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RESUMO: O musculo é um tecido bioloégico portador de plasticidade, com alto grau de remodelamento frente a
diversos estimulos. Também é frequentemente afetado por traumas da vida diaria e atividades de esportes. Assim
a rapida recuperacao deste tecido com manutencdo de suas propriedades mecénicas € importante para o
individuo. Varios estudos indicam a eficiéncia do laser para a modulacao da resposta inflamatéria em tecidos de
pele, tenddes, musculos e 0ssos. O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da radiacédo do laser As-Ga-Al, na
reparacdo do musculo gastrocnémio de ratos apds trauma mecanico. Foram utilizados 48 ratos da linhagem
Wistar sacrificados metade destes aos oito dias e o restante aos 15 dias apés o inicio do experimento. Os animais
foram separados nos seguintes grupos contendo oito animais cada um: dois grupos controles, dois grupos apenas
lesados e dois grupos lesados e tratados. Os musculos gastrocnémios dos grupos de animais lesados foram
submetidos a um trauma, através de impacto por um aparelho promotor de trauma mecanico. Os grupos lesados e
tratados receberam irradiagdo de laser com 10 J/cm?2 no 1°, 3,5 e 7 dias apos a lesdo. Os grupos apenas
lesados nao foram irradiados, mas submetidos aos mesmos procedimentos, porém com aparelho de laser As-Ga-
Al desligado. No dia do sacrificio, os animais foram anestesiados com Rompum® e Ketalar® em doses de 0.10
ml/100g de massa corporal e decapitados. Os musculos gastrocnémios foram retirados, fixados em formol a 10%,
processados, incluidos em parafina, seccionados e corados com hematoxilina/eosina. Algumas laminas foram
coradas por picrosirius red e fast green para observacdo de colageno. N&do houve alteragbes no processo
inflamatério, quanto ao numero de polimorfonucleares, fibroblastos, macréfagos e monécitos em relacdo aos
grupos controles. As andlises histomorfométricas, demonstraram melhora na distribuicdo do tecido colageno nos
grupos lesados e tratados e diminuicdo de colageno nos animais lesados e tratados com sacrificio aos 15 dias.
Deste modo, a laserterapia nos moldes utilizados neste experimento, pode ser Util no tratamento das lesbes
musculares por promover diminuicdo de colageno na fase mais tardia da reparacao tecidual, com rearranjo mais
adequado deste tecido. Este recurso terapéutico previne retracbes musculares e excesso de colageno,
propiciando recuperacdo mais adequada e precoce da atividade muscular.

PALAVRAS CHAVES: Sistema musculo-esquelético, Colageno, Lasers.
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ABSTRACT: The muscle is a biological tissue that possesses plasticity, and presents a high degree of remodeling

facing several stimulations. It is also frequently affected by normal-life and sports-related traumas. In this manner,
this tissue’s fast recovery, maintaining its mechanic properties is of extreme importance to the individual. Several
studies indicate the laser’s efficiency regarding the modulation of the inflammatory response in skin, tendon,
muscle and bone tissues. The objective of this work was to evaluate the effects the As-Ga-Al laser radiation has
regarding the reparation of the gastrocnemius muscle of rats after a mechanic trauma. Forty-eight rats from the
Wistar lineage were utilized, from which half were sacrificed at eight days and the remaining half at 15 days from
the beginning of the experiment. The animals were separated into the following groups, each containing eight
animals each: two control groups, two only lesioned groups and two lesioned and treated groups. The
gastrocnemius muscles of the lesioned group animals were submitted to a trauma, through an impact caused by a
mechanic trauma-inducing device. The lesioned and treated group animals received laser irradiation with 10 J/cm?2
at day 1, 3, 5, and 7 following the lesioning. The lesioned group animals were not irradiated, but submitted to the
same procedures, only with the As-Ga-Al laser device turned off. At the day of the sacrifice, the animals were given
anesthetics (Rompum® and Ketalar®) using a dosage of 0,10 mL/100g of bodily mass, and were then decapitated.
The gastrocnemius muscles were retrieved, fixated in formaldehyde at 10%, processed, included in paraffin,
sectioned and colored with hematoxillin/eosin. Some of the slides were colored with picrosirius red and fast green
in order to observe the collagen. There were no alterations in the inflammatory process regarding the number of
polymorph nuclear cells, fibroblasts, macrophages and monocytes, in comparison to the control groups. The
histomorphometric assessment analysis demonstrated an improvement in the collagen tissue distribution in the
lesioned and treated groups and a decrease in collagen levels in the lesioned and treated groups that suffered
sacrifice at 15 days. Thus, laser therapy in the models utilized in this experiment may be useful in the treatment of
muscular lesions, for it promotes a decrease in collagen during the latest stage of tissue reparation, therefore
inducing a more adequate rearranging of this tissue. This therapeutic resource prevents the excess of collagen and
also muscular retractions, making way for a more adequate and precocious recovery of muscular activity.

KEYWORDS: Musculoskeletal System, Collagen, Lasers.

INTRODUCAO

O laser (Lihgt Amplification by Stimulated Emission of Radiation) foi idealizado em 1917 (VECOSO, 1993;
BRUGNERA & PINHEIRO, 1998) e utilizado como recurso terapéutico a partir de 1965 (COLLS, 1988; SCHINDL
et al, 2000; PEREIRA et al, 2002). O laser acelera a transcricdo e replicacdo do DNA (acido desoxirribonucléico), a
producdo de ATP (adenosina trifosfato), a atividade mitocondrial, a cicatrizacdo tecidual e a angiogénese (KARU
et al, 1995; REDDY et al, 1998; BEN-DOV et al, 1999; SCHINDL et al, 2000; SHEFER et al, 2002; SHEFER et al,
2003). O laser tem efeito bioestimulante muscular (ANDERS et al, 1993; LAAKSO et al, 1993; SOTELO et al,
1996; SCHINDL et al, 2000; MATAMALA et al, 2001; GUIRRO & GUIRRO, 2002) e induz liberagédo de substancias
pré-formadas, como histaminas, serotonina e bradicinina, além de promover estimulacdo ou inibicdo de reacdes
enzimaticas (SCHINDL et al, 2000). O laser ainda apresenta acéo antiinflamatoria, analgésica, estimulante celular
e modulador do tecido conjuntivo na regeneracao e na cicatrizacdo do tecido muscular (STAINKI et al, 1998).

A acdo analgésica ocorre dentre outros fatores, devido a reducao da inflamacdo pela reabsorcao de
exsudatos, pela estimulacdo da microcirculacdo, alteragdo no metabolismo das serotoninas (FREITAS &
BARANAUSKAS 2000; SCHINDL et al, 2000). O efeito antiinflamatério é devido a interferéncia na sintese de
prostaglandinas e a acdo microcirculatéria o que favorece o tecido lesionado propiciando células de defesa e
adequada oxigenacdo (COTRAN & ROBBINS 2000; FREITAS & BARANAUSKAS 2000). O laser atua na fase
proliferativa do processo inflamatério, estimulando os efeitos regenerativos e ainda leva ao rearranjo estrutural do
citoesqueleto e a modulacéo celular (MEDRADO et al, 2003). O efeito antiedematoso € intensificado pela ativagao
da microcirculacao (COTRAN & ROBBINS, 2000).

O laser aplicado nas primeiras horas ap0s a leséo, otimiza a cicatrizacdo e regeneracdo muscular pelo
aumento da mobilidade mioblastica e de miofribrilas jovens com proliferacdo de células satélites e neoformacéao de
vasos sanguineos na area irradiada. (BEN-DOV et al, 1999; AMARAL et al, 2001, BULYAKOVA et al, 2002;
SHEFER et al, 2002; SHEFER et al, 2003).

O laser composto por Arsenieto de Galio e Aluminio (As-Ga-Al) tem demonstrado intensos efeitos sobre
tecidos biologicos. No processo de cicatrizacdo acelera a reparacao tecidual pela diminuicdo do edema, melhoria
no tecido de granulacdo, e estimulacdo da proliferacdo de fibroblastos com deposi¢cdo organizada de colageno
(MEDRADO et al, 2003; PUGLIESE et al, 2003).

Este trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos da terapia do laser Arsenieto de Galio e Aluminio sobre
0 musculo gastrocnémio de ratos submetidos a lesé@o por trauma mecanico.
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MATERIAL E METODO

Foram utilizados 48 ratos (Rattus norvergicus), machos da linhagem WISTAR, de 70 dias de idade. Os
animais permaneceram no Laboratério de Experimentacdo Animal, da Universidade Federal de Uberlandia, a
temperatura de 25T, umidade 40%, luminosidade dia/noite de 12 horas e receberam racdo Nuvilab e agua a
vontade durante todo o experimento. Os animais foram divididos em seis grupos de 8 animais cada um.

Grupos com sacrificios aos 8 dias apos a leséo.
Grupo 1A — Controle (ndo lesados)

Grupo 2A — Apenas lesado

Grupo 3A - Lesado e tratado com laser

Grupos com sacrificios aos 15 dias apés a leséo.
Grupo 4A — Controle (ndo lesados)

Grupo 5A — Apenas lesado

Grupo 6A — Lesado e tratado com laser

Os animais foram anestesiados com quetamina a 5% e xilasina a 2% na propor¢cdo de 1:4 em dose de
0,10 a 0,15 ml/100g de massa corporal, foi feita a seguir a lesdo na perna direita utilizando o equipamento
Promotor de Trauma Mecénico (FILHO-FRIETAS et al, 2006) através do impacto de um pino de ferro com massa
de 3209 solta de uma altura de 21 cm.
A irradiacdo do laser foi realizada pelo equipamento Laser Physiolux Dual da Bioset de geracdo de onda de
2000 Hertz, de comprimento de onda de 785 nm — Arsenieto de Galio e Aluminio (Fig. 1A).

| ! d
Figura 1A . Equipamento Laser Physiolux Dual da Bioset—As-Ga-Al de 785 nm.
Figura 1B . Técnica de aplicacdo do laser As-Ga-Al 785 nm sobre 0 musculo gastrocnémio.

Figura 1C . Técnica cirdrgica para retirada do masculo gastrocnémio.
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A aplicagdo do laser As-Ga-Al foi iniciada no primeiro dia, 2 horas ap0s lesao, pelo método transcutaneo
em apenas um ponto, com dose de 10 Jlcm®. Os animais foram posicionados sobre uma plataforma, em decubito
ventral com hiperextensdo do membro inferior direito. A aplicacdo do laser foi realizada no 1°, 3°, 5° e 7° dia apds
lesdo. A incidéncia foi realizada diretamente na pele da regido lesionada, com o contato direto da caneta sobre
esta regido em angulo de 90’ (Fig. 1B). Os animais controle também receberam o mesmo tipo de manipulacéo que
0s animais irradiados, porém com o laser desligado.

Ao final da fase experimental, os animais foram submetidos a anestesia utilizando injecao intraperitoneal
de Rompum® e Ketalar® em doses iguais de 0.10 ml de solucéo para cada 100g de massa corporal e o sacrificio
dos animais foi realizado por decapitagdo. Os musculos gastrocnémios foram retirados através de técnica cirdrgica
(Fig. 1C).

Os musculos gastrocnémios foram fixados em formol a 10% durante 48 horas. O material foi processado
para técnica histologica classica, incluido em parafina, seccionado, montado em lamina e corada por
hematoxilina/eosina.

Para observacao do colageno algumas laminas foram coradas por picrosirius red e fast green. As laminas
foram imersas em solucdo de acido fosfomolibidénico 0,2%, e a seguir no picrosirius red, enxaguadas em solucéo
0,01 NHCI e em etanol e Xilol e montadas. O material foi fotografado em microscépio Olympus Triocular BX40,
acoplado a cAmera Oly-200 ligada a um computador através de placa digitalizadora (Data Translation 3153). Para
a analise estatistica utilizou-se o teste t-Student com nivel de significAncia de 5 % (p<0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

No oitavo dia ap6s a lesdo estiveram presentes no processo inflamatério, células gigantes, fibroblastos,
macrofagos, monacitos, linfécitos e neovascularizacéo tanto no grupo lesado e tratado quanto no apenas lesado.
Nao houve diferencas significativas no nimero de células e na neovascularizacéo entre os grupos lesado e tratado
e 0 apenas lesado (Fig. 2).
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Figura 2. Mdusculo gastrocnémio de ratos aos 8 dias apds lesdo mecéanica, corado com hematoxilina e eosina,
300X. A — grupo apenas lesado; B — grupo lesado e tratado. Células mononucleadas(setas azuis); células
gigantes(setas alaranjadas); fibra muscular(setas amarelas); neovascularizacao(setas pretas).

Apés 15 dias de lesdo muscular, também estiveram presente células relacionadas ao processo
inflamatério e neovascularizacdo, sem diferencas significativas do nimero de células entre os grupos lesados e
tratados e o apenas lesado (Fig. 3). Nao houve diferenca significativa, no nimero de células do processo
inflamatério e na neovascularizacdo, entre os grupos sacrificados aos 8 e aos 15 dias ap6s a lesdo, tanto nos
animais do grupo lesado e tratado, quanto no apenas lesado.

Figura 3. Muasculo gastrocnémio de ratos aos 15 dias apds lesdo mecénica, corado com hematoxilina e eosina,
300X. A — grupo apenas lesado; B — grupo lesado e tratado. Células mononucleadas(setas azuis); células
gigantes(setas alaranjadas); fibra muscular(setas amarelas); neovascularizagcao(setas pretas).

A distribuicdo do colageno e das fibras musculares no oitavo dia apdés a lesdo, demonstrou fibras
musculares com didmetro maiores e fibras colagenas com distribuicdo bastante uniforme entre estas, no grupo
lesado e tratado. O grupo apenas lesado apresentou fibras musculares de diametros menores, e areas com
predominancia de concentracdo de colageno em relacéo a fibras musculares (Fig. 4).
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Figura 4. Masculo gastrocnémio de ratos aos 8 dias apés lesdo mecénica corado com sirus red e fast green,
300X.

A — grupo controle. Fibra colagena (seta menor); fibra muscular (seta maior).

B — grupo apenas lesado. Fibra colagena (seta menor); fibra muscular (seta maior).

C - grupo lesado e tratado. Fibra colagena (seta menor); fibra muscular (seta maior).

Aos 15 dias ap6s a leséo, o grupo de animais lesado e tratado apresentou pouco colageno, porém com
boa distribuicdo entre as fibras musculares enquanto o grupo apenas lesado demonstrou muitas fibras colagenas,
porém mais isoladas em relagdo as fibras musculares (Fig. 5).
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Figura 5. Musculo gastrocnémio de ratos aos 15 dias apds lesdo mecanica, corado com sirus red e fast green,
300X.

A — grupo controle. Fibra colagena (seta menor); fibra muscular (seta maior).

B — grupo apenas lesado. Fibra colagena (seta menor); fibra muscular (seta maior).

C - grupo lesado e tratado. Fibra colagena (seta menor); fibra muscular (seta maior).

Para os animais com sacrificios no 8° dia ap6s a lesdo, a quantidade de colageno foi maior no grupo
lesado e tratado do que no grupo apenas lesado. Todavia, aos 15 dias apos a lesdo houve diminuicdo na
guantidade de colageno (Tab. 1), porém com melhor distribuicdo no grupo lesado e tratado em relagdo ao grupo
apenas lesado.

Tabela 1. Valores percentuais histomorfométricos médios + desvio padrdo da quantidade de colageno, presente
no musculo gastrocnémio de ratos, lesado mecanicamente com ou sem tratamento por laser. Os animais foram
sacrificados aos 8 e 15 dias ap0s a lesao.

Grupos Dais do sacrificio
8° dia 15° dia
Controle 5,01+1,52° 5,62+2,20°
Apenas lesado 23,03+7,92° 34,87+14,09°

Lesado e tratado 36,17+5,85° 15,75+7,05°
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Os valores em cada linha ou coluna com letras distintas apresentam diferencas significativas. Teste t-Student
(p<0,05).

A avaliacéo do efeito de uma acao fisioterapica experimental sobre uma leséo, prescinde de um adequado
modelo de inducdo desta lesdo. Para a inducao de lesdo muscular tem sido utilizado miotoxina ou cirurgias
(MINAMOTO, 1999; NICOLAU, 2001; ABOU HALA, 2003), os quais apresentam o0 inconveniente da resposta
inflamatéria advinda da toxicidade da droga utilizada ou induzida pelo préprio ato cirdrgico. Assim, este trabalho
utilizou a técnica de lesao por impacto mecanico (FILHO-FREITAS et al, 2006), se assemelhando o mais possivel
da realidade, dos constantes traumas ocorrido em desportistas ou em conseqiiéncia da vida diaria. Este método
demonstrou-se bastante adequado por néo ser invasivo e reproduzivel com alto grau de homogeneidade.

O comprimento de onda com maior potencial para atravessar o tecido epitelial € de 750 a 800nm (KARU,
2003). A irradiacdo com comprimento de 785 nm do laser As-Ga-Al usada neste experimento, permitiu efetiva
acdo sobre o tecido muscular subepitelial conforme verificado nos animais tratado com o laser.

A aplicacdo da terapia a laser, pode induzir tanto estimulacdo quanto inibicdo da formacéo de fibras
musculares ou fibras colagenas. Este comportamento da laserterapia é dependente do tipo de laser, comprimento
de onda, nimero de aplicacdes, distancia da caneta ao tecido estimulado e da intensidade da irradiacéo utilizada
(KARU et al, 1995; FISCHER et al, 2000; SCHIND et al, 2000; AMARAL et al, 2001; PEREIRA et al, 2002).
Apresentam carater estimulatorio doses abaixo de 8 J/cm?2 e inibitério doses acima de 8 J/cm2 (VICENZO et al.
2001). A irradiacdo de 4 J/cm® em lesdo por trauma mecanica sobre tecido muscular de ratos, de fato, induziu
aumento na concentracdo de colageno (FILHO-FREITAS et al, 2006). Ja a dose de 10 J/cm? utilizada neste
experimento induziu aumento do tecido colageno nos animais sacrificados aos 8 dias ap0s a leséo, e diminuicao
nos animais sacrificados aos 15 dias. Este fato é interessante ja que contribui na fase mais tardia da reparagdo da
lesdo amenizando as retragdes musculares advindas do excesso de fibras colagenas (FISCHER et al, 2000)

A contagem de fibroblastos ndo mostrou alteragdo no nimero destas células, entre os grupos lesado e
tratado e o apenas lesado sugerindo que o aumento foi devido a incremento na sintese de colageno o que
coincide com relatos de ativacao celular pela irradiacdo do laser (SHEFER et al, 2003).

A disposicao mais uniforme do colageno no oitavo dia da lesao foi também, acompanhado por aumento do
didmetro das fibras musculares indicando incremento na reparacdo da lesdo. Estes dados assemelham aos
relatos de que o laser As-Ga-Al acelera o processo de cicatrizacao, abrevia a fase de exudacdo e reparacao,
diminui o edema e o tecido de granulacéo nas lesdes e propicia a deposi¢do organizada do colageno (MEDRADO
et al, 2003;).

O laser As-Ga-Al, utilizado em lesédo muscular por miotoxina, nao determinou alterag6es no namero de
células relacionadas ao processo inflamatério (PUGLIESE et al, 2003). Estes dados coincidem com a auséncia de
alteracdo na populacéo celular verificada neste trabalho.

Como ja esta estabelecido, a organizagdo do tecido colageno no musculo lesionado é indispensavel para
a adequada funcionalidade deste tecido, ja que o0 excesso e a desorganizacdo sdo promotores de barreiras
mecanicas inibitérias da funcao e regeneracdo muscular (FISCHER et al, 2000). Portanto, o laser na metodologia
utilizada neste experimento, promoveu melhora no rearranjo e distribuicdo do colageno entre as fibras musculares
otimizando a recuperacao da funcdo muscular.

CONCLUSOES

A terapia a laser de baixa poténcia com o laser As-Ga-Al, nos moldes utilizados e aplicado logo apés a
lesdo seguida de quatro aplicagdes em dias alternados, ndo alterou a resposta inflamatéria do tecido lesado, mas
determinou melhor distribuicdo do colageno entre as fibras musculares, contribuindo para prevenir quadros de
retrac6es musculares e promovendo recuperacdo mais adequada e precoce da atividade muscular. Deste modo
os dados indicam como acao positiva o uso deste recurso terapéutico nas leses musculares.
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