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RESUMO 

 

Lesões decorrentes de queimaduras demandam tratamentos complexos, exigem assistência 

especializada e são responsáveis por altas taxas de morbimortalidade, configurando-se como 

problema de saúde pública no Brasil e no mundo. As queimaduras de espessura parcial por 

agentes térmicos são as que ocorrem em maior frequência na população e seu tratamento 

acarreta custos elevados. Nesse sentido, terapias reconstrutivas, de fácil aplicabilidade, seguras 

e que considerem custo/efetividade têm sido testadas, tais como a Terapia a Laser de Baixa 

Intensidade (TBLI) e a aplicação de Membrana Amniótica Humana (MAh), que têm se 

destacado no contexto da medicina regenerativa. O estudo objetivou avaliar o processo de 

reparo tecidual em queimaduras experimentais de espessura parcial superficial após aplicação 

da TLBI e MAh, isoladamente e em associação. A amostra foi composta por quarenta e oito 

ratos machos Wistar submetidos à queimadura de espessura parcial superficial, randomizados 

em quatro grupos: Controle (C)- não recebeu tratamento; Membrana Amniótica Humana 

(MAh)- aplicação de fragmento de MAh; Laser de Baixa Intensidade (TLBI)- irradiados com 

TLBI; Laser de Baixa Intensidade + Membrana Amniótica Humana (TLBI+MAh) – associação 

das terapias. Foram avaliadas as características histológicas e morfométricas das amostras de 

pele aos 7º e 14º dias e os resultados foram analisados pelos testes Kolmogorov-Smirnov, Mann 

Whitney e Kruskal-Wallis test com pós de Dunn's Multiple Comparison Test (p<0,05). A 

análise histológica mostrou redução no processo inflamatório (p <0,0001) e aumento na 

proliferação de fibroblastos (p <0,0001), principalmente aos 7 dias, nos grupos que sofreram 

intervenção comparados ao grupo C. Aos 14 dias, no grupo TLBI+MAh foram observadas 

espessas e alinhadas fibras de colágeno, demonstrando aceleração do processo cicatricial 

(p<0,0001). A fotobiomodulação com TLBI agiu sinergicamente com a aplicação tópica da 

MAh constituindo o protocolo terapêutico mais eficaz para tratamento de queimaduras de 

espessura parcial superficial utilizado na presente pesquisa. A combinação entre as terapias 

potencializou os efeitos anti-inflamatórios e de estímulo à proliferação celular, acelerando o 

processo de reparo tecidual. 

 

Descritores: Queimaduras. Cicatrização. Âmnio. Terapia com Luz de Baixa Intensidade. Ratos. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

LOW INTENSITY LASER THERAPY AND HUMAN AMNIOTIC MEMBRANE 

APPLIED IN AN EXPERIMENTAL BURNING MODEL  

ABSTRACT 

 

Burn injuries require complex treatments, require specialized care and are responsible for high 

morbidity and mortality rates, becoming a public health problem in Brazil and worldwide. 

Partial thickness burns caused by thermal agents are the most common among the population 

and their treatment is costly. In this sense, reconstructive therapies that are easy to apply, safe, 

and that consider cost-effectiveness have been tested, such as Low-Level Light Therapy 

(LLLT) and the application of Human Amniotic Membrane (MAH), which have stood out in 

the context of regenerative medicine. The study aimed to evaluate the tissue repair process in 

experimental superficial partial thickness burns after application of LLLT and MAH, alone and 

in association. The sample was composed of forty-eight male Wistar rats submitted to partial 

thickness superficial burns, randomized into four groups: Control (C)- received no treatment; 

Human Amniotic Membrane (MAH)- application of MAH fragment; Low-Level Light Therapy 

(LLLT)- irradiated with LLLT; Low-Level Light Therapy + Human Amniotic Membrane 

(LLLT+MAH) - association of therapies. Histological and morphometric characteristics of the 

skin samples were evaluated at the 7th and 14th days and the results were analyzed by 

Kolmogorov-Smirnov, Mann Whitney, and Kruskal-Wallis test with post Dunn's Multiple 

Comparison Test (p<0.05). Histological analysis showed a reduction in the inflammatory 

process (p<0.0001) and an increase in fibroblast proliferation (p<0.0001), especially at 7 days, 

in the groups that underwent intervention compared to group C. At 14 days, thick and aligned 

collagen fibers were observed in the LLLT+MAH group, demonstrating acceleration of the 

healing process (p<0.0001). The photobiomodulation with LLLT acted synergistically with the 

topical application of MAH constituting the most effective therapeutic protocol for treatment 

of superficial partial thickness burns used in this research. The combination of therapies 

potentiated the anti-inflammatory effects and stimulated cell proliferation, accelerating the 

process of tissue repair. 

 

Descriptors: Burns. Wound Healing. Amnion. Low-Level Light Therapy. Rats. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

As queimaduras em pele são lesões ocasionadas pelo calor, radiação, radioatividade, 

eletricidade, fricção ou contato com produtos químicos que determinam níveis variados de 

perda tecidual, atingindo a pele desde a epiderme, e dependendo do agente causador ou grau da 

queimadura, pode alcançar camadas mais internas até os órgãos mais profundos. No mundo, 

cerca de 180.000 pessoas morrem todos os anos em decorrência desse agravo, uma realidade 

também expressa na última década no Brasil pela alta taxa de mortalidade hospitalar por esta 

causa (DE ALENCAR FONSECA SANTOS et al., 2018; WORLD HEALTH 

ORGANIZATION, 2018; ABAZARI et al., 2020). 

As lesões decorrentes de queimadura demandam tratamentos complexos, exigem 

assistência de equipe multiprofissional especializada e apresentam alta taxa de 

morbimortalidade, sendo consideradas um problema de saúde pública no Brasil e no mundo. 

Estima-se que ocorram anualmente aproximadamente 1.000.000 ocorrências por queimaduras 

no Brasil, resultando como consequências em óbitos diretos ou indiretos, em decorrência dessas 

lesões (BRASIL, 2017a). 

O tratamento de queimaduras sempre foi um desafio, tanto pela gravidade quanto pela 

multiplicidade de complicações que normalmente ocorrem. No entanto, os protocolos clínicos 

tradicionais empregados no tratamento de queimaduras apresentam custos moderados a altos. 

Implica não somente em cirurgias de enxertia de pele, mas também no controle e orientação do 

processo de reparo tecidual, pois este tende a ocorrer de forma desordenada, com potencial 

formação de sequelas e risco de infecções, implicando assim em maior tempo de hospitalização 

e consequentemente em custo hospitalar elevado (TAVARES; SILVA, 2015). 

As queimaduras térmicas podem acontecer por escaldaduras (líquidos quentes), 

queimaduras de contato (sólidos quentes) ou queimaduras de chamas (WORLD HEALTH 

ORGANIZATION, 2018). Esses tipos de lesões, além de serem as mais prevalentes e 

extenuantes, prejudicam diretamente as fases do processo de cura adequada, pois apresentam 

como principais características angiogênese reduzida, inflamação sustentada, estresse 

oxidativo, aumento da proteólise e septicemia (ZHANG et al., 2010). 

As queimaduras de espessura parcial são as que ocorrem com maior frequência na 

população, sendo classificadas a partir da profundidade na derme em: espessura parcial 

superficial ou espessura parcial profunda. As queimaduras de espessura parcial superficial são 

caracterizadas por serem úmidas, dolorosas ao toque, com presença de flictenas, coloração 

rosácea e esbranquiçadas ao toque; e, as de espessura parcial profundas apresentam xerodermia, 
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diminuição da sensibilidade a dor, presença de flictenas, avermelhadas, sem alterações de 

coloração ao toque (LIMA et al., 2016; ADVANCED TRAUMA LIFE SUPPORT, 2018) 

Atualmente, os medicamentos mais usados para o tratamento de queimaduras de 

espessura parcial são sulfadiazina de prata, alginato de prata, hidrogênio e curativos úmidos 

(WASIAK; CLELAND, 2015). Cabe ressaltar que embora alguns desses fármacos apresentem 

ação antibactericida, o acúmulo de seus resíduos no tecido pode predispor à infecção local, bem 

como a oxidação da prata possibilita um efeito tóxico (FERREIRA; PAULA, 2013; GENUINO 

et al., 2014; GUITTON; GOUVEIA; AZEVEDO, 2014). 

Alguns estudos têm avaliado o uso da fotobiomodulação com Laser de Baixa 

Intensidade (LBI) no tratamento das queimaduras, relatando redução da resposta inflamatória e 

aumento na proliferação de fibroblastos, osteoblastos e células epiteliais, induzindo a síntese de 

colágeno e acelerando o reparo tecidual. Esse resultado ocorre pelos efeitos da Terapia a Laser 

de Baixa Intensidade (TLBI) sobre os diferentes tecidos, destacando-se os efeitos trófico-

regenerativos, anti-inflamatórios e analgésicos, os quais têm sido demonstrados em diversos 

estudos (GAGNON et al., 2016; REGULSKI; DANILKOVITCH; SAUNDERS, 2018; 

MOSCA et al., 2019; NIFOROUSHZADEH et al., 2019; YADAV et al., 2018; CHUNG et al., 

2020; ANDRADE et al., 2020). 

A Engenharia de Tecidos vem se destacando em terapias celulares para a cicatrização 

de feridas atendendo às exigências de segurança e eficácia dos tratamentos (HO et al., 2017). 

Assim, os pesquisadores têm se preocupado em testar tipos variados de substâncias e técnicas 

terapêuticas que auxiliem o processo de cicatrização. Neste sentido, a Membrana Amniótica 

humana (MAh) tem sido aplicada na oftalmologia, ortopedia, cicatrização de feridas cirúrgicas, 

agudas e crônicas (FERNG et al., 2016; HECKMANN; AURAN; MIRZAYAN, 2016; ILIC et 

al., 2016; SILINI et al., 2017; DHALL et al., 2019; RAZA et al., 2020). 

A MAh ou âmnio, camada mais interna da placenta, é constituída por epitélio cúbico 

simples de revestimento que fica em contato direto com o líquido amniótico. Apresenta espessa 

membrana basal, formada basicamente de colágeno tipo IV e laminina, bem como uma matriz 

estromal avascular composta por tecido conjuntivo frouxo e por fibroblastos (BOURNE, 1962; 

NIKNEJAD et al., 2008). 

Essas considerações incentivaram o desenvolvimento da presente pesquisa, envolvendo 

a MAh e sua aplicação, isoladamente ou em associação à TLBI, no tratamento de queimaduras 

de espessura parcial superficial em ratos. Espera-se que este estudo possa contribuir para o 

avanço do conhecimento na área de Engenharia de Tecidos bem como para novos protocolos 

de tratamento em queimaduras. 
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2 JUSTIFICATIVA E RELEVÂNCIA 

 

O custo financeiro para tratamento de queimaduras é bastante elevado para os familiares 

e para o sistema de saúde, e ainda requer cuidados intensivos de equipe multiprofissional 

habilitada nessa área. Além das diversas coberturas disponíveis no mercado, é importante a 

pesquisa de novas opções, com o objetivo de melhorar o custo/benefício ao paciente e ao 

sistema público de saúde. 

Na busca para acelerar o reparo tecidual das feridas, desde a pré-história o homem utiliza 

os mais diversos materiais para suas coberturas, como extratos de vegetais, lama e mel. Não 

existem evidências de um produto que possa ser utilizado durante todo o processo de reparo 

tissular, principalmente em feridas nas quais outros fatores podem interferir em sua evolução, 

como a dimensão, a profundidade, o grau de infecção, a presença de secreções, hematoma, 

necrose, corpo estranho e fatores locais (GUIMARÃES, 2011). 

Atualmente, as disponibilidades terapêuticas para tratamento de queimaduras ainda 

apresentam sucesso limitado e incentivam a pesquisa para o desenvolvimento de novas 

terapêuticas eficazes. No Brasil, observa-se, por meio da busca eletrônica em banco de dados, 

a escassez de publicações na área de terapias avançadas em tratamento de queimaduras. 

A MAh possui algumas características peculiares, como efeito antiadesivo, barreira 

antimicrobiana, redução da inflamação, proteção do leito da ferida e indução da reepitelização, 

por facilitar a adesão e a migração das células epiteliais basais. 

A MAh é considerada um biomaterial utilizado para cobertura primária, que apresenta 

componentes teciduais próximos aos observados na pele. Presume-se que sua aplicação no leito 

da ferida induzirá redução no tempo de reparo tissular, possibilitando um processo de reparo 

tecidual mais rápido, com menos tempo de hospitalização e diminuição no custo para o paciente 

e o Sistema de Saúde. 

A TLBI possui vantagens como método não farmacológico e não invasivo, com índice 

baixo de efeito colateral e bom custo/benefício. Esta terapia evidencia a aceleração no processo 

de reparo tecidual, devido aumento da atividade celular, proliferação de fibroblastos, 

modulação da produção dos fatores de crescimento e diminuição da resposta inflamatória. 

A TLBI será aplicada como adjuvante na terapia avançada com MAh. Com essa 

associação, busca-se otimização do tempo de reparo tecidual, visto que a energia liberada pela 

terapia penetra profundamente nos tecidos, ativando o metabolismo celular. A TLBI é um 

método relativamente barato, e eficaz no processo de reparo de tecidos. 

As lesões cutâneas impactam a saúde pública e necessitam de constantes pesquisas para 
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o seu aprimoramento. A prevalência de feridas com retardo no processo de cicatrização, em 

instituições hospitalares e ambulatoriais, possui incidência elevada, acarretando elevados 

custos, prejuízos ao exercício profissional e na qualidade de vida dos indivíduos afetados. 

Adicionalmente, a membrana amniótica, é um tecido descartado após o parto, de fácil 

obtenção, disponível em elevada quantidade, e cuja coleta não envolve qualquer procedimento 

invasivo. O uso desse biomaterial não provoca conflitos éticos ou religiosos, além de ser uma 

alternativa mais econômica, quando comparado ao isolamento de células tronco, que requer 

processos mais complexos. 

A utilização da MAh como curativo biológico, ainda possui um número reduzido de 

estudos que analisem sua aplicabilidade no reparo tecidual em animais, e até o momento, 

nenhum estudo comparou a eficácia da interação da MAh e a TLBI auxiliando a cicatrização de 

feridas. 
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3 HIPÓTESES  

 

H1 = O uso da TLBI potencializa o reparo tecidual de queimadura parcial superficial. 

H2 = O uso da MAh potencializa o reparo tecidual de queimadura parcial superficial. 

H3 = O uso da da TLBI em associação com a MAh potencializa o reparo tecidual de 

queimadura parcial superficial mais que o uso isolado da TLBI ou da MAh. 
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4 OBJETIVOS 

 

4.1 GERAL 

 

Avaliar o processo de reparo tecidual em queimaduras experimentais de espessura 

parcial superficial após aplicação da TLBI e MAh, isoladamente e em associação. 

 

4.2 ESPECÍFICOS 

 

- Observar aspectos macroscópicos como alteração na coloração da pele, flictenas e 

presença de crosta; 

- Identificar aspectos microscópicos qualitativos quanto ao infiltrado inflamatório, 

fibroblastos, vasos sanguíneos, edema e organização das fibras colágenas; 

- Quantificar as células inflamatórias e fibroblastos presentes; 

- Identificar e quantificar as fibras colágenas dos tipos I e III; 

- Comparar os dados obtidos após o término dos protocolos terapêuticos estudados 

indicando o que apresentou maior eficácia no processo de reparo tecidual. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



19 
 

5 REFERENCIAL TEMÁTICO 

 

5.1 QUEIMADURAS E O PROCESSO CICATRICIAL 

 

Historicamente, nos escritos egípcios 1500 a.C, já havia relatos de lesões por 

queimaduras, tratamento e a preocupação com o alívio da dor. Os avanços do tratamento das 

queimaduras evoluíram ao longo dos séculos evidenciando preocupação contínua do homem 

com esse agravo (COUTINHO, 2014). 

As queimaduras são lesões na pele oriundas de traumas por agentes térmicos, químicos, 

elétricos ou radioativos, causando destruição dos tecidos nos mais variados graus de intensidade 

(SOCIEDADE BRASILEIRA DE QUEIMADURA, 2012). 

Estudos evidenciam que 75% dos acidentes com queimaduras ocorrem no próprio 

domicílio envolvendo, principalmente, crianças e idosos, e tendo como agentes causais água 

fervente e álcool (CARDOSO; ORGAES; GONELLA, 2012). 

As queimaduras podem ser classificadas de acordo com a profundidade da lesão em 

primeiro, segundo e terceiro graus. De acordo com a extensão da queimadura na superfície 

corporal estima-se o agravo a partir dos métodos da palma, de Lund e Browder e regra dos nove 

(SOCIEDADE BRASILEIRA DE QUEIMADURA, 2012). 

As queimaduras de primeiro grau atingem a epiderme e causam sinais e sintomas 

clínicos como hiperemia, edema e dor. A pele descama entre quatro e seis dias, com a 

reconstrução total ocorrendo entre 45 e 75 dias. Nas queimaduras de segundo grau são afetadas 

a epiderme e parte da derme, há formação de flictenas, que podem ser superficiais e profundas, 

com a restauração da pele acontecendo entre 7 e 21 dias. As de terceiro grau acometem todas as 

camadas da pele, a lesão é indolor devido à destruição das fibras nervosas, e a pele geralmente 

apresenta coloração esbranquiçada ou enegrecida, sem reepitelização, sendo assim necessário 

a enxertia de pele (CARTAXO, 2014). 

Relacionado à extensão das queimaduras, o método de avaliação mais utilizado na 

prática assistencial é a regra dos nove. Neste método o corpo é dividido em áreas múltiplas de 

9%, e em seguida somam-se as áreas afetadas, atribuindo-se valores nas partes do corpo em 

adultos e crianças (Figura 1) (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2013). 
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Figura 1 - Percentual de áreas queimadas segundo regra dos 9. 

 

Fonte: World Health Organization (2013). 

 

As alterações fisiológicas e fisiopatológicas que ocorrem nas queimaduras dependem da 

profundidade e da extensão da área queimada, assim as que não excedem a 25% da superfície 

corporal queimada total produzem resposta local do organismo, enquanto as que superam os 

25% podem gerar resposta local e sistêmica, sendo assim consideradas como queimadura 

importante (SMELTZER et al. , 2011). 

A infecção é uma das complicações mais frequentes que acomete o paciente queimado, 

sendo uma das principais causas de morbimortalidade do grande queimado. Além de agravar a 

lesão e aumentar sua profundidade, ocasiona também retardo na cicatrização, agravo da dor e 

prolongamento do tempo de hospitalização (CARTAXO, 2014). 

De acordo com Franco e Gonçalves (2008), as fases do processo cicatricial são comuns 

a qualquer ferida, sem levar em consideração sua causa e surgimento. Portanto, consiste em 

processo dinâmico e sistêmico e está diretamente relacionado às condições gerais do organismo, 

desenvolvendo-se de acordo com a individualidade funcional de cada paciente. 

Segundo Campos; Borges-Branco; Groth (2007) e Irion (2015), os mecanismos da 

cicatrização de feridas possuem uma sequência programada de eventos que consiste em uma 

coordenada cascata de eventos celulares, moleculares e bioquímicos que interagem para que 
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ocorra a reconstituição tissular. 

Irion (2015) descreve seis etapas de regeneração normal das feridas por segunda 

intenção. A primeira é ativação da hemostasia, seguida de ativação da inflamação, após 

reepitelização, formação de tecido de granulação, contração e por fim remodelação. 

Por outro lado, alguns autores referem que o processo de reparo tecidual ocorre em três 

fases: inflamação, proliferação e regeneração. Conforme Santuzzi et al. (2011), a identificação 

das fases normais da cicatrização na pele permite a intervenção, quando necessária, de um 

profissional habilitado. Tamama e Kerpedjieva (2011) afirmam que quaisquer interferências 

em uma dessas fases acarretam na formação de uma ferida crônica. 

As feridas têm fechamento de suas bordas por primeira intenção, por segunda e terceira 

intenções, ou primário tardio. Segundo Iron (2015) e Kifer (2013), a primeira intenção pode ser 

obtida por adesivos, grampos, suturas, fita ou cola, utilizadas em feridas cirúrgicas ou 

traumáticas com bordas regulares e limpas, com perda mínima de tecido subcutâneo. 

Segundo Kifer (2013), as feridas de segunda intenção cicatrizam por formação inicial 

do tecido de granulação, com posterior retração local do tecido neoformado, considerando que 

não há possibilidade de união das bordas da lesão sem causar deformidades. São exemplos 

dessas feridas crônicas as úlceras por pressão, insuficiência venosa, arteriais e diabéticas. 

Conforme Hernández; Cano; Soria (2014), nas feridas por segunda intenção as bordas 

não são suturadas, possuem a fase de inflamação prolongada, são mais profundas, com 

expressiva perda de tecidos, sendo, assim, consideradas como potencialmente suscetíveis a 

processo infecciosos. As fases do processo de cicatrização evoluem lentamente em semanas, 

meses e anos, e seu fechamento ocorre espontaneamente. 

De acordo com Irion (2015), o fechamento da ferida por primeira intenção tardia 

consiste em deixar a lesão aberta para fechamento adequado e se desenvolve com a formação 

de tecido de granulação e contração que depende do volume de tecido perdido em decorrência 

de necrose. 

Guimarães (2011) cita que na ocorrência de uma ferida aguda, a fase inflamatória se 

inicia de imediato após a lesão, ocorrendo a liberação de substâncias vasoconstritoras que atuam 

provocando agregação de plaquetas e ativação da cascata de coagulação que auxiliarão no 

processo de hemostasia do local lesionado. 

Quando ocorre a lesão tissular, as plaquetas são ativadas pelo colágeno e trombina, 

ocorrendo a liberação do Fator de Crescimento Derivado de Plaquetas (PDGF). Este fator 

estimula a liberação de outros fatores do crescimento, como fator de crescimento do endotélio 

vascular (VEGF) e fator de crescimento de fibroblastos básicos (bFGF) (IRION, 2015). Estes 
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fatores de crescimento, também chamados de sinalizadores moleculares, estão presentes em 

diversos tecidos, principalmente nas fases de remodelação ou reparação, apresentando papel 

fundamental nos processos de proliferação celular, diferenciação, quimiotaxia e formação de 

matriz extracelular (IRION, 2015). 

Campos; Borges-Branco; Groth (2007), referem que os neutrófilos são atraídos por 

substâncias quimiotáticas liberadas por plaquetas, e produzem radicais livres que auxiliam na 

destruição bacteriana e são gradativamente substituídos por macrófagos. Os macrófagos 

auxiliam na degradação do tecido desvitalizado e são essenciais tanto para a iniciação da 

formação, quanto para propagação do tecido de granulação. Além disso, a destruição tecidual 

leva a ativação da via do ácido araquidônico, dando origem a prostaglandinas (PG), leucotrienos 

e diversos quimioatrativos. Esse processo se amplia induzindo a proliferação celular, 

estimulada por fatores de crescimento, como PDGF, bFGF, fator de crescimento tumoral (TNF) 

e fator de crescimento transformante beta (TGF-β), para reparar a lesão tecidual. A transição da 

fase inflamatória para a fase proliferativa depende da atividade dos macrófagos na retirada dos 

restos teciduais e celulares da área e liberação de fatores de crescimento (IRION, 2015). 

A fase de proliferação é subdividida em quatro etapas fundamentais que são: 

epitelização, angiogênese, formação de tecido de granulação e deposição de colágeno. Essa fase 

tem início normalmente entre o terceiro e quarto dias após o surgimento da lesão e se prolonga até 

meados do término da segunda semana. Em sequência ocorre o restabelecimento inicial da pele, 

que será preparada para o total fechamento da lesão e conclusão do processo cicatricial. Esta 

fase é caracterizada por migração de fibroblastos, deposição da matriz celular e formação 

abundante de tecido de granulação. O TGF-β é liberado no início por plaquetas e macrófagos 

que aumentam de forma geral a produção de componentes da matriz, incluindo colágeno, 

proteoglicanos e fibronectinas (FRANCO; GONÇALVES, 2008). 

De acordo com Guimarães (2011), em torno do quinto dia é possível observar que a 

ferida aguda tem cor rosada e as bordas da ferida começam a se aproximar. Portanto, não há 

mais dor, com formação de novos capilares e migração de células epiteliais para o centro da 

lesão. Para Irion (2015), ocorre a proliferação de fibroblastos e produção de fibras de colágeno 

e, consequentemente, a proliferação de angioblastos e angiogênese. 

A angiogênese é estimulada pelo fator de necrose tumoral alfa (TNF-α), e é 

caracterizada pela migração de células endoteliais e formação de capilares essenciais para a 

reparação adequada (CAMPOS; BORGES-BRANCO; GROTH, 2007). Tal fase restaura o 

fornecimento de sangue para as feridas isquêmicas e promove a reparação da ferida 

(TAMAMA; KERPEDJIEVA, 2011). 
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A fase de maturação ou remodelação é a fase final da cicatrização das feridas. Essa fase 

pode durar de 1 a 2 anos, ou até mais tempo. A remodelação de ferida aguda visa a manter um 

equilíbrio entre degradação e síntese, resultando remodelação de espessos feixes de fibras 

colágenas, ácido hialurônico e fibronectina, pela degradação desses componentes. A resistência 

de tensão da ferida aumenta progressivamente, em paralelo com a deposição de colágeno 

(IRION, 2015). 

A compreensão das fases de reparo tecidual permite a identificação de uma cicatrização 

normal da pele e o reconhecimento de quando uma intervenção é necessária para aplicação de 

terapia adjuvante que seja coerente (SANTUZZI et al., 2011). Para Dinni e Romanelli (2014) 

a avaliação clínica da ferida é essencial para o tratamento, e consiste na organização de um 

plano de cuidados, escolha e acompanhamento adequado do tratamento e estabelecimento de 

previsão para o tempo de cicatrização. 

 

5.2 ATUAIS MÉTODOS DE TRATAMENTO DE QUEIMADURAS 

 

O tratamento de queimaduras sempre foi um desafio, tanto pela sua gravidade, como 

pela multiplicidade de complicações que normalmente ocorrem. A cura da queimadura implica 

não somente em cirurgias de enxertia de pele precoces, mas também em controlar e orientar a 

regeneração cicatricial, que tende a ocorrer de forma desorganizada e com grande risco para 

infecção e sequelas. 

A classificação das queimaduras é muito importante para o manejo, diagnóstico e 

escolha do tratamento correto. Nesse sentido, um amplo estudo de revisão reuniu as principais 

informações de publicações científicas sobre as diversas classificações e parâmetros de 

avaliação em queimaduras, identificando entre eles as principais denominações atribuídas às 

queimaduras quanto ao grau de profundidade dessas lesões (Figura 2) (ABAZARI et al., 2020). 

 

Figura 2 - Representação gráfica da classificação atual de queimaduras segundo à profundidade. 

Fonte: Abazari et al. (2020). 
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As falhas mais importantes do reparo ocorrem em estágios iniciais, levando à 

diminuição dos elementos celulares e alterações na síntese de colágeno. Diversos fatores locais 

e sistêmicos interferem e retardam a cicatrização e, por isso, a reparação tecidual tem merecido 

atenção em vários estudos, em busca de métodos terapêuticos que possam solucionar ou 

minimizar as falhas no processo (CARVALHO et al., 2003). 

Para Cartaxo et al., (2014) vários aspectos devem ser considerados na assistência a 

pessoa vítima de queimadura, como: o atendimento imediato após a queimadura, o tratamento 

pré-hospitalar e o tratamento hospitalar, o qual deve se basear em reposição volêmica, suporte 

nutricional, controle dos sinais vitais e da dor, profilaxia do tétano, higiene corporal e curativos. 

Para escolha do tratamento das feridas causadas por queimaduras devem ser 

considerados, como critérios, a profundidade da lesão, os tecidos acometidos e sua evolução. 

Assim, para queimaduras superficiais não muito extensas é indicado uso local de creme 

hidratante. Geralmente essas lesões evoluem sem cicatriz, no entanto podem resultar na 

descoloração permanente da pele queimada (CARTAXO et al., 2014). 

Nas queimaduras parciais e totais é frequentemente utilizada a Sulfadiazina de Prata 

(1%), produto de fácil aplicação e disponível na maioria dos serviços hospitalares. A aplicação 

do produto deve ser feita duas vezes ao dia, devido ao efeito oxidativo da prata, o que às vezes 

limita o seu uso, devido ao custo/benefício, principalmente nos curativos oclusivos ou muito 

extensos. Outro aspecto a ser considerado, é que todo o produto deve ser retirado antes da 

próxima aplicação, o que pode ocasionar a retirada do novo tecido formado ou o tecido de 

granulação (GUITTON; GOUVEIA; AZEVEDO, 2014). 

O efeito terapêutico da Sulfadiazina de prata ocorre por meio do íon de prata, que causa 

a precipitação de proteínas e age diretamente na membrana citoplasmática da célula bacteriana, 

exercendo ação bactericida imediata, e ação bacteriostática residual, pela liberação de pequenas 

quantidades de prata iônica. Para sua aplicação alguns cuidados devem ser considerados como 

lavar a ferida, aplicar a pomada assepticamente, em toda extensão da lesão, seguida da aplicação 

de gaze de contato, úmida, e cobertura da área com curativo estéril. Outro cuidado 

importante, está relacionado à periodicidade de troca, a qual deve ser feita no máximo a cada 

12 horas ou quando a cobertura secundária estiver saturada. No momento da troca, a área coberta 

com a pomada pode apresentar aspecto purulento devido à oxidação, sem que isso represente 

infecção real, entretanto se faz necessário a remoção total do excesso de pomada e do tecido 

desvitalizado (FRANCO; GONÇALVES, 2008). 

Outros produtos tópicos são citados na literatura como integrantes no tratamento de 

queimaduras como colagenases, nitrofurozona, pomadas a base de antibióticos e vaselina. 
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Também são citados curativos biológicos originados de tecidos naturais como exemplo 

aloenxertos cutâneos, enxertos de pele, substitutos de pele sintéticos e membrana amniótica 

(BOLGIANI; SERRA, 2010; CARTAXO et al., 2014). 

Com relação à fotobiomodulação, a revisão de artigos científicos publicada por 

Andrade, Lima e Albuquerque (2010) sobre os efeitos, mecanismo de ação e parâmetros de 

aplicação do laser terapêutico na cicatrização de queimaduras, evidenciou que TLBI acelera a 

proliferação das células reparativas e aumenta a organização do colágeno. Os autores referem 

que o tratamento de queimaduras com uso de laser pode ser um recurso valioso, visto sua 

capacidade de induzir cicatrização rápida e organizada. Referem, porém, que há carência de 

estudos utilizando queimaduras como modelo experimental, além de falta de padronização dos 

parâmetros relacionados à tipo de queimadura e aplicação do laser. 

O grande avanço nas pesquisas relacionadas ao tratamento de feridas nas mais diversas 

formas e complexidades tem acompanhado a evolução tecnológica, como exemplo a medicina 

regenerativa e sua aplicabilidade para a cicatrização de feridas. Assim, Gurtner e Chapman 

(2016) discutem aspectos relevantes da cicatrização de feridas e da evolução da medicina 

regenerativa, como a utilização da engenharia genética, o acompanhamento da evolução do 

paciente por meio do prontuário eletrônico e a importância do conhecimento científico sobre a 

fisiopatologia das feridas, bem como a divulgação das experiências bem sucedidas nas diversas 

áreas e especialidades da medicina 

 

5.3 TERAPIA COM LASER DE BAIXA INTENSIDADE (TLBI) 

 

O termo Laser é originário da junção das palavras em inglês Light Amplification by 

Stimulated Emission of Radiation, e classifica-se em baixa intensidade e alta intensidade. A 

utilização do laser consiste na emissão de uma luz ampliada, monocromática e intensa, 

estimulada por radiação. Tem sido muito usado em várias áreas como Biomedicina, 

Enfermagem, Engenharia, Fisioterapia, Medicina humana, Odontologia e Medicina 

Veterinária, com objetivo de modular a resposta inflamatória e acelerar o processo de reparo 

tecidual (SANTUZZI et al., 2011; ANDRADE; CLARK; FERREIRA, 2014). 

De acordo com os protocolos de irradiação, o laser pode ser definido com relação à sua 

utilização, considerando potência, dose, tempo de irradiação, modo e número de aplicações 

(ANDRADE; CLARK; FERREIRA, 2014). 

A TLBI é uma tecnologia que tem demonstrado efeitos positivos no estímulo da 

atividade de células envolvidas no processo de cicatrização de feridas. A ação do laser se baseia 
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na absorção de luz pelos tecidos, modificando o metabolismo celular (MARTINS et al., 2015). 

Os lasers de baixa intensidade são geralmente utilizados em aplicações para reparo 

tecidual, tais como traumatismos musculares, nervosos, ósseos, articulares e cutâneos. Observa- 

se, com TLBI, ativação dos macrófagos e aumento na proliferação dos linfócitos, aumentando a 

fagocitose, elevando a secreção de fatores de crescimento de fibroblasto e intensificando a 

reabsorção tanto de fibrina quanto de colágeno. Essa ação contribui para elevar a quantidade de 

tecido de granulação e redução da área de ferida cutânea, tanto em humanos quanto em animais 

(ANDRADE; CLARK; FERREIRA, 2014). 

Segundo Martins et al., (2015), estudos têm demonstrado que o estímulo da luz de laser 

favorece a troca de cálcio por meio da membrana celular, causando alterações transitórias no 

nível de cálcio citoplasmático, auxiliando a síntese de proteínas reguladoras. Essas 

modificações contribuem para o estímulo de proliferação de células que são benéficas para o 

restabelecimento do tecido conjuntivo durante a reparação tecidual e cicatrização de feridas. 

TLBI induz à proliferação da linhagem de células importantes para cicatrização e 

regeneração dos tecidos: fibroblastos, queratinócitos e osteoblastos, dentre outros. Também 

ativa a liberação de vários fatores de crescimento e citosinas, que são associados à 

biomodulação do processo inflamatório (BALE; ROY; MEALS, 2010; PIVA et al., 2011). 

De acordo com Bale; Roy; Meals (2010), o uso da terapia a laser de baixa intensidade tem 

como vantagens e atrativo como escolha terapêutica o fato de sua aplicação ser indolor, não 

invasiva e possuir boa relação custo/benefício. 

Em estudo realizado utilizando a TLBI na cicatrização de feridas operatórias utilizando 

ratos como testes, foram calculados os efeitos de força de ruptura da ferida após as irradiações, 

empregando dois protocolos distintos, com 8,5 mW e 17,0 mW, tempo de 15 segundos, distância 

de 10 mm. Constatou-se que em um teste de comparação múltipla, a força média de ruptura da 

ferida operatória dos grupos de irradiação de 8,5 mW, em dias alternados foi significativamente 

maior (p<0,05) do que a do grupo de não irradiado. Nesse estudo, nos grupos que foi empregada 

a irradiação de 17,0 mW foi significativamente maior do que a do grupo não irradiado (p<0,01) 

(YASUKAWA et al., 2007). 

Em outro estudo com camundongos, foi realizada ferida incisional de 1cm em todos os 

animais e, após sutura, foi irradiada com potência de pico de 5 mW, potência média de saída de 

0,5 a 3,5 mW e aplicação por fibra ótica. O protocolo apresentou dose de irradiação de 4J/cm², 

por 12 s, em cada uma das aplicações nos grupos Laser e terapia conjugada. A primeira 

aplicação ocorreu após a cirurgia e em dias subsequentes, totalizando três dias. Os autores 

relataram que os grupos de feridas tratadas com laser apresentavam acelerado processo de 
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reparo, mostrando restabelecimento morfofuncional tecidual, exibindo cicatriz delineada com 

bordos bem evidentes e porção central com pequeno desnível, além do aumento expressivo da 

reepitelização. O grupo com terapia conjugada evidenciou adiantada contração da ferida 

incisional e melhor organização do botão cicatricial, com aparente aceleração do processo de 

reparo compatível com sétimo a nono dia de pós-operatório (SANTUZZI et al., 2011). 

A laserterapia com emissão de comprimento de onda apropriado pode penetrar na pele, 

ativando fotorreceptores específicos para induzir processos de cura biológica em tecidos mais 

profundos, pela ativação de uma variedade de fatores de crescimento, síntese de ATP e 

colágeno. Apesar de todos esses efeitos do uso do laser, o comprimento de onda ideal e duração 

da terapia ainda são objeto de inúmeras pesquisas (BALE; ROY; MEALS, 2010). 

Segundo Piva et al., (2011), “a dose pode ser definida como a quantidade de radiação 

oferecida ao tecido”. Portanto, a dose ideal deve ser baseada em estudos de sucesso realizados 

em laboratórios, definindo-se a dose de acordo com o tecido a ser irradiado, tempo de irradiação 

e tamanho da área lesada. 

Andrade; Clark; Ferreira (2014), em estudo de revisão científica sobre os efeitos do laser 

de baixa potência na cicatrização de feridas constataram que as doses entre 3-6 J/cm2 parecem 

ser mais eficazes e que doses acima de 10 J/cm2 ,   associadas a efeitos nocivos no processo 

cicatricial. Comprimentos de onda compreendidos entre 632,8 - 1000 nm apresentam com 

resultados excelentes  no processo de cicatrização tissular. 

Busnardo e Biondo-Simões (2010) utilizaram o He-Ne com energia de 4J/cm2 aplicado 

12 segundos por ponto da ferida no modo contínuo, 5 mW, com comprimento de onda de 632,8 

nm e área de raio do laser de 0,015 cm2. A partir destes parâmetros obtiveram como resultado 

aumento no colágeno tipo III, resolução precoce da fase inflamatória das feridas e diminuição 

do exsudato inflamatório. 

A profundidade de penetração da TLBI no tecido humano é influenciada pela potência 

e pelo comprimento de onda, bem como as características biológicas do tecido, como 

quantidade de melanina presente e cicatrizações anteriores (BALE; ROY; MEALS, 2010). 

A TLBI possui efeitos semelhantes às medicações anti-inflamatórias não esteroidais 

(AINEs) devido à inibição na concentração de prostaglandina E2, ciclo-oxigenase 2 e 

histamina, com alteração na produção de citocinas inflamatórias e aumento do fluxo sanguíneo 

local, promovendo a liberação e remoção de substâncias relacionadas à dor (PIVA et al., 2011). 
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5.4 MEMBRANA AMNIÓTICA HUMANA COMO CURATIVO BIOLÓGICO NA 

CICATRIZAÇÃO DE FERIDAS 

 

Produtos avançados, tal como equivalentes à pele humana e fatores de crescimento 

recombinantes tópicos foram estudados de forma geral para redução de custos e prevenção de 

amputação de membros. Dessa maneira, a membrana amniótica é mostrada como um método 

que auxilia no processo de reparação, atuando como uma membrana basal transplantada que 

age como substrato para epitelização (GIBBONS, 2015). 

Em feridas cirúrgicas limpas, a propriedade hemostática da MAh evita a formação de 

hematoma, reduzindo o acúmulo microbiano e, assim, o risco de infecção (BARADARAN-

RAFFI et al.,2008). 

Os mais recentes avanços em terapia de cuidados com feridas são as terapias com 

células-tronco, primeiramente derivadas da médula óssea e, mais recentemente, as células- 

tronco derivadas de placenta. Ambas são consideradas como fontes de células estaminais 

adultas e linhagem de células derivadas de células tronco mesenquimais - MSCs (FRYKBERG; 

BANKS, 2015). 

As células-tronco mesenquimais são multipotentes, capazes de se diferenciar em 

diversos tecidos de conexão, tais como osso, cartilagem, gordura e tendões (FRYKBERG; 

BANKS, 2015; HAN; SOUZA; CARVALHO, 2011). As células-tronco derivadas da placenta 

facilitam a não ocorrência de rejeição no hospedeiro. Em vista disso, a possibilidade de ocorrer 

a resposta enxerto versus hospedeiro se encontra reduzida, quando comparado às células da 

médula óssea. Elas possuem baixa imunorreatividade por serem células imunologicamente 

imaturas, e apresentam reduzida possibilidade de transmissão de doenças infecciosas por vírus 

latentes (HAN; SOUZA; CARVALHO, 2011). 

A MAh se apresenta como candidata a uma possível fonte de células- 

tronco/progenitoras. Células isoladas a partir dessa membrana têm um fenótipo de células 

estaminais: células epiteliais amnióticas humanas expressam marcadores de células estaminais 

pluripotentes e são capazes de se diferenciarem in vitro para os tecidos de todas as três camadas 

germinais. A MAh também apresenta células estromais, como células mensenquimais, que têm 

a capacidade de se diferenciar em células das linhagens mesodérmicas, bem como para tecidos 

das camadas ectodérmica e endoderme (PAROLINI et al., 2008). 

O âmnio é uma membrana originada do saco amniótico que circunda e protege o 

embrião. A membrana amniótica é um tecido de origem fetal, composta por três camadas: uma 

única camada epitelial, uma espessa membrana basal e um mesenquima avascular. Não contém 
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nervos, músculos ou vasos linfáticos, e pode ser separada facilmente do córion subjacente 

(SHAH; SOWMYA; MEHTA, 2014). 

A membrana basal é espessa, formada basicamente de colágeno tipo IV e laminina, 

possuindo uma matriz estromal avascular composta por tecido conjuntivo frouxo e por 

fibroblastos (BOURNE, 1962; NIKNEJAD et al., 2008). 

Com o desenvolvimento dos processos de armazenamento tecnológico, a membrana 

placentária tem encontrado aplicação em vários campos da medicina, incluindo o manejo de 

queimaduras, reconstrução da cavidade oral, bexiga e vagina, timpanoplastia, artroplastia, e 

outros procedimentos (SHAH; SOWMYA; MEHTA, 2014). 

Sant’Anna et al., (2011), desenvolveram estudo experimental para avaliar os benefícios 

da MAh na regeneração da fibrose e cirrose biliar em ratos, os resultados mostraram redução na 

gravidade da fibrose induzida pela ligação do ducto biliar em ratos. Nos animais que receberam 

a MAh a área fibrótica ficou restrita e  sem sinais de cirrose. Porém, isso não se manifestou 

nos ratos do grupo controle, observando-se progressão da fibrose, com consequente evolução 

para cirrose hepática. 

As células-tronco presentes na matriz celular da membrana têm a capacidade de efetuar 

a reparação cutânea e sintetizar fatores de crescimento essenciais e citocinas que promovem 

migração celular, proliferação e atividade metabólica em células e tecidos (FRYKBERG; 

BANKS, 2015). 

MSCs têm um papel na atividade inflamatória, proliferativa e na fase de remodelação 

na reparação de feridas. Durante a fase de modelação, a mesma produz fatores de crescimento, 

tais como TGF-β3, para limitar cicatriz excessiva, bem como modular o equilíbrio entre a 

metaloproteinases da matriz e inibidores de tecido de metaloproteinases, enquanto regulam a 

deposição de colágeno (FRYKBERG; BANKS, 2015). 

As MSCs têm seu benefício comprovado em estudos clínicos relatados com uma 

variedade de animais, especialmente no sucesso em tratamento de feridas crônicas e 

estimulação do processo cicatricial (GIBBONS, 2015). 

A terapia com membrana amniótica é uma promessa na medicina para ferida crônica, 

pois reverte o processo de reparo tissular e promove a cicatrização. Uma vez que a membrana 

possui propriedades anti-inflamatórias e imune modeladoras que promovem a cicatrização,  e 

após colocada na ferida, cria um ambiente úmido importante para a cicatrização (TAMAMA; 

KERPEDJIEVA, 2011; GIBBONS, 2015). 

De acordo com Han; Souza; Carvalho (2011), algumas vantagens são apontadas no uso 

da terapia com MAh, tais como as células podem crescer em meio de cultura, evitando questões 
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éticas e logísticas; a criopreservação não afeta a possibilidade de proliferação e diferenciação, 

mesmo se estocada por até 4 anos; potencial de expansão maiores que as células-tronco da 

medula óssea; potencial de miogênese e angiogênese relevante para o reparo miocárdico. 

Muitos estudos são relatados utilizando a terapia com MAh, trabalhos com culturas in 

vitro e em animais como ratos e coelhos. Observa-se, cientificamente, por meio de pesquisas 

realizadas, que a MAh tem um excelente potencial terapêutico, devido a suas propriedades 

regenerativas em todo sistema tegumentar, circulatório, digestivo e músculoesquelético. 

Acredita-se que o uso MAh em feridas agudas e crônicas, bem como em queimaduras possibilite 

a redução dos custos com tratamento de feridas, o tempo de internação hospitalar e dependência 

de cuidado. 
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6 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

6.1 ASPECTOS ÉTICOS LEGAIS 

 

Pesquisa experimental quantitativa aprovada pelo Comitê de Ética no Uso de Animais 

do Centro Universitário - UNINOVAFAPI sob nº 005P/V2/2017 (ANEXO C), obedeceu as 

Normas Internacionais para a Pesquisa Biomédica em Animais, cumprindo todas as exigências 

de conforto e bem estar dos animais e respeitando os princípios éticos em experimentação 

animal, preconizados pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA), conforme 

a Lei Federal nº 11.794/08 que estabelece procedimentos para o uso científico de animais 

(BRASIL, 2008). 

Ressalta-se que em relação ao conforto e bem-estar dos animais foram considerados: 

aclimatação (15 dias), dieta adequada (Labina), alojamento em gaiolas de polipropileno, 

ambiente controlado (claro/escuro 12h, temperatura 20 ± 2 ºC) e com ração e água ad libitum. 

Para a utilização da MAh, a pesquisa foi aprovada pelo Comitê de Ética em Pesquisa da 

Universidade do Vale do Paraíba - UNIVAP parecer nº 2.077.418 (ANEXO D) e foram 

considerados os preceitos éticos que envolvem a pesquisa em seres humanos estabelecidos pela 

Resolução 446/2012 do Conselho Nacional de Saúde. As gestantes participantes da pesquisa 

foram orientadas quanto à pesquisa e em seguida concordaram em participar assinando o Termo 

de Consentimento Livre e Esclarecido – TCLE (APÊNDICE) (BRASIL, 2012). 

 

6.2 TIPO DE ESTUDO 

 

Trata-se de uma pesquisa experimental de abordagem quantitativa. Os estudos 

experimentais consistem na investigação na qual o objetivo principal é a relação de causa e 

efeito, deve ter como parâmetro um grupo controle e outro experimental e controlar o máximo 

de fatores pertinentes para o que se deseja alcançar (LAKATOS; MARCONI, 2019). 

Segundo Polit e Beck (2011) a pesquisa experimental é induzida pelos investigadores 

por meio de uma intervenção ou tratamento que pode ser chamado de teste controle ou teste 

clínico com a finalidade de testar se a intervenção causou mudanças na variável dependente. 

As pesquisas quantitativas caracterizam-se pelo emprego da quantificação dos dados 

por meio de técnicas estatísticas e precisão dos resultados, evitando erros sobre o objeto 

investigado e garantindo segurança nos resultados (RICHARDSON, 2015). 
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6.3 PERÍODO E LOCAL DO ESTUDO 

 

A coleta dos dados foi realizada nos meses de dezembro de 2018 a março de 2019, nos 

laboratórios de cirurgia experimental (indução da queimadura nos animais) e histologia 

(preparo da MAh) do Centro Universitário UNINOVAFAPI, instituição de ensino superior 

privada credenciada pela portaria MEC n° 1.130 de 11/09/2012 localizada no município de 

Teresina, Piauí, Brasil. As placentas foram captadas em uma maternidade pública de referência 

do estado do Piauí, Brasil.  

 

6.4 ANIMAIS 

 

6.4.1 Critérios de seleção  

 

O experimento foi realizado com ratos Wistar (Rattus norvegicus albinus), machos, 

adultos jovens (8 semanas), massa corporal 250 ± 300 g, mantidos individualmente em gaiolas 

de polipropileno sob condições assépticas, alimentação específica contendo ração e água ad 

libitum, em condições controladas de temperatura (22 ± 2 ºC), com iluminação por lâmpadas 

fluorescentes em fotoperíodo de 12 h de claro por 12 h de escuro. Os animais foram mantidos 

no biotério em sistema convencional de gaiolas abertas individuais.  

 

6.4.2 Definição da amostra 

 

A amostra foi composta por 48 ratos Wistar (Rattus norvegicus albinus). Os animais 

foram randomizados e alocados em quatro grupos, com doze animais cada. Os animais de cada 

um dos quatro grupos foram subdivididos, nos tempos experimentais de 7 e 14 dias, contendo 

6 animais em cada. 

 

6.5 GRUPOS EXPERIMENTAIS 

 

Os 48 animais foram randomizados nos grupos: Grupo Controle (C), Grupo Membrana 

Amniótica Humana (MAh), Grupo Laser de Baixa Intensidade (TLBI) e Grupo Laser de Baixa 

Intensidade com Membrana Amniótica Humana (MAh+TLBI). Cada grupo foi composto de 12 

animais que, para efeitos de análise histológica, foram subdivididos em 2 tempos experimentais: 

7 e 14 dias. Dessa forma, em cada grupo, 6 animais foram acompanhados até o primeiro tempo 
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experimental e os outros 6 até o segundo tempo. Ao final de cada tempo experimental, todos os 

animais de cada subgrupo foram submetidos à eutanásia. Os procedimentos experimentais estão 

descritos a seguir: 

• Grupo Controle (C) – os animais não receberam nenhum protocolo de tratamento após 

queimadura por contato. A ferida foi mantida sem coberturas durante o experimento.  

• Grupo Membrana Amniótica Humana (MAh) – 30 minutos após queimadura por 

contato, foi realizada uma única aplicação do fragmento de MAh. 

• Grupo Laser de Baixa Intensidade (TLBI) –  30 minutos após a queimadura por 

contato, iniciaram-se as irradiações com TLBI de forma pontual, repetidas a cada 24h. 

• Grupo Laser de Baixa Intensidade associado à Membrana Amniótica Humana 

(TLBI+MAh) - 30 minutos após queimadura por contato, foi aplicado um fragmento de MAh. 

Após 30 minutos realizou-se a aplicação  de TLBI de forma pontual, repetida a cada 24h 

 

6.6 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS  

 

Para os procedimentos experimentais foram delineadas as etapas: 1 – Coleta e 

processamento do tecido placentário; 2 – Indução da queimadura; 3 – Aplicação da MAh; 4 - 

Fotobiomodulação com TLBI; 5 – Técnicas Histológicas; 6 – Avaliações Histológicas e 

Morfométricas; 7 – Análises Estatísticas (Figura 3). Ressalta-se que em todos os procedimentos 

experimentais foram utilizados os equipamentos de proteção individual (EPI). 



34 
 

Figura 3 - Fluxograma das etapas dos procedimentos experimentais. Teresina, Piauí, Brasil, 2021. 

 
Fonte: Elaborado pela autora 

 

 

6.6.1 Indução da queimadura  

 

A padronização das lesões por queimaduras depende da temperatura de contato ao longo 
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do tempo e da força do peso da superfície aquecida que permanece em contato com a superfície 

cutânea. O controle destes parâmetros é fundamental para obter queimaduras com padrões 

semelhantes, assim como é necessário manter e controlar a temperatura da superfície aquecida 

durante o período de tempo em contato com a pele. Assim a temperatura da superfície de contato 

em tempo real (T) e a força do peso (WF) são características fundamentais de um modelo de 

queima (ARDA et al., 2018) 

No presente estudo, a indução da queimadura ocorreu no laboratório de cirurgia 

experimental do Centro Universitário UNINOVAFAPI. Para a indução da queimadura 

superficial parcial os animais foram pesados e anestesiados com a combinação de Xilazina 

(2%, 0,01 ml/kg) e Ketamina (10%, 0,005 ml/kg) por via intramuscular. Em seguida, a 

região dorsal dos animais foi epilada manualmente. A queimadura experimental foi induzida 

por meio de uma proveta com 3 cm de diâmetro, preenchida com 50 mL de água aquecida à 

100° C, colocada em contato direto com a pele da região epilada em ângulo de 90º,  por 10 

segundos, sem pressão adicional. Em sequência, as lesões foram avaliadas considerando os 

aspectos macroscópicos da pele vermelha ou rósea e a presença de flictenas e confirmadas pela 

avaliação histológica do patologista para caracterização da queimadura de espessura parcial 

superficial (ABAZARI et al., 2020).  

 

6.6.2 Coleta e processamento do tecido placentário 

 

A captação da placenta obedeceu às normas estabelecidas pela Agência de Vigilância 

Sanitária (ANVISA) considerando a classificação quanto ao médio/baixo risco potencial: 

triagem clínica e laboratorial do doador, coleta da placenta, armazenamento e transporte 

(BRASIL, 2017b). 

As gestantes doadoras das placentas (duas) foram selecionadas na admissão por meio 

da aplicação de questionário e após assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

(APÊNDICE), considerando os seguintes critérios de inclusão: programação de cesariana 

eletiva; história clínica saudável; exames sorológicos negativos para HIV-1, VDRL, HbsAg e 

anti-HCV; idade gestacional entre 37 e 41 semanas e 6 dias (placenta a termo), critérios estes 

estabelecidos em estudo de Sant’Anna et al., (2011).  

A placenta foi captada imediatamente após sua retirada e inspeção, pelo obstetra e 

pesquisadora, sendo imediatamente acondicionada em saco plástico estéril, dentro de caixa 

térmica com gelo reutilizável, para manutenção da temperatura em torno de 10 º C, sem contato 

direto do material com o gelo para a prevenção de danos nas regiões da placenta. O 
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processamento do biomaterial foi realizado no laboratório de Histologia do Centro 

Universitário - UNINOVAFAPI, por meio de técnicas assépticas e considerando todos os 

protocolos que nortearam esta etapa (HENNERBICHLER et al., 2007; CARGNONI et al., 

2009; SANT’ANNA et al., 2016).  

Resumidamente, o processamento foi realizado sob capela de fluxo laminar e ocorreu 

em duas etapas: na primeira etapa, realizou-se a inspeção da placenta e membranas fetais; na 

segunda etapa, a MAh foi separada manualmente do corion e lavada abundantemente com 

solução fisiológica (0,9%) contendo 100 U/mL de Penicilina, 100 mg/mL de Estreptomicina e 

Anfotericina B, até adquirir aspecto transparente. Descartaram-se as regiões com rupturas ou 

com coágulos fortemente aderidos. A MAh foi colocada em bandeja de plástico estéril 

transparente, sobre uma folha dimensionada em quadros de 4x4cm, para secção de fragmentos 

com dimensão adequada ao projeto. Esses fragmentos foram armazenados a temperatura 

ambiente em frascos de 50 mL contendo 40 mL de meio de cultura Dulbecco's Modified Eagle's 

(DMEM), sem soro vermelho de fenol em condições estéreis. 

 

6.6.3 Aplicação da MAh 

 

Após o processamento do biomaterial os fragmentos da MAh foram aplicados na área 

queimada dos animais em dois grupos experimentais, MAh e TLBI+MAh, com a face 

mesenquimal voltada para a área da lesão cutânea, ultrapassando em um 1 cm as bordas da 

lesão, e fixados com adesivo tópico. A aplicação da MAh ocorreu 30 minutos após a 

queimadura.   

 

6.6.4 Fotobiomodulação com TLBI 

 

As primeiras aplicações com laser ocorreram 30 minutos após a indução da queimadura, 

e se repetiram em intervalos de 24h. Foi utilizado o aparelho Laserpulse Ibramed© (Indústria 

Brasileira de Equipamentos Médicos - IBRAMED), e os parâmetros de irradiação usados no 

experimento estão descritos no quadro 1. 
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Quadro 1 - Parâmetros do TLBI utilizados para irradiação em modelo experimental de queimaduras de 

espessura parcial superficial em ratos Wistar (n=48). Teresina, Piauí, Brasil, 2021. 

Parâmetros Especificações 

Modelo do aparelho Laserpulse - Ibramed© 

Comprimento de Onda (nm) 660 nm 

Potência (mW) 30 mW 

Tempo de Irradiação (s) 12 segundos por ponto 

Área de contato (cm2) 0,06310 cm2 

Densidade de Energia (J/cm2) 6 J/cm2 

Parâmetros de Pulso Contínuo 

Número de Tratamentos Dose Única 

Intervalos de Tratamentos 24h 

Localização Anatômica Dorso 
Fonte: Elaborado pela autora. 

 

As irradiações ocorreram de forma pontual em quatro pontos equidistantes, em formato 

de cruz e à 1 cm da borda da lesão por queimadura. Durante o contato da ponteira laser com a 

pele lesada foi mantido ângulo de 90º e proteção da ponta do laser com filme transparente 

estéril, objetivando a prevenção de contaminação.  

Quanto à densidade de energia, utilizou-se a dose de 6 J/cm2, ideal para indução do 

processo de reparo tecidual, cujas recomendações para efeitos cicatrizantes é entre 3 e 6 J/cm2 

(FELICE et al., 2009; LINS et al., 2011; ANDRADE; CLARK FERREIRA, 2014). Estudos 

clínicos e experimentais com queimaduras de espessuras parcial e total têm utilizado a 

fotobiomodulação com TLBI com comprimento de onda de 660 nm, ratificando a escolha desse 

parâmetro também em nosso estudo (MEIRELLES et al., 2008; NUÑEZ et al., 2013; 

TRAJANO et al., 2015) 

 

6.6.5 Eutanásia dos Animais 

 

Os animais de cada grupo foram eutanasiados aos 7 e 14 dias após a queimadura, com 

dose intraperitoneal excessiva (100 mg/kg) de Tiopental. Os fragmentos de interesse foram 

excisados para processamento histológico de rotina, e os animais foram descartados de acordo 

com as diretrizes estabelecidas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal 

(CONCEA, 2013). 

 

6.6.6 Técnicas Histológicas 

 

A área da pele queimada e a área circundante, incluindo toda a área da lesão e as bordas 
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do tecido normal adjacente (1cm da borda), foram removidas e fixadas em formalina tamponada 

a 4% por 48 horas e, posteriormente, transferidas para solução de álcool 70%, depois 

diafanizados com xilol e emblocadas em parafina. Quatro cortes histológicos semisseriados 

longitudinais de 2 a 3μm foram feitos de cada bloco, distendidos em lâminas de vidro e corados 

com Hematoxilina e Eosina (H&E) e Picrossirius Red.  

 

6.6.7 Avaliações Histológicas e Morfométricas 

 

A área lesionada foi avaliada macroscopicamente 0, 7 e 14 dias após a queimadura, 

utilizando as imagens capturadas com uma câmera digital (Nikon Coolpix P100, resolução de 12 

megapixels), sem flash e com luz natural, fixada em um tripé, a uma distância de 20 cm da 

ferida. As imagens das lesões foram observadas macroscopicamente quanto à coloração da pele, 

presença de flictenas e formação superficial da crosta. 

Os cortes histológicos corados com H&E foram digitalizados usando o microscópio 

Leica DM 2500 acoplado à câmera Leica DFC 425 e ao programa Leica Application Suite LAS 

v3.7. As imagens foram obtidas das seções transversais de quatros campos sequenciais de cada 

lâmina, com as objetivas de 10X e 40X, em microscópio de luz. Para quantificar o número de 

células inflamatórias e fibroblastos, as imagens foram analisadas utilizando o software ImageJ, 

que possibilitou a elaboração de uma grade e a marcação individual dos núcleos celulares com 

o auxílio da ferramenta de contagem manual.  

As lâminas coradas com Picrosirius Red foram avaliadas por meio de análise digital de 

imagens, para calcular a área ocupada pela deposição de colágeno dos tipos I e III, e fotografadas 

com a objetiva de 10X, com microscópio com luz polarizada (Leica® DM 2000) acoplado à 

câmera (Leica DFC 425). Para a quantificação do percentual dos colágenos tipo I e III foi usado 

o programa Image J Pro-plus.  A presença de colágeno quando analisado em associação com 

luz polarizada, considerou as seguintes especificações para identificação dos tipos de 

colágenos: colágeno tipo I - coloração amarelo-avermelhada; e, colágeno tipo III - coloração 

verde-esbranquiçada (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2018; MONTES; JUNQUEIRA, 1991). 

Todas as análises histomorfométricas foram realizadas de forma cega. 

 

6.6.8 Análise Estatística 

 

Os dados coletados foram avaliados quanto ao coeficiente de variação e a distribuição 

amostral para a determinação do teste estatístico. Foram empregues o programa GraphpadPrism 
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V (GraphPad Software, California, USA) e o teste de Kolmogorov-Smirnov, para a análise da 

distribuição dos dados. Devido a apresentação não paramétrica, foi aplicado o teste Mann 

Whitney na análise intragrupos. Para a comparação entre os grupos foi aplicado Kruskal-Wallis 

test com pós de Dunn's Multiple Comparison Test (comparações múltiplas – análise 

intergrupo). Considerou-se o intervalo de confiança de 95% e nível de significância de 5% (p 

<0,05). 
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7 RESULTADOS 

 

7.1 ANÁLISE MACROSCÓPICA 

 

Os animais de todos os grupos apresentaram hiperemia e presença de flictenas no 

primeiro dia (dia 0). Nos grupos MAh e TLBI+MAh, observou-se acomodação da membrana 

amniótica na região da lesão por queimadura. Aos 7 dias, nos animais dos grupos C e TLBI foram 

observadas hiperemia e xerodermia na área central das lesões, enquanto nos grupos MAh e 

TLBI+MAh a membrana permaneceu aderida, com formação de crosta. Aos 14 dias, nos grupos 

C e TLBI, notou-se formação da crosta, enquanto nos grupos MAh e TLBI+MAh a não era mais 

possível identificar a MAh, devido à sua integração aos tecidos da lesão (Figura 4). 

 

Figura 4 - Imagens macroscópica das lesões por queimadura de espessura superficial parcial em ratos 

Wistar nos grupos C, MAh, TLBI e TLBI+MAh, aos sete e quatorze dias (n = 48). Teresina, PI, Brasil, 

2021. 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 
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7.2 ANÁLISE MICROSCÓPICA 

 

7.2.1 Células inflamatórias  

 

A avaliação das fotomicrografias das lâminas histológicas coradas com H&E mostram 

a progressão da cicatrização das lesões após queimaduras superficial parcial em todos os grupos 

e tempos experimentais (Figura 5). 

 

Figura 5 - Fotomicrografias mostrando alterações histopatológicas em queimaduras de espessura 

superficial parcial em ratos Wistar nos grupos C, MAh, TLBI e TLBI+MAh aos sete e quatorze dias (n 

= 48). Teresina, PI, Brasil, 2021. 

Grupo C 

 

 
 

 

Grupo Mah 
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TLBI 

  

 

Grupo TLBI+Mah 

  

Legenda: As setas vermelhas representam os vasos sanguíneos, setas amarelas áreas de edema, setas 

pretas infiltrado inflamatório e setas laranjas fibroblastos. A - Aumento inferior (10X) B – Aumento 

superior (40X). 

Fonte: elaborado pelo autor 

 

Na análise intergrupos, aos 7 dias, os grupos MAh, TLBI e TLBI+MAh apresentaram 

diminuição extremamente significativa (p<0,0001) do número de células inflamatórias em 

comparação com o Grupo C. No 14º dia, houve diferença estatística de todos os grupos com 

tratamento comparados ao controle, com maior significância estatística (p<0,0001) apresentada 

com relação aos grupos TLBI e TLBI+MAh. No mesmo tempo experimental, o protocolo com 

a associação das terapias (TLBI+MAh) apresentou menor média de células inflamatórias em 

relação ao grupo MAh (p<0,0001), sem significância estatística quando esse grupo foi 

comparado ao grupo TLBI. O grupo C apresentou a maior média de células inflamatórias em 

todos os períodos analisados (Figura 6).  
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Figura 6 - Representação gráfica do efeito da fotobiomodulação com TLBI e da membrana amniótica, 

aplicadas isoladamente ou em associação, na contagem média de células inflamatórias em 

queimaduras de espessura superficial parcial em ratos Wistar (n = 48). Teresina, PI, Brasil, 2021. 

 

 

*Diferença extremamente significativa (p < 0,0001); **Diferença significativa (p < 0,05) 

Fonte: elaborado pelo autor. 

 

A análise intragrupo das células inflamatórias demonstrou que os grupos TLBI e 

TLBI+MAh evidenciaram diferenças estatisticamente significativas (p<0,05) entre os tempos 

experimentais (Tabela 1). 

 

Tabela 1: Análise histopatológica intragrupo da média da contagem de células inflamatórias (média ± 

erro-padrão) dos grupos C, MAh, TLBI e TLBI+MAh aos 7 e 14 dias após queimaduras por contato de 

espessura superficial parcial em ratos Wistar (n = 48). Teresina, PI, Brasil. 2021. 

 

Grupos 

Células Inflamatórias 

Tempos experimentais 

7 dias 14 dias p 

Controle 158,4 ± 4,92 168,8 ± 3,64 ns 

MAh 100,5 ± 2,53 108,8 ± 2,40 ns 

TLBI 94,6 ± 2,43 87,5 ± 2,12 < 0,0001 

TLBI + MAh 99,42 ± 2,451 85,24 ± 2,64 < 0,0001 

*ns = sem significância estatística  

Fonte: elaborado pelo autor. 
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7.2.2 Fibroblastos 

 

Na análise intergrupos, no 7º dia os grupos MAh, TLBI e TLBI+MAh houve aumento 

extremamente significativo (p<0,0001) da média de fibroblastos em comparação com o Grupo 

C. No 14º dia, houve aumento extremamente significativo (p<0,0001) dos fibroblastos dos 

grupos MAh e TLBI+MAh quando comparados ao grupo C (Figura 7).  

 

Figura 7 - Representação gráfica do efeito da fotobiomodulação com TLBI e da membrana amniótica, 

aplicadas isoladamente ou em associação, na contagem média de fibroblastos em queimaduras de 

espessura superficial parcial em ratos Wistar (n = 48). Teresina, PI, Brasil, 2021. 

 

Fonte: elaborado pelo autor 

 

A análise intragrupo dos fibroblastos mostrou que os grupos MAh apresentaram 

aumento significativo dessas células (p<0,05) e, com maior significância (p<0,0001) na 

comparação com o grupo TLBI+MAh. Em relação ao grupo C não houve diferenças estatísticas 

nos tempos experimentais estudados (Tabela 2). 
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Tabela 2 - Análise histopatológica intragrupo da média da contagem de células inflamatórias (média ± 

erro-padrão) após tratamento com MAh, TLBI e TLBI+MAh aos 7 e 14 dias após queimaduras por 

contato de espessura superficial parcial em ratos Wistar (n = 48). Teresina, PI, Brasil. 2021. 

 

Grupos 

Fibroblastos 

Tempos experimentais 

7 dias 14 dias p 

Controle 85,8 ± 3,05 87,5 ± 2,42 ns 

Mah 96,2 ± 6,23 105,8 ± 5,31 <0,05 

TLBI 102,9 ± 2,56 97,04 ± 2,82 ns 

TLBI + Mah 134,4 ± 3,30 93,21 ± 3,04 <0,0001 

*ns = sem significância estatística 

Fonte: elaborado pelo autor 

 

7.2.3 Colágeno 

 

O percentual de colágeno dos tipos I e tipo III (%) nos períodos analisados, não diferiram 

entre os grupos experimentais. No entanto, quando comparados ao grupo C, houve discreto 

aumento do Colágeno tipo III no grupo TLBI+MAh no sétimo dia, embora sem significância 

estatística (Figura 8). 

 

Figura 8 - Representação gráfica do efeito da fotobiomodulação com TLBI e da membrana amniótica, 

aplicadas isoladamente ou em associação, no percentual de colágeno dos tipos III e I em queimaduras 

de espessura superficial parcial em ratos Wistar (n = 48). Teresina, PI, Brasil, 2021.

 

Fonte: elaborado pelo autor 

 

A avaliação das fotomicrografias das lâminas histológicas coradas com picrosirius 

mostrando as fibras colágenas tipo I e III das lesões após queimaduras superficial parcial em 

todos os grupos e tempos experimentais (Figura 9). 
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Figura 9 - Fotomicrografias observadas com luz polarizada e não polarizada mostrando fibras 

colágenas tipo I e III em queimaduras de espessura superficial parcial em ratos Wistar nos grupos C, 

MAh, TLBI e TLBI+MAh aos sete e quatorze dias, objetiva 10X (n = 48). Teresina, PI, Brasil, 2021. 

 

Fonte: elaborado pelo autor 
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8 DISCUSSÃO  

 

Nosso estudo é pioneiro na associação da fotobiomodulação com TLBI à MAh para 

tratar lesões por queimadura parcial superficial induzidas experimentalmente em ratos. Esta 

pesquisa avaliou o reparo tecidual nessas lesões e descreve a evolução do processo cicatricial 

utilizando as terapias isoladas e em associação nos tempos experimentais de 7 e 14 dias. 

As lesões decorrentes de queimaduras estabelecem desafios no processo de reparação 

da pele, pois a área queimada apresenta características que dificultam o reparo como bordas 

irregulares, necrose tecidual e pode atingir epiderme, derme e tecidos profundos. Destaca-se 

ainda a necessidade de internações e altos custos hospitalares (ZHANG et al., 2010; FRANCK 

et al., 2016). 

A busca por tratamentos de baixo custo para queimaduras tem sido intensa, motivando 

pesquisas sobre novas alternativas, entre as quais a membrana amniótica e seus derivados 

(BARBUTO et al., 2015). Assim, estudos in vitro e in vivo têm demonstrado o grande potencial 

da MAh em medicina regenerativa como opção de tratamento para diferentes tipos de feridas 

(DE ALENCAR FONSECA SANTOS et al., 2018; KSHERSAGAR et al., 2018; LASHGARI 

et al., 2019; RAHMAN et al., 2019; RANA et al., 2020). 

O processo de reparação das lesões teciduais apresenta quatro fases sobrepostas: 

hemostasia, inflamação, proliferação e maturação. A fase inflamatória é caracterizada 

principalmente pela fagocitose de células e restos de tecidos por células de defesa, 

principalmente neutrófilos e macrófagos, preparando uma área para reparo tecidual. Nas demais 

fases, ocorre intensa proliferação celular, formação de matriz extracelular e fibras de colágeno 

(ABAZARI et al., 2020). 

Verificam-se vários estudos clínicos e experimentais usando TLBI na cicatrização de 

feridas agudas e crônicas, no entanto, há poucos relatos do uso desta tecnologia combinada com 

outras terapias em queimadura superficial parcial e nenhum estudo utilizando a MAh como 

adjuvante no tratamento (DAHMARDEHEI et al., 2016; RANJBAR; TAKHTFOOLADI, 

2016; RATHNAKAR et al., 2016; VAGHARDOOST et al., 2018; YADAV et al., 2018; 

NILFOROUSHZADEH et al., 2019). 

A fotobiomodulação com TLBI tem sido usada com a finalidade de diminuir o processo 

inflamaçtório, reduzir a dor e o edema, além de preservar e restaurar tecidos danificados pela 

injúria. Estes efeitos podem ser alcançados com comprimentos de onda entre 600 e 1000 nm 

(HUANG et al., 2011). Nesse sentido, estudos clínicos e experimentais com queimaduras de 

espessura parciais e totais têm utilizado a fotobiomodulação com comprimento de onda de 660 
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nm, ratificando a escolha desse parâmetro também em nosso estudo (WEBB et al., 1998; 

MEIRELES et al., 2008; NÚÑEZ et al., 2013; TRAJANO et al., 2015). 

Ressalta-se que para o tratamento de queimaduras de espessura parcial superficial são 

considerados ideais os curativos com capacidade de preservar o calor, fornecer umidade, ser 

impermeável a micro-organismos, ser seguro e não aderir à lesão ou necessitar de trocas 

frequentes (MOREIRA et al., 2020). Logo, a MAh destaca-se por ser um biomaterial que possui 

essas características, além de ter sido atestada em estudos clínicos como responsável pela 

redução da dor nos pacientes, pela ação protetora e pela redução do edema local (DUARTE; 

DUVAL-ARAUJO, 2014; MOHAMMADI et al., 2017; LASHGARI et al., 2019).  

No presente estudo, não foram observados sinais flogísticos nas lesões em nenhum dos 

grupos e tempos experimentais avaliados. Infere-se que a aplicação dos fragmentos de MAh 

diminui o risco de infecção por cobrir a área lesada, atuando como barreira física e biológica 

contra invasão de microrganismos (BARADARAN-RAFII et al., 2008). 

A fase migratória da reparação tecidual é caracterizada pela formação de uma crosta a 

partir do coágulo que se forma na área da lesão, permitindo a migração de células epiteliais na 

região (SHAKESPEARE, 2001; GUO et al., 2017). Nossos resultados mostraram, 

macroscopicamente, que os grupos que utilizaram MAh aceleraram a formação da crosta 

sugerindo que este biomaterial favoreceu a fase migratória. 

Vale ressaltar que o âmnio é capaz de promover umidade na lesão, evitar irritação e 

ressecamento da ferida (ESKANDARLOU et al., 2016). Nesse sentido, o fato de manter a 

superfície da ferida umedecida e oxigenada pode acelerar o processo de migração 

(RAVISHANKER; BATH; ROY, 2003; BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005). Ratificando 

essas evidências, nossos achados macroscópicos relacionados à xerodermia, observada no 

grupo TLBI, mostram que esta foi atenuada quando houve uso associado MAh , sinalizando 

que o biomaterial conferiu umidade ao microambiente. 

 Comprovamos também que a antecipação da formação completa da crosta das lesões 

tratadas com MAh, no 7º dia, teve relação direta com a histologia que evidenciou ativação de 

neutrófilos e macrófagos na inflamação aguda, prevenção do processo inflamatório exacerbado, 

neoformação vascular e proliferação de fibroblastos. Essas características confirmaram 

resultados de outros estudos que enfatizaram que a matriz recém-depositada confere à lesão um 

microambiente que favorece a restauração da integridade estrutural do tecido a partir da 

movimentação das células sobre a matriz extracelular, da liberação e ação de fatores de 

crescimento, sobre a proliferação celular e angiogênese (BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005; 

PEACOCK; WINKLE, 1984; STEEN et al., 2020). 
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Em um estudo com feridas agudas, a lesão induzida revelou que quando a inflamação é 

exacerbada e prolongada há prejuízos no processo de reepitelização, pois modifica diretamente 

a formação do tecido de granulação, com aumento na possibilidade de formação de cicatriz 

(QIAN et al., 2016). Estudo realizado com camundongos mostrou que embora o estágio 

inflamatório seja vital para a reparação do tecido, a presença dessas células, como neutrófilos, 

pode atrasar o fechamento da ferida, tornando sua depleção essencial para acelerar o processo 

de cicatrização (DOVI; HE; DIPIETRO, 2003). Em queimaduras, a inflamação precoce de 

maneira controlada levou à cicatrização de feridas, mas a inflamação prolongada foi prejudicial 

(ZHANG et al., 2010). 

Nesta pesquisa verificou-se que nos períodos experimentais houve redução significativa 

das células inflamatórias em todos os grupos tratados em relação ao grupo controle. No entanto, 

constatou-se que, embora as terapias sejam eficazes na redução da inflamação, o grupo 

TLBI+MAh foi mais efetivo que o uso isolado do TLBI e da MAh, evidenciando os efeitos 

aditivos de modulação da atividade inflamatória que o tratamento combinado pode promover. 

De maneira similar, a modulação da resposta inflamatória foi evidenciada na 

cicatrização de enxertos de pele em ratos, em estudo recente, que utilizou o mesmo protocolo 

de TLBI aplicado em nosso estudo (MOREIRA et al., 2020). Além disso, corroborando com 

nossos achados, os efeitos com uso de dose única de TLBI têm sido apontados na literatura, 

entre eles, a aceleração da fase inflamatória em reparo de pele (NÚÑEZ et al., 2013). 

Sabe-se que a inflamação e a angiogênese são fatores importantes na determinação da 

cura de feridas e que a diminuição do processo inflamatório viabiliza o aumento da angiogênese. 

Assim, as propriedades de modulação dos níveis de inflamação e proliferação celular são 

apresentadas em pesquisas com TLBI (GUPTA et al., 2015; RATHNAKAR et al., 2016). No 

contexto da associação da TLBI com outras terapias no tratamento de queimaduras, estudo que 

usou laserterapia combinada com mel medicinal obteve resultados de atenuação da inflamação 

e da dor, aumento da proliferação celular e aceleração do processo de reparo (YADAV et al., 

2018). 

Uma resposta biológica de cura com ação no estímulo da proliferação de fibroblastos e 

melhoria da microcirculação também tem sido comprovada no contexto da fotobiomodulação 

com TLBI (IHSAN, 2005; HASHMI et al., 2010; RANJBAR; TAKHTFOOLADI, 2016). Da 

mesma forma, a MAh tem sido aplicada em feridas agudas e crônicas, e estudos evidenciam 

resultados promissores com o uso desse biomaterial na cicatrização dessas lesões devido a suas 

propriedades (NICODEMO et al., 2017; CAMPELO et al., 2018; HAN et al., 2019). Destaca-

se que os curativos utilizados com este biomaterial ou em associação deste com outros produtos 
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podem facilitar a proliferação dos fibroblastos, consequentemente, contribuindo com a 

liberação de fatores angiogênicos e aceleração do processo de reparo (RAVISHANKER; 

BATH; ROY, 2003; TORTORA; DERRICKSON, 2016; SANT'ANNA et al., 2016; 

KSHERSAGAR, 2018; RAHMAN et al., 2019; ZHANG et al., 2020). 

Nossos achados mostram que, já na fase inicial do experimento, a MAh pode ter 

modulado a ação da TLBI, potencializando o processo de ativação celular e, consequentemente, 

culminando no aparecimento precoce da fase proliferativa. Essa etapa se caracterizou pelo 

aumento extremamente significativo de fibroblastos no grupo TLBI+MAh, em relação a todos 

os outros grupos experimentais, evidenciando a alta capacidade de reparação do tecido 

queimado quando o tratamento empregou as terapias associadas.  

A fase proliferativa da reparação tecidual é caracterizada pela multiplicação de células 

epiteliais sob a superfície da crosta, fibroblastos produtores de matriz extracelular e fibras de 

colágeno, além de intensa neoformação vascular (SHAKESPEARE, 2001). 

Observamos, em nosso estudo, que inicialmente houve aumento extremamente 

significativo da média de fibroblastos em todos os grupos que receberam intervenção em 

relação ao grupo controle. Destaca-se que as terapias mais efetivas na redução da inflamação 

aconteceram nos grupos TLBI e TLBI+MAh. Em contrapartida, o estímulo à proliferação de 

fibroblastos foi significativamente maior nos grupos de MAh e TLBI+MAh. 

A MAh apresenta diversos fatores que atuam ativamente na proliferação celular, como 

o fator de crescimento de fibroblastos (FGF), fator de crescimento derivado de plaquetas 

(PDGF), fator de crescimento epidérmico (EGF) e fator de crescimento endotelial vascular 

(VEGF). Fatores bioativos, o fator de crescimento transformante ß (TGFß), fatores anti-

inflamatórios e a presença de colágeno dos tipos II, III, IV, V, VI e VIII também foram 

identificados (LASHGARI et al., 2019). Estudo in vitro confirmou a influência da células 

membrana amniótica na proliferação e no ciclo celular de fibroblastos e queratinócitos 

(KITALA et al., 2019). 

O fator básico de crescimento de fibroblastos (bFGF) tem sido apontado como 

fundamental na reparação tecidual de queimaduras em ratos, por seus efeitos sobre a 

proliferação, diferenciação e migração de queratinócitos, recrutamento de células inflamatórias, 

bem como para a neovascularização observada no tecido de granulação durante a fase inicial 

do processo de cicatrização de feridas (KIBE; TAKENAKA; KISHIMOTO, 2000).  

Os dados obtidos em nosso estudo reforçam as propriedades benéficas do uso da TLBI 

e da MAh relatadas em estudos anteriores no contexto do uso isolado destas terapias ou destas 

em associação com outros produtos (YADAV, 2018; RAHMAN et al., 2019, KSHERSAGAR 
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et al., 2018). No entanto, demonstramos, de forma inédita, que a associação das terapias (TLBI 

e MAh) em queimaduras pode apresentar excelentes resultados, pela somatória dos efeitos 

moduladores e protetores nas diferentes fases do reparo tecidual. 

Considerando a complexidade do processo de cicatrização em queimaduras, nossos 

resultados se apresentam como uma fase pré-clínica que incentiva a ampliação das técnicas de 

avaliação dos efeitos determinados pela associação da TLBI e MAh, a fim de que sejam 

detectadas mais informações sobre a interação da fotobiomodulação com o biomaterial, visando 

a introdução consistente dessa terapia combinada em protocolos clínicos de tratamento de 

queimaduras de espessura parcial superficial. 
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9 CONCLUSÃO 

 

Em conclusão, atestou-se que o uso isolado ou associado da TLBI e MAh em lesões por 

queimaduras de espessura parcial superficial em ratos apresentam-se como terapias eficazes 

para regeneração da pele. As características macroscópicas, como aparecimento precoce da 

crosta, nas lesões tratadas com TLBI+MAh fortalecem os achados microscópicos que sugerem 

o início mais rápido do processo de reparo tecidual.  

A fotobiomodulação com TLBI de 660 nm atuou sinergicamente à aplicação da MAh 

potencializando os efeitos anti-inflamatórios e estimulando a proliferação celular de 

fibroblastos, comprovando os efeitos benéficos da associação dessas terapias. Dessa forma, a 

hipótese alternativa deste estudo foi confirmada. 

Embora este estudo tenha constatado melhora significativa na cicatrização de 

queimadura em ratos tratados com TLBI+MAh, existem algumas limitações que estão 

associadas ao fato do modelo animal utilizado apresentar conhecidamente notável potencial de 

regeneração de pele. No entanto, estas limitações não constituíram impedimento para validar os 

resultados e as conclusões realizadas a partir da análise deste estudo.  

Para estudos futuros, seria importante identificar e quantificar os principais fatores cuja 

liberação é induzida pela MAh/ TLBI, responsáveis pela aceleração do processo de cicatrização 

de feridas. Além disso, recomenda-se a inclusão de tempos experimentais mais longos e outros 

testes que avaliem toda a evolução do processo de reparo tecidual nesse tipo de queimaduras. 

Assim, considerando as propriedades efetivas dos tratamentos investigados e a complexidade 

do processo de cicatrização em queimaduras, recomenda-se a ampliação dessas pesquisas 

visando sua  introdução na prática clínica como mais uma opção de protocolo clínico de 

tratamento de queimaduras. 
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APÊNDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

                                                      (TCLE) 

 

Prezada participante, 

Convido você a participar da pesquisa que tem como título “Terapia a laser de baixa 

intensidade e membrana amniótica humana aplicadas em um modelo experimental de 

queimadura”  desenvolvida pela pesquisadora Fernanda Cláudia Miranda Amorim docente do 

curso de Bacharelado em Enfermagem do Centro Universitário UNINOVAFAPI, sob a 

orientação da professora doutora Emilia Ângela Lo Schiavo Arisawa. 

Trata-se de uma pesquisa de Doutorado em Engenharia Biomédica da Universidade do 

Vale do Paraíba. O objetivo geral deste estudo é: Avaliar o processo de reparo tecidual em 

queimaduras experimentais de espessura parcial superficial após aplicação da Terapia à Laser 

de Baixa Intensidade e Membrana Amniótica Humana, isoladamente e em associação. E os 

objetivos específicos são: Avaliar os aspectos macroscópicos da evolução do processo de reparo 

de lesões por queimadura: coloração da pele, flictenas e presença de crosta; verificar os aspectos 

microscópicos qualitativos da evolução do processo de reparo de lesões por queimadura quanto 

a presença e características do infiltrado inflamatório, fibroblastos, vasos sanguíneos, edema e 

organização das fibras colágenas; avaliar os aspectos microscópicos quantitativos da evolução 

do processo de reparo de lesões por queimadura quanto a contagem das médias de células 

inflamatórias e de fibroblastos; quantificar o colágeno tipo I e tipo III das lesões por 

queimaduras nos grupos experimentais estudados; comparar as terapias no processo de reparo 

tecidual de lesões por queimadura de contato. 

O convite a sua participação nesta pesquisa se dá pela necessidade de desenvolver mais 

estudos científicos sobre produtos a serem utilizados em queimaduras. Sua participação é muito 

importante e consiste em autorizar o uso de sua placenta, que é um órgão utilizado apenas na 

gestação e que será descartado após o parto. Ressaltamos que sua participação é voluntária, isto 

é, ela não é obrigatória, e você tem plena autonomia para decidir se quer ou não participar. Você 

não será penalizado caso decida não participar da pesquisa ou, tendo aceitado, desistir desta.  

Serão garantidas a confidencialidade e a privacidade sobre sua participação. Além disso, 

conforme a Resolução 466/12 do Conselho Nacional de Saúde (CNS), sua participação se dará 

em total anonimato, onde sua identidade ficará em sigilo e as informações coletada do seu 

prontuário serão transcritas e armazenadas, em arquivos digitais, mas somente terão acesso às 



 

estas as pesquisadoras. Ao final da pesquisa, todo material será mantido em arquivo, por pelo 

menos 5 anos. 

A qualquer momento, durante a pesquisa, ou posteriormente, você poderá solicitar do 

pesquisador informações sobre a pesquisa, o que poderá ser feito por meio do contato 

explicitado neste Termo. Você poderá contatar a pesquisadora responsável Fernanda Cláudia 

Miranda Amorim (086) 9982-1399, no endereço: Rua Vitorino Orthiges Fernandes, 6123 – 

Uruguai, CEP: 64073-505 - Teresina – Piauí, Tel: (086) 2106-0738 e-mail: 

famorim@uninovafapi.edu.br 

Esta pesquisa apresenta riscos mínimos para as participantes como medo e quebra de 

sigilo, no entanto as pesquisadoras se comprometem em manter a ética, o sigilo das informações 

coletadas e o acesso das informações restrito apenas as pesquisadoras, bem como os resultados 

divulgados em artigos científicos.  

O estudo será iniciado mediante sua autorização e assinatura do termo de consentimento 

livre e esclarecido em obediência aos preceitos que rege a Resolução 466/12 do Conselho 

Nacional de Saúde que trata de pesquisas envolvendo seres humanos.  

O estudo possui benefícios indiretos e em longo prazo, uma vez que os resultados da 

pesquisa permitirão o conhecimento sobre os efeitos da membrana e do laser na cicatrização de 

queimaduras, também poderá contribuir com o avanço tecnológico no tratamento das 

queimaduras, pretende-se, com este estudo, avaliar a eficácia da membrana amniótica associada 

ao Terapia à Laser de Baixa Intensidade no processo de reparo tecidual de queimaduras de 

segundo grau. Os benefícios consistirão ainda, na divulgação cientifica dos resultados do estudo 

por meio de publicações, 

Este estudo tem relevância por ampliar o conhecimento dos profissionais de saúde 

acerca das propriedades que a Membrana Amniótica Humana oferece para o tratamento de 

queimaduras, bem como o conhecimento para a comunidade científica sobre os benefícios da 

Membrana Amniótica Humana associada ao Terapia à Laser de Baixa Intensidade.  

Os resultados serão divulgados, exclusivamente com finalidade científica, por meio da 

defesa pública deste trabalho, posteriormente, serão publicados em revistas científicas nacionais 

e/ou internacionais. Este termo será redigido em duas vias, sendo uma para o participante e 

outra para o pesquisador, sendo assinado e rubricado pelas pesquisadoras e com as páginas 

identificadas. 

Ressalta-se que, conforme a Resolução 466/12 do CNS, os participantes da pesquisa que 

vierem a sofrer qualquer tipo de dano previsto ou não no termo de consentimento e resultante 

de sua participação no estudo, além do direito à assistência integral, têm direito à indenização. 



 

Em caso de dúvida quanto à condução ética do estudo, entre em contato com o Comitê 

de Ética em Pesquisa do UNINOVAFAPI, no endereço: Rua Vitorino Orthiges Fernandes, 6123 

– Uruguai, CEP: 64073-505 - Teresina – Piauí, telefone: (086) 2106-0738, e-mail: 

cep@uninovafapi.edu.br. O Comitê de Ética em Pesquisa é a instância que tem por objetivo 

defender os interesses dos participantes da pesquisa em sua integridade e dignidade e para 

contribuir no desenvolvimento da pesquisa dentro de padrões éticos. “Dessa forma o comitê 

tem o papel de avaliar e monitorar o andamento do projeto de modo que a pesquisa respeite os 

princípios éticos de proteção aos direitos humanos, da dignidade, da autonomia, da não 

maleficência, da confidencialidade e da privacidade.” 

 

_______________________________ 

Fernanda Cláudia Miranda Amorim 

(Pesquisadora Responsável) 

 

________________________________ 

Emilia Ângela Lo Schiavo Arisawa   
(Pesquisadora Assistente)  

 

Teresina, _____/_____/ 2016. 

 

Declaro que entendi os objetivos e condições da minha participação na pesquisa e 

concordo voluntariamente em participar. Por favor, assine ao final deste documento, em duas 

vias. Uma delas é sua e a outra é do pesquisador. 

 

_______________________________________________________ 

(Assinatura do participante da pesquisa) 

 

Nome legível do participante: 

CPF: 

mailto:cep@uninovafapi.edu.br
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ANEXO C - APROVAÇÃO DA COMISSÃO DE ÉTICA NO USO 

DE ANIMAIS (CEUA – UNINOVAFAPI) 

 
 

 



 

 

 

ANEXO D - APROVAÇÃO DO COMITÊ DE ÉTICA EM 

PESQUISA (CEP) 

 
 

 

 

 



 

 

 
 

 

 

 

 

 

 



 

 

 
 

 


