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CARNEIRO, VSM. Eficácia da terapia fotodinâmica na cicatrização de feridas 
cutâneas potencialmente contaminadas em ratos [Dissertação de mestrado]. 
Campina Grande, Departamento de Odontologia da UEPB, 2012. 

 

RESUMO 

A terapia fotodinâmica (TFD) utiliza um fotosensibilizador e fonte de luz provocando 
a inviabilidade bacteriana. Esse estudo avaliou a eficácia da terapia fotodinâmica 
mediada pelos corantes Azul de Metileno (0,01%) e Verde Malaquita (0,01%) 
separadamente na reparação tecidual em feridas contaminadas com Staphylococcus 
aureus. Foram confeccionadas, com auxílio de gabarito vazado e lâmina de bisturi, 
duas excisões cirúrgicas circulares no dorso de 90 ratos machos, com peso 250-
300g, e em seguida foram inoculados nos ferimentos cepas de Stafilococcus aureus 
ATCC 26923. Os animais foram agrupados conforme tratamento empregado: G I– 
TFD Azul de metileno; G II– TFD Verde malaquita; G III – Azul de metileno; G IV – 
Verde malaquita; G V – Laser de baixa potência (LBP); G VI – Controle. Foi utilizado 
como fonte de luz para fotossensibilizar os corantes, o Laser diodo Thera Lase 
(100mW, 660 nm, 120J/cm2, 33s, emissão contínua) (DMC equipamentos, São 
Carlos, SP). Os animais foram sacrificados para análise 01, 03, 07, 14 e 21 dias 
após a excisão cirúrgica. Foi avaliado clinicamente área avermelhada, 
esbranquiçada, presença e espessura de escara, pus e o perímetro da ferida. As 
peças foram processadas para análise histológica e coradas pela técnica da 
hematoxilina e eosina (HE) para análise do edema, necrose, infiltrado inflamatório, 
presença de fibroblastos jovens, tecido de granulação, reepitelização e grau de 
colagenização. Foi feita a análise estatística descritiva e o teste exato de Fisher 
(p<0,05). Um dia após a excisão, o Grupo I apresentou formação moderada de 
tecido de granulação e intenso infiltrado inflamatório, quando comparado aos demais 
grupos. Aos três dias pós-cirúrgicos, verificou-se uma tendência de reepitelização 
mais rápida do grupo não tratado do que nos grupos tratados com TFD, quer seja 
ela com Azul de metileno ou com Verde malaquita, sendo o grau de colagenização 
também inferior nos grupos tratados com TFD, o que mostra tendência a retardo 
também na deposição de fibras colágenas nos ferimentos tratados com TFD. Houve 
também tendência ao retardo da reepitelização durante o reparo aos 07 dias, 
quando comparou-se o grupo TFD verde malaquita aos ferimentos não tratados, 
porém esta não continuou a ser observada aos 14 dias pós-cirúrgicos, havendo 
apenas maior redução de tecido de granulação quando comparou-se o uso de TFD 
Azul de metileno (p=0,182) ao grupo controle. Após 21 dias, houve predomínio do 
infiltrado inflamatório e tecido de granulação discretos e ausência de edema e 
necrose em todos os grupos. Conclui-se que, para os ferimentos potencialmente 
contaminados, a TFD, em especial aquela mediada pelo corante Azul de metileno, 
foi capaz de promover um início de reparo tecidual mais rápido através de precoce 
formação de tecido de granulação, além de propiciar uma tendência de regressão 
mais rápida desse tecido de granulação quando comparado aos outros tratamentos. 
Observou-se a tendência ao retardo da reepitelização nos grupos de tratamento, 
tanto naqueles submetidos a TFD como naqueles tratados apenas com LBP ou 
corantes, sugerindo um reparo mais demorado nos grupos tratados. 
 
Palavras-chaves: Cicatrização; Terapia a laser de baixa intensidade; 

Fotoquimioterapia; Staphylococcus aureus.  



 
 

CARNEIRO, VSM. Efficacy of photodynamic therapy in potentially contaminated 

cutaneous wound healing in rats. 

ABSTRACT 

Photodynamic therapy (PDT) uses a photosensitizer and a light source, causing the 
bacterial unviability. This study evaluated the efficacy of photodynamic therapy 
mediated by methylene blue  (0.01%) and malachite green  (0.01%) separately in the 
healing of wounds contaminated with Staphylococcus aureus. Two circular surgical 
excisions were made with the aid of a cast template and a scalpel blade at the back 
of 90 male rats, weighing 250-300g, and then the wounds were inoculated with 
Staphylococcus aureus strains ATCC 26923. The animals were grouped according to 
the treatment used: G I – PDT methylene blue; G II – PDT malachite green; G III – 
methylene blue; G IV – malachite green; G V – Low level laser therapy (LLLT); G VI 
– Control. As a light source to fotoactivate de dyes, it was used the Thera Lase diode 
laser (100mW, 660nm, 120 J/cm2 , 33s, continuous emission) (DMC, São Carlos, SP, 
Brazil). The animals were  sacrified for analysis 01, 03, 07, 14 and 21 days after the 
surgery. Clinically, it was evaluated red area, witened area, presence and thickness 
of eschar, purulent exudates and wound perimeter. The specimens were processed 
for histological analysis and stained with hematoxylin and eosin (HE) for examination 
of edema, necrosis, inflammatory infiltrate, presence of young fibroblasts, granulation 
tissue, epithelialization and collagen degree.  The descriptive statistics analysis were 
made and also the Fisher exact test (p<0.05). A day after te excision, the group I 
showed a moderate formation of granulation tissue and intense inflammatory 
infiltrate, when compared to other groups.  At three days post-surgery, there was a 
tendency to a faster re-epithelialization of the non-treated group when compared to 
the groups treated with PDT, whether if it were with methylene blue or malachite 
green. The collagen degree was also lower in the groups treated with PDT, what also 
shows a tendency to delay de collagen deposition in wounds submitted to this 
treatment. PDT also showed a tendency to delay re-epithelialization of woundsafter 
07 days, when compared wounds subjected to PDT with malachite green to the 
control group.  This trend is not still observed at 14 days post-surgery, when was just 
found that the granulation tissue had a greater reduction in the group submitted to 
TFD methylene blue (p=0,182) compared to the control group. At 21th day after 
surgery, there was a prevalence of slight inflammatory infiltrate and granulation 
tissue, with no necrosis areas nor edema on both groups. We conclude that, for 
wounds potentially contaminated, the PDT, especially that mediated by the 
methylene blue dye, was able to promote a faster tissue repair through a granulation 
tissue formation, besides giving a tendency to a faster regression of this granulation 
tissue when compared to other treatments. There was observed a tendency of a 
delayed epithelialization in the treatment groups, both those submitted to PDT, LBP 
or dyes, suggesting that the repair takes longer in the treated groups. 
 

Keywords: Wound healing; Low-level laser therapy; Photochemotherapy; 

Staphylococcus aureus. 
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1 INTRODUÇÃO  

 

A pele é o maior órgão do corpo humano e é predominante formado pela 

epiderme e pela derme. Suas principais funções são prover proteção mecânica e 

prevenir contaminações. Qualquer perda de continuidade da pele é chamada de 

ferimento, que pode cicatrizar ou reparar dependendo do tipo de tecido afetado 

(SANTOS et al., 2011).  

A cicatrização de feridas é um processo complexo e tem atraído a atenção, 

em especial com relação aos fatores associados a sua demora ou que a impeçam 

(MARTIN, 1997; CARVALHO et al., 2006). As falhas de reparação mais importantes 

são aquelas que ocorrem nos estágios iniciais, que levam à acentuação do edema, 

redução da proliferação vascular e diminuição da quantidade de elementos 

celulares, tais como leucócitos, macrófagos e fibroblastos. Essas alterações dão 

origem à reduzida síntese de colágeno (CARVALHO et al., 2006).  

As infecções locais são a causa mais significante de impedimento de reparo 

do ferimento ou cicatrização. Adicionalmente, fatores como presença de corpos 

estranhos, pobre suprimento sanguíneo e localização do ferimento podem também 

comprometer a cicatrização (SANTOS et al., 2011).  

O processo de reparação tecidual pode ser beneficiado quando os principais 

eventos que o possibilitam são estimulados, ou seja, nutrição, proliferação celular e 

controle da inflamação e infecção, por exemplo. O laser de baixa potência tem se 

mostrado em diversos estudos como coadjuvante na cicatrização, posto que 

promove o incremento da revascularização de forma mais precoce, fornece energia 

em forma de adenosina trifosfato (ATP) às células de reparo, estimula a secreção do 

fator de crescimento de fibroblastos (FGF) e ainda inibe mediadores químicos da 

inflamação (MENDEZ et al., 2004; PINHEIRO, 2009; BUSNARDO; SIMÕES, 2010; 

MARCHIONNI et al., 2010; SANTOS et al., 2011). 

A terapia fotodinâmica (TFD) baseia-se na administração tópica ou sistêmica 

de um FS (FS) seguida da irradiação em baixas doses por uma fonte de luz como o 

laser, que apresenta um comprimento de onda específico, correspondente ao pico 

de absorção do FS. Na presença de oxigênio encontrado no meio, o FS ativado 

pode reagir com moléculas na sua vizinhança levando à produção de oxigênio 

singlet, que reage com os componentes celulares, sejam eles bactérias ou células 

neoplásicas, provocando inviabilidade celular (PERUSSI, 2007). 
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Essa nova terapia surge como uma opção de tratamento com custo mais 

acessível, rápido, sem efeitos colaterais, podendo reduzir o tempo de reparação e, o 

mais importante, eficaz, indolor e bem aceita pelo paciente (MAROTTI, 2008). 

A eficácia da TFD na redução microbiana em ferida cutâneas contaminadas 

por Staphylococcus aureus tem sido investigada, entretanto poucos estudos 

analisaram a ação dessa terapia nos tecidos, justificando mais pesquisas nesta 

área. Diante do exposto, esta pesquisa se propõe a avaliar a efetividade da TFD, 

empregada através do laser de baixa potência associado aos corantes azul de 

metileno e verde malaquita, na cicatrização de feridas cutâneas contaminadas com 

S. aureus em ratos, analisando os ferimentos logo após a excisão cirúrgica e o 

emprego da TFD, bem como após o primeiro dia, o terceiro dia, o sétimo dia, o 

décimo quarto dia e o vigésimo primeiro dia pós-cirúrgico, com o intuito de verificar a 

interferência dessa terapia nas fases da reparação tecidual. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 CICATRIZAÇÃO TECIDUAL 

A pele está constantemente relacionada com atividades biológicas e 

bioquímicas, sendo composta de duas camadas primárias: a externa, chamada de 

epiderme, constitui-se de tecido epitelial; já a camada interna, denominada de 

derme, é formada de tecido conjuntivo. As duas estão unidas através da membrana 

basal. A epiderme possui interdigitações, que são projeções para o interior da 

derme, evitando desta maneira o descolamento das duas durante tensões externas 

(CARNEIRO, 2010). 

A função primária da pele no nosso organismo é servir de barreira protetora 

contra os agentes do meio externo. A perda de continuidade desse tecido corpóreo, 

em maior ou em menor extensão, é conhecida como ferimento, podendo ser 

causada por qualquer tipo de trauma físico ou químico, que aciona as frentes de 

defesa orgânicas. Quando esta ocorre em grandes porções de pele como resultado 

a uma injúria ou doença pode levar a debilidade e inclusive ao óbito. Após os tecidos 

serem dilacerados, ocorre um complexo processo em resposta à injúria e a 

sequencia específica deste tem como único objetivo o reparo, envolvendo atividade 

inflamatória, vascular, tecido conjuntivo e células epiteliais. O objetivo maior do 

tratamento de feridas é o rápido fechamento da mesma com cicatrização satisfatória 

tanto estética quanto funcionalmente (SINGER, 1999; COELHO et al., 2010; 

GARRIER et al., 2011; SANTOS et al., 2011).  

A cicatrização é um processo complexo que envolve tanto respostas locais 

quanto sistêmicas, e essas respostas podem ser reflexo da etiologia da lesão, tipo 

de tecido e condições sistêmicas do indivíduo. Apesar de ser essencialmente a 

mesma para os diferentes ferimentos, a cicatrização sofrer influência de fatores 

intrínsecos ou extrínsecos, que vão desde idade, gênero, fatores hormonais, 

deficiências nutricionais, usos de drogas e doenças como diabetes, desnutrição, 

anemia, hipotireoidismo e queimaduras, atrasando a cicatrização do ferimento 

(CARVALHO et al., 2006; PINHEIRO, 2009). 

Esse conjunto dinâmico voltado à manutenção da integridade do organismo 

age pelo esforço de diversos tecidos e linhagens celulares, envolvendo alterações 

do comportamento de células que contribuem para as fases de proliferação, 

migração, síntese e contração de matriz extracelular. Esse processo se dá em fases 
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que envolvem inflamação, quimiotaxia, proliferação celular, diferenciação e 

remodelação, proporcionando mecanismos pelos quais o tecido lesado é preparado 

para a reconstrução. Este fenômeno é usualmente localizado, transitório e 

autolimitado (MARTIN, 1997; DUTRA et al., 2009; GARCIA et al., 2010).  

A lesão tecidual provoca o rompimento dos vasos sanguíneos e 

extravasamento de componentes do sangue. Inicialmente o reparo está direcionado 

para a hemostasia e formação de trombo – o coágulo de sangue restabelece 

hemostasia e fornece uma matriz extracelular provisória para migração celular. As 

plaquetas desse coágulo aderem-se ao colágeno no espaço perivascular e são por 

ele ativadas. As plaquetas não só facilitam a formação de um tampão hemostático, 

mas também secretam vários mediadores de cicatrização de feridas, como fator de 

crescimento derivado de plaquetas (PDGF), que atraem e ativam macrófagos e 

fibroblastos. Numerosos mediadores vasoativos e fatores quimiotáticos são gerados 

pelas vias de coagulação e do complemento ativado e por células do parênquima 

ativadas ou injuriadas. Estas substâncias recrutam leucócitos inflamatórios para o 

local da lesão. A primeira fase (inflamatória ou exsudativa) dura de dois a três dias, 

com aparecimento de dor, calor, rubor e edema (SINGER, 1999; CANDIDO, 2001). 

A segunda (proliferação) dura de 12 a 14 dias, com angiogênese, produção 

de colágeno pelos fibroblastos e intensa migração celular promovendo a 

reepitelização. Já a terceira fase (maturação e remodelação) dura meses, ocorrendo 

nela reorganização do colágeno, que adquire maior força tênsil (CANDIDO, 2001). 

Na maioria dos casos, a complicação no processo cicatricial é devida à inflamação, 

que resulta na formação contínua de metabólitos reativos. A matriz de colágeno 

substitui o tecido conjuntivo e promove o reparo da lesão. O processo de síntese de 

colágeno começa assim que a lesão intersticial se inicia, se estendendo até as fases 

finais da cicatrização, quando ocorre a remodelação tecidual (ACAMPORA et al., 

2007; GARRIER et al., 2011). 

A contração do tecido de granulação é um importante fenômeno biológico na 

restituição da continuidade do tecido, especialmente em lesões cutâneas. Na 

hieraquia biológica, juntamente com a regeneração epitelial, são os que mais 

contribuem para a homeostase. A explicação para o fenômeno de contração foi 

inicialmente atribuída ao encolhimento das fibras colágenas preexistentes, que se 

tornam espessas após a cicatrização (MARCHIONNI et al., 2010). 

(MIOFIBROBLASTOS) 
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A solução de continuidade da pele provocada pelo ferimento permite que os 

microrganismos residentes, e até mesmo os transitórios que nela se encontram, 

multipliquem-se, alguns deles duplicando a cada 2 horas após o aparecimento da 

ferida, e causando uma infecção local. Existem ainda os microrganismos das 

superfícies com as quais a ferida entrou em contato, que podem também infectá-la, 

tornando-se mais uma interferência, com possível atraso do processo cicatricial 

(ACAMPORA et al., 2007). 

Os fatores relacionados ao retardo ou ao impedimento da cicatrização têm 

atraído a atenção de pesquisadores como Martin (1997), Mendez et al. (2004), 

Carvalho et al. (2006), Pinheiro (2009), Santos et al. (2011), tendo em vista o fato de 

que as mais importantes falhas de reparação são aquelas que ocorrem nos estágios 

iniciais. Elas levam à acentuação do edema, redução da proliferação vascular e 

diminuição da quantidade de elementos celulares, tais como leucócitos, macrófagos 

e fibroblastos. Tais alterações nestes acontecimentos dão origem à baixa síntese de 

colágeno e também contribuem para o aumento do risco de infecções (CARVALHO 

et al., 2006).  

 

2.2 CONTAMINAÇÃO POR STAPHYLOCOCCUS AUREUS 

 

Microrganismos residentes encontrados em diferentes partes do corpo 

geralmente não chegam a causar doenças. Esses microrganismos contribuem para 

o desenvolvimento do sistema imunológico e dificultam a colonização por 

microrganismos patogênicos. Entretanto, apesar desses microrganismos residentes 

não serem patogênicos em seus sítios usuais, eles podem causar doenças 

oportunistas ou infecções se penetrarem em outros locais, podendo inclusive alguns 

desses microrganismos favorecerem outros patogênicos, a medida que promovem  

um desequilíbrio do meio no hospedeiro (SANTOS et al., 2011). 

A contaminação é cada vez mais desafiada pela grande quantidade de 

agentes patogênicos, bem como pela mutabilidade desses agentes que se tornam 

muitas vezes antibiótico-resistentes. Os poucos tipos de infecções que no passado 

seriam facilmente tratados, agora muitas vezes conduzem à morbidade, colocando a 

vida do infectado em risco. Agrava isso a grande variedade de mecanismos 

adotados pelos microrganismos para tornarem-se resistentes a agravos externos, 
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como modificações da parede celular por síntese de novas proteínas, impedindo 

a penetração de drogas (ZEINA et al., 2001; JORI et al., 2011). 

Em seres humanos, a infecção de feridas tem grande morbidade e pode 

impedir a completa cicatrização do ferimento. Bactérias Gram positivas, em especial 

S. aureus, são colonizadores iniciais em ferimentos e queimaduras, sendo a maior 

causa de infecções pós-operatórias, frequentemente transmitida de colônias 

estabelecidas nas vias aéreas de pacientes ou trabalhadores hospitalares. Isso torna 

o desenvolvimento de resistência a drogas desse microrganismo cada vez mais 

frequente e, por consequência, preocupante (GAD et al., 2004; LAMBRECHTS et al., 

2005). 

O S. aureus é o representante mais importante do grupo dos estafilococos e 

causa infecções clinicamente relevantes em pacientes imunocompetentes, havendo 

vários fatores responsáveis correlacionados, tais como fatores de virulência 

(coagulase, catalase, fator de aglomeração A ou leucocidinas). A taxa de 

colonização do S. aureus na população normal é entre 10% e 40%, e cerca de 10% 

da população é colonizada permanentemente. As maiores taxas de transporte 

desses microrganismos foram descritos em pacientes hospitalizados, 

particularmente em indivíduos idosos que estão em risco de infecções hospitalares 

devido a imunossenescência, desnutrição, comorbidades múltiplas e cicatrização 

prejudicada (SIMONETTI et al., 2011).    

Os Staphylococcus são microrganismos oportunistas, com capacidade para 

sobreviver sob diferentes condições ambientais, permitindo que eles se proliferem e 

colonizem tecidos e desenvolver resistência a agentes antimicrobianos. Muitas das 

espécies desse gênero podem ser isoladas da cavidade oral humana, fazendo parte 

da microbiota transitória de aproximadamente 95% da população saudável (MIYABE 

et al., 2011; SIMONETTI et al., 2011).  

A espécie S. aureus coloniza vias nasais de 30-40% da população e a maioria 

desses microrganismos é inofensiva, mas pode penetrar no organismo através de 

lesões e levar a infecções severas (MARTINS et al., 2009). 

Infecções causadas por microrganismos como S. aureus podem atrasar ou 

impedir o processo de cicatrização de uma ferida, bem como debilitar o estado geral 

do paciente levando-o inclusive à morte. Feridas infectadas constituem uma 

complicação clínica importante, com possível incidência em até 28% da população 
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internada em hospitais, gerando gastos anuais estimados em mais de 1 bilhão de 

dólares com diagnóstico e tratamento (BENVINDO et al., 2008).  

Além disso, cepas altamente virulentas de S. aureus têm causado surtos de 

infecções graves, particularmente onde o trauma de pele é provável. Infecções 

causadas por cepas resistentes dessa bactéria podem se manifestar como severos 

furúnculos ou outras infecções cutâneas, infecções nas articulações, pneumonia e 

até mesmo a morte (DAI et al., 2010). 

As pesquisas buscam formas de tratamento antimicrobiano adjuvante cada 

vez mais eficientes  e com o menor número de efeitos colaterais possíveis. O uso de 

antibióticos sistêmicos pode ser limitado em lesões traumáticas e queimaduras 

infectadas que contêm quantidade significante de tecido não perfundido, devido ao 

comprometimento da circulação capilar (BENVINDO et al., 2008). Administrações 

locais e sistêmicas de antibióticos podem levar à resistência e distúrbios 

gastrointestinais, isso sem mencionar que a adesão do paciente é muitas vezes um 

problema (SIGUSCH et al., 2010). Também, a falha terapêutica desses agentes é 

cada vez mais frequentemente relatada (MIYABE et al., 2011). Surge, então, como 

opção terapêutica o laser e a associação deste com corantes, resultando na TFD, 

processo que combina uma fonte de luz e um FS. 

 

 

2.3 TERAPIA FOTODINÂMICA (TFD) 

 

A TFD tem por finalidade a inviabilização de células indesejadas e parte do 

princípio da aplicação de um composto não tóxico (FS), seguida por absorção desse 

composto e acúmulo dessa droga nas células alvo e subsequente irradiação por 

uma fonte de luz de comprimento de onda adequado, interagindo então com o 

oxigênio, o que irá resultar em espécies reativas capazes de induzir essa 

inviabilização. Isso é resultado da reação envolvida, decorrente da excitação 

eletrônica do corante pela luz que absorve quanta, seguida então de dois 

mecanismos principais de reação (PLAETZER et al., 2009; MACHADO, 2000; 

MALIK, MANOCHA; SURESH, 2010).  

Após a excitação do FS ligado as células alvo, as moléculas excitadas podem 

retornar ao estado fundamental emitindo energia na forma de fluorescência, por 

meio da liberação de fótons, ou progredir na cadeia de reações químicas 



24 
 

transformando-se na espécie reativa chamada triplete. As moléculas no estado 

triplete podem interagir diretamente com substratos biológicos e formar radicais 

hidroxilas, superóxidos e peróxidos de hidrogênio, ocorrendo então a reação do tipo 

I; ou podem ainda transferir sua energia diretamente para o oxigênio celular e formar 

o oxigênio singlet, altamente reativo e responsável pela morte celular, chamada de 

reação tipo II (FERREIRA et al., 2006; MALIK, MANOCHA; SURESH, 2010; ROLIM 

et al., 2012). 

Ambos os caminhos podem levar à morte celular e à destruição de 

microorganismos. Na reação tipo II, o oxigênio singlet reage com os componentes 

celulares, pois os compostos orgânicos insaturados são suscetíveis à ação de O2. 

Como a primeira barreira para o O2 é a membrana celular, que contém lipídeos 

insaturados que podem ser danificados, ocorre a inviabilidade celular. Já na reação 

tipo I os radicais resultantes de reações catalíticas de espécies reativas de oxigênio 

(ROS) tem reação inespecífica, fazendo com que qualquer macromolécula da célula 

possa ser um alvo para TFD. Assim, a multiplicidade de alvos torna mais difícil 

desenvolver resistência celular daquelas bactérias a serem destruídas (PERUSSI, 

2007).  

O mecanismo de ação da TFD ainda deve ser de toda forma discutido, uma 

vez que analisando mecanismos de morte e sobrevivência de células expostas a 

TFD, observou-se que existem múltiplos mecanismos iniciados no processo 

fotodinâmico. Além da apoptose e destruição fotodinâmica, pode ainda ocorrer 

autofagia e interferências na endocitose, esta última ocorrendo associada a 

lisossomos fotossensibilizados (KESSEL; PRICE, 2011). 

A técnica da TFD teve seu uso aplicado inicialmente para o tratamento de 

tumores malignos, evidenciando resultados promissores (FERREIRA et al., 2006; 

MACHADO, 2000; RIBEIRO; FLORES, 2005). Um uso dessa terapia mais recente e 

de grande relevância na odontologia é sua ação bactericida. Enquanto no câncer o 

alvo da TFD é promover a morte seletiva das células tumorais, na TFD 

antimicrobiana o alvo passa a ser células bacterianas envolvidas no 

desenvolvimento de patologias. Assim como as células tumorais, a maioria dessas 

bactérias orais não absorve luz visível, sendo essencial o uso de um FS que agirá 

como cromóforo fixado a parede bacteriana atraindo para si a luz laser no momento 

da irradiação (ZANIN et al., 2003).  
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A TFD antimicrobiana foi descoberta há mais de um século por Raab (1900), 

mas com o advento dos antibióticos não teve seu potencial explorado, pois 

acreditava-se que com os medicamentos haveria uma redução do número de 

infecções. Entretanto, o que se observa no quadro atual é o desenvolvimento 

generalizado de infecções com cepas antibiótico-resistentes causado pelo uso 

excessivo ou inapropriado de antibióticos nas décadas anteriores, o que fez a TFD 

atrair a atenção como possível abordagem alternativa em infecções localizadas 

(TANAKA et al., 2012; JORI et al., 2011; DAI et al., 2009). 

A TFD tem vantagens como: repetição sem resistência ao fármaco, à medida 

que ainda não há casos de recuperação de viabilidade bacteriana e de 

desenvolvimento de mecanismos de resistência dos microrganismos submetidos à 

TFD; além da possibilidade de uso associado com outras terapias 

concomitantemente (TAVARES, 2010; FERREIRA et al., 2006).  

Outras vantagens da TFD antimicrobiana incluem a sua dupla seletividade, 

uma vez que não apenas o FS pode ser direcionado para a região infectada por 

bactérias a serem invialibizadas, como também a luz pode ser precisamente 

focalizada no local da lesão. Esse procedimento pode ser repetido várias vezes, se 

necessário, uma vez que não há efeitos tóxicos cumulativos e é usualmente não 

invasivo. Devido ao seu baixo risco, pode ser usado em pessoas idosas ou que 

estejam debilitadas. Além disso, evidências científicas disponíveis demonstram que 

a TFD é tão eficiente em cepas virgens como em cepas antibiótico-resistentes 

(PERUSSI, 2007; HAMBLIN; HANSAN, 2004). 

A fotossensibilização letal da TFD é um processo não-específico e tem se 

mostrado eficaz contra uma grande variedade de organismos, evitando os efeitos 

colaterais geralmente associados com antibióticos (AZARPAZHOOH et al., 2010). 

Por outro lado, a TFD tem demonstrado também complementarmente ação 

bactericida pela estimulação de neutrófilos do hospedeiro e inativação de 

mediadores de inflamação como citocinas do hospedeiro, fator de necrose tumoral α 

(TNF-α) e interleucina 1b,  favorecendo o processo de reparo (BRAHAM et al., 2009; 

TANAKA et al., 2012). 

Uma vez que a atividade antimicrobiana dos FSes é mediada por oxigênio 

singlet, a TFD tem também efeito direto sobre as moléculas extracelulares. Os 

polissacarideos de uma matriz extracelular polimérica são susceptíveis a dano 

proveniente da fonte de luz. Esta atividade dual, não exibida nos antibióticos, 
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também representa uma vantagem significativa de TFD antimicrobiana (VADIRAJ et 

al., 2010). 

A TFD também está relacionada à estase de vasos sanguíneos, e uma 

hipótese para os mecanismos que levam a tal esta relacionada com a perturbação e 

dano as células endoteliais durante o tratamento luminoso dos tecidos 

fotossensibilizados. O dano a células endoteliais leva ao estabelecimento de sítios 

trombogênicos no lúmen do vaso e isso inicia uma cascata fisiológica de respostas 

que incluem agregação plaquetária, migração de moléculas vasoativas, adesão 

leucocitária, aumento da permeabilidade vascular e vasoconstrição (FINGAR, 1996). 

Entretanto, são necessários ainda outros estudos a TFD antimicrobiana. A 

eficiência de terapia foi reduzida in vivo quando comparada com os estudos in vitro, 

devido às limitações inerentes aos FS: presença de carga, quantidade de energia 

necessária, comprimento de onda de excitação e penetração de luz, baixa 

especificidade do FS para as bactérias, o efeito do plasma (inativando o FS?) 

(ZOLFAGHARI et al., 2009; FONTANA et al., 2009; SCHASTAK et al., 2010). 

A TFD não causou nenhuma inibição de cicatrização quando realizada em 

ratos, e seu efeito antimicrobiano foi relacionado a prevenção de infecções durante o 

processo de cicatrização. Seu papel especificamente no reparo tecidual ainda não é 

completamente compreendido, e os poucos estudos nesse campo ainda são 

contraditórios (SPERANDIO et al., 2010). 

Diante de suas características, a TFD constitui um meio alternativo para 

erradicação de bactérias de feridas superficiais, queimaduras, úlceras varicosas, 

úlceras por pressão e demais áreas acometidas que podem ser prontamente 

acessíveis à aplicação tópica de um FS e luz (ZOLFAGHARI et al., 2009). 

 

2.3.1 Fonte de luz: o laser de baixa potência 

 

A TFD combina uma droga reativa a uma fonte de luz de comprimento de 

onda específico para ativação da droga, de forma a induzir a morte celular das 

bactérias presentes no tecido infectado. É importante clinicamente que tanto o FS 

quanto a luz estejam aptas a serem levadas até o tecido que se deseja tratar 

(CASSIDY et al., 2011). A melhor fonte de radiação para essa terapia é então aquela 

que, por um baixo custo, fornece a maior quantidade de luz possível no pico máximo 

de absorção do FS, sem efeitos térmicos significativos (MACHADO, 2000). 
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Vários tipos de fontes de luz têm sido empregados em protocolos de TFD, 

incluindo lasers, lâmpadas e sistemas baseados em LEDs. Essas fontes de luz são 

distintas quando se considera certos parâmetros como emissão espectral, colimação 

/ divergência e acoplamento óptico  (FERRAZ et al., 2011). 

Os sistemas laser são amplamente utilizados devido às suas características 

espectrais, a concentração de energia de luz, e o melhor acoplamento de fibra 

óptica, quando comparados com os de outras fontes. O laser é uma forma de 

radiação não ionizante, altamente concentrada, que em contato com os diferentes 

tecidos resulta em efeitos térmicos, fotoquímicos e não lineares de acordo com o 

tecido irradiado. Ao contrário de outras formas de radiação usadas 

terapeuticamente, como os raios X, gama e nêutrons, a irradiação laser não é 

invasiva e é bem tolerada pelos tecidos. Os lasers são até agora a primeira opção 

para o tratamento em TFD (HENRIQUES, 2008; FERRAZ et al., 2011). 

Com o advento do laser, a TFD teve uma evolução significativa, pois 

possibilitou a utilização de uma fonte de luz intensa, coerente, colimada, 

monocromática, tendo ainda somada a essas características o efeito biomodulador 

sobre os tecidos (ALMEIDA et al., 2006).  

Os laseres de baixa potência têm sido estudados nas áreas da biotecnologia 

e biológicas e são mais utilizados devido ao comprimento de onda em que 

trabalham, compatível com àquele em que os FS absorvem energia e são então 

ativados (PLAETZER et al., 2009; MALIK, MANOCHA; SURESH, 2010). O laser 

apresenta efeitos fotobiológicos positivos no reparo tecidual e sua terapia está 

fundamentada nos efeitos analgésicos, anti-inflamatórios e trófico-regenerativos 

teciduais devido ao aumento da atividade enzimática, da produção de ATP e da 

mitose celular. A radiação fotônica do laser interfere diretamente na energia e na 

oxigenação celular facilitando a síntese de proteínas sinalizadoras especializadas, 

como os fatores de crescimento (CASSIDY et al., 2011; SANTOS et al., 2011).  

Os efeitos do laser de baixa potência sobre ferimentos cutâneos padronizados 

incluem aumento da colagenização, redução do edema, da congestão e do infiltrado 

inflamatório mais precocemente. Quanto ao incremento da cicatrização, proporciona 

um aumento significativo no depósito de colágeno que pode acontecer por indução 

da proliferação celular ou ainda por aumento no processo de síntese e secreção 

protéica, existindo também a possibilidade de ambos os mecanismos ocorrerem 
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simultaneamente (BUSNARDO; SIMÕES, 2010; GARCIA et al., 2010; SPERANDIO 

et al., 2010).  

A terapia a laser tem demonstrado ser um método eficaz no processo de 

modulação da reparação tecidual. Em estudo experimental analisando ferimentos no 

dorso de ratos, observou-se que a laserterapia com dose de 3,8 J/cm2, 15 mW de 

potência e com tempo de aplicação de 15 segundos contribuiu significativamente 

para a cicatrização tecidual mais rápida e organizada (ROCHA JR et al., 2006).  

Contudo, grande ênfase tem sido direcionada para a aplicação da irradiação 

do laser de baixa potência com o objetivo de acentuar as reações bioquímicas 

celulares, e desta forma contribuir para um reparo tecidual significantemente mais 

eficiente. Analisando a aplicação pontual do laser de baixa potência (GaAlAs) com 

diferentes densidades de energia em ferimentos cutâneos em ratos, observou-se 

que os grupos submetidos à terapia a laser obtiveram maior redução do edema e 

infiltrado inflamatório e ainda uma maior deposição de fibras colágenas e elásticas 

durante o processo cicatricial. No tratamento com a fluência de 4 J/cm² observaram-

se melhores resultados do que naquele em que foi utilizada a fluência de 8 J/cm² 

(PUGLIESE et al, 2003). 

O uso do laser é sugerido como um método eficaz de melhorar a cicatrização 

de feridas. Em queimaduras de terceiro grau padronizadas no dorso de ratos 

tratadas com laser (λ = 660 nm ou λ = 780 nm, 35 mW, = ~ 2 mm, 20 J/cm2) 

imediatamente pós-queima em quatro pontos dentro da área queimada (5 J/cm2) 

com intervalos de 24 horas por 21 dias, observou-se que a cicatrização dos animais 

que receberam 660 nm de energia laser apresentou melhorias mais evidentes nas 

fases iniciais, com efeitos positivos sobre a inflamação, a quantidade e a qualidade 

do tecido de granulação, proliferação de fibroblastos, e também na deposição e 

organização de colágeno. Epitelização e microcirculação local também foram 

positivamente afetadas pelo tratamento (MEIRELES et al., 2008).  

Com relação à quantidade de aplicações necessárias, quando estas ocorrem 

de forma frequente, atingem um melhor resultado. Ao analisar histologicamente em 

ratos a influência do número de aplicações de raio laser de bioestimulação sobre o 

processo de reparo em feridas de extração dental, Garcia et al. (2000) observaram 

que as feridas dos ratos tratados com raio laser apresentaram reparação 

diferenciada, inclusive com formação mais rápida de tecido de granulação cicatricial, 

observando-se ainda que os grupos tratados com mais de uma aplicação tiveram 
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maior aceleração do processo de reparo, não sendo detectados efeitos indesejáveis 

nas feridas tratadas com laser. 

Quanto ao comprimento de onda mais adequado, o uso do laser de 780 nm 

não foi tão eficaz como a energia de 660 nm, mas demonstrou efeitos positivos nas 

fases iniciais sobre o surgimento e o desenvolvimento de inflamação. O laser com 

comprimento de onda de 660 nm, 20 J/cm2, quando usado em uma base diária, foi 

mais eficaz do que o de 780 nm para melhorar a cicatrização de queimaduras de 

terceiro grau em ratos diabéticos nos primeiros estágios de pós-queima (MEIRELES 

et al., 2008). 

Levando em conta o processo fotodinâmico, o laser apresenta ainda um 

comprimento de onda específico, correspondente ao pico de absorção óptica dos 

FS. Sua capacidade de emissão de luz monocromática de alta fluência, associada à 

precisão do foco, permite tratar pequenas lesões com mínimo dano ao tecido ao 

redor e em curto intervalo de tempo (ISSA; AZULAY, 2010). 

A interação da luz com o tecido resulta em atenuação da energia da fonte de 

luz incidente devido à reflexão, absorção, espalhamento e refração dessa luz. A 

refração e reflexão são reduzidas pela aplicação perpendicular dessa luz, enquanto 

absorção pode ser minimizada pela escolha de um FS que absorva no espectro 

eletromagnético no comprimento de onda vermelho. A interação da luz com o FS 

pode resultar em degradação, modificação ou relocalização da droga, o que pode 

afetar a efetividade da TFD (PLAETZER et al., 2009). 

Para ativação dos FS é necessária uma luz com frequência ressonante com o 

nível de absorção óptica da referida substância. Para tanto, a luz ideal deve ter 

densidade de potência adequada e ser colimada; e a alta colimação dos feixes laser 

somados às altas densidades de potência fazem desse o equipamento ideal para a 

ativação. Nesse caso, os lasers de vapor metálico, dye-lasers, lasers de 

semicondutores ou mesmo lasers de He-Ne são os mais utilizados. Entretanto, a 

monocromaticidade, que é uma das propriedades dos lasers, nem sempre é útil na 

TFD. Se o espectro de emissão do equipamento tem uma largura muito pequena, 

poucos serão os comprimentos de onda disponíveis para encontrar o melhor 

comprimento capaz de otimizar o processo de transferência de energia da TFD 

(RIBEIRO; FLORES, 2005). 

Diversos estudos relataram os efeitos da radiação a laser nos tecidos, 

descrevendo seus benefícios na cicatrização tecidual (GARCIA et al., 2000; 
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PUGLIESE et al., 2003; ROCHA JR et al., 2006; MEIRELES et al., 2008) e no 

controle de infecções por S. aureus quando associado a FS como polietilaminas 

(DAI et al., 2010), clorinas (GAD et al., 2004), derivados de porfirinas (MAISCH et al., 

2007; SCHASTAK et al., 2010) e hipocrelina (SU et al., 2011). Entretanto, ainda 

existem várias dúvidas não respondidas, principalmente no que se refere ao 

mecanismo de ação e aos parâmetros utilizados pelo laser de baixa potência nas 

diferentes fases do reparo das lesões, o que demonstra a clara necessidade de 

novas pesquisas a fim de esclarecer como este método atua em nível celular nos 

processos cicatriciais (ROCHA et al., 2007). 

 

2.3.2 Fotossensibilizadores (FS) 

 

É preciso ressaltar que além da importância da fonte de luz a ser utilizada na 

TFD, a escolha do FS é de extrema relevância. A eficácia da TFD antimicrobiana 

para diferentes patógenos depende do tipo e da concentração do FS selecionado. 

Os FS possuem estruturas semelhantes às da clorofila e hemoglobina, ou seja, 

são moléculas que contêm um anel heterocíclico. Além disso, estes agentes 

devem ser biologicamente estáveis, fotoquimicamente ativos e minimamente tóxicos 

para os tecidos do organismo (JUNQUEIRA et al., 2010; VILELA et al., 2012). 

Entre as suas características ideais estão a pureza química, a capacidade de 

localização específica em determinado tecido ou microrganismo, o intervalo pequeno 

entre a administração da droga e o acúmulo máximo no sítio a ser destruído, a meia-

vida curta, a eliminação rápida do tecido sadio, a ativação por comprimentos de 

onda com ótima penetração nos microrganismos alvo e a capacidade de produzir 

grande quantidade de produtos citotóxicos (ISSA; AZULAY, 2010). 

É necessário que esse FS tenha baixa toxicidade no escuro; 

fotossensibilidade não prolongada; formulação simples, reprodutibilidade e 

estabilidade (tempo mínimo de 2 anos); facilidade de manuseio sintético que permita 

modificações para otimizar as propriedades desejáveis; e facilidade de obtenção em 

escala industrial a custos reduzidos e com boa reprodutibilidade; facilidade de 

análise total dos componentes da fórmula (SIMPLÍCIO; MAIONCHI; HIOKA, 2002). 

Embora o princípio fotoquímico seja o mesmo para câncer e TFD 

antimicrobiana, existem diferenças importantes nas estruturas dos FS e alvos 

celulares. Os FS que têm sido estudados para erradicação de microrganismos 
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pertencem a diferentes grupos de compostos: xantenos halogenados, tais como rosa 

de bengala; fenotiazínicos, tais como o azul de metileno e o azul de toluidina O; 

acridinas e conjugados de clorina e6. Quanto a força de ligação com células alvo, os 

FS antimicrobianos podem ser divididos em três grupos: os que estão fortemente 

ligados e penetram nos organismos (por ex., a clorina e6), os que estão ligados 

fracamente (por ex., azul de toluidina O) e os que não demonstram ligação (por ex., 

rosa bengala). Em células microbianas, a TFD age preferencialmente sobre a 

membrana externa, não determinando modificações no DNA destes microrganismos 

(PERUSSI, 2007). 

A aplicação tópica de um FS em área infectada permite que este entre 

diretamente em contato com os microrganismos sem ser distribuído às células do 

hospedeiro. Depois do advento de agentes FS catiônicos, que interagem 

especificamente com a membrana celular de vários tipos de bactérias, possibilitou-

se que uma maior quantidade de FS seja acumulada na membrana citoplasmática 

das bactérias a serem destruídas. Uma vez que esse composto catiônico se liga 

rapidamente aos microrganismos e é lentamente capturado pelas células 

hospedeiras, ocorre uma seletividade temporal favorável. Dessa forma, se a luz é 

aplicada relativamente rápido após a administração do FS, o dano colateral para o 

tecido hospedeiro será minimizado (PERUSSI, 2007; MAISCH et al., 2004). 

Os mecanismos de resistência a TFD descritos até agora são os 

mecanismos gerais de resistência às drogas, e podem estar associados a fatores 

como efluxo ativo, captação de droga alterada ou tráfico intracelular alterado 

(GONZALES; MAISCH, 2012). 

 

2.3.2.1 Azul de metileno 

 

Uma classe de FS antimicrobianos frequentemente empregados são os 

corantes azuis, conhecidos como sais fenotiazínicos, que englobam corantes como 

o azul de toluidina O e o azul de metileno. Sais fenotiazínicos são moléculas planas 

anfipáticas tricíclicas que possuem um átomo de nitrogênio quaternário intrínseco. O 

azul de metileno é um corante histológico largamente utilizado por muitos anos. A 

cor característica do azul de metileno é consequência da forte absorção na região do 

comprimento de onda de 550-770nm, com absortividade molar máxima no 

comprimento de onda de 664nm (SOUZA et al., 2010; TARDIVO et al., 2005). 
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A utilização do laser em baixa potência associado a corantes fenotiazínicos 

tem demonstrado redução bacteriana em modelos experimentais (ALMEIDA et al., 

2006). Esses compostos tem uma eficiência fototóxica contra uma ampla gama de 

microrganismos relacionados a patologias orais, incluindo Escherichia coli, S. 

aureus, Streptococos mutans, Enterococcus faecalis (SOUZA et al., 2010; ROLIM et 

al., 2012) e Candida albicans (PRATES et al., 2011; QUEIROGA et al., 2011). No 

presente momento, os FS para TFD antimicrobiana utilizados clinicamente na 

odontologia são sais fenotiazínicos (PRATES et al., 2011).  

Este corante tem boa ação no comprimento de luz vermelha, com um máximo 

de absorção na região de 660nm, o que o situa na janela fototerapêutica para TFD, 

e essa ação produz o oxigênio singlet responsável pela morte celular. Além disso, é 

utilizado na área médica, por exemplo, para o tratamento de metahemoglobinemia, e 

tem sido considerado um fármaco para TFD. O azul de metileno sofre ainda pouca 

reação de fotobranqueamento e exibiu um bom valor de atividade fotodinâmica, 

sendo compatível com o uso de LED (PELOI et al., 2008). 

Estudos in vitro com TFD tem demonstrado efetiva atividade bactericida do 

azul de metileno como FS em diferentes cepas de S. aureus (BENVINDO et al., 

2008; FONTANA et al., 2009; ZOLFAGHARI et al., 2009; MIYABE et al., 2011). 

Entretanto, existem poucos estudos (GAD et al., 2004; LAMBRECHTS et al., 2005; 

ZOLFAGHARI et al., 2009) in vivo que observaram o efeito da TFD em feridas 

colonizadas por essas bactérias. O azul de metileno foi capaz de matar cepas de S. 

aureus em feridas excisionais superficiais e profundas de ratos, entretanto os 

resultados obtidos foram menos efetivos que aqueles apresentados in vitro, 

observando-se nesse caso que o efeito não se deveu ao calor produzido pelo laser 

durante o tratamento (ZOLFAGHARI et al., 2009). 

A ação antibacteriana da TFD com azul de metileno, no entanto, ainda é 

controversa. Analisando a inibição do crescimento de cepas de S. aureus e 

Pseudomonas aeruginosa in vitro, de forma que fora aplicado nas placas TFD com 

azul de metileno 0,1 μg/mL e três doses diferentes de laser (InGaP, 670nm; 2 J/cm2, 

4 J/cm2 e 6 J/cm2), submetendo ainda outro grupo apenas à laserterapia com as 

mesmas doses de laser, e havendo ainda um último grupo tratado apenas com FS, 

observou-se que não houve halo de inibição ou de crescimento em nenhum dos 

grupos analisados (BENVINDO et al., 2008). Estudo in vitro em canais radiculares 

contaminados experimentalmente com Enterococcus faecalis mostraram que o azul 
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de metileno quando utilizado como agente FS pode não trazer significante efeito 

suplementar a descontaminação desses canais (SOUZA et al., 2010). 

Apesar do efeito bactericida da TFD, é controverso seu efeito na reparação 

tecidual. Sperandio et al. (2010) comparou a reparação tecidual de animais 

submetidos a laserterapia de baixa potência àquela tratada com a terapia 

fotodinâmica com laser de baixa potência mediada pelo azul de metileno a 0,01%, e 

observou então que a reparação tecidual foi favorecida apenas no grupo onde 

utilizou-se exclusivamente o laser, não havendo aceleração ou prejuízo do grupo 

tratado com TFD. 

É importante lembrar ainda que FS fenotiazínicos, como o azul de 

metileno, são substratos de bombas de multidrogas-resistente em espécies gram-

positivas (S. aureus) e espécies gram-negativas (Escherichia coli e Pseudomonas 

aeruginosa) (GONZALES; MAISCH, 2012). 

 

2.3.2.2 Verde malaquita 

 

O verde malaquita tem se apresentado como boa opção de FS. Esse corante 

é membro da família triaril-metano, assim como o cristal violeta, e mostra forte 

absorção de luz vermelha. Ele tem sido utilizado na prática odontológica para 

visualizar biofilme dental e na colorimetria para avaliar erosão dental (VILELA et al., 

2012). 

Culturas de Aggregatibacter actinomycetemcomitans foram irradiadas por um 

laser diodo GaAIAs vermelho, emitindo em 660 nm com 30 mW de potência, na 

presença ou ausência do VM. Um grupo foi exposto ao VM (0,01% p/v) sozinho, 

durante 5 minutos (tempo de pré-irradiação). Nos grupos estudados, o A. 

actinomycetemcomitans foi destruído pela irradiação laser vermelho em baixa 

potência na presença do corante VM, e somente a irradiação a laser não foi capaz 

de inativar os microrganismos, sugerindo que o Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans é fotossensibilizado e destruído pela associação laser e 

VM, e que esse corante se degrada após a irradiação (PRATES et al., 2007).  

Mostrando a importância da fotossensibilização do corante por uma fonte de 

luz, amostras de S. aureus foram tratadas com o isotiocianato de verde malaquita, 

onde um grupo fora exposto a ondas contínuas de luz vermelha de uma lâmpada de 

xenônio filtrada e outro fora submetido apenas ao corante. Observou-se que a 
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redução da viabilidade celular aumentou com a radiação, enquanto que as amostras 

não fotossensibilizadas apresentaram crescimento importante (GOLDING, 1998). 

O verde malaquita aplicado em peças de resina acrílica contaminadas por S. 

aureus e Escherichia coli alcançou inclusive maior redução microbiana quando 

utilizado em concentrações mais elevadas que as utilizadas para os corantes 

fenotiazínicos (VILELA et al., 2012). Além do S. aureus, Enterobacteriaceae e 

Candida também mostraram-se sensíveis a TFD com verde malaquita, havendo 

significância estatística entre os níveis de redução do grupo tratamento e do grupo 

controle (JUNQUEIRA et al., 2010). 
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3 PROPOSIÇÃO 

 

Diante do exposto, a proposta do presente estudo foi avaliar a reparação 

tecidual em feridas cirúrgicas circulares realizadas em dorso de ratos e 

contaminadas com S. aureus, após as mesmas serem tratadas com terapia a laser 

de baixa potência, ou com TFD mediada pelos corantes azul de metileno e verde 

malaquita separadamente. Para isso, se observou os diferentes estágios de 

reparação tecidual por meio de análise histomorfológica dos ferimentos realizados. 

 

  



36 
 

4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 CARACTERIZAÇÃO DO ESTUDO 

 

Trata-se de um estudo de caráter experimental, transversal e in vivo.  

 

4.2 ASPECTOS ÉTICOS 

 

Esse estudo obedeceu aos preceitos preconizados pela Resolução no 879 do 

Conselho Federal de Medicina Veterinária, de 15 de fevereiro de 2008, quanto à 

pesquisa experimental com animais, e foi submetido à Comissão de Ética no Uso de 

Animais – Centro de Ensino Superior e Desenvolvimento, e aprovada em 

20/12/2011, sob número de protocolo 009/201211 (Anexo). 

 

4.3 ANIMAIS E MATERIAIS UTILIZADOS 

 

4.3.1 Amostra 

 

Foram utilizados 90 ratos machos, adultos, da linhagem Wistar (Rattus 

novergicus albinus) pesando entre 250 e 300g e idade média de três meses 

provenientes do Biotério do Departamento de Medicina da Universidade Federal de 

Campina Grande – UFCG. Os animais, em número de três, foram mantidos em 

gaiolas, a uma temperatura variando de 23°C ± 2°C sob iluminação controlada (12 

hs de ciclo claro/escuro) em condições adequadas com ração apropriada e água ad 

libitum (NASCIMENTO et al., 2006). 

 

4.3.2 Critérios de inclusão e exclusão da amostra 

  

Os animais selecionados para o estudo estavam em bom estado de saúde, 

com idade entre 70 e 110 dias, e peso entre 250 – 300 g. Foram  excluídos do 

estudo aqueles animais que não atenderem a esses critérios.  
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4.3.3 Corantes utilizados 

 

Corante azul de metileno na concentração 50 µg/mL Chimiolux (Hypofarma, 

Ribeirão das Neves, MG, Brasil) (Figura 1). 

Corante verde malaquita Oxalato PA (Neon química, São Paulo, SP, Brasil) 

(Figura 2). 

 

Os seguintes corantes foram diluídos em água deionizada seguindo uma 

regra de três matemática, até que atingissem a concentração de 10 µg/mL para que 

fossem então aplicados nos animais submetidos ao tratamento. 

 

 

 

Figura 1 – Corante Azul de metileno na concentração 50 µg/mL, Chimiolux (Hypofarma, 

Ribeirão das Neves, MG, Brasil). 
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Figura 2 – Corante Verde malaquita Oxalato PA (Neon química, São Paulo, SP, Brasil). 

 

 

4.3.5 Laser utilizado 

 

Foi utilizado como fonte de luz para esse estudo o laser diodo de baixa 

potência Thera Lase (DMC equipamentos, São Carlos – SP), seguindo os seguintes 

parâmetros: 

 Meio ativo InGaAlP, saída de 100 mW, comprimento de onda 660 nm, laser 

vermelho e  emissão contínua; 

 Dose aplicada: 3,3 J. 

 Densidade de energia: 120 J/cm2 para cálculo em uma área média de 

incidência de 0,785 cm2.  

 Tempo: a incidência da luz laser teve duração de 33 segundos; 

O aparelho foi aferido e calibrado previamente ao início dos trabalhos pelo 

próprio fabricante. 
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4.4 MÉTODOS 

 

4.4.1 Preparo das cepas bacterianas 

 

Foram obtidas cepas de S. aureus ATCC 26923 adquiridas no Laboratório de 

Microbiologia do Departamento de Farmácia da Universidade Estadual da Paraíba 

(UEPB). Os microrganismos foram levados às placas com meio de cultura Ágar 

Muller Hinton – AMH (Dubelcco, EUA) de forma a desenhar estrias nas placas 

cultivadas. Em seguida, as placas foram mantidas em estufas microbiológicas em 

temperatura média de 37ºC durante 12 horas. O crescimento celular foi observado 

pela formação das estrias. As colônias eram então captadas na placa através de 

alça flambada e transferida para tubos de ensaio com solução salina, que era então 

submetida ao vortex na velocidade de 10 rpm até que todo o precipitado visível 

fosse diluído. A suspensão foi então avaliada em Espectrofotômetro SP-22 

(Bioespectro, São Paulo, SP, Brasil). Quando o inóculo de culturas atingia uma 

densidade óptica (transmitância) de 85% e absorbância de 0,8 a 1,0; 

correspondendo a uma densidade de células bacterianas de 108 UFC/mL, o inóculo 

bacteriano foi mantido refrigerado para então ser aplicado nos ferimentos. Essa 

suspensão foi aplicada com o auxílio de uma seringa descartável estéril sobre as 

feridas realizadas no dorso dos animais (DAI et al., 2009). 

 

4.4.2 Método experimental 

  

Para controle do peso, foi utilizada uma balança de precisão Traveler (Toledo, 

São Bernardo do Campo, SP, BR). Os animais foram anestesiados previamente ao 

ato cirúrgico com aplicação intraperitoneal de solução de 80mg/kg de ketamina 

(Quetamina Vetnil, Louveira, SP, BR) e 30 mg/kg de Xilazyna (Dopaser® 10%, São 

Paulo, SP, BR). Após atingido o plano anestésico profundo pelos animais, realizou-

se a tricotomia do dorso do animal, através do uso de lâmina de barbear adaptada 

em porta agulha cirúrgico associado a água com sabão neutro. 

 

4.4.2.1 Confecção das excisões cirúrgicas 
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Foram confeccionadas no dorso de cada rato duas excisões simétricas 

laterais a linha média dorsal em forma circular com auxílio de um molde vazado 

confeccionado em resina acrílica Duralay® Reliance (Dental MFG co-Worth, IL, 

EUA) com 10mm de diâmetro que foi preenchido com marcador permanente de 

ponta fina 1mm (Figura 3), tomando-se o cuidado de manter uma distância de ao 

menos 15 mm entre as excisões. A área demarcada recebeu anestesia local a base 

de prilocaína Citanest® (Dentsply, São Paulo, SP, BR) em quatro pontos distintos da 

demarcação. A incisão cirúrgica foi feita com bisturi com lâmina n0 15 seguindo a 

demarcação (Figura 4), sendo a dimensão do ferimento posteriormente confirmada 

com paquímetro (Mitutoyo, São Paulo, SP, BR) (OLIVEIRA et al., 2010; CARVALHO 

et al., 2006). Esta incisão atingiu a pele, músculo cutâneo e gordura subcutânea com 

tesoura, mantendo a mesma profundidade da ferida para todos os animais 

(SPERANDIO et al., 2010). Todo o procedimento cirúrgico foi realizado por um único 

operador calibrado. Após a realização da ferida, a mesma foi mensurada em seus 

diâmetros com paquímetro em aço inoxidável aferição 0,02 mm (Mitutoyo, São 

Paulo, SP, BR). 

 

 

 

Figura 3 – (A) Demarcação da excisão cirúrgica a ser confeccionada por meio de gabarito 

de resina com lápis marcador permanente. (B) Confecção de excisão cirúrgica feita com 

bisturi com lâmina n0 15 seguindo a demarcação do gabarito. 
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4.4.1.2 Contaminação das excisões 

  

Após a realização das excisões, estas foram contaminadas com S. aureus, a 

partir de uma alíquota da suspensão de 50 µL contendo 108 UFC sobre as feridas 

que foram aplicadas com auxílio de seringa estéril (DAI et al. 2010) (Figura 4).  

 

 

Figura 4 – Aplicação tópica do inóculo de Staphylococcus aureus nas excisões cirúrgicas 

confeccionadas no dorso dos animais. 

 

 

4.4.1.3 Tipo de tratamento empregado 

 

Os 90 animais foram divididos aleatoriamente em 6 grupos experimentais 

(n=15). O tratamento de cada um desses grupos foi iniciado 30 minutos após a 

contaminação dos ferimentos dos animais (DAI et al. 2010), como descrito:  

  

  Grupo I (TFD azul de metileno): após excisão cirúrgica e contaminação da 

lesão no dorso do animal foi feita aplicação tópica do corante azul de metileno 

(Chimiolux – Hypofarma, Ribeirão das Neves, MG, BR) diluído em água deionizada 

na concentração de 10 µg/mL com auxílio de seringa descartável estéril sobre a 

lesão até que fosse completamente recoberta pelo medicamento (DAI et al. 2010; 

MAROTTI et al., 2008) (Figura 5). Depois de 5 minutos, foi realizada a irradiação 

pelo Laser de Baixa Potência (LBP) (120J/cm²; 100 mW; 33s, 660nm, InGaAIP) 

Thera Lase (DMC equipamentos, São Carlos, SP, BR) em um único ponto localizado 
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no centro da ferida (Figura 6). As aplicações foram realizadas com intervalos de 48 

horas entre as mesmas. 

  Grupo II (TFD verde malaquita): realizada a excisão cirúrgica e 

contaminação da lesão no dorso do animal, foi feita aplicação tópica do corante 

verde malaquita (Neon química, São Paulo, SP, BR) diluído em água deionizada na 

concentração de 10 µg/mL com auxílio de seringa descartável estéril sobre a lesão 

até que fosse completamente recoberta pelo medicamento  (PRATES et al., 2007) 

(Figura 5). Após aguardar 5 minutos, foi feita irradiação pelo Laser de Baixa 

Potência (LBP) (120J/cm²; 100 mW; 33s, 660nm, InGaAIP) Thera Lase (DMC 

equipamentos, São Carlos, SP, BR) em um único ponto localizado no centro da 

ferida (Figura 6). As aplicações foram realizadas com intervalos de 48 horas entre as 

mesmas. 

Grupo III (corante azul de metileno): realizada a excisão cirúrgica e 

contaminação da lesão no dorso do animal, foi feita apenas a aplicação tópica do 

corante azul de metileno (Chimiolux – Hypofarma, Ribeirão das Neves, MG, BR) 

diluído em água deionizada na concentração de 10 µg/mL com auxílio de seringa 

descartável estéril sobre a lesão até que fosse completamente recoberta pelo 

medicamento (DAI et al. 2010; MAROTTI et al., 2008) (Figura 5). As aplicações 

foram realizadas com intervalos de 48 horas entre as mesmas. 

  Grupo IV (corante verde malaquita): depois da excisão cirúrgica e 

contaminação da lesão no dorso do animal, foi feita apenas aplicação tópica do 

corante verde malaquita (Neon química, São Paulo, SP, BR) diluído em água 

deionizada na concentração de 10 µg/mL com auxílio de seringa descartável estéril 

sobre a lesão até que fosse completamente recoberta pelo medicamento (PRATES 

et al., 2007) (Figura 5). As aplicações foram realizadas com intervalos de 48 horas 

entre as mesmas. 

Grupo V (LBP): após a excisão cirúrgica e contaminação da lesão no dorso do 

animal, foi feita apenas a irradiação pelo Laser de Baixa Potência (LBP) (120J/cm²; 

100mW; 33s, 630 nm a 690 nm, InGaAIP) Thera Lase (DMC equipamentos, São 

Carlos, SP, Brasil) em um único ponto localizado no centro da ferida (Figura 6). As 

aplicações foram realizadas com intervalos de 48 horas entre as mesmas. 

Grupo VI (Controle): realizou-se apenas a lesão circular pela excisão cirúrgica 

que em seguida foi contaminada. 
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          Após as intervenções realizadas, os 15 animais de cada grupo de tratamento 

foram subdivididos (n=3) de acordo com os tempos de sacrifício (T1, T3, T7, T14 e 

T21) (Quadro 1).  

 

   

Figura 5 – Aplicação tópica dos corantes fotodinâmicos Azul de metileno (A) e Verde 

malaquita (B) em ferimentos contaminados do dorso animal. 

 

 

 

Figura 6 – Irradiação da excisão cirúrgica pela fonte de luz laser após aplicação tópica de 

corante fotodinâmico Verde malaquita em ferimento contaminado do dorso animal. 

 

  

A B 
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Grupos Tratamento    N T (dias) Subgrupo (n) 

I TFD azul de metileno  15 1, 3, 7, 14, 21 3 

II TFD verde malaquita 15 1, 3, 7, 14, 21 3 

III Corante azul de metileno 15 1, 3, 7, 14, 21 3 

IV Corante verde malaquita 15 1, 3, 7, 14, 21 3 

V Laser 15 1, 3, 7, 14, 21 3 

VI Controle  15 1, 3, 7, 14, 21 3 

Quadro 1 – Distribuição dos animais do experimento de acordo com tipo de tratamento 

empregado e tempo de sacrifício (T). 

 

4.4.1.4 Eutanásia dos animais 

 

Os ratos foram sacrificados utilizando a solução do anestésico a base de 

Ketamina (Quetamina 10% Vetnil, Louveira, SP, BR) associada à Xilazyna 

(Dopaser® 10%, São Paulo, SP, BR), na concentração de 1 g diluído em soro 

fisiológico, injetada no peritônio. Depois de constatada a morte verificada através da 

midríase pupilar, os ratos foram posicionados em decúbito dorsal, sem imobilização, 

e foi realizada a aferição da medida do diâmetro da ferida com um paquímetro 

metálico graduado em milímetros (CARNEIRO et al., 2010). Em seguida, com auxílio 

de bisturi, foi realizada uma biopsia excisional de toda a ferida cicatricial abrangendo 

parte circunvizinha não tratada. O espécime tecidual foi colocado em recipiente 

previamente identificado contendo solução fixadora de formalina a 10%.  

 

4.4.2 Análise clínica 

 

A avaliação clínica foi baseada nas seguintes características macroscópicas: 

área avermelhada, área esbranquiçada, presença ou ausência de crosta sobre o 

ferimento, coloração e espessura da crosta, pus e o perímetro da ferida 

(NASCIMENTO et al.,2006).  

Para o processo clínico de reparação tecidual, o tamanho da ferida foi medido 

com base nos maiores perímetros entre as bordas da ferida com auxílio do 

paquímetro em aço inox (Mitutoyo São Paulo, SP, BR). As medidas foram realizadas 

nos seguintes tempos: Imediatamente após o procedimento cirúrgico (T0), e com 1 

dia (T1), 3 dias (T3), 7 dias (T7), 14 dias (T14) e 21 dias (T21) após o procedimento. 
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Os tempos foram pré-estabelecidos de acordo com os estágios da reparação 

tecidual (CANDIDO, 2001). As feridas foram mensuradas por uma única pessoa de 

forma cega e calibrada. Para coleta dos dados clínicos, foi utilizada uma ficha 

elaborada com todos esses critérios adotados para análise.  

 

4.4.3 Análise histomorfológica 

 

Após o sacrifício dos animais, a área da lesão foi cirurgicamente removida, 

fixada em formalina a 10% e, em seguida, enviadas ao Laboratório de 

Anatomopatologia do Departamento de Odontologia da UEPB. Os espécimes foram 

processados rotineiramente para inclusão em blocos de parafina, que foram 

cortados em micrótomo com espessura de 5 µm. As lâminas foram submetidas 

então a coloração pelo método de hematoxilina e eosina (HE). 

Sob microscopia de luz (Leica DM 500, Leica Microsystems Vertrieb GmbH, 

Wetzlar, DE), dois examinadores previamente treinados, realizaram a avaliação das 

seguintes características: edema, necrose, infiltrado inflamatório, fibroblastos jovens, 

tecido de granulação e colagenização. Com base nos escores descritos no estudo 

de Sperandio et al. (2010), os casos foram classificados em: 0 – ausente; 1 – 

discreto; 2 – moderado; 3 – intenso. Além disso, com base nos critérios 

apresentados no estudo de Garcia et al. (2010), a reepitelização dos espécimes foi 

classificada em: 0 – ausência; 1 – início de reepitelização; 2 – reepitelização 

moderada; 3 – reepitelização quase completa; 4 – epitélio íntregro). Todas as 

variáveis histológicas e seus respectivos escores e significados são apresentados no 

quadro 2. 

Deve-se destacar que a análise histopatológica foi realizada sem que os 

examinadores soubessem dos dados clínicos. Além disso, os casos discordantes 

foram resolvidos por consenso. 
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Escore/Variável 0 1 2 3 4 

Infiltrado 

inflamatório 

Ausente Discreto Moderado Intenso  

Fibroblastos jovens Ausente Discreto Moderado Intenso  

Edema Ausente Discreto Moderado Intenso  

Necrose Ausente Discreta Moderado Intenso  

Tecido de 

granulação 

Ausente Discreto Moderado Intenso  

Colagenização Ausente Discreto Moderado Intenso  

Reepitelização Ausência Início de 

reepitelização 

Reepitelização 

moderada 

Reepitelização 

quase 

completa 

Epitélio 

íntegro 

      

Quadro 2 – Variáveis histológicas dos ferimentos cutâneos contaminados e seus respectivos 

escores e significados. 

 

4.5 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Após a realização de todas as medições e coleta dos dados clínicos e 

histomorfológicos, os mesmos foram analisados pelo programa Statistical Package 

for the Social Sciences (versão 17.0, SPSS Inc., Chicago, Illinois, USA). Apesar da 

análise dos achados histopatológicos ter sido baseada na utilização de escores, 

variável do tipo qualitativa ordinal, em muitos grupos foi observada concentração de 

casos em apenas um ou dois escores, impossibilitando a comparação de medianas. 

Dessa forma, os dados obtidos com a análise do infiltrado inflamatório, 

edema, necrose, tecido de granulação, fibroblastos jovens e colagenização (exceto 

para o período de 3 dias) foram recategorizados em ausente/ discreto e moderado/ 

intenso e submetidos, quando possível, ao teste exato de Fisher. Com exceção do 

período de 3 dias após excisão cirúrgica, os dados obtidos com a análise da 

reepitelização foram recategorizados em ausente/ início de reepitelização/ 

reepitelização moderada e reepitelização quase completa/ epitélio íntegro e 

avaliados, quando possível, pelo teste exato de Fisher. Para todos os testes, foi 

considerado um nível de significância de 5% (p < 0,05). 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 IMEDIATAMENTE PÓS EXCISÃO 

 

Logo após o procedimento cirúrgico, as excisões circulares se estenderam até 

a fáscia muscular subcutânea, sendo rodeadas por uma borda bem definida e com 

fundo sangrante em todos os animais submetidos ao experimento, com superfície 

brilhosa e úmida devido tanto a solução de continuidade do ferimento quanto ao 

inóculo aplicado sobre o mesmo. Nos grupos I, II, III e IV os ferimentos tinham ainda 

presença residual dos corantes aplicados topicamente. 

 

5.2 APÓS 01 DIA DE EXCISÃO 

 

Um dia após as excisões, todos os grupos estudados tinham lesões com 

tendência ao formato circular, área avermelhada intensa, área esbranquiçada 

ausente, formação de crosta, sendo esta mais amarronzada e ligeiramente mais 

espessa nos grupos I, II e V. Os demais grupos apresentaram recobrimento por 

crosta fina e algumas lesões ainda apresentavam áreas com brilho, como o 

ferimento “C”, do grupo III, ilustrado na página a seguir (Figura 7). Houve uma maior 

média de redução de perímetro dos ferimentos do grupo IV (verde malaquita) e V 

(LPB) e ainda um ligeiro aumento desse perímetro nos grupos III e VI (Tabela 1). 

Nenhum ferimento apresentou pus. 
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Figura 7 – Ferimentos dos animais 01 dia após excisão cirúrgica conforme tratamentos 

empregados: A) TFD Azul de metileno; B) TFD Verde malaquita; C) Azul de metileno; D) 

Verde malaquita; E) LBP; F) Controle. 

Tabela 1 – Média do perímetro inicial, perímetro final, variação de perímetro e espessura da 
crosta dos ferimentos, 01 dia após a excisão, segundo grupo de tratamento empregado. 

Grupo de tratamento 
Perímetro da ferida 

Espessura da crosta 
Inicial Final Variação 

TFD Azul de metileno 40,24 38,54 -1,7 Moderada 

TFD Verde malaquita 37,60 36,98 -0,62 Moderada 

Azul de metileno 35,91 37,42 +1,51 Delgada 

Verde malaquita 41,00 37,57 -3,43 Delgada 

LBP 37,83 35,23 -2,6 Moderada 

Controle 38,27 36,31 -1,96 Delgada 

 

 Todos os ferimentos submetidos à TFD com azul de metileno (Grupo I) 

apresentaram intenso infiltrado inflamatório, enquanto que nos grupos II, V e VI, 50% 

dos casos exibiram infiltrado inflamatório moderado e 50% revelaram infiltrado 

inflamatório intenso. Nos grupos tratados apenas com os FS, prevaleceu infiltrado 

inflamatório moderado. Apenas no grupo I houve moderada formação de tecido de 

granulação, ocorrendo esta em 50% dos ferimentos (Figura 8). No grupo II, o tecido 

de granulação se apresentou discreto em 83,33% dos casos. Por sua vez, os grupos 
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tratados apenas com os corantes (grupos III e IV) e apenas LBP (grupo V) obtiveram 

o pior desempenho quanto à formação de tecido de granulação, com ausência do 

mesmo. Nos grupos I, II e V foram observadas reações de necrose intensa na 

metade dos ferimentos. Em todos os grupos, a quantidade de fibroblastos jovens e 

de fibras colágenas foi discreta, ao passo que o edema se mostrou intenso (Tabelas 

2 e 3). Nenhum dos grupos apresentou reepitelização (Tabela 4) (Figura 8). 

 

 

 

 

  

A 

 

B 

 

C 

 

D 

 
Figura 8 – Edema intenso, áreas de necrose e infiltrado inflamatório de intensidade 

variável em ferimentos cutâneos tratados com TFD azul de metileno (A), corante verde 

malaquita (B), LBP (C) e no grupo controle (D), 1 dia após excisão cirúrgica (HE, 100 ). 
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Tabela 2 – Distribuição dos casos de acordo com o tipo de tratamento empregado e os 

escores para o infiltrado inflamatório, o tecido de granulação, a necrose e o edema, 01 dia 

após a excisão cirúrgica. Campina Grande, PB – 2012. 

Parâmetro/ tipo de tratamento 

Escores 

Ausente 

n (%) 

Discreto 

n (%) 

Moderado 

n (%) 

Intenso 

n (%) 

Infiltrado inflamatório     

   TFD Azul de metileno 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 6 (100,0) 

   TFD Verde malaquita 0 (0,0) 0 (0,0) 3 (50,0) 3 (50,0) 

   Azul de metileno 0 (0,0) 1 (16,67) 5 (83,33) 0 (0,0) 

   Verde malaquita 0 (0,0) 0 (0,0) 6 (100,0) 0 (0,0) 

   LBP 0 (0,0) 0 (0,0) 3 (50,0) 3 (50,0) 

   Controle 0 (0,0) 0 (0,0) 3 (50,0) 3 (50,0) 

Tecido de granulação     

   TFD Azul de metileno 2 (33,33) 1 (16,67) 3 (50,0) 0 (0,0) 

   TFD Verde malaquita 1 (16,67) 5 (83,33) 0 (0,0) 0 (0,0) 

   Azul de metileno 4 (66,67) 2 (33,33) 0 (0,0) 0 (0,0) 

   Verde malaquita 6 (100,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 

   LBP 4 (66,67) 2 (33,33) 0 (0,0) 0 (0,0) 

   Controle 3 (50,0) 3 (50,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 

Necrose     

   TFD Azul de metileno 0 (0,0) 2 (33,33) 1 (16,67) 3 (50,0) 

   TFD Verde malaquita 0 (0,0) 0 (0,0) 3 (50,0) 3 (50,0) 

   Azul de metileno 1 (16,67) 3 (50,0) 1 (16,67) 1 (16,67) 

   Verde malaquita 0 (0,0) 2 (33,33) 2 (33,33) 2 (33,33) 

   LBP 0 (0,0) 1 (16,67) 2 (33,33) 3 (50,0) 

   Controle 0 (0,0) 1 (16,67) 3 (50,0) 2 (33,33) 

Edema     

   TFD Azul de metileno 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 6 (100,0) 

   TFD Verde malaquita 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 6 (100,0) 

   Azul de metileno 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 6 (100,0) 

   Verde malaquita 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 6 (100,0) 

   LBP 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 6 (100,0) 

   Controle 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 6 (100,0) 
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Tabela 3 – Distribuição dos casos de acordo com o tipo de tratamento empregado e os 

escores para a colagenização e fibroblastos jovens, 01 dia após a excisão cirúrgica. 

Campina Grande, PB – 2012. 

Parâmetro/ tipo de tratamento 

Escores 

Ausente 

n (%) 

Discreto 

n (%) 

Moderado 

n (%) 

Intenso 

n (%) 

Colagenização     

   TFD Azul de metileno 0 (0,0) 6 (100,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 

   TFD Verde malaquita 0 (0,0) 6 (100,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 

   Azul de metileno 0 (0,0) 6 (100,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 

   Verde malaquita 0 (0,0) 6 (100,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 

   LBP 0 (0,0) 6 (100,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 

   Controle 0 (0,0) 6 (100,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 

Fibroblastos jovens     

   TFD Azul de metileno 0 (0,0) 6 (100,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 

   TFD Verde malaquita 0 (0,0) 6 (100,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 

   Azul de metileno 0 (0,0) 6 (100,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 

   Verde malaquita 0 (0,0) 6 (100,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 

   LBP 0 (0,0) 6 (100,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 

   Controle 0 (0,0) 6 (100,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 

 

 

Tabela 4 – Distribuição dos casos de acordo com o tipo de tratamento empregado e os 

escores para a reepitelização, 01 dia após a excisão cirúrgica. Campina Grande, PB – 2012. 

Reepitelização 

Escores 

Ausente 

n (%) 

Início 

n (%) 

Moderada 

n (%) 

Quase 

completa 

n (%) 

Completa 

n (%) 

   TFD Azul de metileno 6 (100,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 

   TFD Verde malaquita 6 (100,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 

   Azul de metileno 6 (100,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 

   Verde malaquita 6 (100,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 

   LBP 6 (100,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 

   Controle 6 (100,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 
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Uma vez que não houve variação nos escores, entre os diversos grupos, para 

o edema, a colagenização, os fibroblastos jovens e a reepitelização, não foram 

realizados testes estatísticos para avaliar tais parâmetros histopatológicos. Além 

disso, a concentração de casos com infiltrado inflamatório moderado e intenso e 

com tecido de granulação ausente/ discreto, nos diversos grupos examinados, 

impossibilitou a realização de análise estatística para avaliação destes parâmetros. 

Houve variância para a necrose nesse tempo pós-operatório, que teve seus escores 

recategorizados em ausente/discreto e moderado/intenso. Todavia, realizando o 

teste exato de Fisher entre o grupo controle e os grupos de tratamento, não foi 

possível evidenciar nenhuma associação estatisticamente significativa. 

 

Tabela 5 – Distribuição dos casos e significância estatística (p) do tipo de tratamento 

empregado em relação aos escores recategorizados para a necrose, 01 dia após a excisão 

cirúrgica. Campina Grande, PB – 2012. 

Parâmetro/ tipo de tratamento 

Escores 

p* Ausente/ Discreto 

n (%) 

Moderado/ Intenso 

n (%) 

Necrose    

   TFD Azul de metileno 2 (33,33) 4 (66,67) 1,000 

   TFD Verde malaquita 0 (0,0) 6 (100,0) 1,000 

   Azul de metileno 4 (66,67) 2 (33,33) 0,242 

   Verde malaquita 2 (33,33) 4 (66,67) 1,000 

   LBP 1 (16,67) 5 (83,33) 1,000 

   Controle 1 (16,67) 5 (83,33)  

*Significância estatística para a comparação, por meio do teste exato de Fisher, do grupo 
controle com os grupos experimentais. 

 

5.3 APÓS 03 DIAS DA EXCISÃO 

 

 Três dias após as excisões, todos os ferimentos apresentavam área 

avermelhada intensa e ausência de área esbranquiçada. Os grupos submetidos à 

TFD com os corantes verde malaquita e azul de metileno (Grupos I e II, 

respectivamente) apresentaram um melhor padrão de cicatrização, com formação de 

crosta espessa, amarronzada e uniforme sobre o ferimento, como ilustrado a seguir 
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em A, B e E (Figura 9). Em todos os grupos de tratamento houve uma redução de 

perímetro do ferimento ligeiramente maior que 4mm, havendo ainda no grupo 

controle a maior redução de perímetro de ferimento observada (5,52 mm) (Tabela 6). 

Nenhum ferimento apresentou pus. 

 

 

Figura 9 – Ferimentos dos animais 03 dias após excisão cirúrgica conforme tratamentos 

empregados: A) TFD Azul de metileno; B) TFD Verde malaquita; C) Azul de metileno; D) 

Verde malaquita; E) LBP; F) Controle. 

 

Tabela 6 – Média do perímetro inicial, perímetro final, variação de perímetro e espessura da 
crosta dos ferimentos, 03 dias após a excisão, segundo grupo de tratamento empregado. 

Grupo de tratamento 
Perímetro da ferida 

Espessura da crosta 
Inicial Final Variação 

TFD Azul de metileno 35,92 31,88 - 4,04 Espessa 

TFD Verde malaquita 35,24 30,43 - 4,81 Espessa 

Azul de metileno 38,62 33,92 - 4,7 Moderada 

Verde malaquita 32,52 28,05 - 4,47 Delgada 

LBP 34,48 29,95 - 4,53 Espessa 

Controle 35,84 30,32 - 5,52 Delgada 

 



54 
 

O infiltrado inflamatório se apresentou de moderado a intenso, prevalecendo 

em todos os grupos a última situação. O grupo III (Azul de metileno) revelou maior 

percentual de casos classificados como intensos para fibroblastos jovens (83,33%), 

seguido do grupo I (TFD Azul de metileno), com 66,67% dos ferimentos. A necrose 

tecidual já era ausente em metade dos ferimentos tratados apenas com o LBP 

(grupo V) e discreta em 66,67% dos ferimentos tratados com TFD Verde malaquita e 

dos ferimentos não tratados (grupos II e VI, respectivamente) (Tabelas 7 e 8). 

 O tecido de granulação se apresentou intenso em 83,33% dos ferimentos do 

grupo I, o que também ocorreu em 66,67% dos grupos II e III, respectivamente. No 

entanto, todos os casos do grupo IV foram classificados como moderados para o 

tecido de granulação. O pior resultado foi encontrado no grupo IV tratado apenas 

com o corante Verde malaquita, onde ainda houve um ferimento com discreto tecido 

de granulação (Figura 10). Além disso, a quantidade de casos com moderada e 

intensa colagenização foi inferior nos grupos I e II, tratados com TFD, comparados 

aos demais grupos (Tabela 7). 

Um achado ocasional, evidenciado a partir desse tempo pós cirúrgico, foi a 

presença de corpos estranhos no tecido conjuntivo de alguns ferimentos, envoltos 

por um aglomerado celular reacional, compatível com reação de células gigantes. 

Todos os ferimentos não tratados já apresentavam início de reepitelização, 

sendo o estágio da reepitelização mais primitivo nos ferimentos tratados com a TFD 

(grupos I e II) quando comparados àqueles tratados apenas com os corantes e 

àqueles não tratados (grupos II, III e VI). No grupo V, tratado apenas com o LBP, e 

no grupo III, tratado apenas com azul de metileno, havia início de reepitelização em 

66,67% dos casos (Tabela 9) (Figura 10). 
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Tabela 7 – Distribuição dos casos de acordo com o tipo de tratamento empregado e os 

escores para o infiltrado inflamatório, o tecido de granulação, a necrose e o edema, 03 dias 

após a excisão cirúrgica. Campina Grande, PB – 2012. 

Parâmetro/ tipo de tratamento 

Escores 

Ausente 

n (%) 

Discreto 

n (%) 

Moderado 

n (%) 

Intenso 

n (%) 

Infiltrado inflamatório     

   TFD Azul de metileno 0 (0,0) 0 (0,0) 2 (33,33) 4 (66,67) 

   TFD Verde malaquita 0 (0,0) 0 (0,0) 2 (33,33) 4 (66,67) 

   Azul de metileno 0 (0,0) 0 (0,0) 1 (16,67) 5 (83,33) 

   Verde malaquita 0 (0,0) 0 (0,0) 1 (16,67) 5 (83,33) 

   LBP 0 (0,0) 0 (0,0) 1 (16,67) 5 (83,33) 

   Controle 0 (0,0) 0 (0,0) 1 (16,67) 5 (83,33) 

Tecido de granulação     

   TFD Azul de metileno 0 (0,0) 1 (16,67) 5 (83,33) 0 (0,0) 

   TFD Verde malaquita 0 (0,0) 2 (33,33) 4 (66,67) 0 (0,0) 

   Azul de metileno 0 (0,0) 2 (33,33) 4 (66,67) 0 (0,0) 

   Verde malaquita 6 (100,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 

   LBP 0 (0,0) 6 (100,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 

   Controle 0 (0,0) 3 (50,0) 3 (50,0) 0 (0,0) 

Necrose     

   TFD Azul de metileno 0 (0,0) 1 (16,67) 4 (66,67) 1 (16,67) 

   TFD Verde malaquita 0 (0,0) 4 (66,67) 2 (33,33) 0 (0,0) 

   Azul de metileno 0 (0,0) 2 (33,33) 1 (16,67) 3 (50,0) 

   Verde malaquita 0 (0,0) 1 (16,67) 4 (66,67) 1 (16,67) 

   LBP 3 (50,0) 2 (33,33) 1 (16,67) 0 (0,0) 

   Controle 0 (0,0) 4 (66,67) 1 (16,67) 1 (16,67) 

Edema     

   TFD Azul de metileno 0 (0,0) 0 (0,0) 3 (50,0) 3 (50,0) 

   TFD Verde malaquita 0 (0,0) 0 (0,0) 2 (33,33) 4 (66,67) 

   Azul de metileno 0 (0,0) 2 (33,33) 3 (50,0) 1 (16,67) 

   Verde malaquita 0 (0,0) 1 (16,67) 4 (66,67) 1 (16,67) 

   LBP 0 (0,0) 0 (0,0) 1 (16,67) 5 (83,33) 

   Controle 0 (0,0) 1 (16,67) 3 (50,0) 2 (33,33) 
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Tabela 8 – Distribuição dos casos de acordo com o tipo de tratamento empregado e os 

escores para a colagenização e fibroblastos jovens, 03 dias após a excisão cirúrgica. 

Campina Grande, PB – 2012. 

Parâmetro/ tipo de tratamento 

Escores 

Ausente 

n (%) 

Discreto 

n (%) 

Moderado 

n (%) 

Intenso 

n (%) 

Colagenização     

   TFD Azul de metileno 0 (0,0) 2(33,33) 4 (66,67) 0 (0,0) 

   TFD Verde malaquita 0 (0,0) 3 (50,0) 3 (50,0) 0 (0,0) 

   Azul de metileno 0 (0,0) 0 (0,0) 6 (100,0) 0 (0,0) 

   Verde malaquita 0 (0,0) 0 (0,0) 6 (100,0) 0 (0,0) 

   LBP 0 (0,0) 1 (16,67) 5 (83,33) 0 (0,0) 

   Controle 0 (0,0) 0 (0,0) 6 (100,0) 0 (0,0) 

Fibroblastos jovens     

   TFD Azul de metileno 0 (0,0) 0 (0,0) 2 (33,33) 4 (66,67) 

   TFD Verde malaquita 0 (0,0) 0 (0,0) 3 (50,0) 3 (50,0) 

   Azul de metileno 0 (0,0) 0 (0,0) 1 (16,67) 5 (83,33) 

   Verde malaquita 0 (0,0) 0 (0,0) 4 (66,67) 2 (33,33) 

   LBP 0 (0,0) 0 (0,0) 4 (66,67) 2 (33,33) 

   Controle 0 (0,0) 0 (0,0) 3 (50,0) 3 (50,0) 

 

 

Tabela 9 – Distribuição dos casos de acordo com o tipo de tratamento empregado e os 

escores para a reepitelização, 03 dias após a excisão cirúrgica. Campina Grande, PB – 

2012. 

Reepitelização 

Escores 

Ausente 

n (%) 

Início 

n (%) 

Moderada 

n (%) 

Quase 

completa 

n (%) 

Completa 

n (%) 

   TFD Azul de metileno 3 (50,0) 3 (50,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 

   TFD Verde malaquita 4 (66,67) 2 (33,33) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 

   Azul de metileno 2 (33,33) 4 (66,67) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 

   Verde malaquita 3 (50,0) 3 (50,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 

   LBP 2 (33,33) 4 (66,67) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 

   Controle 0 (0,0) 6 (100,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 

 



57 
 

 

Após recategorização dos casos, o teste exato de Fisher demonstrou não 

haver diferença significativa nos escores para a necrose, para o edema e para o 

tecido de granulação entre o grupo controle e os diversos grupos experimentais 

(Tabela 10). Apesar do maior percentual de casos com moderada/ intensa necrose e 

edema no grupo I (TFD Azul de metileno), não foi observada diferença 

estatisticamente significativa entre este e o grupo III (azul de metileno) (p = 0,455 e p 

= 1,000, respectivamente). De forma similar, não foi observada diferença 

estatisticamente significativa nos escores para a necrose e para o edema entre os 

grupos II (TFD Verde malaquita) e IV (verde malaquita) (p = 0,242 e p = 1,000). Além 

disso, o teste exato de Fisher não revelou diferença estatisticamente significativa 

nos escores para a necrose e para o edema entre o grupo LBP e os grupos TFD 

Azul de metileno e TFD Verde malaquita (p > 0,05). 

Apesar do percentual discretamente maior de casos com moderada/ intensa 

formação de tecido de granulação no grupo I (TFD Azul de metileno), não foi 

observada diferença estatisticamente significativa entre este e o grupo III (azul de 

metileno) (p = 1,000). De forma similar, não foi observada diferença estatisticamente 

significativa nos escores para o tecido de granulação entre os grupos II (TFD Verde 

malaquita) e IV (verde malaquita) (p = 0,061). Por sua vez, o teste exato de Fisher 

revelou escores significativamente inferiores para o tecido de granulação no grupo 

LBP em comparação com os grupos TFD Azul de metileno (p = 0,015). Em relação 

ao grupo TFD Verde malaquita, apesar da maior proporção de casos com 

moderado/intenso tecido de granulação em relação ao grupo LBP, não foi observada 

diferença estatisticamente significativa (p = 0,061). 

A concentração de casos nos escores moderado/ intenso para o infiltrado 

inflamatório e fibroblastos jovens, nos diversos grupos examinados, impossibilitou a 

realização de análise estatística para avaliação destes parâmetros. 

Em relação à reepitelização, o teste exato de Fisher demonstrou não haver 

diferença significativa nos escores entre os diversos grupos experimentais e o grupo 

controle (Tabela 11). Além disso, a comparação entre os diversos grupos 

experimentais não revelou diferenças estatisticamente significativas (p > 0,05). 
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Tabela 10 – Distribuição dos casos e significância estatística (p) do tipo de tratamento 

empregado em relação aos escores recategorizados para o tecido de granulação, necrose, 

edema e colagenização, 03 dias após a excisão cirúrgica. Campina Grande, PB – 2012. 

Parâmetro/ tipo de tratamento 

Escores 

p* Ausente/ Discreto 

n (%) 

Moderado/ Intenso 

n (%) 

Tecido de granulação    

   TFD Azul de metileno 1 (16,67) 5 (83,33) 0,545 

   TFD Verde malaquita 2 (33,33) 4 (66,67) 1,000 

   Azul de metileno 2 (33,33) 4 (66,67) 1,000 

   Verde malaquita 6 (0,0) 0 (0,00) 0,182 

   LBP 6 (0,0) 0 (0,00) 0,182 

   Controle 3 (50,0) 3 (50,0)  

Necrose    

   TFD Azul de metileno 1 (16,67) 5 (83,33) 0,242 

   TFD Verde malaquita 4 (66,67) 2 (33,33) 1,000 

   Azul de metileno 2 (33,33) 4 (66,67) 0,567 

   Verde malaquita 1 (16,67) 5 (83,33) 0,242 

   LBP 5 (83,33) 1 (16,67) 1,000 

   Controle 4 (66,67) 2 (33,33)  

Edema    

   TFD Azul de metileno 0 (0,0) 6 (100,0) 1,000 

   TFD Verde malaquita 0 (0,0) 6 (100,0) 1,000 

   Azul de metileno 2 (33,33) 4 (66,67) 1,000 

   Verde malaquita 1 (16,67) 5 (83,33) 1,000 

   LBP 0 (0,0) 6 (100,0) 1,000 

   Controle 1 (16,67) 5 (83,33)  

Colagenização    

   TFD Azul de metileno 2 (33,33) 4 (66,67) 0,455 

   TFD Verde malaquita 3 (50,0) 3 (50,0) 0,182 

   Azul de metileno 0 (0,0) 6 (100,0) NA 

   Verde malaquita 0 (0,0) 6 (100,0) NA 

   LBP 1 (16,67) 5 (83,33) 1,000 

   Controle 0 (0,0) 6 (100,0)  

Legenda: NA – Não se aplica. 
*Significância estatística para a comparação, por meio do teste exato de Fisher, do grupo 
controle com os grupos experimentais. 
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Tabela 11 – Distribuição dos casos e significância estatística (p) do tipo de tratamento 

empregado em relação aos escores de reepitelização, 03 dias após a excisão cirúrgica. 

Campina Grande, PB – 2012. 

Reepitelização 

Escores p 

Ausente 

n (%) 

Início 

n (%) 

   TFD Azul de metileno 3 (50,0) 3 (50,0) 0,182 

   TFD Verde malaquita 4 (66,67) 2 (33,33) 0,061 

   Azul de metileno 2 (33,33) 4 (66,67) 0,455 

   Verde malaquita 3 (50,0) 3 (50,0) 0,182 

   LBP 2 (33,33) 4 (66,67) 0,455 

   Controle 0 (0,0) 6 (100,0)  

 
 

 

 

 

 

 

A 

 

B 

 

C 

 

D 

 Figura 10 – Formação de tecido de granulação em ferimento cutâneo tratado com TFD 

azul de metileno (A) (HE, 100 ), 3 dias após excisão cirúrgica; Ausência de reepitelização 

em ferimento cutâneo tratado verde malaquita (B) e reepitelização inicial em ferimento 

tratado com LBP (C) e no grupo controle (D) (HE, 100 ). 
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5.4 APÓS 07 DIAS DA EXCISÃO  

 

Área avermelhada dos ferimentos dos grupos I, II, IV e V foi 

moderada/intensa, e nos demais grupos III e VI se apresentou regular/moderada.  

Muitas das crostas dos ferimentos dos grupos de tratamento TFD Azul e LBP 

já haviam se desprendido, o que acarretou na formação de nova crosta mais 

delgada. Os grupos I e II, submetidos à TFD, e o grupo V (LBP) apresentaram 

redução semelhante do perímetro do ferimento. O grupo que apresentou uma maior 

redução foi o grupo controle, com 20,63 mm (Figura 11) (Tabela 12). Em nenhum 

dos ferimentos houve formação de pus. 

 

 

Figura 11 – Ferimentos dos animais 07 dias após excisão cirúrgica conforme tratamentos 

empregados: A) TFD Azul de metileno; B) TFD Verde malaquita; C) Azul de metileno; D) 

Verde malaquita; E) LBP; F) Controle. 
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Tabela 12 – Média do perímetro inicial, perímetro final, variação de perímetro e 

espessura da crosta dos ferimentos, 07 dias após a excisão, segundo grupo de 

tratamento empregado. 

Grupo de tratamento 
Perímetro da ferida 

Espessura da crosta 
Inicial Final Variação 

TFD Azul de metileno 32,68 18,1 - 14,58 Moderada 

TFD Verde malaquita 34,66 20,19 - 14,47 Espessa 

Azul de metileno 34,59 25,59 - 9,00 Espessa 

Verde malaquita 34,80 27,08 - 7,72 Espessa 

LBP 35,14 20,94 - 14,20 Moderada 

Controle 31,76 11,13 - 20,63 Espessa 

 

 Após 07 dias da realização da excisão, todos os ferimentos dos grupos II, III e 

V, respectivamente apresentavam intenso infiltrado inflamatório, e somente um caso 

dos ferimentos tratados apenas com o corante verde malaquita (Grupo IV) 

apresentou infiltrado escasso. Essa mesma prevalência se repetiu quanto aos 

fibroblastos jovens, sendo ainda intensa a presença em todos os ferimentos não 

tratados (Grupo VI) e em 83,33% dos ferimentos tratados com TFD azul de metileno 

(Grupo I) (Tabela 13). O edema discreto e ausência de necrose prevaleceram em 

todos os grupos (Figura 12). Em alguns ferimentos nesse tempo pós-cirúrgico 

apresentaram ainda um reação de células gigantes, como forma de defesa orgânica 

em decorrência da entrada de corpos estranhos no ferimento, provavelmente 

marvalhas da gaiolas onde os animais eram mantidos. 

 No Grupo II verificou-se que houve intensa formação de tecido de granulação 

em todos os ferimentos tratados com TFD Verde malaquita (Figura 12) e também 

nos ferimentos não tratados (Grupo VI), em 66,67% dos ferimentos tratados com 

TFD azul de metileno (Grupo I) e em metade dos ferimentos tratados apenas com o 

LBP (Grupo V) (Tabela 13). A colagenização foi moderada em todos os grupos 

(Tabela 14). No grupo I (TFD azul de metileno) foi verificado que 33,33% dos 

ferimentos submetidos a essa modalidade de tratamento apresentou reepitelização 

completa sendo que a metade dos submetidos apenas ao corante Verde malaquita 

(Grupo IV) e o Grupo VI-(controle) apresentou reepitelização completa. Contudo, 

metade do Grupo II - TFD Verde malaquita apresentou reepitelização moderada 

(Figura 12) (tabela 15). 
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Tabela 13 – Distribuição dos casos de acordo com o tipo de tratamento empregado 

e os escores para o infiltrado inflamatório, o tecido de granulação, a necrose e o 

edema, 07 dias após a excisão cirúrgica. Campina Grande, PB – 2012. 

Parâmetro/ tipo de tratamento 

Escores 

Ausente 

n (%) 

Discreto 

n (%) 

Moderado 

n (%) 

Intenso 

n (%) 

Infiltrado inflamatório     

   TFD Azul de metileno 0 (0,0) 0 (0,0) 3 (50,0) 3 (50,0) 

   TFD Verde malaquita 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 6 (100,0) 

   Azul de metileno 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 6 (100,0) 

   Verde malaquita 0 (0,0) 1 (16,67) 0 (0,0) 5 (83,33) 

   LBP 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 6 (100,0) 

   Controle 0 (0,0) 0 (0,0) 4 (66,67) 2 (33,33) 

Tecido de granulação     

   TFD Azul de metileno 0 (0,0) 0 (0,0) 2 (33,33) 4 (66,67) 

   TFD Verde malaquita 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 6 (100,0) 

   Azul de metileno 0 (0,0) 0 (0,0) 1 (16,67) 5 (83,33) 

   Verde malaquita 1 (16,67) 2 (33,33) 1 (16,67) 2 (33,33) 

   LBP 0 (0,0) 0 (0,0) 3 (50,0) 3 (50,0) 

   Controle 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 6 (100,0) 

Necrose     

   TFD Azul de metileno 6 (100,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 

   TFD Verde malaquita 5 (83,33) 1 (16,67) 0 (0,0) 0 (0,0) 

   Azul de metileno 5 (83,33) 0 (0,0) 1 (16,67) 0 (0,0) 

   Verde malaquita 6 (100,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 

   LBP 3 (50,0) 1 (16,67) 2 (33,33) 0 (0,0) 

   Controle 6 (100,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 

Edema     

   TFD Azul de metileno 0 (0,0) 5 (83,33) 1 (16,67) 0 (0,0) 

   TFD Verde malaquita 1 (16,67) 5 (83,33) 0 (0,0) 0 (0,0) 

   Azul de metileno 0 (0,0) 6 (100,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 

   Verde malaquita 2 (33,33) 2 (33,33) 2 (33,33) 0 (0,0) 

   LBP 0 (0,0) 5 (83,33) 1 (16,67) 0 (0,0) 

   Controle 2 (33,33) 4 (66,67) 0 (0,0) 0 (0,0) 
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Tabela 14 – Distribuição dos casos de acordo com o tipo de tratamento empregado e os 

escores para a colagenização e fibroblastos jovens, 07 dias após a excisão cirúrgica. 

Campina Grande, PB – 2012. 

Parâmetro/ tipo de tratamento 

Escores 

Ausente 

n (%) 

Discreto 

n (%) 

Moderado 

n (%) 

Intenso 

n (%) 

Colagenização     

   TFD Azul de metileno 0 (0,0) 0 (0,0) 6 (100,0) 0 (0,0) 

   TFD Verde malaquita 0 (0,0) 0 (0,0) 4 (66,67) 2 (33,33) 

   Azul de metileno 0 (0,0) 0 (0,0) 5 (83,33) 1 (16,67) 

   Verde malaquita 0 (0,0) 1 (16,67) 4 (66,67) 1 (16,67) 

   LBP 0 (0,0) 0 (0,0) 6 (100,0) 0 (0,0) 

   Controle 0 (0,0) 0 (0,0) 5 (83,33) 1 (16,67) 

Fibroblastos jovens     

   TFD Azul de metileno 0 (0,0) 0 (0,0) 5 (83,33) 1 (16,67) 

   TFD Verde malaquita 0 (0,0) 0 (0,0) 3 (50,0) 3 (50,0) 

   Azul de metileno 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 6 (100,0) 

   Verde malaquita 0 (0,0) 1 (16,67) 0 (0,0) 5 (83,33) 

   LBP 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 6 (100,0) 

   Controle 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 6 (100,0) 

 

 

Tabela 15 – Distribuição dos casos de acordo com o tipo de tratamento empregado e os 

escores para a reepitelização, 07 dias após a excisão cirúrgica. Campina Grande, PB – 

2012. 

Reepitelização 

Escores 

Ausente 

n (%) 

Início 

n (%) 

Moderada 

n (%) 

Quase 

completa 

n (%) 

Completa 

n (%) 

   TFD Azul de metileno 0 (0,0) 1 (16,67) 2 (33,33) 1 (16,67) 2 (33,33) 

   TFD Verde malaquita 0 (0,0) 2 (33,33) 3 (50,0) 1 (16,67) 0 (0,0) 

   Azul de metileno 0 (0,0) 4 (66,67) 2 (33,33) 0 (0,0) 0 (0,0) 

   Verde malaquita 0 (0,0) 2 (33,33) 1 (16,67) 0 (0,0) 3 (50,0) 

   LBP 0 (0,0) 5 (83,33) 1 (16,67) 0 (0,0) 0 (0,0) 

   Controle 0 (0,0) 0 (0,0) 1 (16,67) 2 (33,33) 3 (50,0) 
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A concentração de casos nos escores moderado/ intenso para o infiltrado 

inflamatório, tecido de granulação, colagenização e fibroblastos jovens, nos diversos 

grupos examinados, impossibilitou a realização de análise estatística para avaliação 

destes parâmetros. De forma similar, a concentração de casos nos escores ausente/ 

discreto para a necrose e edema, nos diversos grupos examinados, impossibilitou a 

comparação entre os grupos através de análise estatística. 

Em relação à reepitelização, o teste exato de Fisher demonstrou haver 

diferença significativa nos escores entre o grupo controle e os grupos III (azul de 

metileno) e V (LBP), com maior percentual de casos com reepitelização quase 

completa ou completa no primeiro (p = 0,015) (Tabela 16). A comparação entre os 

diversos grupos experimentais não revelou diferenças estatisticamente significativas 

no escores de reepitelização (p > 0,05). 

 

Tabela 16 – Distribuição dos casos e significância estatística (p) do tipo de tratamento 

empregado em relação aos escores de reepitelização, 7 dias após a excisão cirúrgica. 

Campina Grande, PB – 2012. 

Reepitelização 

Escores 

p 
Ausente/ Início/ 

moderada 

n (%) 

Quase completa/ 

Completa 

n (%) 

   TFD Azul de metileno 3 (50,0) 3 (50,0) 0,545 

   TFD Verde malaquita 5 (83,33) 1 (16,67) 0,080 

   Azul de metileno 6 (100,0) 0 (0,0) 0,015 

   Verde malaquita 3 (50,0) 3 (50,0) 0,545 

   LBP 6 (100,0) 0 (0,0) 0,015 

   Controle 1 (16,67) 5 (83,33)  
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Figura 12 – Ferimentos cutâneos exibindo intenso tecido de granulação, bem como 

reepitelização moderada no grupo tratado com TFD azul de metileno (A) e reepitelização 

inicial nos grupos tratados com corante azul de metileno (B) e LBP (C), 7 dias após 

excisão cirúrgica (HE, 100 ); Presença de células gigantes multinucleadas em ferimento 

do grupo controle (D) (HE, 400 ). 

 


