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RESUMO

Obijetivo: Avaliar, mecanica e histologicamente, a aplicacdo do
laser terapéutico de baixa poténcia, no processo reparativo de
lesbes provocadas por impacto em musculos gastrocnémios de
ratas. Métodos: 45 ratas Wistar foram divididas em trés grupos
(n=15/grupo): C (controle, sem lesdo), LM (lesdo muscular) e
LM-L (lesdo muscular e laserterapia). A lesdo muscular expe-
rimental foi produzida pela queda de uma carga de 250 g, de
uma altura de 30cm, diretamente sobre o musculo. Os animais
do grupo LM-L foram submetidos a aplicacéo de laser 960nm,
2J/cm?, durante trés dias, duas aplicacdes por dia, no local da
lesdo. Foi realizado ensaio mecanico na maquina universal de
ensaio Emic®. Resultados: As médias dos valores de forca ma-
xima foram: (35,70 + 2,69) N no grupo C, (31,77 £ 2,59) N no
grupo LM e (34,36 = 3,63) N no grupo LM-L, com diferenca
estatistica significativa nos grupos C e LM (p < 0,05). As mé-
dias dos valores de rigidez relativa foram (3,75 + 0,98) N/mm
no grupo C, (3,84 + 0,32) N/mm no grupo LM e (4,43 = 0,68)
N/mm no grupo LM-L, sem diferenca estatistica (p > 0,05). A
analise histoldgica evidenciou presenca de vasos sanguineos no
grupo LM-L e hematomas em processo de reparacdo. Conclu-
sdo: A laserterapia influencia de forma positiva no processo de
regeneracdo da lesdo muscular.

Descritores — Terapia a laser de baixa intensidade; Ratos; Re-
generagdo

ABSTRACT

Obijective: To evaluate, by means of biomechanical and his-
tological analysis, the effect of low-level laser therapy on the
gastrocnemius of rats subjected to muscle lesion by impact.
Methods: 45 female Wistar rats, weighing 250g, were divided
into 3 groups (n=15/group): C (control), ML (animals submit-
ted to muscle lesion) and ML-L (animals submitted to muscle
lesion and laser therapy). The animals from groups ML and
ML-L were subjected to an experimental muscle lesion by means
of an impact of a 2509 load, released from a height of 30 cm,
directly on the gastrocnemius. The animals from group ML-L
were submitted to a treatment with a 960 Nm laser, 2 J/cm?, for
3 days, twice a day. Results: The mechanical tests were per-
formed on the Universal Testing Machine. The average values
of maximum force were: 35.70 (£ 2.69) N in group C, 31.77 (+
2.59) N in group ML and 34.36 (+ 3.63) N in group ML-L, with
a statistically significant difference between groups C and ML
(p < 0.05). The average values of stiffness were: 3.75 (x 0.98)
N/mm in group C, 3.84 (£ 0.32) N/mm in group ML and 4.43
(£ 0.68) N/mm in group ML-L, with no statistically significant
differences (p>0.05). Histological analysis showed a presence
of blood vessels in group ML-L and a hematoma in the healing
stage. Conclusion: Treatment with low-level laser had a positive
effect in the healing process of muscle injury.
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INTRODUCAO

Dentre as lesdes musculares, 90% s&o contusdes ou
estiramento®. As primeiras sdo causadas por traumatismo
direto, rapido, que aplica forca compressiva sobre o tecido
muscular® e, a segunda ocorre quando o alongamento
causado no musculo ultrapassa sua capacidade elastica.
Qualquer que seja 0 mecanismo de trauma ha dor, que
interfere com a locomog&o, no desempenho de atividades
esportivas e da vida diaria®®). A alta variabilidade destas
lesGes limita a realizagdo de estudos clinicos” e a deter-
minacéo do tratamento mais eficaz®.

Com o objetivo de minimizar essas variabilidades,
estudos prévios produziam lesdo muscular invasiva-
mente, por meio de compressao do musculo com for-
ceps em animais®©19,

Outros autores utilizaram modelos experimentais de
lesdo muscular em animais por meio de técnicas ndo inva-
sivas, como sistemas de martelo com mola®? e técnicas de
liberacdo de peso, de alturas predeterminadas(®:14),

Em 1975, Jarvinen e Sorvari®® desenvolveram o0 mo-
delo experimental de lesdo muscular utilizando martelo
com mola. Os autores produziram lesdo do triceps sural
e constataram, dois dias apds, a uniformidade das altera-
¢Oes produzidas. Outros autores® utilizaram a técnica
de liberagdo de massa (700g), de uma altura de 12,5cm e
constataram a importancia em se determinar a forca, a de-
formacdo tecidual e a energia transferida ao masculo. Em
outra ocasido®?, a técnica de liberagdo de massa também
foi utilizada. No entanto, esses autores utilizaram altura de
102cm e massa de 171g, acoplaram uma célula de carga
ao sistema para permitir o célculo da energia absorvida
pelo tecido muscular. Apesar de estudos desta natureza,
a determinacdo da massa e altura, ideais para realizacéo
deste tipo de lesdo, ainda é discutivel.

Assim como as técnicas experimentais de le-
sdo muscular, os tratamentos delas também vari-

am®?, Sao empregadas técnicas de imobilizagdo e
remobilizacao™®, crioterapia®” e principio Rice — rest, ice,
compression, elevation, medicaces anti-inflamatorias ndo
estereoidais™® ou corticoides®®, ultrassom terapéutico®?,
laserterapia®-?? e fatores de crescimento® com a inten-
cao de promover a reparacao mais rapida da lesdo muscu-
lar. Apesar destes esforcos, o melhor tratamento da lesdo
muscular ainda permanece inconclusivo®?,

Assim, o0 objetivo deste estudo foi avaliar, experi-
mentalmente, o efeito da aplicagcdo do laser terapéutico
na reparacdo do tecido muscular, submetido a leséo por
contusdo, utilizando metodologias de ensaio mecanico e
histoldgica.

MATERIAIS E METODOS

O projeto desta pesquisa foi aprovado pelo Comité
de Etica em Experimentagdo Animal da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto — Cetea/FMRP (protocolo
n° 069/2006).

Foram utilizadas 45 ratas adultas da linhagem Wistar,
com peso corporal médio de 300g. Os animais foram
divididos em trés grupos experimentais (n = 15/grupo):
grupo C (controle, sem leséo), grupo LM (lesdo mus-
cular por esmagamento e mantidos sem tratamento), e
grupo LM-L (lesdo muscular por esmagamento e trata-
mento com laser AsGa. 960nm).

Para realizacdo da lesdo muscular, houve admi-
nistracao prévia dos anestésicos xilazina e quetamina
(0,AmI/100g) e tricotomia na regido posterior da perna
dos animais, na regido do masculo gastrocnémio. O
método utilizado para causar o esmagamento muscular
foi a técnica de liberacdo de peso a partir de uma altura
preestabelecida e padronizada, empregada em outros
estudos®!>1%, Os animais foram posicionados sob esfe-
ra de chumbo de 250g, que foi liberada a partir da altura
de 30cm (Figura 1).

Figura 1 — Desenho esquematico do equipamento utilizado para produzir lesdo experimental por esmagamento em musculo de
animais de pequeno porte (A e B). Posicionamento do animal para realizagéo da lesédo muscular (C).
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Os animais do grupo LM-L foram submetidos a
aplicacdo do laser AsGa imediatamente apos a lesdo
muscular e, depois, duas vezes ao dia, durante trés dias.
Para aplicagéo do laser, os animais foram mantidos sob
contencdo manual, sem anestesia prévia Foi utilizada
dose de 2J/cm? com tempo de aplicagdo calculado au-
tomaticamente pelo aparelho.

Ao término do periodo experimental, os animais
foram submetidos a eutanasia com dose excessiva de
hidrato de cloral. Os musculos gastrocnémios foram
colhidos de modo a preservar a origem e a insercao e
destinados as analises mecanicas (n = 10/grupo) e his-
tolégicas (n = 5/grupo). Os ensaios mecanicos foram
realizados em maquina universal de ensaios (Emic®),
modelo DL 10000, no Laboratério de Bioengenharia da
FMRP/USP. A velocidade de aplicacédo de carga foi de
10mm/min, com pré-carga de 5N e tempo de acomoda-
cao de 30s (Figura 2).

Figura 2 — Montagem e acoplamento do musculo gastrocnémio
aos acessorios da maquina universal de ensaios, pronto para a
realizagcdo dos ensaios mecanicos de tracao

Os parametros utilizados para avaliagdo e comparagao
dos dados foram a for¢ca méaxima e rigidez relativa.

Para o preparo histologico, os musculos foram man-
tidos, apds a disseccdo, sete dias em recipiente com for-
mol. Passado o periodo de sete dias, os musculos foram
retirados do formol e submetidos a cortes transversais,
com bisturi cirdrgico, na regido central do ventre muscu-
lar, da face mais externa do musculo para a mais interna,
formando pequenos blocos de 1cm?.

Posteriormente, a inclusdo desses blocos em uma
série ascendente de alcoois a 70, 80 e 90% de concen-
tracdo e lcool absoluto, por um periodo de 24 horas, foi
iniciada. Em seguida, os blocos foram mergulhados em
xilol e banhados trés vezes em parafina derretida, para
realizar o emblocamento e futuro corte no micrétomo.
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Os cortes foram feitos transversalmente a fibra mus-
cular, com uma espessura de 6um, obtidas com navalhas
de vidro através de um ultramicrétomo MT 6000 — XF
(RMC Inc.), formando laminas semifinas de tecido. Apos
este processo, a hidratagdo da peca e desparafinagdo em
uma estufa foram realizadas. Inicia-se entdo a montagem
das laminas que, quando prontas, foram coradas com
hematoxilina-eosina (H&E) e fixadas com resina Per-
mot® para posterior analise em microscopia de luz, com
aumento definido, e analisador de imagens, para observa-
¢do da area de hematoma e outras alteragdes visiveis.

As secc0es transversais semifinas dos segmentos fo-
ram observadas em um fotomicroscépio Axioimager M1
(Carl Zeiss) usando as objetivas 20, 40 e/ou 100 vezes,
com imersdo em 6leo. As imagens dos musculos foram
digitalizadas atraves de cAmera de alta resolucdo Axio-
cam MR5 (Carl Zeiss) para um microcomputador (IBM/
PC — AT Pentium® I11) no qual foram armazenadas no
disco rigido, para posterior analise. As areas de hematoma
foram identificadas por inspecéo visual e contadas.

Os resultados foram submetidos ao teste de normalida-
de, para verificar se 0 comportamento dos dados foi ou ndo
paramétrico, através da Analise de Variancia Multifatorial
(Anova multifatorial). Para a comparagao entre 0s grupos
foi realizado o p6s-teste de Tukey. Em todas as anlises foi
adotado o nivel de significancia de 5% (p < 0,05).

RESULTADOS

Anélise mecanica

Foram ensaiados 30 musculos gastrocnémios, sendo
0s valores expressos em médias e desvios padrdo para
cada uma das propriedades dos trés grupos analisados.

Forca méxima

As medias dos valores de forca méxima foram:
(35,70 £ 2,69N) no grupo C, (31,77 = 2,59) N no grupo
LM e (34,36 + 3,63) N no grupo LM-L. Foi observada
diferenca estatistica significativa entre os grupos C e
LM (p < 0,05) (Figura 3).

Rigidez relativa

As médias dos valores de rigidez relativa foram:
(3,75 £ 0,98) N/mm no grupo C, (3,84 = 0,32) N/mm no
grupo LM e (4,43 £ 0,68) N/mm no grupo LM-L. Nao
foi observada diferenca estatistica significativa entre os
grupos (p > 0,05) (Figura 4).
Analise histoldgica

No terceiro dia pés-leséo, os cortes histologicos dos

musculos dos grupos LM e LM-L demonstraram a pre-
senca de hematomas, infiltrado celular e desorganizacao
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Figura 3 — Médias dos valores de forga maxima

tecidual. J& o aumento de 40 vezes permitiu observar
neovascularizac¢ao no grupo LM-L e hematoma em pro-
cesso de reparacdo (Figura 5).

DISCUSSAO

As lesdes musculares sdo uma das mais comuns for-
mas de leses decorrentes do esporte®'® e que podem ser
causadas por contusdo, estiramento ou laceracdo®, com
predominio das contusdes e estiramentos(®.

Figura 4 — Médias dos valores da rigidez relativa

Apesar da alta incidéncia das lesbes musculares por
contusdo, ha limitacdo de estudos nesta area, devido a alta
variabilidade das lesdes”. Sendo assim, os modelos expe-
rimentais de producdo padronizada de lesdo muscular séo
de grande importancia na tentativa de elucidar os métodos
de reabilitacdo da contusdo muscular. Ha vérias técnicas
para producéo de lesdo muscular do tipo contuséo, sen-
do alguns invasivos, através de um forceps inserido pela
incisdo na pele™ e outros, ndo invasivos, que utilizam

Figura 5 — Fibras musculares do musculo gastrocnémio dos grupos controle (C), lesdo muscular (LM) e lesdo muscular cm laser-
terapia (LM-L). A seta aponta para vaso sanguineo formado no grupo LM-L. Imagem capturada com objetivas de cinco (C1, LM1 e

LM-L1), 10 (C2, LM2 e LM-L2) e 40 (C3, LM3 e LM-L3).
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sistemas de martelo com mola® e técnicas de liberagdo de
peso®121416) Apds estabelecida e padronizada a metodo-
logia de lesdo muscular é possivel administrar e comparar
técnicas e procedimentos para acelerar a recuperacao do
musculo. As técnicas sdo variadas, incluindo agentes fisi-
cos, como 0 gelo®; agentes medicamentosos®; agentes
mecanicos, como a imobilizagdo®); e recursos da eletrote-
rapia, como o ultrassom de baixa poténcia® e laser(®-22,
Entretanto, a melhor técnica nédo esté totalmente elucidada
e ha divergéncia de resultados na literatura.

Oliveira et al® estudaram o efeito do laser AsGa na re-
generacdo do musculo tibial anterior de ratos e submetidos
a tratamento por cinco dias consecutivos, nas respectivas
doses, 3J/cm? e 10J/cm?. Os autores concluiram que 0s
grupos tratados apresentaram aspectos morfoldgicos seme-
Ihantes aos do grupo controle, mas foi observado aumento
da massa muscular no grupo irradiado com 10J/cm?.

Em outro estudo mais recente®, os pesquisadores
observaram que a aplicacao do laser AsGa durante sete
dias, com doses de 5J/cm? e 10J/cm?, proporcionou
aumento da atividade mitocondrial, da ac&o dos fibro-
blastos e macrofagos e a angiogénese do musculo tibial
anterior de roedores.

Em nosso estudo foi observada diferenca da forga ma-
xima entre o grupo controle e 0 grupo de animais sub-
metidos a lesdo muscular e mantidos sem tratamento,
constatando a perda da resisténcia mecéanica do masculo
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lesado. Na comparacéo entre o grupo controle e 0 grupo
de animais submetidos a lesdo muscular e laserterapia ndo
foi observada diferenca, ou seja, a aplicagéo do laser pro-
moveu a recuperagdo mecanica do musculo previamente
lesado. Com relagdo a rigidez, ndo foi observada dife-
renca estatistica entre os grupos, mas o grupo de animais
submetidos ao tratamento com laser apresentou maior
rigidez que os demais grupos.

A analise histoldgica foi realizada nos trés grupos de
trés dias (C, LM e LM-L), para fins de comparacéo.

Foi observada diferenca morfoldgica entre os musculos
dos ratos submetidos a lesdo muscular. Os achados his-
tologicos permitiram observar hematomas evidentes nos
grupos submetidos a lesdo muscular (LM e LM-L), vale
ressaltar que o grupo de animais tratados com laser (LM-L)
apresentou inicio de reparacdo tecidual, com menor desor-
ganizacdo celular e area de leséo. Além disso, foi possivel
observar formagdo de vasos neste grupo, constatando a ca-
pacidade de angiogénese da laserterapia. Nao foi realizada
analise estatistica dos resultados histolégicos, pois néo foi
nosso objetivo avaliar quantitativamente as laminas.

CONCLUSAO

Os resultados deste estudo permitem concluir que a
laserterapia influencia de forma positiva no processo de
regeneracao da lesdo muscular.
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