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RESUMO 

O retalho cutâneo (RC) é uma técnica utilizada na cirurgia plástica há muitos anos com o intuito 

de reparar grandes lesões de pele seja devido a traumas ou após procedimentos operatórios, no 

entanto, apresenta como complicação a necrose tecidual. Um tratamento que apresenta 

comprovação científica para a diminuição da necrose do RC é a terapia por fotobiomodulação 

(TFBM). Devido ao número de parâmetros envolvidos na dosimetria dessa terapêutica, algumas 

lacunas ainda existem na literatura. Sendo assim os objetivos desse trabalho foram; encontrar o 

melhor local de aplicação com o mesmo tempo de irradiação e investigar os efeito do tratamento 

preemptivo associado ao tratamento pós-operatório com TFBM com diferentes doses na 

viabilidade em RC em ratos. Para isso foram utilizados 81 ratos (Rattus norvegicus), machos 

divididos em dois estudos. No primeiro estudo, 18 animais foram aleatorizados em três grupos. 

O grupo I (GI) simulação da TFBM, o grupo II (GII) TFBM em três pontos na base cranial do 

RC e o grupo III (GIII) TFBM em doze pontos no interior do RC. Os animais do GII 

apresentaram menor área da necrose e maior quantificação do colágeno quando comparado com 

o grupo controle. Concluiu-se que a aplicação da TFBM em três pontos na base cranial do RC 

foi a mais eficiente.  No segundo estudo, 63 ratos foram randomizados em cinco grupos: Grupo 

Controle (GC): simulação da TFBM; Grupo preemptivo + laser 1,1J (GP1): TFBM preemptivo 

com 1,1J de energia por ponto; Grupo preemptivo + laser 4J (GP4): TFBM preemptivo com 4J 

de energia por ponto; Grupo 1 (G1): TFBM imediatamente após a cirurgia com 1,1J de energia 

por ponto; Grupo 4 (G4): TFBM imediatamente após a cirurgia com 4J de energia por ponto. 

No terceiro dia após a aleatorização os animais foram submetidos a cirurgia do RC de base 

cranial.  Em ambos os experimentos a TFBM foi realizada com um laser de 660 nm com uma 

potência de 50mW. Os animais do GC, GP1 e GP4 tiveram seus tratamentos iniciados 72 horas 

antecedentes a cirurgia e foram subdivididos em 2 períodos experimentais, sendo o primeiro no 

dia da realização do RC (n= 6) e o segundo no 7ª dia pós-operatório. Na primeira avaliação foi 

possível encontrar maior número de vasos, mastócitos e maior expressão do FGF e VEGF no 

GP1 comparado ao GC e maior expressão desses mesmos fatores no GP4 comparado ao GC. 

Na segunda avaliação o GP1 apresentou melhores resultados quando comparado ao GC na 

maioria das análises realizadas.  Assim este estudo demonstra que o tratamento preemptivo com 

a TFBM com a aplicação de 1,1J de energia por ponto foi eficaz na melhora do RC.  

 

Palavras chave: Retalho Cutâneo Randômico; Terapia por Fotobiomodulação; Período Pré-

operatório e Angiogênese.  



 

 

ABSTRACT 

Skin flap (SF) is a technique used in plastic surgery for many years to repair large lesions of 

the skin either due to trauma or after operative procedures, however, it presents as a 

complication tissue necrosis. A treatment that presentes scientific evidence for the reduction of 

SF necrosis is photobiomodulation therapy (TFBM). Due to the number of parameters involved 

in the dosimetry of this therapy, some gaps still exist in the literature. Thus the objectives of 

this work were; find the best site of application with the same irradiation time and investigate 

the effects of preemptive treatment associated with postoperative treatment with TFBM at 

different doses on viability in SF in rats. For this, 81 rats (Rattus norvegicus), males divided in 

two studies were used. In the first study, 18 animals were randomized into three groups. Group 

I (GI) simulation of TFBM, group II (GII) TFBM in three points in the cranial base of the SF 

and group III (GIII) TFBM in twelve points inside the SF. The animals of the GII presented 

smaller area of the necrosis and greater quantification of the collagen when compared with the 

control group. It was concluded that the application of the TFBM in three points in the cranial 

base of the SF was the most efficient. In the second study, 63 rats were randomized into five 

groups: Control Group (CG): TFBM simulation; Preemptive group + laser 1,1J (GP1): 

preemptive TFBM with 1.1J of energy per point; Preemptive group + laser 4J (GP4): 

preemptive TFBM with 4J of energy per point; Group 1 (G1): TFBM immediately after surgery 

with 1, 1J of energy per stitch, Group 4 (G4): TFBM immediately after surgery with 4J of 

energy per point, and on the third day after randomization the animals underwent cranial base 

SF surgery. The animals of GC, GP1 and GP4 had their treatments started 72 hours prior to 

surgery and were subdivided into 2 experimental periods, the first being on the day of SF. In 

the first evaluation it was possible to find a higher number of vessels, mast cells and greater 

expression of FGF and VEGF in GP1 compared to CG and higher expression of these same 

factors in GP4 compared to GC. In the second evaluation GP1 showed better results when 

compared to GC in the majority of analyzes. Thus, this study demonstrates that preemptive 

treatment with TFBM with the application of 1.1J of energy per point was effective in 

improving SF. 

 

Keywords: Skin flap; Photobiomodulation Therapy; Preoperative Period and Angiogenesis.  
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APRESENTAÇÃO 

Esta pesquisa foi realizada sobre a orientação do Prof. Dr. Nivaldo Antonio Parizotto, 

no Laboratório de Recursos Fisioterapêuticos da Universidade Federal de São Carlos- UFSCar, 

com bolsa de estudo da Fundação de Amparo à Pesquisa do Estado de São Paulo (FAPESP), 

processo número 2015/13501-3. 

Esse trabalho foi estruturado conforme as normas complementares nº 002/2006 do 

Programa de Pós-Graduação em Fisioterapia (PPGft) que possibilita a apresentação da tese em 

formato do artigo. Sendo as assim, esse trabalho está redigido em 4 partes. 

 Na primeira parte além dos elementos pré-textuais é apresentado uma 

contextualização sucinta e atualizada sobre os temas abordados na obra, seguida dos objetivos 

gerais e específicos da mesma.    

Na segunda parte é apresentado o primeiro artigo, o qual é intitulado “Comparison of 

two different laser photobiomodulation protocols on the viability of random skin flap in rats” 

e foi publicado (online) na revista Lasers in Medical Science. Nele buscamos encontrar qual 

seria o melhor local para aplicação da TFBM além de esclarecer se a maneira como um mesmo 

tempo de irradiação é entregue ao tecido interfere na viabilidade do RC. 

Na sequência apresentamos o segundo artigo, que foi submetido para a avaliação na 

revista “Journal of Photochemistry and Photobiology B: Biology” intitulado “Preemptive 

treatment with laser photobiomodulation therapy in the skin flap viability”. Neste estudo 

buscamos elucidar se a aplicação da TFBM a laser previamente a realização do RC auxiliaria 

na prevenção dos casos de necrose em retalhos cutâneos. 

A quarta e última parte desta tese é composta pelas considerações finais e conclusão, 

perspectivas futuras, anexos e apêndice.  
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1.1Terapia por Fotobiomodulação  

 

1.1.1Definição e Características da Terapia por Fotobiomodulação 

 

No decorrer de cinco décadas de estudos na área de laserterapia, muitos termos já foram 

utilizados para designar a interação da energia luminosa com os tecidos biológicos sendo os 

mais conhecidos: bioestimulação a laser, terapia a laser de baixa potência (para indicar a 

diferença de lasers de alta potência utilizados na medicina), terapia laser de baixa intensidade 

(LLLT), laser de baixa energia, fototerapia, fotobioestimulação, terapia a luz e terapia a laser 

(2). Devido aos avanços tecnológicos que ocorreram na área, viu-se a necessidade de criar um 

termo mais claro e abrangente, pois constatou-se que não é necessário usar um laser 

monocromático e coerente para obter efeitos biológicos benéficos, uma vez que, diodos 

emissores de luz (LEDs) não coerentes, com parâmetros comparáveis aos lasers têm efeitos 

similares (3). Sendo assim, em 2014, em um consenso internacional com estudiosos da área de 

laserterapia optou-se por, utilizar o termo: terapia por fotobiomodulação (TFBM) (4). 

A TFBM pode ser definida como o uso de fontes de luz não ionizantes com finalidade 

terapêuticas, incluindo lasers, LEDs e luz de banda larga, no espectro visível e invisível. Trata-

se de um processo atérmico que envolve cromóforos endógenos desencadeando eventos 

fotofísicos e fotoquímicos em várias escalas biológicas. Este processo gera resultados 

terapêuticos benéficos, dentre os quais podemos destacar a analgesia, modulação do processo 

inflamatório, imunomodulação e regeneração de tecidos (4). O termo TFBM pode ser abreviado 

para fotobiomodulação (FBM), quando se é relatado apenas os processos de modulação e não 

a terapia (5).  

Nos primeiros lasers estudados, a luz era emitida no espectro vermelho, sendo os mais 

conhecidos: o laser de rubi (694 nm) e o de Helio e Neônio (632,8 nm). Com o avanço dos 

estudos no campo da FBM constatou-se que existe um comprimento de onda adequado a 

profundidade que se pretende tratar, sendo possível encontrar equipamentos com comprimentos 

de onda que variam de 390 a 1.100 nm, emitem a energia eletromagnética de maneira contínua 

ou pulsada. Sabe-se que quanto maior o comprimento de onda em uma faixa específica, maior 

será a sua profundidade de atuação, como pode ser visto na figura 1 (6). 
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Figura 1- Profundidades de penetração tecidual relacionados aos vários comprimentos de onda (de 180 a 1100 

nm), entre o ultravioleta ao infravermelho próximo. Nota-se que as maiores profundidades estão na faixa do 

vermelho e infravermelho próximo.  

 

Fonte:BAROLET, D. et al. (7) modificada. 

 

Além do comprimento de onda, existem outras características da FBM que devem ser 

levadas em consideração para se compreender melhor o seu mecanismo de ação e sua interação 

com os tecidos biológicos sendo que as principais estão descritas resumidamente na tabela 1(8). 

 

Tabela 1- Descrição dos parâmetros e doses de irradiação da TFBM.      continua 

Parâmetros Unidade de medida Descrição 

Comprimento de onda  Nm A luz é uma forma eletromagnética de energia com 

um comportamento semelhante a uma onda. Seu 

comprimento de onda é medido em nanômetro 

(nm) 

 

Potência W Taxa pela qual a energia é transformada 

 

Irradiância W/cm2 Também pode ser chamado de densidade ou 

intensidade de potência. Corresponde à potência 

(W) dividida pela área do feixe (cm2) 

 

Estrutura do Pulso Potência de pico (W) 

Largura de pulso (s) 

Ciclo de trabalho (%) 

Quando pulsado deverá ser calculado a potência 

média (PM) da seguinte maneira: 

 

PM (W)= potência de pico (W) x largura do pulso 

(s)X frequência de pulso (Hz) 
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Tabela 1- Descrição dos parâmetros de irradiação e dose da TFBM.     Continuação 

 

Coerência O comprimento da 

coerência depende da 

largura da banda 

espectral 

Temporal: inicialização e finalização simultânea 

de todas as ondas 

Espacial: as ondas com coerência temporal 

encontram-se em planos espaciais paralelos entre 

si. 

 

Polarização Polarizado linear ou 

polarizado circular 

Sabe-se que a luz polarizada perde a sua polaridade 

em meios altamente dispersivos, tais como tecido 

biológico, pelo que esta propriedade não é 

considerada muito frequente nos efeitos da FBM. 

 

Energia Joules (J) Não deve ser confundida como dose, pois 

pressupões reciprocidade (relação inversa entre 

potência e tempo. É calculada como 

Energia (J)=Potência (W) X Tempo (s) 

 

Densidade de energia J/cm2 É um importante descritor de dose, mas pode não 

ser confiável quando considerado que ele 

pressupõe uma relação de reciprocidade entre 

irradiância e tempo 

 

Tempo de irradiação Segundos (s) Possivelmente, a melhor maneira de prescrever e 

registrar a FBM seria definir os quatro parâmetros 

da Tabela 1 e então definir o tempo de irradiação 

com “dose” real. 

 

 

Intervalo de tratamento Horas, dias ou 

semanas 

Intervalo de tempo diferentes podem resultar em 

resultados diferentes. 

Fonte:(FREITAS; HAMBLIN; 2016)  (8), modificada. 

 

1.1.2 Mecanismos de ação da FBM 

 

Desde os primeiros registros da ação terapêutica da FBM na década de 60, muitas 

pesquisas foram realizadas com o intuito de compreender melhor a interação da luz com os 

tecidos biológicos. Sabe-se que o mecanismo biológico básico por trás dos efeitos da FBM seja 

a absorção da luz vermelha e infravermelha pelos cromóforos mitocondriais contidos na cadeia 

respiratória, o citocromo c oxidase (CCO)(9,10) ou por fotorreceptores da membrana 

plasmática das células(6).  

O CCO é a unidade IV da cadeia respiratória mitocondrial, uma enzima com múltiplas 

subunidades que contém dois cofatores heme e dois centros cobre (cobre A e B) que podem 

estar em sua forma reduzida ou oxidada. O CCO transfere prótons para o oxigênio molecular 

para formar moléculas de água usando os elétrons do CCO reduzido. O acúmulo de óxido 

nítrico (NO) inibe este processo ligando-se à cobre b (figura 2B), propõe-se que a luz vermelha 
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ou infravermelho próximo possa dissociar este NO não covalentemente ligado, aumentando a 

taxa de respiração e a produção de adenosina trifosfato ATP (11). 

 

Figura 2- Mecanismo esquemático de ação de fotobiomodulação com comprimentos de onda na faixa do vermelho 

e infravermelho próximo, caracterizando a ação mitocôndria e na membrana celular.  

 

A- principais eventos que ocorrem com a absorção de fótons e os mecanismos de transcrição e transdução ao 

núcleo das células B- Fotodissociação do NO a partir do citocromo c oxidase que ocorre na unidade IV da cadeia 

respiratória entre a membrana interna e externa da mitocôndria.ATP: adenosina trifosfato; ROS:  espécies reativas 

do oxigênio; Ca2+: do Cálcio; NO: óxido nítrico. Fonte: Avci et al 2013 e Hamblim, M. 2018:(6),(12).  

 

Após a ativação do CCO ocorre uma cascata de eventos que leva ao aumento do 

potencial protônico da membrana mitocondrial, aumento na síntese de ATP, mudança na 

concentração de espécies reativas de oxigênio (ROS), do Cálcio (Ca2+) e do NO (figura 2-A) 

(8). Impulsionado por mudanças na estrutura da mitocôndria, ocorre também a comunicação 

entre a mitocôndria e o núcleo levando a alterações na síntese de ácido desoxirribonucleico e 

ácido ribonucleico fenômeno esse conhecido como sinalização retrógrada da mitocôndria (13). 

Essas alterações celulares e moleculares levam aos efeitos terapêuticos da TFBM, dentre os 

quais pode-se citar o efeito analgésico, na formação de novos vasos sanguíneos, na modulação 

de processos inflamatórios e no reparo tecidual  (3). 

 

1.1.3 Parâmetros da FBM 
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Sabe-se que a escolha do protocolo de tratamento utilizado para a irradiação com FBM 

é de extrema importância para o sucesso da resolução do quadro clínico dos pacientes, esse é 

um passo complexo devido ao número de parâmetros envolvidos na escolha da dosagem do 

tratamento, como pode ser visto na tabela 1, onde estão descritos os parâmetros mais 

importantes. 

É importante selecionar os parâmetros ideais para a aplicação da TFBM, pois estudos 

tem comprovado a existência de uma dose-resposta bifásica, que comprova que doses (fluência, 

irradiância, tempo de exposição ou número de repetições) muito baixas ou muito altas podem 

levar a nenhum efeito, ou ainda um efeito inibitório, achado esse que segue a lei de Arndt-

Schultz que demonstra que o resultado do tratamento está relacionado com a dosagem utilizada 

(14,15). 

Pesquisas realizadas com a TFBM demonstraram que quando esse tratamento é aplicado 

com os parâmetros adequados este tem se mostrado efeitos positivos no tratamento de  

disfunções de diversos tecidos entre eles: nervoso (16,17), muscular (18,19), ósseo (20,21), 

cutâneo  (22,23) entre outros. 

 

1.3 TFBM no Tecido Cutâneo 

 

O tecido cutâneo (TC) é o maior órgão do corpo humano e serve principalmente como 

uma barreira protetora contra o meio ambiente (24), sendo considerado essencial para a 

segurança e manutenção da homeostasia do organismo (25). Ele é um órgão estratificado 

constituído por duas camadas: a epiderme, camada mais externa e composta principalmente por 

queratinócitos, e a derme, que contém diversas estruturas como: fibroblastos, matriz 

extracelular, terminações nervosas, vasos linfáticos e sanguíneos (26). O contato constante do 

TC com o meio externo resulta em uma maior susceptibilidade ao acometimento de diferentes 

tipos de lesões, o que leva ao comprometimento da integridade do tecido, que pode resultar em 

significativa incapacidade ou, em casos mais severos, até mesmo a morte (24). 

O processo de reparo do TC é um processo complexo e multicelular, que envolve o 

esforço coordenado de vários tipos de células como queratinócitos, fibroblastos, células 

endoteliais, macrófagos e plaquetas (27). Esse processo engloba três fases distintas, que 

geralmente se sobrepõem no tempo: inflamação, proliferação e remodelamento (28). Embora o 

TC tenha a capacidade de se regenerar por si, frequentemente ocorrem situações específicas 

(como problemas de vascularização e presença de doenças associadas) que comprometem esse 
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reparo culminando no aparecimento de afecções cutâneas crônicas, com perda da integridade 

estrutural e funcional do tecido (29). Nesses casos, há necessidade de intervenções terapêuticas, 

como procedimentos cirúrgicas, tratamentos farmacológicos ou recursos eletrofísicos para 

auxiliar e promover o processo de reparo. Nesta perspectiva tem-se utilizado a TFBM como 

tratamento adjuvante no reparo do TC, devido ao fato do mesmo ser um recurso eletrofísicos 

que atua induzindo o aumento da atividade mitótica, no números de fibroblastos, na síntese de 

colágeno e neovascularização (30). 

Pesquisas tem demonstrado que o TFBM tem o potencial de interagir com diversas 

moléculas sinalizadoras sendo algumas delas: fator indutor de hipóxia um alfa (HIF-1α), fator 

de crescimento de fibroblasto (FGF) e  fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) 

(1,23,31–34),  fatores de crescimento  ligados ao processo de angiogênese (35). 

A angiogênese é uma importante fase do processo de reparo que inicia pela migração, 

divisão e invasão das células endoteliais, subsequente formação do lúmen e conexão dos novos 

segmentos vasculares com os segmentos pré-existentes (36). O VEGF e o HIF-1α são fatores 

essenciais para o processo de angiogênese (8). 

O HIF-1α é uma proteína envolvida na adaptação celular à hipóxia, na presença de 

maiores concentrações de oxigênio é rapidamente degradado pelas enzimas dependentes de 

oxigênio (37) e sinaliza o aumento na produção do VEGF (35). O VEGF é um importante 

regulador da angiogênese fisiológica e patológica (38) que possui cinco isoformas geradas 

como resultado de splicing alternativo de um único gene de VEGF (39). Outro fator de 

crescimento que também é conhecido por estar envolvido no processo de angiogênese é o FGF 

(40), sua família é composta de 22 membros estruturalmente relacionados (41)  

Diante do exposta a cima, a TFMB tem sido aplicada em diferentes afecções do TC 

sendo as mais estudadas: ferida cutânea (23,30,42,43) e pós-operatório de cirurgia plástica 

(31,44,45).  

 

1.4 Retalho cutâneo 

 

O RC pode ser descrito como a transferência de segmentos do tecido cutâneo de uma 

região para outra, mantendo com a primeira uma conexão vascular temporária ou definitiva 

(46). É um recurso utilizado frequentemente por cirurgiões plásticos em cirurgias reparadoras 

de perdas de tecido tanto de origem traumáticas ou após procedimentos operatórios, como 
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excisão de tumores, malformação congênita ou para reconstrução de estruturas faciais como 

orelha, nariz, lábio e testa (47,48). 

A classificação do RC pode ser feita baseada em diversos aspectos, sendo as mais 

usadas: a classificação por composição e por suprimento sanguíneo. Quanto a sua composição 

o RC pode ser classificado em simples, quando tem uma única estrutura anatômica ou 

composto, quando tem duas ou mais estruturas anatômicas envolvidas (49). Quanto ao 

suprimento sanguíneo, ele pode ser classificado em randômico, quando o suprimento sanguíneo 

é feito através de artérias musculocutâneas localizadas ao acaso na área do pedículo, ou em 

axial, nos casos em que o suprimento sanguíneo é realizado por uma artéria cutânea específica 

localizada abaixo do eixo do retalho (50). 

Embora a realização de RC seja uma técnica segura e eficiente, uma das alterações 

fisiológicas que ocorrem com a elevação do retalho é a redução significativa do fluxo sanguíneo 

devido a transecção parcial do suprimento vascular, que leva a uma redução na concentração 

de nutrientes para a região e pode acabar resultando em necrose da porção distal desse retalho 

(50). 

Assim, ficou evidente a necessidade de estudos que investiguem recursos para auxiliar 

nesse processo cirúrgico. Desta forma, para possibilitar o estudo de estratégias de tratamento 

que diminuíssem a porcentagem da necrose Mc Farlane, Deyoung, Henry (1965) (51) 

propuseram o modelo experimental de RC em dorso de rato com 10 cm de comprimento e 4 cm 

de largura.  

Em pesquisa realizada por Kerrigam  (1983) o autor observou necrose em 94,3% dos 

animais, com média de 25 a 50% da área necrótica e relatou que a necrose distal pode ser 

atribuída a fatores extrínsecos sistêmicos (infecção, arteriosclerose, desnutrição e hipotensão) 

ou locais (compressão, tensão, trombose e torção de pedículo) e que estes podem ser evitados 

com adequado preparo pré-operatório e no ato cirúrgico; e o único fator intrínseco identificado, 

e o mais importante de todos, é o inadequado fluxo sanguíneo (52). 

Sendo assim torna-se importante a realização de pesquisas com o objetivo de aumentar 

o fluxo sanguíneo na região do retalho, pois dependendo da área em que é realizado o RC pode 

ocorrer necrose de 2 a 20% dos casos, muitas vezes levando o paciente a um período de 

tratamento prolongado e com maior custo (53). 

Diante disso, tem se pesquisado estratégias de tratamento que favoreçam o aumento do 

fluxo sanguíneo na área do retalho. Dentre as alternativas que merece ser destacada e que possui 

eficácia comprovada é a TFBM a laser, a qual vem se destacando por ser um tratamento de 
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baixo custo, fácil manuseio e que atua favorecendo a vasodilatação e a formação de novos vasos 

(54–56). 

 

1.5 Terapia por Fotobiomodulação em retalho cutâneo 

 

A primeira pesquisa realizada com o intuito de investigar os efeitos da TFBM a laser na 

viabilidade do RC data de 1985 (57) e  desde então muitos estudos foram realizados, como pode 

ser vistos na tabela 2. Na maioria dos estudos encontrados fica evidenciado a eficácia desta 

modalidade de tratamento, pois foi possível detectar que esse recurso terapêutico age 

aumentando o fluxo (57–59) e o número de vasos sanguíneo (54–56); diminuindo as 

concentrações dos malondialdeidos (60), modulando a atividade da matriz metaloproteinase 2, 

a expressão gênica VEGF e proteica HIF-1α (37) e cicloxigenase 2(61). Essas alterações 

celulares e moleculares culminam em um desfecho clínico desejável, o aumento da viabilidade 

do RC.  

No estudo realizado por Kami et al. (1985), os autores realizaram a irradiação com os 

parâmetros descritos na tabela 2 em três grupos: grupo controle; grupo irradiado unicamente 

pré-operatório e grupo irradiado unicamente no pós-operatório. Na ocasião foi possível detectar 

que a TFBM a laser foi efetiva para proliferação de vasos, aumento do fluxo sanguíneo e 

aumento da viabilidade cutânea, não diferindo entre os grupos tratados (57). 

No estudo realizado por Prado et al. (2010), visando encontrar o melhor comprimento 

de onda (670 ou 830 nm) da TFBM a laser para o aumento da viabilidade do RC, os autores 

estudaram 3 grupos, onde um deles não foi irradiado, outro recebeu a irradiação a laser 670 nm 

e o terceiro foi irradiado com laser 830 nm. Em ambos os grupos irradiados os autores utilizaram 

uma potência de 30 mW, por um tempo de 72 segundos, sendo entregue uma energia de 2,52 J 

em apenas um ponto central, localizado a 2,5 cm da base cranial do retalho por 5 dias 

consecutivos. Detectou-se que independentemente do comprimento de onda utilizado para a 

irradiação ocorreu aumento na viabilidade do RC, mas apenas no grupo irradiado com 670 nm 

foi observado uma diminuição na concentração dos malondialdeidos, um marcador de estrese 

oxidativo (60). 

 No estudo experimental realizado com o intuito de encontrar a potência mais efetiva 

para o aumento da viabilidade do RC, os autores (55) compararam os efeitos das potências de 

30 e 60 mW, avaliando a área de sobrevivência do retalho e a densidade vascular em diferentes 
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regiões. Os pesquisadores concluíram que a TFBM a laser tem o efeito de aumentar a sobrevida 

do RC e a densidade vascular, independentemente da potência utilizada. 

Em um dos estudos mais recentes realizados com o objetivo de avaliar os mecanismos 

moleculares envolvidos na TFBM a laser na viabilidade do RC, Cury et al. (2013) compararam 

o grupo controle com grupos irradiados com laser 660 nm ou 780 nm com fluência de 30 ou 40 

J/cm2. Os autores concluíram que houve um aumento na angiogênese, na expressão do HIF-1α 

e do VEGF e uma diminuição das metaloproteinase 2 e relataram ainda que esse fenômeno era 

depende da fluência e do comprimento de onda utilizado (37). 

Embora possa se observar que a TFBM a laser é eficiente para o aumento da viabilidade 

do tecido cutâneo, uma das dificuldades encontradas na prática clínica pelos profissionais da 

área da saúde para a utilização desse recurso é relatada por Hersant et al. (2015) em sua revisão 

de literatura, os autores concluem que a diversidade de parâmetros envolvidos na TFBM é um 

fator limitante para a utilização desse recurso (62). Nesta perspectiva já foram realizados 

estudos que compararam o melhor comprimento de onda (32,60,63); a melhor potência (55,61);  

a melhor fluência (32,64,65)  e ainda melhor local de aplicação (45,66,67), mas apenas um 

estudo foi realizado investigando os mecanismos celulares dessa ação combinando os 

momentos de irradiação no pré e pós-operatório.
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Tabela 2- Descrição dos parâmetros utilizados em pesquisas com TFBM em RC.       Continua 

Autor. Ano Comprimento 

de onda (nm) 

Fluência 

J/cm2 

Nº de pontos / 

dias de aplicações 

Energia (J) Potência (mW) / tempo 

de irradiação (s) 

Resultado 

Kami et al. 1985 (57) 830 15  18/ 5 0,3*  15/ 20* Aumento da Viabilidade do RC nos grupos 

irradiados, proliferação de vasos e aumento do 

fluxo sanguíneo. 

 

Smith et al. 1992(68) 632,8 -- --/ 10 0,0825 2,75/ 30   Não houve diferença estatística na viabilidade do 

RC entre os grupos irradiados. 

 

Kubota et al.1996(58) 830 36  1 / 5 3,6 60/ 60* Aumento da Viabilidade do RC nos grupos 

irradiados e da perfusão sanguínea no retalho. 

 

Amir et al. 2000(69) 632,8 2,9  1 ou 2/ 5 1,8* 6/ 300 * Aumento da Viabilidade do RC nos grupos 

irradiados. 

Kubota et al. 2002(59) 830 185 1/ 5 1  100/ 10  Aumento viabilidade do RC e do fluxo 

sanguíneo nos grupos irradiados   

 

Pinfildi et al. 2005(66) 632,8 3  27 ou 54 / 5 --  --/-- Aumento da viabilidade do RC nos grupos 

irradiados com melhor resultado no grupo 54 

pontos. 

 

Prado et al. 2006(70) 830 36  1/ 5 2,16 30/ 72  Aumento na viabilidade do RC no grupo 

irradiado. 

 

Assis et al. 2006(63) 904 ou 670 16  1/5 --  15 ou 30/---- Aumento na viabilidade do RC no grupo 

irradiado, sendo melhor no grupo 670nm 

 

Bossini et al. 2009 

(54) 

670 3; 6; 12 

ou 24  

24/ 5 0,18;0,36; 

0,72 ou 1,44 * 

 30/ 6, 12, 24 ou 

48 * 

Aumento da viabilidade do RC e do número de 

vasos sanguíneos em todos os grupos irradiados, 

com melhor resultado com maior fluência 

 

Cury et al. 2009 (32) 660 ou 780 30 ou 40  24/ 5 1,2 ou 1,6* 40/ 30 ou 40 * A irradiação a laser não foi efetiva para aumentar 

a viabilidade do RC. 
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Tabela 2- Descrição dos parâmetros utilizados em pesquisas com TFBM em RC.                                                                                                                Continuação 

Prado et al. 2009(67) 830 36  1, 2 ou 3/ 5  -- ---/ 72 * Aumento da viabilidade do RC nos grupos 

irradiados e o melhor resultado foi o grupo de 1 

ponto a 2,5 da base do crânio. 

 

 Prado et al. 2010(60) 830 e 670 36  1/ 5 2,52  30/ 72 s Aumento na viabilidade do RC nos grupos 

irradiados e redução dos malandialdeidos no 

grupo 670nm. 

 

Costa et al. 2010 (55) 660 3  24/ 5 1,44   30 ou 60/ -- Aumento da viabilidade do RC e da densidade 

vascular nos grupos irradiados 

 

Baldan et al 2010 (71) 670 2,14 12/ 3 0,06* 30/ 2* Não houve diferença estatística entre os grupos.  

 

Das Neves et al. 2011 

(72) 

830 36  -- / 5 2,52   30/ 84 Aumento da viabilidade do RC e no número de 

vaso sanguíneo no grupo irradiado 

 

Esteves et al. 2011 

(61) 

660 10,36 ou 

260,7 

12/ 3 0,29 ou 7,30* 20 ou 100/ 14 ou 

73* 

Aumento da viabilidade do retalho e diminuição 

da cicloxigenase 22 no grupo irradiado com 

100mW 

 

Nishioka et al. 

2012(73) 

660 5 ou 89  1 /5 0,14 ou 2,49  60/ 2,3 ou 41,5s Aumento da viabilidade do RC  

 

Baldan et al. 2012 (65) 

670 2,14; 5,36 

ou 20,36  

12/ 3 0,06; 0,15 ou 

0,57* 

30/ 2; 5 ou 19s Aumento na viabilidade do retalho e grupo 

irradiado com 0,57J 

 

Cury et al. 2013 (37) 660 e 780 30 ou 40  24/ 5 28,8 ou 38,4#  40/ 30 ou 40s Aumentou no número de vasos e na expressão de 

HIF-1α e VEGF e diminuição da atividade de 

metaloproteinase 2 

 

Baldan et al.  2015 670 100  12/ 3   2,79 J/ 30/ 93s* Diminuição da viabilidade do RC na área 

irradiada. 

Ma et al., 2018 (74)  810 11,3 3/ 4,7 10 e 14   59,66 100/360 Aumento da viabilidade do retalho e na 

revascularização 

 

Martignago et al., 

2018 (45) 

660 40 ou 150 3 ou 12/ 5  1 ou 4 /50/ * Aumento da viabilidade e na quantificação do 

colágeno no grupo irradiado em 3 pontos. 

 * Energia e tempo de irradiação por ponto irradiado # energia total.          Conclusão 
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2.1 Objetivo Geral 

Investigar os efeitos dos tratamentos preemptivo associado ao tratamento pós-

operatório com terapia por fotobiomodulação a laser (660 nm) com diferentes doses na 

viabilidade em retalhos cutâneos em ratos. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

• Identificar qual o melhor local de aplicação da TFBM a laser para o aumento da 

viabilidade do RC; 

• Avaliar os efeitos da aplicação do tratamento preemptivo com TFBM a laser em 

diferentes doses na viabilidade do RC;  

• Estudar as possíveis alterações microscópicas provocadas pela aplicação 

preemptiva da TFBM a laser, com diferentes doses no número de vasos e de mastócitos; 

• Analisar os efeitos da aplicação do tratamento preemptivo com TFBM a laser 

com diferentes doses na expressão de imunomarcadores; HIF-1α; FGF e VEGF. 
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Comparação de dois diferentes protocolos de aplicação da 

fotobiomodulação a laser na viabilidade do retalho cutâneo randômicos em 

ratos 

 

 

 

Comparison of two different laser photobiomodulation protocols on the 

viability of random skin flap in rats. 
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RESUMO  

Objetivo: identificar o melhor local de aplicação da fotobiomodulação (FBM) a laser 

com o mesmo tempo de irradiação para o aumento da viabilidade do retalho cutâneo. 

Metodologia: 18 ratos machos (Rattus norvegicus: var. albinus, Rodentia Mammalia), 

foram divididos aleatoriamente em 3 grupos (n= 6). O grupo I (GI): foi submetido à 

simulação da FBM a laser, o grupo II (GII): foi submetido à FBM a laser em três pontos 

na base cranial do retalho e o grupo III (GIII): foi submetido a FBM a laser em doze 

pontos distribuídos no interior do retalho. Todos os grupos foram irradiados com um laser 

de diodo de Arseneto de Gálio, Indio, Alumínio e Fósforo (InGaAsAlP), 660 nm com 

potência de 50 mW, irradiados por 240 segundos no modo de emissão contínuo. O 

tratamento iniciou imediatamente após a realização do retalho cutâneo randômico de base 

cranial (dimensão de 10X4 cm2) sendo reaplicado a cada 24 horas até completar 5 

aplicações. Os animais foram eutanasiados no sétimo dia pós-operatório após a avaliação 

da porcentagem da área necrótica e a coleta do material para análise histológica. 

Resultados: os animais do GII apresentaram uma diminuição significante da área da 

necrose quando comparado com os demais grupos, e um aumento significante na 

quantificação do colágeno quando comparado com o grupo controle, não foi possível 

observar diferença estatística entre os imunomarcadores TGFβ e FGF nos diferentes 

grupos avaliados. Conclusão: a aplicação da FBM a laser em três pontos na base cranial 

do retalho foi mais eficiente quando comparada a de doze pontos para a diminuição da 

área da necrose. 

 

Palavras Chave: Retalho cutâneo, Viabilidade do tecido, fotobiomodulação a laser, 

colágeno, Fator de Crescimento Transformador Beta e Fator de Crescimento de 

Fibroblastos 
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4.1 INTRODUÇÃO 

 

O retalho cutâneo é uma técnica amplamente utilizada em cirurgias plásticas para 

reconstruir defeitos na pele e em tecidos moles [1]. No entanto, o mesmo apresenta 

algumas complicações, dentre elas a isquemia tecidual [2] que pode variar de 2 a 20% 

dos casos, dependendo da área em que o retalho é realizado [3]. Essa complicação é uma 

grande preocupação para os profissionais da área da saúde, pois pode requerer 

intervenções cirúrgicas secundárias, ocasionar infecções e retardar o tratamento.  

Considerando a complexidade dessas complicações e as alterações que elas podem 

causar na qualidade de vida dos pacientes, têm sido cada vez mais investigando 

tratamentos que favorecem a vascularização tecidual. Nesta perspectiva, o uso da 

Fotobiomodulação (FBM) laser tem sido investigado [4-7], visto que este recurso tem 

mostrado resultados em várias fases, acelerando o processo de reparo de feridas, incluindo 

o aumento da diferenciação e proliferação celular, a neovascularização, a estimulação da 

síntese de colágeno e a reepitelização [8]. 

Acredita-se que o aumento no número de vasos sanguíneos e a liberação de óxido 

nítrico sejam responsáveis pela redução do tecido necrótico [9-11]. Além disso, sabe-se 

que tecidos com maior concentração de colágeno possuem maior resistência à tração; 

característica essa importante para a qualidade do tecido [12]. 

O Fator de Crescimento Transformador Beta (TGF-β) e o Fator de Crescimento 

de Fibroblastos (FGF) são membros de famílias de proteínas intimamente ligadas à 

neoformação vascular e à modulação da síntese de colágeno [13]. O TGFβ participa como 

um modulador da matriz extracelular que auxilia na síntese do colágeno e regula a 

expressão de vários genes que codificam as metaloproteinases [14]. Estudos 

demonstraram que ambas as proteínas mencionadas anteriormente podem sofrer efeitos 

de modulação quando estimuladas com FBM, interferindo assim no processo de 

remodelação da pele [15-17]. 

Na revisão de literatura realizada por Hersant. et al. [18] sobre o uso de FBM em 

cirurgia plástica, os autores relatam que a variedade de parâmetros e sua influência nas 

respostas celulares prejudicam a compreensão dos efeitos da, portanto, têm sido 

realizados estudos com o objetivo de encontrar os melhores parâmetros para o aumento 

da viabilidade do retalho cutâneo. Nessa perspectiva, alguns estudos comparam o melhor 

comprimento de onda [6, 19], potência [9, 20], fluência [5, 10] e o local de aplicação [21-

23]. 
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Com relação ao local de aplicação da FBM, pesquisas [23, 24] padronizaram a 

fluência nos diferentes pontos. No trabalho atual, utilizou-se um tempo de irradiação fixo 

fornecido aos tecidos nos diferentes protocolos. A hipótese do presente estudo é que o 

existiria diferença quando utilizado diferentes números de pontos de aplicação de FBM a 

laser sobre o retalho. Sendo assim o objetivo do presente estudo foi identificar se existe 

diferença entre o número de pontos em que o FBM a laser é aplicado no tecido quando 

utilizado o mesmo tempo de irradiação total para o aumento da viabilidade do retalho 

cutâneo.  

 

4.2 MATERIAIS E MÉTODOS 

4.2.1. Delineamento experimental 

 

Para a realização deste estudo foram utilizados 18 ratos machos (Ratos 

norvegicus: var. albinus, Rodentia Mammalia), com aproximadamente 3 meses de idade 

e massa corpórea de 296,39 ± 26,86 g. Esses animais foram divididos aleatoriamente, 

previamente a realização do retalho cutâneo, por sorteio em 3 grupos com 6 animais em 

cada grupo: 

• GI: grupo controle, submetido à simulação da FBM a laser com o aparelho 

desligado; 

• GII: animais que receberam a FBM a laser em três pontos (FIGURA 1 -

A);  

• GIII: animais que receberam a FBM a laser em doze pontos (FIGURA 1 -

B). 

Figura 1- Imagem representativa do molde plástico utilizado para a padronização dos pontos de  irradiação 

com a FBM a laser nos diferentes grupos. 

 

 A- molde utilizado nos animais do GII. B- molde utilizado nos animais do GIII 

 



47 

 

 

Esse estudo foi inicialmente aprovado pela comissão de ética no uso de animais 

pelo número 6224290515 e conduzido de acordo com as normas internacionais de ética 

na experimentação animal (NATIONAL RESEARCHE COUNCIL, 1996). 

  

4.2.2. Procedimento operatório  

 

Os animais foram anestesiados proporcionalmente à massa corpórea, via 

intraperitoneal, com a associação de quetamina (95mg/Kg) e xilazina (12 mg/kg - 

Syntec®). Após a indução anestésica, os animais foram posicionados em uma superfície 

plana com a extensão dos quatro membros e tiveram seus dorsos tricotomizados 

digitalmente. O retalho cutâneo randômico de base cranial de 10 cm de comprimento e 4 

cm de largura [25], foi então marcado no dorso dos animais. Os retalhos foram então 

elevados do dorso dos animais incluindo a fáscia profunda e superficial dos músculos, 

panículo carnoso e pele. Uma barreira plástica, com as mesmas dimensões do retalho, foi 

interposta entre o retalho e o local doador. O retalho foi então devolvido à sua posição 

original e suturado com pontos simples de náilon 4/0. 

 

4.2.3 Protocolo da fotobiomodulação à laser   

 

Os animais foram irradiados com um laser de Arseneto de Gálio, Índio, Alumínio 

e Fósforo (InGaAlPAs), 660 nm (Photon Laser III, DMC®, São Carlos, SP, Brasil) com 

área de feixe de 0,028 cm2, potência de 50 mW no modo de emissão contínuo. 

Tabela 1 - Parâmetros de tratamento com FBM a laser 

Parâmetros [uni] GII GIII 

Área do feixe [cm2] 0,028 0,028 

Irradiância [W/cm2] 1,78 1,78 

Duração da exposição [seg] 240 240 

Fluência [J/cm2] 150 40 

Energia [J] 4 1 

Número de pontos irradiados 3 12 

Área irradiada [cm2] 0,084 3,36 

Técnica de aplicação Contato com a pele Contato com a pele 

Número e frequência de 

tratamento 

5 dias consecutivos 5 dias consecutives 

Energia Total [J] 12 12 

 

Os animais do GII foram irradiados com uma fluência de 150 J/cm2, por 80 

segundos em cada ponto, sendo entregue 4 J de energia por ponto, enquanto os animais 
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do GIII receberam a irradiação com uma fluência de 40 J/cm2 por 20 segundos em cada 

ponto, sendo entregue uma energia por ponto de 1J, o tempo total de irradiação em ambos 

os grupos, foi de 240 segundos. O tratamento teve início imediatamente após o 

procedimento operatório sendo reaplicado a cada de 24 horas até o 4º dia pós-operatório, 

totalizando assim 5 aplicações (tabela-1).  

 

4.2.4 Análises 

4.2.5 Método de determinação da porcentagem da área de necrose dos retalhos 

 

A determinação da porcentagem da necrose foi realizada no 7º dia pós-operatório, 

por meio do método do gabarito de papel [26]. Foi traçado o molde de todos os retalhos 

cutâneos em papel vegetal e delimitada a área necrosada (pele escurecida, fria e sem 

pelos) da área viável (pele macia, rósea, quente e com pelos), esse molde foi então 

recortado e teve seu peso aferido em uma balança de precisão (erro de +/-0,0001g). A 

área de necrose foi separada da área viável do molde e também foi aferida. A porcentagem 

da área de necrose foi calculada com a seguinte fórmula: 

% da área de necrose =
𝑝𝑒𝑠𝑜 𝑑𝑜 𝑚𝑜𝑙𝑑𝑒 𝑑𝑒 𝑝𝑎𝑝𝑒𝑙 𝑑𝑎 á𝑟𝑒𝑎 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙

𝑝𝑒𝑠𝑜 𝑑𝑜 𝑚𝑜𝑙𝑑𝑒 𝑑𝑜 𝑝𝑎𝑝𝑒𝑙 𝑑𝑎 á𝑟𝑒𝑎 𝑛𝑒𝑐𝑟𝑜𝑠𝑎𝑑𝑎 
× 100 

 

4.2.6 Eutanásia dos animais  

 

Os animais foram eutanasiados por overdose de anestésico com quetamina 

(285mg/k) e xilazina (36mg/k) no 7º dia pós-operatório após a coleta dos tecidos.  

 

4.2.7 Coleta da amostra da pele e preparação para a análise histológica. 

 

As amostras da pele foram coletadas logo acima do ponto mais alto de separação 

entre o tecido viável e o tecido necrótico com 1 cm2 [6]. 

Após a coleta, as peças permaneceram em soluções de formaldeídos a 10% por 24 

horas para fixação. Em seguida, elas foram lavadas em água por 24 horas. Na sequência, 

passaram por desidratação em solução crescente de álcool etílico a 70%, 90% e 100%, 

sendo mantidas imersas por 1 hora tanto na primeira como na segunda solução, na última 

o procedimento foi repetido por 6 vezes com duração de 1 hora cada. Após os banhos de 

desidratação, foi iniciada a diafanização em solução de álcool/xilol (1:1) por 1 hora e em 
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seguida foram realizados mais 2 banhos de xilol puro, com duração de 1 hora cada banho. 

Para finalizar, as peças foram incluídas em parafina e cortadas em um micrótomo rotativo, 

Spencer – 820 com espessura de 5 µm. 

 

4.2.8 Análise Histológica descritiva  

 

As lâminas foram coradas com hematoxilina e eosina (HE), (Merck, Darmstadt, 

Alemanha) e analisadas quanto às características microscópicas por uma patologista no 

Microscópio Óptico (OLYMPUS BX53) com um aumento de 200x, sendo avaliado a 

integridade das camadas da pele, a formação de tecido inflamatório e a presença de 

infiltrado inflamatório. 

 

4.2.9 Quantificação das fibras de colágenos 

 

As lâminas coradas com Picrosírus Red foram analisadas com a finalidade de 

quantificar o colágeno tipo I e III, sem diferenciá-los. As imagens foram capturadas em 

um Microscópio Óptico (OLYMPUS BX53) com aumento de 400x. Essas imagens foram 

analisadas com a ajuda do software ImageJ, como o proposto por Manni et al. [27]. Cada 

lâmina foi analisada em cinco campos distintos e a média da quantificação foi usada para 

análise estatística. 

 

4.2.10 Análise de Imunoistoquímica  

 

Para a análise de imunoistoquimica inicialmente foi realizada a desparafinização 

e re-hidratação do material em etanol graduado e em seguida os cortes foram tratados em 

um Steamer (potência de 850 W) com tampão 0,01 M de ácido cítrico (pH 6), por 5 

minutos para a recuperação antigênica.  

O material foi então pré-incubado em solução salina tamponada de fosfato com 

peróxido de hidrogênio a 30% durante 5 min para inativação da peroxidase endógena, 

logo após, as amostras foram então incubadas com anticorpos primários do TGF-β 

(sc398,Santa Cruz Biotechnology, Califórnia, EUA na titulação de 1:1000) e FGF 

(sc1884, Santa Cruz Biotechnology, Califórnia, EUA na titulação de 1:500) por 2 horas, 

logo em seguida as lâminas foram lavadas com PBS e foi aplicado o anticorpo secundário 

marcado com biotina (kit ABC, PK-6200, Vector Laboratories, Burlingame, CA, EUA) 
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a diluição 1:5 durante 30 min. Logo em seguida, foi realizado a detecção colorimétrica 

com um substrato diaminobenzidina (DAB, SK-4100, laboratórios Vector, Burlingame, 

CA, EUA) por 3 minutos e por fim o material foi corado com hematoxilina e realizado a 

montagem das lâminas. 

Os resultados foram avaliados tanto qualitativamente (presença dos 

imunomarcadores) como semi-quantitativamente (percentagem de células marcadas). As 

lâminas foram pontuadas em um score de 1 a 4 (1= ausente, 2= fraco, 3= moderada e 4= 

intensa) para a análise imunoistoquímica [28]. A avaliação foi realizada por dois 

observadores experientes de forma cega.  

 

4.2.11 Análise estatística 

 

Os dados foram apresentados por meio de técnicas descritivas, em gráficos, na 

forma de média, desvio padrão. A normalidade dos dados foi testada com Shapiro Wilk 

e a homogeneidade com o teste de Levene. Para a comparação entre os grupos foi 

realizada a análise de variância ANOVA- One way nos casos em que os dados eram 

normais e homogêneos (área da necrose e quantificação das fibras do colágeno), nos casos 

de presença estatisticamente significante (p< 0,05) foi realizado o pós-hoc de Tukey. E 

em casos de dados não normais ou não homogêneos foi utilizado o teste de Kruskal-

Wallis (expressão do TGF-β e FGF), na presença de diferença significativa (p< 0,05) foi 

aplicado o teste de post-hoc de Mann-Whitney. 

O tamanho da amostra foi calculado considerando uma diferença de 26,2% na área 

da necrose (desfecho primário) entre os grupos e um desvio-padrão estimado de ± 8,32% 

[20]. Para um nível de significância de 0,05 e poder de 80%, foi calculado que seriam 

necessários 4 animais em cada grupo (Minitab, v.17, StateCollege, PA). 

 

4.3 RESULTADOS 

4.3.1Área da Necrose 

 

A figura 2A ilustra os resultados da análise referente à área da necrose. Foi 

possível observar uma diferença estatisticamente significante entre os animais do GII 

(38,91% ±10,75) (p=0,004) quando comparado com o GI (63,84% ±9,33) e com o GIII 

(57,82% ±13,21) (p=0,027). Desta forma, os animais GII apresentaram melhor resultado.   

 



51 

 

 

4.3.2 Descrição Morfológica  

 

A avaliação qualitativa das camadas do tegumento demonstrou que elas estavam 

bem organizadas e com morfologia preservada em todos grupos. Observamos também a 

formação de tecido de granulação e infiltrado inflamatório predominantemente na 

hipoderme em direção ao panículo carnoso na maior parte da lâmina analisada, 

independente do grupo. 

 

4.3.2 Quantificação das Fibras de Colágeno 

 

A figura 2B ilustra a comparação entre os grupos dos valores obtidos para 

quantificação do colágeno. Foi detectada diferença estatística entre os grupos avaliados 

(p=0,049), essa diferença se deu entre o GI (33,98%±3,93) e o GII (44,39%±6,81) 

(p=0,043) e nenhuma outra diferença estatística foi encontrada nesta variável. 

Figura 2 - Representação gráfica dos resultados referente as variáveis % de área de necrose e colágeno 

total nos diferentes grupos irradiados. 

 

A- Representação gráfica dos resultados da % da área de necrose 2B- Representação Gráfica da % 

de colágeno; G I- Controle; G II- animais Irradiado em 3 pontos; G III- animais irradiados em 12 pontos. 

*presença de diferença estatisticamente significante 

 

4.3.3 Expressão de TGF-β 

 

A avaliação da imunoistoquímica demonstrou que a expressão de TGF-β foi 

observada principalmente no núcleo dos fibroblastos para todos os grupos (Fig. 3A). Não 

houve diferença entre os grupos experimentais em análises semi-quantitativas (Fig. 3C). 
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4.3.4 Expressão FGF 

 

Na análise qualitativa, foi detectada a expressão de FGF no núcleo de fibroblastos 

em todos os grupos (Fig. 3D). No entanto, não foi observada diferença entre os grupos 

experimentais em análises semi-quantitativas (Fig. 3B). 

 

 

4.4 Discussão 

Alguns estudos já foram realizados objetivando encontrar o melhor local de 

aplicação da FBM a laser para o aumento da viabilidade do tecido cutânea [21-24]. Desses 

alguns padronizaram a fluência, enquanto outros diferenciaram os números dos pontos e 

ainda outros o local da aplicação, tornando o tempo de irradiação dos tecidos diferente. 

Em nossa pesquisa, padronizamos o tempo de irradiação do tecido e diferenciamos o local 

de irradiação da FBM a laser. 

No estudo de Pinfildi et al. [23], os autores propuseram três diferentes locais de 

irradiação, dois com o mesmo número de pontos, em diferentes locais de aplicação e outro 

com maior número de pontos, sendo a mesma fluência em pontos. Observou-se que o 

grupo que recebeu o maior número de pontos de aplicação obteve um resultado melhor. 

Nesse contexto, é importante considerar que o efeito da FBM é dose dependente [5, 29, 

30]. Assim, o resultado encontrado por Pinfildi et. al. [23] pode ter sido tanto pelo local 

da irradiação como pela diferente energia total entregue ao tecido. 

Embora muito tenha sido estudado sobre o FBM a laser, ainda não há consenso 

entre os pesquisadores sobre qual seria a melhor métrica para descrever a dose de 

tratamento utilizada [30]. Alguns autores [31, 32] sugerem que estudos experimentais e 

clínicos detalhem os parâmetros mais relevantes utilizados, permitindo a 

reprodutibilidade do experimento. Pesquisas mais antigas costumavam descrever a dose 

levando em conta a fluência utilizada para a irradiação, mas considerando que esse 

parâmetro é inversamente proporcional ao diâmetro do feixe [31, 32], qualquer alteração 

na área do feixe do equipamento dificultaria a reprodutibilidade do protocolo. Outra 

opção, é a padronização dos valores do tempo de exposição à irradiação [29], que é 

diretamente proporcional à energia, um parâmetro também amplamente utilizado que 

influencia os resultados do tratamento [32]. 
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Figura 3 - Demonstração gráfica dos escore Imunoistoquímico e fotomicrografia representativa dos marcadores avaliados nos diferentes grupos. 

 

A- Gráfico da análise semiquantitativa da imunoistoquímica do TGF-β; B- Gráfico da análise semiquantitativa da imunoistoquímica do FGF; C- Imagem representativas 

da imunoistoquimica do tecido cutâneo dos diferentes grupos avaliados para o fator TGF-β. D- Imagem representativas da imunoistoquimica do tecido cutâneo dos diferentes 

grupos avaliados de FGF. Fibroblastos imunomarcados em marrom (seta). GI ;Grupo Controle; GII: Grupo irradiado em 3 pontos e GIII grupo irradiado em12 pontos (Barra de 

escala: 50 μm). 
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Os resultados encontrados em nossa pesquisa corroboram com o encontrado por 

Prado et al. [24], os autores compararam o efeito da aplicação da FBM a laser em 

diferentes números de pontos e a mesma fluência foi padronizada em todos os pontos, 

fazendo com que o tecido fosse exposto a diferentes tempos de irradiação. O grupo que 

foi irradiado por um tempo menor e mais próximo da base do crânio apresentou o melhor 

resultado, demonstrando que o local onde a energia é depositada no tecido é importante, 

e quanto mais próxima da base cranial melhor. 

Nossos resultados diferem daqueles encontrados por Kubota [22], em que o autor 

não obteve diferença estatística entre animais irradiados em diferentes pontos, utilizando 

o mesmo tempo de irradiação. Esta discordância nos resultados pode ter sido devido à 

distribuição do tempo de irradiação nos pontos, inferindo assim que a maneira na qual o 

tempo de irradiação é distribuído no tecido está relacionada com a eficácia do tratamento.  

Com relação aos resultados da quantificação de fibras colágenas do presente 

estudo, observou-se que o grupo irradiado em 3 pontos, foi mais eficiente no aumento da 

síntese de colágeno quando comparado ao grupo controle. Diversos estudos foram 

realizados buscando elucidar o desempenho da FBM laser na síntese de colágeno [33-35] 

e tem demonstrado seu efeito no aumento da síntese de colágeno. 

Sabe-se que o FGF é liberado por células inflamatórias durante o reparo tecidual 

e desempenha um papel importante na estimulação e proliferação de fibroblastos para 

formar novos componentes extracelulares e de colágeno, favorecendo assim a contração 

da ferida. O presente estudo não revelou diferenças significativas entre os grupos 

experimentais, estando de acordo com os resultados da pesquisa de Neves et al. [16], onde 

a comparação dos lasers de 660 e 830 nm levou ao aumento da viabilidade do retalho do 

músculo abdominal em animais induzidos ou não por nicotina e não apresentaram 

diferença significativa na marcação de FGF entre animais normais. 

O número de animais utilizados nesse estudo pode ter sido uma limitação nos 

imunomarcadores estudados. O cálculo amostral foi realizado com base em nosso 

desfecho primário (viabilidade do retalho cutâneo), e acreditamos que estudos com maior 

número de animais facilitariam a compreensão dos resultados histológicos e 

imunoistoquímicos. 
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4.5 Conclusão 

 

O presente trabalho conclui que a irradiação em três pontos da base do retalho 

craniano foi mais efetiva que em 12 pontos para redução da área de necrose, bem como 

no aumento da síntese de colágeno quando comparado ao grupo controle. 
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Tratamento preemptivo com terapia por fotobiomodulação na 

viabilidade do retalho cutâneo. 

 

Preemptive treatment with therapy photobiomodulation on the viability of 

the skin flap. 
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RESUMO   

O retalho cutâneo é um procedimento cirúrgico muito utilizado na cirurgia plástica 

reparadora, entretanto pode ocorrer complicações como isquemia seguida de necrose 

local, havendo a necessidade de novo procedimento cirúrgico. Sabe-se que a terapia por 

fotobiomodulação (TFBM) é uma técnica eficaz na melhora da microcirculação e da 

neoangiogênese, o que contribui positivamente no suprimento sanguíneo no período pré 

e pós cirúrgico. Assim, o objetivo deste estudo foi investigar os efeitos do tratamento 

preemptivo com TFBM a laser com diferentes energias na viabilidade em retalhos 

cutâneos em ratos. Sessenta e três ratos, Wistar, machos, aleatorizados em cinco grupos: 

Grupo Controle (GC) (n= 15): simulação da TFBM,; Grupo preemptivo laser 1,1J (GP1) 

(n= 15): TFBM a laser preemptivo com 1,1J de energia por ponto; Grupo preemptivo 

laser 4J (GP4) (n= 15): TFBM preemptivo com 4J de energia por ponto; Grupo laser 1,1J 

(G1) (n= 9): TFBM imediatamente após a cirurgia com 1,1J de energia por ponto; Grupo 

laser 4J (G4) (n= 9): TFMB imediatamente após a cirurgia com 4J de energia por ponto. 

Os grupos GC, GP1 e GP4 iniciaram o tratamento 72 horas antecedentes a cirurgia e 

foram subdivididos em dois períodos experimentais sendo um deles no dia da realização 

do retalho e o outro juntamente com os demais grupos no sétimo dia pós-operatório. Três 

dias após a aleatorização os animais foram submetidos a cirurgia do retalho cutâneo 

randômico.  A TFBM foi realizada com um laser de 660 nm com uma potência de 50 mW 

em três pontos. No primeiro período experimental encontrou-se maior número de vasos, 

e de mastócitos no GP1 comparado ao GC e maior expressão do fator de crescimento de 

fibroblasto (FGF) e fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) nos grupos GP1e 

GP4 comparado ao GC. No segundo período experimental o GP1 apresentou menor 

porcentagem de tecido necrótico, maior número de vasos e porcentagem de células 

marcadas tanto com VEGF como com fator indutor de hipóxia uma alfa (HIF-1α) 

comparado ao GC, detectou-se ainda uma maior marcação de FGF no GP1, GP4 e G4 

quando comparado ao controle. Assim, este estudo demonstra que o tratamento 

preemptivo com a TFBM com a aplicação de 1,1J de energia por ponto é eficaz na 

melhora da viabilidade do retalho cutâneo. 

 

Palavras Chave: retalho cutâneo, cirurgia plástica, terapia por fotobiomodulação, terapia 

laser de baixa intensidade, necrose, período pre-opeatório, angiogênese. 
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5.1 INTRODUÇÃO 

 

Uma das técnicas utilizadas na cirurgia plástica reparadora é o retalho cutâneo, 

que é realizado para cobrir grandes feridas ou falhas teciduais resultantes de lesões como: 

excisão de tumores, malformação congênita ou ainda para a reconstrução de estruturas 

faciais como orelha, nariz, lábio e fronte [1].  

Embora a realização de retalho cutâneo seja uma técnica segura e eficiente, uma 

das alterações fisiológicas que ocorrem com a elevação do retalho é a redução 

significativa do fluxo sanguíneo, que leva a uma diminuição das concentrações de 

nutrientes para a região e pode resultar na necrose da porção distal do retalho [2]. Além 

disto, a necrose também pode estar relacionada a fatores extrínsecos que incluem 

condições sistêmicas (infecção, arteriosclerose, hipotensão e mal nutrição) ou locais 

(compreensão, tensão, trombose ou torção do pedículo) sendo que esses fatores podem 

ser minimizados por cuidados pré-operatório [3].  

Com o intuito de minimizar a necrose do tecidual, alguns estudos utilizaram 

tratamentos pré-operatórios a realização do retalho cutâneo, dentre os quais, pode-se 

destacar: tratamento medicamentoso [4,5]; terapia celular [6]; terapia gênica [7,8]; 

aquecimento e resfriamento do tecido [9] estimulação elétrica transcutânea [10];  ondas 

de choque extra corpórea [11] e a terapia por fotobiomodulação (TFBM) [12–14]. 

A TFBM pode ser definida como o uso de fontes de luz não ionizantes com 

finalidade terapêuticas, no espectro visível e invisível [15]. Essa energia luminosa é 

absorvida por biomoléculas especificas localizadas nas mitocôndrias, os cromóforos, 

iniciando assim, uma cascata de reações no citoplasma e na membrana celular [16] que 

culminam nos efeitos terapêuticos da TFBM, dentre os quais destaca-se: efeito 

analgésico, circulatório, na modulação de processos inflamatórios e no reparo tecidual 

[17] .  

Na literatura é possível encontrar estudos que compararam o efeito da TFBM na 

viabilidade do retalho quando aplicado pré ou pós-operatório [12–14] e ambas 

demonstraram ter efetividade equivalente, mas pouco se sabe sobre a utilização desses 

recursos associando os períodos pré e pós-operatório. A hipótese deste estudo é que 

existirá diferença entre a associação da TFBM a laser nos períodos pré e pós-operatório. 

Sendo assim, o objetivo dessa pesquisa foi investigar os efeitos dos tratamentos 

preemptivo associado ao tratamento pós-operatório com terapia por fotobiomodulação a 

laser (660 nm) com diferentes doses na viabilidade em retalhos cutâneos em ratos. 
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5.2 MATERIAIS E MÉTODOS 

5.2.1 Delineamento experimental 

 

Foram utilizados 63 animais (Rattus norvegicus: var. albinus, Rodentia 

Mammalia), da linhagem Wistar, machos, com massa corpórea inicial de 245 a 285 

gramas, oriundos do Biotério Central da Universidade Federal de São Carlos, campus de 

São Carlos. O estudo foi previamente aprovado pela comissão de ética no uso de animais 

pelo número 6224290515 e conduzido de acordo com as normas internacionais de ética 

na experimentação animal (NATIONAL RESEARCHE COUNCIL, 1996). 

No terceiro dia antecedente ao procedimento operatório, todos os animais foram 

aleatorizados por sorteio e alocados em 5 grupos da seguinte maneira (figura 1): Grupo 

Controle (GC) (n: 15): animais foram submetidos a simulação da TFBM a laser iniciando 

72 horas antecedentes a realização do retalho cutâneo; Grupo preemptivo laser 1,1J  

(GP1) (n: 15): animais foram submetidos a TFMB a laser preemptivo com energia de 1,1J 

por ponto, iniciando 72 horas antecedentes a realização do retalho cutâneo; Grupo 

preemptivo laser 4J (GP4) (n: 15): animais foram submetidos TFMB a laser  preemptivo 

com energia de 4J por ponto, iniciando 72 horas antecedentes a realização do retalho 

cutâneo: Grupo laser 1,1J (G1) (n: 9): animais foram submetidos a TFMB a laser 

iniciando imediatamente após a realização do retalho cutâneo com energia de 1,1J por 

ponto e Grupo laser 4J (G4) (n: 9): animais foram submetidos a FMBT a laser iniciando 

imediatamente após a realização do retalho cutâneo com energia de 4J por ponto. 

Os animais do GC, GP1 e GP4 foram subdivididos em dois períodos  

experimentais inicial e final, como pode ser visto na figura 1. No período inicial a coleta 

foi realizada no dia da realização do retalho cutâneo (6 animais por grupo) com o intuito 

de identificar alterações histológicas provocadas pela aplicação da preempetivo da 

TFBM. O período final refere-se a coletado no 7º dia pós-operatório dos animais de todos 

os grupos.  

 

5.2.3 Terapia por fotobiomodulação a laser 

Os animais foram irradiados com um laser de Arseneto de Gálio, Índio, 

Alumínio e Fósforo (InGaAlP), 660 nm (Photon Laser III, DMC®, São Carlos, SP, 

Brasil), com potência de 50 mW no modo de emissão contínuo, com parâmetros descritos 

na tabela 1. O equipamento foi calibrado e aferido pelo fabricante tanto no início como 
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no final do experimento com o intuito de se obter alta confiabilidade na potência efetiva 

da emissão do aparelho (ANEXO IV). 

 Figura 1- Esquema representativo da divisão dos animais nos diferentes grupos e nos diferentes períodos 

experimentais. 

 

 

N: numero de animais; GC: grupo controle; GP1: grupo tratado com TFBM a laser com 1,1J Preemptivo; 

GP4: grupo tratado com TFBM a laser com 4J Preemptivo (GP4); G1: grupo tratado com TFBM A laser a 

1,1J; G4: grupo tratado com TFBM a laser com 4J 

  

A irradiação laser foi realizada diariamente com os animais anestesiados, em três 

pontos na base cranial. Com o intuito de padronizar os pontos de aplicação foi utilizado 

um molde plástico, colocado sobre o retalho e os pontos eram localizados a 0,25 cm das 

margens interna do retalho e com uma distância entre os pontos de 0,7 cm como descrito 

em trabalho anterior [18]. 

Tabela 1-  Parâmetros de Irradiação com TFBM a laser nos diferentes grupos. 

Parâmetros[uni] GC GP1 GP4 G1 G4 

Área do feixe [cm2] 0,028 0,028 0,028 0,028 0,028 

Irradiância [W/cm2] 0 1,78 1,78 1,78 1,78 

Tempo de exposição [seg] * 22 22 80 22 80 

Fluência [J/cm2]  0 40 150 40 150 

Energia [J]* 0 1,1 4 1,1 4 

Número de pontos irradiados 3 3 3 3 3 

Técnica de Aplicação Contato  Contato Contato Contato Contato 

Número e frequencia de sessões 

de tratamento 

 Dez dias 

diariamente 

Dez dias 

diariamente 

Dez dias 

diariamente 

Sete dias 

diariamente 

Sete dias 

diariamente 

 Energia Total[J]# 0 3,3 12 3,3 12 
*Parâmetros descritos por ponto irradiado,# Parâmetro descrito por dia de aplicação 
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5.2.4 Procedimento operatório  

 

Os animais foram pesados e anestesiados proporcionalmente a massa corporal 

(ketamina 95mg/Kg e xilazina 12 mg/kg - Syntec®) via intraperitoneal e após a indução 

anestésica foram posicionados com a extensão dos quatro membros e tiveram seus dorsos 

epilados digitalmente. Na sequência foi demarcado o local onde realizou-se o retalho 

cutâneo randômico de base cranial [19] com o auxílio de um molde plástico com 

dimensões de 10 cm de comprimento e 4 cm de largura, respeitando como limite superior 

aos ângulos inferiores das escápulas.  

Uma barreira plástica com as mesmas dimensões do retalho foi interposta entre 

o retalho e o leito doador, impedindo a revascularização dos retalhos por meio dos vasos 

do leito. Em seguida, foi retornando o retalho a posição de origem e realizada a sutura 

com fio de náilon 4-0, com distância de aproximadamente um cm entre os pontos. Para 

minimizar o desconforto pós-operatório, os animais receberam analgésico via  subcutanea 

imediatamente após o procedimento operatório e durante cinco dias após a realização do 

retalho. 

 

5.2.5 Eutanásia dos animais  

  

Os animais foram submetidos à eutanásia por sobredose anestésica (ketamina 

285mg/kg e xilasina 36mg/kg), de acordo com o período experimental ao qual o animal 

foi alocado e uma amostra do tecido cutâneo foi coletado no local de aplicação do laser. 

 

5.2.6 Preparação do material para análises  

 

O material coletado foi armazenado em soluções de formaldeído a 10% para a 

fixação por 24 horas. Passado esse tempo, ele foi processado, incluído em parafina e 

cortado com uma espessura de 5 μm com um micrótomo rotativo, Spencer – 820.  
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5.2.7Análises 

5.2.8 Cálculo da Área de Necrose dos Retalhos 

 

O cálculo da porcentagem do tecido necrótico foi realizado no 7º dia pós-

operatório, com o método do gabarito de papel que foi descrita inicialmente por Sasaki e 

Pang em 1980[20] e é atualmente utilizado[18,21,22].  Para isso, traçou-se um molde do 

retalho em papel vegetal e se delimitou a área necrosada (pele escurecida, fria e sem pelos) 

e a área viável (pele macia, rósea, quente e com pelos) do retalho. O molde de papel 

vegetal correspondente ao retalho foi pesado em uma balança de precisão (erro de +/-

0,0001g) e em seguida a área de necrose foi separada da área viável do molde e também 

teve seu peso aferido.  

Para se encontrar a porcentagem da área de necrose foi aplicada a seguinte 

equação: 

% 𝑑𝑎 á𝑟𝑒𝑎 𝑑𝑎 𝑛𝑒𝑐𝑟𝑜𝑠𝑒 =
𝑝𝑒𝑠𝑜 𝑑𝑜 𝑔𝑎𝑏𝑎𝑟𝑖𝑡𝑜 𝑑𝑒 𝑝𝑎𝑝𝑒𝑙 𝑛𝑒𝑐𝑟𝑜𝑠𝑎𝑑𝑎

𝑝𝑒𝑠𝑜 𝑑𝑜 𝑔𝑎𝑏𝑎𝑟𝑖𝑡𝑜 𝑑𝑒 𝑝𝑎𝑝𝑒𝑙 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙
 𝑋100 

 

5.2.9 Morfometria de Mastócitos e de Vasos Sanguíneos 

 

As amostras de pele incluídas em parafina foram desparafinizadas, hidratadas e 

coradas com Azul de Toluidina, coloração essa que possibilita tanto a contagem de 

mastócitos como de vasos. 

Todas as lâminas foram escaneadas em um Scanner de Lâminas Histológicas 

Panoramic Desk da (3D Histech) no Laboratório de Imunologia Aplicada do 

Departamento de Genética – UFSCar. Posteriormente realizou-se a captura de 10 imagens 

em um aumento de 400 x com o auxílio do software Pannoramic Viewer (3D Histech). 

As imagens foram analisadas por dois avaliadores independentemente, sendo considerado 

para a contagem apenas os mastócitos e os vasos presentes integralmente na imagem. 

Para a análise estatística considerou-se a média aritmética de cada lâmina.  

 

5.2.10 Imunoistoquímica 

 

As amostras destinadas a essa análise foram desparafinizados e reidratados em 

banhos de xilol e etanol graduado. Após a rehidratação, foi realizado a recuperação 
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antigênica com tampão de ácido cítrico 0,01 M (pH 6) por três minutos em um Steamer 

(potência de 850 W). Ao final desse tempo o material foi incubado por 12 minutos. Em 

seguida os cortes foram pré-incubados com peróxido de hidrogênio a 0,3% em solução 

salina tamponada com PBS por 10 min e então foram bloqueadas com 5% de soro em 

solução de PBS durante 10 min. Posterior ao bloqueio da peroxidase as amostras foram 

incubadas com anticorpos primários, descritos na tabela 2, por um tempo de duas horas. 

Logo em seguida, deu-se a aplicação de anticorpo secundário (kit ABC, PK-6200, Vector 

Laboratories, Burlingame, CA, EUA) na diluição 1: 5 durante 30 min. A detecção 

colorimétrica foi realizada com um substrato diaminobenzidina (DAB, SK-4100, os 

laboratórios Vector, Burlingame, CA, EUA) e hematoxilina.  

  Tabela 2- Especificações dos anticorpos utilizados na imunoistoquímica. 

Anticorpo  Fabricante/Referência Diluição 

Fator Indutor de Hipóxia (HIF - 1α) Santa Cruz Biotechnology/sc – 13513 1:700 

Fator de Crescimento de Fibroblasto (FGF) Santa Cruz Biotechnology/sc – 1884 1:500 

Fator de Crescimento Endotelial Vascular 

(VEGF) 

Santa Cruz Biotechnology/sc-53462 1:1500 

 

As lâminas foram escaneadas em um Scanner de Lâminas Histológicas Panoramic 

Desk (3D Histech, Hungria) e posteriormente realizou-se as análises qualitativa e 

quantitativa. A análise qualitativa foi realizada em um aumento de 400 x no software 

Pannoramic Viewer (3D Histech Hungria) avaliando a presença e a região da 

imunomarcação. Para a análise quantitativa capturou-se 5 imagens de cada lâmina em um 

aumento de 200x e as imagens foram quantificadas no software ImageJ quanto a 

porcentagem de pixels da área marcada foi com a decovulação das cores em H&E 

DAB[23]. As médias aritméticas dos valores em pixel das amostras foram utilizadas para 

a análise estatística. 

 

5.2.11Análise estatística   

 

Os dados foram apresentados por meio de técnicas descritivas, em gráficos e 

tabelas, na forma de média e desvio padrão A normalidade dos dados foi testada com 

Shapiro Wilk e a homogeneidade com o teste de Levene. Para casos com dados não 

normais ou não homogêneos (FGF e VEGF na primeira avaliação) foi realizado o teste 

de Kruskal Wallis e na presença de diferença estatisticamente significante (α ≤ 0,05) foi 

realizado o post-hoc de Mann-Whitney com alfa ajustado. Para dados normais e com 
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distribuição homogênea (demais variáveis) foi realizada a análise de variância ANOVA- 

One way e na presença de diferença significativa foi aplicado o teste de post-hoc Tukey. 

O grau de concordância entre os avaliadores para as variáveis: contagem de 

vasos e mastócitos foi testado com o coeficiente de correlação intraclasse (ICC) e para a 

interpretação da força de correlação entre os avaliadores utilizou-se a interpretação 

proposta por Koo e Li [24] onde os autores relatam que valores de ICC inferiores a 0,5 

são indicativos de baixa confiabilidade, valores entre 0,5 e 0,75 indicam confiabilidade 

moderada, valores entre 0,75 e 0,90 indicam boa confiabilidade e valores maior que 0,90 

indicam excelente confiabilidade.  

 

5.3 RESULTADOS 

5.3.1 Primeira Avalição 

 

5.3.1.1 Morfometria de mastócitos e de vasos 

  

Para essas variáveis encontrou-se uma concordância entre os avaliadores com ICC 

de 0,990 para mastócito e 0,972 para vasos. Detectou-se um aumento estatisticamente 

significante tanto no número de vasos (p= 0,009) como no número de mastócito (p= 

0,023) e para essas duas variáveis do GP1 em relação do GC, como pode ser visto na 

tabela 3 e figura 1-A.  

 

Tabela 3-Resultados da primeira avaliação 

Variáveis GC GP1 GP4 GCxGP1 GCXGP4 GP1XGP4 

Vasos 1,45± 0,37 2,76±0,86 1,75±0,36 0,008* 0,715 0,060 

Mastócitos 4,15±1,15 6,5±1,08 6,32±1,54 0,038* 0,054 0,980 

% FGF 19,73±1,69 28,15±12,30 30,14±3,59 0,047* 0,009* 0,347 

% HIF 24,56±9,15 28,82±6,9 30,36±4,25 0,658 0,945 0,447 

% VEGF 20,71±0,74 27,64±2,56 29,85±4,82 0,014* 0,009* 0,623 

Os valores estão expressos em média e ± desvio padrão. GC: grupo controle, GP1: grupo irradiado com 

1,1J e GP4 grupo irradiado com 4J. * diferença estatisticamente significantes 
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Figura 2 - Fotomicrografia representativa de vaso e mastócito na primeira e segunda avaliação nos 

diferentes grupos avaliados 

 

Resultados ilustrativo da morfometria de vaso e mastócito. A- imagens da primeira avaliação B- imagens 

da segunda avaliação. GC: Grupo Controle; GP1: TFBM Preemptivo a laser com 1,1J; GP4: TFBM 

Preemptivo a laser com 4J; G1: grupo tratado com TFBM pós-operatório com energia 1,1J;  flechas pretas 

vasos e verdes mastócitos (Barra 20 μm). 

 

5.3.1.2 Expressão Proteica por Imunoistoquímica 

  

 Na figura 2-A é possível observar a imunomarcação citoplasmática do FGF, 

enquanto na figura 2-C ressalta-se a marcação do VEGF e na figura 2-B demonstra-se a 

marcação predominantemente no núcleo das células do HIF-1α. Na análise quantitativa 

das células imunomarcadas foi encontrado diferença para o VEGF (p= 0,003). Não se 

detectou diferença entre os grupos para os marcadores FGF (p= 0,105) e HIF 1 α 

(p=0,464). Ambos os grupos tratados apresentaram maiores valores para o VEGF, como 

pode ser visto na tabela 3.  

 

5.3.2 Segunda Avaliação 

5.3.2.1 Área da Necrose 

  

Foi possível encontrar diferença estatística entre os grupos (p=0,001), sendo ela 

entre o GC e o GP1(p=0,009) e do GP1 com o G4 (p=0,001). O grupo que apresentou 

menor área de necrose o GP1 como pode ser visto na figura 3. 
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Figura 3 - Gráfico representativo dos resultados da comparação entre os grupos para a variável área da 

necrose. 

 

* diferença estatisticamente significante; GC: grupo controle; GP1: grupo tratado com TFBM a laser com 

1,1J Preemptivo; GP4: grupo tratado com TFBM a laser com 4J Preemptivo (GP4); G1: grupo tratado com 

TFBM A laser a 1,1J; G4: grupo tratado com TFBM a laser com 4J 

 

 

5.3.2.2 Morfometria de mastócitos e de vasos 

  

Houve diferença significante na morfometria de vaso (p=0,05), sendo que os 

animais do GP1 obtiveram mais vasos que os animais do GC (p=0,028) como pode ser 

visto na tabela 4 e figura 1-B. Não houve diferença estatisticamente significante entre os 

números de mastócitos nos diferentes grupos. 



71 

 

 

Figura 4- Fotomicrografias representativa das análises de Imunoistoquíma do tecido cutâneo dos grupos experimentais na primeira avaliação 

  
Resultados ilustrativo da análise qualitativa da imunoistoquimica do A- FGF, B- HIF 1α e C- VEGF. GC: Grupo Controle; GP1: TFBM Preemptivo a laser com 1,1J ;GP4: 

TFBM Preemptivo a laser com 4J (GP4), flechas pretas vasos e amarelas marcação de núcleo (Barra 50 μm). 
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5.3.2.3 Expressão Proteica por Imunoistoquimica 

  

A figura 4 demonstra a análise imunoistoquímica, sendo que a figura 4- A 

demonstra a marcação realizada pelo FGF, na figura 4- C a imunomarcação do VEGF e 

na figura 4- B destaca-se a marcação do HIF-1 α. Houve diferença estatística entre os 

grupos nos marcadores avaliados FGF (p <0,001), VEGF (p =0,034) e HIF 1 α (p =0,038). 

Para o FGF essa diferença se deu entre o GC com os grupos GP1,1J (p <0,001), GP4J (p= 

0,001) e G4 (p=0,046), sendo que nos grupos tratados maiores porcentagens de marcação 

foram observadas. Houve ainda diferença significante entre o GP1 e G1(p= 0,035) em 

que os animais tratados previamente apresentaram melhores resultados. 

Em relação a imunoexpressão do VEGF houve diferença apenas entre o GC e o 

GP1 (p =0,32) sendo esse último o grupo que apresentou maior valores imunomarcação 

dessa proteína. Também se encontrou diferença (p =0,044) entre os grupos a cima citados 

para o marcador HIF-1α. Os valores das médias e desvios padrão desses marcadores 

encontram-se na tabela 4.  

 

Tabela 4 - Resultados da segunda avaliação nos diferentes grupos 

*Diferença estatística em relação ao grupo controle p≤ 0,05; & diferença estatística em relação ao grupo 

G1; # Diferença estatística com o GP1. 

 

 

Variáveis GC GP1 GP4 G1 G4 

% de necrose 57,09±9,29 37,62±10,33* 44,49±13,56 46,97±16,88 60,56±4,93# 

Vasos 1,40±0,31 2,65±0,54*  2,24±0,19 2,20±0,87 1,97±0,58  

Mastócitos 5,0±0,62 4,68±0,85 4,71±1,02 5,24±0,90  5,02±1,34  

% FGF 23,96±7,1 40,54±1,74* 38,54±4,1* 31,87±4,48# 32,82±4,48* 

% HIF-1α 27,55±3,97 37,61±2,17* 34,30±5,09 29,73±7,97 30,59±3,71 

% VEGF 21,41±9,23 37,16±5,75* 35,43±4,9 33,59±9,57 33,25±8,02 
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 Figura 53 - Fotomicrografias representativa dos grupos experimentais na segunda avaliação 

 
Resultados ilustrativo da análise qualitativa da imunoistoquimica do A- FGF, B- HIF 1α e C- VEGF. GC: Grupo Controle; GP1: TFBM Preemptivo a laser com 1,1J ;GP4: 

TFBM Preemptivo a laser com 4J; G1: grupo tratado com TFBM pós operatório com energia 1,1J; G1: grupo tratado com TFBM pós operatório com energia 4J;  flechas pretas 

vasos e amarelas marcação de núcleo (Barra 50 μm).
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5.4 DISCUSSÃO 

 

Dentre as opções de tratamento que objetivam o aumento do fluxo sanguíneo para a 

região distal do retalho está a TFBM a laser [12,25], mas até o momento pouco se sabe sobre o 

uso dessa modalidade terapêutica associando a irradiação nos momentos pré e pós-operatório. 

Em nossa pesquisa foram associados esses momentos de aplicação e foi detectado na primeira 

avaliação que a TFBM a laser antes da realização do retalho cutâneo levou a um aumento no 

número de vasos e de mastócito no GP1 além de uma maior porcentagem de célula marcada 

tanto para o FGF como para o VEGF independente do grupo irradiado. Na segunda avaliação 

encontramos um aumento da marcação do FGF independentemente do grupo avaliado, mas 

apenas no GP1 houve um aumento na HIF- 1α, VEGF, no número de vasos e uma diminuição 

na área de necrose. 

Diferentemente de nosso achados, o estudo de Smith et al. [14] não encontrou alterações 

entre os grupos irradiados com TFBM a laser associando as irradiações nos momentos pré e 

pós-operatório. Na ocasião os autores compararam o grupo controle com um grupo irradiado a 

laser com 632,8 nm por 10 dias consecutivos, (5 pré-operatório e 5 pós-operatório) com uma 

dose 0,0825J. Deve-se levar consideração  que a energia entregue ao tecido no trabalho deles 

foi pequena e que doses (fluência, irradiância, tempo de exposição ou número de repetições) 

muito baixas ou muito altas podem levar a nenhum efeito, ou ainda um efeito inibitório, 

respectivamente [26,27]. 

Pesquisas [12,13] comparando grupos irradiados previamente ou apenas no período 

posterior a realização de cirurgia plástica com grupo controle, demonstraram que a TFBM a 

laser foi eficiente para a diminuição da necrose, mas que os grupos irradiados nos diferentes 

momentos não diferiram entre si. Em nosso estudo constatamos que a irradiação associando os 

períodos pré e pós-operatório foi eficiente para o aumento de número de vasos e a diminuição 

da necrose, enquanto que o grupo tratado com a mesma dose unicamente no período pós-

operatório não diferiu do controle.  Constatamos ainda que a irradiação realizada previamente 

serviu como um estímulo para o aumento dos vasos, sendo esse um dos fatores que pode ter 

contribuído para esse resultado. 

O aumento no número de vasos é um fator importante para diminuição da área da 

necrose [28,29]. Na pesquisa realizada por Bossini et al (2009) [28] os autores concluíram que 

os efeitos da TFBM a laser nessa variável era independente dos parâmetros de irradiação. Por 

outro lado, em nossa pesquisa assim como na de CURY et al (2013), observa-se que o efeito 
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modulatório na formação de vasos é dependente dos parâmetros. Os fatos que podem levar a 

essa discordância entre os resultados dos estudos é a potência de irradiação empregada nos 3 

estudos terem sido diferentes (30, 40 e 50 mW respectivamente), além dos valores de energia 

também diferirem. Portanto, é possível concluir que as alterações causadas no número de vasos 

é dose dependente. 

 A formação de novos vasos está envolvido em uma variedade de eventos fisiológicos 

que podem auxiliar no reparo de tecido cutâneo, sendo esse processo regulado por alguns 

fatores de crescimento [30] dentre eles, o VEGF e o FGF-2 [31,32]. Nesse estudo foi detectado 

o efeito estimulatório da TFBM a laser nos fatores a cima citados bem como um aumento no 

número de vaso.  

Pesquisa utilizando fatores de crescimento como o FGF [31,33] e o VEGF [7,8] 

demonstraram resultados positivos para o aumento no número de vaso e da viabilidade do 

retalho cutâneo. Na literatura encontram-se evidências de que a TFBM a laser atua 

modulando esses dois fatores de crescimento [23,34–37]. Esses dados corroboram com o 

encontrado nesta pesquisa, uma vez que o grupo irradiado por 10 dias e com uma dose de 

1,1J por ponto apresentou efeito estimulatório tanto para o FGF como para o VEGF, um 

maior número de vasos e menor porcentagem de tecido necrótico. Sugere-se que a irradiação 

prévia com essa dose foi fundamental para esses efeitos, uma vez que o grupo irradiado com 

a mesma dose apenas no período pós-operatório não demonstrou diferença nessas variáveis. 

Um dos possíveis mecanismos responsáveis pelo aumento do VEGF após a TFBM a 

laser pode ter sido o aumento do HIF-1α [36], que é um fator crítico de transcrição que regula 

as respostas adaptativas à hipóxia[38] e sinaliza o aumento na produção do VEGF [32]. Assim 

como em nosso estudo, na pesquisa de Cury et al.[36] foi possível encontrar um aumento 

nas concentrações de HIF-1α após a irradiação com laser, sugerindo que a TFBM a laser 

modulou vias moleculares que induziram a otimização do HIF-1αe consequentemente o 

VEGF. 

Tem se estudado a importância dos mastócitos modulando diferentes mediadores 

biológicos responsáveis por estimular o crescimento, migração e proliferação de elementos 

essenciais para o reparo da pele [39,40]. Neste estudo encontrou-se um aumento no número 

de mastócito na primeira avaliação, esse fato pode ter contribuído para a limpeza 

microbiológica do local no período do pós-operatório imediato. Estudo realizados avaliando 

o número de mastócito após a TFBM no sétimo dia pós-operatório [35,41,42] obtiveram um 

aumento dessas células, diferentemente do encontrado em nossa segunda avaliação. Essa 

discordância pode ter se dado devido ao local em que a amostra do tecido foi coletada, pois 
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Nishioka et al. [42] relataram em seu estudo que o número de mastócitos foi maior próximo 

a linha de transição entre o tecido viável e necrótico.  

Na maioria dos estudos realizados até o momento [18,43,44] foi relatado um efeito 

benéfico para o aumento da viabilidade do retalho cutâneo com a aplicação da TFBM a laser 

no período pós-operatório, diferentemente do encontrado em nosso estudo. Uma das 

explicações plausível para essa discordância seria a realização da epilação dos animais de nosso 

trabalho ter sido feita 3 dias antecedentes a realização do retalho, sendo que nos estudos citados 

anteriormente a epilação acontecei no momento do procedimento cirúrgico. Outro fator muito 

importante que deve ser considerado é que o número de aplicações da TFBM usado em nosso 

estudo foi o maior,  pois a maioria dos estudos realizam a irradiação por um período de cinco 

[18,44]  ou três dias [43,45] enquanto em nosso estudo essa se deu por sete dias após a 

realização do retalho, podendo ter causado uma sobrecarga energética. 

Acredita-se que a falta de um grupo com tratamento apenas preemptivo auxiliaria para 

esclarecer se a melhora apresentada no GP1 foi unicamente devido ao tratamento pré-operatório 

ou se ela foi causada por um maior número de aplicações do tratamento. 

 

5.5 Conclusão 

 

A aplicação do laser preemptivo com 1,1J por ponto em retalho cutâneo randômico é 

uma modalidade terapêutica eficaz para a diminuição da porcentagem de tecido necrótico, 

aumento no número de vasos e na imuno marcação do FGF, HIF 1α e VEGF. 
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6. CONSIDERAÇÕES FINAIS E CONCLUSÕES 
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Baseado nos resultados apresentados nesta tese foi possível concluir que: 

• O número de pontos em que um mesmo tempo de irradiação total é entregue ao 

tecido interfere no resultado do tratamento; 

• A irradiação em um menor número de pontos e maior tempo por ponto foi mais 

eficiente para o aumento da viabilidade e da quantificação de fibras do colágeno 

em retalhos cutâneo; 

• Os resultados da aplicação da TFBM a laser em animais nas condições de 

homeostasia são dose dependente para o número de vasos e mastócitos, sendo a 

dose que apresentou melhor resultado foi a de 1,1 J por ponto, já para a expressão 

proteica detectou-se um aumento da marcação, tanto do FGF como do VEGF,  

independente do grupo irradiado.   

• A aplicação premptiva da TFBM a laser na dose de 1,1 J por ponto demonstrou 

ser efetiva para mudanças no número de vasos, além de uma maior marcação 

histoquímica dos fatores HIF-1α, FGF e VEGF.  

• A aplicação preemptiva associada ao tratamento pós-operatório com TFBM a 

laser pode ser uma alternativa para a prevenção da instauração da necrose distal 

do RC. 
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS 
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 Além dos estudos apresentados nessa obra há dois artigos sobre a aplicação da TFBM a 

laser na viabilidade do RC que foram desdobramentos desta pesquisa. Um deles está em fase 

de finalização da redação e o outro em fase de análise de resultados.  

A pesquisa que se encontra em fase de escrita foi realizada antes do segundo artigo 

apresentado nessa tese e teve como objetivo identificar a melhor potência de irradiação para o 

aumento da viabilidade do RC. No estudo em questão foi possível concluir que a potência de 

50mW foi melhor que a de 100mW e que o grupo controle, visto que detectou-se diminuição 

na área da necrose, além de uma menor expressão proteica da Caspase 3 nos grupos tratados 

com 50 mW. 

Já o segundo estudo que está em fase de análise de resultados, foi realizado com um 

aluno de iniciação científica, o qual a doutoranda coorientou. A pesquisa objetivou verificar 

qual o melhor número de aplicações da TFBM a laser para o aumento da viabilidade de retalhos 

cutâneos. Até o presente momento pode ser concluído que o número de aplicação da TFBM a 

laser interfere na viabilidade do RC, sendo que o melhor número de aplicações para a 

diminuição do tecido necrótico foram duas aplicações imediatamente após a confecção do 

retalho. 

Constatou-se que em pesquisas mais recentes tem havido um predomínio de confecção 

de retalho de base caudal, diferetemente do utilizado nessa pesquisa. Portanto, acredita-se que 

em pesquisas futuras a utilização desse modelo experimental será o mais adequado 

Além disso a realização dessa pesquisa motiva novos questionamento para futuras 

pesquisas visando elucidar as respostas teciduais causadas pela aplicação exclusiva do 

tratamento preemptivo, ou sua associação com um número menor de aplicações da TFBM uma 

vez que, os resultados parciais de dados ainda em análise indicam que há uma resposta 

energética cumulativa da irradiação, mostrando-se mais eficiente um número reduzido de 

aplicações da TFBM. 
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