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RESUMO

O musculo ¢ um tecido biolégico que possui plasticidade, sofrendo remodelamento
frente a diversos estimulos. Também ¢é o mais afetado por atividades do esporte e
traumas, assim sendo a répida recuperacdo deste tecido com a manutencdo de suas
propriedades mecanicas ¢ importante para o individuo. Vérios estudos indicam a
eficiéncia do laser para a modulacdo da resposta inflamatoria em tecidos da pele,
tenddes, musculos e ossos. O objetivo deste trabalho foi detectar quantitativa e
qualitativamente os efeitos da radia¢do a laser de 785 nm no reparo do musculo
gastrocnémio pés-trauma mecanico. Foram utilizados 48 ratos da linhagem Wistar, que
tiveram seus musculos gastrocnémios lesados por meio de um impacto promovido pela
queda de um pino de impacto sobre o musculo denominado Aparelho Promotor de
Trauma Mecanico. Foram divididos aleatoriamente em trés grupos: Grupo Controle
(GCN), Grupo Lesado (GCL) e Grupo Lesado e Tratado (GLT), todos contendo 16
animais. O grupo GLT recebeu radiagdo de laserterapia do tipo pontual de contato com
10Jem?no 1, 3, 5 e 7 dia. O grupo GL ndo recebeu a terapia laser, mas foi realizado
efeito placebo utilizando o laser desligado. O Grupo GC ndo foi submetido ao trauma
nem a terapia /aser. Analises histomorfométrica foram realizadas no oitavo e décimo
quinto dia apds a lesdo. As andlises morfométricas indicaram que a terapia a laser
melhorou a distribuicdo do coldgeno no musculo, as analises histologicas mostraram
que ndo houve alteragdes no processo inflamatorio; quanto ao numero de
polimorfonucleares, fibroblastos, macréfagos e monocitos e nas células musculares em
relacdo aos grupos controle. Portanto, concluiu-se que doses de 10/cm® de Al-Ga-As do
laser de 785 nm nao promoveram mudangas no processo inflamatorio, mas melhoraram
a distribui¢do das fibras colagenas entre as fibras musculares. O conhecimento de seus
efeitos vem contribuir com a Fisioterapia oferecendo ao profissional uma alternativa de
terapia que amenize ou evite a perda de fibras musculares ¢ mudangas no tecido
conjuntivo que altere a plasticidade muscular.

Palavras chave: Lesdo, Musculo, Colageno, Laser 785 nm, inflamagao, histologia



ABSTRACT

The muscle is a biological tissue that possesses plasticity, suffering a remodelling when
under the influence of several stimulations. It is also the most affected by traumas and
activities related to sports, in a way that a fast recovery of this tissue, maintaining its
mechanical proprieties, is important to an individual. Many studies indicate the
eficiency of laser to the modulation of the inflammatory response in skin tissues,
tendons, muscles and bones. The goal of this study was to detect, concerning quantity
and quality, the effects of the Al-Ga-As laser radiation on the repairing of the
gastrocnemius muscle after a mechanical trauma. 48 mice of the Wistar lineage were
used, having their gastrocnemius muscles injured due to an impact occasioned by a
mechanical trauma-causing device. They were randomly divided in three groups:
Control Group (CGN), Injured Group (GCL), and Injured and Treated Group (GLT), all
containing 16 animals. The ITG received lasertherapy irradiation in puntual form with a
10 J/cm2 intensity on the first, third, fifth and seventh days. The CGN didn’t receive the
lasertherapy, but a placebo effect was conducted using the Al-Ga-As laser switched off.
The CGN wasn’t subjected neither to the trauma nor to the lasertherapy.
Histomorfometric analysis were held on the eighth and fifteenth days after the injury.
The morfometric analysis indicated that the laser therapy improved the collagen tissue’s
distribution in the muscle, the histologic analysis showed that there were no alterations
in the inflammatory process regarding the number of polymorphonuclear cells,
fibroblasts, macrophages and monocytes and in the muscular cells in comparison with
the control groups. As a consequence, it’s possible to conclude that 10/cm2 doses of Al-
Ga-As of the 785 nm laser didn’t cause changes in the inflammatory process, but
improved the collagen fibers ditribution among muscular fibers. Therefore the
knowlwdge of its effects comes as contribution to Physiotherapy offering to the
professional an alternative therapy that dicreases or even avoids the loss of muscular
fibers, as well as dicreases or even avoids changes in the conjunctive tissue that alter
the muscular plasticity.

Key-Words: Injury, Muscle, Collagen, Laser 785 nm, histology, inflamation



SUMARIO

1. INTRODUGAO ... 1
L11. ODbBJEtiVO ZETal .eveeeiieiiieiiicieeceeeee ettt ettt s ebeeaee e 4
1.1.2. ODbjetivos €SPECTTICOS .....evuieririiiriiiiieiieitete ettt 4

2.0 LASER COMO RECURSO TERAPEUTICO ..o 5

2.1. Definica0 E HISTOTICO ....uviiiieiiiiic ettt et 6
2.2. Caracteristicas DO LaSeT.......cc.ccccuiiiriiieiiie ettt 6
2.3. Efeitos Do Laser De Baixa POt&€Nncia ........c.cccveeviieiiieeiieiiceiieiece e 7
2.4. O Laser Na Lesao MUSCUIAT ..........ccoviiiiiiiecieccciee e e 10
2.5. O Laser E O COlAZENO0.......c.coouiiiiieiieiieeieeciie ettt ettt ssae e enae e 12
2.6. O Laser Arseneto De Gélio E Aluminio (Al-Ga-AsS) .....ccceeveeviieiieniienieiiieee 13
3. O TECIDO MUSCULAR ..ottt ettt sve et e siseesee e 15
3.1, A EStrutura MUSCUIAT .......ooeviiiieiiieciieceece e 16
3.2. COlAZENO0 MUSCUIAT......c..iiiiieiieiiteieeeie ettt ettt et et et e e enes 17
3.3, LeSA0 MUSCUIAT ....eeiiiiieiiie ettt et e e nr e eaaeeenes 19
4. MATERIAL E METODOS .....ovoumiiiiiiaeireieeesesesss st ssesss s sseens 26
4.1. Animais De EXperimentacao .........cccccuireriieeiiieeniiieeiieeeieeeeieeesieeesieeesveessevee e 27
4.2. Grupos EXPErimentais ........ceeoueerieiiiieniieeiieriie ettt ettt et ste e 27
4.3. MecaniSmo DE LeSA0 ....cccueiiriiiiiiieiiiie ettt ettt 28
4.4. Equipamento Promotor De LesA0 .......ccccuieiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeetee e 28
4.5. EQuIpamento De Laser ........ccoviiiiiiiieiiieiiecieesiie ettt ens 29
4.6. Terapia Com Laser De Baixa Potencia ..........cccccveeeiiiiiiiieniiieciee e 30
4.7. Coleta De Material .......c.ccoiieiieiiiiiiieiiecie ettt e e 31
4.8. ANAlISE HiStOIOZICA ....veieeiieeiiie ettt ettt et e sae e e veeeeaeeenseeenes 32
4.9. Coloragao Por Vermelho PiCrOSITIUS ..........cccvieeiiiieeiieeeiie et 33
4.10. ANALISE EStAtSHCA. ... .vveeeeeeeeeeeeeeeeee e ee e, 33
4.11. Analise De IMagem .......cccuieuiiiiiiiieeiieiieeeeeee ettt ens 33
S.RESULTADOS ...ttt ettt ettt ettt e be e ta e e teesaseesbeessaeensaessaeenns 34
5.1. Caracterizacdo Por Microscopia Da Lesao Utilizada No Estudo............c............ 35
5.2. Caracterizagdo Macroscopica Do Musculo LESADO .........ccccoccieviieiieniieneenee. 35

5.3. Caracterizagdo do processo inflamatorio dos musculos tratados .........c...ccceue..e. 35



5.4. Aspectos Morfologicos Das Fibras Musculares 8 Dias Apos A Lesao................ 36

5.5. Aspectos Morfologicos Das Fibras Musculares 15 Dias Apos A Lesdo.............. 36
5.6. Analise Morfométrica Do Colageno 8 Dias Apos A LesA0 ......ccceevvveveveeveennnennee. 37
5.7. Andlise Morfométrica DO Colageno 15 Dias ApOs A LeSa0 ....c.ccecuvvvenueeeennnene 37
6. DISCUSSAQ ...ttt 44
9. CONCLUSAD ......rvuiiniireieeiesie ettt 48

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..o 50



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Equipamento promotor de trauma mecanico (PTM)........ccccecvevieviencnnnnnen. 29

Figura 2 — Equipamento Laser Physiolux Dual da Bioset — Al-Ga-As com comprimento

de 0Nda de 785 MM ..eeueiiiiiiiiee ettt ettt ettt et saeeea 30
Figura 3 — Técnica de aplicacdo do laser Al-Ga-As 785 nm sobre o musculo
GASITOCTICIINIO. ...eeeuevreeirieeeeeeetteeeetteeeeteessteeenseeesnsaeeansseeanseeeansseeanssesasseaensseeennseesnsseesnnseenn 31
Figura 4 — Técnica cirurgica para retirada do musculo gastrocnémio. ..........cccccveeeneen. 31

Figura 5 - Corte transversal do musculo gastrocnémio corado com HE, 24 horas apos a
LESAO. .ttt eae 36
Figura 6 — Cortes transversais do musculo gastrocnémio, corado com HE, 8 dias apos a
lesao causada POT TMPACLO ...c.vveeeeiieeiiieeiieeeiee ettt e e sae e e teeesebeeessaeeesseeenseens 38
Figura 7 — Cortes transversais do musculo gastrocnémio, corado com HE, 15 dias apds
a 1es30 causada POT TMPACLO......eeeuiieiieiiieiieeieeite ettt ettt ettt ebeestaeebeesereeseesneaens 38
Figura 8 — Cortes transversais do musculo gastrocnémio, corado com sirus red e fast
green, 8 dias apos a lesdo causada POr IMPACLO ......eecvveeevireeiiieeeiieeeiee e erveeeereeeeaeas 39
Figura 9 - Cortes transversais do musculo gastrocnémio, corado com sirus red e fast
green, 15 dias apos a lesdo causada por IMPACLO ......cevueerveeriiiiiiieiieeiieeie e 40
Figura 10 - Porcentagem de colageno entre os grupos controle (lesados) e lesados /

TLATAAOS oottt ettt e e e e e e e et ee e e e et et ————————eeee et aa——————————toannn—————aaeeronns 41



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Divisao dos animais em grupos e cronograma de sacrificio. ............cc.c....... 27
Tabela 2 — Protocolo de radiacdo com laser de As-Ga-Al..........ccooveeieeiiiiiieiiiieeeeen. 30
Tabela 3 - Calculo da média e do desvio padrdo para os grupos GC, GL ¢ GLT nos 8° e
15° @POS L€SF0. .. .evivieeeiieteieeeteet ettt ettt ettt ettt ettt ettt ne ettt teeae s eneas 42
Tabela 4 — Analise histomorfometrica da porcentagem de colageno entre os grupos

grupos controle, lesados € tratados. ........c.eeeviieeiiieeiiieee e 43



LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

ADM - Amplitude de Movimento

ADP — Adenosina Difosfato

Al-Ga-As — Arseneto de Galio Aluminio
AMP - Adenosina Monofosfato

Anilab — Animais de Laboratério de Paulinia
Ga-As — Arseneto de Gélio

ATP — Adenosina Trifosfato

FGF - Fator de Crescimento de Fibroblastos
cm — Centimetro

cm? — Centimetro Quadrado

CO2 - Didxido de carbono

DE — Densidade de Energia

DNA — Acido Desoxirribonucléico

DP — Densidade de Poténcia

FHC - Fator de Crescimento Hepaticos

g — grama

GCL - grupo controle lesado

GCN - grupo controle normal

GLT - grupo lesado tratato

HeNe — Hélio Neonio

HILT — Hight Intensity Laser Therapy

Hz — Hertz

IGF1 — Fator de Crescimento Semelhante a Insulina
J/em? — Joules por Centimetro Quadrado
LAP — Laser de Alta Poténcia

LBP — Laser de Baixa Poténcia

LDH — Lactatodesidrogenase

LEA - Laboratério de Experimentagdo Animal
LIF — Fator Inibidor de Leucemia

LLLT — Low Level Laser Therapy



mg/kg — Miligrama por kilograma

mL — Mililitro

mmol/L — Milimol por litro

ms — Milisegundos

mW — Miliwatts

N2 - Nitrogénio

nm — Nanometros

°C — Graus Celsius

pH — Potencial Hidrogenionico

PSR — Pricosirius red

PTM - Promotor de Trauma Mecanico
RNA — Acido Ribonucléico

RNAm — Acido Ribonucleico Mensageiro
s — Segundos

TLBP — Terapia Laser de Baixa Poténcia
U/L — Unidades por Litro

UFU — Universidade Federal de Uberlandia
V — Volts

W — Watts

W/em? — Watts por centimetro quadrado

pm — Micrometro



1. INTRODUCAO



A perspectiva para a utilizagdo do laser de baixa poténcia como forma
terapéutica tem sido investigada desde a década de 60. Os estudos realizados mostram
que esta forma de radiagdo pode estimular processos biologicos, em especial, os
processos de reparo tecidual (MESTER et al. 1969).

Dentre os tecidos biologicos, o musculo ¢ o mais plastico, ou seja, capaz de se
remodelar frente a estimulos como atividade fisica, condi¢des de nutri¢do, inervagao,
eletroestimulagdo, imobilizagdo e alteragdes de condicdo hormonais (ROSE;
ROTHSTEIN, 1982).

O musculo esquelético ¢ também o mais afetado por atividades esportivas e
traumas decorrentes de atividades da vida didria. A rdpida recuperacao deste tecido
mantendo suas propriedades mecanicas e desempenho ¢ importante para o individuo
lesado em especial para atletas que necessitam de sua maxima eficiéncia durante as
competigdes.

Essas lesdes muitas vezes exigem longo tempo de imobilizacdo e uso de
antiinflamatérios que podem provocar o aumento no numero de fibras coldgenas bem
como alteragdes em sua orientacdo espacial e diminuicdo da quantidade de fibras
musculares, as quais contribuem para mudangas das fungdes propriedades biomecanicas
do musculo (WILLIAMS; GODSPINK, 1984; TIBARY et al; 1972; WILLIAN;
GODSPINK, 1984; JARVINEN et al., 2002)

As intervengdes fisioterapéuticas procuram amenizar estes efeitos adversos
como diminuir o tempo de imobilizacdo, estimulo de movimentos controlados e
aplicagdes de terapias que atuando na diminui¢do do processo inflamatério e que
estimulam o reparo do tecido muscular com a manutengdo de suas caracteristicas
funcionais.

A terapia laser de baixa poténcia representa uma das alternativas para o
tratamento de diversas lesoes. Ela pode apresentar efeitos tanto inibitorios quanto
estimulatdrios, por isso, o termo biomodulador ¢ utilizado para citar seus efeitos sobre
os tecidos biologios. No entanto, existe a necessidade de se realizar estudos bem
controlados para o desenvolvimento e padronizacdo desta modalidade terapéutica. Por
exemplo, a eficacia da terapia depende de parametros como o tempo, a dose, o
comprimento de onda e freqiiéncia da radiacdo utilizada. A alteragcdo destes parametros

pode produzir efeitos diferentes em um mesmo tecido (SOTELO et al., 1996; ANDERS



et al., 1993; LAAKSO et al., 1993; KARU et al., 1995 ; SCHINDL et al., 2000;
PEREIRA et al., 2002, AMARAL et al., 2001; ).

Apesar de varios estudos indicarem o efeito biomodulador sobre o colageno,
tanto in vivo quanto in vitro, ndo hé estudos mostrando seus efeitos sobre o colageno
presente no tecido muscular esquelético. O presente trabalho propde avaliar o efeito da
terapia utilizando o laser Al-Ga-As de 785nm sobre processo inflamatorio e o colageno
do musculo gastrocnémio de rato lesionado por impacto. O modelo proposto ¢ utilizar
uma forma de lesdo que simule impactos sofridos pelos musculos ao se chocar contra
um obstaculo. Além disso, é proposto iniciar a terapia laser logo apos a lesdo para

verificar seu efeito durante a fase aguda.



1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo geral

Investigar os efeitos de 4 aplicagdes de 10 J/em® de laser de 785 nm, em dias
alternados e iniciados 2 horas apds a lesao sobre o processo inflamatério e fibras do
tecido conjuntivo no musculo esquelético de ratos submetidos & lesdo por trauma
mecanico.

1.1.2 Objetivos especificos

Analisar o efeito da terapia laser sobre a distribui¢ao e quantidade do colageno

sobre o musculo lesionado por meio de estudos histomorfométricos;

Avaliar o efeito da terapia laser proposta sobre a evolucao do processo

inflamatorio no musculo lesionado por meio de estudos histologicos.



2. 0 LASER COMO RECURSO TERAPEUTICO



2.1 DEFINICAO E HISTORICO

O termo laser ¢ um acronimo para Lihgt Amplification by Stimulated Emission
of Radiation cujo significado ¢ amplificacdo da luz por emissdo estimulada de radiacao.
Os principios que delinearam a geracao deste tipo de luz foram desenvolvidos por
Albert Einstein ¢ Maiman, na década de 60 produziu o primeiro feixe de luz laser, e
baseada em seus estudos surgiram varios aparelhos. Nesta mesma época, o hungaro
André Mester iniciou trabalhos com o laser se difundindo rapidamente para a Unido

Soviética e Europa (MAIMAN, 1960; MESTER, et al. 1969).

A radiacdo laser ¢ uma onda eletromagnética constituida por um feixe de fotons
coerentes ¢ de mesma freqiiéncia. Para a producdo do laser ¢ necessaria a energia - de
fonte elétrica - e substancias gasosas, tais como o Hélio e Nednio, ou semicondutores,
como o Arseneto de Galio ou Arseneto de Galio e Aluminio, levando assim a produgao
de um feixe de luz, que pode ser visivel ou ndo, dependendo do comprimento de onda

(LEHMANN; LATEUR, 1994; KARU et al., 1995; BAXTER, 1998).

A adaptagdo do laser como recurso terapéutico ocorreu apds 1965, sendo
amplamente aplicado nas areas biomédicas como recurso cirargico e clinico (COLLS,

1988).

2.2 CARACTERISTICAS DO LASER

O laser terapéutico possui trés caracteristicas: a primeira € a
monocromaticidade, a qual relata que a maior parte da radiagdo agrupa-se em torno de
um Unico comprimento de onda com amplitude limitada, onde o comprimento de onda
determina quais biomoléculas absorverao a radiacao e, portanto os efeitos terapéuticos
especificos. A segunda caracteristica ¢ a colimacio ou unidirecionalidade, onde os

raios de luz ou fétons promovem pouca, ou nenhuma divergéncia da radiagdo emitida ao



longo da distancia percorrida através dos tecidos. E por ultimo a coeréncia espacial e

temporal (BAXTER, 1998; SCHINDL et al., 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, ndo obstante a luz ¢
absorvida em tecidos superficiais e profundos gerando alteragdes metabolicas celulares

(HACZEKI; TAMURA 1989).

A possibilidade de estimulagdo em pequenos pontos ¢ a emissao de altas
densidades de energia fazem do laser um instrumento de grande aplicabilidade nas
areas da satde, tanto no diagndstico como no tratamento (BRUGNERA; PINHEIRO,
1998).

A aplicagdo do laser na medicina pode ser classificada em cirdrgica, com alta
poténcia, destinada a remogdo, corte e coagulacdo de tecidos, e ndo cirdrgica com
baixa poténcia, sendo este largamente utilizado como estimulador tecidual e cicatrizante
pelos varios profissionais da sauide (BRUGNERA; PINHEIRO, 1998; SCHINDL et al.,
2000; PEREIRA et al., 2002).

Outra caracteristica do laser de baixa poténcia ¢ a capacidade de gerar efeitos
sist€émicos mesmo quando aplicado em um s6 local do corpo, ou seja, promove efeito
metabolico no hemicorpo contralateral ao lado irradiado (MESTER; MESTER, 1989;
POGREL et al., 1997).

2.3 EFEITOS DO LASER DE BAIXA POTENCIA

O laser terapéutico induz as alteragdes atérmicas nos tecidos estimulados e
interage com os mesmos distribuindo sua radiagdo enquanto transita nos tecidos, por

causa da variabilidade nos indices refrativos dos tecidos, provocam alargamento



espacial do feixe e perda de coeréncia. O laser ¢ capaz de estimular tecidos especificos,

devido a funcao fotorreguladora das células organicas (GUIRRO; GUIRRO, 2002).

Segundo Karu et al. (1995) e Pogrel et al. (1997), existem fotorreceptores
celulares, sensiveis a determinados comprimentos de onda, que ao absorverem fotons
desencadeiam reagdes quimicas, desta forma aceleram, em curto prazo, a sintese de
ATP (glicolitica e por oxidacdo fosforilativa) e, em longo prazo, pela transcri¢do e

replicagdo do DNA (REDDY et al., 1998; SCHINDL et al., 2000).

O laser, de modo geral, modula varios processos biologicos, aumentando a
atividade mitocondrial, a sintese de ATP (adenosina trifosfato) e o consumo de
oxigénio, facilitando a cicatrizagdo tecidual, promovendo a angiogénese e a regeneragao
em varios tecidos (KARU et al., 1995; BEN-DOV et al., 1999; SHEFER et al., 2002;
SHEFER et al., 2003).

O efeito da terapia laser sobre tecidos bioldgicos depende de véarios fatores.
Segundo Karu e colaboradores (1995), por exemplo, os comprimentos de onda de 415
nm, 602 nm, 633 nm, 650 nm e 725 nm sao eficientes para aumentar a producao de
energia celular, enquanto que com o comprimento de onda de 477 nm, 511 nm e 577
nm, ndo influenciam este processo. Além disso, a fase do ciclo celular da célula
irradiada, a dose, o comprimento de onda e a freqliéncia da radiacdo utilizada também
interferem no efeito da terapia (KARU et al., 1995; SCHINDL et al., 2000, AMARAL
et al.,2001; PEREIRA et al., 2002).

Outros efeitos bioquimicos sdo as liberagdes de substancias pré-formadas, como
histaminas, serotonina e bradicinina, ¢ modificagdes das reagdes enzimadticas, que
proporcionam alteragdes estimulantes ou inibitorias as enzimas, como inibicdo de

prostaglandina e lise de fibrina (BORGES et al., 1996; SCHINDL et al., 2000).

O efeito bioelétrico ¢ explicado pela produgdao de ATP (adenosina trifosfato) e

mobilidade i6nica, levando a potencializacdo da bomba de sodio e potassio e o efeito



bioestimulante no qual ocorre a normalizagdo do contingente energético do individuo

(GUIRRO; GUIRRO, 2002).

As radiagdes por laser Ga-As invisivel a olho nu ou He-Ne ,- visivel a olho nu,-
possuem efeito anti-inflamatdrio, analgésico, estimulante celular e modulador do tecido
conjuntivo na regeneracao e na cicatrizagao de diferentes tecidos (STAINKI et al.,

1998).

Segundo Freitas e Baranauskas (2000) e Schindl et al. (2000), o efeito
analgésico ¢ devido a redugdo da inflamagao, a reabsor¢ao de exsudatos, eliminagao de
substancias aldgenas e estimulo a microcirculagdo, a interferéncia na mensagem
elétrica, através da manutencdo do potencial de membrana, estimulo na libera¢do de
beta endorfinas, redu¢do na sintese de prostaglandinas, alterando no metabolismo das
serotoninas, € mantendo o equilibrio energético no local da lesao através da manutengdo

da permeabilidade normal de vénulas e arteriolas.

Cotran e Robbins (2000), Freitas e Baranauskas (2000) citam que o efeito
antiinflamatério € devido a interferéncia na sintese de prostaglandinas e ao efeito
microcirculatdrio 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 microcirculagdo, o qual favorece melhores condi¢cdes de drenagem do plasma

e pela acdo 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 resultado estimulante deve ter intensidade entre 0.5 J/cm? e 4.0 J/cm?, sendo que
doses acima disto produzem efeito bio-inibitorio, causando danos fotodinamicos. O
mesmo autor cita, ainda, que a freqiiéncia de tratamento deva ser de trés vezes por

semana, podendo variar de acordo com a lesdo a ser tratada. Relata também que a
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estimulagdo tem seus maiores efeitos em casos em que a proliferagdo e regeneracao

celular sdo baixas, como no caso dos musculos.

Guirro e Guirro (2002) descreveram um esquema orientador, no qual o efeito
analgésico ¢ atingido de 2 a 4 J/cm?, o efeito antiinflamatorio e circulatério de 1 a 3

J/em?, e o efeito cicatrizante de 3 a 6 J/cm?.

2.4 O LASER NA LESAO MUSCULAR

Segundo Amaral ef al. (2001), Shefer et al. (2002) e Shefer et al. (2003), o laser
tem demonstrado grande utilidade na cicatrizagcdo e regeneracdo do tecido muscular,
principalmente quando aplicado nos instantes iniciais da lesdo. Existem evidéncias de
que ele favorece a regeneragdo ¢ a maturagdo celular neste tecido, aumentando a
mobilidade miobléstica, induzindo a proliferacdo de células satélites e proteinas
regulatorias do ciclo celular, aumentando o numero de miofibrilas jovens e a
neoformacao de vasos sangiiineos intramusculo na area irradiada e aumento na sintese

de ATP (adenosina trifosfato).

Amaral et al. (2001), ainda relatam em seus estudos que com a dose de 2.6 J/cm?
pode-se ter mudancgas significantes com o laser He-Ne, como o aumento de fibras e

maior densidade mitocondrial, indicando regeneracao muscular.

Corroborando com o supracitado Bulyakova et al. (2002), relatam que o laser
realmente estimula a regeneragdo e o aumento da seccao transversal do tecido muscular
lesado, por meio do estimulo a formagdo de miofibrilas, estimulando a formacdo de
novos capilares na regido irradiada e com isso, aumento do fluxo sangiiineo e inibi¢ao
do processo inflamatorio local. A comprovagdo deste fato deu-se apds submeter ratos

com o musculo lesado a radiacdo i0nica e posteriormente aplicando laser nos mesmos.

Segundo Ben-Dov et al. (1999), o laser estimula a proliferacdo das células

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



11

novos miotubulos, no entanto, inibe a sua diferenciacao. Eles também concluiram que a

idade altera a ativagdo das células satélites pela radiagao laser.

A ativagdo das células satélites pela radiagdo laser de baixa intensidade explica-
se em parte pela ativagdo de enzimas que tém papel fundamental na regulagdo da
transcricdo do RNA mensageiro. Outro fator estimulante da proliferagdo das células
satélites pelo laser ¢ o 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 realizados sobre o efeito da terapia laser Al-Ga-As (670nm) em

feridas cutineas nas doses de 4 ¢ 8 J/cm? mostraram que a dose de 4 J/cm? foi mais

eficiente que a dose de 8 J/cm? para promover a cicatrizagdo. Este estudo utilizou
apenas uma aplica¢do do laser imediatamente apos a lesdo e foi observada uma maior
proliferacao de fibroblasto e miofibroblasto causando deposicdo de colageno e
diminuicdo da cicatriz pela contragdo dos miofibroblastos. O coldgeno do tecido
conjuntivo se mostra mais organizado 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 cicatrizagdo muscular, e
quando aplicado nos trés primeiros dias atua na fase fibroblastica da reparacao tecidual

(FISCHER et al., 2000).

De acordo com Ben-Dov e colaboradores (1999) aplicagdes de laser acima de 10
segundos em lesdes musculares podem ndo ter efeito regenerador sobre o musculo

irradiado, sendo que observou maiores efeitos com 3 segundos de aplicagao.
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2.5 O LASER E O COLAGENO

Segundo Schindl et al. (2000) e Pereira et al. (2002), o efeito cicatrizante do
laser é, em grande parte, explicado pela sua capacidade de aumentar a sintese de
colageno, atuando como mecanismo de exportacdo do coldgeno para o meio
extracelular. Em estudos in vitro revelou-se que a aplicagdo do laser pode aumentar em
50% os fibroblastos em tecidos humanos (AMARAL et al., 2001). A radiagdo a laser
nos fibroblastos causa um aumento direto na producdo do procolageno, sendo isto em
parte explicado pela alteragdao nos niveis sintetizados de RNAm, causado pelo laser de

baixa intensidade (SKINNER et al., 1996; YAMAMOTO et al., 1996).

Schindl et al. (2000), citam que o aumento da sintese de DNA nos fibroblastos
foi conseguido com a intensidade de 0.5 J/cm?, e que o laser estimula o fator de

crescimento dos fibroblastos e miofibroblastos, e conseqiientemente a sintese colagena.

No entanto, Skinner et al. (1996), conseguiram este mesmo efeito com a
intensidade variando entre 0,09-0,5 J/cm?. Os mesmos autores relatam ainda que este

efeito so foi conseguido apds a aplicacdo do laser durante quatro dias consecutivos.

Pogrel et al. (1997) e Schindl et al. (2000), também sugerem a utilizagdo do
laser para aumentar a sintese de colageno e de fibroblastos, citando como base para tal
sugestdo, estudos in vitro nos quais foram aplicados laser e obtiveram resultados

significativos 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 al., 1998; PUGLIESE et al., 2003).

A aplicagdo do laser em tecido muscular pode levar ao aumento do tecido
conjuntivo entre as fibras, assim como o aumento de fibroblastos e ativagdo na

formacgdo do coldgeno (BEN-DOV et al., 1999; BULYAKOVA et al., 2002).



13

A aplicagao do laser leva a proliferacao fibrobléstica, a sintese colagena e a
formacgdo de matriz extracelular. O estimulo ao tecido conjuntivo leva a diferenciacao
dos miofibroblastos, que tém caracteristicas morfoldgicas comuns aos fibroblastos, e
sdo os principais responsaveis pela for¢a contratil do tecido no processo de cicatrizagdo

(MEDRADO et al., 2003).

Gum et al. (1997), relatam que o laser de He-Ne a 1 J/cm? € capaz de aumentar a
sintese de fibras coldgenas, e explica este fendmeno do laser através da sua capacidade
de aumentar a sintese de RNA e promover a replicacdo celular, podendo desta maneira

aumentar a sintese de RNA para os colagenos do tipo I e III.

Yamamoto et al. (1996), aplicaram o laser com o intuito de aumentar a sintese
de procolageno com o tempo de aplicacdo sendo de 3 a 10 minutos, e verificaram que
tempos mais prolongados de terapia a laser ndo causam efeito cumulativo, portanto, nao
se preconizam fazer aplicacdes prolongadas para obten¢do de maiores sinteses de

procolégeno.

2.6 O LASER ARSENETO DE GALIO E ALUMINIO (AL-GA-AS)

O laser Arseneto de gélio e aluminio (Al-Ga-As) ¢ uma forma de laser invisivel
ao olho humano, com comprimento de onda geralmente de 830 nm, e na Europa tem
sido muito difundido e utilizado pelos profissionais da satde, principalmente por

fisioterapeutas (POGREL et al., 1997).

Nicolau (2001) utilizou este laser com comprimento de onda de 660 nm em ratos
submetidos a lesdo o6ssea do fémur e analisando os resultados através da
histomorfometria concluiu que este recurso induz a remodelagdo dssea, além disso, fez
uma ampla pesquisa sobre a atuacdo desta forma de laser em lesdes Osseas que

comprovaram sua eficiéncia neste tipo de lesdo.

Morrone et al. (2000a), utilizaram em seus estudos o laser Al-Ga-As com
comprimento de onda de 780 nm, com o intuito de regeneragdo Ossea e cartilaginosa, e

verificou que este recurso acelerou a cicatriza¢do nestes tecidos estudados.
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Morrone et al. (2000b), verificaram ainda que o laser ora citado também produz
efeitos bioldgicos em células sem lesdo prévia, atuando sobre os ions célcio e na
fosfatase alcalina. O laser utilizado em tal experimento era de 780 nm, e o autor sugere

a sua utilizagdo em cartilagem articular lesada e nao-lesada.

A utilizacdo deste laser também foi comprovada nos estudos de Biilow et al.
(1994), que observaram sua eficacia em osteoartrite de joelho em pacientes na reducao

da dor provocada por esta doenca.

A eficacia do laser Al-Ga-As (780 nm) no processo inflamatério como auxilio
na redu¢do da dor ¢ de grande utilidade, ja& que estimula a liberacdo de opiddes
enddgenos no organismo apos a aplicagao do laser, sendo assim, sua aplicagao deve ser

utilizada nos momentos iniciais de qualquer tipo de lesdo aos tecidos bioldgicos

(HONMURA et al., 1993).

A radiagdo laser, neste caso com comprimento de onda de 810 nm, também foi
eficaz no aumento do fluxo microcirculatorio arterial e capilar, podendo desta forma

atuar em processos algicos agudos ou cronicos e inflamagdes agudas ou cronicas

(TULLBERG et al., 2003).
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3. O TECIDO MUSCULAR
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3.1 A ESTRUTURA MUSCULAR

O mausculo ¢ constituido por varios tipos de tecidos, dentre eles o tecido nervoso,
o vascular e o conjuntivo. As fibras musculares sdo células com aspecto longo e fino,
com varios nucleos localizados na periferia e apresentando células satélites, as quais s@o
mioblastos inativos ativados em lesdo muscular (ALBERTS et al., 1998; WILMORE;
COSTILL, 2001; POWERS; HOWLEY, 2002).

A membrana celular no musculo é denominada sarcolema, o reticulo
endoplasmatico chama-se reticulo sarcoplasmatico (armazena o célcio muscular), o
citoplasma ¢ chamado de sarcoplasma, e¢ este contém as proteinas e organelas
musculares, além das miofibrilas. As miofibrilas sdo estruturas numerosas subdivididas
em varias estruturas denominadas sarcoOmeros, que abrigam proteinas contrateis, as
miosinas, as quais constituem os filamentos grossos, a actina formadoras dos filamentos
finos que também apresentam tropomiosina e troponina em sua constitui¢do

(McARDLE et al., 1998; WILMORE; COSTILL, 2001; POWERS; HOWLEY, 2002).

A denominagdo musculo estriado se deve a alternancia de bandas claras e
escuras ao longo das fibras, mais especificamente nos sarcomeros musculares, ou
unidade funcional da fibra, sendo as primeiras denominadas banda I - formada pelos
filamentos de actina - e a segunda banda A — filamentos de miosina (WILMORE;

COSTILL, 2001; POWERS; OWLEY, 2002).

Os muasculos individuais s3o separados 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, € o que cobre cada fibra muscular ¢ o endomisio. A fung¢ao destas
camadas de tecido conjuntivo ¢ permitir que a for¢a de contracao gerada em cada fibra
individualmente atue sobre o musculo inteiro, pois na maioria das vezes as fibras ndo se
estendem por todo o musculo (NISHIMURA; TAKAHASHI, 1996; McARDLE et al.,
1998; FISCHER et al., 2000; WILMORE; COSTILL, 2001; POWERS; HOWLEY,
2002).
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Ambas proteinas intramusculares, o colageno e a elastina, promovem a
elasticidade a flexibilidade. Grande parte da fibra muscular ¢ formada pelo
citoesqueleto, este composto por filamentos de proteinas ordenadas simetricamente no

sarcoplasma (HAMILL; KNUTZEN, 1999; FISCHER et al., 2000).

3.2 COLAGENO MUSCULAR

O colageno ¢ o maior componente do tecido conjuntivo intramuscular, tendo um
importante papel na determinacao da rigidez e elasticidade muscular. O tipo, o arranjo, e
o tamanho das fibras colagenas sdo de suma importancia para manutencao da estrutura

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

Segundo Ahtikoski et al. (2001), o colageno se acumula durante todo
crescimento fisioldgico e também tem a fungdo de suportar a estrutura muscular e
distribuir as forgas contrateis provindas da acdo muscular. Relatam, também, que o
colageno tipo I tem grande importancia na forca ténsil tecidual e papel na limitagdo da
elasticidade, enquanto o coldgeno tipo III tem estrutura e fun¢do semelhante e possui

maior numero de fibras elasticas.

No musculo esquelético adulto, cinco tipos de coldgeno sdo encontrados: os
tipos I, III, IV, V e VI, sendo I e III os predominantes (variando suas concentragdes de
acordo com o musculo estudado), versando ainda que o tipo I predomina sobre o tipo I1I

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

O coléageno tipo IV ¢ encontrado somente no endomisio possivelmente devido a
sua funcdo estabilizadora das interacdes da matriz celular, enquanto que os outros tipos
colagenos sdo encontrados em todas as camadas de tecido conjuntivo muscular

(LISTRAT et al., 1999).
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Segundo Wilmore e Costill (2001), o tecido conjuntivo intramuscular,
constituido por fibras coldgenas, ¢ rico em substancia intracelular, servindo como
passagem de nervos e vasos as fibras musculares, além de constituirem o arcabougo nao
contratil, transmissor de for¢a aos ossos. Relata ainda que por formarem grande parte da
estrutura muscular, em casos de lesdes o processo de cicatrizagdo ¢ 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, alteracdes na estrutura muscular ou colagena alteram a

produgdo 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 geracdo de

forca muscular.

Os musculos dos membros superiores e inferiores tém relagdo direta com a
concentragdo de colageno, desta forma os musculos de resisténcia, ou de contragdo
lenta, t€ém maior quantidade de colageno comparado aos musculos de geragdo de forga,

ou contragdo rapida (LISTRAT et al., 1999).

De acordo com Roach ef al. (2002), o musculo perde colageno em decorréncia
da falta de circulagdo sangiiinea muscular, que pode ocorrer, por exemplo, em uma
lesdo muscular, e esta perda ¢ diretamente proporcional ao tempo de sofrimento

sangliineo na area.

Durante o processo de imobilizagdo muscular ocorrem grandes alteragdes
fisiologicas, dentre elas na producdo colagena, este processo resulta em uma queda
rapida na produgdo colagena, que pode ser evitada em parte com a imobilizagdo na

posi¢do de alongamento muscular (AHTIKOSKI et al., 2001).
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Mediante uma lesdao tecidual, a lesdo do tecido conjuntivo ¢ certa, podendo
resultar em complicagdes debilitantes e requerer um longo tempo de reabilitacdo. A
organizagdo do colageno muscular no musculo sadio ou lesionado ¢ de suma
importancia para a funcionalidade do musculo, podendo o excesso aliado a
desorganizagdo causar barreiras mecanicas que inibem a fungdo e/ou regeneragdo

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 cicatrizacdo, quando os remodelamentos dos tecidos
ocorrem. As fibrilas longas de colageno entrelagam-se com as fibras elasticas a fim de

limitar a expansao e evitar a laceragao do tecido (PUGLIESE ef al., 2003).

No processo de lesdo muscular observam-se altos niveis do fator de crescimento

(TGF-B1), o qual estimula a deposicao de colageno (SATO et al., 2003).

3.3 LESAO MUSCULAR

Os traumas musculares podem acarretar lesdes de grande magnitude,
macrotraumas, ou lesdes de pequena magnitude, microtrauma, com resposta
inflamatoria dependente da magnitude e do grau de vascularizagdo do musculo atingido

(MERRICK, 2002).

A magnitude da resposta inflamatoria ¢ de suma importancia, pois esta resposta
agrega varios tipos de leucocitos, resultando no aumento do edema tissular e efeitos
danosos a células periféricas ao local, aumentando o dano final e o tecido necrosado

(JARVINEN, 1975; HERBERT et al.; 2001).

Segundo Jarvinen (1975), Minamoto et al. (1999) e Sato et al. (2003),
independentemente do tipo ¢ do mecanismo de lesdo existem alteragdes morfologicas e

metabolicas que devem ser consideradas.
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Independente do tipo de lesdo (mecéanica, térmica, isquémica, ou por substancias
toxicas) a cicatrizacdo muscular segue uma série de eventos estabelecidos, sendo esta
seqiiéncia a necrose das células lesadas, infiltracdo inflamatoria, fagocitose das células
lesadas, ativacdo das células satélites, e por ultimo a diferenciagdo das células

precursoras (LEFAUCHEUR; SEBILLE, 1995).

No entanto, Kasemkijwattana et al. (2002), advertem que o tipo de trauma ¢ de
suma importancia na determinag¢do do prognostico da lesdo, pois alguns traumas podem
acarretar grande lesdo de tecido vascular e nervoso o que complica o processo de
regeneragao muscular. Em toda lesdo ocorre um processo inflamatoério local, o qual
passa por cinco acontecimentos bdsicos: 1- liberagdo de substancias quimicas, 2-
aumento da circulagdo sangiiinea na darea lesada, 3- extravasamento de plasma
(exsudagdo), 4- infiltracdo de células imunoldgicas, e 5- cicatrizagdo (COTRAN;

ROBBINS, 2000).

Como conseqiiéncia do trauma, hé a ruptura da membrana celular: o sarcolema,
causando extrusdo das organelas para o meio extracelular. O sarcolema, formado
principalmente por componentes lipidicos, ¢ uma membrana com relativa fragilidade,
desta forma pequenos traumas podem levar a deterioracao sarcoplasmatica, no entanto o
sarcolema tem capacidade regenerativa que restaura sua propriedade contratil

(GONZALEZ-SERRATOS et al., 1996).

Apb6s um trauma, ou outro mecanismo de lesdo, tem-se uma lesdo primaria
diretamente decorrente ao mecanismo, € em decorréncia dos danos e do processo de
defesa t€ém-se a lesdo secundaria. Na lesdo primaria ha acometimento de varios tecidos
relacionados ao musculo, como o conjuntivo € nervoso; nesta lesdo ocorre hemorragia
seguida por coagulacdo e formacdo de hematoma, edema, diminuicdo do fluxo
sangiiineo e resposta inflamatoéria, ocasionando lesdo do sarcolema e organelas
celulares, alteracdo da homeostase e conseqiientemente morte/necrose celular. A lesao
secundaria ocorre por mecanismo enzimatico - os lisossomos ativam enzimas como as
proteases, fosfolipases e hidrolases, as quais lesam as fibras musculares; e por hipoxia -

a hemorragia, a hemostasia, o espasmo e o processo inflamatério prejudicam o fluxo
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sangiiineo nas areas adjacentes a lesdo, levando a diminui¢ao de oxigénio (MERRICK,

2002).

O tecido muscular lesionado sofre processo de necrose, infiltragdo de leucocitos
polimorfonucleares, hematoma e edema no local da lesdo. Em poucos dias os
macroéfagos fagocitam o tecido necrosado, levando a deposi¢do de tecido conjuntivo e
formacdo de cicatriz muscular, além disso, durante este periodo as células satélites sdo
ativadas e se proliferam no sitio da lesdo. Com o aumento destas células precursoras de
mioblastos, elas se fundem para formar miotibulos, os quais se maturam para formar

novas cé¢lulas musculares (KASEMKIJWATTANA et al., 2002).

O musculo esquelético tem uma consideravel capacidade de regeneracao
resultante de uma lesdo parcial ou total da fibra muscular, sendo limitada a trés fatores:
populagdo de células satélites, revascularizacdo e reinervacdo (BODINER-FOWLER,
1994).

Sato et al. (2003), complementam esta informacdo relatando que o processo
regenerativo depende da ativagdo das células satélites, mas adverte que este processo €
lento (dura aproximadamente duas semanas) e geralmente incompleto, com grande
formacgao de tecido cicatricial, este de consisténcia fibrosa e pouco eléstica. O processo
de deposi¢do de fibrose continua por tempo indeterminado apds as duas semanas
iniciais do processo de cicatrizagdo, esta fibrose pode alterar a forca e extensibilidade

muscular.

Sobre a vascularizagdo, Jarvinen (1975) e Lefaucheur e Sébille (1995)
afirmaram que possui um papel chave no sucesso da reparagdo tecidual no musculo,

devendo ser regulada para que nao prejudique o processo cicatricial.

De acordo com Danilov et al. (1996), a fase proliferativa inicia-se em 36 horas
apods a lesdo e inclui a ativacdo de fatores de crescimento e células miogénicas,

proliferacao e aparecimento de mioblastos.
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Todo musculo lesionado segue fases de degeneracdo e regeneragdo. Nos 3
primeiros dias o musculo encontra-se em processo inflamatério agudo e segue em
regeneracdo até o 21° dia apds a lesdo. Nas primeiras horas e dias pos-lesdo, existe uma
reacdo catabolica levando a quebra de proteinas musculares, seguida por uma reagao
anabolica com formagao de tecido cicatricial e novas fibras musculares. O sarcolema ao
redor da lesdo ¢ infiltrado por fibroblastos e fibras colagenas, sendo que a producao
colagena pods-lesdo inicia-se no 5° dia e continua ate o 21 ° dia, decaindo sua produgdo

apos esta data (FISCHER et al., 2000; AMARAL, et al, 2001).

Ainda sobre a cronologia da cicatrizagdo muscular Lefaucheur e Sébille (1995),
relatam que o musculo traumaticamente lesado apo6s poucas horas de lesdo ja se
encontra com significante infiltrado inflamatério (este persistindo até o 11° dia pos-
lesdo), do 2° ao 4° dia miofibrilas com coloragdo clara aparecem na zona central da
lesdao, do 3° ao 4° os fagdcitos aparecem e sao observados até o 6° dia, e observa-se
ainda nestes dias degradacdo da matriz extracelular. A fosfatase alcalina desaparece
entre os dias 2 e 3. No 5° dia algumas fibras em regenera¢do comecam ser observadas
junto as miofibrilas que sobreviveram ao trauma e o didmetro destas novas fibras cresce
até o 14 ° dia. A partir do 10° dia 0 musculo em regeneracdo comeca a ser reinervado,
sendo esta primordial para a maturagdo das novas de novas miofibrilas. A acetil-
colinesterase ¢ observada na periferia das miofibrilas sobreviventes no dia 11, e junto
aos miotubulos regenerados no dia 14. No 18° dia todas as miofibrilas regeneradas
aparecem com o nucleo centralizado e sua organizagdo em fasciculos se iguala ao
musculo adulto. A resposta fibrotica muscular aumenta significantemente entre os dias
10 e 14 pos-lesdo, diminuindo substancialmente sua producdo apds esta data

(KASEMKIJWATTANA et al., 2002).

O processo inflamatorio muscular provoca alteragdes nos niveis de trocas
i0nicas na membrana do sarcolema, como nos casos dos ions sodio, potassio e célcio,
alterando por conseqiiéncia a homeostasia da célula, podendo levar a morte de fibras
musculares. Dentre os ions, o influxo do calcio € o maior responsavel pela morte celular

(RENAUD et al., 1996; MERRICK, 2002).
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Além disso, em uma lesdo do tecido muscular observa-se também edema celular,
aumento da permeabilidade na microcirculagao, producdo de radicais livres pelas
células lesadas, os quais ocasionam maior lesdo celular, mudangas eletroliticas nas

mitocondrias e degradacdo da membrana fosfolipidica (GRISOTTO et al., 2000).

Segundo Hurme e Kalimo (1992), ¢ importante para a cicatrizacdo muscular a
remocao do material muscular necrosado por macréfagos na area da lesdo o mais cedo
possivel, pois este processo parece ser um requisito para a ativacdo e proliferacdo das
células miogénicas subjacentes a area da lesdo. A sintese destas células deve comegar
antes que o tecido de granulacdo e cicatricial se prolifere excessivamente e atrapalhe a

regeneragdo através do intervalo dos cotos das miofibrilas lesiondadas.

A destrui¢do mitocondrial ¢ o maior causador de morte de fibras musculares por
levar a diminuicao na producao de ATP. A morte mitocondrial pode ser por 3 causas: 1-
hipdxia ou isquemia; 2- reperfusdo com sangue concentrado de radicais livres, os quais
lesam as organelas celulares; e 3- influxo de célcio, devido a este ion ser um regulador

das enzimas mitocondriais (MERRICK, 2002).

A matriz extracelular pode promover a regeneracdo muscular de varias maneiras.
Primeiramente, fazer com que as membranas basais das células necroticas auxiliem a
fusdo das células precursoras (células satélites) aos miotibulos. Secundariamente serve
como reservatorio de varios fatores de crescimento a ainda serve como regulador do
processo de regeneracdo. E por Gltimo, estimula a proliferacdo das células satélites e sua

mobilidade no local em questdo (LEFAUCHEUR; SEBILLE, 1995).

A lesdo muscular leva a uma proliferacdo de tecido conjuntivo, ocasionando
uma desestruturagdo da arquitetura tecidual, esta desestruturacdo do tecido altera a
perda de seu alinhamento natural e desorganiza as fibras musculares (JARVINEN,

1975; ALBERTS, 1998).
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Marques (2000) relata ainda que, quanto maior o tempo de imobilizacdo do
musculo maior, sera a deposi¢do de colageno, e conseqiientemente maior o tempo

necessario para recuperagdo da forca e amplitude de movimento do segmento.

O processo de regeneracdo muscular caracteriza-se por necrose do tecido
muscular, inflamacao local e proliferacao de células satélites, sendo estas consideradas

precursoras de novas células musculares no misculo lesado (BEN-DOV et al., 1999).

As células satélites foram descritas inicialmente por Alexander Mauro em 1961,
quando ao realizar estudos de microscopia eletronica de fibras musculares esqueléticas
de sapo, observou a presenca de células mononucleadas intimamente associadas a essas

fibras, localizadas entre a membrana plasmatica e membrana basal. (MAURO, 1961).

Elas sdo capazes de se multiplicarem e t€ém uma consideravel motilidade.
Funcionam como progenitoras de nucleos de miofibrilas e sdo provavelmente
adicionadas durante o crescimento pds-natal do musculo e durante a regeneragdo
muscular funcionam como células-tronco da miogénese para produzir mioblastos que se
alinham, usando como suporte as laminas basais remanescentes, ou migram nos

intersticios para produzir uma nova fibra (CAMPION, 1984; RANTENEN et al, 1995).

Apds uma lesdo ou outro tipo de estimulo, as células satélites tornam se ativas,
proliferam por divisdo mitotica e se fundem umas as outras para formar novas fibras
musculares esqueléticas. Enquanto a lamina basal permanecer integra, os mioblastos
fusionam dentro dela para formar miotubulos que, quando maduros, originam novas
fibras. Em contrapartida, o rompimento da ldmina basal produz o reparo por
fibroblastos do local lesado com a formacdo de tecido cicatricial (MORGAN ;

PARTRIDGE, 2002).

Sobre os fatores de crescimento que estdo envolvidos na diferenciagdo e
proliferacao de células musculares, ¢ claro que existem muitos fatores de crescimento
envolvidos, como o fato inibidor de leucemia (LIF), que estimula a proliferacdo de

mioblastos, dentre outros (KUREK et al., 1996).
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Muitos fatores de crescimento tém-se mostrado estimulantes de células
musculares lesadas ou nao-lesadas, dentre eles destaca-se o IGF1 - Insulin-like fator de
crescimento (KASEMKIJWATTANA et al., 2002; SATO et al., 2003). Além deste,
Menetrey et al. (2000), descrevem como sendo grandes ativadores para formagdo de
mioblastos o fator de crescimento de fibroblastos (b-FGF) e o fator de crescimento

neuronal (NGF).

A extensdo da lesdo muscular, assim como o0 seu tratamento sio muito
importantes, pois a regeneragdo muscular ¢ um processo complexo, que provoca as
mudangas no aspecto morfologico das fibras regeneradas, podendo afetar a desempenho

muscular pos-lesao (MINAMOTO et al., 1999).
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4. MATERIAL E METODOS
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4.1 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 S3ao Paulo. Os animais foram confinados em gaiolas de
polietileno e acondicionados no LEA — Laboratorio de Experimentacdo Animal, da

Universidade Federal de Uberlandia — UFU.

Os ratos foram mantidos dentro das condigdes ideais para sua espécie, ou seja,
temperatura a 25°C, umidade 40% e luminosidade dia/noite de 12 horas e ventilagdo
adequada. Mantidos em gaiolas coletivas com 4 animais em cada onde receberam
cuidados de higiene adequados e racdo solida Nuvilab CR1 da NUVITAL® ¢ agua ad

libidum enquanto durou o tratamento.

4.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS

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

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 ap6s o inicio do experimento. A divisdo dos
grupos, o numero de animais de cada grupo e o cronograma, estdo representados na
(tabela 1).

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

GRUPO N° ANIMAIS SUBGRUPOS SACRIFICIO POS LESAO
CONTROLE (CGN) 16 8,8 8°, 15° dias
LESADOS (GCL) 16 8,8 8°, 15° dias
LESADOS E TRATADOS 16 8,8 8°, 15° dias

(GLT)

Os animais foram anestesiados com Quetamina a 5% e Xilasina a 2% na

proporg¢ao de 1:4 em dose de 0,10 a 0,15 mL/100g de massa corporal, sendo feita em
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seguida a delimitacdo da area a ser contundida com lapis dermatografico na regido
caudal da perna direita. Ap6s a delimitagdo da drea os animais foram tricotomizados e
foi feita a lesdo utilizando o equipamento PTM - Promotor de Trauma Mecanico,

desenvolvido por Cruz e colaboradores (2002).

4.3 MECANISMO DE LESAO

A lesdo 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 0 musculo Gastrocnémio do rato e solto, causando um impacto que provocou

lesdo muscular.

4.4 EQUIPAMENTO PROMOTOR DE LESAO

O equipamento promotor de trauma mecanico (PTM) desenvolvido por Cruz e
colaboradores (em processo de patente, 2002) em sua estrutura geral é formado por uma
base fixa, um trilho fixo, um suporte mével e um pino de impacto como sera descrito a

seguir:

e Base fixa: Tem por finalidade a sustentacdo de todo o aparelho, bem como servir de
base para colocag¢do dos animais em disposi¢ao previamente calculada para que a lesdo

fosse implantada de conformidade com o objetivo inicial;

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

assim como o corredor por onde se deslocard a pega movel;

e  Suporte movel: Em uma de suas extremidades combina-se com o trilho fixo, onde
realiza movimento de deslocamento vertical, motivado pela agdo da aceleragdo

gravitacional. Por outra extremidade liga-se ao pino de impacto, possuindo a capacidade
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de ser regulada, mas que no momento da indugdo da lesdo permanece ajustada em altura

previamente estabelecida;

e Pino de impacto: Tem por fun¢do fazer contato com o local do animal a ser

lesionado, com massa de 320 g.

O pino de impacto foi posicionado sobre o musculo gastrocnémio do rato e

largado causando um impacto provocando a lesdo muscular. (figura 1).

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

4.5 EQUIPAMENTO DE LASER

O equipamento utilizado foi o Laser Physiolux Dual da Bioset com freqiiéncia de
trabalho de 2000 Hertz e comprimento de onda de 785 nm — Arseneto de Galio e
Aluminio — Infravermelho, ¢ LASER em emissao pulsada. Esta caneta foi desenvolvida

e cedida pela empresa Bioset Industria de Tecnologia Eletronica Ltda (Figura 2).
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Figura 2-Equipamento Laser Physiolux Dual da Bioset — Al-Ga-As com comprimento de onda de 785

nm.

4.6 TERAPIA COM LASER DE BAIXA POTENCIA

A aplicacdo da radiagdo laser Al-Ga-As foi iniciada no primeiro dia, 2 horas
apos lesdo, pelo método transcutaneo pontual em apenas um ponto, com dose de 10
J/em®. Os animais foram posicionados sobre uma plataforma, em decubito ventral com
hiperextensao do membro inferior direito. A TLBP foi realizada no 1°, 3°, 5° ¢ 7° dia
ap6s lesdo seguindo os parametros conforme (tabela 2). A incidéncia da 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 o mesmo tipo de

manipulag¢do que os animais irradiados, porém com o laser desligado. (Figura 3).

Tabela 2 — Protocolo de radiagdao com laser de As-Ga-Al.

Parametro de radiagdo Valores
Densidade de Energia (dE) 10J/cm’
Poténcia de pico 70 mW
Comprimento de Onda 785 nm
Area do feixe 0,08 cm?

Regime de emissdo pulsado
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Figura 3 — Técnica de aplicagdo do laser 785 nm sobre o miisculo gastrocnémio.

4.7 COLETA DE MATERIAL

Ao final da fase experimental, os animais foram submetidos a anestesia
utilizando injecdo intraperitoneal de Rompum® e Ketalar” em doses iguais de 0.10 mL
de solugdo para cada 100g de massa corporal, pesados, em seguida realizada a pun¢ao
cardiaca e feito o sacrificio dos animais por excesso de CO, e decapitagdo. Os musculos
Gastrocnémio foram retirados por meio de equipamentos cirtirgicos. Uma parte dos
musculos foi fixada em solugdo formol a 10% e a outra submetida ao congelamento em

N liquido.

No momento da coleta observou-se a coloragdo do musculo e aderéncias da pele

na musculatura (Figura 4).

Figura 4 — Técnica cirurgica para retirada do mtsculo gastrocnémio.
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4.8 ANALISE HISTOLOGICA

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

a 10% durante pelo menos 48 horas.

Para processar o material, utilizou-se a técnica histologica cladssica de inclusdo
em parafina (MICHALANY, 1980), composta pela seguinte seqiiéncia, depois de

realizada a fixagao:

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

I1I.

B - Diafanizacdo - Apds o alcool absoluto IIT o material foi transferido para Xilol I, II e
III, permanecendo por 30 minutos em cada banho, tratamento necessario para substituir

o0 4lcool e permitir a penetracdo de parafina fundida dentro da peca.

C — Impregnacgdo ¢ Inclusdo - Os fragmentos passaram por 3 banhos de parafina (I, Il e
IIT), cada um com duragao de 30 minutos. Em seguida, fez-se a inclusdo propriamente

dita em moldes metalicos, colocados sobre uma folha de papel com parafina a 56°C.

D - Corte — Foram feitos cortes transversais com espessura de sete micrometros, com o
auxilio de um microtomo Spencer 820, os quais foram distendidos em banho-maria. O
procedimento foi seguido pela pescagem, que consiste em mergulhar no banho-maria a
lamina ja pincelada com albumina na parte central para fixar o corte a lamina. A

secagem aconteceu na estufa para fusdo da parafina impregnada no tecido.

E - Coloracdo — Foi realizada a coloracdo por hematoxilina/eosina (MICHALANY,
1980), seguida de desidratagdes.

F - Montagem - Foi feita colocando-se uma gota de Entelan® sobre o corte,

posteriormente coloca-se uma laminula e esta foi comprimida sobre o corte de modo a
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espalhar o Entelan® em fina camada entre a lamina e laminula. Repetiu-se este
procedimento na montagem de cada lamina.

O tecido foi cortado no sentido transversal com cortes de 9 um.

4.9 COLORACAO POR VERMELHO PICROSIRIUS

Coloragdo do colageno com o picrosirius red. Foram obtidos cortes de 6-um do
musculo Gastrocnémio. A coloracao do colageno ¢ executada usando uma modificacao
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 solu¢do contendo o picrosirius
red (PSR) (sirius red e solugdo saturada de acido picrico) por 90 minutos. As amostras
foram enxaguadas por 2 minutos em solugdo 0,01 NHCI, seguido pelo enxagiie por 1
minuto em etanol 70%, etanol 100% e Xilol. As amostras foram montadas usando

Entelan® .

4.10 ANALISE ESTATISTICA

Todas as varidveis aferidas no estudo foram analisadas com o auxilio do
programa S-Plus. A expressao dos valores estd demonstrada em média aritmética e
desvio-padrao, submetido ao teste estatistico Wilcox ANOVA e t-Student. O nivel de
significancia estabelecido foi de 5 %(p<0,05).

4.11 ANALISE DE IMAGEM

As imagens dos cortes histoldgicos foram obtidas em microscopio Olympus
Triocular BX40 acoplado a cdmera Oly-200, ligada a um computador PC através de

placa digitalizadora Data Translation 3153 com objetivas de 10X e 40X.
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5. RESULTADOS
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5.1 CARACTERIZACAO POR MICROSCOPIA DA LESAO UTILIZADA NO ESTUDO

Como estudo piloto do mecanismo do trauma, foram sacrificados 02 animais 48
horas pods-lesdo e submetidos a analise histologica pela coloracdo por HE do musculo
gastrocnémio lesado. Foram observados infiltrado de polimorfonucleados, pequenas
areas hemorragicas ¢ edema. Nao foram observados sinais agudos de lesdo como
necrose de fibras musculares, ou com nucleos grandes e centralizados. A contagem de
células foi feita classificando o numero de células de ausente a trés cruzes (Figura 5A e

B).

5.2 CARACTERIZACAO MACROSCOPICA DO MUscuLO LESADO

Ao exame in vivo, 24 horas ap0s a lesao, foi observado aumento na espessura do
musculo, caracterizando edema, movimento de retirada do membro a palpagdo e

hiperemia local.

5.3 CARACTERIZACAO DO PROCESSO INFLAMATORIO DOS MUSCULOS

TRATADOS

Para caracterizagdo do processo inflamatorio foi realizado teste ndo paramétrico
de Wilcoxon onde foi verificado segundo os critérios utilizado para avaliacdo das
laminas que nao houve diferenca entre os grupos tratados e ndo tratado quanto a
presenca de: células gigantes, células musculares pequenas, fibroblastos, células

mononucleadas(macrofagos, monocitos e linfocitos) e neovascularizagao.
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Figura 5 - Fotomicrografias de cortes transversais do musculo gastrocnémio corado com HE, 24 horas

apos a lesdo (barra A= 100 pm e B=25 um).

=* Fibroblasto, = Fibras musculares e % Mononucleados.

5.4 Aspectos Morfologicos Das Fibras Musculares 8 Dias Apos A Lesao

A anélise do tecido muscular corado por HE apos 8 dias da lesdo mostrou haver
ainda células relacionadas ao processo inflamatdrio como: células gigantes, fibroblastos
e mononucleados (macrofagos, mondécitos) e linfocitos tanto no grupo tratado quanto
ndo tratado. Observa-se também que a neovasculariza¢do ocorre em ambos 0s grupos. A
analise estatistica demonstrou nao haver diferencas significativas do nimero de células

e de vasos neoformados entre os grupos tratados e ndo tratados (Figuras 6).

5.5 ASPECTOS MORFOLOGICOS DAS FIBRAS MUSCULARES 15 DIAS APOS A

LESAO

Apds 15 de lesdo do tecido muscular, a analise histologica dos cortes corados
por HE, ainda observa-se ainda células relacionadas ao processo inflamatdrio e
neovascularizagao, tanto no grupo de animais lesados quanto no grupo de animais
lesados e tratados. Entretanto, ndo foi observado nos grupos controle normal (ndo
lesado). A andlise estatistica demonstrou ndo haver diferengas significativas do nimero

de células entre os grupos tratados e nao tratados (Figuras 7).
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Nao foi observado diferenga estatisticamente significante quanto ao nimero de
células do processo inflamatério e de neovascularizacao entre os grupos lesados de 8 e

15 dias tanto nos tratados quanto no nao tratados.

5.6 ANALISE MORFOMETRICA DO COLAGENO 8 DIAS APOS A LESAO

A coloragao dos tecidos utilizando fastgreen para corar musculo e siriusred para
corar colageno permitiu o contraste para delimitar a area de colageno e fazer sua

quantifica¢do utilizando o programa Hlimge. (Figura 8)

A figura 8-A e 8-C mostram a distribui¢do do coladgeno e fibras musculares, apos
oito dias da lesdo, no grupo tratado e no grupo lesado nao tratado respectivamente.
Observa-se que o grupo tratado apresenta fibras musculares maiores que no grupo
controle, com fibras coldgenas distribuidas entre elas. No grupo lesado nao tratado as
fibras musculares sdo menores e estdo agrupadas, ao passo que o colageno esta
localizado em separado das fibras musculares. A analise estatistica da distribui¢cdo deste
colageno indica que a quantidade de colageno ¢ maior no grupo lesado e tratado quanto

comparada ao grupo ndo tratado.

A figura 8-D mostra que no padrao de normalidade, ou seja, musculo ndo lesado,
oito dias apds o inicio do experimento, as fibras musculares apresentam tamanhos
semelhantes com quantidade menor de coldgeno distribuido entre estas quando

comparados ao musculo lesado.

5.7 ANALISE MORFOMETRICA DO COLAGENO 15 DIAS APOS A LESAO

A figura 9-A e 9- C mostram a distribui¢do do coldgeno e fibras musculares,
apds quinze dias da lesdo, no grupo tratado e no grupo lesado ndo tratado
respectivamente. Observa-se também que o grupo tratado apresenta poucas fibras
coladgenas distribuidas entre as fibras musculares. O grupo lesado ndo tratado ainda

apresenta fibras colagenas agrupadas separadas do tecido muscular.
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Figura 6 — Fotomicrografias de cortes transversais do musculo gastrocnémio, corado com HE, 8 dias
apos a lesdo causada por impacto. Musculo lesado e tratado e musculo lesado ndo tratado,

respectivamente (barra= 100 pm).

—  Fibras musculares, < Mononucleados; =2 Neovascularizagio e =  Células Gigantes.

Figura 7 — Fotomicrografias de cortes transversais do musculo gastrocnémio, corado com HE, 15 dias

apos a lesdo causada por impacto. Musculo lesado e tratado, e controle, musculo lesado ndo tratado,

respectivamente (barra= 100 um).

=¥ Fibroblasto, = Fibras musculares, % Mononucleados e = Células Gigantes.



39

Figura 8 — Fotomicrografias de cortes transversais do musculo gastrocnémio, corado com sirus red e fast

green, 8 dias ap6s a lesdo causada por impacto. A) musculo lesado e tratado, B) musculo lesado e tratado,
C) controle, musculo lesado e ndo tratado e D) controle, misculo ndo lesado (barra em A, C e D= 100

pm, em B=25um).
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Figura 9 — Fotomicrografias de cortes transversais do musculo gastrocnémio, corado com sirus red e fast
green, 15 dias apos a lesdo causada por impacto. A) musculo lesado e tratado, B) musculo lesado e
tratado, C) controle, musculo lesado e nédo tratado ¢ D) controle, musculo néo lesado (barra em A, C e D=

100 um, em B=25um
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A figura 10 e as tabelas 3 e 4 apresentam a porcentagem e a analise estatistica da
quantidade de coldgeno entre as fibras musculares nos grupos controles e tratados.
Observa-se que os grupos controles normais apresentam a mesma porcentagem de
colageno. Nos grupos lesados a quantidade de colageno foi maior que nos controles
normais mostrando que a lesdo provocou aumento da quantidade dessas fibras.
Comparando-se os grupos lesados com lesados e tratados 8 dias apos a lesao, observa-se

que a quantidade de coldgeno ¢ maior no grupo tratado.

40 -

35 -

30 ~
25 -

20 -

15
10

Porcentagem de colageno

GCN 8 GCN 15 GCL 8 GCL 15 GLT 8 GLT 15
DIAS DIAS DIAS DIAS DIAS DIAS

Figura 10 — Porcentagem de colageno entre os grupos controle, lesados e lesados / tratados.
GCN - grupo controle, GCLS- grupo lesado 8 dias, GCL15 — grupo controle lesada 15 dias, GLTS8-
grupo lesado e tratado 8 dias, GLT15 grupo lesada e tratado 15 dias.
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A comparagdo entre o grupo lesado e grupo tratado quinze dias apds a lesdo
mostra que a quantidade de colageno diminuiu no grupo tratado. A comparagao entre os
grupos que sofreram radiacdo mostra que houve uma diminuicdo do coldgeno no
décimo quinto dia com relagdo ao oitavo dia apds a lesdo. As andlises estatisticas
mostram significancia entre todas as médias (tabela 4).

A analise qualitativa da distribui¢do de coldgeno entre grupos lesados e grupos
tratados indicou que no grupo tratado o coldgeno ficou distribuido entre as fibras
musculares ao passo que no grupo lesado a quantidade de colageno ficou mais
concentrada em um sé ponto sugerindo uma melhor distribui¢ao deste no grupo tratado

(Figuras 8 € 9).

Tabela 3 - Média e desvio padrdo da porcentagem de colageno para os grupos controles

e tratados 8 e 15 dias apos a lesdo.

GCN GCL GLT
8 dias 15 dias 8 dias 15dias 8 dias 15dias
Média 5,00625 5,616667  23,02917 34,875 36,16667 15,75

Desvio +1,521615 +2,201515 +£7,919007 +14,08948 +5,849301 +7,05102
Padrao
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Tabela 4 — Andlise estatistica da porcentagem de coldgeno entre os grupos controle,

lesados e tratados.

GRUPOS MEDIAS P-VALUE
GCNS 527 .
GCL 8 25.08
GCNS 527 .
GLTS 30.0
GCN15 5.26 .
GCL15 34.3
GCN15 527
GLT15 14.34 0.002
GCLS 24.08 .
GLTS 30.0
GCL15 34.3
GLT15 143 0.0268
GCLTS 30.0
GLT15 14.34 0

GCN - grupo controle, GCLS8- grupo lesado 8 dias, GCL15 — grupo lesada 15 dias, GLT8- grupo lesado
e tratado 8 dias, GLT15 — grupo lesado tratado 15 dias. Nivel de significancia entre os grupos p<0.05.
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6. DISCUSSAO
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Para analisar o efeito da laserterapia sobre lesdo muscular buscou-se
inicialmente, uma forma de producdo de lesdo que se assemelhasse ao que ocorre na
pratica de esportes bem como em atividades de vida diaria. Em estudos sobre lesdes
musculares sdo utilizados diversos mecanismos para a producao da lesdo como, inje¢ao
de miotoxinas, cirurgias, dentre outras. Estes mecanismos apresentam varidveis
intervenientes como contaminacgdes e resposta inflamatéria do proprio ato cirdrgico
(LEFAUCHEUR; SEBILLE, 1995; MINAMOTO, 1999; NICOLAU, 2001; ABOU
HALA, 2003).

Neste trabalho foi utilizado o aparelho promotor de lesao proposto por Cruz et
al. (2002), o qual possibilitou realizar facilmente as lesdes por meio de impacto. Ele se
mostrou ideal por ndo ser invasivo, melhor reprodutivel e dessa forma, diminuiu os
possiveis vieses na produc¢do das lesdes.

O musculo gastrocnémio foi escolhido por ser responsavel por suas dimensoes e
por ser responsavel pelo movimento e manutencao de postura. O tamanho do musculo e
sua localizacdo facilitaram a realizagdo da les@o e aplicacdo da terapia.

A terapia laser ainda ndo apresenta protocolos de aplicacdo padronizados. A
escolha do comprimento de onda foi baseada em revisdes de literatura em que estudos
realizados por Karu (1993) mostram que os comprimentos de onda com maior potencial
para penetracdo sendo capaz de atravessar o tecido epitelial estdo entre 750 a 800 nm.
Neste trabalho foi utilizado o comprimento de 785 nm o qual representa um
comprimento de onda dentro da faixa capaz de atingir a camada muscular. A literatura
traz que a aplicagdo da radiagdo laser durante a fase aguda diminui o processo
inflamatério (STAINKI, et al., 1998; SCHINDL, et al., 2000), dessa forma foi decidido
iniciar o protocolo de aplicacdo logo apos a lesdo seguida de trés aplicacdes em dias
alternados.

Estudos indicam dependendo da dose utilizada pode-se ter efeitos estimulatorios
ou inibitérios sobre o crescimento de fibroblastos e sugere que doses acima de 10 J/cm®
inibe a produ¢do de colageno (SCHINDL, et al.,, 2000). A dose de 10 J/cm? escolhida
neste estudo foi utilizada na expectativa de abordar sua eficiéncia no rearranjo do
colageno com a expectativa de abordar sua eficacia quanto ao parametro biomodulador
sobre fibras coldgenas para assim impedir quadros de retracdes musculares pelo seu

excesso em detrimento do crescimento de fibras musculares.
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No presente trabalho, observou-se um aumento na quantidade de colageno no
grupo tratado no oitavo dia apds a lesao. Como a contagem de fibroblastos mostrou nao
haver aumento do numero dessas células sugere-se o aumento deveu-se ao aumento na
sintese de coldgeno. Apds quinze dias da lesdo observou-se uma diminuicdo da
quantidade de colageno sugerindo que houve um rearranjo do colageno ou que a
metodologia utilizada ndo foi eficiente para permitir a analise dos resultados.

Estudos utilizando diversos tipos de radiacdo ou diferentes protocolos de
aplicacao mostram diferentes efeitos sobre o colageno. A radiacdo laser pode atuar tanto
sobre a proliferacao de fibroblastos quanto sobre a producdo de colageno. Estes efeitos
dependem da densidade de energia, nimero de aplicacdes e comprimentos de onda
utilizados (KARU et al.,1995; FISCHER et al., 2000; SCHIND et al., 2000; AMARAL
etal, 2001; PEREIRA et al., 2002).

Skinmer e colaboradores (1996) encontraram que a radiagao laser de 904 nm em
cultura de fibroblastos aumentou a sintese de coldgeno e nao alterou o numero de
células. Eles encontraram também que a sintese de coldageno foi maior quando foram
feitas aplicagdes por mais de quatro dias. Pogrel e colaboradores (1997) ao utilizarem
radiagdo laser de 830 nm, com diferentes doses e tempos de aplicacdo, em cultura de
fibroblastos e encontraram que nao houve estimulo a proliferagdo , migracao e adesao
de fibroblastos. Outros trabalhos utilizando o mesmo comprimento de onda mostraram
que este atua sobre o processo de cicatrizagdo acelerando suas fases, abreviando a fase
de exudagdo e acelerando a fase de reparagdo, e ainda, diminuindo o edema,
melhorando o tecido de granulagdo nas lesdes, estimulando a proliferacio de
fibroblastos e miofibrosblastos e deste modo aumentando a deposicdo organizada de
colageno, além de estimular a formagdo de reticulo endoplasmatico, de mitocondrias e
de miofibrilas (MEDRADO et al., 2003; PUGLIESE et al., 2003).

O trabalho utilizando comprimentos de onda de 635 nm e 780 nm, proximos ao
utilizado neste trabalho mostrou ndo haver efeito sobre o crescimento do colageno. E
ainda o laser a 3-4 J/cm? tem intenso efeito sobre o crescimento do colageno (PEREIRA
et al., 2002).

Neste trabalho foi observado que ndo houve alteragdes no nimero de células

relacionadas ao processo inflamatorio. Varios trabalhos utilizando o laser Ga-As tanto
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em lesdo muscular por miotoxina quanto em cultura de células também demonstram o
mesmo efeito (BOUMA et al., 1996; OLIVEIRA et al., 1999).

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 a fibra lesada ou pela formac¢do de nova fibra muscular a partir de células
mio-precursoras (ROTH; ORUN, 1985). Neste trabalho ndo foram observadas
alteracdes no tamanho da fibra, posicdo do nucleo que pudessem indicar a regeneragao
muscular. Oliveira e colaboradores, 1999, em seus estudos sobre o efeito do laser AsGa
(904 nm) com doses de 3 ¢ 10 J/cm® na regeneragio de musculo esquelético lesados
com miotoxina demonstrou que ambas as doses nao promoveram efeitos sobre o
processo de regeneracdo muscular.

Amaral 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 ¢ 25 J/em? aplicados
durante cinco dias consecutivos, sobre a pele do musculo tibial anterior lesado , e
constataram que somente a dose de 2.6 J/cm® proporcionou aumento da fibra muscular
e densidade mitocondrial.

A organizacao do coldgeno muscular no musculo sadio ou lesionado ¢ de suma
importancia para a funcionalidade do musculo, podendo o excesso aliado a
desorganizacdo causar barreiras mecanicas que inibem a fun¢do e/ou regeneragdo

muscular.
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7. CONCLUSAO
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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 10
J/em? aplicado logo ap6s a lesdo seguida de quatro aplicacdes em dias alternados

indicou que:

- Houve aumento na sintese do colageno apresentando uma melhor distribui¢ao
entre as fibras musculares, sugerindo que esta intervencao pode prevenir quadros

de retracdes musculares e diminuicdo de ADM;

- Este procedimento terapéutico ndo alterou a resposta inflamatoria do tecido

lesado;

- O rearranjo das fibras coldgenas a partir do décimo quinto dia apds lesdo
muscular mostra que ¢ importante fazer novas investigacdes no sentido de

confirmar e descrever as razoes deste evento.

- Parece que a utilizacdo dos parametros de avaliagdo histomorfométrica nao foi

eficaz para detectar efeito da terapia laser sobre o tecido muscular lesado
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