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Resumo

O laser de baixa intensidade ¢ utilizado para promover a regeneracao do musculoesquelético, abreviando
o tempo para a resolucao do processo inflamatério. A acao do /aser de baixa intensidade de 670nm no
processo de reparacao tecidual muscular em ratos apo6s contusao muscular do gastrocnémio foi estudada
por meio de uma analise qualitativa duplo-cega do tecido muscular tratado e do musculo controle. Foi
provocada uma lesdo muscular por esmagamento bilateral do muisculo gastrocnémio. Apos a indugao
da lesao, foi realizada a sele¢ao aleatéria da pata a ser tratada dos 8 ratos, e o musculo contra-lateral foi
utilizado como controle. O tratamento foi realizado no 1° e no 4° dia, com /aser de diodo de 670nm,
com dose 03]/cm?, utilizando a técnica pontual, com dois pontos. O sacrificio ocorteu no 21° dia.
Ap6s o sacrificio, foram retirados os musculos gastrocnémios de cada um dos animais para a preparagao
das laminas histolégicas. As analises microscépicas dos cortes histolégicos do tecido muscular irradiado
apresentaram um tecido melhor organizado estruturalmente, com maior quantidade de células musculares
integras, menos fibras fragmentadas e sinais de edema intercelular menos evidentes em rela¢io aos
musculos nao-irradiados. A presenca de vasos sanguineos integros, de células que participam do processo
de reparacdo tecidual, de tecido conjuntivo intercelular e fibroblastos encontrados nos musculos
irradiados nao foi observada nos musculos nao-irradiados, concluindo-se que ocorreu uma melhora
qualitativa dos musculos irradiados.

Palavras-chave: Lesao muscular; Regenera¢ao muscular; Laser de baixa intensidade; Fisioterapia.
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Abstract

The low-energy laser irradiation is used to promote the skeletal muscle regeneration, shortening
the time for the resolution of the inflammatory process. The action of the low-energy laser
irradiation of 670nm in the process of muscle regeneration in rats after muscle crush injury of
the gastrocnemius was studied through a qualitative analysis double blunt of treated muscles
and of the control muscle. A muscle injury for bilateral crushing of the gastrocnemius muscle
was caused. After the induction of the injury, was carried through the random selection of the
leg to be treated of 8 rats, and the muscle against-lateral was used like control. The treatment
was carried through in 1st and 4th day, with diode laser of 670nm, with dose 03]/cm?, using
the punctual technique, with 2 points. The sacrifice occurred in 21st day. After the sacrifice,
had been removed the gastrocnemius muscles of each one of the animals for the preparation of
the histological blades. The microscopical analyses of the histological cuts of the irradiated
muscles had presented one better structural organization, with higher quantity of high-minded
muscle cells, little fragmented fibers and signals of edema intercellular less evident than muscles
not radiated. The presence of high-minded blood vessels, of cells that participate of the tissue
repairing process, of intercellular conjunctive tissue and fibroblasts were found in the radiated
muscles were not observed in the muscles not radiated. Concluding that a qualitative
improvement of the radiated muscles had occurred.

Keywords: Muscle injury; Muscle regeneration; Low-energy laser irradiation; Physiotherapy.

INTRODUCAO

A eficacia da terapia com o /aser de baixa intensidade utilizado no tratamento de tecidos
moles ¢ controversa, particularmente aqueles usados em fisioterapia (1, 2). Recentemente, varios
estudos tém avaliado os efeitos da irradiacao do /aser de baixa intensidade no processo regenerativo de
tecidos como a pele (3), osso (4), sistema nervoso periférico e central (5) e musculoesquelético (6, 7).

Devido ao alto grau de similaridade morfoldgica dos tecidos musculares esqueléticos entre
mamiferos, os estudos experimentais, 7z vivo, realizados com animais de laboratério, contribuem na
elucidacao dos principais aspectos do processo regenerativo muscular, possibilitando uma avaliagao
qualitativa dos sinais de lesao e regeneracao muscular (8).

E importante que os fisioterapeutas sejam providos de informacio sobre a aplicabilidade e
efetividade das modalidades terapéuticas que utilizam (9).

Este trabalho objetiva verificar a acdo do /aser de baixa intensidade (LELI) de 670nm,
realizando duas irradiacdes na primeira semana ap0s a lesao, utilizando a dose de 3 J/cm?, no processo
de reparag¢io tecidual muscular em ratos, mediante uma andlise qualitativa duplo-cega do tecido
muscular tratado e do musculo controle.

Lasers podem agir através da inibicao ou estimula¢ao das atividades bioquimicas, fisiologicas
e proliferativas das células e tecidos (10). Seus efeitos nos tecidos biolégicos dependem do tempo,
da dosagem, da freqiiéncia e do comprimento de onda da irradiacdao utilizada e da freqiiéncia do
tratamento (11, 12).

O laser de baixa intensidade ¢ utilizado para promover a regenera¢ao do musculoesquelético
in vivo ao ativar as células satélites quiescentes, real¢ando sua proliferagao e inibindo a diferenciacao e
tusao 7n vitro (9, 13, 14, 15, 16). Possui um efeito inibitorio na apoptose celular, demonstrado por Shefer
et al. (15) em seu estudo, onde as células do tecido nao irradiado morrem por apoptose enquanto aquelas
em volta das fibras irradiadas pelo /aser sobrevivem.
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Durante o atraso na diferencia¢io das células satélites causado pelo LELI, um grande
numero de células satélites ativadas acumula-se na zona regenerativa e eventualmente fundem-se
estimulando as fibras ou desenvolvendo mais precocemente fibras musculares formadas. O mecanismo
pelo qual o LELI direciona este fenomeno ¢ via ativagao especifica do mitogene ativado da proteina
quinase (MAPK) e do sinal regulador da proteina quinase (EPK) (14).

De acordo com Ben-Dov et al. (13), o aumento da prolifera¢ao de células satélites ¢ causado
pelo aumento da expressio de proteinas reguladoras do ciclo celular como a ciclina A, e pelo aumento
da incorporacao de timidina; segundo Shefer et al. (14), o 6xido nitrico liberado das fibras media a
ativagao das células satélites. Em outro estudo, Shefer et al. (16) demonstraram que o LELI induz a
sintese protéica por meio da modulagao da atividade de enzimas-chave que regulam a translagao de
RNAm e a indugiao da fosforilagio do receptor de tirosina quinase causada pela irradiacio do /aser,
promovendo a proliferagao celular.

O LELI acelera e aumenta atividades cicatriciais realizadas pelo corpo, aumentando a
atividade dos macréfagos, a infiltracao dos leucdcitos, a liberacao de fatores de crescimento, acelerando
a regeneracao de células epiteliais, promovendo revascularizacdio que subseqiientemente melhora a
perfusio e a oxigena¢ao dos tecidos (17).

A terapia com o /aser de baixa intensidade pode ser efetiva em mediar os sintomas do
processo inflamatoério por meio da estabiliza¢ao da membrana celular pela normalizacdao das concentragcoes
de calcio, sédio e potassio, contribuindo com a repara¢io celular; da vasodilatagdo, aumentando o
transporte de oxigénio e nutrientes para as células danificadas e facilitando a reparacdo e remogao dos
restos celulares; acelerando a atividade dos leucécitos; aumentando a sintese de prostaglandina devido
a conversao das prostaglandinas PGG2 e PGH2 periosideos em prostaglandinas PGI2 que possui agao
vasodilatadora e antiinflamatéria; reduzindo a interleucina I; aumentando a resposta dos linfocitos
afetando beneficamente toda a resposta linfatica; estimulando a angiogénese de capilares linfaticos e
sanguineos por induzir o aumento de 6xido nitrico e de fatores do crescimento que contribuem com este
processo (9, 13, 17, 18).

METODOLOGIA

Foi realizado um estudo do tipo experimental, utilizando 8 ratos machos adultos da raca
Wistar, apresentando um peso médio de 315,6 gramas. Os animais foram separados em dois grupos de
quatro ratos e mantidos em gaiolas, com ra¢ao e agua a vontade, em temperatura ambiente de 25°C, com
controle de luminosidade, permanecendo 13 horas no escuro e 11 horas no claro, no biotério da
Universidade Paulista — UNIP.

Protocolo da indugio do trauma

Para realizar a lesio muscular, foi construido um instrumento constituido por um tubo de
PVC e uma alavanca, que sustentava uma barra de metal de ponta arredondada para nio causar
perfuracdo na pele do animal. O peso da barra de ferro ¢ de 242 gramas e foi liberado a uma altura de
53 cm do musculo gastrocnémio do rato. Esse instrumento foi utilizado em estudos pilotos, demonstrando
homogeneidade e reprodutibilidade das lesoes induzidas, sem que houvesse fratura em nenhum animal.

Os animais foram anestesiados e posicionados em decuibito dorsal, sobre uma tabua, onde
estava posicionado o instrumento com a barra de metal, perpendicularmente a pata. A pata foi
posicionada em rotagao externa e abdugao, para que a barra de metal tivesse contato sobre a regiao onde
se encontram os musculos gastrocnémio e séleo. Antes de o peso ser solto de uma altura de 53 cm, foi
verificado se ele cairia sobre os musculos. O procedimento foi repetido com o musculo contra-lateral,
sendo repetido por duas vezes em cada uma das patas traseiras.
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Apos a indugdo da lesdo, foi realizada a selegao aleatoria, por meio de sorteio, da pata a ser
tratada dos 8 ratos, e o musculo contra-lateral foi utilizado como controle.

Tratamento

Os animais foram anestesiados novamente e foi realizada a tricotomia das patas traseiras a
serem tratadas. O tratamento foi iniciado no mesmo dia com /aser de 670nm, da marca Bioset, série
Physiolux Dual. Foi utilizado o /aser de diodo, nos seguintes parametros:

dose: 03]/cm?;

poténcia: 6mW (+ 10%);

regime de emissao: continuo;

tipo de aplicagdo: pontual — um ponto na face medial e outro na face lateral do musculo,
totalizando dois pontos em cada pata;

tempo de aplicagao: 09 segundos cada ponto;

e angulo de incidéncia: 90° com a regido a ser tratada.

O tratamento foi repetido apos trés dias, no mesmo periodo do dia. Apos cinco dias do inicio
do tratamento com /aser, foi dado um intervalo de dezesseis dias, quando os animais foram pesados
novamente, apresentando um peso médio de 294,4 gramas e sacrificados com anestesia profunda de éter
etilico que provoca nos individuos faléncia cardiopulmonar. Imediatamente apds o sacrificio, foram
retirados os musculos gastrocnémios das duas patas traseiras de cada um dos animais.

Histologia

Para a obtencido dos cortes histolégicos, os musculos foram seccionados até a regiao média do
ventre muscular; regidao que recebeu o impacto direto. Apds a obtengao dos cortes seriados da regido média
do ventre muscular, com espessura de 10 mm, todos os cortes foram corados com hematoxilina eosinase
(HE) para a identificacao das fibras musculares, nucleos, fibroblastos, tecido conjuntivo e outros sinais.

Apbs a coloracao, foram obtidas fotografias de diversas regides dos cortes histolégicos, para
uma avalia¢do histologica qualitativa duplo-cega dos musculos irradiados e nao-irradiados.

RESULTADOS
Musculos Irradiados

As analises microscopicas dos cortes histologicos do tecido muscular irradiado apresentaram
um tecido estruturalmente organizado, com células musculares integras e bem delineadas, nicleos
localizados na periferia celular, vasos sanguineos integros, presenca de células que participam do
processo de reparacao tecidual, tecido conjuntivo intercelular, presenca de fibroblastos, sinais de edema
intercelular, porém menos evidente em relacio ao tecido nao-irradiado e estrias intracelulares em
algumas células (Figuras 1 e 2).

Musculos nao-Irradiados

Os resultados obtidos da microscopia eletronica das laminas dos musculos nao-irradiados
foram desorganizacao estrutural do tecido muscular nao-identificando com clareza as membranas
celulares, fibras fragmentadas em resposta a lesdo, estrias intracelulares na grande maioria das células,
sinais de edema intercelular, infiltrados intracelulares, presenca de poucas células musculares integras
e nuacleos localizados na periferia das células (Figuras 3 e 4).
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FIGURA 1 - Corte transversal (40x). Grupo irradiado com /aser 679 nm.
Observa-se um tecido estruturalmente organizado apresentando
células musculares integras (CMI) e bem delineadas, nicleos
(N) na periferia celular, vaso sanguineo (V) integro, migragao de
células que participam do processo de reparaciao (CR), presenga
de tecido conjuntivo (TC) e de fibroblastos (FF)

FIGURA 2 - Corte transversal (10x). Grupo irradiado com /Jaser 679 nm.
Presenca de células musculares integras (CMI), nucleos (N) na
periferia celular, estrias intracelulares (EI) em algumas células,
edema intercelular (E)
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FIGURA 3 - Corte transversal (10x). Grupo nio-irradiado. Observa-se
desorganizacio estrutural do tecido muscular nao seidentificando
com clareza as membranas celulares de algumas células, presenga
de células musculares integras (CMI), nicleos (N) localizados na
periferia celular, células fragmentadas (CF), sinais de edema (E)
intercelular, presenca de infiltrados (I) e estrias (EI) intracelulares

FIGURA 4 - Corte transversal (10x). Grupo nio-irradiado. Observa-se
desorganizacio estrutural importante do tecido muscular nao se
identificando com clareza as membranas celulares das células,
sinais de edema (E) intercelular, presenca de infiltrados (I) e
estrias (EI) intracelulares, células fragmentadas (CF) intracelulares
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CONSIDERACOES FINAIS

O tratamento com /aser de diodo de 670nm foi realizado nos primeiros cinco dias apds a lesao
e iniciado no mesmo dia do trauma, utilizando a dose de 3]/cm?, estando de acordo com Shefer et al.
(15) que dizem que, quanto mais cedo o dia do inicio da irradiagao, as fibras irradiadas produzem mais
células que as fibras nao-irradiadas.

Ap6s a lesdo, ha uma resposta inflamatéria que dura de trés a cinco dias, e neste estagio, o
laser aumenta a atividade dos macréfagos (9).

Segundo Amaral et al. (12), a radiacao direta do /aser de He-Ne, usada nos primeiros dias
ap6s a excisdo parcial do musculo gastrocnémio do rato, promoveu O Processo regenerativo e a
matura¢ao muscular da regiao lesionada. Em seu estudo utilizando diferentes doses, demonstrou que
apenas a dose de 2,6]/ cm*do Jaser de He-Ne promoveu mudancas significantes, como o aumento da drea
da fibra muscular e aumento da densidade mitocondrial, sugerindo que doses baixas de irradiagao do
laser sio mais efetivas na promocao dos efeitos bioestimulatorios do Jaser. No entanto, o protocolo de
laser de 1]/ cm? utilizado por Fisher et al. (9) ndo obteve um beneficio significante, pois confirmou a
diminui¢ao dos niveis de proteinas contrateis e o aumento dos niveis de proteinas colagenas no musculo
apos a lesao. De acordo com Medrado et al. (19), ao comparar as doses de 4 e 8 J/ cm? utilizando o /aser
de diodo de 670nm, verificatam que o grupo que recebeu 4]/ cm?® de tratamento com /laser exibiu
significativamente mais células em correlagio com maior proliferagio vascular e apresentou maior
reducao do diametro das tulceras tratadas.

No espectro eletromagnético, comprimentos de onda entre 600 e 1300nm sdo mal absorvidos e
dispersos na epiderme e derme e, assim, podem penetrar mais profundamente (20). Bolton et al. (21)
utilizaram um /Zaser de diodo de 860nm para irradiar fibroblastos humanos, a dose de 2]/ ¢cm? aumentou tanto
a proliferacio celular quanto a atividade enzimatica, enquanto que a dose de 16]/ cm? inibiu estes processos.

O modelo de contusio muscular utilizado neste estudo foi escolhido por ser o tipo de lesio
muscular mais comum e bastante descrito na literatura; e foi utilizado o muisculo gastrocnémio, por ser
um musculo de facil acesso e comumente acometido na pratica esportiva (21, 22).

De acordo com Martin (17), células e tecidos comprometidos respondem mais prontamente
que células e tecidos saudaveis a irradiagao do /aser de baixa intensidade, pela transferéncia de energia
que ocorre entre os fotons emitidos pelo LELI e os croméforos receptivos que sao encontrados em varias
células e organelas subcelulares. Células e tecidos que estdao isquémicos e pobremente perfundidos como
resultado da inflamag¢ido, edema e lesao tém mostrado ter uma resposta significativamente aumentada
a irradiacao do /laser de baixa intensidade que estruturas saudavelmente normais.

Os resultados da avaliagao histologica deste estudo demonstram que a agdo do /laser nao
evitou o surgimento dos sinais de lesao muscular observados, mas produziu areas de menos sinais de
alteracdes teciduais, tais como células bem delineadas, menor quantidade de fibras fragmentadas, vasos
sanguineos integros e edema em menor intensidade. Medrado et al. (19), em seu estudo, verificaram que
durante os primeiros dias, sinais da inflamacdo aguda foram menos intensos e cessaram mais cedo nos
animais tratados e a redugao da extensiao do edema foi um importante efeito precoce da terapia com /aser.
Este fato pode fundamentar-se na capacidade de o /aser em acelerar o processo de reparacao tecidual.
A 'luz do /Jaser nao exacerba o processo inflamatoério, mas abrevia o tempo para a resolugao por meio da
aceleragao do processo de reparagao tecidual (17, 19).

Devido a irradiagio do /aser ser fotoquimica, a energia é absorvida por cromoéforos
intracelulares e convertida em energia metabdlica, aumentando o metabolismo celular (13, 14).

Um ndimero consideravel de proteinas reativas que respondem a estimulagio do /aser sao
enzimas; a luz do /aser amplia a estimulacio de enzimas benéficas e deprime as deletérias. Enzimas
citocromaticas como citocromo E oxigenase e 6xido nitrico sintetase (NOS) sao reativas a fotoestimulagao
do /Jaser, acelerando suas funcoes e aumentando a quantidade de ATP e 6xido nitrico, os quais promovem um
aumento no metabolismo celular e da funcao nervosa e melhora da circulagao (17). De acordo com Passarella
et al. (24), a irradiacao do /aser produz um potencial eletroquimico extra e um aumento na sintese de ATP
no interior da mitocondria isolada quando comparada a mitocondria controle que nio sofreu irradiagao.
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Baixas doses de luz intensificam a forma¢io de um gradiente de féton eletroquimico
transmembrana na mitocondria, que é seguido por uma libera¢io de calcio da mitocondria no
citoplasma, que subsequiientemente estimula a mitose e a proliferacao celular. Altas doses, no entanto,
aumentam muito a libera¢ao de célcio, causando hiperatividade das bombas de calcio ATPase e esgotam
o poo/ de ATP da célula, inibindo o metabolismo celular (20).

O aumento da energia e da oxigena¢ao celular melhora da microcirculagao e sintese de
proteinas sinalizadoras especializadas como os fatores de crescimento, tem mostrado ser influenciados
pelos fotons; a razdao pela qual a cicatrizagao é acelerada pela radiacdo /aser (23).

Shefer at al. (16) demonstram em seu estudo que a média do nimero de células por fibra
triplicou em fibras irradiadas por /aser de baixa intensidade, comparadas ao grupo controle.

O efeito relativamente prolongado do LELI na prolifera¢ao de células associadas com fibras
1soladas pode ser atribuido aos fatores secretados pelas fibras em resposta a radiacao (15).

Um possivel esquema das mudangas na proliferagao das células de mamiferos por luz visivel
monocromatica é a transducao do fotosinal e amplificagdo da cadeia com as respectivas reagoes
bioquimicas na célula, em seguida, a luz ¢ absorvida na mitocondria e estimulagdo da sintese de DNA
e RNA acontece como um passo final apos a cascata de reages bioquimicas na célula (24).

Irradiacao com /aser de He-Ne durante a regenera¢ao do musculoesquelético promove o
processo de neoformacdao vascular na zona lesionada (9, 12, 13, 17, 18). As células fagociticas sdao
originarias do sangue e a entrada destas no musculo danificado depende da funcionalidade da circulagao
local (25), como observado nos cortes histolégicos do musculo gastrocnémio irradiado deste estudo, que
apresentaram vasos sanguineos integros e migracao de células que participam do processo de reparacao.

Na analise qualitativa das laminas histolégicas dos musculos gastrocnémios irradiados deste
estudo, observou-se a presenca de tecido conjuntivo e fibroblastos, concordando com estudos
anteriores que demonstraram que o LELI estimulou preferencialmente os fibroblastos a produzirem
colageno, pois os fibroblastos se reproduzem e proliferam mais rapido que as células satélites e
mioblastos responsaveis pela regeneragao da fibra muscular, aumentando o conteido de proteina
colagena, induzindo a formacdao de um tecido cicatricial nao-funcional (9, 18, 26). No estudo de
Medrado et al. (19), a proliferacio de fibroblastos e a deposi¢ao de colageno acompanharam a
proliferagao vascular e as fibras coldgenas aparecem mais regularmente organizadas no grupo tratado
com /laser que em controles nao-tratados.

Foi observado neste estudo que as laminas histolégicas dos musculos irradiados apresentaram
maior quantidade de células com seus nicleos na periferia em relagio aos musculos nao-irradiados. De
acordo com Falkner et al. (27), a presenga de nucleos localizados na periferia da célula é indicativo de
fibra muscular madura. Com o preenchimento da regidao de regeneracao da fibra, com proteinas
contrateis, os nicleos musculares vao sendo empurrados para a periferia, adquirindo a aparéncia de uma
fibra madura (27).

Pode-se concluir que os resultados da analise histologica demonstraram que as laminas dos
cortes histolégicos dos musculos gastrocnémios tratados com /aser de baixa intensidade de 670nm
apresentaram uma melhora qualitativa, com melhor organiza¢io do tecido muscular e conjuntivo em
relagao as laminas dos cortes histolégicos dos musculos nao-irradiados.
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