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RESUMO

O objetivo deste estudo foi investigar os efeitos da laserterapia e do exercicio fisico
aerobio sobre a regeneracdo do musculo tibial anterior de ratos com diferentes periodos
de repouso ap6s a lesdo. Foram utilizados para este estudo 40 ratos Wistar que foram
submetidos a cirurgia para criolesdo no musculo tibial anterior (TA). Os animais foram
divididos em 2 grupos (A e B). Os animais do Grupo A permaneceram em repouso por
3 dias, enquanto o Grupo B permaneceu em repouso por 7 dia. Cada grupo foi
subdividido em 4 grupos: o GC (Grupo Controle) — lesionado e nao tratado; o GE
(Grupo Exercicio) — lesionado e tratado com exercicio fisico na esteira; o GL (Grupo
Laser) - lesionado e tratado com laser e; o GEL (Grupo Exercicio e Laser) lesionado e
tratados com exercicio fisico na esteira e laser. Os parametros do laser utilizado foram
780 nm, 15 mW de poténcia, tempo de 10 s, com energia de 0,125J e dose de 3,8 Jem?.
O exercicio fisico com ou sem laser foi realizado durante 5 dias, cada sessdo teve a
duragdo de 12 minutos ¢ a velocidade da esteira foi 17 m/min. Os musculos TA foram
retirados para analise histologica e morfométrica. A area de lesdo foi significativamente
menor no GEL, quando o repouso foi mantido por 3 e 7 dias respectivamente, (4,4+0,42
% e 3,5+0,14 %, p < 0.05) comparado ao GL (18,6+0,64 % e 7,5+0,13 %), GE (21+0,26
% e 8,7+0,32 %) e GC (23,9+0,37 % e 21,4+0,38 %). Ainda, o nimero de vasos
sanguineos foi significantemente maior no GEL, quando o repouso foi mantido por 3 ¢
7 dias respectivamente, (71,2+13,51 % e 104,5£11,78, p < 0.05) comparado ao GL
(60,6+11,25 e 93,5+£16,87), GE (51,6£7,3 e 93,8+15,1) e GC (34,4+2,54 e65,7£14,1).
Portanto, o laser aplicado antes do exercicio fisico na esteira estimulou a angiogénese e

acelerou o processo de regeneragdo muscular.

Palavras-chave: laser de baixa intensidade, exercicio fisico aerobico, reparo muscular.
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ABSTRACT

The objective of this study was to analyze the effects of Low level laser therapy (LLLT)
associated with aerobic physical exercise on the muscle regeneration process during 2
periods of rest after of the muscle injury in rats. Forty rats were divided into 2 groups
(A and B), and 4 subgroups each: GC (Control Group) - cryolesioned untreated; GE
(Exercise Group) - cryolesioned treated with aerobic physical exercise; GL (Laser
Group) - cryolesioned treated with laser; GEL (Exercise and Laser Group) -
cryolesioned treated with laser and aerobic physical exercise. The tibialis anterior (TA)
of the middle belly was injured by a cooling iron bar (cryoinjury). The animals in Group
A remained at rest for 3 days, while Group B remained at rest for 7 days. The laser
parameters were: 780 nm, 15 mW, during 10 s, 0.152 J e 3.8 J/cm?. Physical exercises
with or without laser were performed during 5 days, each session lasting 12 min at a
treadmill velocity of 17 m/min. The AT muscles were removed for histological and
morphometric analysis. The damage area was significantly smaller for the GEL, when
remained at rest for 3 and 7 days respectively, (4.4£0.42 % and 3.5+0.14 %, p < 0.05)
compared to GL (18.6+£0.64 % and 7.5+0.13 %), GE (21£0.26 % and 8.7+0.32 %) and
GC (23.9+0.37 % and 21.4+0.38 %). In addition, the number of blood vessels were
significantly higher for the GEL, when remained at rest for 3 and 7 days respectively,
(71.2£13.51 % and 104.5£11,78, p < 0.05) compared to the GL (60.6£11.25 and
93.5£16.87), GE (51.6+£7.3 and 93.8+15.1) and GC (34.4+2.54 and 65.7t14.1).
Therefore, the laser applied before the physical exercise on the treadmill stimulated an

angiogenesis and accelerated the process of muscle regeneration.

Keywords: Low level laser therapy, aerobic exercise, muscle repair.
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1. INTRODUCAO

Viarias sdo as lesdes teciduais que afetam a populagdo, entre elas as lesdes
musculares que ocorrem com frequéncia nos esportes competitivos, recreagao, acidentes
de transito e jornadas excessivas de trabalho, incluindo a populagdo de jovens, adultos e
1dosos.

O musculo ¢ compreendido como sendo o elemento motor do corpo humano,
acionando voluntaria ou involuntariamente os segmentos corporeos. A musculatura
estriada, de contragdo voluntaria ¢ denominada musculatura esquelética (JUNQUEIRA
E CARNEIRO, 1999), que ¢ um tecido dinamico, capaz de responder a estimulos
fisioloégicos ou a lesdes por meio de um orquestrado processo de regeneragdo para
restaurar sua arquitetura (JARVINEN et al., 2005).

A lesao muscular ¢é caracterizada por uma série de fatores, tais como
desorganizagdo de miofibrilas, ruptura de mitocondrias e reticulo sarcoplasmatico,
interrup¢do de continuidade do sarcolema, autodigestdo e necrose celular, além de
disfungdo microvascular progressiva e inflamacdo local (MATHEUS et al., 2008).
Dentre os tipos de lesdo, a criolesdo, e um procedimento utilizado para causar lesdo
tecidual, como o muscular, através de temperaturas muito abaixo de zero, promovendo
destrui¢do do tecido por morte das células do local lesado, edema e processo
inflamatorio (PAVESI, 2008).

O musculo esquelético apresenta alta incidéncia de lesdo, mas também alta
capacidade de regeneracdo, sendo bem documentado na literatura que as fases do
processo regenerativo sdo similares, independente dos diferentes mecanismos indutores
de lesdo, mas com duragdo e caracteristicas especificas as causas da lesdo
(MINAMOTO, 2006).

Alguns recursos utilizados na regeneragdo muscular sdo a crioterapia
(HERRERA et al., 2011), o ultra som (RANTENEN, 2000; WILKIN et al., 2004), os
antiinflamatérios (LAPOINT et al., 2003), a mobilizag¢do e imobilizagdo (VENOJARVI
et al., 2004), além do uso de tecnologias como o laser (LEAL et al., 2010).

A laserterapia € um recurso fisioterapéutico que possui propriedades especiais
capazes de produzir efeitos bioquimicos e fisioldgicos nos tecidos. Dentre esses efeitos
podem-se destacar os relacionados com a bioenergética, como o aumento na taxa

energética ¢ sintese de ATP mediante modificagdes mitocondriais (KARU, 1987).



Alguns estudos sugerem que em células irradiadas, os primeiros eventos fotoquimicos e
fotofisicos acontecem nas mitocondrias, cujas alteragdes respiratdrias sao explicadas
como resultado tanto de mudangas estruturais, quanto de alteragdes quimicas
(metabdlicas) nessa organela citoplasmatica, podendo ocorrer no potencial de
membrana e/ou em atividades enzimaticas, todas contribuindo para a maior
disponibilidade de energia, via metabolismo aerdbio, para ser utilizada na realizagao das
atividades celulares (AMAT et al. 2005); (KARU, PIATYBRAT E AFANASYEVA,
2004); (BAKEEVA et al., 1993).

Além dos efeitos do laser sobre o metabolismo energético, o treinamento fisico
aerobio também promove mudancas nas caracteristicas estruturais e metabolicas do
tecido (LUMINI-OLIVEIRA et al., 2009); (IRRCHER et al., 2003).

Os exercicios fisicos realizados regularmente sdo capazes de promover uma
aceleracdo dos processos de reparo tecidual e inflamatorio (NIEMAM, 1998). Alguns
estudos evidenciaram que exercicios aerobios interferem em varias etapas do processo
de reparo tecidual, promovendo a migragdo de leucocitos em dire¢do ao foco da lesdo e
aumento da capacidade de fagocitose dessas células em seres humanos e animais
(FEHR et al. 1989), além de aumentar a atividade dos macréfagos (WOODS et al.
1983).

A laserterapia pode ser um coadjuvante do exercicio, para a acelera¢ao do reparo
tecidual, tendo em vista que alguns de seus achados sobre a bioenergética das células se
assemelham a algumas das adaptagdes do tecido ao treinamento fisico, em especial ao
do exercicio aerébio (VIEIRA et al., 2006). Neste contexto, os efeitos da laserterapia
associado ao exercicio fisico sobre as adaptagdes do tecido apo6s a lesdo muscular

devem ser investigados.

1.1. TECIDO MUSCULAR

O tecido muscular, responsavel pelos movimentos corporais, ¢ constituido por
células alongadas e que contém grande quantidade de filamentos citoplasmaticos,

responsaveis pela contracdo (JUNQUEIRA E CARNEIRO, 1999).



Sdo denominadas estriadas ou lisas dependendo, respectivamente, da presenca
ou auséncia de um arranjo de proteinas contrateis miofibrilares, os miofilamentos, que
se repetem regularmente (GARTNER E HIATT, 1997).

Podem-se distinguir nos mamiferos trés tipos de tecido muscular: o musculo
liso, o musculo estriado cardiaco e o musculo estriado esquelético (objeto deste estudo),

observando suas caracteristicas morfoldgicas e funcionais (Figura 1).

Figura 1 — Tipos de Musculo (Junqueira & Carneiro,1999, p. 159)

1.1.2. MUSCULO ESTRIADO ESQUELETICO

As células musculares, em razdo de seu comprimento ser maior que sua largura,
sdo frequentemente chamadas de fibras musculares. Essas fibras estdo dispostas
paralelamente em relacdo as suas vizinhas. Tem varios nucleos, e estdo situados na
periferia da célula, sob a membrana celular (sarcolema). Os elementos contrateis
ocupam a maior parte do volume da célula, que tem uma relacdo muito ordenada e
especifica entre si, organizagdo essa responsavel pelas estriagdes transversais vista nos
cortes longitudinais das fibras musculares esqueléticas e que deram origem a

denominacao de musculo estriado (ROSS E ROWRELL, 1993).



Em um musculo, as fibras musculares estdo organizadas em grupos de feixes,
chamados de fasciculos, envolvidos por uma camada de tecido conjuntivo, chamado
epimisio. Do epimisio partem septos muito finos de tecido conjuntivo, que se dirigem
para o interior do musculo, separando os feixes. Estes septos sdo chamados de
perimisio. O perimisio envolve cada feixe de fibras musculares. Cada fibra muscular,
por sua vez, ¢ envolvida por uma camada muito fina constituida lamina basal da fibra
muscular e por fibras reticulares do endomisio. A fungdo deste tecido conjuntivo ¢
manter as fibras musculares unidas, permitindo que a for¢a de contracdo gerada por
cada fibra individualmente atue sobre o musculo inteiro (grande significado funcional)
porque na maioria das vezes as fibras ndo se estendem de uma extremidade até a outra
do musculo (BASSOLI, 2001).

Ainda segundo Bassoli (2001), o citoplasma da fibra muscular apresenta-se
preenchido, quase que completamente, principalmente por fibrilas paralelas, as
miofibrilas (cilindricas). Essas miofibrilas aparecem com estriagdes transversais, pela
alternancia de faixas claras e escuras. A faixa escura (anisotrdpica) recebeu o nome de
banda A, enquanto a faixa clara (isotropica) banda I. No centro de cada banda I aparece
uma linha transversal escura — a linha Z. A estriacdo da miofibrila é devida a repeti¢ao
de unidades iguais, chamadas sarcomeros. Cada sarcomero ¢ formado pela parte da
miofibrila que fica entre as duas linhas Z sucessivas, e contém uma banda A separando
duas semibandas 1. Nas miofibrilas existe a presenca de filamentos finos de actina e
filamentos grossos de miosina dispostos longitudinalmente, organizados simétrica e
paralelamente. Na contracdo muscular os filamentos de actina deslizam sobre os de
miosina. Juntas essas proteinas representam 55% do total de proteinas do musculo

estriado (Figura 2).
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Figura 2 - Esquema de estrutura geral do musculo.

(Figura retirada de http://www.ck.com.br )

O musculo esquelético ¢ fartamente irrigado com sangue e, geralmente, cada
fibra tem em suas proximidades varios capilares que correm entre as fibras musculares.

A cor do musculo esquelético varia de acordo com suprimento vascular e a
quantidade de mioglobina (proteinas transportadoras de oxigénio, semelhantes a
hemoglobina, no entanto menores que esta) (JUNQUEIRA E CARNEIRO, 1999;
GARTNER E HIATT, 1997).

As fibras musculares esqueléticas podem ser identificadas como sendo do tipo I,
ou fibras lentas, ou do tipo II, ou fibras rapidas. As fibras tipo II sdo subdivididas em
ITa, que s3o de contragdo intermedidria e II b de contracao rapida.

As identificadas como do tipo I sdo ricas em sarcoplasma, de cor vermelho-
escura, adaptadas para contragdes continuadas. As Fibras do tipo II s3o de cor
vermelho-clara, adaptadas para contragdes rapidas e descontinuas (JUNQUEIRA E
CARNEIRO, 1999).



1.1.3. LESAO MUSCULAR

A lesdo muscular ¢é caracterizada por uma série de fatores, tais como
desorganizagdo de miofibrilas, ruptura de mitocondrias e reticulo sarcoplasmatico,
interrup¢do da continuidade do sarcolema, autodigestao e necrose celular (MATHEUS
et al., 2008).

Pode-se considerar que, das lesdes que mais afetam a populagdo, as lesoes
musculares merecem atencdo devido a sua alta incidéncia e ao aumento continuo
causado, mais constantemente, por esportes competitivos, recreagdo, acidentes em
transito e jornadas excessivas de trabalho. Das lesdes significativas que acometem o
homem, pelo menos dois tercos envolvem o sistema musculoesquelético (COELHO,
2005).

Desse modo, o tratamento das lesdes musculares na pratica fisioterapéutica ¢ de
grande incidéncia (MINAMOTO, 2007), e embora as lesdes musculo esqueléticas
isoladas em individuos sadios raramente sejam fatais, sdo de grande importancia por
acarretarem afastamento do individuo de suas atividades diarias, além de predispor o
risco de lesdes recorrentes quando ndo diagnosticadas e tratadas efetivamente
(COELHO, 2005).

O sistema musculoesquelético ¢ muito susceptivel a traumas e por isso, ha
muitos anos, existem inuimeros trabalhos que avaliaram o efeito da contusdo em
diferentes musculos do rato, tais como o musculo Gastrocnémio (FISHER et al., 1990;
CRISCO et al., 1994; MATHEUS, 2008), musculo So6leo (MINAMOTO, 1997,
MIYOSHI et al., 2003; BONETTI, 2009), e musculo Tibial Anterior (MINAMOTO et
al., 2007; MOREIRA, 2008; RODRIGUES, 2009).

No musculo estriado esquelético lesado, a dor estd associada a lesdo estrutural e
ao edema, a destruicdo da integridade da membrana plasmatica e da membrana basal
(RESENDE et al., 2005). A dor ¢ conceituada pela International Association for the
Study of the Pain como “uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada
com uma lesdo tecidual presente ou potencial, descrita relativamente a essa lesdo”
(Prentice, 2002), resultando em incapacidade e/ ou inabilidade e tem como finalidade a
prote¢do do organismo; permanecendo essa condi¢do, podendo resultar em outros
problemas musculares por habitos de desuso e a consciente ou inconsciente protecao,

levando a perda grave da fun¢do muscular (TEIXEIRA, 2001).



As células musculares que forem lesionadas ndo sdo substituidas por novas
células. No sistema musculoesquelético sdo obtidos nucleos satélites adicionais, que se
multiplicam e, dessa forma, se fundem com as fibras danificadas (WERNICK e
GOLDSPINK, 2003).

As células satélites fazem parte de uma populacdo de células com grande
atividade mitogénica que contribuem para o crescimento muscular pos-natal, para o
reparo de fibras musculares danificadas e a manutencdo do musculo esquelético adulto.
Foram assim denominadas por sua localizagdo anatdmica na periferia de fibras
multinucleadas maduras. Sao células indiferenciadas e mononucleadas, cuja membrana
basal estd em continuidade com a membrana basal da fibra muscular. Enquanto o tecido
muscular mantém-se livre de agressoes, as células satélites permanecem em estado de
quiescéncia (repouso). Entretanto, em resposta a estimulos como crescimento,
remodelamento ou trauma, as células satélites sdo ativadas, proliferam-se e liberam
marcadores da linhagem miogénica. Neste estado, também s3o denominadas
mioblastos. Essas células se fundem as fibras musculares ja existentes ou se fundem as
células satélites vizinhas para poder gerar novas fibras musculares (FOSCHINI, 2004).
Ha evidéncias de que as células satélites constituem uma populacdo bastante
heterogénea, visto que algumas podem sofrer diferenciacdo imediata, sem divisdo
prévia, enquanto outras, primeiramente se proliferam, gerando uma célula filha para

diferenciagdo e outra célula filha para futura proliferacio (RANTENEN et al., 1995).

1.1.4. REGENERACAO MUSCULAR

O estabelecimento e recuperagdo da lesdo fazem parte do processo de resposta
inflamatoria. O reparo muscular, que comega imediatamente apds a lesdo, termina
quando hé neutralizagdo do agente agressor e restauragao tissular. Durante o processo
de reparo ha regeneracdo das células danificadas e ou substitui¢do por tecido fibroso

cicatricial (COELHO, 2005).



Ainda segundo Coelho (2005), os elementos da resposta inflamatéria sdo
constituidos de plasma e células circulantes, células do tecido conjuntivo ecélulas da
matriz extracelular. A cura do processo inflamatorio, ou seja, o reparo da lesdo implica
no desaparecimento do exsudato, dos sinais locais e sistémicos da inflamagdo (dor,
rubor, calor, edema e perda de fungdo), e na regeneracdo e substituicao do tecido lesado
por tecido normal, sendo que a cura por completo dependerd da capacidade de
regeneragdo das células lesadas.

Embora seja necessario elucidar algumas questdes relacionadas a regeneragao
muscular, principalmente com relagdo aos mecanismos envolvidos na ativagdo das
células satélites, a sequéncia de respostas celulares envolvidas no mecanismo de
regeneragdo muscular ja estd bem estabelecida (BODINE-FOWLER, 1994; TIDBALL,
1995). O musculo esquelético pode ser lesado por diferentes agentes, que
independentemente do método utilizado para a lesdo, o musculo sofrera processo de
reparo, que parece seguir passos comuns (GOUVEA et al., 1998).

De acordo com Gouvéa et al. (1998), inicialmente ha um periodo de
degeneracdo da fibra muscular caracterizado pela desorganizagdo e dissolucdo das
unidades sarcoméricas, sarcossoma, reticulo sarcoplasmatico e miontcleo. Essa resposta
imediata é seguida por um estagio no qual ocorre autolise dos componentes musculares
lesados. Assim, pelo menos duas populagdes de células respondem a injuria muscular:
células inflamatdrias envolvidas na remocdo de restos celulares e células miogénicas
envolvidas na reposicdo da fibra danificada. As células satélites presentes abaixo da
lamina basal sobrevivem ao evento traumatico inicial e resistem ao ambiente deletério.
Apo6s a remogao dos componentes celulares da fibra muscular lesada, as células satélites
sdo ativadas, dando origem a uma populacdo de mioblastos, os quais vao se fundir,
formando miotubulos multinucleados, com nucleo central, os quais se diferenciam em
fibras musculares maduras, com nucleo periférico.

De modo geral, a resposta regenerativa envolve a revascularizagdo tecidual,
infiltragdo celular, fagocitose do material necrosado, proliferacdo e fusdo de células
precursoras miogénicas e finalmente, a reinervacdo (GROUNDS, 1991).

Entretanto, a duragdo e o sucesso da regeneracdo muscular esquelética sdo
dependentes de alguns fatores, ou seja, a sequéncia morfolégica da regeneracdo ¢
praticamente a mesma, mas pode haver uma alteragdo no tempo de duragdo de cada fase

do processo regenerativo (COELHO, 2005).



Para o tratamento das lesdes musculares, além do recurso fisioterapico e

farmacolégico, varias sdo as tecnologias utilizadas, entre elas a laserterapia.

1.2. LASER DE BAIXA INTENSIDADE

Os lasers de baixa intensidade (também chamados de lasers terapéuticos, laser
de bioestimulagdo ou de biomodulagao) sao utilizados, excluindo-se a possibilidade de
manifestagdo de efeitos térmicos, para interagdo da radiacdo com o tecido e pode
promover alteragdes que culminem em efeitos analgésicos, moduladores da resposta
inflamatoria, antiedematoso e cicatrizante (GAMBIRAZI, 2007).

Atualmente, a utilizacdo do laser é considerada um dos maiores avangos
tecnologicos para a area da satide. Em razdo de suas propriedades diferenciais como
monocromaticidade, coeréncia e colimagdo, o laser pode depositar uma grande
quantidade de energia nos tecidos bioldgicos com extrema precisdo, o que permite a sua
utilizagdo em diagnostico e terapias nas mais diversas areas (COELHO, 2005; SOUSA,
2008).

1.2.1. ASPECTOS FiSICOS DO LASER DE BAIXA INTENSIDADE

As caracteristicas que identificam e diferenciam o laser de outras fontes
emissoras de radiagdo, como os diodos emissores de luz (LEDs) e as lampadas, sdo a
monocromaticidade, colimagdo e coeréncia (Figura 3).

A monocromaticidade indica que cada meio que gera laser vai corresponder,
idealmente, a um tnico comprimento de onda. Essa caracteristica é considerada a mais
importante do laser, pois, determina quais moléculas absorverdo a radiacao e, portanto,
a interacdo fotobioldgica e os efeitos terapéuticos especificos (CARVALHO, 2006).

Ainda de acordo com Carvalho (2006), a colimagdo refere-se ao alto grau de
paralelismo do feixe laser, mantendo um pequeno tamanho do feixe em uma distancia
relativamente grande; a coeréncia ¢ a sincronicidade das ondas da luz, podendo ser
temporal, quando estas se encontram em fase; ou espacial, quando os fotons estdo
ajustados em planos espaciais paralelos entre si e, portanto, sdo assim mantidos em

grandes distancias.
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Figura 3 — Caracteristicas que identificam e diferenciam o laser das outras fontes de
radiagdo (A - caracteristica monocromatica do laser. B - em A comprimentos de ondas
coerentes no tempo e no espago ¢, em B, comprimentos de ondas incoerentes no tempo
e espago. C - caracteristica de unidirecionalidade ou colimagdo do laser. Outras fontes
de radiagdo, como LEDs e lampadas, ndo sdo coerentes e nem colimadas, ainda atuam

numa banda mais ampla de comprimento de onda comparado ao laser.

1.2.2. INTERACAO LASER - TECIDO

A radiagdo entregue nos tecidos sofre fenomenos de absorcao, reflexao, difusdo
e transmissdo. Do ponto de vista Optico, a pele ¢ uma barreira extremamente
heterogénea e, a medida que distanciamo-nos da superficie, menor ¢ a energia absorvida
(TATARUNAS et al., 1998).

Os mecanismos biomoleculares da laserterapia tém como evento inicial a
absor¢do da luz pelos cromoéforos. Os citocromos, presentes na mitocondria, sdo
responsaveis por converter ADP em ATP, que fornece energia para a célula e dirige os
eu metabolismo (sintese de proteinas, replicacdo, motilidade celular, manuteng¢do do
potencial de membrana). Como os citocromos sdo fotossensiveis, a energia do laser ¢
absorvida e convertida em energia para a célula (ATP) (FERREIRA, 2006).

Segundo Karu (1998), a luz promove mudangas fotoquimicas nos receptores
das mitocondrias, alterando o seu metabolismo. H4 envio de sinais para outras areas da
célula e geracdo de respostas terapéuticas, no qual nenhum efeito colateral é observado,

pois seus fotons sdo de baixa energia e ndo ionizantes.



1.2.3. LASER DE BAIXA INTENSIDADE E REGENERACAO MUSCULAR

A laserterapia ¢ utilizada para promover a regeneracdo do musculo esquelético
ao ativar as células satélites quiescentes, realgcando sua proliferagdo e inibindo a
diferenciagdo e fusdo. Possui um efeito inibitorio na apoptose celular, demonstrado por
Shefer et al. (2002), onde as células do tecido ndo irradiado morrem por apoptose
enquanto aquelas em volta das fibras irradiadas pelo laser sobrevivem (COSTARDI et
al., 2008).

Na fisioterapia, a laserterapia vem sendo amplamente utilizada por seu efeito
analgésico, modulador do processo inflamatorio e cicatrizante (HOPKINS et al., 2004;
PUGLIESE et al., 2005). Entretanto ¢ importante salientar que a dosimetria utilizada e a
posicdo da ponteira em relacdo ao tecido (perpendicular) sdo de fundamental
importancia para a eficacia do tratamento (RIBEIRO, 2001).

Amaral, Parizotto e Salvini (2001), afirmam que a regeneracdo musculo-
esquelética, a partir do uso do laser de baixa intensidade, se torna mais eficiente quando
usado em uma dosagem adequada. No trabalho proposto foram utilizados 15 ratos,
divididos em 03 grupos diferentes de laser 632 nm, com 2.6 mW, para cada grupo (2,6;
8,4 e 25 J), comparando o resultado com outros trabalhos, Amaral, Parizotto e Salvini
(2001), afirmam que a dosagem de 2,6 J ¢ mais eficiente na regeneracdo do musculo.

Rocha Jr. et al. (2006), observaram que a laserterapia aumenta
significativamente a vascularizagdo local, formando um tecido de granulagdo mais
organizado, acelerando portanto a proliferagao tecidual.

Recentemente, varios estudos aplicaram a Laserterapia ou a Ledterapia antes
(Leal Jr et al. 2009), durante (Paolillo et al. 2011b) ou apds (Ferraresi et al. 2011a) o

exercicio fisico.

1.3. EXERCICIO FiSICO AEROBIO

O treinamento desportivo tem obtido importantes evolu¢des nos ultimos anos,
principalmente devido ao avango da pesquisa cientifica. Verificam-se altera¢des tanto
fisiologicas como bioquimicas que levam a um melhor desempenho de tarefas
especificas que sdo dependentes do tipo de atividade fisica realizada. O treinamento

fisico pode variar de acordo com os objetivos, podendo ser de for¢a ou aerébio. Estes
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treinamentos sdo importantes para a manutencdo da saude e desempenham papel
fundamental na manuten¢do ou melhora da funcionalidade cardiovascular e muscular

(SILVA et al., 2007).

1.3.1. EXERCICIO FiSICO NA REGENERACAO MUSCULAR

Segundo Vieira (2004), o treinamento aerdbio consiste na pratica de exercicios
de baixa ou moderada intensidade e longa duragdo, na qual fibras musculares sao
submetidas a sobrecargas repetitivas e progressivas por periodo prolongado de tempo,
demandando assim o metabolismo oxidativo para sua execugdo. Esse tipo de
treinamento promove uma série de adaptagdes fisiologicas no organismo, que podem
ser descritas em relacdo as alteragdes sistémicas e musculares, as quais estdo envolvidas
com o aumento da capacidade do musculo em gerar ATP e utilizar a gordura como
substrato energético.

Considerando as adaptagdes musculares, estda muito bem documentado que o
uso repetido das fibras musculares estimula alteragdes estruturais e funcionais, as quais
podem ocorrer nas seguintes estruturas desse tecido:

- no tipo de fibra muscular; ha evidéncias que o treinamento aerobio pode fazer
com que as fibras com caracteristicas mais glicoliticas se transformem em outras com
propriedades mais oxidativas (FOSS e KETEYIAN, 2000; WILMORE; COSTILL,
2001).

- no suprimento capilar; o treinamento pode aumentar a quantidade de capilares
no tecido muscular, o que promoverda um aumento na perfusdo sanguinea através do
musculo e, consequentemente contribuird para a manuten¢ao de um ambiente adequado
para a produgdo aerdbia de energia e para as contracdes musculares (WILLMORE;
COSTILL, 2001; SIMOES, 2007).

- no contetido da mioglobina; este pode aumentar de 75 a 80%, melhorando o
fornecimento de oxigénio para as mitocondrias (FOSS e KETEYIAN, 2000; VIEIRA,
2004).

- no conteudo e fun¢do mitocondrial; observa-se um aumento no nimero ¢
tamanho das mitocOndrias, fornecendo um sistema oxidativo muito mais eficiente ao
musculo, de um modo que, quanto maior for o volume do treinamento aerébio, maiores

serdo as adaptagdes (WILMORE; COSTILL, 2001).
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- nas enzimas oxidativas, Gladden (2000) e Vieira (2004) sugerem que a
atividade contratil muscular cronica promova um aumento na concentracdo ¢ na
atividade das enzimas do metabolismo aerdbio, com destaque para a citrato sintase. Esta
adaptacdo pode reduzir a velocidade de utilizagdo do glicogénio muscular, em
detrimento da maior oxidagdo de gorduras, bem como reduzir a producdo de lactato

durante o exercicio numa determinada velocidade.

1.4. MOTIVACAO E JUSTIFICATIVA

A laserterapia e o exercicio aerobio sdo recursos terapéuticos importantes que
podem acelerar o processo de recuperagdo da lesdo muscular e beneficiar a populacao
de atletas, idosos, trabalhadores e pessoas no dia-a-dia, diminuindo o custo com

tratamentos para contribuir com a saude publica.

2.0BJETIVO

O objetivo do presente estudo foi investigar os efeitos da laserterapia e do

exercicio fisico aerdbio na regenera¢ao do musculo tibial anterior de ratos.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar se a laserterapia associada ao exercicio fisico acelera o processo de
regeneragdo muscular.

- Avaliar a relacdo da regeneragdo muscular com o tempo de repouso pos-lesdo.

- Avaliar a area de lesdo muscular.

- Avaliar a quantidade de vasos sanguineos.
2.2 HIPOTESE
A hipotese deste estudo consiste que a laserterapia associada ao exercicio fisico

aerdbio pode potencializar a velocidade de regeneracdo muscular avaliada por histologia

e morfologia.
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3. METODOLOGIA

O atual projeto de pesquisa foi aprovado pelo “Comité de FEtica em
Experimentacdo Animal” da Universidade Federal de Sao Carlos (Parecer n® 035/2012)

e pode ser visualizado no Anexo 1.

3.1. CONFECCAO DA ESTEIRA ROLANTE

A esteira utilizada foi projetada para atender as necessidades do experimento.
Construida e doada a Universidade Federal de Sao Carlos pelo Departamento de
Engenharia da Hece Maquinas e Acessorios Ind. e Com. LTDA, a esteira foi montada
sobre uma base metalica com acabamento em pintura epoxi e laterais em aluminio.
Possui cinco divisdrias de largura ajustavel ao tamanho do animal, em uma tnica pista,
para garantir igualdade na velocidade entre as pistas. Movida por um motorredutor de
Corrente Continua de 24 Volts, a transmissdo ¢ feita por correia sincronizada e o
comando eletronico com variagdo por potencidmetro, garante o ajuste da velocidade,
que varia de 0 a 32 m/min. Para o melhor manuseio dos animais no ato do exercicio, o
equipamento ¢ provido de uma tela metalica superior, que garante a permanéncia do
animal na esteira. Para melhor higiene do local onde o experimento ¢ realizado, a esteira
possui uma bandeja removivel na parte inferior para a captagao das fezes e urina dos

animais durante o treinamento.
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Figura 5 - Vista frontal da esteira utilizada

3.2. ANIMAIS E GRUPOS EXPERIMENTAIS

Quarenta ratos machos adultos da espécie Wistar, com idade de cinco meses,
com peso aproximado de 500g foram fornecidos pelo Biotério Central da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto. Foram alojados no biotério pertencente ao Laboratério de
Eletrotermofototerapia, no Departamento de Fisioterapia da Universidade Federal de

Sao Carlos. Os animais foram acomodados em dois ou trés por caixa. Todos os animais
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tiveram livre acesso a agua e racao industrializada especifica para roedores (Fig. 3.1). O
Biotério possui um climatizador de ar, que mantém a temperatura em 25°C, e controle

ambiental de luminosidade (ciclo claro/escuro de 12 horas).

Quarenta animais foram divididos aleatoriamente em dois grupos:
— Grupo A: repouso pos-cirurgico de 3 dias (n=20)

— Grupo B: repouso pés-cirurgico de 7 dias (n=20)

O Grupo A e o Grupo B foram divididos aleatoriamente em 4 subgrupos cada.
— Grupo Controle (GC): Musculos lesados sem tratamento (n=5).
— Grupo Exercicio (GE): Musculos lesados e tratados com exercicio fisico aerobio
(n=5).
— Grupo Laser (GL): Musculos lesados e tratados com laser (n=5).
— Grupo Exercicio e Laser (GEL): Musculos lesados e tratados com laser e

exercicio fisico aerobio (n=5).

3.3. ADAPTACAO A ESTEIRA ROLANTE

A adaptacdo a esteira rolante foi baseada no protocolo utilizado por Vieira
(2004), mas modificado para se adequar as necessidades da presente pesquisa, visto que
os animais tinham idade e peso diferentes dos animais da pesquisa do protocolo
original.

Todos os animais foram submetidos a adaptagdo ao exercicio fisico em esteira
rolante para serem separados em grupos de tratamento. A adaptagdo foi realizada

diariamente durante duas semanas.
1° dia: foi realizada apenas a ambientagdo na esteira. Os animais foram

colocados na esteira, deixados por 3 minutos com a esteira desligada (Fig.6), e mais

dois minutos com a esteira com velocidade de 6 metros por minuto.
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Figura 6 - Ambientacdo dos animais na esteira

2° dia: velocidade de 8 m/min. durante 5 minutos.
3° dia: velocidade de 10 m/min. durante 5 minutos.
4° dia: velocidade de 10 m/min. durante 8 minutos.
5° dia: velocidade de 12 m/min. durante 8 minutos.
6° dia: velocidade de 12 m/min. durante 10 minutos.

7° dia: velocidade de 15 m/min. durante 10 minutos.

Na segunda semana, foram colocados na esteira com velocidade de 17 m/min.
durante 10 minutos, todos os dias.

Os animais que ndo conseguiram acompanhar o protocolo de adaptacdo foram
selecionados e colocados nos grupos GC e GL nos quais ndo tinham como tratamento, o

exercicio.

3.4. TECNICA CIRURGICA E PROTOCOLO DE CRIOLESAO

Os animais foram pesados e anestesiados de acordo com o peso corporal com
injecdo intraperitoneal de solugdo composta de Cloridrato de Ketamina (0,05 mg/Kg) e
Cloridrato de Xilasina (0,03 mg/Kg). Em seguida a pele que recobre o musculo foi
tricotomizada e higienizada, para que fosse realizada uma incisdo longitudinal de
aproximadamente um centimetro e meio, na regido correspondente ao ventre do
musculo. O musculo submetido ao procedimento foi o Tibial Anterior Direito (TAD) e
Esquerdo (TAE). Para a exposi¢do do musculo TA, foi necessaria ainda, incisdo e

afastamento da fascia que o recobre.
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Varios estudos (RODRIGUES, 2009; MOREIRA, 2008; PAVESI, 2008)
utilizaram a criolesdo (lesdo tecidual foi induzida por resfriamento) para induzir a lesao
muscular (MIYABARA et al. 2006). Este protocolo de criolesdo foi escolhido para o
desenvolvimento do atual estudo, pois ¢ um modelo de regeneragdo tecidual. Este
modelo ¢ facilmente reprodutivo e gera uma lesdo homogenia (ndo difusa) comparado a
outras técnicas de lesdo induzida por carga mecanica, como a lesdo por estiramento
através de exercicio concéntrico (MALAGUTI et al. 2009) e excéntrico (LIMA-
CABELLO et al. 2010), ou por contusao (com peso) (COSTARDI et al. 2008).

A criolesdo foi realizada na regido central do ventre do musculo TA. Para isso,
um bastao de ferro com ponta de 0,5cm?, previamente imerso em nitrogénio liquido por
10 segundos, foi pressionado perpendicularmente contra o ventre muscular por 30
segundos. Apds novo resfriamento do bastdo por 10 segundos, esse procedimento foi
repetido. (Fig.7). Em seguida a pele foi suturada (Fio de Nylon 3-0 SHALON Ltda.) e

limpa com alcool iodado (Fig.8).

Figura 7 — Musculo TAE ap6s criolesao

Figura 8 — Lesdo ja suturada e iodada
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3.5. PERIODO DE REPOUSO PRE-TRATAMENTO

Os animais ficaram um periodo em repouso, pois, a dor e incomodo da lesdao
apds as primeiras horas pos-cirurgicas os impediriam de realizar os exercicios fisicos
em esteira rolante.

Os animais do grupo A ficaram em repouso em suas gaiolas, com tratamento
medicamentoso (8 gotas de Dipirona, em suas mamadeiras — 500 ml - de dgua) por um
periodo de 3 dias po6s-cirurgicos.

Os animais do grupo B ficaram em repouso em suas gaiolas, com tratamento
medicamentoso (8 gotas de Dipirona em suas mamadeiras - 500ml - de dgua) por um
periodo de 3 dias. Apds os 3 dias com tratamento medicamentoso, os animais
permaneceram em repouso por mais 4 dias, totalizando um periodo de 7 dias de

repouso.

3.6. PROTOCOLO DE IRRADIACAO

O laser utilizado foi o Twin Laser® (MM Optics, Sao Carlos, SP, Brasil) e pode
ser visualizado na figura 9, que foi previamente calibrado e novamente aferido apds
procedimento experimental na empresa fabricante, com o proposito de se obter uma alta
confiabilidade na intensidade efetiva da emissao laser. Trata-se de um laser de diodo de
Arseneto de Galio e Aluminio de baixa intensidade, cujo feixe de saida do laser tem

0,04 cm?.

Figura 9 — Aparelho de laser utilizado.

19



Neste estudo, foi utilizado o laser com A780 nm, poténcia de 15 mW, com
densidade de energia na superficie do tecido alvo de 3,8 J/cm? durantel0 segundos por
ponto, resultando numa energia de 0,152] por ponto. Foram aplicados dois pontos por
musculo (TAD e TAE).

As irradiagdes foram feitas pelo mesmo operador durante os 5 dias de
tratamento, a cada 24 horas, diretamente sobre a pele que recobre o ventre muscular
(Fig.10).

Os animais submetidos ao tratamento com laser de baixa intensidade foram os
animais do GL e GEL dos grupos A e B. Para as irradiagdes os animais ndo foram
anestesiados.

No grupo A, os animais foram irradiados nos dias IV, V, VI, VII e VIII apos a
lesdo e; no grupo B, os animais foram irradiados nos dias VIII, IX, X, XI ¢ XII apds a

lesdo.

Figura 10 — Animal sendo irradiado

3.7. PROTOCOLO DE EXERCICIO FiSICO AEROBIO

Os animais que foram submetidos ao exercicio em esteira rolante foram os
animais do GE e GEL, dos grupos A ¢ B.

No grupo A, o exercicio foi realizado nos dias IV, V, VI, VII e VIII apos a lesao;
e no grupo B, o exercicio foi realizado nos dias VIII, IX, X, XI e XII apos a lesdo.

Os animais do GEL faziam os exercicios apds a irradiagao de laser.

20



Os animais caminharam por 12 minutos, com velocidade de 17 metros por
minuto, durante cinco dias (Fig.11). Este protocolo foi baseado no estudo de Vieira

(2006).

Figura 11 — Animais em tratamento caminhando na esteira (a tampa metalica superior

foi aberta para melhor visualizacao fotografica).

3.8. RETIRADA DOS MUSCULOS, EUTANASIA E HISTOLOGIA

No sexto dia apdés o inicio do tratamento todos os animais foram pesados e
anestesiados com Ketamina e Xilasina. Os musculos TAD e TAE foram
cuidadosamente dissecados e retirados com os animais ainda vivos.

Primeiramente foi retirado o TAD, que foi limpo em soro fisioldgico e inserido
em formalina 10% em frascos individuais nomeados. Os musculos TAD foram
destinados a analise histoldgica.

O musculo TAE foi retirado em seguida, inserido em frascos (eppendorfs)
nomeados ¢ imediatamente colocados em nitrogénio liquido para congelamento;
posteriormente levados ao freezer a -86°C. Os musculos TAE serdo destinados a
posterior andlise através da Zimografia.

Terminado o processo de extragcio da musculatura, os animais foram

eutanasiados com inje¢do intracardiaca de Cloreto de Potéssio (KCI —3M).

21



CONFECCAO DAS LAMINAS HISTOLOGICAS

Para a preparagdo das laminas para a analise histoldgica, os musculos (TAD)
foram cortados transversalmente, ao meio da lesdo.

Os musculos TAD foram desidratados através de banhos de uma hora, em
alcool, com concentragcdes diferentes até chegar a concentragdo absoluta, onde
permaneceram por mais trés banhos de uma hora.

Apds a desidratacdo, foram submetidos ao processo de endurecimento, em
quatro banhos, de meia hora, de Xilol.

Em seguida foram submetidos a dois banhos de parafina, para serem
posicionados no recipiente com a parte cortada para baixo e imersos em parafina com
Paraplast, para consolidar (emblocamento) e serem fatiados, inclusos em laminas e
corados.

Cada lamina contém cinco cortes de 6um de espessura, corados com HE.

ANALISE DAS LAMINAS

A andlise das laminas foi realizada em um microscopio de luz (ZEISS®) com o
auxilio do Programa Axio Visio 4,7 para fotografar os cortes.

Para determinagdo da area de lesdo, 3 cortes de cada lamina, foram fotografados
com aumento de 10 vezes de objetiva. As fotos foram tiradas, de modo que houvesse
intercessao entre elas. As fotos de cada corte foram agrupadas e montadas com o auxilio
do Programa PT Gui 9.0, resultando em um panorama do corte, aumentado em 10
vezes. Esse panorama foi avaliado com o auxilio do Image J, para determinar a area
total e a area de lesdo do corte. Os dados obtidos foram agrupados em tabelas para
posterior analise.

Para a contagem de vasos sanguineos, foi utilizado o mesmo microscopio
ZEISS® com o aumento de 40 vezes de objetiva. Foram tiradas 5 fotos de cada corte,
totalizando 15 fotos por lamina. As fotos foram analisadas, também, com o auxilio do

Programa Image J. Os dados foram colocados em tabelas para analise.
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3.9. ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos em médias e desvios padrdo, organizado em tabelas e
ilustrado em gréficos.

Os testes de Levene e Shapiro-Wilk foram utilizados para observar a
homogeneidade de variancia e distribuicdo dos dados, respectivamente.

Foi utilizado a técnica paramétrica [andlise de varidancia (ANOVA) Two Way]
com post hoc Tukey para comparagao intergrupos.

Para investigar a relag@o entre as varidveis foi usado o coeficiente de correlagdo
produto momento de Pearson. De acordo com a classificagdo, de 0 até 0,19 a correlagao
¢ insignificante, de 0,2 até 0,30 a correlacdo ¢ fraca; de 0,4 até 0,69, ¢ moderada; de 0,7
até 0,89, ¢ forte; de 0,9 até 1 ¢ muito forte. Valores negativos sdo correlagdes inversas.

Para analise estatistica foi utilizado o software Statistica for Windows Release 7

(Statsoft Inc., Tulsa, Ok, USA). O nivel de significancia estatistica foi de 5% (p<0.05).
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4. RESULTADOS

Os valores de média, desvio padrio e resultados estatisticos da area de lesdo e do
nimero de vasos para os grupos A ¢ B podem ser observados respectivamente nas

tabelas 1 e 2, bem como, nas figuras 12 e 13.

A tabela 1 refere-se aos dados dos animais que permaneceram 3 dias de repouso
apos a lesdo muscular (grupo A) e foi constatada a redugdo significativa da area de lesao
do GEL, GL e GE comparado ao GC (GLE x GC, p = 0,0001; GL x GC, p = 0,0003 e
GE x GC, p = 0,02), bem como, do GEL comparado aos GE ¢ GL (GEL x GE, p =
0,0001 e GEL x GL, p = 0,0001). Também foi constatado o aumento significativo no
numero de vasos sanguineos do GEL e GL comparado ao GC (GEL x GC, p = 0,0004 e
GL x GC, p = 0,006), bem como, do GEL comparado ao GE (GEL x GE, p =0,03).

A tabela 2 refere-se aos dados dos animais que permaneceram 7 dias de repouso
apos a lesdo muscular (grupo B) e foi constatada a redugdo significativa da area de lesdao
do GEL, GL e GE comparado ao GC (GLE x GC, p = 0,0001; GL x GC, p = 0,0001 e
GE x GC, p = 0,0001), bem como, do GEL comparado aos GE e GL (GEL x GE, p =
0.0002ce GEL x GL, p = 0,002). Também foi constatado o aumento significativo no
nimero de vasos sanguineos do GEL e GL comparado ao GC (GEL x GC, p = 0,007 e
GL x GC, p = 0,006).

Pode-se observar que houve o aumento significativo do nimero de vasos
sanguineos ¢ a reducdo significativa da area de lesdo nos grupos A e B, constada pela
correlagdo negativa, significativa e forte entre as varidveis analisadas (area de lesdo e
nimero de vasos sanguineos) para o Grupo A (r=-0,71; p = 0,0006), bem como, para o

grupo B (r=-0,76 e p=0,0002).
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Tabela 1: Valores de média, desvio padrao e resultados estatisticos da area de lesdo e

do numero de vasos do grupo A.

GC GE GL GEL
Area de Lesdo (%) 23,9+037 21+026° 18,6+0,64°  44+042%

Numero de vasos 34,4+254 51,6+730 60,6+11,25* 71,2+13,51 ab

* Diferenca significativa intergrupo (GEL x GC; GL x GC; GE x GC), p < 0,05
® Diferenca significativa intergrupo (GEL x GE), p < 0,05
¢ Diferenca significativa intergrupo (GEL x GL), p < 0,05

Tabela 2: valores de média, desvio padrio e resultados estatisticos da area de lesdo e do

numero de vasos do grupo B.

GC GE GL GEL
Area de Lesdo (%) 21,4+0,38 8,7+0,32* 7,5+0,13° 3,5+0,14%°

Nuimero de vasos 65,7+ 14,1 93,8+15,1 93,5+16,87* 104,5+11,78°

* Diferenca significativa intergrupo (GEL x GC; GL x GC; GE x GC), p < 0,05
® Diferenca significativa intergrupo (GEL x GE), p < 0,05
¢ Diferenca significativa intergrupo (GEL x GL), p < 0,05

Diferencas significativas entre os grupos A ¢ B foram constatadas. A area de
lesdo (Figura 12) foi significativamente menor para o grupo B que permaneceu 7 dias
de repouso (GE, p =0,0001; GL, p =0,0001 ¢ GLE, p = 0,0001) comparada ao grupo A
que permaneceu 3 dias de repouso. O numero de vasos sanguineos (Figura 13) foi
significativamente maior para o grupo B que permaneceu 7 dias de repouso (GC, p =
0.02; GE, p = 0,0001; GL, p = 0,0001 e GLE, p = 0,0001) comparada ao grupo A que

permaneceu 3 dias de repouso.
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FIGURA 12: Redugéo da area de lesdo para os grupos A e B. * Diferenga significativa
intergrupo (GEL x GC; GL x GC; GE x GC), p < 0,05; ® Diferenca significativa
intergrupo (GEL x GE), p < 0,05; © Diferenga significativa intergrupo (GEL x GL), p <
0,05; ¢ Diferenca significativa intergrupo (A x B), p <0,05.
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FIGURA 13: Aumento do numero de vasos sanguineos para os grupos A e¢ B. *
Diferenga significativa intergrupo (GEL x GC; GL x GC; GE x GC), p < 0,05; ® Diferenca
significativa intergrupo (GEL x GE), p < 0,05; © Diferenca significativa intergrupo
(GEL x GL), p <0,05; 4 Diferenca significativa intergrupo (A x B), p <0,05.
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A analise qualitativa do processo de regeneragdo do musculo TAD do grupo A
(Figura 14) e do Grupo B (Figura 15) podem ser observadas através da analise
histologica das laminas coradas com HE e em 10x de aumento. O GEL, GL ¢ GE
mostraram maior reparacdo tecidual comparado ao GC. Entretanto, o GEL mostrou
acelerado processo de regeneragdo muscular comparado aos outros grupos. Ainda, o

Grupo B mostrou maior qualidade tecidual comparado ao Grupo A, principalmente o

GEL.

Figura 14: Analise morfoldgica da regido lesada no misculo TAD do Grupo A. O GC
mostra nucleos centralizados, maior infiltrado inflamatério, maior presenga de tecido
conjuntivo e desorganizagdo fascicular. O GE mostra nucleos periféricos, menor
quantidade de infiltrado inflamatério, menor presenca de tecido conjuntivo ¢ maior
organizagdo fascicular comparada ao GC. O GL mostra ntcleos periféricos, menor
quantidade de infiltrado inflamatério, menor presenca de tecido conjuntivo ¢ maior
organizagdo fascicular comparado ao GE ¢ GC. O GEL mostra nucleos periféricos,
menor quantidade de infiltrado inflamatorio, menor presenca de tecido conjuntivo e
maior organizacdo fascicular comparada aos grupos GL, GE e GC. — regido

correspondente ao infiltrado inflamatorio e nucleo celular.
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Figura 15: Analise morfologica da regido lesada no musculo TAD do Grupo B. O GC
mostra nucleos periféricos, infiltrado inflamatorio, tecido conjuntivo e desorganizagao
fascicular. O GE, GL ¢ GEL mostram ntcleos periféricos e organizagdo fascicular,
entretanto, ndo apresentam infiltrado inflamatério. O grupo GEL mostra maior

qualidade tecidual comparado ao GL, GE e GC.
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5. DISCUSSAO

Este foi o primeiro estudo que investigou a acdo do laser aplicado antes do
exercicio aerdbio na esteira sobre o processo de regeneracdo muscular com diferentes
periodos de repouso pos-lesdo em ratos.

Foi constatado que em todos os grupos tratados houve maior reparagao tecidual
comparado ao grupo sem tratamento, tanto no periodo de 3 dias de repouso pds-lesdo,
quanto no periodo de 7 dias de repouso pos-lesdo. Entretanto, o grupo que fez
laserterapia antes do exercicio aerobio na esteira mostrou acelerado processo de
regeneracdo muscular comparado aos grupos que realizaram apenas a laserterapia ou
apenas o exercicio aerdbio. Ainda, observou-se que o repouso de 7 dias pds-lesdo
mostrou maior reparacdo tecidual com menor area de lesdo e maior numero de vasos
sanguineos com melhor qualidade tecidual comparado ao repouso de 3 dias pos-lesdo,
principalmente no grupo que fez a laserterapia associada ao exercicio aerdbio.
Entretanto, se a meta & acelerar o processo de reabilitacdo e iniciar o tratamento
precocemente, a aplicacdo de laser e exercicio aerdbio apds 3 dias de repouso pos-lesdo
demonstrou ser o melhor protocolo com acelerado processo de reparagdo tecidual
comparado aos outros tratamentos também realizados depois de 3 dias da ocorréncia da
lesdao muscular.

Inumeras pesquisas t€ém demonstrado que a laserterapia acelera o processo de
reparagao tecidual, pois de acordo com Paolillo et al. (2011b) a fototerapia gera ativacao
celular pela absor¢do da luz por cromoéforos que acelera o transporte de elétrons na
cadeia respiratéria da mitocondria, do citocromo ¢ para oxigénio molecular e possibilita
diversos efeitos terapéuticos, como o aumento da sintese de ATP, alteracdes nas
expressoes de DNA/RNA e regeneracdo tecidual da pele, musculo, osso e nervos
periféricos, além da acdo anti-inflamatéria e analgésica. Ainda, de acordo com Corazza
et al. (2007) a fotobioestimulacdo gera proliferagdo de fibroblastos, deposicdo de
coldgeno e aumento dos vasos sanguineos com consequente aumento do suprimento de
oxigénio e nutrientes ao novo tecido, o que favorece o aumento da taxa metabolica e da
atividade mitotica celular.

Diferengas nos parametros de irradiacdo entre os estudos in vitro e in vivo,
principalmente entre animais e humanos sdo distintos devido a curva dose versus
resposta biologica de Arndt-Schultz. Esta lei prediz um efeito dose-dependente, ou seja,
acredita-se que haja um valor de dose que acima do limiar ocasione fotobioestimulagdo
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e um abaixo que ocasione fotobioinibi¢do (Peplow et al. 2010). Em relagdo a
penetrabilidade, diferencas entre os estudos com cultura de célula, animais e humanos
devem ocorrer, pois o volume tecidual ¢ maior nos humanos comparado aos ratos,
devido a diferengas na composicao corporal, o que pode diminuir a propaga¢ao da luz,
diferentemente da irradiacdo de cultura de células.

Em estudo in vitro sobre os efeitos da fototerapia (632.8 nm, 4.5 mW durante 3
segundos) sobre a regeneracdo muscular constatou-se que o ciclo celular foi estimulado
e houve acumulo de células satélites ao redor de uma tunica fibra isolada. Isso indica
sobrevivéncia de fibras e de células adjacentes, como as miogénicas, que geralmente
sofreriam apoptose (SHEFER et al., 2002).

Em estudos com animais, Oliveira et al. 1999 avaliou os efeitos do laser
infravermelho (904 nm) com 1,5 mW de poténcia, 7,5 mW/cm? de intensidade e em
diferentes doses (3 J/em® e 10 J/cm?) aplicado sobre o processo de regeneracio
muscular em ratos ¢ ndo obteve mudangas morfoldgicas comparado ao grupo sham, o
que indica auséncia de resultados da fototerapia. Entretanto, os efeitos terapéuticos do
infravermelho s3o dependentes dos parametros de irradiagdo, como o comprimento de
onda, densidade de poténcia, energia e fluéncia, além da frequéncia de tratamento.

Por outro lado, Rizzi et al. (2006) constataram que o laser infravermelho (904
nm, 45 mW durante 35 segundos e dose de 5 J/cm®) em ratos acelerou o processo de
recuperagdo da lesdo muscular induzida por trauma mecanico por reduzir o processo
inflamatorio, com bloqueio dos efeitos da produgdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) e inibicdo da ativagdo do fator de transcricdo nuclear kappa B (NF-kB) e
redu¢do do oxido nitrico sintase induzida (iNOS). Em estudo similar, Fillipin et al.
(2005) também utilizou o laser infravermelho (904 nm, 45 mW durante 35 segundos e
dose de 5 J/cm®) em ratos e constatou o rapido processo de recuperagio da lesdo
tendinea com reducdo da fibrose e regulacdo da sintese de colageno. Estes efeitos
benéficos da fototerapia sobre a reparagdo de lesdes musculares e tendineas sdo
decorrentes do equilibrio oxidante/antioxidante (Filippin et al. 2005).

No estudo de Avni et al. (2005) foi constatado que a aplicagdo de diferentes
intensidades (1,4 mW/cm?, 2,8 mW/cm® e 4,5 mW/cm?) de infravermelho (810 nm) no
musculo esquelético intacto ¢ com lesdo isquémica em ratos resultou na prevengdo da
degeneracdo muscular, pois induziu a sintese de antioxidantes ¢ de outras proteinas

citoprotetoras.
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Paralelamente aos efeitos terapéuticos da fototerapia sobre o processo de
regeneragdo tecidual, o exercicio fisico também possibilita adaptacdes fisioldgicas
sistémicas, em especial musculares, representadas principalmente pelo aumento do
nimero de mitocondrias, com consequente aumento de atividade oxidativa,
contribuindo para o bom desempenho muscular (WILMORE E COSTILL, 2001,
POWERS E HOWLEY, 2000).

Neste contexto, a influéncia do exercicio no processo de regeneragdo muscular
vem sendo investigada e constatou-se que a mobilizagdo provoca o aumento de
miotubos, crescimento rapido e intenso dos capilares, formacao e orientacdo do tecido
de cicatrizagdo, além do ganho de forca ténsil (JARVINEN, 1991; VENOJARVI,
2004).

No entanto, embora o tratamento por meio do exercicio fisico aerébio venha se
mostrando um método muito favoravel e eficaz, ele ¢ alvo de alguns estudos e
discussdes em relacdo ao tempo de inicio do exercicio (FERRARI, 2004). Estudos
mostraram que o inicio do exercicio imediatamente apds a lesdo muscular pode causar
rupturas e fraqueza do tecido da area lesada, devendo ser evitada nos primeiro dias apos
a lesdo (LEHTO; JARVINEN, 1991; JARVINEN; LEHTO,1993) Por outro lado,
Gregory, Heckmann e Francis (1995) investigaram o efeito do exercicio fisico aerobio
apos 3 dias de lesdo e observaram a diminui¢do do nimero de leucdcitos, eritrocitos e
fibras colagenas, o que indicou melhor resposta a lesdo quando o exercicio foi
precocemente prescrito no periodo pés-lesdo.

No presente estudo, o grupo que ficou 7 dias de repouso pos-lesdo obteve
melhores resultados comparado ao grupo que permaneceu apenas 3 dias de repouso pos-
lesdo. Este resultado pode estar relacionado com o tempo de reparacdo tecidual. Borato
et al. (2008) demonstrou que aos 21 dias pds-lesdo a regeneracdo muscular pode estar
completa mesmo sem intervencdo terapéutica. Resultados similares também sdo
mostrados por Ferrari (2005).

Entretanto, ¢ importante ressaltar que se a meta ¢ acelerar o processo de
reabilitacdo de pessoas jovens, adultas e idosas que sofreram lesdo muscular em
esportes competitivos, recreacdo, acidentes de transito e jornadas excessivas de
trabalho, a aplicacdo da laserterapia associada ao exercicio ¢ fundamental, pois os
resultados do atual estudo mostraram que a intervengdo precoce apds 3 dias da
ocorréncia da lesdo acelerou o processo de regeneracdo muscular com presenga de

maior nimero de vasos sanguineos e¢ menor area de lesdo com melhor qualidade
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tecidual comparado ao grupo sem tratamento e também aos outros grupos tratados com
apenas exercicio ou apenas laser.

A luz age no metabolismo energético celular através de mecanismos quimicos
com ativagdo ou mudanga do potencial redox de componentes da cadeia respiratdria da
mitocondria, principalmente o citocromo C oxidase e o NADH desidrogenase
(Vladimirov, Osipov ¢ Klebanov 2004), bem como através de mecanismos estruturais
que possibilitam a formagdo de mitocondrias gigantes (Bakeeva et al. 1993). O
exercicio fisico também gera adaptagdes estruturais e metabolicas na mitocondria
(Lumini-Oliveira et al. 2011; Lumini-Oliveira et al. 2009) e assim, a fototerapia pode
ser realizada antes, durante ou apds o exercicio fisico para potencializar os efeitos
terapéuticos, com consequente reducdo da fadiga (Paolillo et al. 2011b), aumento do
desempenho de atletas (Leal Junior et al., 2009¢), menor tempo de recuperacido poOs-
exercicio (Paolillo et al. 2012a; Leal Junior et al. 2010) e acelerada reparagdo de lesdes
musculares (Sussai et al. 2009).

Ainda, segundo Sussai et al. (2009), o exercicio pode gerar lesdes musculares,
dor tardia apos o exercicio, fadiga, processo inflamatério e apoptose celular. Assim, o
estresse metabolico induzido pelo exercicio favorece a acdo da fototerapia, pois a
resposta tende a ser melhor quando o estado redox da célula é alterado. Seus dados
mostraram que a fototerapia (660 nm, 100 mW e 133.3 J/cm?) aplicada apos o exercicio
fisico na agua em ratos resultou em alteracdo metabdlica, com redugdo dos niveis de
creatina quinase e prevencao de apoptose celular.

Camargo et al. (2012) investigou os efeitos da LEDterapia com infravermelho
(940 nm, 160 mW, 9.5 mW/cm” ¢ 4 J/cm®) aplicada apos o exercicio fisico na agua (100
minutos) e comparou com os efeitos da crioterapia (10 °C por 10 minutos) realizada
ap6s o exercicio fisico na agua (100 minutos). Seus resultados mostram menor area
lesada, menor infiltrado inflamatério e menor nivel de creatina quinase, o que
demonstra que a fototerapia ¢ mais eficiente na prevengdo da lesdo muscular e
inflamacao local.

Assim, diversos estudos mostram que no periodo pos-exercicio houve reducao
dos niveis séricos dos marcadores bioquimicos de lesdo muscular, como a creatina
quinase e a proteina C-reativa, quando a fototerapia foi aplicada antes (Leal Jr et al.
2009c; Leal Jr et al. 2010) ou apds (Sussai et al. 2010; Camargo et al. 2012) o exercicio

fisico, indicando acelerada recuperacdo pds-exercicio.
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No atual estudo, foi utilizado o laser infravermelho (780 nm) com 15 mW
durante 10 segundos, com energia de 0,152 J e dose de 3,8 J/cm? em tUnico ponto no
TAD de ratos antes do exercicio na esteira. O comprimento de onda infravermelho foi
escolhido porque seu espectro mostra melhor penetragdo através da pele comparada ao
intervalo vermelho (Enwemeka 2009). Em estudo similar, Vieira et al. (2006) também
aplicou o laser infravermelho (780 nm, 15 mW e 3,8 J/cm?) apds o exercicio na esteira
em ratos e constatou melhor resposta adaptativa com otimizagdo da via oxidativa,
verificada pela inibicdo da enzima lactato desidrogenase (LDH - enzima terminal da
glicolise anaerdbia).

Ferraresi et al. (2011b) aplicou a laserterapia imediatamente ap6s o treinamento
de for¢a em jovens e constatou acelerada recuperagdo de microlesdes musculares pos-
exercicio com aumento da expressdo de genes relacionados a biogénese mitocondrial
(PPARGCI1-a), sintese protéica (mTOR) e angiogénese tecidual (VEGF), bem como
reducdo da expressdo de genes relacionados a degradacdo protéica (MuRF1) e
inflamacao (IL-1p).

A fototerapia também tem agdo anti-inflamatéria (Castano et al. 2007) com
analgesia e vasodilatagdo (Whelan et al. 2001) que pode aliviar a dor nos musculos para
que o exercicio fisico seja realizado sem dificuldade e com efeito de protecao durante a
realizacdo do treinamento fisico (Paolillo et al. 2011b).

Liu e colaboradores (2009) aplicaram a laserterapia com diferentes poténcias (4
mW, 9 mW ¢ 14 mW) e diferentes intensidades (20 mW/cm?, 46 mW/cm® e 71
mW/cm®) durante 10 minutos ap6s a indugdo de lesdo muscular em ratos através do
exercicio excéntrico em esteira ergométrica e constataram pouco infiltrado inflamatorio,
menos fibras necréticas, bem como, reducdo dos niveis de creatina quinase, aumento da
atividade do superdoxido dismutase e redu¢do do malondialdeido comparado ao grupo
sem fototerapia. Este aumento da atividade antioxidante e a reducdo da reagdo
inflamatoria sdo importantes para aumentar a fungdo muscular e acelerar o processo de
reabilitagdo.

O aumento da funcdo muscular com maior poténcia e reduzida fadiga do
quadriceps (Paolillo et al. 2011b), bem como, o aumento da capacidade aerdbia com
acelerada recuperacdo dos parametros cardiovasculares no periodo pds-exercicio
(Paolillo et al. 2012b) foram observados quando a LEDterapia (850 nm, 100 mW ¢ 108
J/em®) foi aplicada durante o exercicio fisico na esteira ergométrica em mulheres de

meia-idade. Resultados similares na fun¢do muscular foram obtidos por Vieira et al.
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(2011) que aplicou a laserterapia (808 nm, 60 mW ¢ 18 J) em mulheres jovens apds o
exercicio na bicicleta ergométrica e constatou o aumento da resisténcia a fadiga. As
hipdteses citadas pelos autores sugerem que a fototerapia induz a formagdo de
mitocondria gigante; integracdo entre a via aerdbia e anaerobia para producao de ATP
com maior re-sintese de fosfocreatina; remocdo e oxidagdo de acido latico pela via
aerdbia e; o aumento na expressdo de genes mitocondriais ou outros envolvidos no
metabolismo energético (Vieira et al. 2011).

No estudo de DeMarchi et al. (2012) constatou-se resultados imediatos da
fototerapia aplicada antes do teste ergométrico na esteira, como maior tempo de
realizacdo de exercicio, maior VO,max e menor estresse oxidativo comparado ao grupo
placebo, devido a modulagdo do sistema redox que previne as lesdes musculares,
aumenta a for¢ca muscular e a resisténcia a fadiga (Paolillo et al. 2012b; Baroni et al.
2010a e Baroni et al. 2010b). Ainda, em outros estudos em que a fototerapia (Leal Jr et
al. 2008 e Leal Jr et al. 2009d) foi aplicada antes do exercicio fisico foram identificados
o aumento do nimero de contragdes musculares e menores niveis de lactato sanguineo
em jovens comparado ao grupo placebo, o que também indica aumento da resisténcia a
fadiga.

E importante enfatizar que a andlise morfométrica do presente estudo mostrou
padrdes regenerativos diferentes na area lesada do musculo TA dos ratos dos diferentes
grupos avaliados, principalmente em relagdo ao niimero de vasos sanguineos. Neste
contexto, a angiogénese ¢ importante para o processo de regeneracdo tecidual, pois
propicia o suprimento sanguineo adequado para permitir maior aporte de oxigénio e
nutrientes, além de favorecer a migracdo de células satélites para o local da lesdo
(GERMANI et al. 2003). Virios estudos mostram que a fototerapia aumenta a
angiogénese e a microcirculagio (MAKIHARA E MASUMI, 2008; CORAZZA et al.
2007; MOHAMMED IHSAN, 2005).

A fototerapia (LASER CO?, modo continuo, 1 W, 7.64 J/cm?) foi aplicada a 10
cm de distdncia da pele em padrdo eliptico na face direita jovens e foi constatado o
aumento da temperatura da face (Makihara et al. 2005). Este efeito térmico (Paolillo et
al. 2011a) ocorreu devido ao aumento do fluxo e volume sanguineo, bem como do
diametro dos vasos sanguineos, o que pode explicar um dos mecanismos do tratamento

da dor.
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Outros mecanismos envolvidos no tratamento da dor sdo a modulacdo da
nocicepcao, bem como o aumento da produgdo de serotonina, betaendorfina e redugao
de mediadores inflamatorios propiciados pela fototerapia (Paolillo et al. 2012b).

De acordo com Paolillo et al (2012b), a luz terapéutica tem contribuido para a
diminui¢do de citocinas inflamatdrias do tipo IL-1, IL-6 ¢ TNF-a e consequentemente
de todo o processo inflamatério. E reconhecido que o aumento de fatores anabélicos
auxilie na recuperacdo pos-lesdo por meio do aumento do fator de crescimento
semelhante a insulina do tipo 1 (IGF-1) para estimular a reparagao dos tecidos devido a
sinalizacdo anabdlica para a sintese protéica no musculo. Neste sentido, a fototerapia
tem demonstrado resultados positivos para o aumento na producao de IGF-1 e fator de
crescimento fibroblastico (FGF) que contribuem para o aumento da massa muscular,
além do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) (Saygun et al. 2008); (Mozzati
et al. 2011) que tem importante agdo na angiogénese (Corazza et al. 2007). Deste modo,
a fototerapia ¢ um importante agente fisico ndo-invasivo que complementa o processo
de reabilitacdo para maior eficiéncia terapéutica no processo de reparagao tecidual.

Assim, a acdo anti-inflamatéria e analgésica propiciada pela fototerapia também
pode auxiliar na reducao da dor.

Entretanto, futuros estudos sdao necessdrios para maior exploragdo dos
mecanismos de agdo da laserterapia associada ao exercicio fisico aerébio sobre o

processo de regeneracdo muscular,
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6.CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que tanto o laser quanto o exercicio fisico aerobio
foram eficazes para o tratamento da lesdo muscular. Porém quando utilizados
simultaneamente denotaram insignes resultados.

Portanto, a laserterapia associada ao exercicio fisico aerobio acelerou o processo
de regeneracdo muscular, evidenciado pela analise quantitativa que mostrou aumento do
nimero de vasos sanguineos ¢ redu¢do da area de lesdo muscular e também pela analise
qualitativa que indicou nucleos periféricos, menor quantidade de infiltrado inflamatorio,
menor presenca de tecido conjuntivo e maior organizagdo fascicular comparado aos
outros grupos.

Diante dos resultados obtidos, este protocolo pode ser potencialmente utilizado
no processo de reabilitacdo das lesdes musculares em seres humanos. Entretanto, ¢
essencial o desenvolvimento de novos equipamentos fotonicos voltados para seres
humanos que possibilitam a irradiagcdo corpdrea de maneira anatomica e investigagdes
sobre a adequagdo dos pardmetros de irradiacdo laser e diferentes protocolos de

exercicio fisico.
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Anexo 1

Aprovagio pelo “Comité de Etica em Experimentagdo Animal”

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
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» Ohr Via Washington Luis, km. 235 - Caixa Postal 676
Fones: (016) 3351.8025 / 3351.9679
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CEP 13560-970 - S#o Carlos - SP - Brasil
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Parecer da Comissao de Etica no Uso de Animais
n° 035/2012

Protocolo n°. 031/2012

A Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade
Federal de Sdo Carlos - CEUA/UFSCar  APROVOU o projeto de pesquisa intitulado
“Efeitos da Fototerapia associados ao estresse mecanico sobre a regeneragdo muscular

e dor em animais”, submetido pela pesquisadora Femanda Rossi Paolilo.
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