
RESSALVA 

Atendendo solicitação do(a) 
autor(a), o texto completo desta 
dissertação será disponibilizado 
somente a partir de 28/08/2020



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA 

FACULDADE DE CIÊNCIAS AGRÁRIAS E VETERINÁRIA 

CÂMPUS JABOTICABAL 

AVALIAÇÃO DA ANGIOGÊNESE E RESPOSTA 

INFLAMATÓRIA EM ENXERTOS CUTÂNEOS  

SUBMETIDOS À LASERTERAPIA EM RATOS  

(Rattus novergicus albinus wistar) 

Stella Habib Moreira 

Médica Veterinária 

2019 



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA 

FACULDADE DE CIÊNCIAS AGRÁRIAS E VETERINÁRIA 

CÂMPUS JABOTICABAL 

AVALIAÇÃO DA ANGIOGÊNESE E RESPOSTA 

INFLAMATÓRIA EM ENXERTOS CUTÂNEOS  

SUBMETIDOS À LASERTERAPIA EM RATOS  

(Rattus novergicus albinus wistar) 

Discente: Stella Habib Moreira 

Orientador: Prof. Dr. Andrigo Barboza De Nardi 

Coorientador (a): Dr. Rafael Ricardo Huppes 

Coorientador (a): Dra. Josiane Morais Pazzini 

Dissertação apresentada à Faculdade de 
Ciências Agrárias e Veterinárias – UNESP, 
Câmpus Jaboticabal, como parte das 
exigências para obtenção do título de Mestre 
em Cirurgia Veterinária. 

2019 







DADOS CURRICULARES DO AUTOR 

Stella Habib Moreira, nascida em Belo Horizonte, estado de Minas Gerais no 

dia 30 de julho de 1990. Bacharel em Medicina Veterinária pela Universidade 

Federal de Lavras, colando grau em 29 de dezembro de 2014. Residente em 

Clínica Cirúrgica de Animais de Companhia pelo Programa de Residência 

Integrada em Medicina Veterinária pela Escola de Veterinária da Universidade 

Federal de Minas Gerais durante os anos de 2015 e 2016. Ingressante no 

Programa de Pós-Graduação pela UNESP, Câmpus Jaboticabal em março de 

2017, sendo mestranda pelo Programa de Cirurgia Veterinária sob orientação 

do Professor Doutor Andrigo Barboza De Nardi e coorientação da Doutora 

Josiane Morais Pazzini. Ingressante no doutorado pelo Programa de Pós-

Graduação em Cirurgia Veterinária pela UNESP, Câmpus Jaboticabal, 

iniciando em março de 2019, sob orientação do Professor Doutor Andrigo 

Barboza De Nardi.    



Epígrafe 

“Sonhar grande dá o mesmo trabalho que sonhar pequeno” 

Jorge Paulo Lemann 



Dedicatória 

Aos meus pais e irmã que sempre batalharam comigo por cada sonho. 

Também dedico a cada paciente que um dia pude ajudar e aprender.  



AGRADECIMENTOS 

A Deus por iluminar meus caminhos e por renovar a cada dia Suas 

misericórdias e amor. Aos meus pais, Paulo e Lourdes, e minha irmã Ingrid, sem vocês 

nada seria possível na minha vida. Obrigada por toda ajuda, seja financeira ou numa 

simples ligação, aonde um “oi” ilumina o meu dia. Vocês me ensinaram honestidade 

e felicidade, lições preciosas para a vida. 

Aos meus avós, em especial à “Vovó Minda” que aonde quer que esteja, estará 

cuidando de mim. Aos meus tios e primos por todo o incentivo e bons exemplos. Ao 

meu melhor amigo e irmão Caio Carvalho Bustamante, pela amizade, ótimas histórias 

e sorrisos sinceros.  

Aos professores que passaram pela minha jornada de estudos, em especial ao 

professor Andrigo Barboza De Nardi, por todo apoio e por me receber na UNESP, 

mesmo eu vindo como uma “desconhecida” e me permitiu ser sua orientada. O senhor 

é um exemplo de pessoa e profissional, obrigada por tudo. À Josiane Pazzini, por ser 

mais que uma coorientadora, uma grande amiga e alguém que me ensinou a batalhar 

mais ainda pelos meus sonhos. Ao professor Luis Gustavo Gosuen Goncalves Dias 

por me mostrar novos resultados na qualificação; professora Ana Lúcia Rosa Pascoli 

pela amizade; desde já agradeço a ajuda, aceite da banca e pela atenção de ambos. 

À Dra. Lívia Semolin, pela disponibilidade. À professora Paola Castro Moraes pelo 

carinho e empréstimo do aparelho de laser. Ao professor Alessandre Hataka pela 

ajuda no período em que estive em Botucatu. 

Quando moramos longe de casa, os amigos de perto se fazem família, seja 

para momentos de alegria, de desespero ou de saudades. E aqui em Jaboticabal 

encontrei grandes amigos e incentivadores. Obrigada a cada um que pude conviver e 

ser amiga. Em especial à Rafaela Bortolotti e Marla Frasson, pessoas iluminadas. À 

imensa ajuda do Filippo Bernardes, Caroline Kajiura, Jorge Gómes e Pedro Cassino. 

Ao Serviço de Oncologia Veterinária (SOV), aonde encontrei excelentes 

profissionais e pessoas de bem, prontas para ajudar. Ao Hospital Veterinário, 

funcionários, pós-graduandos e residentes por toda ajuda e companheirismo. 

À FAPESP/Capes pela concessão de bolsa de mestrado ao projeto, processo 

nº 2017/25951-1, Fundação de Amparo à Pesquisa do Estado de São Paulo 

(FAPESP). O presente trabalho foi realizado também o com apoio da Coordenação 



de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior - Brasil (CAPES) - Código de 

Financiamento 001. 

Próxima etapa: o doutorado! 



i 

SUMÁRIO 

Página 

SUMÁRIO.................................................................................................... i 

LISTA DE ABREVIATURAS....................................................................... vi 

LISTA DE QUADROS.................................................................................. vii 

LISTA DE FIGURAS.................................................................................... viii 

1. INTRODUÇÃO......................................................................................... 01

2. REVISÃO DE LITERATURA................................................................... 02

   2.1 Enxertos Cutâneos............................................................................ 02 

  2.1.1. Classificação e origem dos enxertos cutâneos...................... 02 

  2.1.2. Confecção do enxerto cutâneo................................................  03 

  2.1.3. Fases de cicatrização do enxerto cutâneo.............................. 04 

  2.1.4. Cuidados pós-operatórios....................................................... 05 

   2.2. Laserterapia...................................................................................... 05 

  2.2.1. Laserterapia de Baixa Intensidade.......................................... 06 

  2.2.2. Mecanismo de ação.................................................................. 07 

  2.2.3. Efeitos da laserterapia de baixa intensidade........................ 08 

3. OBJETIVOS............................................................................................. 09

4. MATERIAL E MÉTODOS....................................................................... 09

   4.1. Instalações........................................................................................ 09 

   4.2. Delineamento experimental............................................................. 10 

   4.3. Protocolo anestésico....................................................................... 11 

 4.4. Procedimento pré-cirúrgico............................................................. 11 

   4.5. Procedimento cirúrgico ................................................................... 12 

   4.6. Protocolo de laserterapia de baixa intensidade............................. 16 

   4.7. Avaliação macroscópica e coleta de material................................ 17 

   4.8. Avaliação microscópica................................................................... 17 

   4.9. Análise estatística............................................................................ 20 

5. RESULTADOS......................................................................................... 20

   5.1. Avaliação macroscópica.................................................................. 20 

  5.1.1. Exsudato................................................................................... 20 

  5.1.2. Coloração................................................................................. 21 



ii 

  5.1.3. Edema....................................................................................... 22 

  5.1.4. Aspecto cosmético.................................................................. 23 

5.2. Avaliação microscópica................................................................... 24 

5.2.1. Fibroblastos.............................................................................  24 

5.2.2. Neutrófilos............................................................................... 24 

5.2.3. Proliferação vascular.............................................................. 25 

5.2.4. Necrose.................................................................................... 26 

5.2.5. Hemorragia.............................................................................. 27 

   5.2. Macrófagos....................................................................................... 27 

   5.3. CD31.................................................................................................. 28 

   5.4. COX-2................................................................................................. 29 

   5.5. Colagenização.................................................................................. 29 

  5.5.1. Colágeno tipo I – vermelho...................................................... 29 

  5.5.2. Colágeno tipo III – verde........................................................... 30 

6. DISCUSSÃO............................................................................................ 31

7. CONCLUSÃO.......................................................................................... 36

6. REFERÊNCIAS ....................................................................................... 36

7. APÊNDICE............................................................................................... 43

Apêndice A............................................................................................... 44 

Apêndide B............................................................................................... 45 

Apêndice C...............................................................................................  46 



iii 



iv 

AVALIAÇÃO DA ANGIOGÊNESE E RESPOSTA INFLAMATÓRIA EM ENXERTOS 

CUTÂNEOS SUBMETIDOS À LASERTERAPIA EM RATOS 

 (Rattus novergicus albinus wistar) 

RESUMO – As técnicas reconstrutivas têm sido amplamente utilizadas na Medicina 
Veterinária. Com a intenção de reduzir complicações inerentes às técnicas 
reconstrutivas, são utilizadas terapias adjuvantes pós-operatórias como a laserterapia 
de baixa intensidade (LBI). Objetivou-se definir os efeitos da laserterapia de baixa 
intensidade sobre a cicatrização, inflamação e vascularização de enxertos cutâneos 
em intervalos de tempo aplicáveis à rotina cirúrgica veterinária. Foram utilizados 40 
ratos (Rattus novergicus albinus wistar), sendo cada animal submetido à enxertia 
cutânea autógena em região interescapular, sendo distribuídos de forma aleatória em 
cinco grupos (G1, G2, G3, G4 e G5) de acordo com a dose de 6 J/cm² ou 10 J/cm² a 
cada 3 ou 5 dias, aplicada sobre o enxerto cutâneo durante 15 dias. Avaliação 
macroscópica aos dias três, sete e 15 não demonstrou alteração com a aplicação de 
LBI sobre os enxertos. Avaliação histoquímica com picrosirius apresentou maior 
expressão de colágeno tipo I – vermelho em enxertos de G5 (p<0,05), enquanto não 
houve expressão do mesmo em G1; a expressão de colágeno tipo III – verde não foi 
influenciada pela LBI. A avaliação histoquímica com hematoxilina-eosina evidenciou 
maior número de fibroblastos em enxertos de G4 (p<0,05) e menor hemorragia em 
enxertos de G5 (p<0,05). Houve modulação da resposta inflamatória em enxertos 
cutâneos irradiados, enquanto a LBI não teve efeito sobre a angiogênese. Conclui-se 
que a exposição de enxertos cutâneos à dose de energia de 6 J/cm² ou 10 J/cm² a 
cada 5 dias beneficiaram a cicatrização e a modulação da inflamação local.  

Palavras-Chave: cicatrização, cirurgia reconstrutiva, inflamação, laserterapia de 
baixa intensidade. 
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EVALUATION THE OF ANGIOGENESIS AND INFLAMMATORY RESPONSE IN 
FREE SKIN GRAFTS SUBMITTED TO LASER THERAPY IN RATS 

 (Rattus novergicus albinus wistar)  

ABSTRACT - The reconstructive techniques has been widely used in Veterinary 
Medicine. To reduce inherent complications to the reconstructive techniques, the 
postoperative adjuvants therapies are used, such as low-level laser therapy (LLLT). 
The aim of this work is to determine the low-level laser therapy’s effects on the healing, 
inflammation and vascularization of the free skin grafts grafts in applicable time 
intervals to the veterinary surgery routine. Forty rats (Rattus  novergicus albinus wistar) 
were used, and each one was submitted to the autogenous free skin graft on the 
interescapular region. They were allocated randomly in five groups (G1, G2, G3, G4 
and G5) according to the 6 J/cm² or 10 J/cm² doses every 3 or 5 days for 15 days. The 
macroscopic evaluation on the third, seventh and fifteenth day did not show alterations 
of the LLLT on the grafts. The histochemical evaluation with picrosirius had more 
expression of the type I collagenous – red in the grafts of G5 (p<0,05), while in the G1 
did not; the expression of the type III collagenous – green was not influenced by LPLT. 
The histochemical evaluation with hematoxylin-eosin showed more numbers of 
fibroblasts in the grafts of G4 (p<0,05) and less hemorrhage in grafts of G5 p<0,05). It 
had modulation of the inflammatory response in the irradiated cutaneous grafts, while 
the LPLT had no effect on the angiogenesis. Then, it observed that the exposure of 
the cutaneous grafts to the 6 J/cm² or 10 J/cm² doses every 5 days improved the 
healing and the modulation of the local inflammation. 

Keywords: healing, reconstructive surgery, inflammatory, low level laser therapy. 
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1 

1. INTRODUÇÃO

A cirurgia reconstrutiva vem ganhando importância nas últimas décadas devido 

ao manejo de feridas traumáticas e exérese de neoplasmas, com objetivo de promover 

cicatrização e retorno funcional do tecido lesado próximo a normalidade (Castro et al., 

2015). Ao se empregar técnicas reconstrutivas, objetiva-se adequada cobertura da 

ferida e redução do tempo de cicatrização (Amsellen, 2011; Martins et al., 2015). 

Os retalhos e enxertos cutâneos são exemplos de técnicas aplicadas em 

cirurgias reconstrutivas (Szentimrey, 1998; Montinaro et al., 2014). Os retalhos 

cutâneos são porções de pele, incluindo epiderme e derme, removidos parcialmente 

de seu leito original e transferidos para outro local próximo, mantendo a base 

(Andreassi et al., 2005). Os enxertos cutâneos são segmentos de epiderme e derme 

completamente removidos do leito doador e transferidos para o leito receptor distante 

(Stanley et al., 2013). 

Diversas complicações são relatadas em cirurgias reconstrutivas, como 

inflamação, edema e seroma (Amsellen, 2011). Terapias adjuvantes como a 

laserterapia de baixa intensidade (Cury et al., 2009), Células-tronco (Gómez, 2016) e 

plasma rico em plaquetas (Pazzini et al., 2016), entre outras técnicas têm sido 

estudadas nos últimos anos com o objetivo de reduzir as complicações inerentes à 

reconstrução.  

A laserterapia de baixa intensidade tem sido aplicada à Medicina Veterinária 

devido à capacidade de promover alterações físicas e biológicas. Desse modo, estas 

alterações metabólicas podem ajudar na redução do processo inflamatório, promoção 

da circulação sanguínea, concomitantemente atuando no processo de cicatrização 

(Busnardo e Simões, 2010).  

Objetivou-se com o presente trabalho avaliar os efeitos da laserterapia de baixa 

intensidade em enxertos cutâneos em ratos, submetidos às doses de 6 J/cm² e 

10J/cm², em intervalos de 3 e 5 dias. Além disso, avaliou-se a angiogênese, 

inflamação e cicatrização após 15 dias de tratamento, por meio de marcadores 

histoquímicos, como hematoxilina-eosina e Picrosirius, e marcadores imuno-

histoquímicos como COX-2, CD31 e Macrófagos.  
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7. CONCLUSÃO

Diante do exposto é possível concluir que a irradiação de laserterapia de baixa 

intensidade, utilizando comprimento de onda de 660 nm, 30 mW, nas doses de 6 J/cm² 

ou 10 J/cm² a cada 5 dias, beneficiaram o processo de reparação, bem como na 

expressão de colágeno tipo I – vermelho em 15 dias de tratamento, assim como 

modulação da resposta inflamatória em enxertos cutâneos em ratos.   
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APÊNDICE A 

Método de avaliação das variáveis macroscópicas após enxertia cutânea em ratos. 
FCAV/UNESP Campus de Jaboticabal 

Rato: Dia Pós-Operatório:  Data Avaliação: 

Cirurgia: Grupo: Avaliador:  

EXSUDATO 0 – Ausente  1 – Discreto 2 – Moderado 3 – Intenso 

% Localização 

COLORAÇÃO 
0 – Pálida 1 – Rósea 2 – Hiperêmica 3 – Cianótica 

% % % % 

EDEMA 0 – Ausente 1 – Discreto 2 – Moderado 3 – Intenso 

% Localização 

ASPECTO 
COSMÉTICO 

0 – Excelente 1 – Bom 2 – Regular  3 – Ruim 

% Localização 

Variável Graduação 

0 1 2 3 

Exsudato Ausente 
(nenhuma 
secreção na 
ferida cirúrgica)  

Discreto 
(secreção ao 
redor da ferida 
cirúrgica) 

Moderado 
(aproximadamente 
50% da ferida 
cirúrgica apresenta 
secreção)  

Intenso 
(toda a ferida 
cirúrgica 
apresenta 
secreção) 

Coloração Pálida (70% do 
enxerto 
apresenta 
coloração 
esbranquiçada) 

Rósea (70% 
do enxerto 
apresenta 
coloração 
semelhante 
ao tecido 
íntegro) 

Hiperêmica (70% 
do enxerto 
apresenta-se 
vermelho intenso 
semelhante à 
inflamação)  

Cianótica 
(70% do 
enxerto 
apresenta 
coloração 
escura) 

Edema Ausente 
(nenhuma 
tumefação do 
tecido 
adjacente à 
área do 
enxerto) 

Discreto 
(presença de 
tumefação 
pontual 
proveniente 
de líq 
intersticial) 

Moderada (50% 
do enxerto 
apresenta áreas de 
tumefação) 

Intenso 
(tumefação 
por toda a 
extensão do 
enxerto) 

(Adaptado de Paim et al., 2002) 
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APÊNDICE B 

 

 
Esquema ilustrativo da metodologia de análise do Picrosirius utilizando o 
software ImageJ®. A) Interface do software ImageJ ®. B) Interface do plug-in 
Thereshold Colour, aplicando a matiz (Hue) entre 0-40, saturação (Saturation) 
de 0-255 e brilho (Brightness) de 5 a 225 para identificação de colágeno tipo I 
vermelho. C) Identificação de áreas de colágeno tipo I vermelho, contornadas 
em amarelo. 
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APÊNDICE C 
 

 

 
Esquema ilustrativo da metodologia de análise do Picrosirius utilizando o 
software ImageJ®.  A) Interface do software ImageJ ®. B) Interface do plug-in 
Thereshold Colour, aplicando a matiz (Hue) entre 45-120, saturação (Saturation) 
de 0-255 e brilho (Brightness) de 5 a 225 para identificação de colágeno tipo III 
verde. C) Identificação de áreas de colágeno tipo III verde, contornadas em 
amarelo 




