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RESUMO 
 
Lesões do sistema músculo esquelético decorrentes de atividades esportivas são comuns, 
porém apesar da capacidade regenerativa intrínseca do tecido muscular, este processo pode 
ser prejudicado de acordo com a extensão da lesão, causando atrofia, fibrose, dor e 
incompleta recuperação funcional, aumentando o risco de lesões recorrentes. Dentro desse 
contexto, recursos biofísicos e bioquímicos tem sido estudados na tentativa de acelerar o 
processo de regeneração muscular, como a terapia laser de baixa intensidade (LLLT). 
Vários estudo demonstram que esta modalidade terapêutica estimula respostas positivas 
durante o reparo do tecido muscular. Diante disso, foram desenvolvidos dois estudos com 
o objetivo de verificar os efeitos da LLLT (InGaAlP – 660 nm), com as fluências de 10 
J/cm2 e 50 J/cm2, durante a regeneração do músculo tibial anterior criolesionado. Sessenta 
e três ratos da linhagem Wistar (3 meses de idade, ±300 g) foram distribuídos 
randomicamente em 3 grupos: grupo controle lesado sem nenhum tratamento (GC), grupo 
lesado e tratado com 10 J/cm2 (G10) e grupo lesado e tratado com 50 J/cm2 (G50). Ainda, 
todos os grupos foram subdivididos em 3 subgrupos (n=7), onde os animais foram 
eutanasiados depois de 7, 14 e 21 dias da indução da lesão. A irradiação laser foi realizada 
em um único ponto e se iniciou 48 horas após a criolesão, 5 vezes por semana (a cada 24 
horas), seguidos de um intervalo de 48 horas. No primeiro estudo, foram analisados os 
efeitos da LLLT na regeneração muscular em relação aos mecanismos moleculares 
envolvidos no processo de reparo. Os resultados demonstraram que ocorreu uma redução 
da expressão do RNAm do Cox-2 em todos os grupos irradiados após 14 e 21 dias. No 
sétimo dia, a expressão do RNAm do VEGF não aumentou nos dois grupos tratados, 
entretanto sua expressão aumentou depois de 14 e 21 dias de tratamento, principalmente 
com a fluência de 50 J/cm2. A expressão do RNAm da MyoD foi aumentada com a 
fluência maior, em todos os períodos analisados, e com a fluência menor apenas depois de 
21 dias. A expressão da Miogenina foi reduzida em ambos os grupos tratados em 7 dias, e 
foram aumentadas com a fluência de 10 J/cm2 depois de 21 dias. Estes resultados sugerem 
que a LLLT pode melhorar a regeneração muscular através da estimulação da expressão 
gênica. No segundo estudo, foram avaliados os efeitos da LLLT durante a regeneração 
muscular, nos seus aspectos histológicos e imunohistoquímicos. Uma modulação do 
processo inflamatório em 7 dias foi visualizada nos grupos tratados. No 14o dia, os animais 
irradiados, com as duas fluências, apresentaram fibras musculares jovens organizadas e 
pouco tecido de granulação. Depois de 21 dias de lesão, todos os grupos apresentaram 
tecido muscular organizado similar ao músculo esquelético sem lesão. Além disso, uma 
menor área de necrose no primeiro período experimental foi observada nos grupo tratados 
e uma maior quantidade de vasos sanguíneos depois de 14 e 21 dias foi visualizada no 
grupo tratado com a fluência de 50 J/cm2. A imunohistoquímica demonstrou expressão da 
Miogenina em todos os grupos experimentais depois de 7 e 14 dias, e no 21o dia, no grupo 
controle e no grupo tratado com a menor fluência. Maior expressão da MyoD esteve 
presente nos grupos tratados em todos os períodos avaliados. Concluindo, as duas fluências 
da LLLT desempenharam efeitos positivos durante o reparo muscular. Tais resultados são 
fundamentais na elucidação dos mecanismos biológicos e moleculares envolvidos na 
regeneração muscular. 
 
Palavras-chave: regeneração muscular, terapia laser de baixa intensidade, criolesão, 
expressão gênica, imunohistoquímica. 
 
 

 



ABSTRACT 
 

Skeletal muscle injuries from sport activities are usual, but despite the inherent healing 
capacity of muscle tissue, this process can be impaired depending on the injury extension, 
what can lead to atrophy, fibroses, pain and functional recovery incomplete, increasing the 
risks of recurrent lesions. In addition, biophysical and biochemical resources have been 
studied in an attempt to enhance the muscle regeneration process, as the low level laser 
therapy (LLLT). Many studies have showed that this therapeutic modality stimulates 
positives responses during muscle healing process. Thus, two studies were performed with 
the aim of evaluating the effects of LLLT (InGaAlP – 660 nm), with the fluences of 10 
J/cm2 and 50 J/cm2, during Tibiales anterior muscle regeneration after cryolesion. Sixty 
three Wistar rats (3 month of age, ±300 g) were randomly divided into 3 groups:	
   injured 
control group (CG) – injured animals without any treatment; treated group, at 10 J/cm² 
(G10) and treated group, at 50 J/cm² (G50). Each group was divided into 3 different 
subgroups (n=7) and on days 7, 14 and 21 post-injury, were sacrificed. The laser 
irradiation was performed at a single point and started 48 hours after injury, 5 times per 
week (each 24 hours), followed by an interval of 48 hours. At the first study, the effects of 
LLLT were analyzed on the muscle regeneration related on molecular mechanisms 
involved at repair process. The results showed a downregulation of mRNA Cox-2 
expression in all treated groups after 14 and 21 days. On day 7, both treated groups had a 
downregulation of mRNA Vegf expression, but had a increase after 14 and 21 days of 
treatment, meanly at 50 J/cm2. The mRNA MyoD expression was upregulated with the 
higher fluence, in all periods evaluated, and with the lower fluence the MyoD levels 
increased only after 21 days. The Myogenin expression was downregulated in both treated 
groups on day 7, and was upregulated with dose of 10 J/cm2 after 21 days. These responses 
suggest that LLLT can improve the skeletal muscle regeneration through the gene 
expression stimulation. At the second study, the effects of LLLT were evaluated during 
muscle regeneration, through histological and immunohistochemical aspects. The treated 
groups had an inflammatory process modulation after 7 days. On day 14, the treated 
animals, with both fluences, showed organized new muscle fibers and less granulation 
tissue. After 21 days of lesion, all groups had complete tissue repair. Moreover, the 
irradiated groups had less necrosis area at the first experimental period evaluated, and, also 
had more blood vases quantity after 14 and 21 days, at 50 J/cm2. The 
immunohistochemistry analysis showed Myogenin expression in all experimental groups 
after 7 and 14 days, and at day 21st; the immunoexpression was detectable in the control 
group and in the treated group with lower fluence. Superior MyoD expression appeared in 
both treated groups during all evaluated periods.  Concluding, both fluencies of LLLT 
played positive effects on muscle repair. Such findings are fundamentals to elucidate the 
biological and molecular mechanisms involved in the skeletal muscle regeneration 
 
Key-words: muscle regeneration, low level laser therapy, cryolesion, gene expression, 
immunohistochemical. 
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Apresentação da tese 

 

 Essa tese foi estruturada na forma de artigos, sendo dividida em três partes e 

redigida de acordo com as normas metodológicas da Associação Brasileira de Normas 

Técnicas (ABNT). 

 A primeira parte é constituída de uma contextualização, objetivo, materiais e 

métodos, com detalhamento da metodologia empregada. 

 A segunda parte compreende dois artigos que possuem como fundamentação a 

primeira parte acima descrita. O primeiro trabalho aborda os aspectos relacionados à 

terapia laser com a expressão de genes envolvidos na regeneração muscular, intitulado: 

“Terapia laser de baixa intensidade (LLLT) (660 nm) altera a expressão gênica durante a 

regeneração muscular em ratos”, Aceito para publicação no periódico “Journal of 

Photochemistry and Photobiology B: Biology” em janeiro de 2013. O segundo artigo 

aborda os efeitos da terapia laser de baixa intensidade na regeneração muscular de ratos, 

denominado: “Efeitos da terapia laser de baixa intensidade 660 nm no processo de 

regeneração muscular após criolesão”, Aceito para publicação no periódico “Journal of 

Rehabilitation Research and Development”em janeiro de 2013.  

 A terceira parte é composta das considerações finais, perspectivas futuras, 

referências bibliográficas utilizadas e anexos. 
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1. CONTEXTUALIZAÇÃO  

   

 As lesões do sistema músculo esquelético são decorrentes de vários mecanismos, 

como lesão mecânica, distrofias musculares e doenças infecciosas (TOUMI e BEST, 2003). 

As mais comuns são as lesões relacionadas às atividades esportivas, cerca de 10% - 55%,  

das quais 90 % são causadas por contusões ou estiramentos (JARVINEN et al., 2005; 

JARVINEN et al., 2007; TURNER e BADYLAK, 2012). A contusão muscular é causada 

por trauma direto na região muscular, geralmente decorrente de esportes onde ocorre contato 

direto com outros atletas, e assim, este impacto no músculo acarreta a lesão vascular, 

resultando em lesão das fibras musculares através do hematoma formado (MACKEY et al., 

2012). Já o estiramento induz a ruptura das fibras musculares e do tecido conectivo, 

ocorrendo principalmente na interface entre as fibras musculares e a aponeurose e entre a 

junção miotendínea (JARVINEN et al., 2007; MACKEY et al., 2012).   

 Independente do tipo de lesão muscular o processo de regeneração é ativado 

imediatamente após a lesão. Vários autores descreveram que este processo envolve uma 

sequência de respostas celulares compondo três fases: a fase de destruição ou inflamação, a 

fase de reparo ou regeneração e a fase de remodelamento ou fibrose (HUARD et al., 2002; 

TOUMI e BEST et al., 2003; BEDAIR et al., 2004; JARVINEN et al., 2005; TIDBALL, 

2005; JARVINEN, 2007; LAGROTA-CANDIDO et al., 2010; TURNER e BADYLAK et 

al., 2012). 

 Na fase de destruição ou fase inflamatória ocorre a ruptura e necrose das fibras 

musculares, além da formação de hematoma e a chegada das células inflamatórias, como 

neutrófilos e macrófagos, responsáveis pela fagocitose do tecido necrosado e pela síntese de 

citocinas (IL-1, IL-6, IL-8) e fatores de crescimento (IGF-1, HGF, EGF) (HUARD et al., 

2002; LAGROTA-CANDIDO et al., 2010). A liberação das citocinas e dos fatores de 
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crescimento aumentam a resposta inflamatória e recrutam células satélites para o local da 

lesão (TURNER e BADYLAK et al., 2012).   

 Na fase de reparo e na fase de remodelamento, as células satélites proliferam e se 

diferenciam em mioblastos para formar miofibras multinucleadas, substituindo as fibras 

lesadas (JARVINEN et al., 2005; JARVINEN et al., 2007). Estas fases também são 

marcadas pela angiogênese (formação de novos vasos sanguíneos), processo regulado pelo 

fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) (BEDAIR et al., 2002; BRYAN et al., 

2008). Uma vascularização adequada na área lesada é um pré-requisito para a recuperação 

morfológica e funcional da fibra muscular (HUARD et al., 2002; JARVINEN et al., 2005; 

MOYER e WAGNER, 2011).  

 As células satélites ou células precursoras miogênicas, se localizam entre o sarcolema 

e a lâmina basal das fibras musculares (SABOURIN e RUDNICK, 2000; JARVINEN et al., 

2007).  Após sua ativação, durante a regeneração muscular, ocorre a regulação da sua função 

através dos fatores de crescimento e também dos fatores regulatórios miogênicos (MRFs) 

(MyoD, Myf5, Mrf4 e Miogenina), Os MRFs são divididos em dois grupos: o primeiro 

constituído pelo MyoD e o Myf5 com a função de ativar a transformação das células 

precursoras em mioblastos seguido da sua proliferação; e o segundo grupo constituído do 

MRF4 e a Miogenina, responsáveis pela diferenciação celular dos mioblastos para formar as 

novas fibras musculares (SABOURIN e RUDNICK, 2000; CHARGE e RUDNICK, 2004; 

VATANSEVER et al., 2012).    

 Apesar da capacidade regenerativa do músculo esquelético, o tempo de recuperação 

pode variar dependendo da intensidade da lesão, podendo causar a formação de fibrose, 

prejudicando a regeneração muscular (MINAMOTO et al., 2001; HUARD et al., 2002; 

BEDAIR et al., 2002; RENNO et al., 2011; YUSUF e BRAND-SABERI, 2012). Por isso, 

várias modalidades terapêuticas tem sido utilizadas, principalmente na área de reabilitação 
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esportiva, com o intuito de acelerar a regeneração muscular e possibilitar o retorno do atleta 

aos treinos e competições, prevenindo novas lesões (BEST, 2002; LEAL JUNIOR et al., 

2008; GHARAIBEH et al., 2012). Dentre as modalidades, pode-se citar: mobilização 

(FARIA et al., 2008) e imobilização (ARONEN et al., 2006), crioterapia (BLEAKLEY et 

al., 2004), drogas anti-inflamatórias não esteroidais (NSAIDs) (O´GRADY et al., 2000), 

ultrassom terapêutico (WILKIN et al., 2004) e terapia laser de baixa intensidade (LLLT) 

(ALMEIDA et al., 2011). 

 Desenvolvido desde 1960, a LLLT é uma modalidade terapêutica com propriedades 

fotoquímicas e fotobiológicas que tem demonstrado resultados positivos em estudos in vitro, 

em modelos animais e em tratamentos clínicos (DEMIDOVA-RICE et al., 2007; BAPTISTA 

et al., 2009; ASSIS et al., 2012),  através de sua capacidade de estimular a regeneração 

tecidual, modular o processo inflamatório e induzir analgesia (GAVISH et al., 2006; 

PEPLOW et al., 2010; ALMEIDA et al., 2011).  

 Além disso, vários estudos investigaram os efeitos da LLLT durante a regeneração 

muscular em diversos modelos experimentais (BIBIKOVA e ORON, 1994; AMARAL et al., 

2001; CRESSONI et al., 2008; RENNO et al., 2011; SILVEIRA et al., 2012). Em cultura de 

células, Shefer et al. (2008) encontram que a irradiação laser estimulou a fusão de 

mioblastos. Em animais, estudos mostraram que a LLLT no músculo esquelético foi capaz 

de aumentar a neovascularização (BIBIKOVA et al., 1994; SOUZA et al., 2011), acelerar a 

regeneração do tecido muscular (BIBIKOVA e ORON, 1995), aumentar o diâmetro da fibra 

muscular (AMARAL et al., 2001), estimular a proliferação de células satélites (BEN-DOV 

et al., 1999), aumentar a síntese de mioblastos (SHEFER et al., 2003) e reduzir a resposta 

inflamatória (RIZZI et al., 2006; CRESSONI et al., 2008; MESQUITA-FERRARI et al., 

2010; RENNO et al., 2011). Em humanos, os poucos estudos realizados verificaram a ação 

da LLLT antes de exercício intenso com o intuito de prevenir lesões (BARONI et al., 2010; 
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LEAL JUNIOR et al., 2009) e melhorar a recuperação muscular após exercício (LEAL 

JUNIOR et al., 2008).   

 Apesar da grande quantidade de estudos explorando os efeitos da LLLT durante a 

regeneração muscular, existe uma divergência entre os parâmetros dos lasers utilizados, 

dificultando a seleção do melhor protocolo de tratamento (entre fluência, comprimento de 

onda, energia total, tempo de irradiação e sessões de tratamento) para ser utilizado na clínica, 

como também, dificultando a reprodução das metodologias e a comparação dos resultados 

encontrados (Tabela 1).  

 Assim, ainda existe a necessidade de determinar os mecanismos moleculares ativados 

pela luz laser que determinam a resposta celular miogênica. Alguns autores vêm analisando 

os efeitos da LLLT durante a regeneração muscular, através do VEGF (DOURADO et al., 

2011; DIAS et al., 2012; ASSIS et al., 2012; VATANSEVER et al., 2012), da 

ciclooxigenase-2 (COX-2) (RENNO et al., 2011; ALMEIDA et al., 2011), do fator de 

necrose tumoral - α (TNF- α) (SHEFER et al., 2001; MESQUITA-FERRARI et al., 2010), 

do fator de crescimento transformador – β (TGF- β) (MESQUITA-FERRARI et al., 2010; 

LUO et al., 2012; ASSIS, 2012), das MRFs (SILVA et al., 2012; ASSIS et al., 2012; 

VATANSEVER et al., 2012) e da atividade mitocondrial (AMARAL et al., 2001; DIAS et 

al., 2008; IYOMASA et al., 2009) na tentativa de desvendar esses mecanismos. Entretanto, 

grande parte dos estudos utilizaram períodos relativamente curtos (menores que 21 dias), não 

permitindo a avaliação completa do processo de regeneração muscular, assim como, não 

permitindo confirmar se essas respostas moleculares ativadas pela LLLT estão relacionadas a 

uma regeneração muscular acelerada. 

 Diante do exposto, nota-se que a LLLT demonstra ser uma modalidade terapêutica 

eficiente no tratamento de lesão muscular. Com isso, foi hipotetisado que a LLLT (660 nm) é 

capaz de acelerar o processo de regeneração muscular através da modulação do processo 
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inflamatório, bem como estimular a expressão do fator de crescimento endotelial vascular e 

dos fatores regulatórios miogênicos.  
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       Tabela 1. Estudos e parâmetros do LLLT utilizados. 

Autor Ano Tipo de 
lesão 

Modelo 
Experimental 

Parâmetros 
(Informado pelos autores) 

Sessões 

WEISS e 
ORON 

1992 Indução 
cirúrgica 

Gastrocnêmio HeNe (632.8 nm); 6 mW; 2.3 min;  5 sessões 
3, 8 e 11 dias 

BIBIKOVA e 
ORON 

1993 Criolesão Gastrocnêmio HeNe (632.8 nm); 6 mW; 2.3 min; 31.2 
J/cm2 

5 sessões 
9, 14 e 30 dias 

BIBIKOVA e 
ORON 

1994 Criolesão Gastrocnêmio HeNe (632.8 nm); 6 mW; 2.3 min; 31.2 
J/cm2 

4 sessões (48, 72, 96 e 120 
hs PO) 
2, 9 e 14 dias 

BIBIKOVA e 
ORON 

1995 Criolesão Gastrocnêmio HeNe (632.8 nm); 6 mW; 2.3 min; 31.2 
J/cm2 

7 sessões 
14 dias 

MORRONE 
et al. 

1998 Compressão Isquiotibiais GaAlAs (780 nm); 2500 mW; (150, 250, 
800 J/cm2); (50, 100, 0 Hz) 

5 e 10 sessões 
9 e 14 dias 

AMARAL et 
al. 

2001 Miotoxina Tibial Anterior HeNe (632.8 nm); 2.6 mW; 0.007 cm2; 
(2.6 J/cm2, 8.4 J/cm2, 25 J/cm2); (7, 22, 67 
seg) 

5 sessões, 5 dias 

DOURADO 
et al. 

2003 Veneno de 
Cobra 

Gastrocnêmio GaAs (904 nm); 0.0176 cm2; 62 seg; 0.04J; 
4 J/cm2 

1, 5 e 8 sessões durante 24 
horas PO 

LOPES-
MARTINS et 
al. 

2006 Estímulo 
Elétrico 

Tibial Anterior GaAlAs (655 nm); 2.5 mW; (0.5, 1, 2.5 
J/cm2); (32, 80, 160 seg); (0.08, 0.2, 0.4 J); 
0.08 cm2 

1 sessão  

RIZZI et al. 2006 Trauma Gastrocnêmio GaAs (904 nm); 45 mW; 0.7 cm2; 35 seg; 
5 J/cm2 

12h PO (1 sessão); 7 dias PO 
(7 sessões); 14 dias PO (14 
sessões) 

LUZ et al. 2007 Trauma Gastrocnêmio AsGaAl (785 nm); 10 J/cm2 4 sessões 
7 dias 

CRESSONI 
et al. 

2008 Indução 
cirúrgica 

Tibial Anterior AsGaAl (785 nm); 75 mW; 0.9 J; 1071 
mW/cm2; 0.3 cm2; 12 seg 

1, 2, 4 sessões 
9 dias 

DIAS et al. 2008 Desordem 
temporomand
ibular 

Masseter GaAlAs (780 nm); 5 mW; (0.5, 1, 2.5, 5, 
20 J/cm2); (4, 8, 20, 40, 160 seg); (0.02, 
0.04, 0.1, 0.2, 0.8 J); 0.04 cm2 

10 sessões 
21 dias 
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BARBOSA et 
al. 

2009 Veneno de 
Cobra 

Gastrocnêmio GaAs (685 nm); 29 seg; 4.2 J/cm2; 29 mW; 
0.2 cm2 

2 sessões (0, 1 h PO) 
4 sessões (0, 1, 3, 12 hs 
PO) 
24 hs 

SILVEIRA et 
al. 

2009 Trauma Gastrocnêmio GaAs (904 nm); 15-30 mW; 5 J/cm2 7 sessões (2, 12, 24, 48, 
72, 96, 120 hs PO) 
5 dias 

IYOMASA et 
al. 

2009 Trauma Tibial Anterior HeNe (633 nm); 5 e 10 J/cm2 7 sessões 
8 dias 

LIU et al. 2009 Exercício 
Excêntrico  

Gastrocnêmio HeNe (632.8 nm); (12, 28, 43 J/cm2 ); (4, 
9, 14 mW); 10 seg 

3 sessões (0, 18, 24 hs) 

BAPTISTA et 
al. 

2009 Criolesão Tibial Anterior GaAlAs (660 nm); 20 mW; 5 J/cm2; 10 
seg; 0.04 cm2; 500 mW/cm2 

3, 6, 10 sessões 
1, 7, 14, 21, dias 

MESQUITA-
FERRARI et 
al. 

2010 Criolesão Tibial Anterior AlGaInP (660 nm); 20 mW; 5 J/cm2; 10 
seg; 0.04 cm2; 500 mW/cm2; 8 pontos 

3, 6 sessões 
7, 14 dias 

LEAL-
JUNIOR et 
al.  

2010 Estímulo 
Elétrico 

Tibial Anterior GaAs (904 nm); 15 mW; 0.2 cm2; 75 
mW/cm2; (7, 20, 67, 200 seg); (0.1, 0.3, 1, 
3 J) 

1 sessão 

Hayworth et 
al. 

2010 - Temporal GaAlAs (660 nm); (12, 25, 40 mW); (10.8, 
21.6, 32.4 J/cm2); (20, 40, 60 seg) 

1 sessão 

Lakyova et al. 2010 Isquemia Gracil AlGaInP (670 nm); 1 J/cm2; 40 mW/cm2; 
0.4 cm2 

4 sessões/ dia (2.5, 4, 5.5, 
7 hs PO) 
 
12 hs, 1, 2, 3, 5, 6, 10, 14 
dias 

Nakano et al.  2010 Atrofia Gastrocnêmio GaAlAs (830 nm); 60 mW; 0.6 J/cm2 – 3 
seg – 60 aplicações; total 180 seg; 0.3 cm2 

2 sessões 
14 dias 

Servetto et al. 2010 Miopatia Isquiotibiais HeNe (632.8 nm); 5 mW; 1 min;  
GaAs (904 nm); 12 mW; 47 seg; 9.5 J/cm2 

1 sessão  

Barbosa et al. 2010 Veneno de 
Cobra 

Gastrocnêmio  (685 nm); 29 mW; 4.2 J/cm2 ; 29 seg; 0.2 
cm2 

3 sessões 
1, 3, 12 hs  

Renno et al. 2011 Criolesao Tibial Anterior GaAlAs (830 nm); 47 seg; 30 mW; 0.0028 
cm2; 50 J/cm2 

6 sessões 
13 dias 
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Dourado et al. 2011 Veneno de 
Cobra 

Gastrocnêmio HeNe (632.8 nm); 10 mW; 120 seg; 0.07 
cm2; 4 J/cm2; 1.2 J 
GaAs (904 nm); 35 mW; 18 seg; 4 J/cm2; 
0.16 cm2; 0.04 J 

1,2,4,18,22 sessões 
 
3, 12, 24 hs 
3, 7, 21 dias 

Souza et al. 2011 Criolesao  Tibial Anterior InGaAlP (660 nm); 20 mW; 10 seg; 0.04 
cm2; 5 J/cm2; 0.2 J; 0.5 mW/cm2 

1, 3, 6, 9 sessões  
1, 7, 14, 21 dias 

Silva et al. 2011 Crotoxina Tibial Anterior GaAs (904 nm); 5 mW; 1.5 J (5 seg); 3 J 
(10 seg) 

5 sessões  
8 dias 

Almeida et al. 2011 Estímulo 
Elétrico 

Tibial Anterior GaAs (904 nm); 15 mW; 18 seg; 0.2 cm2; 
0.1 J – 7 seg; 0.3 J – 20 seg; 1 J – 67 seg; 3 
J – 200 seg 

1 sessão  

Ramos et al. 2012 Trauma Tibial Anterior 810 nm; 0.028 cm2; 100 mW; 35.71 J/cm2 
– 1 J; 107.14 J/cm2 – 3 J; 214.29 J/cm2 – 6 
J; 321.48 J/cm2 – 9 J  

1 sessão  

Luo et al. 2012 Trauma Tibial Anterior GaAlAs (635 nm); 0.4 cm2; 7 mW; 20 seg; 
17.5 mW/cm2; 21 J/cm2 

10 sessões 
0, 1, 2, 3, 7, 14, 21, 28 
dias 

Assis et al. 2012 Criolesao Tibial Anterior AlGaAs (808 nm); 30 mW; 180 J/cm2; 1.4 
J; 47 seg; 0.00785 cm2 

4 sessões  

Silveira et al. 2012 Trauma Gastrocnêmio GaAs (904 nm); 400 mW/cm2; 18 seg; 0.1 
cm2; 0.5 J; 12.5 seg; 5 J/cm2 

7 sessões 
2, 12, 24, 48, 72, 96, 120 
hs 

Fernandes et 
al. 

2012 Criolesao Tibial Anterior AlGaInP (660 nm); 20 mW; 5 J/cm2; 10 
seg; 0.04 cm2; 500 mW/cm2; 8 pontos 

3, 6, 9 sessões 
1, 7,  14 dias 

Vatansever et 
al. 

2012 Criolesao Tibial Anterior 830 nm; 0.87 J; 29 seg; 30 mW; 0.0028 
cm2; 30 J/cm2 

5 sessões  
7 dias 
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2. OBJETIVO 

  

 Este estudo teve como objetivo analisar os efeitos da LLLT, com comprimento de 

onda (λ) de 660 nm e com as fluências de 10 J/cm2 e 50 J/cm2, na regeneração do músculo 

tibial anterior de ratos durante 7, 14 e 21 dias após indução da criolesão. 

 

2.1. OBJETIVOS ESPECÍFICOS:  

 

• ESTUDO 1: Analisar os efeitos da LLLT (comparando duas fluências 

diferentes), durante a regeneração muscular através dos aspectos 

morfológicos e da expressão gênica. 

• ESTUDO 2: Avaliar a influência temporal da terapia laser (comparando duas 

fluências diferentes), no processo inflamatório, tecido de granulação, estrutura 

tecidual, número de vasos sanguíneos e presença de imunomarcadores 

durante a regeneração do músculo tibial anterior (TA). 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 Este estudo foi aprovado pela Comissão de Ética em Experimentação Animal da 

Universidade Federal de São Carlos (UFSCar) (Parecer 068/2009) (Anexo A).  

 

3.1. Animais de Experimentação 
 

 Foram utilizados 63 ratos machos (Rattus norvegicus: var. albinus, Rodentia, 

Mammalia), da linhagem Wistar, com três meses de idade e peso corporal médio de 300 

gramas. 

 Os animais provenientes do Biotério Central da UFSCar foram mantidos no Biotério 

do Departamento de Fisioterapia da mesma instituição, durante todo o procedimento 

experimental. Os animais permaneceram individualmente em gaiolas apropriadas de 

polietileno padrão, em condições ambientais controladas (ciclo claro/escuro de 12/12 horas, 

temperatura controlada de 19 – 23oC e ambiente higienizado), recebendo ração comercial 

(Primor rações) e água a vontade. Todos os animais foram manipulados e o procedimento 

cirúrgico foi estritamente conduzido de acordo com o Guia de Cuidados e Uso de Animais 

de Laboratório. 

 

3.2. Criolesão 
 

 O procedimento cirúrgico foi realizado no Laboratório de Eletrotermofototerapia da 

UFSCar.  

 Os ratos foram previamente pesados e submetidos a anestesia com uma solução de 

Ketamina/Xilazina (80/10 mg/Kg) proporcional a massa corporal. Após anestesia, as peles 
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que recobrem os músculos Tibial Anterior (TA) direito e esquerdo foram tricotomizadas e 

higienizadas. Posteriormente, uma incisão transversal (aproximadamente 1 cm) foi realizada 

em cada uma dessas regiões, efetuando o afastamento da fáscia nas regiões correspondentes 

aos ventres musculares. A criolesão foi induzida através de um bastão de ferro com área de 

5x5 mm2, previamente imerso em nitrogênio liquido e pressionado perpendicularmente 

contra a porção central do ventre muscular por 10 segundos. Este procedimento foi repetido 

2 vezes consecutivas, com intervalo de 30 segundos e em seguida a pele de cada região foi 

suturada (Fio Náilon 3-0 - Shalon®) e limpa com álcool iodado (Figura 1).   

 A técnica cirúrgica utilizada baseou-se nos trabalhos de Bibikova et al. (1994), 

Baptista et al. (2009) e Miyabara et al. (2006).   

 

Figura 1: Esquema ilustrativo do modelo de criolesão realizado no ventre do músculo 

TA esquerdo. (A) Tricotomia e incisão transversal; (B) Exposição do músculo TA; (C, D) 

Indução da criolesão; (E) Sutura após procedimento cirúrgico; (F) Bastão de ferro. 



	
   15	
  

3.3. Delineamento Experimental 
 

 Os 63 ratos foram distribuídos aleatoriamente nos seguintes grupos (com 21 animais 

cada): 

• Grupo controle lesado (GC): animais submetidos a criolesão sem tratamento. 

• Grupo laser 10 J/cm2 (G10): animais submetidos a criolesão e tratados fluência de 10 

J/cm2, durante 20 segundos. 

• Grupo laser 50 J/cm2 (G50): animais submetidos a criolesão e tratados com fluência 

de 50 J/cm2, durante 50 segundos. 

 Cada grupo foi divido em três subgrupos (com 7 animais cada), resultando em três 

períodos experimentais, com animais submetidos a eutanásia ao 7o, 14o e 21o dia após a 

criolesão.  

 

3.4. Tratamento com Terapia Laser de Baixa Intensidade 
 

 O equipamento emissor da radiação laser utilizado foi um modelo portátil 

(MMOptics, São Carlos Equipmento, SP, Brazil) (Figura 2), classe 3B, diodo com meio 

ativo composto por fosfeto de índio-gálio-alumínio (InGaAlP), comprimento de onda (λ) de 

660 nm, emissão contínua, área do feixe de 0,04 cm2, utilizado com duas fluências: 10 J/cm2 

(potência de saída de 20 mW, densidade de potência de 0,5 W/cm2, 20 segundos de 

irradiação, energia total por ponto de 0.4 J) e 50 J/cm2 (potência de saída de 40 mW, 

densidade de potência de 1 W/cm2, 50 segundos de irradiação, energia total por ponto de 2 

J). A escolha da dosimetria empregada baseou-se em resultados positivos de estudos prévios 

(IYOMASA et al.; RENNO et al., 2011). Este aparelho foi fornecido pelo laboratório de 

Eletrotermofototerapia, do Departamento de Fisioterapia da UFSCar. 
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 O equipamento foi previamente calibrado no Laboratório de Biofotônica do Grupo de 

Óptica do Instituto de Física de São Carlos (IFSC), Universidade de São Paulo (USP), com o 

objetivo de se obter alta confiabilidade na intensidade efetiva da emissão do laser. 

 Os protocolos de tratamentos se iniciaram 48 horas após a indução da lesão muscular 

e foram realizados 5 vezes por semana (a cada 24 horas) (SILVA et al., 2011), seguidos de 

um intervalo de 48 horas. Assim, os grupos eutanasiados após 7 dias receberam 5 sessões de 

tratamento, os grupos eutanasiados após 14 dias receberam 10 sessões de tratamento e os 

grupos eutanasiados após 21 dias receberam 15 sessões de tratamento. O laser foi aplicado 

em um único ponto sobre a região da lesão muscular (no ventre do músculo), com uso da 

técnica pontual em contato, na qual a caneta do equipamento foi posicionada 

perpendicularmente `a superfície da pele que recobre o músculo TA (BAXTER, 1997). 

 

 

Figura 2: Equipamento emissor da radiação laser. 
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3.5. Coleta das Amostras 
 

 Os músculos TA direito e esquerdo foram retirados com os ratos anestesiados com 

uma solução de Ketamina/Xilazina (80/10 mg/Kg) proporcional a massa corporal. O 

esquerdo foi dividido em 2 partes (Figura 3), onde uma metade foi utilizada para realizar 

análises histológicas e imunohistoquímica através de cortes transversais, e a outra metade foi 

utilizada para a análise de expressão gênica. Enquanto que o direito foi usado apenas para 

análise histológica através de cortes longitudinais. 

 

 

Figura 3: Esquema ilustrativo da divisão do músculo Tibial Anterior esquerdo. 
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3.6. Eutanásia dos Animais 
 

 Os animais foram eutanasiados com uma dose letal de anestésico 

(Ketamina/Xilazina) injetado por via intraperitoneal (BOSSINI et al., 2009) ao 7o, 14o e 21o 

dia após a realização da criolesão. 

 

3.7. Análises 

3.7.1. Análise Histológica 
 

 Para a realização da análise histológica, os músculos TA direito e a metade superior 

esquerda foram fixadas em formalina a 10% (Merck, Darmstadt, Germany) durante 2 dias, e 

em seguida, incluídos em blocos de parafina. Dos blocos de parafina foram obtidos cortes 

seriados com espessura de 5 µm montados em lâminas histológicas, e corados com 

hematoxilina e eosina (HE, Merck). Os músculos TA direitos foram cortados 

longitudinalmente, permitindo a visualização da organização estrutural das fibras musculares 

formadas (BIBIKOVA et al., 1994; CRESSONI et al., 2008; BARBOSA et al., 2009; 2010). 

A metade superior dos músculos TA esquerdos foi cortada transversalmente, permitindo 

realizar a morfometria das áreas lesadas (ASSIS et al., 2012) e a contagem de vasos 

sanguíneos no local da lesão (STRAFACE et al., 2009; VATANSEVER et al., 2012).  

 A análise qualitativa da região da lesão muscular foi realizada através de um 

microscópio de luz (Leica Microsystems AG, Wetzlar, Germany) e foram verificadas as 

seguintes alterações no local da lesão: presença do processo inflamatório, tecido de 

granulação, degeneração das fibras musculares focal ou difusa, presença de fibras 

musculares com núcleo centralizado (fibras novas regenerando) e estrutura tecidual (RENNO 

et al. 2011). 
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 3.7.2. Morfometria da Área da Lesão 
 

 As morfometrias da área da lesão muscular foram realizadas nos cortes histológicos 

transversais da região central do músculo lesado para verificar a área lesada e não lesada, 

usando o software (Axiovision 3.0.6 SP4, Carl Zeiss, Jena, Germany). Para isso, imagens 

retiradas com a objetiva de 20X foram utilizadas para reconstruir a área de secção transversal 

total do músculo TA, permitindo identificar e medir as áreas não lesadas e lesadas. Uma 

avaliação duplo-cega foi executada para realizar as medidas (Figura 4) (ASSIS et al., 2012). 

 

 

Figura 4: Esquema ilustrativo da análise morfométrica da área da lesão. (A) Captura de 

imagens de cortes histológicos transversais do músculo TA. (B) Mosaico da secção 

transversal do músculo TA, exemplificando a área total e a área lesada. 
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 3.7.3. Número de Vasos Sanguíneos  
 

 Para determinar o número de vasos sanguíneos, 5 campos diferentes da área lesada de 

cada músculo TA foram obtidos através de um microscópio de luz (Olympus, Optical Co. 

Ltd, Tokyo, Japan) com uma objetiva de 40X. O número de vasos sanguíneos de cada campo 

foram contados através do software (Axiovision 3.0.6 SP4, Carl Zeiss, Jena, Germany) e 

então a média do número de vasos sanguíneos por animal e por grupo foi calculada (Figura 

5) (STRAFACE et al., 2009; VATANSEVER et al., 2012).  

 

 

Figura 5: Esquema ilustrativo da análise dos vasos sanguíneos. (A) Captura de imagens 

da área da lesão. (B) Fotomicrografia demonstrando os vasos sanguíneos presentes na área 

lesada. 
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 3.7.4. Imunohistoquímica 
 

 Para a realização da imunohistoquímica, foram confeccionadas lâminas histológicas 

com cortes seriados de 5 µm de espessura. As lâminas foram imersas em solução de tampão 

citrato a 0,01M (pH 6,0) em microondas (850 W - Brastemp, SP, Brazil) por três ciclos de 

cinco minutos cada para recuperação antigênica. O material foi pré-incubado com peróxido 

de hidrogênio a 0,3% em solução de tampão fosfato (PBS) por cinco minutos para inativação 

da peroxidase endógena e, na sequência, bloqueado em soro fetal bovino a 5%, diluído em 

solução de PBS por dez minutos. As amostras foram incubadas com anti-MyoD e anti-

Miogenina, anticorpos primários policlonais (Santa Cruz Biotechnology, USA), na 

concentração de 1:400. A incubação foi realizada em refrigerador (4°C) por um período de 

12 horas, seguida de dois banhos em solução de PBS, com duração de cinco minutos cada.  

 A seguir, os cortes foram incubados com biotina conjugada ao anticorpo secundário 

anti-IgG (imunoglobulina G) de coelho (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) na 

concentração de 1:200 em PBS por uma hora . Na sequência, os cortes foram lavados duas 

vezes com PBS, seguido por aplicação de complexo pré-formado de avidina-biotina-

peroxidase (Vector Laboratories) por 45 minutos. Os complexos foram visualizados por 

meio da aplicação de solução de 3,3 diaminobenzidina a 0,05% e contra corados com 

Hematoxilina de Harris. Como controle dos anticorpos, alguns cortes histológicos foram 

submetidos ao anticorpo de coelho IgG (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) na 

concentração de 1:200, omitindo-se os anticorpos primários, estes cortes serviram como 

controle negativo das reações. Além disso, foram realizados controles positivos internos em 

cada bateria da reação realizada. 

 A avaliação imunohistoquímica foi realizada no Laboratório Multidisciplinar do 

Departamento de Biociências da Universidade Federal de São Paulo (UNIFESP), por um 
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patologista experiente, Prof. Dr. Daniel Araki Ribeiro (DAB), por meio de uma análise 

morfológica subjetiva (RENNO et al., 2011). 

 

 3.7.5. Análise de Expressão Gênica através do PCR (Polimerase Chain 
Reaction) em Tempo Real. 
 

 Para a realização da análise de expressão gênica a parte inferior dos músculos TA 

esquerdos removidos foram imediatamente congelados em nitrogênio líquido e estocados em 

freezer -86oC. 

 A extração de RNA total de cada animal foi obtida utilizando-se o reagente TRIzol 

(Invitrogen Life Science, Carlsbad, CA, USA). Para determinar a quantidade de RNA foi 

utilizado um espectrofotômetro, no comprimento de onda de 260 nm (correspondente ao pico 

de absorção de RNA) e 280 nm (correspondente ao pico de absorção de proteínas). A 

qualidade do RNA isolado foi determinada pela razão entre as absorbâncias a 260 e 280 nm 

(razão ≥ 1.8), e também, por meio de eletroforese das amostras (25µg de RNA total) em gel 

desnaturante de agarose-formamida (1%), em tampão MOPS (40mM de ácido 

morfolinopropanosulfônico). Posteriormente, os géis foram corados com brometo de etídeo 

para visualização de bandas sob luz ultravioleta. Além disso, a contaminaçãoo potencial com 

DNA foi removida pelo kit RNase-free DNase I (Invitrogen Life Science, Carlsbad, CA, 

USA) segundo a indicação do fabricante. 

 Após o isolamento do RNA, foram realizadas as transcrições reversas (RT) com M-

MLV Reverse Transcriptase (Promega, Madison, WI, USA), seguindo as normas do 

fabricante e utilizando 1ug de RNA total para sintetizar o DNA complementar (cDNA).  

 O cDNA transcrito foi utilizado para a avaliação da expressão do RNA mensageiro 

por PCR em tempo real dos seguintes genes: gliceraldeído 3-fosfato desidrogenase 
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(GAPDH) (VATANSEVER et al., 2012), usado como controle interno; VEGF 

(VATANSEVER et al., 2012), COX-2 (TESTA et al., 2007), MyoD (DURIGAN et al., 

2008) e Miogenina (KRAUS e PETTE, 1997). As sequências de primers utilizados estão 

apresentados na Tabela 2. 

 

Tabela 2: Sequências de primers utilizados nos experimentos de PCR em tempo real. 

Gene Sequência de primers 
 Forward 

Sequência de primers 
Reverse 

Temperatura 
Anelamento 

(°C) 
GAPDH CCACCAACTGCTTAGCCC GCCAAATTCGTTGTCATACC 56 °C 

VEGF GGAGATCCTTCGAGGAGCACTT GGCGATTTAGCAGCAGATATAAGAA 56°C 

COX-2 ACACTCTATCACTGGCATCC GAAGGGACACCCTTTCACAT 49°C 

MyoD GGAGACATCCTCAAGCGATGC AGCACCTGGTAAATCGGATTG 52 °C 

Miogenina TGGCTTGTGGCAGCCCAGGG AGTGAATGCAACTCCCACAGCGCC 47 °C 

 

 Em seguida, diferentes frações das RTs foram utilizadas na amplificação em cadeia 

por Polimerase (PCR) em tempo real através do Termociclador (Rotor-Gene, R 3000, Robert 

Research, Mortlake, Australia). O protolo consistia de um período de 10 minutos a 95oC, 

seguidos de 40 ciclos de amplificação. Cada ciclo consistiu de 15 segundos de desnaturação 

a 95oC, 30 segundos de anelamento com temperatura específica para cada gene (Tabela 2) e 

30 segundos de extensão a 72oC. Para isso, as reações foram efetuadas em duplicata, 

utilizando 25 µL de volume total (0,5 µL cDNA; 1 µL de cada primer; 10 µL de SYBR 

Green PCR Master Mix Applied Biosystems, Carlsbad, California, USA) e água estéril.  

 Após a reação de RT-PCR, foi possível determinar o início da fase de amplificação 

exponencial (Ct - Threshold cycle) de cada amostra pela fluorescência emitida durante a fase 



	
   24	
  

de anelamento. A média desses valores foi utilizada para a análise da expressão gênica 

(GAPDH, VEGF, COX-2, MyoD e Miogenina) pelo método ΔΔCt. 

• ΔCt (delta Ct) = Ct VEGF – Ct GAPDH ou Ct COX-2 - Ct GAPDH ou Ct 

MyoD – Ct GAPDH ou Ct Miogenina – Ct GAPDH (CG, G10 e G50 para 

cada periodo experimental), seguindo: 

• Cálculo da média S: Média do ΔCt, seguindo:  

• ΔΔCT (delta delta CT): ΔCT - média S 

• Os ΔΔCT dos GC, G10 e G50 foram calculados em relação ao GC. O valor 

em UA (unidades arbitrárias) da expressão da VEGF, COX-2, MyoD e 

Miogenina foi calculado por 2
-ΔΔCt 

(LIVAK & SCHMITTGEN, 2001). 

 Os experimentos, para a técnica descrita acima, foram realizados seguindo protocolo 

desenvolvido previamente (FÁVARO-PIPI et al., 2011), e em seguida foram realizadas as 

análises estatísticas dos dados com os valores em UA. 

3.8. Análise Estatística 
 

 Os dados foram analisados estatisticamente por meio de técnicas descritivas, na 

forma de médias e desvios-padrão. O teste de normalidade Shapiro–Wilk’s foi utilizado para 

todas as variáveis. Todas as variáveis apresentaram distribuição normal da amostra. As 

comparações entre os grupos foram feitas utilizando testes de análise de variância (ANOVA 

two-way), seguida do teste post-hoc de Tukey. As análises foram realizadas no software 

STATISTICA versão 7.0 (StatSoft Inc.). Para as conclusões das análises estatísticas, o nível 

de significância utilizado foi de 5% (p<0,05). 
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PARTE II 
 

4. ESTUDO I 

 

“Terapia laser de baixa intensidade (LLLT) (660 nm) altera a expressão gênica durante 

a regeneração muscular em ratos” 

Aceito para publicação no periódico “Journal of Photochemistry and Photobiology B: 

Biology”. (Anexo B) 

 

 

5. ESTUDO II 

 

“Efeitos da terapia laser de baixa intensidade (660 nm) no processo de regeneração 

muscular após criolesão” 

Aceito para publicação no periódico “Journal of Rehabilitation Research and Development”. 

(Anexo C) 
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RESUMO 
 

Introdução: Os efeitos da LLLT foram estudados durante a regeneração muscular através da 
expressão gênica. Métodos: Foram avaliadas duas fluências diferentes (10 e 50 J/cm2) durante 
7, 14 e 21 dias após criolesão, através de analises histopatológicas e de expressão gênica 
RNAm da MyoD, Miogenina, VEGF e COX-2. Resultados: Os grupos irradiados 
apresentaram menor processo inflamatório do que o grupo controle depois de 14 e 21 dias. Os 
níveis de RNAm do COX-2 foram menores em todos os grupos irradiados depois de 7, 14 e 21 
dias. No sétimo dia, os dois grupos tratados tiveram menores níveis de RNAm do VEGF, e um 
aumento de sua expressão depois de 14 e 21 dias, principalmente com a fluência de 50 J/cm2. 
A expressão do gene MyoD foi aumentada com a fluência maior em todos os períodos 
avaliados e com a fluência menor depois de 21 dias. A expressão da Miogenina foi reduzida 
em ambos os grupos tratados depois de 7 dias, e foram aumentadas com 10 J/cm2 depois de 21 
dias. Conclusão: Estes dados sugerem que a LLLT pode melhorar a regeneração muscular 
através da estimulação da expressão gênica.  
 

Palavras-chave: terapia laser de baixa intensidade; ratos; reparo muscular; expressão 
gênica; MRFs 
 

 

 

ABSTRACT 
 
Introduction: The effects of LLLT were studied during muscle regeneration through gene 
expression. Methods: It was evaluated two different fluences (10 and 50 J/cm2) during 7, 14 
and 21 days post cryoinjury, through histopathological analysis and mRNA MyoD, Myogenin, 
VEGF and COX-2 expression. Results: Irradiated groups presented less inflammatory process 
than control group after 14 and 21 days. COX-2 levels were downregulated in all irradiated 
groups after 7, 14 and 21 days. On day 7, both treated groups had a downregulation of VEGF 
levels, and an upregulation after 14 and 21 days, mainly with 50 J/cm2. The MyoD levels were 
upregulated with high fluence in all periods and with low fluence after 21 days. Myogenin 
expression was downregulated in both treated groups after 7 days, and was upregulated with 
10 J/cm2 after 21 days. Conclusion: These responses suggest that LLLT can improve the 
skeletal muscle regeneration through the gene expression stimulation.  
 

Key words: low-level laser therapy; rat; muscle repair; genes expression; MRFs 
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4.1. INTRODUÇÃO  
 

 A lesão muscular pode ocorrer em diferentes situações, através de trauma indireto, 

movimentos explosivos ou resultando de causas indiretas como disfunções neurológicas e 

defeitos genéticos inatos (CHARGE e RUDNICKI, 2004). Achados clínicos revelaram um 

alto índice de recorrência de estiramentos musculares, aproximadamente 30 % entre os 

atletas profissionais (BEDAIR et al., 2004).  

 Sabe-se que o processo de regeneração muscular envolve ativação, proliferação e 

diferenciação de células musculares, reguladas por citocinas, proteínas e fatores de 

crescimento, o qual induz ou modula a transformação de células miogênicas em células 

musculares maduras para reparar o tecido, restaurando a arquitetura e função muscular 

(YAHIAOUI et al., 2008).  

O primeiro ponto do processo sequencial de regeneração muscular é a fase 

inflamatória, a qual começa imediatamente após a lesão, com a chegada de macrófagos e 

recrutamento de neutrófilos e monócitos (MOYER e WAGNER, 2011). Nesta fase, a 

ciclooxigenase tem um importante papel na conversão de acido aracdônico em 

prostaglandinas (RIBEIRO et al., 2009). Duas isoformas, ciclooxigenase-1 (COX-1) e 

ciclooxigenase-2 (COX-2), têm sido identificadas. A COX-1 esta presente em muitos tecidos 

e regula a síntese de prostaglandinas requeridas para a função fisiológica normal. A COX-2 é 

normalmente indetectável na maioria dos tecidos, mas aparece rapidamente após estímulo 

pro-inflamatório e mitogênico (BONDESEN et al., 2004), e recentemente, tem sido 

relacionada em diferentes mecanismos celulares, como na angiogênese, na proliferação 

celular e na prevenção da apoptose (RIBEIRO et al., 2009). 

 Depois da fase inflamatória, há o recrutamento de células satélites (DE DEYNE et 

al., 2002; MUSARO et al., 2004; WIETESKA-SKRZECZYNSKA et al., 2011), que são 
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células precursoras miogênicas responsáveis pela manutenção, crescimento, reparo e 

regeneração pós-natal do músculo esquelético (CHARGE e RUDNICKI, 2004; KUANG et 

al., 2007; WARREN et al., 2007). A diferenciação das células satélites dependem da 

expressão gênica de uma série de precursores, como a expressão de Pax3/Pax7 e dos fatores 

regulatórios miogênicos (MRFs), incluindo Myf5, MyoD, Mrf4 e Miogenina (KUANG et al., 

2007), onde a MyoD e o Myf5 são responsáveis pela proliferação dos mioblastos, enquanto 

que o MRF4 e a Miogenina tem a função de estimular a diferenciação dessas células até 

formarem as novas fibras musculares (VATANSEVER et al., 2012)  

Além do que, um apropriado reparo muscular depende de uma perfusão sanguínea 

adequada (BRYAN et al., 2008). O fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) é um 

potente fator angiogênico que estimula a proliferação e migração de células endoteliais e esta 

relacionado a formação de novos vasos sanguíneos (PEREIRA LOPES et al., 2011). 

Apesar da habilidade de regeneração, dependendo da extensão da lesão, a capacidade 

regenerativa do músculo esquelético lesado pode ser limitada e, desencadeando à formação 

de tecido fibrótico e prejudicando a recuperação funcional completa, o que pode causar 

atrofia, contratura, dor e lesões recorrentes (HUARD et al., 2002; FIASCHI et al., 2010; 

LAGROTA-CANDIDO et al., 2010).  

O tratamento clínico desta condição ainda depende de terapias convencionais, 

incluindo repouso, gelo e medicamentos anti-inflamatórios, os quais tem eficiência limitada 

no tratamento ou na prevenção da formação de fibrose muscular pós-traumática 

(GHARAIBEH et al., 2012).  

Neste contexto, muitas técnicas tem sido desenvolvidas com o objetivo de melhorar a 

restauração muscular (SHEFER et al., 2002), acelerando a proliferação de células 

musculares e prevenindo fibrose durante o processo de reparo, com o intuito de  diminuir o 

tempo de reabilitação (RENNO et al., 2011).  
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A terapia laser de baixa intensidade (LLLT) tem sido amplamente usada para tratar 

tecidos lesados (LIU et al., 2009), atuando efetivamente em vários processos biológicos 

através do aumento da respiração mitocondrial e síntese de ATP, modulando o processo 

inflamatório, promovendo e acelerando o reparo tecidual (CRESSONI et al., 2008) e 

estimulando a angiogênese (WEISS e ORON, 1992; BIBIKOVA e ORON, 1993).  

Há evidências que a LLLT é capaz de aumentar a proliferação de células musculares 

in vitro e de acelerar o reparo do tecido muscular lesado em animais. Shefer et al. (2002), 

mostraram que a LLLT (632.8 nm; 4.5 mW; 3 segundos) promove a sobrevivência de cultura 

de células miogênicas, prevenindo apoptose. Silveira et al. (2009) observaram que a LLLT 

(904 nm; 5 J/cm2) é capaz de acelerar a regeneração muscular, reduzindo a produção do 

ânion superóxido, níveis Tbars, atividade SOD e hidroxiprolina; e também, Amaral et al. 

(2001) evidenciaram que a LLLT (632.8 nm; 2.6 J/cm2; 7 segundos) também acelerou o 

reparo do músculo tibial anterior depois de criolesão.  

Nota-se que o uso da LLLT é uma técnica promissora para aumentar o metabolismo e 

o reparo muscular. Entretanto, o mecanismo pelo qual esta terapia atua não é inteiramente 

entendido e assim, seu uso na clínica é ainda controverso. Além disso, o uso de diferentes 

doses e a falta de uma padronização do modelo experimental torna difícil comparar os 

resultados entre os diversos estudos. Ademais, antes da LLLT poder ser usada com confiança 

como um tratamento dentro da clínica, é necessário investigar os efeitos desta terapia a nível 

celular para determinar sua segurança e eficácia. A partir disso, foi hipotetizado que a LLLT 

pode melhorar o metabolismo tecidual no local da lesão muscular, modulando o 

recrutamento das células pelo estímulo da expressão gênica envolvidos na regeneração e 

maturação celular. Consequentemente, o presente estudo objetivou avaliar a influência 

temporal da terapia laser durante a regeneração do músculo Tibial anterior (TA) 

criolesionado através dos aspectos morfológicos e da expressão gênica. O processo 
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inflamatório, tecido de granulação e reorganização tecidual foram avaliados 

histologicamente. Assim como, o PCR em tempo real foi utilizado para analisar a expressão 

de genes relacionados com o processo de regeneração muscular depois de 7, 14 e 21 dias 

após lesão.  

 

4.2. MATERIAIS E MÉTODOS 
  

 4.2.1. Animais e Desenho Experimental 
 

 Sessenta e três ratos machos Wistar (pesando ±300 g) foram utilizados neste estudo. 

Os animais foram mantidos sob temperatura controlada (22±2 oC), período claro-escuro de 

12 horas, e acesso livre a água e ração comercial. Todos os animais foram manipulados e o 

procedimento cirúrgico foi estritamente conduzido de acordo com o Guia de Cuidados e Uso 

de Animais de Laboratório. Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em 

Experimentação Animal da Universidade Federal de São Carlos (UFSCar) (Parecer – 

068/2009). Os animais foram randomicamente distribuídos em 3 grupos: grupo controle 

lesado (GC) – animais lesados e sem nenhum tratamento; grupo lesado e tratado com 10 

J/cm² (G10) e grupo lesado e tratado com 50 J/cm² (G50). Cada grupo foi dividido em 3 

subgrupos diferentes (n=7) e nos dias 7, 14 e 21 após lesão os animais foram submetidos a 

eutanásia. Os tratamentos começaram 48 horas depois da indução da lesão e foram realizados 

a cada 24 horas durante 5, 10 e 15 sessões. 

 

 4.2.2. Criolesão 
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 A criolesão foi baseada no trabalho de Miyabara et al. (2006), e foi realizada sob 

anestesia com solução de Ketamina/Xilazina (80/10 mg/Kg). Depois da anestesia, a pele que 

recobre o músculo TA direito foi tricotomizada e limpa. Então, uma incisão transversal 

(aproximadamente de 1 cm) foi realizada na pele para expor o músculo. A extremidade (0.5 

cm2) de uma barra de ferro retangular, pré-congelada em nitrogênio líquido, foi pressionada 

por 10 segundos no centro do ventre muscular. O procedimento foi repetido 2 vezes 

consecutivas, com um intervalo de 30 segundos. Finalmente, a pele foi suturada e os animais 

colocados em lugar aquecido (37oC) para prevenir hipotermia. 

 

 4.2.3. Protocolo de Tratamento 
 

 O laser InGaAlP com comprimento de onda contínuo de 660 nm (MM Optics, São 

Carlos equipamento, SP, Brasil), área do feixe de 0.04 cm2, com 10 J/cm² (potência de saída 

de 20 mW, densidade de potência de 50 W/cm2, 20 segundos de irradiação, energia total por 

ponto de 0.4 J) e 50 J/cm² (potência de saída de 40 mW, densidade de potência de 100 

W/cm2, 50 segundos de irradiação, energia total por ponto de 2 J), foi usado neste estudo. A 

irradiação foi realizada em um único ponto, sobre a área lesada, através da técnica pontual 

em contato. O tratamento começou 48 horas após a lesão e foi efetuado 5 vezes/semana 

(cada 24 horas), seguido de um intervalo de 48 horas. Nos dias 7, 14 e 21 os animais foram 

sacrificados por overdose de anestésico. 

 

 4.2.4. Análise Histológica 
 

 Os músculos TA esquerdos obtidos de todos os grupos experimentais e controles 

foram fixados em formalina tamponada 10% (Merck, Darmstadt, Germany) por 48 horas, e 
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em incluídos em parafina. Secções longitudinais seriadas (5 µm) foram realizadas usando um 

micrótomo (Leica Microsystems SP 1600, Nussloch, Germany). Cinco secções de cada 

amostra foram coradas com Hematoxilina e Eosina (HE, Merck) e examinadas através de um 

microscópio de luz com uma objetiva 20X (Leica Microsystems AG, Wetzlar, Germany). As 

análises qualitativas consideraram qualquer alteração na área lesada, como: presença de 

processo inflamatório, área de necrose, degeneração das fibras musculares focais ou difusas e 

estrutura tecidual (SHEFER et al., 2002). 

 

 4.2.5. Análise de Expressão Gênica  
 

Os músculos TA esquerdos foram cuidadosamente removidos e dissecados com os 

animais anestesiados antes do sacrifício. O músculo foi estocado em -86ºC até a realização 

da análise quantitativa PCR (Polimerase Chain Reaction) em tempo real. Para isso, o RNA 

total de cada amostra foi isolado usando o reagente TRIzol (Invitrogen). Possíveis 

contaminações com DNA foram removidas utilizando RNase-free DNase I (Invitrogen). A 

integridade do RNA foi verificada através de eletroforese em gel de RNA por um 

espectrofotômetro. Cinco genes foram selecionados (Tabela 3), os quais representam o 

processo relacionado a miogênese, angiogênese e também relacionado ao processo 

inflamatório. Para cada gene, sequências de primers específicos foram designados. Após 

isso, o DNA complementar (cDNA) foi sintetizado para cada amostra de RNA. As reações 

de PCR em tempo real foram realizadas com um volume total de  25 µL. Seguindo com a 

fase inicial de desnaturação, e posteriormente com a amplificação de cada gene através de 40 

ciclos (Rotor-Gene, R 3000 – Robert Research, Mortlake, Australia). As amplificações 

gênicas foram mensuradas pela fluorescência emitida pelo reagente SYBR green (Applied 

Biosystems, Carlsbad, California, USA) durante as fases de anelamento e alongamento. 
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Todas as amostras foram avaliadas em duplicata e a média foi usada para análise estatística. 

Essas medidas (Ct – threshold cycle) foram normalizadas através da expressão do GAPDH 

de cada músculo. E assim, foram obtidos os valores da expressão para cada gene de interesse 

dos grupos LLLT e dos grupos controles em 7, 14 e 21 dias após lesão (FAVARO-PIPI et 

al., 2010).  

 

Tabela 3: Sequência de primers e temperatura de anelamento de cada gene analisado. 

GAPDH (VATANSEVER et al., 2012); VEGF (VATANSEVER et al., 2012), COX-2 

(TESTA et al., 2007), MyoD (DURIGAN et al., 2008) e Miogenina (KRAUS e PETTE, 

1997). 

 

Gene Sequência de primers 
 Forward 

Sequência de primers 
Reverse 

Temperatura 
Anelamento 

(°C) 
GAPDH CCACCAACTGCTTAGCCC GCCAAATTCGTTGTCATACC 56 °C 

VEGF GGAGATCCTTCGAGGAGCACTT GGCGATTTAGCAGCAGATATAAGAA 56°C 

COX-2 ACACTCTATCACTGGCATCC GAAGGGACACCCTTTCACAT 49°C 

MyoD GGAGACATCCTCAAGCGATGC AGCACCTGGTAAATCGGATTG 52 °C 

Miogenina TGGCTTGTGGCAGCCCAGGG AGTGAATGCAACTCCCACAGCGCC 47 °C 

 

 4.2.6. Análise Estatística 
 

 Os dados foram analisados estatisticamente por meio de técnicas descritivas, na 

forma de médias e desvios-padrão. Os dados da expressão gênica foram avaliados utilizando 

testes de análise de variância (ANOVA two-way), seguidos do post-hoc de Tukey. As 

análises foram realizadas no software STATISTICA, versão 7.0. Para as conclusões das 

análises estatísticas foi utilizado o npivel de significância de 5 % (p≤0.05). 
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4.3. RESULTADOS 
 

 4.3.1. Análise histopatológica 
 

 No sétimo dia após a cirurgia, os animais do GC apresentaram intensa resposta 

inflamatória, como zonas destruídas e presença de um importante recrutamento multifocal de 

células inflamatórias e extensa degeneração miofibrilar (caracterizada pela ruptura e 

desorganização das fibras musculares) com tecido de granulação (Figura 6A). O G10 

apresentou alta concentração de células inflamatórias, tecido de granulação e degeneração 

miofibrilar, porém menos intenso do que no GC (Figura 6B). Uma alta concentração de 

células inflamatórias, tecido de granulação e presença difusa de degeneração das fibras 

musculares, foram encontradas especialmente no G50 quando comparado com G10 (Figura 

6C).  

 

 

Figure 6. Músculos lesados depois de 7 dias de cirurgia. (A) grupo controle lesado, (B) animais 

irradiados com 10 J/cm2, (C) animais irradiados com 50 J/cm2. (*) Indicam tecido de granulação, área de 

necrose e infiltrado inflamatório; (seta) Indicam degeneração das fibras musculares. (Coloração: H.E., 20 

X). 
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Catorze dias após a lesão, as fotomicrografias do GC apresentaram zonas destruídas,  

infiltrado inflamatório e tecido de granulação, porém mais focal quando comparado com o 

GC depois de 7 dias de lesão. Ainda é possível verificar neste mesmo grupo fibras 

musculares multinucleadas de forma mais organizada do que no GC depois de 7 dias (Figura 

7A). Nos animais tratados com 10 J/cm2 foi possível observar a área lesada, porém com 

menos concentração de células inflamatórias e de tecido de granulação quando comparado 

com o GC (Figura 7B-7C). O G50 apresentou uma menor concentração de células 

inflamatórias e de tecido de granulação, com fibras musculares multinucleadas mais 

organizadas do que o G10 e do que o GC.  

 

 

Figure 7. Músculos lesados depois de 14 dias de cirurgia. (A) grupo controle lesado, (B) animais 

irradiados com 10 J/cm2, (C) animais irradiados com 50 J/cm2. (*) Indicam tecido de granulação e infiltrado 

inflamatório; (seta) Indicam fibras musculares multinucleadas. (Coloração: H.E., 20 X). 

 

 Após 21 dias de lesão, todos os grupos demonstraram nenhum processo inflamatório. 

Os animais dos grupos controles lesados apresentaram melhor estrutura tecidual com fibras 

musculares multinucleadas no local da lesão quando comparado com os GC de 7 e 14 dias 

após a lesão (Figura 8A). Fibras musculares multinucleadas foram visualizadas no G10, com 

características similares as do GC (Figura 8B). Em relação ao G50, fibras musculares 
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multinucleadas mais organizadas e com diâmetros aparentemente maiores do que o GC e o 

G10 foram observadas (Figura 8C).  

 

 

Figure 8. Músculos lesados depois de 21 dias de cirurgia. (A) grupo controle lesado, (B) animais 

irradiados com 10 J/cm2, (C) animais irradiados com 50 J/cm2. (*) Indicam fibras musculares 

multinucleadas; (seta) Indicam o diâmetro das fibras musculares. (Coloração: H.E., 20 X). 
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4.3.2. Análise da expressão gênica  
 

 COX-2 

 

A figura 9 representa a expressão do RNAm COX-2 dos grupos experimentais, em 

todos os períodos avaliados. A análise de RT-PCR revelou uma diminuição significante da 

expressão do RNAm COX-2  nos grupos tratados (G10 e G50) quando comparado com o 

GC, em todos os períodos experimentais avaliados. 

 

 

Figure 9. Média e desvios padrão da expressão do RNAm do gene COX-2. (GC) grupo 

controle lesado, (G10) animais irradiados com 10 J/cm2, (G50) animais irradiados com 50 

J/cm2. * P<0,05 versus GC em 7, 14 e 21 dias.  
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VEGF 

 

A Figura 10 representa a expressão do RNAm do VEGF dos grupos experimentais, 

em todos os períodos avaliados. Sete dias após a criolesão, uma redução significativa deste 

gene foi observada nos grupos irradiados (G10 e G50) quando comparada ao grupo controle. 

No décimo quarto dia, nos animais tratados foi possível observar um aumento significativo 

do RNAm do VEGF, nas duas fluências avaliadas, quando comparado com o GC, assim 

como a expressão gênica do VEGF no G50 foi significativamente maior do que no G10. 

Após 21 dias, uma redução significativa da expressão gênica do VEGF foi encontrada no 

G50 em relação ao GC e ao G10.  

 

 

Figure 10. Média e desvios padrão da expressão do RNAm do gene VEGF. (GC) grupo 

controle lesado, (G10) animais irradiados com 10 J/cm2, (G50) animais irradiados com 50 

J/cm2. * P<0,05 versus GC em 7, 14 e 21 dias; # P<0,05 versus G10 em 14 dias; † P<0,05 

versus G10 em 21 dias.  
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 MyoD 

 

Em relação a expressão gênica do RNAm da MyoD é possível verificar que o GC não 

obteve alteração significativa durante todos os períodos avaliados. O G10 apresentou um 

aumento significativo da MyoD apenas após 21 dias de tratamento, quando comparado com 

o GC. Os grupos irradiados com 50 J/cm2 apresentaram um aumento significativo da 

expressão do RNAm da MyoD comparado com o GC e o G10, em 7 e 14 dias após a lesão, e 

21 dias depois da cirurgia, quando comparado com o GC (Figura 11). 

 

 

Figure 11. Média e desvios padrão da expressão do RNAm do gene MyoD. (GC) grupo 

controle lesado, (G10) animais irradiados com 10 J/cm2, (G50) animais irradiados com 50 

J/cm2. * P<0,05 versus GC em 7, 14 e 21 dias; ≠ p<0,05 versus G10 em 7 dias e # p<0,05 

versus G10 em 14 dias.  
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 Miogenina 

 

De acordo com a análise da expressão do RNAm da Miogenina, o GC demonstrou 

um aumento da Miogenina depois de 7 dias de lesão, seguido de uma redução da Miogenina 

depois de 14 e 21 dias. No sétimo dia, ambos os grupos tratados apresentaram uma redução 

da Miogenina quando comparados com o GC. Nenhuma modificação da expressão do 

RNAm da Miogenina foi evidenciada entre todos os grupos em 14 dias. No ultimo período 

avaliado, os animais irradiados com a dose de 10 J/cm2, apresentaram aumento significativo 

da expressão do RNAm da Miogenina quando comparado com o GC e o G50 (Figura 12).  

 

 

Figure 12. Média e desvios padrão da expressão do RNAm do gene Miogenina. (GC) 

grupo controle lesado, (G10) animais irradiados com 10 J/cm2, (G50) animais irradiados com 

50 J/cm2. * P<0,05 versus GC em 7 e 21 dias; ≠ P<0,05 versus G50 em 21 dias. 
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4.4. DISCUSSÃO 
 

Neste estudo, os efeitos da LLLT no modelo experimental de criolesão do músculo 

TA em ratos foi investigado. Foi hipotetizado que a LLLT pode modular o processo de 

regeneração muscular, acelerando o processo de reparo por meio do aumento da expressão 

gênica e estimulando o recrutamento celular. De acordo com os resultados encontrados, as 

análises histológicas mostraram que a LLLT produziu um recrutamento precoce das células 

inflamatórias no primeiro período avaliado, assim como, estimulou formação de tecido 

muscular mais organizado no local da lesão depois de 14 e 21 dias. Além disso, a irradiação 

laser foi capaz de diminuir a expressão do RNAm da COX-2 e aumentar a expressão do 

RNAm do VEGF depois de 14 e 21 dias de tratamento. Como também, a expressão do 

RNAm da MyoD foi aumentada nos grupos irradiados com a dose de 50 J/cm2, em todos os 

períodos analisados, e a expressão do RNAm da Miogenina foi aumentada apenas no grupo 

tratado com a dose de 10 J/cm2, depois de 21 dias.  

As análises histopatológicas revelaram que a terapia laser, especialmente com a dose 

de 50 J/cm2, acelerou o processo de regeneração muscular, ativando as células inflamatórias 

no primeiro período de tratamento. Além disso, uma melhor organização tecidual foi 

encontrada no local da lesão nos grupos irradiados depois de 14 e 21 dias. Esta resposta 

tecidual demonstrou que a LLLT provavelmente atua como um recurso pro-inflamatório, 

induzindo a resolução precoce da primeira fase do processo de reparo. Este fato pode resultar 

no recrutamento prematuro das células satélites e a formação de novas fibras musculares 

com uma melhor estrutura tecidual, como visto no grupo irradiado com a maior dose após 21 

dias. 

Estes achados corroboram com Souza et al. (2011), que demonstraram uma redução 

do processo inflamatório em um modelo de criolesão, depois da irradiação com o laser (660 
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nm laser, 5 J/cm2). Renno et al. (2011) usaram o laser 830nm, com dose de 50 J/cm2 (6 

sessões), encontrando uma diminuição do processo inflamatório no musculo lesado. Da 

mesma forma, Servetto et al. (2010) comparando dois comprimentos de onda (632,8 nm e 

904 nm, ambos com 9,5 J/cm2), verificaram que o laser vermelho foi mais efetivo do que o 

laser infravermelho para diminuir o infiltrado inflamatório em 7 dias após lesão. 

 Neste estudo os níveis da expressão do RNAm do COX-2 foram investigados. De 

acordo com Bondesen et al. (2004), a expressão gênica do COX-2, durante a regeneração 

muscular sem tratamento, alcança seu pico entre o quarto e o sexto dia após lesão, seguida 

pela sua redução no oitavo dia, o que condiz com os resultados encontrados no GC. As 

prostaglandinas (PGs) sintetizadas pela COX-2 através do ácido aracdônico tem múltiplas 

funções, como: quimiotaxia das células inflamatórias, indução do óxido nítrico sintase e 

vasodilatação com aumento da permeabilidade vascular (PRISK et al., 2003; TIDBALL et 

al., 2009). Porém, o aumento dos mediadores inflamatórios aumenta ainda mais as PGs, o 

que pode acarretar a uma degradação excessiva das fibras musculares na área lesada (PRISK 

et al., 2003). Assim, podemos evidenciar que a LLLT pode modular o processo inflamatório, 

pois ambos os grupos irradiados apresentaram significativa redução dos níveis do COX-2 em 

todos os períodos avaliados.  Estes resultados estão de acordo com Albertini et al. (2007), 

que observaram uma diminuição da expressão do COX-2 em tendinite de ratos depois da 

irradiação laser, e também com Herman e Kosla (1989), que mostraram uma redução na 

expressão da COX-2 no processo inflamatório da artrite reumatóide depois do tratamento 

com laser (2,3 J/cm2). Com isso, estes resultados indicam que a LLLT pode ser uma 

alternativa no tratamento de processos inflamatórios, provavelmente pela redução da 

expressão do COX-2.  

O VEGF é o principal regulador da formação de vasos sanguíneos durante a 

embriogênese e um potente indutor da neovascularização durante a vida adulta (ARSIC et 
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al., 2004). Além disso, o VEGF tem um importante papel na regularização basal da 

capilarização do músculo esquelético. Durante a regeneração muscular, Durigan et al. 

(2008), mostraram que o gene VEGF aumenta a sua expressão depois de 3 e 7 dias de 

criolesão. Wagatsuma et al. (2006) também avaliaram os níveis protéicos do VEGF durante 

o 5o, 7o, 10o e 20o dia de regeneração muscular, verificando um aumento do VEGF nos 3 

primeiros períodos avaliados e uma redução de seus níveis no vigésimo dia. Esse fato está de 

acordo com os resultados apresentados pelo grupo controle durante os períodos avaliados 

neste estudo. Entretanto, ocorreu uma redução da expressão do RNAm do VEGF nos grupos 

irradiados no 7o dia.  Ferrara et al. (2003) demonstraram que a fotomodulação vascular pode 

estar associada com a redução das células inflamatórias e com a estimulação da migração de 

macrófagos, linfócitos-T e células endoteliais durante o processo de reparo. Seguindo estas 

descrições, é possível sugerir que a redução da expressão do RNAm do VEGF pode estar 

relacionada a alta concentração do processo inflamatório no primeiro período avaliado. Ao 

contrário do que foi evidenciado no 7o dia, um aumento dos níveis do VEGF foi encontrado 

em ambos os grupos irradiados depois de 14 dias e principalmente no grupo tratado com a 

maior dose depois de 21 dias de lesão. Estes resultados corroboram com Tuby et al. (2006) 

que observaram um aumento da expressão gênica do VEGF no coração de ratos após enfarte 

e depois da irradiação com o laser 804 nm, e com Dias et al. (2012), que também notaram 

um aumento da expressão do VEGF depois da irradiação laser com dose de 20 J/cm2 no 

músculo masseter de ratos. Além disso, Borselli et al. (2010) sugerem que o aumento da 

expressão do VEGF está relacionado ao aumento do diâmetro das fibras musculares durante 

sua regeneração, como também, está relacionado com o aumento do número de fibras 

musculares jovens com núcleo centralizado. Assim, apesar de não ter sido realizado análises 

quantitativas em relação ao diâmetro e a quantidade de fibras musculares jovens, é possível 

visualizar nos grupos irradiados uma melhor organização das fibras musculares, com 
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diâmetros aparentemente maiores no grupo tratado com a maior dose quando comparado 

com o grupo controle e com o grupo irradiado com 10 J/cm2. Apesar do exposto acima, 

outros estudos são necessários para elucidar este resultado.  

A expressão do RNAm da MyoD aumentou depois da irradiação laser, em todos os 

períodos analisados, principalmente com a maior dose utilizada neste estudo, enquanto que 

no grupo controle não ocorreu alteração dos níveis da expressão da MyoD. Estudos mostram 

que a expressão gênica da MyoD alcança seus níveis mais altos no terceiro ou quarto dia 

após a lesão, decaindo nos dias subsequentes (YAN et al., 2003; BONDESEN et al., 2004; 

TANAKA et al., 2008; VANDERPOEL et al., 2011), o que explica os níveis reduzidos da 

MyoD encontrados nos grupos controles. A regeneração muscular é controlada pelas MRFs 

(como a MyoD, Miogenina e MRF4) (LIU et al., 2009) e a ação da MyoD está relacionada 

com a proliferação das células satélites na fase inicial do processo de reparo muscular 

(HERMAN e KHOSLA, 1989). A chegada das células satélites no local da lesão é um ponto 

crucial, uma vez que elas se transformam em mioblastos para repor as fibras musculares 

lesadas (MARSH et al., 1997; DEGENS et al., 2007). Uma maior expressão gênica da 

MyoD com a maior dose da LLLT utilizada foi encontrada em todos os períodos. Yan et al. 

(2003) relataram que a MyoD tem também a função de manutenção e diferenciação das 

células miogênicas. Assim, o presente estudo sugere que a terapia laser foi capaz de ativar as 

células satélites durante o processo de regeneração muscular, o que pode ter estimulado a 

formação de novas fibras musculares.  

O gene Miogenina é também parte das MRFs e é responsável pela diferenciação das 

células satélites (LE GRAND e RUDNICKI, 2007; FRIEDRICHS et al., 2011). Neste 

estudo, o grupo controle apresentou uma aumento da expressão da Miogenina no 7o dia 

seguida de sua redução nos outros períodos avaliados, o que esta de acordo com Van der 

poel et al. (2011) que encontrou um aumento da expressão da Miogenina no sétimo dia após 
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indução de atrofia muscular. Entretanto, Yan et al. (2003) evidenciaram que a expressão da 

Miogenina aumentou no quarto dia depois da lesão, reduzindo significativamente seus níveis 

até o 14o dia, último período avaliado neste estudo. Nos grupos irradiados o aumento da 

expressão do RNAm da Miogenina foi encontrado somente depois de 21 dias de lesão com a 

dose de 10 J/cm2. Este resultado está de acordo com Silva et al. (2012) que mostraram que a 

terapia laser não foi capaz de aumentar a expressão da Miogenina em 7 e 14 dias após lesão. 

Porém, Yan et al. (2003) descreveram que a expressão da MyoD precede a indução da 

expressão da Miogenina. Com isso, podemos sugerir que a terapia laser não foi capaz de 

estimular a expressão do RNAm da Miogenina com a dose de 50 J/cm2, possivelmente por 

que nos períodos avaliados os níveis do RNAm da MyoD ainda estavam elevados, mas isto 

não interferiu na formação das fibras musculares novas como visualizado nas análises 

histológicas.  

Nossos resultados mostraram que o laser 660 nm, com a dose de 50 J/cm2 foi mais 

eficiente em estimular modificações morfológicas e aumentar a expressão gênica, o que pode 

resultar num reparo tecidual acelerado quando comparado com os resultados encontrados nos 

grupos controles e nos grupos irradiados com a dose de 10 J/cm2. Estes resultados podem 

estar associados com uma resposta tecidual dose dependente à terapia laser.  

 

4.5. CONCLUSÃO  
 

Este estudo revelou que a LLLT teve efeitos positivos no músculo esquelético lesado 

em ratos e mostrou que a irradiação laser é capaz de atuar na expressão gênica, através do 

aumento da expressão dos genes MyoD, Myogenin, VEGF e da redução da expressão do 

gene COX-2, principalmente com a dose de 50 J/cm2. Portanto, o aumento da expressão 

gênica e a modulação do processo inflamatório foram responsáveis pela aceleração da 
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regeneração muscular. Entretanto, outros estudos para elucidar os mecanismos envolvidos na 

estimulação do reparo muscular pela LLLT devem ser realizados, contribuindo também para 

o entendimento da eficácia e segurança desta modalidade terapêutica.  
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5. ESTUDO II 

 

Efeitos da terapia laser de baixa intensidade (660 nm) no processo de 

regeneração muscular após criolesão. 
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RESUMO 
 
O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da terapia laser de baixa intensidade (LLLT) 
de 660 nm na regeneração muscular depois de criolesão do músculo Tibial Anterior (TA) de 
ratos. Sessenta e três ratos Wistar foram randomicamente divididos em três grupos: grupo 
controle lesado (GC) – animais lesados sem nenhum tratamento; grupo tratado com fluência 
de 10 J/cm² (G10) e grupo tratado com fluência de 50 J/cm² (G50). Cada grupo foi dividido 
em três subgrupos (n=7), os quais foram eutanasiados nos dias 7, 14 e 21 após lesão. 
Resultados histopatológicos revelaram menor processo inflamatório nos grupos tratados, 
depois de 7 dias. No 14o dia, os animais irradiados, com as duas fluências, apresentaram 
grande quantidade de tecido de granulação, fibras musculares jovens e estrutura muscular 
organizada. Após 21 dias, um reparo tecidual completo foi observado em todos os grupos. 
Além disso, os animais de ambos os grupos irradiados, exibiram menor área de necrose no 
primeiro período experimental avaliado. A imunohistoquímica demonstrou expressão da 
Miogenina em todos os grupos experimentais depois de 7 e 14 dias, e no 21o dia, no grupo 
controle e no grupo tratado com a menor fluência. Maior expressão da MyoD esteve presente 
nos grupos tratados em todos os períodos avaliados. A fluência maior aumentou o número de 
vasos sanguíneos depois de 14 e 21 dias. Estes resultados sugerem que a LLLT, com as duas 
fluências, estimularam resultados positivos durante a regeneração muscular. No entanto, a 
fluência maior demonstrou uma formação de tecido muscular mais organizado.  
 
Palavras-chave: terapia laser de baixa intensidade; regeneração muscular; MyoD; 
Miogenina; tecido muscular; análise histológica. 
 
 
 
ABSTRACT 
 
The aim of this study was to evaluate the effects of 660 nm low-level laser therapy (LLLT) 
on muscle regeneration after cryolesion in rat Tibiales Anterior (TA) muscle. Sixty-three 
Wistar rats were randomly divided into three groups: injured control group (CG) – injured 
animals without any treatment; treated group, at 10 J/cm² (G10) and treated group, at 50 
J/cm² (G50). Each group was divided into 3 different subgroups (n=7) and on days 7, 14 and 
21 post-injury, were sacrificed. Histopathological findings revealed a lower inflammatory 
process in the laser treated groups, after 7 days. On day 14th, the irradiated animals, at both 
fluencies, showed higher granulation tissue, newly muscle fibers and an organized muscle 
structure. At 21 days, a full tissue repair was observed in all groups. The 
immunohistochemistry analysis showed Myogenin expression in all experimental groups 
after 7 and 14 days, and at day 21st, the immunoexpression was detectable in the control 
group and in the treated group with lower fluence. Superior MyoD expression appeared in 
both treated groups during all evaluated periods. The higher fluence increased the number of 
blood vessels after 14 and 21 days. These results suggest that LLLT, with both fluences, 
have positive effects during skeletal muscle regeneration. However, the higher fluence 
demonstrated a better muscle tissue organization.  
 
Keywords: Low-level laser therapy; muscle regeneration; MyoD; Myogenin; muscle tissue; 
histological analysis; gene expression 
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5.1. INTRODUÇÃO 
 

Lesões do músculo esquelético são extremamente comuns nos centros de reabilitação. 

Essas lesões podem ocorrer através de uma variedade de mecanismos, desde traumas diretos 

(como laceração, estiramento e contusão), como também através de traumas indiretos 

relacionados a isquemia e disfunções neurológicas (HUARD et al., 2002; BAOGE et al., 

2012). Logo após a lesão um processo de regeneração muscular é ativado (MENETREY et 

al., 2000; HUARD et al., 2002). 

A regeneração muscular é um processo altamente orquestrado, onde ocorre uma 

resposta inflamatória, ativação de células satélites e formação de miofibras jovens 

(TIDBALL et al., 2005). Para isso, a interação espacial e temporal de diferentes tipos 

celulares é regulada por uma série de sinais celulares entre moléculas e fatores de 

crescimento, o que induz à maturação das células musculares para criar uma estrutura 

muscular adequada no local da lesão (JARVINEN et al., 2007).  

A família dos fatores regulatórios miogênicos (MRFs), como a MyoD e a Miogenina 

tem um papel importante durante este processo. A MyoD é mais efetiva na ativação e 

diferenciação das células satélites, enquanto que a Miogenina é um fato importante durante a 

diferenciação e fusão dos mioblastos para formar, e assim, restaurar a arquitetura muscular 

(BRYAN et al., 2008). Além disso, a formação de novos vasos é um ponto crucial para 

garantir um adequado suprimento sanguíneo durante o processo de reparo. Este evento é 

regulado pelo fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), que exerce vários efeitos no 

endotélio vascular, incluindo estimulação da proliferação e adesão das células endoteliais, 

como também a indução rápida da permeabilidade microvascular e da conexão entre os 

novos vasos com a circulação já existente (PIEDADE et al., 2008).  

Várias técnicas terapêuticas (ultrassom, crioterapia, mobilização, laser terapêutico) 

vêm sendo utilizadas para estimular o processo de regeneração muscular. Entretanto, a 
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terapia laser de baixa intensidade (LLLT) parece ser um recurso promissor para a 

recuperação do músculo esquelético e sua efetividade tem sido demonstrada ao longo dos 

anos (SOUZA et al., 2001; MESQUITA-FERRARI et al., 2011). Vários estudos têm 

confirmado que a irradiação laser favorece a regeneração muscular pois aumenta o número 

de fibras musculares, estimula a angiogênese e a formação de miotubos, modulando a fase 

inflamatória e acelerando as fases proliferativas e de maturação do processo de regeneração 

muscular (AMARAL et al., 2001; CRESSONI et al., 2008). 

Apesar dos efeitos estimulatórios do laser no reparo tecidual, o uso de uma variedade 

de doses entre os estudos torna difícil comparar os resultados publicados e determinar os 

melhores parâmetros para induzir a melhor resposta tecidual (ABE et al., 1993; KHADRA et 

al., 2005; ALBERTINI et al., 2007; PRABHU et al., 2012). Por essa razão, para a LLLT 

poder ser usado com confiança como tratamento na clínica, existe a necessidade de se 

investigar os efeitos de diferentes fluências, determinando os parâmetros mais eficazes e 

seguros. 

Este estudo foi desenvolvido com o intuito de avaliar as respostas biológicas da 

irradiação laser durante a regeneração muscular após criolesão em ratos. A criolesão é um 

modelo de lesão bem reconhecido por induzir necrose seguido de regeneração em uma área 

delimitada do músculo esquelético (BIBIKOVA e ORON, 1993; MIYABARA et al., 2006; 

BAPTISTA et al., 2009).  

Baseado no exposto acima foi hipotetizado que a LLLT pode melhorar o 

metabolismo tecidual no local da lesão, modulando o recrutamento celular, através da 

estimulação da expressão de marcadores miogênicos e aumentando a neoangiogênese 

durante o processo de regeneração muscular e a maturação das miofibras. Assim, o objetivo 

do presente estudo foi avaliar a influência temporal da terapia laser (comparando duas 

fluências diferentes), no processo inflamatório, tecido de granulação, estrutura tecidual, 
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número de vasos sanguíneos e presença de imunomarcadores durante a regeneração do 

músculo tibial anterior (TA). 

 

5.2. MATERIAIS E MÉTODOS 
 

 5.2.1. Delineamento Experimental 

 

 Sessenta e três ratos machos Wistar (pesando 300±20 g) foram utilizados neste 

estudo. Os animais foram mantidos sob temperatura controlada (22±2 oC), período claro-

escuro de 12 horas, e acesso livre a água e ração comercial. Este estudo foi aprovado pelo 

Comitê de Ética em Experimentação Animal da Universidade Federal de São Carlos 

(UFSCar) (Parecer – 068/2009). 

 Os animais forma randomicamente distribuídos em 3 grupos: grupo controle lesado 

(GC) – animais lesados sem nenhum tratamento; grupo lesado e tratado com 10 J/cm² (G10) 

e grupo lesado e tratado com 50 J/cm² (G50). Cada grupo foi dividido em 3 subgrupos 

diferentes (n=7) e nos dias 7, 14 e 21 após lesão os animais foram eutanasiados. Os 

tratamentos começaram 48 horas depois da indução da lesão e foram realizados a cada 24 

horas durante 5, 10 e 15 sessões. 

 

 5.2.2. Criolesão 
 

 A criolesão foi baseada no estudo de Miyabara et al. (2006) e foi realizada sob 

anestesia com solução de Ketamina/Xilazina (80/10 mg/Kg). Depois da anestesia, a pele que 
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recobre o músculo TA esquerdo foi tricotomizada e limpa. Então, uma incisão transversal 

(aproximadamente de 1 cm) foi realizada na pele para expor o músculo. A extremidade (0.5 

cm2)  de uma barra de ferro retangular, pré-congelada em nitrogênio líquido, foi pressionada 

por 10 segundos no centro do ventre muscular. O procedimento foi repetido 2 vezes 

consecutivas, com um intervalo de 30 segundos. Finalmente, a pele foi suturada e assim, os 

animais foram dispostos em lugar aquecido (37oC) para prevenir hipotermia. 

 

 5.2.3. Protocolo de Tratamento  
 

 O laser InGaAlP com comprimento de onda contínuo de 660 nm (MM Optics, São 

Carlos equipamentos, SP, Brazil), área do feixe de 0.04 cm2, com 10 J/cm² (potência de saída 

de 20 mW, densidade de potência de 50 W/cm2, 20 segundos de irradiação, energia total por 

ponto de 0.4 J) e 50 J/cm² (potência de saída de 40 mW, densidade de potência de 100 

W/cm2, 50 segundos de irradiação, energia total por ponto de 2 J), foi usado neste estudo. A 

irradiação foi realizada em um único ponto sobre a área lesada, através da técnica pontual em 

contato. O tratamento começou 48 horas após a lesão e foi efetuado 5 vezes por semana 

(cada 24 horas), seguido de um intervalo de 48 horas. Nos dias 7, 14 e 21 pós-lesão, os 

animais foram sacrificados por overdose de anestésico. 

  

 5.2.4. Análise Histológica 
 

 Os músculos obtidos de todos os grupos experimentais e controles foram lavados 

imediatamente em salina e foram fixados em formalina tamponada 10% (Merck, Darmstadt, 

Germany) por 24 horas, seguido da inclusão em parafina. Secções transversais (5 µm) foram 
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realizadas usando um micrótomo (Leica Microsystems SP 1600, Nussloch, Germany). Cinco 

secções de cada amostra foram coradas com Hematoxilina e Eosina (HE stain, Merck) e 

examinadas através de um microscópio de luz com uma objetiva 10X (Leica Microsystems 

AG, Wetzlar, Germany). As análises qualitativas consideraram qualquer alteração na área 

lesada, como presença de processo inflamatório, degeneração das fibras musculares focal ou 

difusa e estrutura tecidual (RENNO et al., 2011). 

 

 5.2.5. Morfometria da Área Lesada 

 

Para realizar as avaliações morfométricas, fotomicrografias de toda região da área 

lesada e da área não lesada do músculo TA foram realizadas, permitindo reconstruir a área de 

secção transversal total do músculo, e também, permitindo a identificação e medição das 

áreas lesadas e não lesadas. As medidas das área de secção transversal da área lesada e da 

área não lesada foram efetuadas usando o software de morfometria (Axiovision 3.0.6 SP4, 

Carl Zeiss, Jena, Germany). Um procedimento duplo-cego foi realizado durante as medidas 

(ASSIS et al., 2012). 

 

 5.2.6. Número de Vasos Sanguíneos 
 

Para determinar a quantidade de vasos sanguíneos da área lesada, cinco campos de 

diferentes regiões acompanhando a área lesada foram adquiridos pelo microscópio de luz 

(Olympus, Optical Co. Ltd, Tokyo, Japan) com uma objetiva de 40X. O número de vasos 

sanguíneos foram contados em cada campo através do software (Axiovision 3.0.6 SP4, Carl 

Zeiss, Jena, Germany), e então, a média do número de vasos sanguíneos por animal e por 

grupo foi calculada (STRAFACE et al., 2009; VATANSEVER et al., 2012).  
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5.2.7. Imunohistoquímica 
 

 Para a realização da imunohistoquímica foram confeccionadas lâminas histológicas 

com cortes seriados de 5 µm de espessura. As lâminas foram imersas em solução de tampão 

citrato a 10 mM (pH 6,0) em microondas (850W - Brastemp, SP, Brazil) por três ciclos de 

cinco minutos cada para recuperação antigênica. O material foi pré-incubado com peróxido 

de hidrogênio a 0,3% em solução de tampão fosfato (PBS) por dez minutos. As amostras 

foram incubadas com anti-MyoD e anti-Miogenina, anticorpos primários policlonais (Santa 

Cruz Biotechnology, USA), na concentração de 1:400. A incubação foi realizada em 

refrigerador (a 4oC), seguida de dois banhos em solução de PBS, com duração de cinco 

minutos cada. A seguir, os cortes foram incubados com biotina conjugada ao anticorpo 

secundário anti-IgG (imunoglobulina G) de coelho (Vector Laboratories, Burlingame, CA, 

USA) na concentração de 1:200 em PBS por uma hora. Na sequência, os cortes foram 

lavados duas vezes com PBS, seguido por aplicação de complexo pré-formado de avidina-

biotina-peroxidase (Vector Laboratories) por 45 minutos. Os complexos foram visualizados 

por meio da aplicação de solução de 3-3’-diaminobenzidina a 0,05% e contra-corados com 

Hematoxilina de Harris. Como controle dos anticorpos, cortes histológicos foram tratados 

com o anticorpo de coelho IgG (Vector Laboratories) na concentração de 1:200, omitindo-se 

o anticorpo primário. Além disso, foram realizados controles positivos internos em cada 

bateria da reação realizada. 

 Os dados imunohistoquímicos foram avaliados por um patologista experiente (DAR) 

baseada na metodologia de (RENNO et al., 2011). 
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 5.2.8. Análise Estatística  
 

 Os dados foram analisados estatisticamente por meio de técnicas descritivas, na 

forma de médias e desvios-padrão. Os dados da morfometria da área lesada e do número de 

vasos sanguíneos foram feitos utilizando testes de análise de variância (ANOVA two-way), 

seguidos do post-hoc de Tukey. As análises foram realizadas no software STATISTICA, 

versão 7.0. Para as conclusões das análises estatísticas foi utilizado o nível de significância 

de 5 % (p≤0.05).  
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5.3. RESULTADOS 
	
  

5.3.1. Análises Histológicas 
 

Sete dias após a indução da criolesão o GC apresentou intensa resposta inflamatória e 

degeneração miofibrilar visualizada de forma difusa, com a presença de tecido de granulação 

e poucas fibras musculares jovens com o núcleo centralizado (Figura 13A). No G10 também 

foi possível observar uma resposta inflamatória difusa, com presença de tecido de 

granulação, porém menos intenso quando comparado com o GC no mesmo período. Além 

disso, neste mesmo grupo é possível verificar uma maior presença de fibras musculares 

jovens em relação ao GC (Figura 13B). Respostas similares ao grupo G10, em relação a 

resposta inflamatória, foram encontradas no grupo G50, depois de 7 dias. Entretanto, o 

tecido de granulação foi menos intenso neste grupo do que no GC e no G10, e a presença de 

fibras musculares jovens foi maior no G50 quando comparado com o GC e G10, neste 

mesmo período (Figura 13C). 

 

 

Figura 13: Fotomicrografias da secção transversa dos músculos lesados depois de 7 dias de cirurgia. 

(GC) grupo controle lesado, (G10) animais irradiados com 10 J/cm2, (G50) animais irradiados com 50 

J/cm2. (TG) Indicam tecido de granulação; (setas) Indicam fibras musculares jovens com núcleo 

centralizado; (CI) indicam células inflamatórias e degeneração miofibrilar. (Coloração: H.E., 10 X). 
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Após 14 dias de lesão, o GC ainda apresentou uma resposta inflamatória difusa e 

tecido de granulação, porém menos intenso quando comparado ao mesmo grupo depois de 7 

dias de lesão; assim como, fibras musculares jovens são visualizadas entre as células 

inflamatórias (Figura 14A). Em relação ao G10, células inflamatórias e tecido de granulação 

estão presentes, porém menos intensos do que o GC. Além disso, uma grande presença de 

fibras musculares jovens adquirindo uma organização em feixes musculares são visualizadas 

(Figura 14B). No G50 é possível observar uma reduzida presença de células inflamatórias e 

tecido de granulação em relação ao GC e ao G10, como também existe a presença de fibras 

musculares jovens mais organizadas do que o GC e o G10 (figura 14C). 

 

 

Figura 14: Fotomicrografias da secção transversa dos músculos lesados depois de 14 dias de cirurgia. 

(GC) grupo controle lesado, (G10) animais irradiados com 10 J/cm2, (G50) animais irradiados com 50 J/cm2. 

(TG) Indicam tecido de granulação; (setas) Indicam fibras musculares jovens com núcleo centralizado; (CI) 

indicam células inflamatórias. (Coloração: H.E., 10 X). 

 

  Vinte e um dias após a criolesão, todos os grupos não apresentaram processo 

inflamatório e tecido de granulação. O GC apresentou grande presença de fibras musculares 

jovens, onde a maioria apresentava pequeno diâmetro, demonstrando o estágio inicial da 
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formação das fibras musculares (Figura 15A). No G10, resultados semelhantes ao GC foram 

observados em relação a presença de fibras musculares jovens com diâmetros pequenos e 

ausência de células inflamatórias e tecido de granulação (Figura 15B). Depois de 21 dias, no 

G50 foi observado grande quantidade de fibras musculares jovens com diâmetros variáveis, 

correspondendo a fibras musculares em fase inicial de formação e outras em um estágio mais 

avançado com diâmetros maiores, além de estarem dispostas de forma mais organizada do 

que o GC e o G10 (Figura 15C). 

 

 

Figura 15: Fotomicrografias da secção transversa dos músculos lesados depois de 21 dias de 

cirurgia. (GC) grupo controle lesado, (G10) animais irradiados com 10 J/cm2, (G50) animais 

irradiados com 50 J/cm2. (seta) Indicam fibras musculares jovens com núcleos centralizados e 

diferentes diâmetros (Coloração: H.E., 10 X). 

 

 5.3.2. Imunohistoquímica 
 

 A expressão da Miogenina e da MyoD foram detectadas nos núcleos das células 

musculares. 
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Imunoexpressão da Miogenina 

Após 7 dias de lesão não foi possível detectar diferença entre todos os grupos GC, G10 e 

G50 apresentaram uma intensa imunoexpressão da Miogenina no núcleo das fibras 

musculares do GC (Figura 16A, 16B e 16C).  

 

Figura 16: Fotomicrografias representativas da imunoexpressão da Miogenina após 7 dias. (A) 

grupo controle lesado (GC); (B) grupo lesado e irradiado com 10 J/cm2 (G10); (C) grupo lesado e 

irradiado com 50 J/cm2 (G50). Imunoexpressão da Miogenina (seta). (Imunohistoquímica, 40 X). 

 

 No décimo quarto dia após a lesão um grau moderado de fibras musculares com 

núcleos marcados apresentaram imunoexpressão da Miogenina no GC (Figura 17A). No G10 

e no G50 foi possível evidenciar uma intensa presença de núcleos das fibras musculares 

imunomarcados com Miogenina em relação ao GC (Figura 17B e 17C). Não houve diferença 

entre o G10 e o G50.  
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Figura 17: Fotomicrografias representativas da imunoexpressão da Miogenina após 14 dias. (A) 

grupo controle lesado (GC); (B) grupo lesado e irradiado com 10 J/cm2 (G10); (C) grupo lesado e 

irradiado com 50 J/cm2 (G50). Imunoexpressão da Miogenina (seta). (Imunohistoquímica, 40 X). 

 

  Vinte e um dias após a lesão, a expressão da Miogenina foi observada nos núcleos 

das fibras musculares de forma intensa no GC e no G10 (figura 18A e 18B). No mesmo 

período, o G50 apresentou leve imunoexpressão da Miogenina quando comparado ao GC e o 

G10 (Figura 18C). 

 

 

Figura 18: Fotomicrografias representativas da imunoexpressão da Miogenina após 21 dias. (A) 

grupo controle lesado (GC); (B) grupo lesado e irradiado com 10 J/cm2 (G10); (C) grupo lesado e 

irradiado com 50 J/cm2 (G50). Imunoexpressão da Miogenina (seta). (Coloração: Imunohistoquímica, 

40 X). 
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 Imunoexpressão da MyoD 

 

Após sete dias o GC apresentou leve imunoexpressão da MyoD nos núcleos das 

fibras musculares (Figura 19A). Neste mesmo período, no G10 (Figura 19B) foi possível 

observar uma moderada presença dos núcleos das fibras musculares imunomarcadas em 

relação ao GC. Em relação ao G50 (Figura 19C), resultados similares ao GC foram 

encontrados, com leve imunomarcação da MyoD. 

 

 

Figura 19: Fotomicrografias representativas da imunoexpressão da MyoD após 7 dias. (A) grupo 

controle lesado (GC); (B) grupo lesado e irradiado com 10 J/cm2 (G10); (C) grupo lesado e irradiado 

com 50 J/cm2 (G50). Imunoexpressão da MyoD (seta). (Imunohistoquímica, 40 X). 

 

  No décimo quarto dia após lesão, o GC apresentou moderado grau de 

imunoexpressão da MyoD (Figura 20A). Na análise do G10 e do G50, foi possível verificar 

uma intensa presença de núcleos das fibras musculares imunomarcadas com MyoD (Figura 

20B e 20C) quando comparado ao GC. Não houve diferença entre o G10 e G50.  
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Figura 20: Fotomicrografias representativas da imunoexpressão da MyoD após 14 dias. (A) 

grupo controle lesado (GC); (B) grupo lesado e irradiado com 10 J/cm2 (G10); (C) grupo lesado e 

irradiado com 50 J/cm2 (G50). Imunoexpressão da MyoD (seta). (Imunohistoquímica, 40 X). 

 

 Vinte e um dias após a indução da criolesão, o GC apresentou leve grau de 

imunoexpressão da MyoD nos núcleos das fibras musculares (Figura 21A). No entanto, no 

G10 e no G50 foi possível verificar um moderado grau de imunoexpressão da MyoD (Figura 

21B e 21C) comparado ao GC.  

 

 

Figura 21: Fotomicrografias representativas da imunoexpressão da MyoD após 21 dias. (A) 

grupo controle lesado (GC); (B) grupo lesado e irradiado com 10 J/cm2 (G10); (C) grupo lesado e 

irradiado com 50 J/cm2 (G50). Imunoexpressão da MyoD (seta). (Imunohistoquímica, 40 X). 
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 5.3.3. Morfometria da Área Lesada  
 

A figura 22 mostra a morfometria das áreas lesadas em 3 diferentes períodos 

experimentais. No primeiro período experimental, o laser com as duas fluências (GC vs. G10 

p<0,000249; GC vs. G50 p<0,000145) diminuiu significantemente a área lesada quando 

comparada ao GC.  Após 14 dias e 21 dias de lesão, todos os grupos avaliados não 

apresentaram diferença significante em relação as medidas das áreas lesadas.  

 

 

Figure 22: Média e desvio padrão das áreas lesadas. GC: grupo controle lesado; G10: 

grupo lesado e tratado com 10J/cm2; G50: grupo lesado e tratado com 50J/cm2. * p≤0.05 

versus CG. 
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5.3.4. Número de Vasos Sanguíneos  
  

 Sete dias após a lesão nenhuma diferença estatística foi evidenciada entre os grupos 

GC, G10 e G50. No segundo período experimental avaliado, o número de vasos sanguíneos 

foi estatisticamente maior no grupo lesado e tratado com 50 J/cm2 (p<0,0183) comparado 

com o grupo G10, porém não apresentou diferença significativa em relação ao GC. 

Similarmente, 21 dias após a cirurgia, o número de vasos sanguíneos também foi 

estatisticamente maior no grupo G50 (p<0,005) quando comparado com o grupo GC, e 

também, a quantidade de vasos sanguíneos do G50 foi significativamente maior do que o 

G10 (p<0,02) (Figura 23).  

 

 

Figure 23: Média e desvio padrão do número de vasos sanguíneos. GC: grupo controle 

lesado; G10: grupo lesado e tratado com 10J/cm2; G50: grupo lesado e tratado com 50J/cm2. 

# p≤0.05 versus G10, @ p≤0.05 versus GC. 
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5.4. DISCUSSÃO  
 

 O presente estudo avaliou a resposta decorrente da aplicação da LLLT em um 

modelo de criolesão do músculo TA de ratos. Foi hipotetisado que a terapia laser aumenta o 

metabolismo muscular, acelerando o processo de reparo. Os principais achados 

demonstraram que os grupos irradiados, com as duas fluências avaliadas, apresentaram um 

melhor padrão histológico, com menor área de necrose nos grupos irradiados depois de 7 

dias de lesão. Entretanto, o grupo irradiado com a fluência mais alta apresentou um 

recrutamento precoce de infiltrado celular, grande quantidade de fibras musculares jovens, 

maior quantidade de vasos sanguíneos e uma estrutura tecidual mais organizada no local da 

lesão. As análises de imunohistoquímica revelaram expressão da Miogenina em todos os 

grupos avaliados depois de 7, 14 e 21 dias, como também, houve um aumento da expressão 

da MyoD nos grupos irradiados depois de 14 e 21 dias de tratamento. 

 A fototerapia é baseada na fotobioestimulação de células e tecidos (MESQUITA-

FERRARI et al., 2011), e por isso, vários estudos tem investigado os efeitos da LLLT em 

diferentes condições patológicas durante o reparo tecidual (DEMIDOVA-RICE et al., 2007; 

PALLOTTA et al., 2010; PIRES et al., 2011). Dourado et al. (2003) mostraram que a terapia 

laser (904 nm; 4 J/cm2; 62 segundos) reduziu a mionecrose. Lakyova et al. (2010) 

demonstraram que a LLLT (670 nm) estimula a neovascularização muscular em ratos. 

Também, Silveira et al., 2009, tem demonstrado que a LLLT (904 nm) aumenta a síntese de 

ATP e acelera a processo de regeneração muscular.  

 As análises histológicas e morfométricas mostraram que a terapia laser modulou o 

processo inflamatório induzido pela criolesão. Esta resposta pode ser um reflexo dos efeitos 

positivos da LLLT na regeneração muscular, evidenciando seu potencial através de sua 
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capacidade de ativar células satélites e miogênicas, culminando na formação de fibras 

musculares e na melhor organização tecidual no local da lesão. Tais dados corroboram com 

Melo et al. (2011), que afirmaram que a terapia laser diminui o número de células 

inflamatórias e aumenta a quantidade de fibras elásticas, o que poderia explicar o efeito da 

LLLT em acelerar o processo de reparo tecidual. Renno et al. (2011) comparando os efeitos 

da terapia laser 830 nm e o ultrassom pulsado de baixa intensidade (US) na regeneração 

muscular, observaram que os animais tratados com laser apresentaram menor degeneração 

tecidual quando comparado com o grupo controle e o grupo tratado com o US. O mesmo 

resultado foi encontrado por Demir et al. (2004), que observaram que a irradiação laser (904 

nm; 1 J/cm2; 6 mW) foi mais efetiva em acelerar o reparo de feridas do que o US.  

As análises de imunohistoquímica mostraram que a terapia laser, com as duas 

fluências analisadas, estimularam a expressão da Miogenina e da MyoD durante o processo 

de regeneração muscular. Sabe-se que a Miogenina e a MyoD tem uma função regulatória 

durante o processo de plasticidade, adaptação e regeneração do músculo adulto (DEDKOV 

et al., 2003; WARREN et al., 2007; FRIEDRICHS et al., 2011), por estimular a 

diferenciação das células satélites (MARSH et al., 1997). Estudos in vitro e in vivo 

mostraram um aumento de células precursoras musculares e fibras musculares 

imunomarcadas com Miogenina e MyoD depois de 3 e 5 dias (COOPER et al., 1999; 

GREFTE et al., 2012). Além disso, Zador et al. (2002) demonstraram que os níveis da 

proteína da MyoD aumentaram no primeiro dia após lesão muscular, mantendo esses níveis 

ate o terceiro dia, quando começou a diminuir gradualmente até o vigésimo oitavo dia após 

lesão. Apesar da escassez de estudos avaliando a imunoexpressão das MRFs durante a 

regeneração muscular, com ou sem tratamento, e apesar da análise de imunohistoquímica 

desenvolvida neste estudo ter sido qualitativa, podemos sugerir que a LLLT estimulou a 

imunoexpressão da MyoD e da Miogenina em todos os períodos (7, 14 e 21 dias). Quando a 
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LLLT é aplicada no tecido, a luz é absorvida e pode modular as reações bioquímicas 

celulares, aumentando a síntese de DNA, RNA e das proteínas regulatórias do ciclo celular 

(KARU e LUBART, 2000; STEIN et al., 2005). Por esse motivo, os efeitos citados da LLLT 

podem ter induzido a expressão da Miogenina e da MyoD, estimulando a formação e melhor 

organização das fibras musculares nos períodos avaliados.  

Ainda, o presente estudo demonstrou um efeito da LLLT, principalmente com a 

fluência de 50 J/cm2, estimulando o crescimento de vasos sanguíneos. Uma adequada 

perfusão sanguínea é essencial para garantir a regeneração do tecido muscular e 

consequentemente o sucesso do reparo (GONÇALVES et al., 2012). A fotomodulação 

vascular pode estar associada à redução das células inflamatórias e com a estimulação da 

migração de macrófagos, linfócitos-T, células endoteliais e fibroblastos para o local da lesão, 

resultando em um reparo tecidual acelerado (GONÇALVES et al., 2010). Gonçalves et al. 

(2012) mostraram que o laser GaAsAl aplicado com 60 J/cm2 foi mais eficiente em estimular 

a neoangiogênese do que 30 J/cm2. Do mesmo modo, Iyomasa et al. (2009) relataram que a 

dose de 10 J/cm2 aumentou a proliferação de fibroblastos e a neoangiogênese durante a 

regeneração muscular.  

Diante do exposto, pode-se sugerir que os efeitos da LLLT seguiram um padrão dose-

dependente, onde os grupos tratados com a maior dose apresentaram a melhor resposta 

tecidual. Estes resultados corroboram com outros estudos, como Liu et al. (2009), os quais 

verificaram que a maior dose entre 12, 28 e 43 J/cm2 da irradiação laser (632.8 nm) foi mais 

eficiente na redução à resposta inflamatória; Chen et al. (2010) também observaram que a 

LLLT (660 nm) utilizada com 27 e 72 J/cm2, apresentou melhores resultados com a maior 

dose, diminuindo a dor em trigger points miofaciais. Entretanto, Frigo et al. (2010) 

demonstraram que a energia de 3 J foi mais eficaz em reduzir a morte celular in vitro do que 

a energia de 21 J. Em relação a fotobiomodulacao, Liu et al. (2009) descreveram que para a 
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irradiação laser penetrar na pele seria necessário aumentar a dose, mas Karu (1998) relatou 

que mais importante do que a dose é a quantidade de energia fornecida ao tecido, a qual irá 

determinar a qualidade e a quantidade de resposta biológica. Essa descrição poderia explicar 

o porque da resposta negativa sob a energia de 21 J, encontrada por Frigo et al. (2010). 

Porém, outros estudos são necessários para explicar melhor o efeito dose-dependente da 

irradiação laser.  

Apesar de existir vários estudos evidenciando os efeitos positivos da LLLT durante a 

regeneração muscular (BIBIKOVA et al., 1993; AMARAL et al., 2001; ALBERTINI et al., 

2007; CRESSONI et al., 2008; MESQUITA-FERRARI et al., 2011; VATANSEVER et al., 

2012),  os parâmetros para uma estimulação ótima ainda necessitam ser determinado e os 

mecanismos moleculares envolvidos no reparo tecidual precisam ser investigados, 

explicando também a resposta dose-dependente relacionada ao laser visível.  

 

5.5. CONCLUSÃO 
 

Este estudo revelou que a LLLT teve efeitos positivos no músculo esquelético lesado, 

principalmente com a maior dose avaliada, acelerando o processo de regeneração muscular 

pelo aumento de vasos sanguíneos e estimulando a imunoexpressão da Miogenina e da 

MyoD, o que pode ter resultado em uma melhor organização tecidual no local da lesão. 

Embora sejam necessários mais estudos clínicos com testes funcionais, os resultados 

apresentados mostram uma utilização promissora desta modalidade terapêutica no reparo 

tecidual.  
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6. CONSIDERAÇÕES FINAIS  

 

 Com base no modelo experimental utilizado neste estudo e nos resultados 

encontrados, podem-se evidenciar as seguintes conclusões: 

 

• As duas fluências demonstraram recrutar células inflamatórias na fase inicial da 

lesão,  possivelmente acelerando o processo de reparo e induzindo a formação de 

novas fibras musculares, principalmente nos grupos irradiados com a maior fluência.   

 

• A terapia laser de baixa intensidade (660 nm), na fase inicial e nas duas fluências 

utilizadas, reduziram a área de lesão muscular induzida pelo modelo de criolesão. 

 

• O processo inflamatório foi modulado pela irradiação laser com as duas fluências 

utilizadas, porém melhores resultados foram encontrados nos grupos tratados com a 

maior fluência, pois este recurso estimulou a formação de novos vasos sanguíneos e 

reduziu a expressão do RNAm do COX-2. 

 

• A irradiação laser utilizada estimulou a regeneração muscular com 10 J/cm2 e 50 

J/cm2, através do aumento da expressão do RNAm do VEGF, MyoD e Miogenina. 

Entretanto, a maior dose otimizou a resolução da lesão muscular e a formação de 

novas fibras musculares no local da lesão.  
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

 Em relação as perspectivas futuras, estudos realizando análises moleculares precisam 

ser desenvolvidos, com o intuito de melhor elucidar os mecanismos moleculares ativados 

pela irradiação laser durante o processo de regeneração muscular. Assim como, estudos 

envolvendo modelos experimentais em humanos são necessários para confirmar se os efeitos 

positivos da LLLT na regeneração muscular encontrados em animais e cultura de células 

ocorrem em humanos, ajudando na seleção de protocolos de tratamento para a reabilitação 

muscular. 
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Cc: natalia@yahoo.cocm.br; livinha_fisio@yahoo.com.br; kellyrf@yahoo.com.br; angelamagri@hotmail.com; daribeiro@hotmail.con; dclcarvalho@yahoo.com.br; 
roberta@gmail.com; acmr_ft@yahoo.com.br 
Enviadas: Terça-feira, 8 de Janeiro de 2013 15:09
Assunto: JRRD Manuscript JRRD-12-08-0147.R2

Journal of Rehabilitation Research and Development
08-Jan-2013

Dear Dr. ANa REnno:

I am pleased to inform you that your revised manuscript has been conditionally accepted for publication in the next 
available issue of JRRD. Please note that starting mid-2010, all JRRD conditionally accepted papers will be checked 
via CrossCheck (iThenticate) for plagiarism. IF a problem arises during this procedure, we will notify you immediately 
for clarification.

Please forward the following items to the Editorial Office:

By e-mail: The final WORD version (including JRRD at a Glance) of your revised manuscript (WITHOUT 
REDLINING), equations and figures (saved as individual image files), as well as any accompanying supplementary 
material, audio, or video files. Consult the “JRRD Editorial Policies” and “Submission Policies” 
(http://www.rehab.research.va.gov/jour/jrrdedpolicy2010.pdf and 
http://www.rehab.research.va.gov/jour/jrrdsubguide2010.pdf respectively) for complete instructions for returning the 
final version. Please note that files that are incomplete or improperly prepared will result in publication delay until the 
next available issue.

; AND

- By regular mail: A CD/DVD with your revised manuscript, figures (saved as individual image files), equations, 
supplementary material, audio, or video files, and JRRD at a Glance. Consult the “JRRD Editorial Policies” and
“Submission Policies” (http://www.rehab.research.va.gov/jour/jrrdedpolicy2010.pdf and 
http://www.rehab.research.va.gov/jour/jrrdsubguide2010.pdf  respectively) for complete instructions for figures, audio, 
and video.

The files sent by email and by regular mail must be identical and must be returned promptly according the guidelines. 

DELAYS IN THE RETURN OF YOUR MANUSCRIPT AND DISK ACCORDING TO POLICY GUIDELINES 
WILL RESULT IN AN INDEFINITE DELAY IN PUBLICATION, SO PLEASE RETURN THE REQUESTED 
ITEMS PROMPTLY.

Congratulations on submitting such an excellent study.

Sincerely,

Stacieann C. Yuhasz, PhD
Editor

JRRD Editorial Office
Department of Veterans Affairs
Rehabilitation Research and Development Service
103 South Gay Street
5th Floor

Natalia Iosimuta <nataliacrod@yahoo.com.br>
 
Fwd: Enc: JRRD  Manuscript  JRRD-12-08-0147.R2

 

12 de fevereiro de 2013 23:56
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