (p <0,01). Comparando o grupo 

normoproteico e o grupo normoproteico PBMT (32,3 ± 3,21) houve diferença 

estatística de (p >0,001). Já quando comparamos o grupo normoproteico com 

grupo hipoprotéico PBMT (51,4± 6,17), não foi observado diferença estatística 

(p >0,05). Houve também diferença estatística de (p <0,001) quando se 

compara o grupo hipoprotéico com grupo hipoprotéico PBMT (51,4± 6,17) bem 

como com o normoproteico PBMT. Quando comparamos os dois grupos 

tratados (normoproteico PBMT e hipoprotéico PBMT) obteve-se diferença 

estatística de (p <0,001). (Figura 26 e 27) 

 

 

Figura 26. Representação gráfica das áreas positivas em mm2 detectadas para 
imunorreatividade das MMP-9 aos 14 dias após a confeção das lesão 
cutaneas, comparando dos grupos : grupo normoproteico; grupo hipotroteico; 
grupo normoproteico PBMT; grupo hipotroteico PBMT. ** p< 0,01; *** p <0,001 
para comparação com normoproteico; ### P <0.001 para comparação com o 
grupo hipoproteico; Φ Φ Φ p <0,001, na comparação entre os grupos 
normoproteico PBMT e hipoproteico PBMT. Foi utilizado o teste post-hoc de 
Bonferroni para comparações. Os valores estão representados em média e 
desvios padrão (DP). 



 
 

Figura 27. Representação das fotomicrografias obtidas dos cortes histológicos 
e submetidos à técnica de imuno-histoquíca para MMp-9, obtidas aos 7 e 14 
dias após a confecção das lesões cutaneas em ratos normoproteicos e 
hipoproteicos tratados ou não com PBMT. Observar as area marcadas 
positivamente em marroz escuro, aumento de 40x. 



6 DISCUSSÃO 

 

 
O principal objetivo deste estudo foi avaliar o processo de 

cicatrização de feridas em ratos submetidos à desnutrição protéica e tratados 

com PBMT em comparação com animais normoproteicos nas fases  

proliferativa e de maturação. Observamos que a resposta ao PBMT foi  

diferente nos casos de desnutrição em ratos; no entanto, o PBMT foi capaz de 

acelerar o processo de análise quando foi feita uma comparação entre animais 

desnutridos com e sem PBMT. Para tanto, foram realizados testes de 

resistência mecânica, investigação do colágeno depositado durante a 

cicatrização das feridas e a expressão imuno-histoquímica de MMP-3, MMP-9. 

Os experimentos foram realizados em dois momentos (7 e 14 dias) após a 

lesão cutânea, utilizando-se biópsia por punch em ratos normoproteicos e 

hipoprotéicos. 

Os principais resultados deste estudo incluíram o seguinte: O 

comportamento do processo de reparo ocorreu diferentemente entre ratos 

normoproteicos e hipoprotéicos, com um atraso óbvio nos grupos 

hipopróteicos, como verificado pela análise de colágeno tipos I e III. O grupo de 

normoproteíco tratado com PBMT mostrou um aumento na taxa de reparo da 

ferida em comparação com seu respectivo grupo sem tratamento; no entanto, o 

grupo hipopróteicos PBMT ainda apresentava uma defasagem no reparo 

comparado ao grupo controle de normoproteínas, principalmente em relação à 

fase proliferativa e de maturação. 

A cascata de cicatrização normalmente começa com um processo 

ordenado de hemostasia e deposição de fibrina, que leva a uma cascata de 

células inflamatórias, caracterizada por neutrófilos, macrófagos e linfócitos no 



tecido. Isto é seguido por atração e proliferação de fibroblastos e deposição de 

colágeno e, finalmente, remodelação por reticulação de colágeno e maturação 

da cicatriz (101). 

Tais achados são confirmados por outros estudos que mostram que 

a desnutrição tem uma das características para promover o atraso do processo 

de reparo. A depleção de proteínas leva a uma fase inflamatória prolongada 

pela diminuição da proliferação de fibroblastos, síntese de proteoglicanos e 

neoangiogênese (102), a contração da ferida é difícil, e a matriz celular é pobre e 

com baixa deposição de colágeno. Esses achados estão de acordo com outros 

estudos que demonstram que o PBMT acelera e melhora o processo de reparo 

(103) (104) tanto em condições normais (105) (106) (107) quanto em condições adversas 

como diabetes e outras doenças (108) (109) (110). Nossos resultados estão de 

acordo com RASHIDI et al. (2015) (111) quando descrevem que os principais 

efeitos fisiológicos e celulares da interação laser-tecido são a modulação da 

proliferação celular, motilidade celular, ativação de fagócitos e macrófagos, 

estimulação de respostas imunes, aumento do metabolismo celular, modulação 

da proliferação de fibroblastos, alteração dos potenciais de membrana celular, 

estimulação da angiogênese, alteração dos potenciais de ação e alteração da 

produção endógena de opioides. 

Na cicatrização de feridas, a produção excessiva de enzimas 

proteolíticas produzidas pelos macrófagos leva à redução das quantidades de 

fatores de crescimento e à destruição sucessiva da matriz extracelular (112) (113). 

Eles são atores-chave em todas as fases do processo de cura: remodelam o 

tecido de granulação, provavelmente controlam a angiogênese e regulam a 

atividade de alguns fatores de crescimento (114). No entanto, o processo 



proteolítico liberado pelos macrófagos também pode levar à destruição do 

tecido patológico (115). Este processo é dependente de MMPs secretadas por 

macrófagos, células endoteliais e fibroblastos, cuja atividade é controlada por 

inibidores de metaloproteinases teciduais (TIMPs). [35] 

Também realizamos uma análise de expressão imuno-histoquímica 

de MMP-3 e MMP-9, pois interferem diretamente na deposição e no processo 

proteolítico do colágeno, alterando todas as propriedades mecânicas deste. 

Nossos achados mostram que no grupo de normoproteínas houve um balanço 

entre a quantidade de colágeno e MMP3 e 9. No entanto, no grupo hipoprotéico 

este equilíbrio não foi encontrado com uma super-expressão de MMP-1 e 

MMP-9 ocorrendo 7 a 14 dias após a prejuízo. Também observamos que nos 

dois tempos experimentais os animais tratados com PBMT apresentaram uma 

regulação negativa das MMPs 3 e 9. Esses achados estão de acordo com os 

resultados apresentados anteriormente por Fiorio et al (116) e Rambo et al (11), 

embora o objeto de estudo fosse o envelhecimento. Os resultados de Silva et al 

(117) com lesões cutâneas em ratos diabéticos demostraram que uma PBMT foi 

capaz de promover uma MMP2 negativa e MMP9, além de aumentar a 

deposição de colágeno. 

Ayuk et al (118) em estudo envolvendo a MEC in vitro, com genes em 

um modelo de células diabéticas feridas, constatou-se que PBMT alterou 49 

genes na maioria das vezes regulados negativamente, dentre os quais MMP-1, 

MMP-2, MMP-8, MMP- e MMP -16. 

Nos estágios iniciais de feridas, cicatrização, fibroblastos dérmicos 

preenchem a ferida com primariamente Colágeno Tipo III, enquanto os estágios 

tardios são dominados pela produção de Colágeno Tipo I. Conforme a ferida é 



resolvida, a ultraestrutura do colágeno se torna mais refinada à medida que o 

colágeno aumenta a fibrilação, (tamanho), sofre interligação e desenvolve uma 

orientação de tecido semelhante à pele normal (119). 

O colágeno dérmico numa base por peso aproxima-se da resistência 

à tração do aço; no tecido normal, é uma molécula forte e altamente 

organizada. Em contraste, as fibras de colágeno formadas no tecido cicatricial 

são muito menores e têm aparência aleatória; O tecido cicatricial é sempre 

mais fraco e se rompe antes do tecido normal circundante. A força de tensão 

recuperada em uma ferida nunca se aproximará do normal. De fato, a 

resistência à tração máxima que uma ferida pode atingir é de aproximadamente 

80% da pele normal. 

Nossos achados também mostram que a diminuição da deposição 

de colageno e aumento da expressão das metaloproteinases podem estar 

relacionadas a importantes alterações na matriz extracelular no grupo que 

recebeu dieta hipoproteica, uma deposição ineficiente de fibras  colagenas 

leva, consequentemente, à formação de uma cicatriz fina e frágil. Tais achados 

mostraram que a administração da dieta hipoproteica retardou a deposição de 

colágeno tipo I e tipo III, prejudicando a migração celular e a síntese e 

remodelação das fibras. Os resultados das imagens de birefrigencia obtidas 

pela microscopia por luz polarizada do colageno marcado por Picro Sirus Red 

também sugerem que, além de diminuir a densidade, também houve ausência 

de alinhamento das fibras colagenas , o que levou ao comprometimento das 

propriedades biomecânicas do tecido durante os testes de ensaios mecanicos, 

outro achado a ser considerado foi a espessura das amostras que eram 

nitidamente mais finas nos animais que compuseram o grupo hipoproteico. 



Essas alterações estão associadas à formação de uma cicatriz mais frágil e 

menos resistente ao estresse por tração do que nos grupos normoproteicos . 

No período subsequente (quatorze dias – fase de remodelação) , a 

resistência da cicatrização cutânea de todos os grupos foi organizada, e não 

houve diferença estatistica entre os grupos, com relação  a  deformação 

durante o ensaio mecanico. Porem tanto o grupo normoproteico considerado 

controle como ambos os grupos (normoproteico e hipoproteico), tratados com a 

PBMT, apresentaram diferenças marcantes quando comparados com o grupo 

hipoproteico sem nenhum tratamento tanto na Força maxima - Fmax como na 

deformação maxima - Dmax, a pele dos animais do grupo hipoproteico PBMT 

era mais resistente a tração aplicada do que as do grupo hipoproteico sem 

tratamento e sua deformação era mais lenta. A  fase de remodelação é a  

última etapa no processo de cicatrização e é caracterizada por um aumento no 

tecido de resistência biomecânica devido à substituição do tecido de 

granulação rico em colágeno tipo III pelo tecido mais forte, rico em colágeno 

tipo I (120). 

Segundo Gonzaga et al. (2009) (121), O PBMT estimula a deposição 

de fibras de colágeno nos estágios finais da cicatrização de feridas. Essa 

melhora da deposição de colágeno promovida pela PBMT pode estar 

intimamente relacionada ao fato de que a PBMT é capaz de supra regular a 

liberação de algumas citocinas responsáveis pela proliferação de fibroblastos e 

síntese de colágeno, como FGF-β e TGF, respectivamente. 

Além disso, tem sido sugerido (122) que o PBMT aumenta a síntese 

de ATP e, consequentemente, a atividade enzimática da célula. Assim, parece 

racional supor que a PBMT por laser de baixa intensidade possa regular 



positivamente a atividade de enzimas responsáveis pela síntese de fibras de 

colágeno. 



7 CONCLUSÃO 

 
Concluímos que a fotobiomodulação quando aplicadas sobre feridas 

cutâneas induzidas em ratos desnutridos, foi eficaz na fase de proliferação no 

tratamento. 

A de quantidade na imunomarcação de MMP3 analisadas, 

apresentaram uma maior regulação em sua quantidade aos 7 dias do que aos 

14 dias. As MMP9 apresentaram bons índices aos 7 e aos 14 dias 

apresentando maior aproximação aos níveis do grupo controle. 

Analisado por microscoscopia de por luz polarizada a quantidade de 

colágeno aos 7 dias, os apresentou um resultado expressivo no aumento da 

quantidade de colágeno tipo III e regulação da quantidade de colágenos tipo I. 

Aos 14 dias não foram observadas evidências suficientes de que ocorreu 

regulação na quantidade de colágeno tipo I e colágeno III. 

As análises realizadas aos 7 dias nas propriedades mecânicas do 

tecido cicatricial avaliado por meio de máquina universal de ensaio, a 

elasticidade e resistência do tecido equiparou-se ao grupo controle, aos 14 dias 

o tecido não apresentou melhora em sua resistência quando comprado ao 

grupo controle. 

Mais estudos clínicos são necessários para confirmar esses achados 

em contextos clínicos. 
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