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RESUMO 

 

Os retalhos cutâneos são amplamente utilizados na cirurgia plástica, principalmente na 
reconstrutiva. Após o procedimento operatório, uma das principais complicações é a 
isquemia, podendo ocasionar a necrose do retalho. Vários recursos têm sido estudados com o 
intuito de aumentar a viabilidade desses retalhos. Dentre esses recursos, o laser de baixa 
intensidade é uma alternativa de tratamento, uma vez que pode promover um aumento da 
microcirculação e da neoformação vascular. Entretanto, existem discrepâncias na literatura 
em relação aos parâmetros empregados no uso do laser de baixa intensidade, principalmente 
das fluências utilizadas nos tratamentos. Este estudo teve como objetivo verificar o efeito de 2 
comprimentos de onda diferentes (660nm e 780nm), com fluências de 30 e 40J/cm2, na 
viabilidade do retalho cutâneo randômico em ratos, avaliados pelo método do gabarito de 
papel, contagem dos vasos sanguíneos, atividade da metaloproteinase de matriz -2 (MMP-2), 
avaliação dos níveis plasmáticos de NO, e expressão do fator induzível por hipóxia (HIF-1α). 
Sessenta ratos da linhagem Wistar foram usados nesse estudo, sendo distribuídos em 5 grupos 
(n=12): grupo controle, grupo irradiado com 660nm a 30J/cm2; grupo irradiado com 660nm a 
40J/cm2, grupo irradiado com 780nm a 30J/cm2, e grupo irradiado com 780nm a 40J/cm2. O 
retalho cutâneo foi realizado no dorso dos animais com dimensões de 10 X 4cm e uma 
barreira plástica foi interposta entre o retalho e o leito doador. Os animais receberam 
irradiação laser imediatamente após a cirurgia e nos 4 dias seguintes, utilizando-se a técnica 
pontual em contato em 24 pontos distribuídos sobre e ao redor do retalho. No sétimo dia pós-
operatório foi avaliado a porcentagem de área de necrose e coletado amostras de tecido para 
análise histológica, zimografica e de expressão protéica por western blotting, os animais 
foram eutanaziados por exsanguinação, e no sangue foram avaliados os níveis plasmáticos de 
NO. Os dados obtidos a partir da avaliação pelo método de gabarito de papel mostraram que 
não houve aumento na viabilidade dos retalhos cutâneos após tratamento com laser. Pelas 
análises bioquímicas observamos que o laser modulou a atividade de MMP-2 e a expressão de 
HIF-1α, bem como induziu o aumento no número de vasos especialmente nos grupos 
irradiados com 40J/cm2 independente do comprimento de onda utilizado. A medida do NO 
circulante não apresentou diferença entre os grupos.  A análise molecular mostrou que a 
aplicação do laser com os parâmetros aqui utilizados, embora tenha estimulado a angiogênese 
por modular HIF-1α e a atividade de MMP-2 não foi capaz de melhorar a viabilidade dos 
retalhos cutâneos. Assim, concluímos que para encontrarmos os efeitos benéficos e seguros da 
laserterapia precisamos compreender seus mecanismos de ação e conhecer os melhores 
parâmetros de utilização.  

 

Palavras-chave: LLLT, terapia a laser de baixa intensidade, neovascularização, retalhos 
cirúrgicos. 

 

 



 

 

 

 

ABSTRACT 

 

Skin flaps are widely used in plastic surgery, mainly in reconstruction surgeries (transference 
of  skin graft, pre-made tissues). After the surgery one of the major complication is ischemia, 
which may cause necrosis of the flap. Several features have been studied with the aim of 
increasing the viability flaps. Among these features, the low laser therapy is an alternative 
treatment, since it can promote an increase in microcirculation and vascular neoformation. 
However, there are discrepancies in the literature of the parameters employed in the use of 
laser, especially the fluence used in treatment . The aim of this study was to investigate the 
effects of 2 different laser wavelengths (660nm e 780nm) at 30 and 40J/cm2, on the viability 
of skin flap in rats evaluated by the paper template, vessels blood counting, activity of matrix 
metalloproteinase-2 (MMP-2), evaluation of plasma levels of NO, and expression  hypoxia-
inducible Factor 1α. Sixty male animals Wistar were used in this study and they were 
distributed into the following groups (n=12 each group): control group, group irradiated with 
660nm, at 30J/cm2; group irradiated with 660nm, at 40J/cm2 group irradiated with 780nm, at 
30J/cm2, and group irradiated with 780nm, at 40J/cm2. The skin flap was performed on the 
back of all animals studied, with a plastic sheet interposed between the flap and the donor site. 
The animals received laser irradiation immediately after surgery and within 4 days, using the 
technical point of contact, on 24 points on the skin surface and around it. On the seventh 
postoperative day was evaluated the percentage of necrotic area and collected samples of 
tissue for histological analysis, zymography and protein expression by Western blotting, 
animals were euthanized by exsanguination, and blood were evaluated plasma levels of NO. 
The data obtained from the evaluation by the method of the paper template showed no 
increase in the viability of skin flaps after laser treatment. For biochemical analysis we found 
that the laser modulates the activity of MMP-2 and expression of HIF-1α and induced an 
increase in the number of vessels especially in the groups irradiated with 40J/cm2 
Measurement plasma level of NO did not differ between groups. Molecular analysis showed 
that the application of laser parameters used here, although it stimulated angiogenesis  by 
modulating HIF-1α and activity of MMP-2 was not able to improve the viability of skin flaps. 
Thus, we conclude that to find the beneficial effects of laser therapy we need to understand 
their mechanisms of action and know the best parameters to use. 

  

Keywords: Laser therapy, low-level; neovascularization; surgical flaps. 
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Esta dissertação foi estruturada no modo de artigos, sendo dividida em 3 partes, redigida com 

base nas normas metodológicas da ABNT. 

 A primeira parte é constituída de um resumo, justificativa, objetivo e detalhamento da 

metodologia empregada. 

 A segunda parte compreende os artigos elaborados com base na primeira parte. Foram 

redigidos dois artigos, o primeiro abordando a avaliação do retalho cutâneo pelo método do 

gabarito de papel, denominado: “The Effects Of The 660nm and 780nm Laser Irradiation On 

Viability Of Random Skin Flap In Rats” (Efeitos da irradiação laser 660nm e 780nm na 

viabilidade do retalho cutâneo randômico em ratos), publicado pela Photomedicine and 

Laser Surgery em outubro de 2009. O segundo artigo aborda os aspectos relacionados com a 

vascularização do retalho cutâneo sob ação do laser, intitulado: “Efeitos da Irradiação Laser 

na Viabilidade do Retalho Cutâneo Randômicos de Ratos: Modulação da Atividade de MMP-

2, da expressão de HIF-1α durante a angiogênese.  

A terceira parte é composta das conclusões gerais obtidas a partir dos resultados 

experimentais, bibliografia utilizada e anexo. 
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1. INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA 

A utilização de retalhos cutâneos é um recurso muito freqüente em cirurgia plástica e 

reparadora (CYMROT, PERCÁRIO, FERREIRA, 2004), representando às vezes a única 

oportunidade para o reparo cirúrgico após a ressecção de lesões de pele, tumores ou quando é 

necessária reconstituição de uma extensa área de pele. Embora a utilização de retalho 

cutâneos em cirurgias seja um procedimento frequente e seguro, pode ocorrer complicações, 

sendo a necrose a mais temida (BIONDO-SIMÕES, et al., 2000). 

Parte do dano tecidual no retalho cutâneo randômico, se deve ao fluxo sanguíneo 

inadequado, levando a necrose isquêmica (CYMROT, PERCÁRIO, FERREIRA, 2004; 

JUNIOR, et al., 2004), resultando às vezes na perda do retalho (KERRIGAN, 1983; 

BIONDO-SIMÕES et al., 2000). 

Para garantir o suprimento sanguíneo adequado do retalho é necessário que ocorra 

angiogênese. A angiogênese é o processo de formação de capilares a partir de vasos pré-

existentes (BOTUSAN, et al., 2008). Ela envolve múltiplos passos como, migração e invasão 

de células endoteliais, formação do lúmem, conexão de novos segmentos vasculares com a 

circulação preexistentes, e remodelação da matriz extracelular (MEC), no qual as 

metaloproteinases (MMPs) são extremamente importantes (CONWAY, COLLEN, 

CARMELIET,  2001).  

Os eventos celulares que ocorrem durante a angiogênese são complexos e altamente 

regulados por diferentes vias de sinalização. Sabe-se que muitos desses eventos dependem de 

mecanismos moleculares envolvidos na regulação da expressão gênica (HAMIK et al., 2006). 

A expressão dos fatores de crescimento angiogênicos dependem da atividade de fatores de 
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transcrição como o Fator induzido por hipóxia (HIF-1α), fatores de transcrição da família 

Hey1/2.  

No modelo proposto, a perda do retalho por necrose é geralmente causada por hipóxia, 

razão pela qual tivemos especial interesse em investigar o fator de transcrição HIF-1α. O fator 

induzido por hipóxia-1 (HIF-1) foi inicialmente descrito como um fator heterodimérico 

nuclear composto pelas subunidades HIF-1α e HIF-1β (ARNT). HIF-1β é constitutivamente 

expresso na maioria das células, já o HIF-1α é induzido em presença de baixas concentrações 

de oxigênio celular (MILKIEWICZ e HAAS, 2005).  

Em normoxia, a regulação da atividade do complexo HIF-1 é dependente da 

degradação da subunidade HIF-1α pelo sistema ubiquitina-proteassoma. Células em hipóxia 

podem sofrer estabilização e acúmulo da proteína HIF-1α, principalmente através da inibição 

de sua degradação pelo sistema ubiquitina-proteassoma (MILKIEWICZ e HAAS, 2005).  O 

HIF-1α tem um papel fundamental na cicatrização de feridas, ele é necessário para a 

expressão não só de fatores de crescimento angiogênicos, mas também para motilidade celular 

e recrutamento de células progenitoras endoteliais (BOTUSAN et al., 2008).  

Descreve-se que o primeiro passo para o crescimento de capilares é a ativação da 

célula endotelial, que inicia a proteólise da membrana basal, proliferação celular e o 

subseqüente crescimento de um novo capilar (RIVILIS et al., 2002). Tanto a proliferação 

celular quanto a degradação da membrana basal são essenciais para a angiogênese. A 

proliferação celular é mediada pelo fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), um 

potente agente mitogênico cuja expressão é induzida por HIF-1 (FANG et al. 2001; RIVILIS 

et al. 2002; ALBINA et al., 2001). Quanto à degradação da membrana basal, esta é mediada 

principalmente por enzimas proteolíticas da família das Metaloproteinases (MMPs). As 

MMPs são uma família de enzimas que regulam os eventos fisiológicos  relacionados ao 
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desenvolvimento, regulando processos como morfogênese, cicatrização de feridas, invasão e 

cresimento tumoral (VU e WERB, 2000). Durante a angiogênese as MMPs facilitam a 

migração celular e são necessárias para liberarem fatores pro-angiogênicos aprisionados na 

MEC, as MMPs podem processar e ativar fatores de crescimento e receptores, incluindo 

integrinas e receptores de adesão celular (RUNDHAUG, 2005). O papel das MMPs na 

angiogênese é complexo, estas enzimas podem facilitar ou inibir o processo de angiogênese.   

Pelo exposto acima, vimos que existe uma relação entre a viabilidade do retalho e o 

processo de angiogênese. Dessa maneira, controlar este processo seria uma importante 

estratégia terapêutica no auxilio da viabilidade dos retalhos, melhorando seu aporte 

sangüíneo. Com o intuito de garantir a viabilidade dos retalhos, são usados vários tipos de 

drogas com ação vasodilatadora, anticoagulante, antioxidante, inibitória sobre as 

prostaglandinas, bloqueadoras de canais de cálcio e antiadrenérgicas (JURELL e JONSOON, 

1976; DUARTE et al., 1998; DAVIS et al., 1999; LIEBANO et al., 2002). Muitas dessas 

drogas exercem efeitos benéficos sobre o retalho, porém algumas delas podem levar a efeitos 

sistêmicos indesejáveis. 

 Desse modo, vários pesquisadores têm investigado a ação de recursos não-

farmacológicos, como a acupuntura e a eletroacupuntura (NIINA et al., 1997), correntes 

elétricas de baixa freqüência polarizadas (IM, LEE, HOOPES, 1990) ou não polarizadas 

(KJARTANSSON e LUNDEBERG, 1990; NIINA, et al., 1997; LIEBANO, FERREIRA, 

SABINO NETO, 2002) e o laser de baixa intensidade (KAMI et al., 1985; SMITH et al., 

1992; KUBOTA e OSHIRO, 1996; AMIR et al., 2000) com o objetivo de melhorar a 

viabilidade tecidual e minimizar a ocorrência de efeitos colaterais indesejáveis.  

A laserterapia de baixa intensidade tem sido amplamente utilizada para acelerar o 

processo de cicatrização (SCHINDL et al., 1998; ORTIZ et al., 2001). Os resultados 
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mostraram que o laser pode aumentar a microcirculação e a angiogênese, proliferação de 

fibroblastos, a deposição de colágeno e aumentar o metabolismo celular após a sua aplicação 

(KAMI et al., 1985, SMITH et al. 1992; KUBOTA, OSHIRO, 1996; AMIR et al., 2000; 

ORTIZ et al., 2001). Alguns autores têm mostrado um aumento do aporte sangüíneo e uma 

conseqüente melhora na sobrevida de retalhos cutâneos após irradiação com laser (AMIR et 

al., 2000; KUBOTA, 2002, PINFILDI et al., 2005, BOSSINI et al., 2009). Kubota e Ohshiro 

(1996) também atribuem o aumento da viabilidade à melhor perfusão sanguínea.  

Os resultados da laserterapia são discrepantes principalmente porque há uma 

discordância com relação aos parâmetros utilizados. A interação do laser com o tecido produz 

diferentes efeitos, dependendo da energia aplicada (LUNDEBERG e MALM, 1991). Dessa 

maneira, para avaliar sua eficácia no tratamento dos retalhos cutâneos em ratos, são 

necessários trabalhos que investiguem - não só a aplicação do laser de baixa intensidade 

(como o de diodo) em diferentes dosimetrias, mas também aqueles que analisem os 

mecanismos moleculares envolvidos.  
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2. OBJETIVO 

2.1. Objetivos gerais: 

Investigar os efeitos da aplicação do laser de baixa intensidade em dois comprimentos 

de onda, 660nm (vermelho) e 780nm (infravermelho), em retalhos cutâneos;  

2.2. Objetivos específicos: 

2.2.1. Avaliar os efeitos da aplicação de diferentes fluências, 30J/cm2 e 40J/cm2, dos lasers 

vermelho e infravermelho sobre a qualidade do retalho cutâneo, analisando a quantidade de 

tecido viável entre os grupos; 

2.2.2. Avaliar alterações morfológicas provocadas pela aplicação de diferentes fluências, 

30J/cm2 e 40J/cm2, dos lasers vermelho e infravermelho nos retalhos cutâneos; 

2.2.3. Avaliar a atividade proteolítica da MMP-2 nos retalhos cutâneos após aplicação de 

diferentes fluências, 30J/cm2 e 40J/cm2, dos lasers vermelho e infravermelho;  

2.2.4. Avaliar a concentração de óxido nítrico plasmático após a aplicação de diferentes 

fluências, 30J/cm2 e 40J/cm2, dos lasers vermelho e infravermelho sobre o retalho cutâneo; 

2.2.5. Analisar a expressão protéica do HIF-1α nos retalhos cutâneos após a aplicação de 

diferentes fluências, 30J/cm2 e 40J/cm2, dos lasers vermelho e infravermelho; 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS  

 

3.1 Animais de Experimentação 

 

Para a realização deste estudo foram utilizados 60 ratos (Rattus norvegicus: var. 

albinus, Rodentia, Mammalia) machos, da linhagem Wistar, com três meses de idade e massa 

corporal variando de 260 a 320 gramas, obtidos do Biotério Central da Universidade Federal 

de São Carlos (UFSCar), campus de São Carlos. 

Os ratos foram mantidos no Biotério do Departamento de Fisioterapia da UFSCar 

durante todo o procedimento experimental em gaiolas apropriadas de prolipropileno padrão, 

individual, em temperatura ambiente entre 22 e 24°C, ciclo claro/escuro de 12/12 horas, 

ambiente higienizado e ventilação adequada, recebendo ração própria comum e água ad 

libitum. 

Os experimentos foram conduzidos segundo as normas internacionais de ética na 

experimentação animal (NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 1996), e aprovado pelo 

comitê de Ética em Experimentação Animal da UFSCar CEEA/UFSCar (parecer 10/2008, 

anexo 1). 

 

3.2 Equipamento Emissor da Radiação Laser 

Utilizou-se um aparelho laser de baixa intensidade de diodo AsGaAl (Arseneto de 

Gálio e Alumínio), da marca MMO (MM Optics Ltda®), modelo Twin Laser, classe 3B, com 

comprimento de onda de 660nm e 780nm, potência de saída de 40mW, área do feixe de 

0,04cm² e em modo contínuo (Figura 1). 
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O equipamento foi previamente calibrado e novamente aferido após o procedimento 

experimental no Laboratório de Biofotônica do Grupo de Óptica do Instituto de Física de São 

Carlos, Universidade de São Paulo (USP), com o propósito de se obter uma alta 

confiabilidade na intensidade efetiva da emissão laser. 

 

 

3.3 Delineamento Experimental 

Os 60 ratos foram pesados e distribuídos aleatoriamente, em 5  grupos de 12  animais 

(CL, V30, V40, IV30, IV40) para a realização dos retalhos cutâneos randômicos. 

Grupo CL – os animais deste grupo foram submetidos à cirurgia e à simulação da radiação 

laser em 24 pontos, por 40 segundos por ponto. 

Grupo V30 – os animais deste grupo foram submetidos à radiação laser (λ = 660nm) com 

fluência de 30J/cm², por 30 segundos, fornecendo 1,2J de energia por ponto, em 24 pontos, 

num total de 28,8J de energia total depositada.  

Figura 1-  Equipamento emissor da radiação laser (MM  
Optics Ltda®) 
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Grupo V40 – os animais deste grupo foram submetidos à radiação laser (λ = 660nm), com 

fluência de 40J/cm², por 40 segundos, fornecendo 1,6J de energia por ponto, em 24 pontos, 

num total de 38,4J de energia total depositada. 

Grupo IV30 – os animais deste grupo foram submetidos à radiação laser (λ = 780nm), com 

fluência de 30J/cm², por 30 segundos, fornecendo 1,2J de energia por ponto, em 24 pontos, 

num total de 28,8J de energia total depositada. 

Grupo IV40 os animais deste grupo foram submetidos à radiação laser (λ = 780nm), com 

fluência de 40J/cm², por 40 segundos, fornecendo 1,6J de energia por ponto, em 24 pontos, 

num total de 38,4J de energia total depositada. 

Todos os grupos receberam a radiação laser imediatamente após o procedimento 

operatório e nos 4 dias subseqüentes à lesão. Em todos os grupos a aplicação foi feita em 24 

pontos, distribuídos sobre e ao redor do retalho cutâneo de base cranial, em uma única 

aplicação ao dia. Estes pontos de radiação foram dispostos a 1cm da margem do retalho e a 

2cm entre si (Figura 2). 

 

2 cm 
2 cm 

Figura 2 – Esquema ilustrativo da demarcação dos pontos de aplicação da radiação laser  

com distância de 2cm entre os pontos e de 1cm da margem do retalho (BOSSINI, 2009). 

1 cm 
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3.4 Técnica Cirúrgica 

Os animais foram pesados e em seguida anestesiados proporcionalmente à massa 

corporal, via intraperitonial, com uma associação de ketamina (95mg/kg) e xilazina 

(12mg/kg), utilizando uma seringa de insulina. Posteriormente à indução anestésica, os 

animais foram posicionados em uma superfície plana com a extensão dos quatro membros e 

realizada a tricotomia digital no dorso dos mesmos. 

 Na seqüência, o retalho cutâneo randômico de base cranial, com dimensões de 10 cm 

de comprimento e 4cm de largura, foi demarcado, respeitando-se como limites os ângulos 

inferiores das escápulas e os ossos superiores da cintura pélvica, seguindo o modelo 

experimental proposto inicialmente por McFARLANE, DEYOUNG, HENRY (1965) e 

empregado em vários outros estudos, como por LIEBANO, FERREIRA, SABINO NETO 

(2002); ESTEVES JUNIOR, FERREIRA, LIEBANO (2004); PINFILDI et al., (2005), 

BOSSINI et al., (2009) (Figura 3). 

 

 

 

Figura 3 – Retalho planejado e delineado no dorso do 
animal com dimensões de 10 x 4cm. 
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Os retalhos foram elevados do dorso dos animais a partir da fáscia profunda dos 

músculos, incluindo a fáscia superficial, panículo carnoso e pele (McFARLANE, DeYOUNG, 

HENRY, 1965) (Figura 4). 

 

 

 Uma barreira plástica (filme F1) com as mesmas dimensões do retalho (10 X 4cm) foi 

interposta entre o retalho e o leito doador, impedindo a revascularização do retalho por meio 

dos vasos do leito (KORLOF e UGLAND, 1966; KAUFMAN et al., 1985) (figura 5). 

 

 

Figura 4 – Retalho cutâneo randômico de base cranial 
elevado. 

Figura 5 – Posicionamento da barreira plástica entre o 
retalho e o leito doador. 
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Em seguida, foi realizada a sutura com pontos simples, utilizando fio de náilon 

monofilamentar 4-0, com distância de aproximadamente 1cm entre os pontos, retornando o 

retalho à mesma posição de origem (DUARTE, GOMES, FERREIRA, 1998; LIEBANO, 

FERREIRA, SABINO NETO, 2002; BOSSINI et al.,  2009) (figura 6). 

 

 

 

Imediatamente após o procedimento cirúrgico, os animais do grupo CL foram 

anestesiados por mais 30 minutos e submetidos à simulação da radiação laser (o equipamento 

permaneceu desligado). Os animais dos grupos V30, V40, IV30, e IV40 também foram 

anestesiados por 30 minutos e receberam a radiação laser com λ=660nm com fluência de 30 e 

40J/cm² (V30 e V40), e radiação laser com λ=780nm com fluência de 30 e 40J/cm² (IV30 e 

IV40).  

Todos os animais foram tratados imediatamente após a operação, e nos 4 dias 

seguintes, em uma única aplicação por dia no mesmo horário todos os dias (figura 7). 

Figura 6 – Retalho suturado após interposição da barreira 
plástica. 
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Para a padronização dos pontos de aplicação do laser foi utilizado um molde plástico, que foi 

posicionado sobre o retalho, tendo como referência a região cranial e as margens laterais do 

mesmo, garantindo que a radiação laser se deu sempre nos mesmos pontos. 

 Nas aplicações foi utilizada a técnica pontual com contato, sendo a caneta do laser 

posicionada perpendicularmente com o retalho cutâneo (PINFILDI et al., 2005; BOSSINI et 

al., 2009). 

 

 

3.5 Método de Determinação de Porcentagem da Área de Necrose dos Retalhos 

A porcentagem da área de necrose dos retalhos foi avaliada no sétimo dia pós-

operatório, por meio do método do gabarito de papel (SASAKI e PANG, 1980). O limite 

entre o tecido viável (pele macia, rósea, quente e com pêlos) e o tecido não viável (pele 

escurecida, fria e sem pêlos) foi estabelecido nos animais. 

Um molde de todo o retalho foi traçado em papel vegetal (figura 8), onde se 

delimitou a área necrosada da área viável do retalho (figura 9). Logo após, o molde de papel 

vegetal correspondente ao retalho foi recortado e aferido em uma balança de precisão (erro de 

+/- 0,0001 g). 

Figura 7 – Técnica de aplicação pontual em contato 
utilizando molde.  
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 A área de necrose foi separada da área viável do desenho e também foi aferida. Para 

se encontrar a porcentagem da área de necrose foi aplicada a seguinte fórmula: 

 

 

 

Figura 8 – Visualização da área a ser demarcada por meio 
do papel vegetal 

Figura 9 – retalho com delimitação entre área necrosada 
(com dois traços) e a área viável estandardizada 
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3.6 Coleta da Amostra do Retalho Cutâneo 

 Uma amostra do retalho cutâneo de todos os animais foi coletada no sétimo dia pós-

operatório. Na tentativa de padronizar a coleta da amostra foi estabelecido logo acima do 

ponto mais alto de separação entre o tecido viável e o necrótico perpendicularmente a lesão 

com 1cm de largura. Todas as amostras foram retiradas com os animais anestesiados. A 

região colhida foi dividida em 3 partes, direita, central e esquerda (figura 10). A porção direita 

foi utilizada para análise de Zimografia e Western Blotting, e a porção central foi utilizada 

para histologia. As amostras de pele foram lavadas de 3 à 4 vezes em solução salina. Após a 

limpeza, foi feita a remoção de qualquer tipo de tecido periférico e demais artefatos visíveis. 

 

 

 

 

 

 

Figura 10 – Representação da amostra do retalho cutâneo 
coletado para estudo 
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3.7  Eutanásia dos animais e coleta de sangue 

 Ao término da avaliação da porcentagem da área de necrose e da coleta das amostras 

do retalho cutâneo, os animais foram mortos por exsanguinação sob anestesia.  

Foram coletadas, aproximadamente, 3ml de amostra de sangue por punção 

intracardíaca. As amostras foram colocadas em tubos de ensaio, sem anticoagulante para 

obtenção do soro, e posterior dosagem de NO. Elas foram mantidas em gelo e rapidamente 

centrifugadas a 3.000 rpm por 10 min a 4°C e armazenadas em freezer -20°C.  

3.8 Procedimento morfológico 

Após a coleta, as peças foram armazenadas em potes individuais contendo solução de 

formaldeído a 10% para fixação, durante 24 horas. Em seguida, foram lavadas em água 

corrente também por 24 horas. Na seqüência, passaram por desidratação em soluções de 

álcool etílico a 70% e 100%. As peças foram mantidas imersas por 1 hora na primeira 

solução, o procedimento foi repetido por 8 vezes com duração de 1 hora cada, na segunda 

solução. Após os banhos de desidratação foi iniciada a diafanização das peças em solução de 

álcool/xilol (1:1) por 1 hora e, a seguir, em 2 banhos de xilol puro, também por uma hora cada 

banho. Posteriormente as amostras passaram por banhos de parafina/xilol (1:1) e parafina 1 

por 1h cada em seguida por parafina 2 por 2h.  

Em seguida as peças foram incluídas em parafina e cortadas com espessura 

padronizada de 6µm, por meio de um micrótomo rotativo, Spencer - 820, do Departamento de 

Fisiologia e Patologia da Faculdade de Odontologia da UNESP (Universidade Estadual 

Paulista), campus de Araraquara. Os cortes foram montados em lâminas histológicas fixados e 

corados com hematoxilina e eosina (HE). 
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3.9 Contagem dos vasos sanguíneo 

Foram preparadas laminas histológicas de toda extensão do retalho destinado a esse 

objetivo (porção central). As amostras foram subdividida em 3 partes, para se obter uma 

visualização de porções em diferentes níveis (figura 11). Cada fatia foi fotografada em 3 

campos aleatórios (total de 9 campos), num aumento de 40 vezes de objetiva, por uma câmera 

digital acoplada a um microscópio de luz marca ZEISS®. 

 As imagens obtidas foram analisadas no software ImageJ, no qual foram contadas as 

quantidades de vasos sanguíneos. A contagem foi realizada por duas avaliadoras treinadas, 

que não sabiam a identidade das laminas, evitando-se assim a possibilidade de indução dos 

resultados. Ao término da análise, os resultados foram comparados e foi obtida a média de 

vasos das avaliadoras. 

               

 

 

 

Figura 11 – Representação da subdivisão do retalho cutâneo  (Gaboriau & Murakami, Skin Anatomi, 
Otolaryngologic Clinics of North America), dividido em 3 partes (em verde), e disposto nas laminas em 
diferentes porções (em vermelho). 
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3.10 Determinação da atividade de MMPs por zimografia 

As amostra do tecido cutâneo foram maceradas e incubadas em 0,7 ml de tampão de 

extração [10 mM de ácido cacodílico (pH 5,0), 0,15  NaNO3 e 0,01% de triton X – 100], o 

tampão de extração foi colocado numa centrífuga (30 minutos, 4°C  em 13000 rpm). A 

concentração de proteína foi determinada utilizando-se o kit BCATM Protein Assays (Pierce), 

segundo instruções do fabricante. Vinte microgramas de proteína foram acrescidas de tampão 

de amostras (Laemly) e aplicadas em gel de 10% de poliacrilamida contendo 0,1% de 

gelatina. 

Os géis de zimografia consistiram de SDS (10%) com gelatina (1 mg/ml). Após a 

corrida o gel foi lavado 1 vez durante 30 minutos em solução  2,5 de Triton X – 100 para 

remoção de SDS e foi incubado no tampão de substrato (Tris – HCL 50mM pH 8,0, CaCl2 5 

mM e NaN3 0,02%, a 37°C, durante 24h. Após esse tempo foi corado com Coomassie Blue 

Brilliant R-250 (Bio-Rad) por 1h e 30 minutos e descorado com acido acético: metanol: água 

(1:4:5) para visualização das áreas de atividade. As amostras também foram incubadas em 

EDTA para diferenciar a expressão de metalopeptidases ou de serinoproteinas. Foi utilizado o 

software “Kodak Digital Science 1D” para fotografar o gel e o software Gene Tool da 

Syngene para a  análise densitométrica das bandas.  

 

3.11 Determinação Indireta do NO pela Dosagem de Nitrato 

A determinação da concentração de óxido nítrico plasmático foi feita através de uma 

técnica de quimioluminescência NO/ozônio utilizando-se um analisador de NO (Sievers 280 

NO Analyser, Boulder CO. USA).  
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Alíquotas de 50 µl de amostra foram separadas para desproteinização com 100 µl de 

etanol absoluto a 4°C e mantido por 30 min em freezer (-20°C) e, posteriormente, submetido 

à centrifugação (10000 rpm, 5 min) para posterior leitura no analisador. Cinco microlitros (5 

µl) do sobrenadante desta amostra foram colocada na câmara de reação do analisador 

contendo um agente redutor (0,8% de cloreto de vanádio em HCl 1N à 95°C) que converte 

nitrato em NO, em quantidades equimolares. O NO é dragado para a câmara de 

quimioluminescência do analisador, que por sua vez, reage com o ozônio (O3), formando 

dióxido de nitrogênio (NO2
-). O NO2

- apresenta-se numa forma instável e tem a capacidade de 

emitir fótons que se chocam contra uma superfície foto-sensível de uma célula 

fotomultiplicadora. O fóton emitido pela reação é detectado e convertido em sinal elétrico. 

Essa corrente de elétrons é captada, amplificada e processada por um transdutor analógico-

digital, dando origem a um traçado gráfico, em que a área sob a curva gerada corresponde a 

concentração de nitrato na amostra. A curva padrão foi preparada com nitrato de sódio nas 

concentrações 5, 10, 15, 25, 50 e 100 µM. Os valores de nitrato foram expressos em µM. 

3.11.1 Dosagem de proteínas do plasma 

 A dosagem de proteínas foi determinada pelo método de Bradford (1976) em 

espectrofotômetro, utilizando como padrão a albumida bovina (BSA, 1mg/ml). 

3.12 Expressão de HIF-1 alpha por Western Blotting 

Foi utilizado 50µg de proteína (da região correspondente ao lado direito) obtida a 

partir do extrato total dosadas pelo kit BCATM 
Protein Assay (Pierce). As amostras foram 

diluídas em tampão amostra (LAEMLY, com agente redutor, Betamercapto). O material foi 

fervido por 5 minutos e submetido à eletroforese em um sistema SDS-PAGE, gel de 

poliacrilamida 10%. Após a eletroforese, as proteínas foram transferidas para a membrana de 

nitrocelulose (Bio-Rad) em aparelho transferidor semi-seco (Bio-Rad). A membrana foi 
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bloqueada em solução de leite molico 5% diluída em PBS com 0,1% de Tween 20 (PBST) 

por 1 hora com agitação leve em temperatura ambiente. Posteriormente foram feitas 3 

lavagens de 10 minutos cada com PBST. O anticorpo HIF -1α primário (Santa Cruz) foi 

diluído em PBST com 0,5% de BSA (1:1000) over night e o anticorpo secundário foi diluído 

em PBST com 0,5% de BSA (1:2000) por 1 hora em temperatura ambiente. A membrana foi 

revelada em filme após uso do Super Signal (Pierce) 

 

3.13 Análise Estatística 

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

tabelas, na forma de média e desvio padrão, submetidos a análise de variância (ANOVA- One 

way). Na presença de diferença significativa (p<0,05), foi aplicado o teste de post-hoc Tukey. 

Para todas as análises foi utilizado o programa Graph Pad Prism® versão 3, e o 

STATISTICA® 5.5. 

Grupos comparados:  

- Controle vs V30, V40, IV30, IV40 

- V30 vs V40 

- IV30 vs IV40 

- V30 vs IV30  

- V40 vs IV40 

Não foi realizada a comparação de diferentes comprimentos de ondas 

concomitantemente com diferentes fluências, devido o objetivo. Portanto, não foram 

comparados: 

- V30 vs IV40 

- V40 vs IV30 

 

Mesmo comprimento de onda, com diferentes fluências; 

Mesma fluência, em diferentes comprimentos de onda;  
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 Objetivo: Alguns estudos têm demonstrado que a laserterapia é capaz de aumentar a 
viabilidade do retalho cutâneo, diminuindo a área de necrose e aumentando a neoangiogênese. 
No entanto, os mecanismos pelos quais o laser atua sobre as células não são completamente 
compreendidos. O presente estudo investigou os efeitos de dois diferentes comprimentos de 
onda com fluências de 30 e 40 J/cm2, sobre a viabilidade de retalhos cutâneos em ratos.  
Material e Métodos: Foram utilizados Sessenta ratos machos Wistar distribuídos nos 
seguintes grupos (n = 12 cada grupo): grupo controle, grupo irradiado com 660 nm, a 30 
J/cm2; grupo irradiado com 780 nm, a 30 J/cm2, grupo irradiado com 660 nm, a 40 J/cm2 e 
grupo irradiado com 780 nm, a 40 J/cm2. O retalho cutâneo foi realizado no dorso de todos 
animais estudados e foi interposta uma folha plástica entre o retalho e o leito doador. A 
irradiação laser foi feita imediatamente após a cirurgia e nos dias 1, 2, 3 e 4 pós-cirurgia. A 
porcentagem da área de necrose do retalho foi calculada no 7º dia pós-operatório. Resultados: 
o grupo controle mostrou uma área de necrose de 62, 83%. Não foi encontrada nenhuma 
diferença estatística significativa entre os grupos irradiados e o grupo controle. Conclusão: 
Este estudo mostrou que o laser 660nm e 780nm nas doses de 30 e 40J/cm2 não foram 
eficientes para diminuir a área de necrose de retalhos cutâneos em ratos. 
 
 
 
 
INTRODUÇÃO 

O retalho cutâneo é um procedimento cirúrgico comum utilizado em cirurgias 

plásticas e de reconstrução. No entanto, muitas complicações relacionadas à cirurgia poderiam 

levar ao fracasso do retalho1.  

Complicações na viabilidade do retalho podem surgir por diversas causas. O prejuízo 

na nutrição vascular de um retalho de padrão axial pode resultar em isquemia ou congestão 

venosa, formação de hematoma ou infecção, podendo levar à uma necrose total ou parcial do 
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retalho2. As tentativas para maximizar a capacidade de sobrevivência do retalho incluem 

algumas intervenções como a melhoria do estado nutricional do paciente, evitar 

eletrocauterização, garantir hemostasia adequada e evitar lesão por compressão no manuseio 

do retalho2. Terapias inovadoras com o objetivo de aumentar o fluxo sangüíneo para o retalho 

têm sido investigadas, incluindo a terapia laser de baixa intensidade3 (LLLT).   

Muitos autores mostraram os efeitos positivos do LLLT sobre a viabilidade do retalho 

cutâneo4, 5. Bossini et al.
3, Prado et al.

4 e Pinfildi e cols.5 demonstraram que a irradiação laser 

é capaz de produzir um aumento significativo na viabilidade do retalho cutâneo, diminuindo a 

área de necrose.  Os efeitos do laser estão baseados na estimulação da atividade mitocondrial 

pela luz, que estimula a proliferação celular promove absorção de fibrina a partir do tecido 

lesado e aumenta a conversão de miofibroblastos em fibroblastos, o que poderia explicar o 

aumento de sobrevida do retalho cutâneo após a irradiação laser. Além disso foi demonstrado 

que a irradiação laser pode estimular a angiogênese na área do retalho e produzir adequada 

perfusão sanguinea3, 7. É sabido que o desenvolvimento de novos vasos sangüíneo é essencial 

no processo de cicatrização e restabelecimento da circulação no limite da necrose  permitindo 

o reparo tecidual8, 9.  

Apesar de vários trabalhos demonstrarem os efeitos positivos da LLLT sobre a 

viabilidade do retalho cutâneo, há carência de protocolos clínicos e uma vasta gama de doses 

utilizadas por diferentes autores. Alguns trabalhos encontraram redução da área de necrose 

com doses baixas como 3J/cm2 4,5, enquanto outros encontraram o mesmo efeito usando doses 

mais elevadas, como 24J/cm2 3. No entanto, a dose ideal e o comprimento de onda capaz de 

aumentar a viabilidade do retalho ainda são controversos.   

A LLLT com a finalidade de regeneração tecidual tem sido amplamente utilizada nos 

últimos anos. No entanto, o conhecimento dos mecanismos pelos quais a terapia laser atua 
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ainda é limitado9,10. Além disso, são raros os estudos explorando os efeitos de diferentes 

potência, densidades de energia e de comprimento de onda, especialmente em modelos in 

vivo11,12. Para a utilização segura e eficaz do laser como modalidade terapêutica é necessário 

uma investigação dos efeitos e das características dose-resposta desta terapia. Poucos estudos 

investigaram os efeitos de doses altas na viabilidade do retalho cutâneo. Assim, o objetivo 

deste estudo foi determinar a área de necrose do retalho cutâneo em ratos após irradiação com 

660nm e 780nm, nas fluências de 30J/cm2 e 40J/cm2. 

 

MÉTODOS 

Este estudo foi conduzido de acordo com o Guia de Cuidados e Uso de Animais de 

Laboratório e aprovado pelo Comitê de Ética Animal da Universidade Federal de São Carlos. 

Sessenta ratos machos adultos (Wistar, de 12 semanas, 260-320g) foram divididos 

aleatoriamente em 5 grupos, com 12 animais cada: grupo 1 (grupo controle), grupo 2 

(irradiado com laser de 660nm, 30J/cm2), grupo 3 (irradiado com laser de 780nm, 30J/cm2), 

grupo 4 (irradiado com laser de 660nm, 40J/cm2) e grupo 5 (irradiado com laser de 780nm, 

40J/cm2). Todos os animais foram anestesiados com ketamina (95mg/kg) e xilazina 

(12mg/kg) intraperitoneal e também foram depilados. Um retalho cutâneo randômico, 

medindo 10 x 4cm foi criado com uma base cranial no dorso de cada rato5. Uma barreira de 

plástico com as mesmas dimensões foi colocada entre o retalho e o seu leito doador. Os 

retalhos foram fechados com pontos simples com fio monofilamentar de nylon 4-0. 

 Os animais receberam irradiação laser imediatamente após o procedimento operatório 

e nos 4 dias subseqüentes, em 24 pontos distribuídos sobre e ao redor do retalho. Foi utilizado 

um laser de baixa intensidade com 660 e 780nm (MM optics-twim laser®), de modo contínuo, 
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feixe com 4mm de diâmetro, 40mW de potencia. A fluência utilizada foi de 30J/cm2 (durante 

30s, energia total de 28,8J) e 40J/cm2 (durante 40s, energia total de 38,4J). 

 

ANÁLISES  

Necrose do Retalho Cutâneo  

A porcentagem de área de necrose do retalho cutâneo foi calculada no 7º dia pós-

operatório por meio do gabarito de pape. Os ratos foram sedados e do limite entre o tecido 

viável e tecidos necróticos foi demarcada nos animais3. Um molde de todo o retalho foi 

traçado em papel vegetal, onde se delimitou a área necrosada da área viável do retalho, o 

molde foi recortado e aferido em uma balança de precisão (erro de +/- 0,0001g).  Depois 

disso, utilizou-se a seguinte equação: 

    

 Após este procedimento, os animais foram eutanasiados por exsanguinação sob 

anestesia. 

 

Análise Estatística  

Os dados referentes às análises foram submetidos ao teste de variância (ANOVA) e 

estão apresentados em médias e desvios-padrão. O nível de significância aceito foi o de 5% (p 

<0,05). 
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RESULTADOS 

A Tabela 1 mostra as médias e o desvio padrão da área de necrose encontrada para 

cada grupo e os resultados da análise estatística. Os animais não irradiados (grupo controle) 

apresentaram uma área de necrose média de 62,83%.  Não foi encontrada nenhuma diferença 

estatística significativa entre os grupos irradiados e tratados no grupo controle (p = 0,1737). O 

laser de 780nm, 30 J/cm2 (grupo 3) produziu uma menor área de necrose (54,6%), porém o 

valor não foi estatisticamente significante. 

Tabela 1: Porcentagem da área de Necrose  

Grupos  Média (%) DP 
 Porcentagem 

mínima de 
Necrose  

Porcentagem 
máxima de 

Necrose 
Significância  

G1 62,83 10,15 44,72 
 

80,69 
 

NS 

G2 64 9,6 49,90 
 

75,70 
 

NS 

G3 54,6 12,9 29,24 
 

68,09 
 

NS 

G4 58,4 7,8 44,42 
 

67,66 
 

NS 

G5 62,87 10,14 44,95 
 

70,82 
 

NS 

      G1: controle; G2: 660nm, 30J/cm²; G3: 780nm, 30J/cm²; G4: 660nm, 40J/cm²; G5: 780nm,  
40J/cm²; DP: desvio padrão; NS: Não significante. 

 

DISCUSSÃO 

Foi investigado os efeitos de dois diferentes comprimentos de onda do laser e duas 

diferentes fluências sobre a viabilidade do retalho cutâneo. Os resultados mostraram que 

nenhum dos comprimentos de onda e nenhuma das doses utilizadas produziu qualquer efeito 

sobre a área de necrose do retalho. 

Os resultados deste trabalho não corroboram com os estudos encontrados na literatura, 

que têm demonstrado que a laserterapia é eficiente para diminuir a área de necrose do retalho 
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e aumentar a viabilidade3,4,5. Pinfildi et al.5 e Amir et al.13, encontraram diminuição da 

necrose do tecido do retalho cutâneo após a irradiação do laser de 632,8nm, com uma fluência 

de 3J/cm2 e 2,9J/cm2, respectivamente. Bossini et al.
3 demonstraram uma curva dose-resposta 

da viabilidade do retalho. Os autores investigaram os efeitos do laser de 670nm em diferentes 

fluências na área de necrose e no crescimento dos vasos sanguíneos, utilizando o mesmo 

protocolo do presente estudo. Eles encontraram uma menor área de necrose e um maior 

número de vasos sanguíneos após a irradiação com 3, 6, 12 e 24J/cm2, com a melhor resposta 

na maior fluência3. 

Apesar dos presentes resultados não apresentarem diminuição da área de necrose, após 

a irradiação do laser, nossas descobertas suportam a relação de células / tecidos e fluência / 

comprimento de onda resposta especifica para terapias do laser. Por exemplo, Meireles et al.
14 

encontraram que o laser de 660nm, com uma dose de 20J/cm2 foi mais eficaz do que o laser 

de 780nm sobre a aceleração da cicatrização de queimaduras de terceiro grau em ratos 

diabéticos. Moore et al.15 observaram um aumento da proliferação de fibroblastos após 

irradiação laser com 665nm e 675nm, enquanto que um comprimento de onda de 810nm foi 

inibitória. Em outro estudo, Pinheiro et al.16 relataram que a irradiação de células de 

carcinoma de laringe com laser no comprimento de onda 670nm, estimulou a proliferação 

dessas células quando comparada com a irradiação no comprimento de onda 635nm e de 

células não irradiadas. 

A laserterapia envolve diversos parâmetros, tais como: comprimento de onda, fluência 

total, a potência, freqüência de tratamento, modo pulsado ou onda contínua11, 17. Um dos 

pontos importantes demonstrados por vários estudos em cultura de celular12,18, modelo 

animal19, e estudos clínicos, é o conceito de uma dose-resposta relacionado com a densidade 

de energia total depositada no tecido11. Além disso, tem sido postulado que existe uma 



 

 

43 

 

fluência ideal, sendo que as fluências inferiores a este valor ótimo ou maior do que o valor 

ideal terá um resultado terapêutico diminuído, ou altas fluência podem resultar em um 

resultado negativo11,18. 

É possível que as irradiações com comprimento de onda 670nm e 780nm não tenham 

provocado qualquer alteração no metabolismo tecidual dos retalhos cutâneos, deixando de 

demonstrar as alterações na área de necrose dos grupos tratados comparados ao controle. 

Além disso, pode-se sugerir que a quantidade de energia oferecida ao tecido foi maior do que 

a dose ideal necessária para produzir um aumento na viabilidade do retalho. Como observado 

em um estudo anterior do nosso grupo3, a dose de 24J/cm2 foi eficiente para aumentar a 

viabilidade do retalho. Provavelmente, a dose de 30 e 40J/cm2 foram excessivas e poderiam 

ter promovido uma inibição da proliferação de fibroblastos, células e neoangiogênese, 

evitando o aumento da viabilidade do retalho cutâneo.  

 Apesar dos resultados encontrados no presente estudo, nós consideramos que a 

metodologia utilizada encontra-se compatível com os relatórios precedentes encontrados na 

literatura3,4,5.. O filme plástico usado entre o retalho e o leito doador evita a revascularização 

do retalho através dos vasos do leito, garantindo a isquemia homogênea 20,21. Além disso, o 

gabarito de papel é um método simples e rápido para medir áreas de necrose e requer apenas 

um papel transparente e uma balança precisão3,4. A técnica de irradiação pontual por contato 

utilizada (na superfície de retalho e em torno dele) também foi adequada3. Ressalta-se 

algumas limitações do nosso trabalho. Muitos autores sugerem que a laserterapia aumenta o 

desenvolvimento de novos vasos sanguíneos e do fluxo de sanguíneo19,22. Estes efeitos são 

essenciais para o processo de cicatrização e restabelecimento da circulação nos limites da 

necrose isquêmica da lesão. Portanto, a inclusão da avaliação da formação de novos vasos 
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sanguíneos (artérias e capilares) e o fluxo de sangue poderiam trazer informações mais 

específicas sobre a distribuição do fluxo sanguíneo. 

Os dados apresentadossão úteis para o estabelecimento de parâmetros de tratamento, 

no entanto, existe a necessidade de mais investigações sobre os diferentes mecanismos de 

ação do laser, do regime de dosagem segura e de comprimentos de onda efetivos para a 

aplicação clínica. 

 

CONCLUSÃO 

O presente estudo demonstrou que o laser 660nm e 780nm, nas doses de 30 e 40J/cm2 

não tem qualquer efeito sobre a viabilidade do retalho cutâneo. Estes dados destacam a 

importância de usar o laser de comprimento de onda e a dosagem adequada para se obter uma 

melhor resposta do tecido. Os estudos que investigam os efeitos de diferentes fluências do 

laser na reparação tecidual são importantes para determinar a eficácia da terapia com laser. 

Mais estudos são necessários para investigar os mecanismos de ação que possam explicar os 

efeitos do laser sobre a viabilidade do retalho cutâneo. 
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RESUMO 
 
Introdução: Os retalhos cutâneos são amplamente utilizados na cirurgia plástica e 
reparadora. Uma das principais e a mais temida complicação do retalhos cutâneos é a 
isquemia. Dentre os recursos utilizados com o intuito de aumentar a viabilidade do retalho, o 
laser de baixa intensidade é uma alternativa de tratamento, uma vez que pode promover um 
aumento da microcirculação e da neoformação vascular. Objetivo: Verificar o efeito do laser 
de baixa intensidade em dois comprimentos de onda (660nm e 780mn), com fluências de 30 e 
40J/cm2, na vascularização, atividade da metaloproteinase (MMP-2), níveis plasmáticos de 
oxido nítrico (NO) e expressão de HIF-1 alpha, no retalho cutâneo randômico em ratos. 
Métodos: Sessenta ratos da linhagem Wistar foram utilizados neste estudo, sendo distribuídos 
em 5 grupos (n=12): grupo controle, grupo irradiado com 660nm, 30J/cm2; grupo irradiado 
com 660nm, 40J/cm2; grupo irradiado com 780nm, 30J/cm2, e grupo irradiado com 780nm, 
40J/cm2. O retalho cutâneo foi realizado no dorso dos animais com dimensões de 10 X 4cm e 
uma barreira plástica foi interposta entre o retalho e o leito doador. Os animais receberam 
irradiação laser de diodo com meio ativo composto por AsGaAl, potência de 40mW,  da 
marca MMOptic Ltda® , imediatamente após a cirurgia e nos 4 dias seguintes, utilizando-se a 
técnica pontual em contato em 24 pontos distribuídos sobre e ao redor do retalho. Resultado e 
Conclusão: Foi observado um aumento da expressão de HIF-1α nos grupos irradiados com 
40J/cm2 e um aumento significativo (p<0,05) na contagem dos vasos sanguíneos e na 
atividade da MMP-2 dos grupos irradiados comparado com o grupo controle, sendo que o 
grupo irradiado com 780nm, 40J/cm2, apresentou melhor resposta. 
 
Palavras-chave: LLLT, neovascularização, retalhos cirúrgicos. 
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INTRODUÇÃO 

 Retalhos cutâneos são segmentos de pele obtidos de uma área doadora e transferidos 

para uma região receptora, mantendo uma conexão temporária ou definitiva, por meio de um 

pedículo de onde vem o suprimento sanguíneo1. Sua rotação ou transposição é amplamente 

utilizada em fechamento de defeitos cirúrgicos; no entanto, a necrose parcial é ainda um grave 

problema devido ao inadequado suprimento sanguíneo2.  

 Durante as ultimas décadas, muitas tentativas têm sido feita para melhorar a sobrevida 

do retalho, estes incluíram o uso de agentes farmacológicos3,4, e também recurso não 

farmacológicos como acupuntura e eletroacupuntura5, correntes elétricas de baixa freqüência 

polarizada6 e não polarizadas7,8, e o laser de baixa intensidade9-16. Alguns pesquisadores 

mostraram que a irradiação laser de baixa intensidade melhora a circulação9,11,17, promove a 

angiogênese15, resultando numa melhor sobrevida do retalho. Portanto a angiogênese é um 

processo potencialmente importante contribuindo para a segurança e sobrevida do retalho18.  

Desta maneira, muitos trabalhos vêm utilizando o laser de baixa intensidade no retalho 

cutâneo com o intuito de aumentar sua viabilidade, sendo que a maioria deles obtive 

resultados positivos. Porém há uma grande variedade de parâmetros utilizados, como por 

exemplo, comprimentos de onda, os ensaios trazem diversos como: 632,8 nm10,12,13, 670 

nm15,19,20, 830 nm9,11,14,17,16, 904 nm20, 10.600 nm10. As investigações divergem não só com 

relação aos parâmetros do laser, mas também ao delineamento experimental, onde alguns 

estudos utilizaram a barreira plástica como interface entre o retalho e o leito13-16,19,20, e outros 

realizaram sem barreira plástica9,10,12,21, ou realizaram um retalho axial17. A diversidade 

continua quando observamos, número de pontos irradiados; total de aplicações; potência e 

outros aspectos conseqüentes destes.  
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Embora, os resultados muitos resultados sejam positivos, tantas variáveis não 

permitem discernir qual o parâmetro ideal e os efeitos da terapia laser na utilização deste 

modelo experimental. Sendo a isquemia uma complicação indesejável, trazendo prejuízo e 

fracasso ao tratamento proposto, o laser de baixa intensidade tem sido utilizado para aumentar 

o fluxo sanguíneo e promover a angiogênese, com o intuito de aumentar a viabilidade de 

retalho cutâneo randômico em ratos.  

Muitos estudos evidenciam alguns mecanismos de ação do laser relativos a indução de 

angiogênese, no entanto há uma falta de dados e de analises que facilitariam a compreensão 

de seus efeitos e nos permitiram identificar os mecanismos moleculares envolvidos na ação do 

laser sobre o tecido.  Não foram encontrados trabalhos na literatura que avaliaram a 

concentração sistêmica de NO, a atividade de MMP-2 ou a expressão de HIF-1α, em retalho 

cutâneo randômico em ratos tratados com laser. 

 

MATERIAIS E MÉTODOS 

Sessenta ratos machos, da linhagem Wistar, com três meses de idade e massa corporal 

variando de 260 a 320 gramas, obtidos do Biotério Central da Universidade Federal de São 

Carlos (UFSCar), foram utilizados neste estudo. Os experimentos foram conduzidos segundo 

as normas internacionais de ética na experimentação animal22 e aprovado pelo comitê de Ética 

em Experimentação Animal da UFSCar CEEA/UFSCar (parecer 10/2008). 

Os animais foram divididos aleatoriamente em cinco grupos experimentas. Grupo 

Controle (submetido a simulação da irradiação laser), grupo V30 (irradiação laser 30J/cm2, 

660nm), V40 (irradiação laser 40J/cm2, 660nm), IV30 (irradiação laser 30J/cm2, 780 nm), 

IV40 (irradiação laser 40J/cm2, 780nm). 
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Procedimento Cirúrgico e Delineamento Experimental 

 Os animais foram anestesiados com uma solução de Ketamina (95mg/kg) e Xilazina 

(12mg/kg) por via intraperitonial e em seguida tiveram o dorso depilado. Um retalho cutâneo 

de base cranial foi planejado e realizado no dorso de cada animal com dimensões de 10 X 

4cm. Uma barreira plástica com as mesmas dimensões do retalho foi colocada entre o retalho 

e o leito doador13. O retalho foi fechado utilizando fio de náilon monofilamentar 4-0. 

 Os animais receberam irradiação laser após a cirurgia e no 1°, 2°, 3° e 4° dia pós 

operatório, em 24 pontos distribuídos sobre e ao redor do retalho. Foi utilizado um laser de 

baixa intensidade com 660 e 780nm (MM optics-twim laser®), de modo contínuo, feixe com 

4mm de diâmetro, 40mW de potencia. A fluência utilizada foi de 30J/cm2 (durante 30s, 

energia total de 28,8 J) e 40J/cm2 (durante 40s, energia total de 38,4J).  

Contagem dos vasos sanguíneos 

Foram coletadas amostras do retalho cutâneo de todos os animais no sétimo dia pós-

operatório. Uma amostra com 1cm de largura perpendicularmente à lesão, foi retirada logo 

acima da linha de transição do tecido viável e do necrótico. Em seguida as peças foram 

fixadas em formaldeído a 10%, incluídas em blocos de parafina e cortadas com espessura de 

6µm. Os cortes foram montados em lâminas histológicas fixados e corados com hematoxilina 

e eosina (HE), e posteriormente fotografados num aumento de 40 vezes de objetiva. As 

imagens obtidas foram analisadas no software ImageJ, no qual foram contadas as quantidades 

de vasos sanguíneos.  

Determinação da atividade de MMPs por zimografia 

As amostras do tecido cutâneo foram maceradas e incubadas em 0,7 ml de tampão de 

extração [10mM de ácido cacodílico (pH 5,0), 0,15  M NaNO3 e 0,01% de triton X – 100], o 
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tampão de extração foi colocado na centrífuga (30 minutos, 4°C  em 13000 rpm). A 

concentração de proteína foi determinada utilizando-se o kit BCATM Protein Assays (Pierce), 

segundo as instruções do fabricante. Vinte microgramas de proteína foram acrescidas de 

tampão de amostras (Laemly) e aplicadas em gel de 10% de poliacrilamida contendo 0,1% de 

gelatina. Os géis de zimografia consistiram de SDS(10%) com gelatina (1mg/ml). Após a 

corrida o gel foi lavado 1 vez durante 30 minutos em solução  2,5 de Triton X – 100 para 

remoção de SDS e incubado no tampão de substrato (Tris – HCL 50mM pH 8,0, CaCl2 5 mM 

e NaN3 0,02%, a 37°C, durante 24h. Após esse tempo foi corado com Coomassie Blue 

Brilliant R-250 (Bio-Rad) por 1h e 30 minutos e descorado com acido acético: metanol: água 

(1:4:5) para visualização das áreas de atividade. As amostras também foram incubadas em 

EDTA para diferenciar a expressão de metalopeptidases ou de serinoproteinas. Foi utilizado o 

software “Kodak Digital Science 1D” para fotografar o gel e o software Gene Tool da 

Syngene para a  análise densitométrica das bandas. Foram utilizadas 3 amostras de cada grupo 

(n=3).   

Determinação Indireta do NO pela Dosagem de Nitrato 

A determinação da concentração de óxido nítrico plasmático foi feita através de uma 

técnica de quimioluminescência NO/ozônio, utilizando-se um analisador de NO (Sievers 280 

NO Analyser, Boulder CO. USA). O conteúdo de NO foi apresentado em micromolar de 

nitrato formado por miligrama de proteína. 

 

Expressão de HIF-1 alpha por Western Blotting 

Foi utilizado 50µg de proteína (da região correspondente ao lado direito) obtida a 

partir do extrato total dosadas pelo kit BCATM 
Protein Assay (Pierce). As amostras foram 

diluídas em tampão amostra (LAEMLY, com agente redutor, Betamercapto). O material foi 
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fervido por 5 minutos e submetido à eletroforese em um sistema SDS-PAGE, gel de 

poliacrilamida 10%. Após a eletroforese, as proteínas foram transferidas para a membrana de 

nitrocelulose (Bio-Rad) em aparelho transferidor semi-seco (Bio-Rad). A membrana foi 

bloqueada em solução de leite molico 5% diluída em PBS com 0,1% de Tween 20 (PBST) 

por 1 hora com agitação leve em temperatura ambiente. Posteriormente foram feitas 3 

lavagens de 10 minutos cada com PBST. O anticorpo HIF -1α primário (Santa Cruz) foi 

diluído em PBST com 0,5% de BSA (1:1000) e incubado over night e o anticorpo secundário 

foi diluído em PBST com 0,5% de BSA (1:2000) por 1 hora em temperatura ambiente. A 

membrana foi revelada em filme após uso do Super Signal (Pierce). 

 

Análise estatística 

 Os resultados foram expressos em média e desvio padrão e submetidos a 

análise de variância (ANOVA- One way). Na presença de diferença significativa (p< 0,05), 

foi aplicado o teste de post-hoc Tukey.  

 

 

RESULTADOS 

Contagem dos Vasos Sanguíneos 

 Os dados apresentados na tabela 1, referen-se à análise descritiva dos números de 

vasos sanguíneos por grupo. 
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Grupos Média Mínimo Máximo Desvio Padrão 

Cl 106,7 88,5 122,5 14,52 

V30 100,1 77,5 139 20,1 

V40 130,8 105 150,5 20,1 

IV30 148,8 117 183,5 25 

IV40 156,25 131 180 19,9 
 

 

  

As comparações obtidas se apresentam na figura 1. Na análise dos vasos sanguíneos, 

pode-ses notar que houve um aumento em número de vasos dos grupos V40, IV30, IV40 

quando comparados com o grupo controle (p<0,05). Quando comparadas as diferentes 

fluências do laser 660nm (vermelho) de 30J/cm2 e 40J/cm2, observou-se alterações 

significativas (p<0,05). Apenas a fluência de 40J/cm2 do laser vermelho foi capaz de 

promover o aumento do número de vasos. Não foram observadas alterações do numero de 

vasos quando comparamos as diferentes fluências do laser 780nm (infravermelho) de 30J/cm2 

e 40J/cm2. No entanto, quando comparamos as mesmas fluências dos diferentes 

comprimentos de onda (V40 vs IV40, p<0,05 e V30 vs IV30, p<0,05), percebemos que os 

grupos irradiados com infravermelho em ambas as fluências obtiveram melhor desempenho. 

Tabela 1 - Dados descritivos da contagem de vasos sanguíneos por grupos 

CL- Placebo;  V30- 30J/cm2 , 660nm;  V40 – 40J/cm2, 660nm; IV30 - 30J/cm2, 780nm; IV40 - 
40J/cm2, 780nm 
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Figura 1 -  Número de vasos sanguíneos por grupo. (A) CL=Placebo;  (B) V30= 30J/cm2 , 660nm; (C) 
V40= 40J/cm2, 660nm; (D) IV30= 30J/cm2, 780nm; (E) IV4 = 40J/cm2, 780nm); (F) Gráfico 
mostrando analise do numero de vasos. * p<0,05  vs CL; § p<0,05 vs V30; †p<0,05 vs V40; 
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Zimografia 

 A análise de Zimografia mostrou diferença na intensidade da atividade proteolíca das 

bandas (figura 2). A análise quantitativa da densidade das bandas foi realizada sem a 

separação das mesmas (72 kDa : Pró – MMP-2, 66 kDa: intermediaria – MMP-2, e 64 kDa: 

ativa MMP-2) (figura 2). A atividade da MMP-2 apresentou um aumento nos grupos V40, 

IV30, IV40 quando comparado com o grupo controle (p<0,05). Quando comparadas as 

diferentes fluências do laser 780nm (infravermelho), 30J/cm2 e 40J/cm2, observou-se que o 

tecido tratado com 40J/cm2 teve maior atividade de MMP-2 (p<0,05 vs 30J/cm2).  Não foram 

observadas diferenças entre as fluências de 30J/cm2 e 40J/cm do laser 660nm (vermelho). 

Quando comparado o comprimento de onda na mesma fluência (V30 vs IV30, p<0,05 e V40 

vs IV40, p<0,05), os grupos irradiados com laser infravermelho  apresentaram um aumento de 

atividade em relação aos grupos irradiados com laser vermelho (660nm).  
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Figura 2 – Atividade da MMP-2 nos grupos. (A) Zimograma; (B) Gráfico 
mostrando atividade da MMP -2 nos diferentes grupos (CL- Placebo;  V30- 
30J/cm2 , 660nm;  V40 – 40J/cm2, 660nm;  IF30 - 30J/cm2, 780nm; IF40 - 

40J/cm2, 780nm). * p<0,05 vs CL;  § p<0,05 vs V30, † p<0,05 vs V40 e IV30. 
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Analise Plasmática dos níveis de Nitrato (NO) 

 Os níveis plasmáticos de NO foram dosados de forma indireta pela análise da 

concentração de nitrato. Não foram observadas alterações nos níveis NO plasmáticos (figura 

3).  
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Análise da Expressão de HIF-1α por Western Blotting 

 A figura 4 mostra a expressão protéica do fator de transcrição HIF-1α. Os grupos 

irradiados com fluência de 30J/cm2, independente do cumprimento de onde utilizado, não 

apresentaram alterações na expressão de HIF-1α em relação ao controle. A fluência de 

40J/cm2 em qualquer comprimento de onda, exibiu um aumento na expressão de HIF-1α 

quando comparado ao controle. Em relação a um dado cumprimento de onda, quando 

comparadas as duas fluências aplicadas (30J/cm2 e 40J/cm2), observo-se que a fluência de 

40J/cm2 é mais eficaz em aumentar a expressão de HIF-1α. Este dado foi analisado 

Figura 3 - Análise da concentração de Oxido Nítrico 
plasmático (CL - Placebo; V30- 30J/cm2, 660nm;  V40 – 
40J/cm2, 660nm;  IV30 – 30J/cm2, 780nm; IV40 – 40J/cm2, 
780nm). 
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qualitativamente, pois não foi possível fazer teste de variância devido o número reduzido de 

amostras usadas para essa análise (2 animais por grupo). 

 

 

DISCUSSÃO 

 O laser de baixa intensidade é um recurso que se encontra num processo de avaliação de 

seus reais efeitos, para confirmar seus mecanismos de ação e determinar os parâmetros ideais 

de aplicação para diferentes tecidos. No presente trabalho investigou-se os efeitos dos lasers 

vermelho (660nm) e infravermelho (780nm) sobre a viabilidade de retalho cutâneo randômico 

de ratos. Utilizando diferentes fluências, 30J/cm2 e 40J/cm2, observou-se que os lasers de 

baixa intensidade foram capazes de modular a resposta angiogênica relativa a hipóxia.  

 Na literatura, os vários estudos sobre a utilização do laser de baixa intensidade e 

viabilidade do retalho cutâneo randômico em ratos trazem muitas variáveis que podem agir 

sobre os resultados: comprimento de onda, fluência, potencia, densidade de potencia, energia 

por ponto, energia total, técnica de aplicação, quantidade de pontos irradiados e localização 

dos pontos. Aqui, nosso interesse foi investigar o efeito de diferentes fluências, 30J/cm2 e 

40J/cm2 dos lasers 660nm e 780nm sobre a angiogenese. 

 Embora o retalho cutâneo seja bastante utilizado na prática cirúrgica ainda persiste o 

problema da perda do tecido por necrose devido à isquemia. Neste trabalho, pode-se observar 

que no modelo de retalho cutâneo randômico ocorre um processo inflamatório em resposta a 

    Figura 4 –  Expressão de HIF-1α 

CL        V30      V40      IV30        IV40 
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hipóxia, com um aumento da expressão do fator de transcrição induzido por hipóxia (HIF-1 

alpha), aumento do número de vasos, atividade de MMP-2, e extensa área de necrose (dados 

não mostrados). Visto que esses fatores estão envolvidos no processo de angiogênese, 

analisou-se o efeito do laser 660nm, 780nm sobre esses marcadores. 

 Os dados mostraram que o laser 660nm na fluência de 40J/cm2 modulou a expressão de 

HIF-1α, atividade de MMP-2 e contribuiu para o aumento do numero de vasos quando 

comparado ao grupo não tratado. Outros autores também investigaram os efeitos do laser no 

comprimento de onda do vermelho sobre a viabilidade do retalho cutâneo, estes trabalhos 

mostraram efeitos positivos.  Amir12 e Bossini et al.
15, utilizando respectivamente, o laser 

670nm com fluência de 24J/cm2 e 632,8nm com fluência de 2,9J/cm2, mostraram aumento do 

numero de vasos e consequente redução da área de necrose após o tratamento. 

 O estudo dos marcadores angiogenicos mostrou que tanto a fluência de 30J/cm2 quanto a 

de 40J/cm2 no comprimento de onda de 780nm, foram capazes de modular a atividade da 

MMP-2 e aumentaram o número de vasos quando comparados ao controle. A expressão de 

HIF-1α aumentou apenas na fluência de 40J/cm2. O laser infravermelho também exerceu um 

efeito positivo sobre a viabilidade do retalho cutâneo, aumentando o fluxo sanguineo9,11,17,  e 

reduzindo a area de necrose9,16,20. 

 Os comprimentos de onda curtos dispersam mais e penetram menos profundamente no 

tecido do que os comprimentos de onda longos. Portanto comprimentos de onda curtos, no 

intervalo do visível, podem ser mais apropriados para o tratamento de lesões superficiais e 

comprimentos de onda longos no intervalo do infravermelho próximo podem ser mais úteis 

para tratamento de lesões profundas23.  Como diferentes comprimentos de onda exercem 

diferentes efeitos sobre o tecido, decidimos comparar o laser vermelho com o infravermelho. 

Os resultados mostraram que em relação ao controle a fluência de 30J/cm2 do laser 
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infravermelho modulou a atividade da MMP-2 e aumentou o numero de vasos. Quanto à 

fluência de 40J/cm2, em relação ao controle tanto vermelho quanto infravermelho foram 

capazes de modular HIF-1α e MMP-2 e aumentar o numero de vasos.  Prado et al.16 e Assis et 

al.
20 avaliaram os efeitos dos lasers vermelho e infravermelho sobre a viabilidade do retalho 

cutâneo, no entanto não observaram diferença entre os lasers. 

 A angiogênese é um processo regulado por uma grande quantidade de fatores de 

crescimento e vias de sinalização24. Esse processo é essencial durante a embriogênese e 

também em inúmeras patologias envolvendo um novo crescimento tecidual. A angiogênese 

pode ser estimulada por uma redução fisiológica do oxigênio ou por hipóxia25.  

 Foi mostrado que a hipóxia induz liberação de citocinas (VEGF, TGF-β, PDGF), para 

estimular a proliferação e migração de fibroblastos e queratinócitos. Respostas celulares 

adaptativas à hipóxia são mediadas pelo fator induzível por hipóxia (HIF-1), um fator de 

transcrição que forma um complexo heterodimérico de duas proteinas helix- loop-helix  PAS; 

HIF-1β ou ARNT (aryl hydrocarbon nuclear receptor translocator) que é constitutivamente 

expresso, e HIF-1α que é induzido pela situaçãos de hipóxia e é rapidamente degradado sob 

condições de  normoxia pelo sistema ubiquitina–proteasoma.  Esta via proteolítica é inibida 

em condições de hipóxia, resultando em acúmulo de proteínas HIF-1α e ativação de genes 

importantes para a adaptação e sobrevivência em condições de hipóxia26,27. HIF-1 tem um 

papel fundamental na cicatrização de feridas, e é expresso em vários estágios no processo 

normal de cicatrização28,29 

 Os resultados encontrados mostraram que o laser de 40J/cm2 vermelho e infravermelho 

aumentaram a expressão de HIF-1α, mas não nos grupos controle nem nos irradiados com 

uma fluência menor. Esses resultados sugerem que com a maior fluência podemos aumentar a 
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expressão de HIF-1α, necessário para a expressão de múltiplos fatores de crescimento 

angiogênicos, motilidade celular, e recrutamento de células progenitoras endoteliais28.  

 Evidências sugerem que o processo redox está provavelmente envolvido no mecanismo 

pelo qual células sentem uma queda do oxigênio e iniciam uma resposta. O tratamento de 

células com peróxido de hidrogênio reduziu a formação de HIF–1α e a expressão do RNAm 

da Epo (eritropoietina) em resposta a hipóxia. Visto que a formação de radicais de oxigênio e 

de superoxidos são dependentes da disponibilidade de oxigênio, sua redução sob condições de 

hipóxia poderia servir como um sinal inicial na sensibilidade por oxigênio, levando a um 

aumento de HIF-1α30. 

 Em contraste outro autor expõe que o aumento de espécies reativas de oxigênio devido a 

hipóxia é necessário para a formação e estabilização de HIF-1α, contudo este não diminuiria 

na presença de espécies reativas31. 

  A primeira causa da ação patogênica de espécies reativas em excesso é a liberação de 

ferro ferroso livre, que é aparentemente ausente nos tecidos, mas presente nas células na 

forma de ferritina. Reduzido em um íon ferroso livre estes íons podem formar radicais livres 

interagindo com peróxido de hidrogênio, hipoclorito e hidroperóxidos lipídicos resultando na 

formação de radicais hidroxila, o que são altamente reativos. Sua interação com proteínas traz 

a sua desnaturação e sua reação com ácidos nucléico é acompanhada por efeitos mutagênicos 

e letais32. 

 Os mecanismos biológicos de ação do laser são ainda muito debatidos. Sabe-se que de 

forma a interagir com a célula viva, a luz deve ser absorvida por cromóforos intracelulares da 

membrama. A superoxido dismutase (SOD) é um provável fotoaceptor da radiação laser33. A 

SOD reduz a concentração do radical superóxido, catalisando a reação da dismutação, 

protegendo os tecidos. Como resultado a concentração de superóxido estacionária diminui. 
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 Considerando que a diminuição de radicais de oxigênio e de superoxidos levaria a um 

aumento de HIF-1α, o aumento desses radicais e superoxidos seria um estimulo para 

diminuição da expressão de HIF-1 α. Como o laser é capaz de fotorreativar a SOD reduzindo 

a concentração do radical superoxido, podemos sugerir que o laser de 40J/cm2 aumentou a 

expressão de HIF–1α devido à diminuição da formação de radicais superóxidos, diminuindo a 

toxicidade desse radical nas células e nos tecidos, mantendo os sinais para expressão de genes 

importantes na angiogênese.  

  Em seus estudos Prado et al.16, mediu a concentração de malondialdeído (MDA) que 

dá indícios da presença e atividade de espécies reativas de oxigênio (ROS). Ele comparou 2 

comprimentos de onda (670nm e 830nm), e observou que apenas o grupo irradiado com o 

comprimento de onda 670nm, apresentou uma diminuição nos níveis de MDA em relação ao 

controle. Sendo o laser efetivo na redução da concentração de MDA e indiretamente de 

espécies reativas. 

 Karu34 evidenciou que a irradiação de mitocôndria de ratos nos comprimentos 650nm, 

632,8nm e 600nm, aumentaram a síntese de ATP, enquanto que a irradiação com 760nm 

diminuiu a síntese de ATP em ratos. Também reporta que baixas doses regulam e aceleram o 

transporte de elétrons da cadeia respiratória mitocôndrial, enquanto que em doses elevadas 

ocorre declínio da síntese de ATP, inibição da respiração, diminuição do potencial de 

membrana. 

  A angiogênese é um processo no qual novos vasos emergem de um vaso endotelial 

existente. É um processo invasivo que requer degradação da matriz extracelular por 

metaloproteinases de matriz (MMPs) oferecendo espaço no qual as células endoteliais podem 

migrar e liberar fatores de crescimento, incluindo fator de crescimento de fibroblasto básico 

(FGFb), fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e fator de crescimento tipo-insulina 



 

 

62 

 

(IGF).  As MMPs são uma família de endopeptidases que seletivamente degradam 

componentes da matrix extracelular. Elas são produzidas por uma variedade de células, como 

células epiteliais, fibroblastos e células inflamatórias, e estão claramente implicadas na 

angiogênese35,36. 

 Tem sido demonstrado que o VEGF; gene responsivo a hipóxia regulado pelo HIF-1, 

pode induzir a produção de MMP-2 em celulas endoteliais da derme humana37. Os  estudos 

realizados  demonstraram um aumento da MMP-2 nos grupos V40, IV 30, IV 40, comparado 

com o controle, mas só observamos diferença entre as fluências (30J/cm2 e 40J/cm2) nos 

grupo irradiado com infravermelho.  

 Essas divergências entre os resultados do vermelho e do infravermelho nas fluências 

utilizadas podem ser pelo fato de que mudanças morfológicas cheguem a um platô. Stetler-

Stevenson35 tratou células endoteliais com pro-MMP-2 e induziu mudanças morfológicas 

dose-dependente na resposta angiogênica (formação de tubos). No entanto quando esse efeito 

chegou a um platô a MMP-2 iniciou a reversão da formação dos tubos.  

 As análises aqui apresentadas mostraram que houve um aumento de vasos 

principalmente no grupo irradiado com 780nm (40J/cm2), onde foi observada a maior 

atividade de MMP -2 e HIF-1α, no entanto esse tendência não foi seguida pelos outros grupos 

já que os ratos irradiados com 660nm (40J/cm2) apresentaram aumento de vasos mas não de 

MMP-2. Um provável motivo para esse acontecimento é o a fato de que inibição da atividade 

da MMP também é necessária para a estabilização dos vasos durante a fase de resolução de 

angiogênese36.  

 Yan et al.
2 observou que o aumento de micro vasos no terceiro dia pós operatório de 

ratos submetidos a retalho cutâneo randômico tratados com ondas de choque extra corporal, 

apresentavam uma camada de endotélio, não sendo suficiente para aumentar o fluxo 
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sanguíneo. Ele demonstrou a importância da vasodilatação no pós operatório imediato dos 

vasos pré-existentes, para aumentar a sobrevida do retalho, já que a neovascularização 

ocorreu em uma fase final de seu tratamento. 

  O aumento do numero de vasos nos grupos irradiados com laser no nosso estudo não foi 

suficiente para aumentar a viabilidade do retalho cutâneo randômico em ratos. No entanto, 

não foi medido o diâmetro dos vasos e estes podem não ser maduros o bastante para aumentar 

a perfusão sanguínea não sendo suficiente para aumentar a sobrevida do retalho. Além disso o 

presente estudo não apresentou diminuição do HIF-1α em nenhum animal comparado com o 

controle, mostrando que o tecido permaneceu em hipóxia apesar do tratamento.  

 A perfusão sanguínea importante para a sobrevida do retalho também está relacionada 

com os mecanismos do NO na vasodilatação38. Fibroblastos dérmicos humanos produzem 

NO, tanto pela isoforma constitutiva eNOS quanto a isoforma induzida iNOS. A indução de 

NOS é aumentada durante a cicatrização normal de feridas e é expressa por fibroblastos e 

macrófagos. A deficiência na formação de NOS por fibroblastos causa diminuição da 

proliferação da síntese de colágeno, e diminuição de sua propriedade contrátil39. No entanto 

este trabalho não apresentou diferença na dosagem de NO, provavelmente por se tratar de 

uma medida tardia. 

 Os efeitos aqui apresentados mostram que o laser modulou atividade de MMP-2, 

expressão de HIF-1α e aumentou o número de vasos, contudo esses efeitos não foram 

suficientes para aumentar a viabilidade dos retalhos e mostraramm através do HIF-1α que os 

animais dos grupos irradiados com 40J/cm2, apresentaram mais hipóxia que os outros grupos 

mesmo apresentando mais vasos e MMP-2 com relação ao controle.  

  Fica difícil estabelecer uma relação deste trabalho com os outros estudos sobre laser e 

viabilidade de retalho cutâneo randômico em ratos, visto que são poucos os trabalhos que 
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avaliaram contagem dos vasos sanguíneos, ou fluxo sanguíneo9,11,12,15,17 sendo que a uma 

grande parte das pesquisas se fixaram na avaliação da área de necrose.  

 

CONCLUSÃO 

 Esses dados mostram a importância das pesquisas com laser, a fim de validar sua correta 

utilização. Embora os  lasers vermelho e infravermelho, nessas fluências não surtam efeitos 

positivos sobre a viabilidade do retalho cutâneo, poderiam ser utilizados em tratamentos onde 

se requer a indução de hipóxia. 
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4. CONCLUSÕES FINAIS 

 Os lasers vermelho (660nm) e infravermelho (780nm) afetam a cicatrização tecidual  

quando utilizados nas fluências de 30J/cm2 e 40J/cm2 em retalho cutâneo randômico de ratos. 

Os efeitos do lasers são dose-dependentes, uma vez que, na fluência de 40J/cm2 exerceu 

maior influência sobre os parâmetros analisados (número de vasos, atividade de MMP-2 e 

expressão de HIF-1α). Neste modelo, os comprimentos de onda utilizados induziram hipóxia 

tecidual e inviabilizaram o retalho cutâneo. Esse trabalho nos permitiu avaliar alguns dos 

mecanismos moleculares modulados pela laserterapia. Vimos aqui, que o laser promove a 

angiogênese pela indução do fator de transcrição HIF-1α. Embora os lasers vermelho e 

infravermelho, nas fluências utilizadas não tenham mostrado efeitos positivos sobre a 

viabilidade do retalho cutâneo, poderiam ser utilizados em tratamentos onde a indução de 

hipóxia seria desejada. Esses dados evidenciam a importância das pesquisas com laser, a fim 

de validar sua correta utilização.  
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6. ANEXO 
 
Parecer do Comitê de Ética em pesquisa com animais. 
 
 

 
 
 


