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EFEITO DA IRRADIAQAQ L ASER DE BAIXA POTENCIA
ARSENETO DE GALIO ALUMINIO (ASGAAL) DE 785 NM SOBRE
A CICATRIZACAO DE LESAO MUSCULAR EM RATOS

RESUMO

Uma das intervengdes fisioterapéuticas para lesdes musculares € a irradiacdo laser de
baixa poténcia. Neste trabaho, foi utilizado o laser de baixa potencia de 785nm e
densidade de energia de 4 Jicnf com o objetivo de avaliar seus efeitos sobre o processo
inflamatorio e fibras coldgenas do musculo esquelético de ratos apds trauma mecanico.
Foram utilizados 48 ratos da linhagem Wistar divididos aleatoriamente em trés grupos:
Grupo Controle Norma (GCN), Grupo Controle Lesado (GCL) e Grupo Lesado e
Tratado (GLT), todos contendo 16 animais, subdivididos em subgrupos de 8 animais
para andlises no oitavo e décimo quinto dias apds a lesdo. Foram feitas lesbes no
musculo gastrocnémio, por impacto de um pino de 320g solto sobre 0 musculo a 21cm
de atura. A terapia laser foi iniciada com uma aplicagdo 2 horas apos a lesdo e mais trés
aplicagbes em dias aternados. O grupo controle foi submetido a um tratamento
semelhante com o aparelho laser desligado. Os musculos foram fixados em formol e
processados em parafina. Foram feitas coloragdes com hematoxilina-eosina, picrosirius
red e fast green. As andlises histomorfomeétrica indicaram que a terapia laser estimulou
significativamente a deposicdo do coldgeno nos muscul os tratados em comparagdo aos
musculos ndo tratados, tanto apds oito dias quanto quinze dias apds lesdo. A
comparacdo da quantidade de colageno nos musculos entre o oitavo e décimo quinto
dias indicou também o aumento em sua producéo na fase mais tardia da lesdo. A anadise
histolégica mostrou que ndo houve ateragdes no processo inflamatério, quanto ao
nimero de fibroblastos, macréfagos e mondcitos em relacdo aos grupos tratados e
grupos controle. Portanto, concluiu-se que doses de 4/cnt de Al-Ga-As do laser de 785
nm, ndo promoveram mudancas quanto ao nimero de células do processo inflamatério e
neovascularizagdo, mas aumentou a deposicdo de fibras colégenas entre as fibras
musculares, sugerindo que aterapia laser estimula a sintese de col égeno.

Palavras-chave: Lesdo muscular, Coléageno, laser 785 nm.



EFFECT OF LOW POWER LASER IRRADIATION GALLIUM
ALUMINUM ARSENIDE (GAALAS) OF 785NM ON MUSCLE
INJURY REGENERATION IN RATS

ABSTRACT

The low potency laser irradiationis one of the physiotherapy interventions to injure
muscles. In this work, it was used the laser of low potency of 785nm and density of
energy of 4 Jcm?2 with the objective to evaluate its effect on the inflammatory process
and collagen fibers of the skeleta muscle of mice after mechanical trauma. 48 rats of
Wistar lineage were used and aleatory divided in three groups: Group Normal Control
(GCN), Group Injured Control (GCL) and Injured Group and treated (GLT), al
containing 16 animals, subdivided in subgroups of 8 animals for analyses on eighth and
fifteenth chys after the injury. Injuries in the gastrocnemius muscle were made, for
impact of a pin of 320g free on the muscle to 21cm of height. The laser therapy was
initiated with an application 2 hours after the injury and more three applications in
aternating days. The control group was submitted to a similar treatment with the laser
equipment turned off. The muscles had been fixed in formol and processed in paraffin.
Colorations were done with hematoxilyn-eosin, picrosirius red and fast green. The
histomorphometric analyses had in such a way indicated that the therapy laser
significantly stimulated the deposition of the collagen in the muscles treated in
comparison to the muscles not treated, as eighth days as fifteenth days after injury. The
comparison of the amount of collagens in the muscles between the eighth and fifteenth
days aso indicated the increase in their production in the latest phase of the injury. The
histology analysis showed that it didn't have aterations in the inflammatory process, in
the number of fibroblasts, macrophages and monocytes between treated groups and
controlled groups. Therefore, it was concluded that doses of 4/cm2 of Al-Ga-As of the
laser of 785 nm, It didn’t provoke changes in the numbers of cells in the inflammatory
process and neovascularization, but increased the collagen fibers deposition between
muscles fibers, suggesting that the laser therapy stimulates the collagen synthesis.

Word-key: Muscular injury, Collagen laser 785 n
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1. INTRODUCAO

A perspectiva para a utilizagéo do laser de baixa poténcia como forma terapéutica tem
sido investigada desde a década de 60. Estes estudos mostram que esta forma de radiacéo
pode estimular processos biolégicos, em especial 0s processos de reparo tecidual (MESTER;

KORENVI-BOTH; SPIRY; TISZA, 1975).

Dentre os tecidos biolégicos 0 musculo € 0 mais plastico isto €, €é capaz de se
remodelar frente a estimulos como atividade fisica, condi¢cbes de nutricdo, inervacéo,
eletroestimulacéo, imobilizacdo e alteracbes de condicdo hormonais (ROSE; ROTHSTEIN,

1982).

O musculo esquelético € também o mais afetado por atividades esportivas e traumas
decorrentes de atividades de vida diaria. A répida recuperacdo deste tecido mantendo suas
propriedades mecanicas e desempenho é importante para o individuo lesado em especial para

atletas que necessitam de sua maxima eficiéncia durante as competicoes.

Estas lesbes muitas vezes exigem longo tempo de imobilizacdo e uso de
antiinflamat6rios que podem provocar 0 aumento no nimero de fibras coldgenas bem como
ateracbes em sua orientacdo espacia e diminuicdo da quantidade de fibras musculares. Estas
alteracbes contribuem para mudancas das fungbes e das propriedades biomecanicas do
musculo (WILLIAMS; GODSPINK, 1984; JARVINEN e a. 2002; MEDRADOG,;

PUGLIESE; REIS; ANDRADE, 2003).
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As intervencdes fisioterapéuticas procuram amenizar estes efeitos adversos como
diminuir o tempo de imobilizagcdo, estimulo de movimentos controlados, e aplicactes de
terapias que atuam na diminui¢cdo do processo inflamatério e que estimulam o reparo do

tecido muscular com manutencdo de suas caracteristicas funcionais.

A terapia laser de baixa poténcia representa uma das alternativas para o tratamento de
diversas lesbes. Ela pode apresentar efeitos tanto inibitdrios quanto estimulatorios, por isso, 0
termo biomodulador € utilizado para citar seus efeitos sobre os tecidos biol égicos. No entanto,
existe a necessidade de se redizar estudos bem controlados para o desenvolvimento e
padronizacdo desta modalidade terapéutica. Por exemplo, a eficicia da terapia depende de
parédmetros como o tempo, a dose, 0 comprimento de onda e freqiiéncia da radiacdo utilizada.
AlteracOes destes parametros podem produzir efeitos diferentes em um mesmo tecido
(SOTELO et d., 1996; ANDERS et a., 1993; LAAKSO et al., 1993; KARU et al., 1995;

SCHINDL et al., 2000; PEREIRA et a., 2002; AMARAL et al., 2001).

Apesar de varios estudos indicarem o efeito biomodulador sobre o colageno, tanto in
Vivo quanto in vitro, ha poucos estudos mostrando seus efeitos sobre o colageno presente no
tecido muscular esquelético. O presente trabalho propde avaliar o efeito da terapia utilizando
o0 laser Al-GaAs de 785nm sobre processo inflamatdrio e o coldgeno do musculo
gastrocnémio de rato lesionado por impacto. O modelo proposto € utilizar uma forma de lesdo
gue simule impactos sofridos pelos musculos ao se chocar contra um obstéculo. Além disso, €

proposto iniciar aterapia laser logo apds a lesdo para verificar seu efeito durante a fase aguda.
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2. OBJETIVO

2.1 0OBJETIVO GERAL

Investigar os efeitos da terapia laser de baixa poténcia sobre o processo inflamatério e

fibras do tecido conjuntivo no musculo esguelético de ratos submetidos a lesdo.

2.2 OBJETIVOSESPECIFICOS

Analisar o efeito de 4 aplicacdes de 4 Jcnt de laser de 785 nm, em dias alternados e
iniciados 2 horas apos a lesdo, sobre a distribuicdo e quantidade do coldgeno em musculo
lesado por trauma mecanico através de estudos histomorfométricos;

Analisar o efeito de 4 aplicacdes de 4 Jcnt de laser de 785 nm, em dias aternados e

iniciados 2 horas ap6s a lesdo, obre a evolugdo do processo inflamatério em misculo lesado

por trauma mecanico através de estudos histol dgicos.
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3. A TERAPIA LASER DE BAIXA POTENCIA

3.1 CARACTERISTICASDO LASER DE BAIXA POTENCIA

O termo bser € um acrénimo para Light Amplification by Stimulated Emission of
Radiation o que traduzindo significa amplificagdo da luz por emissdo estimulada de radiacéo.
Os principios que delinearam a geracdo deste tipo de luz foram desenvolvidos por Albert
Einstein e Maiman, que na década de 60 produziram o primeiro feixe de luz laser, e baseada
em seus estudos surgiram véarios aparelhos. Nesta mesma época, 0 hingaro André Mester
iniciou trabalhos com o laser se difundindo rapidamente para a Unido Soviética e Europa

(MESTER, 1969).

A radiacdo laser € uma onda eletromagnética constituida por um feixe de fotons,
coerentes, de mesma frequiéncia. Para a producdo do laser é necess&ria a energia — de fonte
elétrica — e substancias gasosas, tais como o hélio e nebnio, au semicondutores, como o
arsenieto de galio ou arseneto de galio e auminio, levando assim a producdo de um feixe de
luz, que pode ser visivel ou ndo dependendo do comprimento de onda (LEHMANN;

LATEUR, 1994; KARU et al., 1995).

A adaptacdo do laser como recurso terapéutico ocorreu apos 1965, sendo amplamente

aplicado nas areas hiomédicas como recurso cirurgico e clinico (COLLS, 1988).

O laser terapéutico possui trés caracteristicas, a primeira € a monocromaticidade, a
qua relata que a maior parte da radiacdo agrupa-se em torno de um Unico comprimento de

onda com amplitude limitada, onde o comprimento de onda determina quais biomoléculas
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absorverdo a radiacdo e, portanto gerando os efeitos terapéuticos especificos. A segunda
caracteristica € a colimacdo ou unidirecionalidade, onde os raios de luz ou fétons promovem
pouca, ou nenhuma divergéncia da radiacdo emitida ao longo da disténcia percorrida através
dos tecidos. E por ultimo a coeréncia, sendo gque a radiacéo € coerente se as ondas estédo em
fase e temporalmente coerentes, onde os trens de onda tém todos a mesma direcéo e 0 mesmo

comprimento de onda(SCHINDL et a., 2000).

A coeréncia € uma das principais propriedades do laser, porém ao penetrar no
tecido esta propriedade se perde nos primeiros extratos da pele. Isto ocorre devido a grande
variedade de estruturas celulares que compdem este tecido, mas apesar disto aluz é absorvida
em tecidos superficiais e profundos gerando alteraces metabdlicas a nivel celular.

(HACZEKI; TAMURA, 1989; KARU, 2003).

A possibilidade de estimulagdo em pequenos pontos e a emissdo de altas densidades
de energia faz do laser um instrumento de grande aplicabilidade nas areas da salide, tanto no

diagnostico como no tratamento (BRUGNERA; PINHEIRO, 1998).

A aplicacdo do laser na medicina pode ser classificada em cirdrgica, com alta poténcia,
destinada a remocao, corte e coagulacdo de tecidos, e ndo cirdrgica com baixa poténcia, sendo
este largamente utilizado como estimulador tecidual e cicatrizante pelos vérios profissiorais

da saide (BRUGNERA; PINHEIRO, 1998; SCHINDL et al., 2000; PEREIRA et a., 2002).

Outra caracteristica do laser de baixa potencia € a capacidade de gerar efeitos

sistémicos mesmo quando aplicado em um sO local do corpo, ou sga, promove efeito
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metabdlico no hemicorpo contralateral ao lado irradiado (MESTER; MESTER, 1989;

POGREL &t dl., 1997).

3.2 TERAPIA LASER DE BAIXA POTENCIA

O laser terapéutico induz alteragdes atérmicas nos tecidos estimulados, sendo capaz de
estimular tecidos especificos, interagindo com os mesmos através da distribuicdo de sua
radiacdo enquanto tansita nos tecidos, a variabilidade nos indices refrativos dos tecidos

provocaalargamento espacial do feixe e perda de coeréncia (GUIRRO; GUIRRO, 2002).

Mol éculas com capacidade de absorcéo de luz sdo responséveis pelainteracdo do laser
com o tecido biologico. Os cromoforos (moléculas fotorreativas com capacidade de absorcéo
de luz) tais como a hemoglobina e a melanina absorvem luz na faixa visivel do espectro, 0s
aminoacidos possuem absor¢do na faixa intermédia do espectro ultravioleta e nos
comprimentos de onda menores do ultravioleta, ja os acidos nuclécos apresentam absorcéo

semel hante aos aminoéacidos além da regido infravermelha (BAXTER, 1997).

Os fotorreceptores presentes nos tecidos células sdo sensiveis a determinados
comprimentos de onda, que ao absorverem foétons desencadeiam reagBes quimicas, 0 que
acelera em curto prazo a sintese de ATP (via glicolitica e por oxidacdo fosforilativa) e em
longo prazo ativa atranscricéo e replicacéo do DNA (REDDY et al., 1998; SCHINDL et al.,

2000; KARU, 2003).

Segundo Karu e colaboradores (1995), por exemplo, os comprimentos de onda de 415
nm, 602 nm, 633 nm, 650 nm e 725 nm sdo eficientes para aumentar a producdo de energia

celular, enquanto que com o comprimento de onda de 477 nm, 511 nm e 577 nm, n&o
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influenciam este processo. Além disso, a fase do ciclo celular da célula irradiada, a dose, 0
comprimento de onda e a fregiiéncia da radiacéo utilizada também influenciam o efeito da

terapia (KARU et a., 1995; SCHINDL et al., 2000; BOURGUIGNON-FILHO et al., 2005 ).

A terapia laser de baixa poténcia apresenta efeito fotobioldgico, estimulando a sintese
de ATP, de colageno, proliferacdo celular dentre outros eventos celulares. Dessa forma,
podem ocorrer efeitos analgésicos, antiinflamatorios e reparadores. Porém, estes efeitos
dependem de fatores como comprimento de onda do laser, dose e tempo de aplicacéo (KARU,;
PYATIBRAT; KALENDO, 1995; PEREIRA et al., 2002; BOURGUIGNON-FILHO et al.,

2005).

Os principais efeitos bioquimicos encontrados séo: a liberacdo de substancias prée
formadas, como histaminas, serotonina e bradicinina, e modificactes das reaces enziméticas,
gue proporcionam alteracdes estimulantes ou inibitérias as enzimas, como inibicdo de
prostaglandina e lise de fibrina (BORGES et al., 1996; SCHINDL et a., 2000; ROCHA,

2004).

O dfeito bioelétrico é explicado pelo estimulo a producdo de ATP (adenosina
trifosfato) e aumento da mobilidade idnica, levando a potencializacdo da bomba de sodio e
potéssio, promovendo entdo o efeito bioestimulante do laser (GUIRRO; GUIRRO, 2002;

ROCHA, 2004).

As radiagbes por laser Ga-As invisivel a olho nu ou He-Ne - visivel a olho nu,
possuem efeito anti-inflamatério, analgésico, estimulante celular e modulador do tecido

conjuntivo naregeneracao e na cicatrizacao de diferentes tecidos (STAINKI et al., 1998).



Segundo Freitas e Baranauskas (2000) e Schindl et a. (2000), o efeito analgésico é
devido a reducéo da inflamagdo, reabsorcdo de exsudatos, eliminacdo de substancias
alogenas, estimulo a microcirculacdo, interferéncia na mensagem elétrica através da
manutencdo do potencial de membrana, estimulo a liberacéo de beta endorfinas, reducdo na
sintese de prostaglandinas, alteracdo no metabolismo das serotoninas, e promocdo do
equilibrio energético no local da lesdo através da manutencéo da permeabilidade normal de
vénulas e arteriolas.

Cotran e Robbins (2000) e Freitas e Baranauskas (2000) citam que o €feito
antiinflamatorio € devido a interferéncia na sintese de prostaglandinas e ao efeito
microcirculatério que favorece o tecido lesionado provendo-o com nutrientes, células de

defesa e oxigenagdo adequada.

O laser atua na fase proliferativa do processo inflamatério, excitando os efeitos
regenerativos que ocorrem nesta fase, e ainda leva ao rearranjo estrutural do citoesqueleto e a
modulagdo celular. O efeito antiedematoso também € explicado pelo estimulo a
microcirculacdo, o qual favorece melhores condi¢cdes de drenagem do plasma e pela acéo

fibrinolitica (COTRAN; ROBBINS, 2000; MEDRADO et al., 2003).

Laakso et al. (1993), relatam que o efeito da terapia por laser de baixa poténcia para
ter efeito estimulante deve ter intensidade entre 0.5 Jcm? e 4.0 Jen?, sendo que doses acima
disto produzem efeito bio-inibitério, causando danos fotodindmicos. O mesmo autor cita
ainda que a freguiéncia de tratamento deva ser de trés vezes por semana, podendo variar de
acordo com a lesdo a ser tratada. Relata também que a estimulacéo tem seus maiores efeitos

em casos orde a proliferacéo e regeneracdo celular € baixa, como no caso dos muscul os.
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Guirro e Guirro (2002) descreveram um esguema orientador, onde o efeito analgésico
e atingido de 2 a 4 Jcm?, o efeito antiinflamatorio e circulatério de 1 a 3 Jom?, e o efeito

cicatrizante de 3 a6 Jcm?2.
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4. A ESTRUTURA MUSCULAR

O musculo estriado esquelético € congtituido pelos tecidos muscular, nervoso e o
conjuntivo. A funcdo primaria do muasculo esquelético adulto é gerar forca de maneira rapida
e direcionada, aqual € conseguida pela contragdo sincronizada dos feixes de miofibrilas. Cada
miofibrila € um conjunto de células atamente especializadas consistindo predominantemente
de citoesqueleto rico em proteinas contréteis filamentosas (MCARDLE et al., 1998;

WILMORE; COSTILL, 2001).

As proteinas responsaveis pela contragdo, actina e miosina dentre outras, compdem as
unidades funcionais do musculo, os sarcdmeros. A denominagdo musculo estriado se deve a
aternancia destas proteinas que formam bandas claras e escuras ao longo destes sarcomeros,
sendo as primeiras denominadas banda | — formada pelos filamentos de actina — e a segunda

banda A — filamentos de miosina (WILMORE; COSTILL, 2001).

O conjunto de fibras musculares € separado por tecido conjuntivo, tendo
denominagdes especificas de acordo com o local onde se encontra. O tecido que envolve o
musculo como um todo € denominado epimisio, o tecido que envolve cada fasciculo chama-se
perimisio, e o que cobre cada fibra muscular individua mente é conhecido como endomisio. A
funcdo destas camadas de tecido conjuntivo € permitir que a forca de contragcdo gerada em
cada fibra individualmente se distribua sobre o muisculo inteiro (NISHIMURA;
TAKAHASHI, 1996; MCARDLE et a., 1998; FISCHER et a., 2000; WILMORE;

COSTILL, 2001).



Uma vez que o custo do dto grau desta especializacdo € a perda da habilidade de
proliferar, a regeneracdo muscular em tecido adulto, seja por crescimento ou substituicdo das
miofibrilas, depende de célulastronco mioprecursoras. Atualmente 0 conhecidas células
mioprecursoras denominadas células satélites identificadas inicialmente por Mauro (1961),
localizadas entre as membranas sarcoplasmética e basal e uma populacdo de células

hematopoi éticas denominadas side population (ASAKURA, 2003).

4.1 O COLAGENO MUSCULAR

O colégeno é o maior componente do tecido conjuntivo intramuscular, tendo este um
importante papel na determinacéo da rigidez e elasticidade muscular. O tipo, o arranjo, e 0
tamanho das fibras colagenas é de suma importancia para manutencdo da estrutura funcional

do musculo (NISHIMURA; TAKAHASHI, 1996; LISTRAT et al., 1999).

No musculo esguelético adulto cinco tipos coladgenos sdo encontrados, os tipos I, 111,
IV, V e VI, sendo ostipos | e Il os predominantes (variando suas corcentractes de acordo
com 0 musculo estudado), versando ainda que o tipo | predomina sobre o tipo I11 (LISTRAT

et al., 1999; AHTIKOSKI et al., 2001).

Segundo Ahtikoski et al. (2001), o colageno se acumula durante todo crescimento
fisologico e também tem a funcdo de suportar a estrutura muscular e distribuir as forcas
contrateis provindas da acd muscular. Estes mesmos autores relatam que o colageno tipo |
tem grande importancia na forca ténsil tecidual e papel na limitagdo da elasticidade, enquanto
gue o colageno tipo 11l tem estrutura e funcdo semelharte e possui maior nimero de fibras

eéasticas.
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O colageno tipo 1V é encontrado somente no endomisio possivelmente devido a sua
funcéo estabilizadora das interagBes da matriz celular, enquanto que os outros tipos colégenos

sd0 encontrados em todas as camadas de tecido conjuntivo muscular (LISTRAT et al., 1999).

Segundo Wilmore e Costill (2001), o tecido conjuntivo intramuscular, constituido por
fibras colagenas, servindo como passagem de nervos e vasos as fibras musculares, aém de
constituirem o arcabouco ndo contrétil, transmissor de forca aos 0ssos. Relata ainda que por
formarem grande parte da estrutura muscular, em casos de lesdes 0 processo de cicatrizacéo é
basicamente composto de tecido conjuntivo. Na extremidade das fibras musculares, o tecido

conjuntivo se une as fibras tendinosas para formar os tenddes.

A contragdo organizada dos elementos contrateis de uma fibra muscular leva a
producdo de tensdo, esta por sua vez € transmitida ao tecido conjuntivo gerando os
movimentos corporais. Portanto ateracdes na estrutura muscular ou colagena adtera a

producéo do movimento (ALBERTS et al., 1998, MARQUES, 2000).

Nishimura e Takahashi (1996) relatam em seus estudos que a espessura das estruturas
colagenas intramuscular tem relacdo direta com a capacidade de geracéo de forca muscular.

De acordo com Roach et al. (2002), o musculo perde colageno em decorréncia da falta
de circulagdo sanguinea muscular, que pode ocorrer, por exemplo, em uma lesdo muscular, e

esta perda é diretamente proporcional ao tempo de sofrimento sanguiineo na area.

Durante o processo de imobilizacdo muscular ocorrem grandes alteracdes fisiol gicas,

dentre elas na producdo colagena, este processo resulta em uma queda rapida na producéo
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colagena, que pode ser evitada em parte com a imobilizacdo na posicdo de alongamento

muscular (AHTIKOSKI et al., 2001).

Mediante uma lesdo tecidual, alesdo do tecido conjuntivo é certa, podendo resultar em
complicacbes debilitantes e requerer um longo tempo de reabilitacdo. A organizacdo do
colageno muscular no musculo sadio ou lesionado é de suma importancia para a
funcionalidade do musculo, podendo o excesso aliado a desorganizacdo causar barreiras
mecanicas que inibem a funcéo e/ou regeneracdo muscular (GUM et al., 1997; FISCHER et

al., 2000).

A sintese do colageno inicia-se assim que a lesdo intersticial comeca, e € prolongada
até as fases finais da cicatrizacéo, quando os remodel amentos dos tecidos ocorrem. Asfibrilas
longas de colageno entrelacam-se com as fibras elésticas a fim limitar a expansdo e evitar a

laceracdo do tecido (PUGLIESE et al., 2003).

4.2 REGENERACAO E REPARO MUSCULAR

Dois eventos ocorrem durante a recuperagdo muscular: a regeneracdo tecidual em que
células lesadas sdo substituidas por outras do mesmo tipo e a reparagdo em que a substituicéo

do tecido perdido é feita por tecido cicatricial (COTRAN; ROBBINS, 2000).

A musculatura esquelética de mamiferos adultos possui grande capacidade de
adaptacdo as necessidades do organismo. Ele é capaz de se regenerar apos diversos tipos de
trauma, como lesdes, esmagamento, isquemia, denervagdo ou mesmo pelo crescimento
norma e exercicios fisicos gracas as células mioprecursoras. Essas células atuam no

crescimento muscular pos-natal, na regeneracdo de fibras musculares danificadas e na
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manutencd0 do musculo esquelético do individuo adulto (SEALE;, RUDNICKI, 2000;

ZAMMIT, BEAUCHAMP, 2001).

Independente do tipo de lesdo (mecanica, térmica, isquémica, ou por substancias
toxicas) a cicatrizagdo muscular segue uma série de eventos estabelecidos, sendo esta
sequéncia a necrose das células lesadas, infiltracdo inflamatéria, fagocitose das células
lesadas, ativacéo das células satélites, e por ultimo a diferenciacéo das células precursoras

(LEFAUCHEUR; SEBILLE, 1995).

Nos 3 primeiros dias apds a lesdo 0 musculo encontra-se em processo inflamatorio
agudo e segue em regeneracao até 0 21° dia. Nas primeiras horas pos-1esdo, existe uma reacéo
catabolica levando a quebra de proteinas musculares, seguida por uma reacdo anabolica com

formagéo de tecido cicatricial e novas fibras musculares (FISCHER et al., 1999).

No entanto, Kasemkijwattana et al. (2002), advertem que o tipo de trauma é de suma
importancia na determinacdo do prognéstico da lesdo, pois alguns traumas podem acarretar
grande lesdo de tecido vascular e nervoso 0 que complica 0 processo de regeneracéo
muscular. Em toda lesdo ocorre um processo inflamatério local, o qual passa por cinco
acontecimentos béasicos: 1- liberacdo de substancias quimicas, 2- aumento da circulagéo
sanguinea na &rea lesada, 3- extravasamento de plasma (exsudagdo), 4- infiltracdo de células

imunoldgicas, e 5- cicatrizacdo (ALLBROOK, 1973; COTRAN; ROBBINS, 2000).

Como conseqliéncia do trauma pode haver ruptura da membrana celular, o
sarcolema, causando extrusdo das organelas para 0 meio extracelular. O sarcolema, formado

principalmente por componentes lipidicos, € uma membrana de relativa fragilidade, desta
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forma peguenos traumas podem levar a deterioracdo sarcoplasmética, no entanto o sarcolema

tem capacidade regenerativa que restaura sua propriedade contrétil (ROTH; ORUN,1985).

O tecido muscular lesionado sofre processo de necrose, infiltracdo de leucdcitos
polimorfonucleares, hematoma e edema no local da lesdo. Em poucos dias os macréfagos
fagocitam o tecido necrosado, levando a deposicdo de tecido conjuntivo e formacdo de
cicatriz muscular. Durante este periodo, as células satélites sdo ativadas sendo estas
consideradas precursoras de novas células musculares. Com aumento destas células
precursoras de mioblastos, elas se fundem para formar miottbulos, 0s quais se maturam para

formar novas células musculares (ALLBROOK, 1973; KASEMKIJWATTANA et a., 2002).

A capacidade de regeneracao resultante de uma lesdo parcial ou total da fibra muscular
depende de fatores como a populagdo de células mioprecursoras, revascularizagdo e

reinervacdo (BODINER-FOWLER, 1994; ASAKURA, 2003).

A consideravel capacidade de regeneracdo do musculo esquelético resultante de uma
lesdo parcid ou total da fibra muscular, € limitada a trés fatores. populacdo de células

satélites, revascularizacdo e reinervacdo (BODINER-FOWLER, 1994).

Sato et a. (2003), complementam esta informagdo relatando que O processo
regenerativo depende da ativacdo das células satélites, mas adverte que este processo € lento
(dura aproximadamerte duas semanas) e geramente € incompleto com grande formacéo de
tecido cicatricial, este de consisténcia fibrosa e pouco eléstica. O processo de deposicéo de
fibrose continua por tempo indeterminado apGs as duas semanas iniciais do processo de

cicatrizacao, esta fibrose pode alterar aforca e extensibilidade muscular.



A formagdo de miotubulos ocorre apos trés dias de uma lesdo e 0 musculo torna-se
reparado entre 21 a 28 dias (HUSMANN, 1996). Lefaucheur e Sébille (1995) relatam que o
musculo traumaticamente lesado apds poucas horas de lesdo ja se encontra com significante
infiltrado inflamatdrio (este persistindo até o 11° dia pos-lesdo). Miofibrilas com coloragéo
clara aparecem do 3° ao 4° dia na zona central da lesdo, do 2° ao 4° os fagdcitos aparecem e
sd0 observados até o 6° dia, Observa-se ainda nestes dias, degradacéo da matriz extracelular.
No 18° dia todas as miofibrilas regeneradas aparecem com 0 nlcleo centralizado e sua

organizacdo em fasciculos se iguala ao musculo adulto.

Segundo Hurre e Kalimo (1992), é importante para a cicatrizacdo muscular a remocao
do material muscular necrosado por macréfagos na area da lesdo 0 mais cedo possivel, pois
este processo parece ser um requisito para a ativagéo e proliferagdo das células miogénicas

subjacentes a area da lesdo.

A matriz extracelular atua na regeneracdo muscular fazendo com gque as membranas
basais das células necréticas auxiliem a fusdo das células precursoras aos miotubulos.
Secundariamente serve como reservatorio de varios fatores de crescimento que servem como
regulador do processo de regeneracéo. Por Ultimo, estimula a proliferacéo das células satélites

e sua mobilidade ro local em questio (LEFAUCHEUR; SEBILLE, 1995).

A lesdo muscular leva a uma proliferacdo de tecido conjuntivo, ocasionando uma
desestruturagdo da arquitetura tecidual, esta desestruturacéo do tecido altera o dinhamento

natural e desorganiza as fibras musculares (JARVINEN, 1975).
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A reacdo inflamatéria € um dos principais processos que estimulam a liberacéo de
fatores para a ativacéo de células satélites. Estes fatores, produzidos pela rapida invasdo de
neutréfilos ou pela populacdo de macréfagos os quais chegam mais tarde ao loca da leséo,
ativam de varias maneiras as células satélites, os motoneuronios, a matriz extracelular, a

quimiotaxia, a reacao inflamatdria e a revascularizacdo (HUSMANN et d.,1996).

Hurne e Kalimo (1992), afirmam que os nucleos de céulas satélites marcadas néo
aparecem antes que se inicie a fagocitose de restos necrotizados. Geramente um dia apds o
trauma muitos nucleos sdo encontrados na area de necrose de miofibras rompidas, enquanto
gue poucos deles na porcéo sobrevivente. Ha grande proliferacéo de células satélites no 4° dia
de regeneracéo e poucas marcadas no 7° dia. Especula-se se o fator de crescimento liberado
pelos macrofagos seria necessario devido ao decréscimo de células satélites no 7° dia. A
maioria dos mionucleos, necess&ria a regeneracdo de miofibrilas, € produzida precocemente
dentro dos cilindros de laminas basais preservadas e distribuidas naquelas partes das

miofibras que se estendem entre o tecido conjuntivo e o muscular.

A regeneracdo muscular pode acontecer pelo povoamento do local lesado por células
mioprecursoras as quais irdo formar novos miotubos ou pela restauragdo de miofibrilas

lesadas também por meio dessas células (ROTH; ORON, 1985).

As células mioprecursoras quiescentes podem ser estimuladas pelo proprio mecanismo de
lesio a formarem novas fibras musculares ou restaurar fibras musculares lesadas

(BISCHOFF, 1986).
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Apés varios ciclos de injuria e regeneracéo ndo se nota deplecdo do
numero de células satélites sugerindo que estas cdlulas se multiplicam para
diferenciarem em fibras musculares e também um grupo de células com a

habilidade de auto renovacao (BISCHOFF, 1994).

4.3 TERAPIA LASER NASLESOESMUCULARES

Estudosin vivo e in vivo mostram que a terapia laser pode apresentar diferentes efeitos
sobre a regeneracdo muscular. Estes efeitos dependem da dose, do comprimento de onda e do
numero de aplicagdes. Estudos realizados por Amaral et a. (2001), mostram que o efeito da
radiacdo do He-Ne 632,8 em lesdo muscular provocada por miotoxina depende da dose
utilizada. Neste trabalho foram utilizadas doses de 2,6, 8,4 e 25 Jcnt e apenas a dose de 2.6
Jcm?, promoveu mudancas significativas como o aumento da &rea da fibra muscular e a
densidade mitocondrial. Ja Oliveira et al. (1999), utilizando o mesmo protocolo, observaram
que aradiacio laser 904 nm com a dose de 3 e 10 Jcn? ndo provocou alteraces morfol 6gicas

necessarias para a promocao da regeneracdo muscular.

Fisher e colaboradores (2000) utilizaram 1 Jcnt de laser sobre misculo que sofreu
lesdo por impacto, observaram que houve estimulo preferencial sobre fibroblastos com o
aumento na producdo de coldgeno levando a formagdo de um tecido de cicatrizagdo e ndo

houve estimulo de mioblastos para a formacdo de novas fibras musculares.

Segundo BentDov et al. (1999), o laser estimula a proliferacéo das células satélites,

pela alteracdo no ciclo celular destas células, levando ao aparecimento de novos miotubulos,



no entanto, inibem a sua diferenciacéo. Estes mesmos autores também concluiram que a idade

das células altera a ativagao das células satélites pela radiacdo laser.

A ativacao das células satélites pela radiacdo laser de baixa intensidade explica-se em
parte pela ativacdo de enzimas que tem papel fundamental na regulacdo da transcricdo do
RNA mensageiro. Outro fator que estimula a proliferacdo das células satélites pelo laser € 0
estimulo aos receptores da tirosina-quinase, a qual por sua vez ativa a fase 1 da sintese de

novas proteinas celulares (SHEFER et al., 2003).

Os estudos feitos sobre o efeito da terapia laser Al-Ga-As (670nm) em feridas cutaneas

nas doses de 4 e 8 Jcn? mostraram que a dose de 4 Jcm? foi mais eficiente que a dose de 8

Jcm? para promover a cicatrizacdo. Este estudo utilizou apenas uma aplicacéo do laser
imediatamente ap0s a lesdo e foi observada uma maior proliferacdo de fibroblasto e
miofibroblasto causando deposicdo de colégeno e diminuicdo da cicatriz pela contragdo dos
miofibroblastos. O colageno do tecido conjuntivo se mostra mais organizadas em feixes

paralelos no grupo tratado (MEDRADO et al., 2003).

Além disso, Shefer et al. (2002), relatam que o laser também atua como protetor
celular, regulando a apoptose celular das células envolvidas ou proximas a lesdo, diminuindo

assim a possibilidade de maior lesdo muscular.

O laser na lesdo muscular também tem papel auxiliador na estimulagdo da atividade
dos macrofagos, os quais colaboram para uma melhor cicatrizacdo muscular, e quando
aplicado nos trés primeiros dias atua na fase fibroblastica da reparacéo tecidua (FISCHER et

al., 2000).



De acordo com Bem-Dov e colaboradores (1999) aplicacOes de laser acima de 10
segundos em lesBes musculares podem ndo ter efeito regenerador sobre o musculo irradiado,

sendo gque observou maiores efeitos com 3 segundos de aplicacéo.

Segundo Schindl et al. (2000) e Pereira et a. (2002), o efeito cicatrizante do
laser € em grande parte explicado pela sua capacidade de aumentar a sintese de colégeno,
atuando como mecanismo de exportacdo do colageno para o meio extracelular. Em estudosin
vitro revelaram que a aplicacéo do laser pode aumentar em 50% os fibroblastos em tecidos
humanos (AMARAL et d., 2001). A radiacdo a laser nos fibroblastos causa um aumento
direto na producdo do procolageno, sendo isto em parte explicado pela alteracdo nos niveis de
RNAm sintetizados (transcritos), causado pelo laser de baixa intensidade (SKINNER et al.,

1996; YAMAMOTO et ., 1996).

Schindl et al. (2000), cita que o aumento da sintese de DNA nos fibroblastos foi
conseguido com a intensidade de 0.5 Jcm?, e que o laser estimula o fator de crescimento dos

fibroblastos e miofibroblastos, e conseglientemente a sintese colagena.

Skinner et d. (1996), conseguiram este mesmo efeito com a intensidade variando entre
0,09-0,5 Jem2. Os mesmos autores relatam ainda que este efeito so foi conseguido apds a

aplicacéo do laser durante quatro dias consecutivos.

Pogrel et a. (1997) e Schindl et a. (2000), também sugerem a utilizac8o do laser para

aumentar a sintese de colageno e de fibroblastos, citando como base paratal sugestéo, estudos



in vitro nos quais foram aplicados laser e resultados significativos foram obtidos quanto ao

aumento dos fibroblastos e do colageno.

O laser aplicado nas culturas dos fibroblastos de embrides humanos mostrou se eficaz
no aumento dos niveis do coldgeno nas células irradiadas, assim como na producdo de

fibroblastos (REDDY et a., 1998; PUGLIESE et al ., 2003).

A aplicagdo do laser em tecido muscular pode levar a0 aumento do tecido conjuntivo
entre as fibras, assim como o aumento de fibroblastos e ativacdo na formacéo do colageno

(BEM-DOV et d., 1999; BULYAKOQOVA et al., 2002).

A aplicacéo do laser leva a proliferacdo fibroblastica, a sintese colagena e a formagéo
de matriz extracelular. O estimulo ao tecido conjuntivo leva a diferenciagdo dos
miofibroblastos, que tem caracteristicas morfolégicas comuns aos fibroblastos, e sdo os
principais responsaveis pela forca contratil do tecido no processo de cicatrizagdo

(MEDRADO et al., 2003).

Gum et al. (1997), relatam que o laser de He-Ne a 1 Jcm? é capaz de aumentar a
sintese de fibras colégenas, e explica este fendmeno do laser através da sua capacidade de
aumentar a sintese de RNA e promover areplicacéo celular, podendo desta maneira aumentar

asintese de RNA para os coldgenosdo tipo | elll.

Yamamoto et d. (1996), aplicaram o laser com o intuito de aumentar a sintese de

procolageno com o tempo de aplicacéo variando entre de 3 a 10 minutos, e verificaram que



tempos mais prolongados de terapia a laser ndo causam efeito acumulativo, portanto, ndo se

preconizam fazer aplicacdes prolongadas para obtencdo de maiores sinteses de procol égero.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 ANIMAIS DE EXPERIMENTACAO

Foram utilizados 48 ratos (Rattus norvergicus), machos da linhagem WISTAR, de

mesma idade (70 dias), sexo e massa corporal, provenientes da Anilab — Animais de

|laboratério de Paulinia Sdo Paulo.

Os animais foram confinados em gaiolas de polietileno e acondicionados no LEA —

Laboratério de Experimentacéo Animal, da Universidade Federa de Uberlandia— UFU.

Os ratos foram mantidos dentro das condicOes ideais para sua espécie, ou sga,
temperatura a 25°C, umidade 40% e luminosidade dia/noite de 12 horas e ventilacéo
adequada. Mantidos em gaiolas coletivas com 4 animais em cada onde receberam cuidados de
higiene adequados e ragdo sdlida Nuvilab CR1 da NUVITAL® e &gua ad libidum enguanto

durou o tratamento.

5.2 GRUPOSEXPERIMENTAIS

Os animais foram divididos em trés grupos sendo 16 ndo lesados, 16 lesados néo

tratados e 16 lesados e tratados.

Os grupos por sua vez foram subdivididos em dois subgrupos com 8 ratos. Cada
subgrupo foi sacrificado no 8 e 15 dias apds o inicio do experimento. A divisio dos grupos, o

numero de animais de cada grupo e 0 cronograma, esta representada na (tabela 1).



Tabela 1 — Divisdo dos animais em grupos e cronograma de sacrificio.

GRUPO N° ANIMAIS SUBGRUPOS SACRIFICIO POSLESAO
CONTROLE (CGN) 16 8-8 8°e15° dias
LESADOS (GCL) 16 8-8 8°e 15° dias
LESADOS E TRATADOS 16 8-8 8°e15° dias

(GLT)

Os animais foram anestesiados com quetamina a 5% e xilasina a 2% na proporcéo de
1:4 em dose de 0,10 a 0,15 mL/100g de massa corporal, sendo feito em seguida a delimitacéo
da é&rea a ser contundida com 18pis dermatogréfico na regido caudal da perna direita. Apoés a
delimitacdo da area os animais foram tricotomizados e foi feita a lesdo utilizando o

equipamento PTM - Promotor de Trauma M ecanico.

5.3 MECANISMO DE LESAO

A lesio foi feita por meio do impacto de um pino de ferro com massa de 320g e solto
de uma altura de 21 cm por meio do equipamento PTM. O pino foi posicionado sobre o

musculo Gastrocnémio do rato e solto, causando um impacto gue provocou lesdo muscular.

5.4 EQUIPAMENTO PROMOTOR DE LESAO

O equipamento promotor de trauma mecanico (PTM), em sua estrutura gerd, é

formado por uma base fixa, um trilho fixo, um suporte mével e um pino de impacto como sera

descrito a seguir:
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Base fixa: Tem por finalidade a sustentacéo de todo o aparelho, bem como servir de base
para colocacdo dos animais em disposicéo previamente calculada para que a lesdo fosse

implantada de conformidade com o objetivo inicid;

Trilho fixo: Parafusado na base fixa, tem por fim servir de trilho onde iré correr o suporte
movel. Trata-se de uma estrutura quadrangular, o que impede que se dtere a trgjetdria da
haste e que esta atinja necessariamente o0 ponto determinado, funcionando assim como o

corredor por onde se deslocara a pega movel;

Suporte movel: Em uma de suas extremidades combina-se com o trilho fixo, onde realiza
movimento de deslocamento vertical, motivado pela agdo da aceleracdo gravitaciona. Por
outra extremidade liga-se a0 pino de impacto, possuindo a capacidade de ser regulada, mas

gue no momento da inducéo da lesdo permanece gustada em altura previamente estabelecida;

Pino de impacto: Tem por funcdo fazer contato com o local do animal a ser lesionado,

com massa de 320 g.

O pino de impacto foi posicionado sobre 0 musculo gastrocnémio do rato e solto,

causando um impacto e assim, provocando lesdo muscular. (figura 1).



Figura 1— Equipamento promotor de trauma mecanico (PTM).

5.5 EQUIPAMENTO LASER

O equipamento utilizado foi o Laser Physiolux Dual da Bioset com frequéncia de trabalho
de 2000 Hertz e comprimento de onda de 785 nm — Arseneto de Gaio e Aluminio —
infravermelho, e LASER em emissdo continua. Esta caneta foi desenvolvida e cedida pela

empresa Bioset IndUstria de Tecnologia Eletrénica Ltda (Figura 4).

Figura2- Equipamento Laser Physiolux Dual da Bioset — Al-Ga-A s com comprimento de onda de 785 nm.
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5.6 TERAPIA COM LASER DE BAIXA POTENCIA

A aplicacdo da radiagdo laser Al-Ga-As foi iniciada no primeiro dia, 2 horas ap6s
lesdo, pelo método transcutdneo pontual em apenas um ponto, com dose de 4 Jcnt. Os
animais foram posicionados sobre uma plataforma, em decubito ventral com hiperextenséo do
membro inferior direito. A Terapia laser foi realizada no 1°, 3°, 5° e 7° dia apds lesdo seguindo
os parametros conforme (tabela 2). A incidénciada TLBP foi realizada diretamente na pele da
regido lesionada, com o contato direto da caneta sobre esta regido em angulo de 90°. Os
animais controle também receberam 0 mesmo tipo de manipulagdo que os animais irradiados,

porém com o laser desligado (Figura 3).

Tabela 2 — Protocolo de radiacdo com laser de baixa potencia 785nm.

Parametro de radiacéo Vaores
Densidade de Energia (dE) 4 Jent
Poténcia de pico 70 mW
Comprimento de Onda 785 nm
Areado feixe 0,08 cm?
Regime de emisséo continuo

i
Figura 3 — Técnicade aplicacdo do laser 785 nm sobre o muscul o gastrocnémio.
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5.7COLETA DE MATERIAL

Ao fina da fase experimental, os animais foram submetidos & anestesia utilizando
injecdo intraperitoneal de Rompum® e Quetalar® em doses iguais de 0.10 mL de solucdo para
cada 100g de massa corporal, pesados, em seguida realizada a puncéo cardiaca e feito o
sacrificio dos animais por dose excessiva do anestésico. Os musculos Gastrocnémio foram

retirados por meio de eguipamentos cirargicos (figura 4)

Figura 4 — Técnica de retirada da pele e do musculo gastrocnémio.

5.8 ANALISE HISTOLOGICA

Foi feita a retirada cuidadosa dos musculos Gastocnémio e fixagdo dos mesmos em

formol a 10% durante pelo menos 48 horas.

Para processar o material, utilizowrse a técnica histologica classica para inclusdo em
parafina (MICHALANY, 1980), composta pela seguinte seqiéncia, depois de realizada a

fixagao:



A - Desidratacdo — Os fragmentos permaneceram 30 minutos, em cada frasco contendo alcool
de concentragdes crescentes: 75%, 85%, 95%, absoluto I, absoluto Il e absoluto I11.

B - Diafanizacdo - Ap6s o dcool absoluto 111 o materia foi transferido para xilol I, 11 e lll,
permanecendo por 30 minutos em cada banho, tratamento necessario para substituir o dcool e
permitir a penetracdo de parafina fundida dentro da peca.

C — Impregnacéo e Inclusdo - Os fragmentos passaram por 3 banhos de parafina (1, 11 e 111),
cada um com duracdo de 30 minutos. Em seguida, fezse a inclusdo propriamente dita em
moldes metdlicos, colocados sobre uma folha de papel com parafina a 56°C.

D - Corte — Foram feitos cortes transversais com uma espessura de nove micrémetros, com o
auxilio de um micrétomo Spencer 820, os quais foram distendidos em banho-maria. O
procedimento foi seguido pela pescagem, que consiste em mergulhar no banho-maria a lamina
japincelada com albumina na parte central parafixar o corte alamina. A secagem foi feita na
estufa para fusdo da parafina impregnada no tecido. Os cortes foram selecionados para as

coloracdes hematoxilina/eosina e fastgreen/picrosirius red de modo aternado.

5.9 COLORACAO POR HEMATOXILINA EOSINA

A coloracéo por hematoxilinaleosina foi utilizada para a identificacdo dos tipos celulares

presentes no local dalesdo (MICHALANY, 1980).

5.10 COLORACAO POR PICROSIRIUSRED E FASTGREEN

Na coloracdo por picrosirius red as fibras colagenas sdo identificadas positivamente

pela cor avermelhada. A coloracdo do coldgeno foi executada usando uma modificagdo dos

métodos combinados descritos por Sweat et al (1964) e Dolber e Spach (1987). Inicialmente



as laminas foram imersas por 2 minutos em cubeta contendo solucdo de acido
fosfomolibidénico 0,2%, seguido de mergulho em solugdo contendo o picrosirius red (PSR)
(sirius red e solucdo saturada de &cido picrico) por 90 minutos. As amostras foram
enxaguadas por 2 minutos em solucéo 0,01 NHCI, seguido pelo enxagle por 1 minuto em
etanol 70%, etanol 100% e Xilol. As amostras foram montadas usando Entelan”® .

A coloragéo por fastgreen colore as fibras musculares em verde permitindo o contraste
com as fibras colagenas em vermelho para a realizacéo da andlise morfométrica dos tecidos

conjuntivo.

511 OBTENCAO DE IMAGENS

As imagens dos cortes histoldgicos foram obtidas em microscépio Olympus Triocular
BX40 acoplado a camera Olympus-200, ligada a um computador PC através de placa

digitalizadora Data Trandation 3153 com objetivas de 10X e 40X.

5.12 QUANTIFICACAO DE CELULASE VASOS SANGUINEOS

Para caracterizacdo do processo inflamatério foi realizada a contagem de células do
processo inflamatorio, mononucleados e polimorfonucleados, fibroblastos, células gigantes
e também a presenca de neovascularizagdo. Foi realizada uma andlise semiquantitativa em
graus que variavam de: ausente (-), pouca presenca (+), presenca moderada (++) e presernca
elevada (+++). Osregistros em cruzes foram transcritos em valores numeéricos para analise
estatistica através da comparacdo de médias dos grupos da seguinte forma: O para (-), 1

para (+), 2 para (++) e 3 para (+++).



5.13 QUANTIFICACAO MORFOMETRICA DO COLAGENO

As quantificagbes morfométricas foram feitas a partir da binarizacdo da imagem no
programa HLimage. Neste, o colageno em vermelho se torna preto em contraste com a
coloracdo verde do musculo que se torna branca. O programa calcula a area em preto

resultando na porcentagem de colédgeno (BERETTA, 2005).

5.14 ANALISE ESTATISTICA

Todas as variaveis aferidas no estudo foram analisadas com o auxilio do programa
SPSS 12.0 para Windows. A expressdo dos valores esta demonstrada em média aritmética e
desvio-padréo, submetido ao teste estatistico Wilcox ANOVA e t-Student. O nivel de

significancia estabelecido foi de 5 % (p<0,05).



6. RESULTADOS

6.1 CARACTERIZACAO MACROSCOPICA DA LESAO MUSCULAR

Ao exame in vivo, 24 horas ap6s a lesdo, foi observado aumento na espessura
do musculo, caracterizando edema, movimento de retirada do membro a palpacdo e hiperemia

local.

6.2 CARACTERIZACAO POR MICROSCOPIA DA LESAO MUSCULAR

Como estudo piloto do mecanismo do trauma, foram sacrificados 02 animais 48 horas
pos-lesdo e submetidos a andlise histol gica pela coloracéo por HE do musculo gastrocnémio
lesado. Foi observado infiltrado de células inflamatérias, &reas hemorréagicas e edema, o que

caracterizoua presenca de lesdo tecidual. (Figura5A e B).

6.3 PROCESSO INFLAMATORIO

A andlise estatigtica foi feita pelo teste ndo paramétrico de Wilcoxon onde foi
verificado segundo os critérios utilizado para avaliacdo das laminas que ndo houve diferenca
entre os grupos tratados e ndo tratado quanto a presenca de: células gigantes, células
musculares pequenas, fibroblastos, células mononucleadas (macréfagos, mondcitos e

linfGcitos) e neovascul arizagéo.
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Figura 5 - Corte transversal do musculo gastrocnémio corado com HE, 24 horas ap6s a lesdo. Seta: fibra

muscular, seta pontilhada:  fibroblasto, seta ondulada: células gigantes. Barra: A- 100 um e B- 25 pm).

6.4 ASPECTOS MORFOLOGICOS DO TECIDO MUSCULAR 8 DIAS APOS A

LESAO

A andlise do tecido muscular corado por HE mostrou ainda, 8 dias apds a lesdo,
células relacionadas a0 processo inflamatorio como: células gigantes, fibroblastos e
mononucleados (macréfagos, mondcitos) e polimorfonucleados tanto no grupo tratado quanto
nao tratado. E observado também que a neovascul arizagso ocorre em ambos os grupos. Porém
ndo ha diferenca estatisticamente significante entre os nimeros de células e de vasos
neoformados quando comparados os grupos tratados e néo tratados (Figuras 6A, B e C,

Tabelasb, 7 € 8).

6.5 ASPECTOS MORFOLOGICOS DO TECIDO MUSCULAR 15 DIAS APOS A

LESAO

Apbs 15 de lesdo do tecido muscular, a andlise histolégica dos cortes corados por HE,
observa-se ainda células relacionadas ao processo inflamatério e neovascularizagdo, tanto no

grupo de animais lesados quanto no grupo de animais lesados e tratados. Entretanto, n&o foi



observado nos grupos controle norma (ndo lesado). A andlise estatistica demonstrou néo
haver diferencas significativas do nimero de células do processo inflamatorio entre 0s grupos

tratados e néo tratados (Figuras 7A, B e C, Tabelas 6,7 € 8)

N&o foi observada diferenca estatisticamente significante quanto ao nimero de células
do processo inflamatério e de neovascularizacdo entre os grupos lesados de 8 e 15 dias entre

grupos tratados e ndo tratados (Tabelas 7 e 8).

6.6 ANALISE MORFOMETRICA DO COLAGENO 8e 15 DIASAPOSA LESAO

Os métodos de coloracdo fastgreen e picrosirius utilizados para corar musculo e
colageno, respectivamente, permitiram o contraste para a binarizagcdo da imagem, delimitacéo
da area de colageno e fazer sua quantificacdo em termo de porcentagem utilizando o

programa Hlimage (Figuras 8 e 9)

As figuras 8 C e 9-C mostram que no padrdo de normalidade, ou sgja, musculo ndo
lesado, 8 e 15 dias apOs o inicio do experimento respectivamente, as fibras musculares
apresentam tamanhos semel hantes entre s com igual quantidade de colageno distribuido entre
elas quando comparados ao musculo lesado. Nao ha diferenca estatistica entre as médias da
guantidade de colageno entre os grupos controle normal do oitavo e décimo quinto dias (p =
0,975). Nos grupos lesados a quantidade de coldgeno foi maior que nos grupos controle
normais mostrando o aumento da quantidade dessas fibras devido ao processo de cicatrizacéo

dalesdo (p < 0,05) ( Figura 10, Tabelas 3 e 4)
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As figuras 8-A e 8-B mostram a distribuicdo do colageno e fibras musculares apés
oito dias da lesdo, no grupo lesado ndo tratado e no grupo lesado e tratado respectivamente.
Observa-se que no grupo tratado as fibras colégenas se apresentam melhor distribuidas entre
as fibras musculares em comparacdo ao grupo ndo tratado. A quantificacdo deste colégeno
mostra que ela € maior no grupo lesado e tratado do que no grupo sem o tratamento,

sugerindo que a terapia estimulou sua producdo (p = 0) (Figura 10, Tabelas 3 e 4)).

As figuras 9-A, 9-B e 9-C mostram a distribuicdo do colageno e fibras musculares,
apos quinze dias da lesdo, no grupo lesado e tratado, grupo lesado néo tratado e grupo
controle normal respectivamente. Observa-se que 0 grupo tratado apresenta maior quantidade
de fibras coléagenas distribuidas, apresentando também uma nelhor distribuic¢éo do colégeno
entre as fibras musculares. O grupo lesado ndo tratado apresenta fibras colégenas agrupadas

separadas do tecido muscular.

A quantificacdo do colageno dos grupos controle lesado e grupo lesado tratado no
décimo quinto dia mostra uma maior quantidade de colageno no grupo tratado, esta diferenca

foi estatisticamente significante (p =0,001) (Figura 10, Tabelas 3 e 4).

A comparacdo da quantidade de colageno entre o oitavo e décimo quinto dias nos
grupos irradiados mostrou também maior quantidade de coldgeno no décimo quinto dia (p =

0,003), sugerindo que houve estimulo a producéo de colégeno continuoul.
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Figura 6 — Fotomicrografias de cortes transversais do misculo gastrocnémio, corado com HE 8 dias apds a
les@o (barra = 100 pm). A- musculo lesado e tratado, B- musculo lesado néo tratado, C- musculo ndo lesado e
ndo tratado. Setaspretas: neovascularizagdo, cabega de seta: células mononucleadas, setas pontilhadas: fibras
muscul ares, seta em losago: fibroblasto.
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Figura 8 - Analise histol6gica do tecido muscular com 08 das ap6s lesdo. A — Grupo lesado ndo tratado (GCL);

B — Grupo controle lesado e tratado (GLT); C- Grupo controle normal (GCN). Picrosirius e fastgreen . (barra =
100 um). Setas pontilhadas: fibras musculares, setas pretas:. tecido conjuntivo.
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Figura 9 — Andlise histolégica do tecido muscular com 15 dias apds lesdo. A — Grupo lesado e tratado (GLT); B
— Grupo lesado ndo tratado (GL); C- Grupo lesado e tratado (GCN). picrosirius e fastgreen (barra = 100 um).
Setas pontilhadas: fibras musculares, setas pretas: tecido conjuntivo.
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Figura 10— Médias das por centagens de colageno entr e os gr upos contr ole nor mais, controles lesados e
grupos lesado- tr atados.

GCNB8 — grupo controle normal sacrificado no 8° dia pds lesdo, GCN15 - grupo controle normal sacrificado no
15° dia pds lesdo, GCL8 - grupo controle lesado sacrificado no 8° dia pds lesdo, GCL 15 — grupo controle lesado
sacrificado no 15° dia p6s lesdo, GLT8- grupo lesado e tratado sacrificado no 8° dia pés lesdo, GLT15 — grupo
lesado e tratado sacrificado no 15° dia pds leséo.

Tabela 3 - Média e desvio padrdo da porcentagem de coladgeno para 0s grupos controles e

tratados sacrificados no 8° e 15° dias ap0s a lesdo.

GCN GCL GLT
8°dia 15° dia 8°dia 15° dia 8°dia 15° dia

Média 3105 3110 12537 20962 22312 29426

Desvio
padr &0 +0,80 +0,93 +1,55 +3,35 +1,55 +2,17

GCN —grupo controle normal, GCL — grupo controlelesado, GLT - grupo lesado e tratado



Tabela 4 — Andlise estatistica da porcentagem de colégeno entre os grupos controle, lesados e
lesados tratados.

GRUPOS MEDIAS P-VALUE
GCN8 3,125 0,00
GCL8 12,537
GCN8 3,125 0,00
GLTS8 22,312
GCL8 12,537 0,00
GLTS8 22,312
GCN15 3,112 0,00
GCL15 20,962
GCN15 3,112 0,00
GLT15 29,425

GCL15 20,962 0,00
GLT15 29,425

GCL8 12,537 0,00
GCL15 20,962

GLTS8 22,312 0,00
GLT15 29,425

GCN8 3,125 0,975
GCN15 3,112

GCNB8 — grupo controle normal sacrificado no 8° dia pés lesdo, GCN15 - grupo controle normal sacrificado no
15° dia pés lesdo, GCL8 - grupo controle lesado sacrificado no 8° dia p6s lesdo, GCL 15 - grupo controle
lesado sacrificado no 15° dia pés lesdo, GLT8- grupo lesado e tratado sacrificado no 8° dia pds lesdo, GLT15 —
grupo lesado e tratado sacrificado no 15° dia p6s|esdo. Nivel de significancia entre os gruposp<0.05.

Tabela 5 - Andlise da celularidade e neovascularizagdo em microscopia de luz e coloracéo
por HE. Resultado das médias dos grupos sacrificados no 8° dia pds lesdo. Grupo lesado nédo
tratado e Grupo lesado e tratado.

Meédiasentreosgrupos GL (Grupo lesado) e GLT (Grupo lesado e tratado)

GL xGLT GL (Grupo lesado) GLT (Grupo

8 dias lesado e tratado P <005
Média DP Média DP
Polimorfonucleados 2,25 0,70 2 0,53 0,20
M ononucleados 1,625 0,51 1,87 0,64 0,64
Fibroblastos 1.62 0,51 1,75 0,70 0,47
Neovascularizacao 1,25 0,46 15 0,75 0,43
Células %;antes 0,125 0,35 0,25 0,43 0,55

DP — Desvio padréo



Tabela 6 - Andlise da celularidade e neovascularizagdo em microscopia de luz e coloracéo
por HE. Resultado das médias dos grupos sacrificados no 15° dia pés lesdo. Grupo lesado ndo
tratado e Grupo lesado e tratado.

Médiasentre osgrupos GL (Grupolesado) e GLT (Grupo lesado e tratado)

GL xGLT GL (Grupo lesado) GLT (Grupo

15 dias lesado e tratado P<0,05
Média DP Média DP
Polimorfonucleados 2,125 0,64 1,875 0,64 0,10
M ononucleados 1,75 0,70 15 0,53 0,24
Fibroblastos 2 0,53 1,87 0,35 0,58
Neovascularizagdo 15 05 1,37 0,51 1,00
Células gigantes 0 0 0,125 0,35 0,33

DP — Desvio padréo

Tabela 7 - Andlise da celularidade e neovascularizacdo em microscopia de luz e coloracéo
por HE. Resultado das médias dos grupos sacrificados no 8° e 15° dias apos a lesdo — Grupos
lesados ndo tratados.

Meédiasentregrupos GL ( Grupo lesado)

GL x GL GL (Grupolesado) GL (Grupo lesado

8 dias 15 dias P<0,05
Média DP Meédia DP
Polimorfonucleados 2,25 0,70 2,125 0,64 0,71
M ononucleados 1,625 0,51 1,75 0,70 1,00
Fibroblastos 1.62 0,51 2 0,53 0,17
Neovascularizagéo 1,25 0,46 15 0,5 0,61
Céulas %;ant% 0,125 0,35 0 0 0,33

DP — Desvio padréo

Tabela 8- Andlise da celularidade e neovascularizagdo em microscopia de luz e coloracéo
por HE. Resultado das médias dos grupos sacrificados no 8° e 15° dias ap6s a lesdo — Grupos
lesados e tratados.

Meédiasentre osgruposGLT (Grupo lesado e tratado)

GLT xGLT GLT (Grupolesado e GLT (Grupolesado e

tratado) — 8 dias tratado) — 15 dias P<0,05
Média DP Média DP
Polimorfonucleados 2 0,53 1,875 0,64 0,27
M ononucleados 1,87 0,64 15 0,53 0,33
Fibroblastos 1,75 0,70 1,87 0,35 0,66
Neovascularizagao 15 0,75 1,37 0,51 0,70
Células gi_gantes 0,25 0,43 0,125 0,35 0,55

DP — Desvio padréo
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7. DISCUSSAO

A terapialaser € um dos recursos utilizados em tratamentos fisioterapéuticos aplicados
desde a superficie do organismo, como em casos de cicatrizagcdo de pele ao tratamento de
lesBes em tecidos profundos como o osso (BOURGUIGNON-FILHO et a, 2005). Apesar
disso, ainda ndo existem protocolos padronizados para essas diversas aplicagoes. Neste
trabalho foi utilizada a terapia laser de baixa poténcia no comprimento de onda de 785 nm.
Esta escolha baseouse em estudos realizados por Karu (2003), os quais mostram que 0s
comprimentos de onda com maior potencial para penetragdo, capazes de atravessar o tecido
epitelial, estéo entre 750nm a 800 nm, estando, portanto, o comprimento de 785 nm dentro da

faixa indicada como capaz de atingir a camada muscular.

Exisemn varios mecanismos para producdo de lesdo, como injecdes de miotoxina e
processos cirurgicos (LEFAUCHEUR; SEBILLE, 1995; MINAMOTO, 1999; NICOLAU,
2001; ABOU HALA, 2003). Neste trabalho optou-se por utilizar uma forma de producédo de
lesdo que se assemelhasse ao que ocorre na pratica de esportes bem como em atividades de
vida didria. Assim, foi utilizado o aparelho promotor de lesdo, o qual possibilita a realizacdo
de lesbes por meio de impacto. Ele se mostrou idea por ndo ser invasivo, com boa

reprodutibilidade e dessa forma, diminuiu os possivels vieses na producdo das |esdes.

O musculo gastrocnémio foi escolhido devido a suas dimensdes, localizac&o e por ser
de grande importancia na movimentacdo e manutencdo de postura. O tamanho do musculo e
sua localizacéo facilitaram a realizacéo da lesdo, aplicacdo da terapia laser e também todo o

procedimento de retirada do musculo para analise.



O tecido muscular adulto é capaz de se regenerar ap0s uma injuria gragas a células
mioprecursoras presentes entre as membrares celulares e basais (MAURO, 1961). Véarios
estudos mostram que essas células sofrem influéncia de terapias laser sendo estimulada sua
proliferacdo. Além das fibras musculares, o0 muasculo é também formado por tecido
conjuntivo, constituido principalmente de fibras colagenas, as quais formam estruturas que
envolvem o tecido muscular e sdo importantes para distribuir as forgas geradas pelas fibras
musculares e fixarem os musculos aos 0ssos. Apds uma lesdo, o colédgeno pode atuar no
processo de cicatrizagdo com 0 aumento de sua producdo. Esta cicatrizagdo por sua vez pode
ser desvantgjosa quando contribui para diminuir a capacidade funcional do tecido. Dessa
forma, € importante compreender o efeito da terapia laser sobre o colageno que envolve o

tecido muscular.

A literatura traz que a aplicagcdo da radiacdo laser durante a fase aguda diminui o
processo inflamatério (STAINKI, et al., 1998; SCHINDL, et a., 2000), dessa forma foi
decidido iniciar o protocolo de aplicacdo |ogo apos a lesdo seguida de trés aplicacoes em dias

alternados na dose de 4 Jcn? do laser de 785 nm.

A primeira aplicacdo de laser foi redlizada 2 horas apés a lesdo, com o objetivo de
observar os efeitos do laser na fase aguda e consequentemente nos primeiros estégios do

reparo muscular.

Neste trabalho foi observado que ndo houve ateragbes no numero de células

relacionadas ao processo inflamatdrio quando comparados os grupos de animais lesados néo
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submetidos a terapia laser com 0s grupos de animais tratados com laser de baixa poténcia.
Varios traba hos utilizando o laser As - Gatanto em lesdo muscular por miotoxina quanto em
culturade células, também demonstram o mesmo efeito (BOUMA et al., 1996; OLIVEIRA et

al., 1999).

Com relacdo a presenca de fibras colégeres, houve diferenca entre os grupos controle
e tratados. No 8° dia houve aumento da quantidade de fibras colagenas no grupo tratado em
relacdo ao grupo controle lesado ndo tratado e controle normal. No 15° dia também ocorre o
aumento da deposicao de colageno no grupo tratado com laser em relacdo aos grupos controle
lesado né&o tratado e controle normal. Em ambos os casos houve diferenca estatisticamente

significante com prevaléncia de fibras colagenas nos grupos tratados.

Quando comparamos 0s grupos tratados no 8° e 15° dias, houve diferenca
estatisticamente significante com prevaléncia de colageno no 15° dia. Quando analisamos
somente 0s grupos lesados e ndo tratados, ocorre 0 mesmo, com prevaléncia de coldgeno na

fase tardia do processo de reparagdo muscular.

A utilizacdo de terapia laser 904 nm na dose de 4 Jcnt promoveu a deposicdo de
colageno em tenddes de ratos submetidos a tenotomia do tend&o calcaneo, tanto na fase inicial
quanto tardia da lesdo (TAVARES et al., 2005). No presente trabalho, a dose de 4 Jcn? de
laser de 785nm utilizada, também promoveu a deposicdo do colageno tanto na fase inicial
guanto tardia da lesdo, visto que, ha comparagdo entre as quantidades de colageno nos grupos
tratados e lesados ndo tratados houve a prevaéncia do colageno tanto no 8° e 15° dias apos a

lesdo nos grupos submetidos a terapia laser.



A radiacéo laser pode atuar tanto sobre a proliferacéo de fibroblastos quanto sobre a
producdo de colageno (KARU et a.,1995; FISCHER et al., 2000; SCHIND et al., 2000;
AMARAL et a., 2001; PEREIRA et al., 2002). Em nosso estudo, foi observado que aterapia
proposta ndo surtiu efeito sobre a proliferacdo s fibroblastos, portanto, sugere-se que o
aumento da sintese do coldgeno foi desencadeado pelos fibroblastos presentes no local da
lesdo.

Estudos realizados por Reddy e colaboradores (1998) mostram que a terapia laser
estimula a producdo de colageno em tenddo lesionado por cirurgia. Andlises bioquimicas
revelaram que a quantidade de ligages cruzadas entre as fibras colédgenas do grupo tratado
era semelhante ao grupo controle indicando que a terapia laser atua de maneira a acelerar a

renovacdo do colageno.

Segundo Schindl et al. (2000) e Pereira et al. (2002), o efeito cicatrizante do laser € em
grande parte explicado pela sua capacidade de aumentar a sintese de colageno, atuando como
mecanismo de exportacdo do colédgeno para o0 meio extracelular. Em estudos in vitro
revelaram que a aplicacdo do laser pode aumentar em 50% os fibroblastos em tecidos
humanos (AMARAL et d., 2001). A radiagcdo a laser nos fibroblastos causa um aumento
direto na producéo do procolageno, sendo isto em parte explicado pela ateracdo nos niveis
sintetizados de RNAm, induzidos pelo laser de baixa intensidade (SKINNER et a., 1996;

YAMAMOTO et a., 1996).

Quando uma terapia laser € gplicada, pode-se obter efeitos tanto estimulatérios quanto
inibitérios sobre a proliferacdo celular ou ativagdo de seu metabolismo. A lei de Arndt-

Schultz indica que existem densidades que ndo alteram a resposta bioldgica, doses que
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estimulam e doses que inibem a resposta (SOMMER et d., 2001). Estudos in vitro utilizando
laser de 904 nm mostraram que a irradiacdo de 3 a4 Jcnt promove o aumento do nimero de
fibroblastos e que a dose de 5 Jen? ndo surtiu efeitos sobre o crescimento celular
(PEREIRA, et d., 2002). Ja Schindl e colaboradores (2000) encontraram que em cultura de
fibroblastos doses acima de 10 Jcn? inibem a producéo de coldgeno. A dose de 4 Jcm?
escolhida neste estudo foi utilizada na expectativa de abordar sua eficiéncia no rearranjo do

colageno e eficacia quanto ao parametro biomodul ador sobre fibras colagenas.

Skinmer e colaboradores (1996) encontraram que a radiacdo laser de 904 nm em
cultura de fibroblastos aumentou a sintese de colageno e ndo alterou o nimero de células,
resultado também demonstrado em nosso experimento com o laser de 785nm. Eles
encontraram também que a sintese de colégeno foi maior quando foram feitas aplicacdes por
mais de quatro dias. Pogrel e colaboradores (1997) ao utilizarem radiacéo laser de 830 nm,
com diferentes doses e tempos de aplicacdo, em cultura de fibroblastos e encontraram que ndo
houve estimulo a proliferacéo, migracdo e adesdo de fibroblastos. Outros trabalhos utilizando
0 mesmo comprimento de onda mostraram que este atua sobre o processo de cicatrizagao
acelerando suas fases, abreviando a fase de exudacdo e acelerando a fase de reparacéo, e
ainda, diminuindo o edema, melhorando o tecido de granulagdo nas lesdes, estimulando a
proliferacdo de fibroblastos e miofibrosblastos e deste modo aumentando a deposicéo
organizada de colégeno, além de estimular a formacdo de reticulo endoplasmatico, de

mitocondrias e de miofibrilas (MEDRADO et a., 2003; PUGLIESE et al., 2003).

Outro trabaho utilizando comprimentos de onda de 635 nm e 780 nm, préximos ao
utilizado neste trabalho mostrou néo haver efeito sobre o crescimento do colageno. E ainda o

laser a3-4 Jem? tem intenso efeito sobre o crescimento do colageno (PEREIRA et al., 2002).
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De acordo com Letho et a. (1985), a producéo de colageno em musculo lesionado
inicia-se dois dias ap0s a lesdo e é mais intensa entre os 5° e 21° dias e diminui logo ap6s. No
presente trabalho estudo observouse que no 8° e 15° dia ainda havia producdo de colageno.
Como ndo foi observada a proliferacdo de fibroblastos, sugere-se que a irradiacéo laser

estimulou a sintese de colégeno.

Amard et al. (2001), avaliaram o efeito do laser HeNe com comprimento de onda de
632.8 nm e poténcia de 2,6 mW, com doses 2.6, 8,4 e 25 Jcnt aplicados durante cinco dias
consecutivos, sobre a pele do masculo tibial anterior lesado , e constataram que somente a

dose de 2.6 Jcnt proporcionou aumento da fibra muscular e densidade mitocondrial.

A recuperacdo muscular pode ocorrer também pelo reparo do tecido muscular por
meio do preenchimento da area de lesdo por células miogénicas as quais irdo recuperar afibra
lesada ou pela formagdo de nova fibra muscular a partir de células mio-precursoras (ROTH;
ORUN, 1985). Neste trabaho ndo foram observadas alteracbes no tamanho da fibra, na
posicdo do nucleo que pudessem indicar a regeneracdo0 muscular tanto no grupo tratado
guanto no controle. Oliveira e colaboradores (1999), em seus estudos sobre o efeito do laser
AsGa (904 nm) com doses de 3 e 10 Jent na regeneracé de musculo esquelético lesado com
miotoxina observaram também que ambas as doses ndo promoviam efeitos sobre 0 processo

de regeneracdo muscular.

Sabemos que entre as principais funcbes do colageno no tecido muscular estéd a
transmissdo da forca produzida pelos feixes de miofibrilas para todo o tecido muscular, serve

de passagem para vasos e hervos e também atua na limitagcdo da elasticidade. A organizacdo



do colageno no musculo sadio ou lesionado € de suma importancia para a funcionalidade
muscular, podendo o excesso aliado a desorganizacdo causar barreiras mecanicas gque inibem
afuncéo e/ou regeneracéo muscular.

No campo da fisioterapia, a reabilitacdo com sucesso depende do retorno da
funcionalidade do musculo acometido, Vvéarios protocolos de tratamentos sdo empregados com
0 objetivo de promover uma restauracdo tecidual rapida, mas sem alteracéo nas atividades
normais. A terapia laser € um método muito usado dentro dos mais variados protocolos
empregados, e 0 que se tem visto € que a terapia laser, apesar de muito estudada, ainda gera

controvérsias e duvidas sobre seu efeito na cicatrizacdo do tecido muscular.



8. CONCLUSAO

Segundo a metodologia utilizada para andlise, a terapia laser terapia laser de baixa poténcia
com laser Al-Ga-As com comprimento de onda de 785 nm com poténcia de 4 Jcm? aplicado

logo apos a lesdo seguida de quatro aplicacdes em dias aternados indicou que:

- Houve aumento estatisticamente significativo de colageno no musculo tratado com
laser, porém, sem o aumento do nimero de fibroblastos, sugerindo que a terapia

promove 0 aumento da sintese de colageno.

- Este procedimento terapéutico ndo aterou a resposta inflamatéria quanto ao nimero

de polimorfonucleares e células mononucleadas no tecido lesado.

- Sugere-se que segjam feitas investigacOes, através de testes biomecanicos, no sentido
de descobrir se 0 aumento na deposicdo do coldgeno promovida pelo laser promove

alguma limitacdo na elasticidade muscular.
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Certificamos que o Protocolo n.° L098/2005/CEP, intitulado “Efeito
da irradiacdo laser de baixa poténcia Arsenieto de Gdlio Aluminio (AsGaAl)
785 nm sobre a cicatrizacdo de lesdo muscular: estudo experimental”, sob a
responsabilidade do Prof. Dr. Newton Soares da Silva, estd de acordo com os
Principios Eticos na Experimentagdo Animal (COBEA/Junho de 1991) e segue
as Normas Para a Pratica Didatico-Cientifica da Vivissecgdo de Animais (Lei
6638 de 08/05/1979) sendo, portanto, aprovade por esta Comissdo de Etica em
Pesquisa.

Informamos que o pesquisador responsavel por este Protocolo de

Pesquisa deverd apresentar a este Comité de Etica um relatorio das atividades

desenvolvidas no periodo de 12 meses a contar da data de sua aprovacio.

Sdo José dos Campos, 17 de junho de 2005.

W
PROF. DR. LANDULFOSILVEIRA JUNIOR
Presidente do Comité de Etica em Pesquisa da UNIVAP

Av. Shishima Hifumi, 2911 - URBANOVA — CEP. 12.244-000 -~ PABX ¢12)3947.1121 - FAX.(12) 3947.1149 - Caixa Postal 82 - § J.Campos-SP
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Andlise da celularidade e neovascularizacdo em microscopia de luz e coloracéo por HE do
tecido muscular de ratos submetidos a lesdo e ndo tratados, sacrificados no 8° dia pos lesdo.

Grupo controlelesado/ 8° dia pés leséo

Animal 1 2 3 4 5 6 7 8
Polimorfonucleados  +++ ++ ++ + o+ ++ ++ +++
M ononucleados ++ ++ ++ ++ + + ++ +

Fibroblastos + ++ ++ + ++ ++ ++ +
Neovascularizagéo + + + + ++ ++ + +
Céulas @antes - - - - - + - ;

Andlise da celularidade e neovascularizagdo em microscopia de luz e coloragdo por HE do
tecido muscular de ratos submetidos a lesdo e ndo tratados, sacrificados no 15° dia p6s leséo.

Grupo controle lesado/ 15° dia pos lesdo

Animal 1 2 3 4 5 6 7 8
Polimorfonucleados  ++ ++ +++ ++ +++ + ++ ++
Mononucleados + ++ +++ ++ + ++ + +
Fibroblastos +++ ++ ++ ++ ++ + ++ ++
Neovascularizagéo ++ ++ ++ + + + + ¥

Células gigantes - - - - - - - -

Andlise da celularidade e neovascularizacdo em microscopia de luz e coloracéo por HE do
tecido muscular de ratos submetidos a leséo e tratados, sacrificados no 8° dia pos leso.

Grupo lesado tratado/ 8° dia pds lesdo

Animal 1 2 3 4 5 6 7 8
Polimorfonucleados ~ + ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
Mononucleados + ++ ++ ++ + ++ + +
Fibroblastos + ++ ++ + AN ++ ++ +
Neovascularizagao ++ + + + ++ + o+ +
Céulas gi_gantes - - + - - - + -

Andlise da celularidade e neovascularizagdo em microscopia de luz e coloracéo por HE do
tecido muscular de ratos submetidos a lesdo e tratados, sacrificados no 15° dia pos lesdo.

Grupo lesado tratado/ 15° dia pos leséo

Animal 1 2 3 4 5 6 7 8
Polimorfonucleados + ++ ++ + ++ + ++ ++
M ononucleados + ++ + ++ + + + +
Fibroblastos ++ ++ ++ + ++ ++ ++ ++
Neovascularizagao ++ + + + + ++ ++ +

Células gﬁ;ant&s - - + - - - R -






