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RESUMO

Introducgao:As lesdes musculares sdo comuns durante a pratica esportiva ou
de atividade fisica e pesquisas na area de fisioterapia visam esclarecer o processo de
regeneracdo do musculo esquelético apos a aplicacdo de recursos terapéuticos. A
laserterapia de baixa intensidade de forma convencional ou laserpuntura tem se
mostrado eficaz na regeneragao muscular, sendo importante considerar o tipo de
laser, os parametros de radiagcdo, o periodo avaliado e o tempo de aplicacao.
Objetivo:O objetivo do presente estudo foi avaliar o processo de regeneragéo
muscular em ratos tratados com /aser convencional ou laserpuntura. Materiail e
métodos: Foram utilizados 40 ratos Wistar, com dois meses de idade, randomizados
em quatro grupos (n=10 cada): controle (C), lesdo sem tratamento (L), lesdo tratado
com laserterapia convencional (LLLT) e lesdo tratado com laserpuntura (LP). A
criolesao foi realizada no ventre do musculo tibial anterior direito e apds 24 horas os
grupos LLLT e LP receberam 10 sessdes de laser de baixa intensidade de diodo
AsGa na forma continua, com comprimento de onda de 830 nm, poténcia de 30 mW.
Os animais foram submetidos as aplicagdes por meio da técnica pontual, em dois
pontos sobre o ventre muscular, no grupo LLLT, e em dois pontos de acupuntura E36
e BP6 no grupo LP, durante 30 segundos em cada ponto, com 2 Jicm? de densidade
de energia e uma energia total de 1,8 J. Para as analises funcionais de limiar de
retirada e forga de preensao foram realizadas trés avaliagbes, sendo antes da lesao
(AV1), 24 horas apos a leséo (AV2) e ao final do tratamento (AV3). No 13° pds leséo o
musculo foi retirado para analise da area de secgao transversa e densidade de tecido
conjuntivo, além da analise do conteudo das proteinas relacionadas a regeneracio
muscular como miogenina, MyoD, m-TOR phopho, Murf-1 e TGF-B1. Utilizou-se a
analise de variancia de um fator (ANOVA — One-way) seguido do teste post hoc de
Bonferroni para determinar a diferenga entre condigdes experimentais. O nivel de
significancia adotado foi p<0,05. A tendéncia dos dados foi interpretada usando a
formula de Cohen para effect size. Resultados: Os grupos C e LP mostraram
conteudo similar para as proteinas MyoD, miogenina e citocina TGF1, indicando uma
melhor resposta fisiolégica no grupo laserpuntura, porém isto ndo se comprovou nas
analises funcionais e morfologicas onde ndo houve diferencga significativa.Conclusao:
O laser de 830nm, 30mW e energia total de 1,8J em 10 sessbes nao foi capaz de
acelerar o processo de regeneracio pos criolesdo em nenhuma das técnicas.

Palavras-chave: terapia a laser de baixa intensidade, musculo esquelético,
regeneracao, pontos de acupuntura.



ABSTRACT

Introduction: Muscle injuries are common during the practice of sports or
physical activity and some researches in the area of physiotherapy aim to clarify the
process of regeneration of skeletal muscle after the application of therapeutic
resources. Low-intensity laser therapy, in the conventional way or as laser-puncture,
has been shown to be effective in muscle regeneration and it is important to consider
the type of the laser, the radiation parameters, the period evaluated and the
application time. Objective:The aim of the present study is to evaluate the muscle
regeneration process in rats treated with conventional laser or laser puncture. Material
and methods: For this study it was used forty (40) Wistar rats, which were two
months old, and randomized into four groups (n = 10 each): control (C), untreated
lesion (L), conventional laser therapy-treated lesion (LLLT) and laser-puncture-treated
lesion (LP). The cryoinjury performed in the right tibialis anterior muscle belly and after
24 hours the LLLT and LP groups received 10 continuous low intensity AsGa diode
laser sessions, with a wavelength of 830 nm and power of 30 mW. The animals
submitted to local application at two points on the muscular belly, which randomly
selected in the LLLT group and at two acupuncture points E36 and BP6 in the LP
group, for 30 seconds at each point with 2J/cm? of energy density and a total energy of
1.8J. For the functional analysis of withdrawal threshold and grip strength three
evaluations were performed: one before the injury (AV1), another one 24 hours after
the injury (AV2) and the last one at the end of treatment (AV3). At the 13" day after
the injury the muscle was removed for analysis of the cross-sectional area and
connective tissue density and also to analyze the muscle regeneration-related
proteins, such as myogenin, MyoD, m-TOR phopho, Murf-1 and TGF-1. It was used
the analysis of a variance (ANOVA — One-way) followed by the Bonferroni post hoc
test to determine the difference between experimental conditions. The significance
level adopted was p <0.05. The data trend interpreted using Cohen's formula for effect
size. Results:The groups C and LP showed similar content for the MyoD, myogenin
and cytokine TGFB1, indicating a better physiological response in the laserpuncture
group, but this was not found in the functional and morphological analyzes where there
was no significant difference.Conclusion: The 830nm, 30mW and 1.8J total energy
laser in 10 sessions was unable to accelerate the post-cryoinjury regeneration process
in either technique.

Keywords: low-level light therapy, skeletal muscle, regeneration, acupuncture points.
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1 INTRODUGAO

As lesdes musculares representam cerca de 55% das causas de lesdes na
pratica esportiva,, podendo adiar seu retorno a atividade esportiva por semanas ou
meses , devido perda da funcionalidade geralmente acompanhada de um quadro
algico severo de longa duracao(BORATO et al., 2008; GIGANTE et al.,2014;HUARD;
LI; FU, 2002). Informagdes sobre o mecanismo da lesdo, sua localizacdo, a
classificacdo e a recorréncia sao fundamentais para programar o tratamento (VALLE
et al., 2017). Estudo realizado com jogadores brasileiros de handebol apontou que os
atletas com lesbes prévias mostraram alto risco de desenvolver outra lesdo por uso

excessivo, principalmente em mulheres (GIROTO et al., 2017).

Acima de 90% dos casos de lesdo muscular ocorre por algum tipo de contusao
e estiramento, sendo que nas contusbes normalmente ocorre uma forca de
compressao extrinseca (forgca externa) sobre o musculo, o chamado golpe direto, ou
ainda por forgas indiretas que se relacionam com tensdes exercidas no musculo, tanto
em atividades de vida diaria quanto nos esportes, sendo a recuperacdo bastante
similar (BARROSO; THIELE, 2011; DAWOOD; AL-SALIHI; QASIM, 2013;

FUKUSHIMA et al., 2001; LI, 2005).

Os musculos mais afetados nesse tipo de lesdo sdo isquiotibiais, quadriceps e
gastrocnémios, visto que estes sdo mais sujeitos as forgcas de aceleragdo e
desaceleracdo (HAGGLUND; WALDEN; EKSTRAND, 2009). Nos desportos de alta
competicéo, as lesbes musculares correspondem em torno de 31%. Dentro do futebol,
por exemplo, em torno de 37% dos jogadores perderam treino ou competicao por

lesdes, em especial dos isquiotibiais (MUELLER-WOHLFAHRT et al., 2013).
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As manifestagbes clinicas indicativas da lesdo muscular dependem da
severidade e natureza da mesma, sendo classificadas em trés categorias: leve (grau
I) onde poucas fibras sao lesadas, formando pequeno edema, com minima perda da
forga e do movimento; moderada (grau Il) grande lesdo muscular com perda de forga;
severa (grau lll), apresenta extensa lesdo muscular resultando em perda total da

funcdo do musculo (JARVINEN et al., 2000).

O sucesso da regeneragdo muscular depende do individuo, da extensao e da
natureza da lesao, porém em todas as situacdes o processo envolve trés fases
sobrepostas: inflamagao (degeneracao), proliferagcdo (regeneragcédo) e remodelagao.
(FERRARI et al., 2005; JARVINEN et al., 2005, LAUMONIER; MENETREY, 2016). A
fase de destruicdo (degeneracdo) € caracterizada pela ruptura e necrose de fibras
musculares, seguida pela formagdo de um hematoma entre as fibras musculares
rompidas e pela reacao de células inflamatodrias
(FERNANDES;PEDRINELLI;HERNANDEZ,2011). Durante o processo de inflamacéao
gerado pela lesdo muscular, ha uma producao de diversos agentes inflamatérios que
podem causar uma percep¢do aumentada de estimulo doloroso, conhecido como
hiperalgesia Destaca-se a acido das ceélulas gliais: os astrécitos, micréglias e
oligodendrécitos, sendo astrdcito e microglia as principais envolvidas na modulagéo

neuroimune da dor (JI;BERTA; NEDERGAARD,2013; MILLIGAN;WATKINS,2009).

Algumas citocinas pro-inflamatérias e interleucinas originadas da
migracdo celular e de uma resposta proé-inflamatdria proveniente dos midcitos
lesionados podem intensificar o processo da lesdo muscular. Algumas citocinas pro-
inflmatérias como a IL-1 8, IL-6 e TNF-a, contribuem nao sé para a fisiopatologia da

lesao tecidual, mas também para uma reducao do limiar nociceptivo, perpetuacao de
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outros mediadores envolvidos na modulacdo e manutencdo da dor

(BARROSO;THIELE,2011; OLIVEIRA et al.,2011;).

As fases finais da inflamagao se caracterizam por um carater pro-resolutivo,
migracdo de células inflamatdrias, liberagdo de citocinas anti-inflamatérias,

contribuindo para processo de repato e regeneragcdo (FULLERTON;GILROY,2016).

1.1 Regeneragao Muscular

Para estudar as fases da degeneracdo muscular sdo usados varios
métodos de inducdao da lesdo em modelos animais, por meio da contusdo
(MINAMOTO; BUNHO; SALVINI, 2001; PERTILLE; MACEDO; OLIVEIRA, 2012),
eletroestimulacao (HILL; WERNING; GOLDSPINK, 2003; LOPES-MARTINS et al.,
2006), exercicios fisicos (SERRAO et al., 2003), injecbes de miotoxinas (MIYABARA
et al., 2004; BORATO et al., 2008), desnervacao (JAKUBIEC-PUKA et al., 1999) e a
criolesdo (ASSIS et al., 2013; MORAIS et al., 2017; PERTILLE et al., 2017; RENNO et
al.,, 2014). Esse Uultimo tem a capacidade de induzir a lesdo e subsequente
regeneragdo em uma area delimitada do ventre muscular, além de ocasionar uma

lesdo limpa e de facil reprodutibilidade (MIYABARA et al., 2006).

A lesdo muscular é caracterizada pelo rompimento dos miofilamentos,
anormalidade mitocondrial, descontinuidade no sarcolema, necrose celular, além de
entrada excessiva de calcio gerada pelos danos do sarcolema levando a protedlise
célcio-dependente causando uma degeneracdo tecidual (CHARGE; RUDNICKI,

2004).
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O processo inflamatério agudo leva a uma resposta abrupta e precoce
caracterizada pela vasodilatagcdo e aumento do fluxo sangue no local, levando ao
extravasamento de proteinas e recrutamento de leucdcitos formando edema e
liberagdo de agentes pro-inflamatérios (WOOLF, 2011). Segundo Jarvinen et al.
(2000) e Kannus et al. (2003), essa fase é caracterizada por um tecido edemaciado,
pela formacdo de hematoma, fibrina e infiltrado inflamatério, onde os neutréfilos
localizados na area da lesdo liberam citocinas atraindo mais células inflamatorias, e
os macrofagos realizam a fagocitose da fibra muscular lesada. A creatina quinase
(CK) € um marcador bioquimico bem utilizado para caracterizar a lesdo muscular, pois
tem seu nivel aumentado na corrente sanguinea, pela ruptura do sarcolema das fibras
musculares e extravasamento dessa enzima, permitindo avaliagdo indireta do dano

muscular (REBALKA; HAWKE, 2014).

Na sequéncia surge a fase de proliferacdo que pode durar de uma a trés
semanas, onde o tecido necrosado é fagocitado, ocorre coagulagdo da fibrina,
proliferacdo de fibroblastos e miofibroblastos, producédo de fibronectina, colageno e
outros componentes da matriz extracelular, além do aumento de outros macrofagos
relacionados a recuperagcdo muscular, responsaveis pela ativacdo das células
satélites. E por fim, a terceira fase € composta pela maturagcdo e remodelagéo (21
dias ou mais), onde as miofibrilas maturam, ocorre redugcéo do volume de capilares,
organizagao do colageno e da matriz extracelular, e restauracdo da capacidade

funcional do musculo (JARVINEN et al., 2000; KANNUS et al., 2003).

Considerando a complexidade do reparo muscular observa-se que as células
inflamatdrias promovem tanto o dano quanto a regeneragao, pela agdo combinada de

espécies reativas de oxigénio (EROs), antioxidantes enzimaticos e de baixo peso
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molecular, fatores de crescimento, hormdnios e citocinas, que mantém um equilibrio
entre atividades pro e antioxidantes e pro e anti-inflamatérias (TIDBALL, 2005).

Para Couto et al. (2015), a revascularizagdao ¢é fator determinante na
regeneragao da fibra muscular pds-leséo, pois ocasiona o acesso de nutrientes e
oxigenagao, pelos vasos dos tecidos adjacentes, sendo que esta revascularizagéao
ocorre por proliferacdo de células endoteliais, estimuladas por fatores de crescimento
como o fator de crescimento fibroblastico basico (bFGF) e fator de crescimento

endotelial vascular (VEGF).

O musculo esquelético possui importante potencial regenerativo gracas a uma
populacdo de células especiais com grande capacidade mitogénica, as células
satélites, que naturalmente permanecem em estado mitoticamente quiescente.
Quando ativadas em resposta a estimulos fisiolégicos, como o exercicio, e em
condicbes patoldgicas, como lesdes e doencas degenerativas, s&o capazes de gerar
novos mioblastos e reparar danos causados a eles. Quando ativadas percorrem
varios estagios até chegar a miogénese, expressando em cada um deles marcadores
da linhagem miogénica; no estado de quiescéncia sdo expressos Pax7, CD34 e
moléculas de adesdao NCAM e M-caderina. A ativacdo leva ao inicio das fases de
proliferagéo e diferenciagao, onde sao expressos MyoD e Myf5; em um estagio mais
tardio ocorre o final da diferenciacao e inicio da maturagcdo dos mioblastos, com
expressao de miogenina (ALVES et al., 2014, BRACK; RANDO, 2007; CHARGE;
RUDNICKI, 2004; HAWKE; GARRY, 2001; LIEBER, 2002; MARG et al., 2014;

TEDESCO et al., 2010; ZAMMIT; PARTRIDGE; YABLONKA-REUVEN!I, 2006).

Considerando que durante a regeneragao ocorre o aumento da sintese

proteica para a formacdo das novas fibras musculares, o alvo da rapamicina em
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mamiferos/alvo mecanistico de rapamicina (mTOR) se torna uma importante proteina
para estudo. Zhang et al. (2015) e Rion et al. (2019) destacam o papel da mTOR na
ativacdo das células satélites pos-natal e na regeneracdo do musculo esquelético,
através do controle da expresséo de genes miogénicos.

A regeneragdo muscular envolve também a remodelagdo da matriz
extracelular. O fator de transformagéo de crescimento 31 (TGF-31) € uma citocina que
promove a formagao de tecido conjuntivo na area regenerada, sendo um potente fator
fibrogénico que regula a sintese de matriz extracelular, como colageno e fibronectina

durante a regeneragcédo (DELANEY et al., 2017).

Gumucio, Sugg e Mendias (2015) também associam o TGF- 3 a otimizacao das
acoes de células satélites. A proliferacdo prematura, diferenciagdo e fusdo de células
satélites resulta em defeitos na regeneracédo (MURPHY et al., 2011), desta forma o
TGF-B1 agiria temporalmente para regular a atividade de células satélites garantindo
que as fibras musculares tenham terminado de quebrar as proteinas sarcoméricas

danificadas no intuito de remodelar a fibra e induzir a hipertrofia.

Existem varias formas de tratamento para lesées musculares tais como:
crioterapia, ultrassom terapéutico, medicamentos anti-inflamatérios ndo esteroides,
plasma rico em plaquetas, sempre tendo como objetivo modular os sinais e sintomas
do quadro inflamatério e da regeneragdo muscular (DUEWEKE; AWAN; MENDIAS,
2017). A terapia por laser de baixa intensidade (LLLT) tem demonstrado resultados
interessantes no processo de reparo muscular tanto em modelos animais como em
humanos, sendo esses resultados atribuidos aos efeitos da reducédo da inflamacao,

atenuagdo no aumento das enzimas no sangue (como a creatina quinase), aumento
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na atividade antioxidante das enzimas e redug¢ao na fadiga muscular (FELISMINO et

al., 2014).

1.2 Laser

A palavra laser corresponde a uma sigla composta pelas primeiras letras de
Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation, que significa “Amplificacao da
Luz por Emissdo Estimulada de Radiagdo”, sendo considerado um recurso nao
invasivo, de facil aplicagdo e que néo causa efeitos colaterais (ALVES et al., 2014;

MALUEF et al., 2006).

A luz s6é pode promover alteracdes fotoquimicas se a radiagao for absorvida
pela estrutura irradiada. Nos tecidos biologicos essas estruturas sdo chamadas de
cromoforos ou fotorreceptores, que sao capazes de ser excitados por irradiagdo de
fotons, sendo os principais cromoforos do corpo humano a hemoglobina, a
mioglobina, as flavoproteinas e as porfirinas (BAROLET, 2008; FARIVAR;

MALEKSHAHABI; SHIARI, 2014; HUANG et al., 2009).

Os efeitos da terapia laser sao modulados pelos parametros de aplicacao,
como por exemplo a densidade de energia (J/cm?), o nimero de sessdes e o0 tempo
de aplicacdo em cada ponto, sendo que os comprimentos de onda mais usados estao
no espectro vermelho ou infravermelho, de 600 a 1000 nm (nanémetros), com uma
densidade de irradiagdo acima de 5W/cm? (HUANG et al., 2009). Na pratica clinica, a
densidade de poténcia ideal, a dose de energia e o tempo de irradiacdo sdo
parametros extremamente importantes para planejar o tratamento (ALBUQUERQUE-

PONTES et al., 2015).
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A terapia a laser de baixa intensidade (Low-Level Laser Therapy — LLLT)
apresenta vantagens em relagdo aos outros tratamentos visto que diminui o tempo de
cicatrizacdo garantindo melhor reparo (MEIRELES et al., 2014). Durante a fase
inflamatdria, onde estdo presentes os neutréfilos e macrofagos, ocorre também a
producdo de citocinas inflamatérias como o fator de necrose tumoral alfa (TNFa),
interleucinas (IL1A, IL6 e IL-8), bem como enzimas proteoliticas que levardo a
fagocitose das células e propagacéao da inflamagéo (JARVINEN et al., 2005; MANN et
al., 2011). A LLLT auxiliara o reparo do tecido por limitar essa resposta inflamatoéria e

diminuir o dano oxidativo (SILVEIRA et al., 2011).

De forma geral, a LLLT atua na fase inicial da regeneragao diminuindo a dor, o
processo inflamatério, estimulando a proliferagdo de células satélites, de colageno e
de fibroblastos, promovendo a microvascularizagao e estimulo a formagao de novos
vasos sanguineos, remodelando a matriz extracelular, aumentando o metabolismo
celular e o potencial regenerativo (ALVES et al., 2014; ASSIS et al., 2013; BRUNELLI

et al., 2014; FERNANDES et al., 2014; SILVEIRA et al., 2011; SOUZA et al., 2014).

Com a LLLT a energia da célula pode ser alterada, elevando-se os niveis de
ATP disponiveis no tecido, por meio da fosforilagdo oxidativa. As mitocéndrias
possuem fotorreceptores (citocromo C oxidase), que ao receberem a irradiagcdo com
laser promovem a sintese de ATP, o que pode promover a prevengao da fadiga
muscular devido a este aporte energético adicional (ALMEIDA et al., 2013; COSTA et

al., 2014; DE BRITO VIEIRA et al., 2014; LEAL JUNIOR et al., 2010).

Os estudos apresentam pardmetros diferentes para o tratamento de lesoes
musculares, como comprimento de onda variando entre 632,8 a 904 nm, a densidade

de energia de 1 J/cm? até valores acima de 300 J/cm2, como também o numero de
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sessdes e tempo de tratamento (MANTINEO et al., 2014; PIVA et al., 2011; RAMOS

etal., 2012).

Segundo Zanotti et al. (2011), doses excitatdrias (até 8 J/cm?) sdo indicadas
quando o objetivo da intervengéao inclui a potencializagdo da bomba sédio/ potassio,
estimulo a producdo de adenosina trifosfato (ATP), restabelecimento do potencial de
membrana, aumento do metabolismo e proliferagdo celular (SHEFER et al., 2002;
VATANSEVER et al., 2012). A revisao sistematica de Alves et al. (2014) apontou que
a energia de irradiacao na maior parte dos estudos de reparo muscular esta entre 0,4

e 9 J, sendo as mais comuns entre 1,4 e 2,0 J.

No estudo de Silva et al. (2012), usando o laser de Arseneto de Galio nas
energias de 1,5 e 3,0 J por cinco dias consecutivos, sendo a primeira aplicagéo trés
dias apds a injuria muscular induzida por injecdo crotoxina, houve uma melhora na
regeneracao muscular, onde os grupos tratados mostraram uma maior regeneracao
das miofibrilas, com maior didmetro e melhor organizadas em fasciculo, entretanto
apenas a energia de 3J foi capaz de atenuar o aumento do tecido conjuntivo
intramuscular.

Estudos recentes mostraram a energia de 3J (830 nm, poténcia 100 mW) como
eficaz na modulacédo do processo inflamatério, tanto em analises bioquimicas como
funcionais (trabalho muscular) apés a contusdo muscular (TOMAZONI et al., 2017a;
TOMAZONI et al.,, 2017b). Segundo Podbielski, Otrocka-Domagala e Rotkiewicz
(2006), o efeito da LLLT esta relacionado a aceleracao da proliferacdo das células
miogénicas e do processo de regeneragcao muscular, sugerindo uma fagocitose mais

eficiente de células sanguineas, podendo auxiliar na remogao de metabdlitos e no
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aumento do aporte sanguineo, contribuindo para sintese de ATP, aumentando a

resisténcia do musculo a fadiga e melhorando o desempenho.

A fotobiomodulagao é capaz de induzir processos fotobioldgicos nas células,
sendo necessarios espectros de acdo exatos para ativagao dos fotorreceptores . A
atividade celular, tanto em divisdo como em sintese, tem sido relacionada ao
comprimento de onde e com a dose e nao especificamente a fonte de luz
(HUANG,2009). E capaz de auxiliar na redugdo no tempo de cicatrizagéo por provocar
efeitos bioquimicos e celulares , entre eles aumento da proliferagao dos fibroblastos e
da sintese de colageno, efeitos antioxidantes ,aumento no metabolismo das
mitocdndrias além de estimulo da sintese de DNA e proliferagcao celular . Entre os
mecanismos fisiolégicos induzidos pela fotobiomodulagao na cicatrizagao , esta sua
influéncia na ativagcao de fatores de transcricdo redoxsensiveis que pode induzir a
sinalizagao intracelular e alterar a producdo de ROS (CHEN et al.2011;GUERRA, et
al., 2013; MARQUES, et al.,2016;PUGLIESE, et al., 2003;TAKMATSU-ROCHA et al.,

2016)

1.3 Laserpuntura

A acupuntura é um recurso terapéutico da Medicina Tradicional Chinesa que
atende a todos os quesitos da Medicina Tradicional, na morfologia do sistema de
canais e colaterais (JINGLUO); na dinamica vital dos sistemas internos (ZANGFU); na
diagnose a pulsologia chinesa; na doutrina, os oito principios (BAGANG) e os cinco
elementos (WU XING) e na terapéutica da acupuntura e da moxabustao (PEREIRA,

2005).
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O objetivo de praticas terapéuticas baseadas na Medicina Tradicional Chinesa
€ compreender os desequilibrios energéticos que atingem o individuo e recuperar seu
equilibrio, através do estabelecimento da relacdo entre o comportamento, os
sentimentos, a alimentagdo, o pulso, a lingua, entre outros, para entdo determinar

qual é a melhor terapéutica de tratamento (CIRILO, 2001).

De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), uma definicdo ampla
de Acupuntura é a estimulacdo de pontos especificos do corpo, através do uso de
agulhas, moxabustdo, eletricidade, /laser ou digito-pressdo, com propdsitos
terapéuticos e profilaticos, sendo que a radiagao /aser ideal para pacientes com fobia
de agulhas (ERNST, 2006; LIU et al., 2009; SCOGNAMILLO-SZABO; BECHARA,

2001; SHANG, 2000).

Os mecanismos subjacentes sao grande parte inexplicaveis, recentes estudos
mostram alteracdes induzidas pela acupuntura na excitabilidade do sistema motor, o
que explica fisiologicamente a ligacdo da acupuntura com o desempenho motor (LO
et al.,2005; MAIOLI, et al.2006). A acupuntura tem efeito sobre a potencia muscular
(HUBSCHER et al., 2010), melhora a microcirculacdo (SANDBERG et al. 2005),
possui efeito anti-inflamatorio (ZIJLSTRA et al., 2003) além de inibir a transmissao

nociceptiva espinhal e supra-espinhal (IKEDA et al.,2000).

O estimulo realizado pelas agulhas induz a liberagdo de pro-opiomelanocortina
através do eixo hipotadlamo-hipofise. Este hormdmio sera degradado e seus produtos
apresentam potente efeito analgésico, além de acéo anti-inflamatéria. Sdo ativados

inumeros reflexos, formando ligagdes dentro do cértex cerebral o que leva a melhora
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do tdénus do sistema nervoso e da reatividade do sistema neurovegetativo

(ALVARENGA et al.,2014)

A acupuntura além de tratar atletas tanto profissionais como amadores,
modulando o bem-estar fisico e emocional, acelerar o processo de recuperagcao pos-
treino, pds-competicdo, e alcancar um nivel mais elevado de performance. A
estimulagado de determinados acupontos tem sido recomendado por alguns autores
para melhorar o desempenho fisico, variaveis metabdlicas e plasticidade muscular
(ROSSETTO, 2009; SANTOS et al., 2008). Onda et al. (2011) conduziram um estudo
para avaliar o efeito da acupuntura na prevencédo de atrofia muscular do musculo
gastrocnémio em ratos utilizando pontos de acupuntura. Os pesquisadores
encontraram que o0 grupo intervencdo apresentou niveis de atrogina-1 e MuRF1
(ubiquitina-ligases que atuam na sintese-degradagdao proteica muscular) mais
elevados do que no grupo controle, sugerindo que a acupuntura pode prevenir

parcialmente a atrofia muscular em ratos.

Chae (2007) investigou os efeitos anti-inflamatérios da acupuntura e sua
atuacdo em diversas citocinas em ratos e encontrou que a acupuntura pode causar

queda significativa dos niveis séricos de IL-6 e de TNF-a.

A excitagdo causada pela puntura estimula diversos efeitos na fungao corporal,
incluindo a inibicao dos efeitos da transmissdo simpatica dos impulsos nociceptivo
para o sistema nervoso central (SNC), resultando em analgesia e supressao da dor,
como também a estimulacado de diversas respostas reflexas somaticas, autonémicas

e hormonais (KAGITANI et al., 2010).
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A Laserpuntura ou /aser acupuntura € definida como a estimulagdo dos pontos
de acupuntura tradicional com a LLLT. As evidéncias sobre seus efeitos foram
demonstradas por estudos usando a ressonancia magnética que observaram a
ativacao do cortex visual como resposta ao estimulo no ponto B67 usado para
tratamento de dor nos olhos (SIEDENTOPF et al., 2005). E uma alternativa em
relagdo a acupuntura tradicional com grande relevancia, pois permite o estimulo de
pontos de acupuntura de forma bem definida e oferece a possibilidade da aplicacao

placebo pura (WHITAKER, 2004).

Cabrera, Peron e Alfonso (2002) afirmaram que a LLLT nos acupontos produz
uma inducgao fotobioldgica, efeitos bioquimicos e bioelétricos nas células, produzindo
acao anti-inflamatdria, analgésica, promovendo regeneragao celular; aumento do ATP
mitocondrial e incremento da sintese de proteinas, levando ao aumento do numero de
fibroblastos e da sintese de colageno, além da regeneragao dos vasos sanguineos,
aumento de velocidade de crescimento de nervos periféricos, incremento da
repitalizacao e da divisado celular. A baixa frequéncia do /aser induz a liberagao central
de substéncias como endorfinas, beta-endorfinas e encefalinas resultando em
analgesia entre 10 e 20 minutos, sendo este efeito cumulativo (TAFFAREL; FREITAS,

2009).

O efeito da acupuntura em tratamentos inflamatérios através dos acupontos
explica-se pela transmissao das informagdes inflamatdrias pelos nervos sensoriais ao
hipotalamo, onde os estimulos processados levam a uma acgao anti-inflamatéria pelo
sistema humoral do sistema nervoso autdbnomo, pelo eixo hipotalamico-pituitario-
adrenal, sendo os que os acupontos agem como moduladores. Esta técnica milenar

atua no TNF-a e em algumas citocinas, como a IL1B, existentes no cérebro e que
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interagem com sistema imune. Estas citocinas agem no sistema nervoso auténomo
parassimpatico liberando a acetilcolina, resultando em uma resposta reflexo
neuroimune, suprimindo a liberagdo das citocinas inflamatérias. Este mecanismo é
realizado por estimulos eferentes induzindo resposta na atividade colinérgica do nervo

vago gerando um efeito anti-inflamatério (CHO et al, 2006).

Os acupontos em animais tém sido localizados a partir da transposi¢cao dos
pontos localizados em meridianos em humanos, e levando-se em conta a anatomia
peculiar de cada animal, sendo possivel a comprovacao da localizacao dos pontos,
pois a resisténcia elétrica nesses locais € menor quando comparado com outras

regides da pele (AHN et al., 2005; PANZER,1993).

Estudos em animais e autdpsias em humanos revelaram que a maioria dos
pontos de acupuntura contém terminagcdes nervosas livres, receptores cutadneos
encapsulados (Merkel; Meissner; Ruffini e corpusculos de Pacini), receptores
musculares (fusos musculares e 6rgaos tendinosos de Golgi) e suas fibras aferentes
(ZHANG; WANG; MCALONAN, 2012). O ponto de acupuntura € uma regido da pele
com alta concentragdo dessas terminacdes, que quando estimuladas projetam esses
estimulos para o sistema nervoso central, apresentam sensibilidade espontanea ao
estimulo e sao caracterizadas por baixa resisténcia elétrica (DRAEHMPAEHL;
ZOHMANN, 1997; FABER; TIMO-IARIA; 1994). Estudos como de Zhao (2008) e Chen
et al. (2007) afirmaram que o acuponto Zusanli (E36), estomago 36, localizado a 3 cm
abaixo da patela e 0,5 cm lateral a tibia em humanos, e segundo Li (2003),
anatomicamente localizado a 3 mm lateralmente ao tubérculo anterior da tibia e 4 mm
abaixo da articulagao do joelho préximo a cabega da fibula em ratos, € bem utilizado

em desordens dolorosas, sendo o ponto de primeira escolha para analgesia em
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membro inferior, podendo ser utilizado em tratamento de dor aguda de nervo ciatico e

sindromes gastrointestinais.

A hipétese do presente estudo € que a aplicagdo da LLLT operando na regido
do infravermelho (830 nm) possua agao anti-inflamatdria e acelere o processo de
recuperagao apos lesdo muscular por crioleséo, e seja mais efetivo quando associado

a pontos de acupuntura.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeitos da laserterapia em comparagcdo com a laserpuntura no
processo de regeneracdo muscular apos criolesdo em tibial anterior em ratos tratados

com laser convencional ou laserpuntura.

2.2 Objetivos Especificos

- Comparar os efeitos das duas técnicas laserterapia e laserpuntura sobre a
regeneracao da lesdo do musculo tibial anterior induzida por criolesdo em ratos Wistar

apos 10 sessdes, por meio das analises funcional, morfolégica e bioquimica;

- Verificar os efeitos das técnicas de tratamento nas avaliagdes funcionais de limiar de

retirada e for¢a de preensao;

- Avaliar a morfologia das fibras musculares regeneradas, considerando a area de

secc¢ao transversa e a area de densidade de tecido conjuntivo;

- Avaliar o conteudo de proteinas relacionadas a miogénese, como MyoD e

miogenina, além de outras proteinas/citocinas como mTOR, Murf e TGF-31.
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3 MATERIAL E METODOS

O presente estudo teve carater experimental, intervencional, controlado e
aleatorizado. Seguiu as recomendagbes para pesquisa experimental com animais,
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Estadual do Oeste do
Parana — UNIOESTE, sob parecer 53/17 (Anexo A). Foi desenvolvido em parceria
com o Laboratério de Estudo de Lesbes e Recursos Fisioterapéuticos e no

Laboratério de Biologia Estrutural e Funcional da Unioeste, Campus de Cascavel.

O grupo amostral foi composto por 40 ratos machos da linhagem Wistar, com
idade média de 60 dias, peso médio de 299,1 gramas, obtidos do Biotério Central da
Unioeste e mantidos no Laboratério de Estudo de Lesbes e Recursos
Fisioterapéuticos, em caixas padrao de polipropileno, em ambiente com temperatura

de 23 £1°C, com fotoperiodo de 12 horas, recebendo agua e racao ad libitum.

3.1 Grupos Experimentais

Os animais foram divididos aleatoriamente em quatro grupos, compostos por

10 ratos cada, sendo:

- Controle (C): ndo foram submetidos a criolesdo e nao receberam nenhum tipo de

intervencgao;

- Lesdo sem tratamento (L): os animais foram submetidos a criolesdo, mas nao

receberam nenhuma intervencao;
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- Lesao tratado com laserterapia convencional (LLLT): os animais foram submetidos a

criolesao e receberam o tratamento por laser na forma tradicional,

- Lesao tratado por laserpuntura (LP): os animais foram submetidos a crioleséo e

receberam o tratamento por laser nos pontos E36 e BP4 de acupuntura.

Apds o protocolo de lesédo, o animal 1 do grupo L e o animal 10 do grupo LP

morreram, reduzindo o numero de animais para 9 nesses grupos.

3.2 Desenho Experimental

Previamente ao periodo da lesdo foram realizados sete dias de treinamento
para familiarizacdo de todos os grupos para os testes de incapacidade funcional,
limiar de retirada e forga de preensao, visando dissipar o viés de estresse dos testes.
O tratamento dos grupos LLLT e LP iniciou a partir do 1° dia apds o procedimento
cirargico (1° PO) e foi conduzido por 10 sessdes, totalizando cinco dias por semana
durante duas semanas, com intervalo de dois dias ao término do protocolo na primeira
semana. As avaliagdes funcionais foram realizadas em todos os grupos experimentais
24 horas antes da lesdo (AV1), 24 horas apos a lesdo (AV2) e apos a aplicagéo da

ultima sessao de tratamento (AV3) no 12° pés-operatorio (Figura 1).
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Figura 1: Desenho experimental. Fase de familiarizagdo dos testes funcionais. As avaliagbes
foram realizadas antes da lesdo (AV1), 24 horas apds a lesdo (AV2) e ao final do tratamento
(AV3).

Dias O 7 8 9 1:PO 12°PO 13°PO

| 1 | I | —>

Familiarizacdo AV1 ' AV2 AV3 Eutanasia
dos testes I

10 sessoes
LLLT e LP

LLLT: lesdo tratado com laser convencional e LP: lesdo tratado com laserpuntura,PO:

pos-operatdrio

3.3 Protocolo de Lesao Experimental

Os animais foram pesados e anestesiados com xilazina (10 mg/kg, 0,01 mg/gr)
e ketamina (50mg/kg, 0,05 mg/gr) intraperitoneal. Posteriormente a verificagdo do
estado de consciéncia, pela auséncia de resposta motora ao pingamento da cauda e
das pregas interdigitais, realizou-se a tricotomia do membro posterior direito e
assepsia da regido com uso de alcool 70%. Em seguida foi realizada uma inciséo

paralela as fibras do musculo tibial anterior direito, expondo assim o musculo.

Efetuou-se a criolesdo, segundo o protocolo de Miyabara et al. (2006) que
consiste na aplicacdo de uma haste metalica de 1cm x 0,5 cm resfriada em nitrogénio
liquido por 30 segundos, pressionada sobre o ventre do musculo tibial anterior por 10
segundos, em seguida imersa novamente em nitrogénio liquido por 30 segundos, e
pressionada novamente no local (Figura 2). Posteriormente a pele foi suturada e os

animais alocados de dois em dois em caixas de polipropileno com racédo e agua ad
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libitum até sua recuperagdo pos cirurgica. Depois alocados de quatro em quatro

animais por caixa.

Figura 2: Procedimento de criolesdo do musculo tibial anterior. Em A: haste metalica resfriada
em nitrogénio liquido e pressionada por 10 segundos sobre o musculo; Em B: aspecto do
musculo logo apos a lesao.

Fonte: acervo pessoal

3.4 Protocolo de Laserterapia de Baixa Intensidade

Para o tratamento foi utilizado o laser de baixa intensidade de diodo AsGa na
forma continua, com comprimento de onda de 830 nm, poténcia de 30 mW da marca
Ibramed®. Os parametros foram calculados pelo nimero de pontos a serem utilizados

no tratamento e pelo tamanho da area a ser tratada.

O célculo da densidade de energia a ser administrada no tecido é feitos por
meio da poténcia de saida média do equipamento, caracteriza-se pela quantidade de
eneria associada aos fétons que alcangam o tecido por unidade de tempo. Sendo a
densidade de energia ou dose é definida pela quantidade de energia fornecida em
uma area determinada, estabelecendo os efeitos fotobioldgicos de inibigéo,
estimulacdo ou ndo manifestacdo dos efeitos terapéuticos (GARCEZ et Al., 2012;

HUANG, et al., 2011).
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Revisdo sistematica de 30 estudos mostrou que a terapia laser de baixa
potencia apresenta diferentes ajustes, sendo as doses de energia mais comumente
usadas de 3J e 1J, comprimentos de onda de 904nm e 830nm, os resultados obtidos
vao desde a diminuicdo a resposta inflamatéria mediante reducdo de células
inflamatérias e modulacdo de mediadores de inflamacdo, aumento sintese de
colageno, além de angiogenese, reducdo de estresse oxidativo, colageno e da
fibrose, aumento de tecido de granulagédo, remodelagdo e sintese Ossea, além de
expressao de proteina de diferenciacdo miogénica (MyoD), e fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF), redugao no fato de crescimento transformante beta (TGF
— B) e da concentracao da creatina quinase, aumento de forga muscular, melhora das

propriedades biomecénicas de tendao e da fungao locomotora como um todo.

Os animais foram submetidos as aplicagées por meio da técnica pontual (em
dois pontos sobre o ventre muscular do musculo tibial anterior lesado no grupo LLLT,
e em dois pontos de acupuntura E36 e BP6 (esses pontos sdo conhecidos por causar
hiperanalgesia tanto em animais como em humanos, Figura 3), no grupo LP, durante
30 segundos em cada ponto, com 2 J/cm? de densidade de energia e uma energia

total de 1,8 J (Tabela 1).

Figura 3: Pontos de acupuntura usados no animal
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Fonte: Zurron, Barrach e Crepaldi (2013) disponivel em
https://www.cetn.com.br/imprensa/acupuntura-e-analgesia/20130122-102236-g613

Tabela 1 — Valores dos parametros do /aser utilizados nos grupos LLLT e LP para tratamento
apos criolesao

Parametros Aluminio - galio
ASGa
Comprimento de onda 830Nm
Area de feixe 0,11600 cm?
Poténcia de saida 30mwW
Densidade de energia 2J/cm?
Energia por ponto 0,94
Total de pontos 2
Tempo de exposigéo por ponto 30 segundos
Tempo total 60 segundos
Energia Total 1,8J

LLLT: leséo tratado com /laser convencional e LP: lesdo tratado com laserpuntura.

Os animais foram contidos manualmente por um pesquisador enquanto outro
aplicava o laser e as aplicacdes foram realizadas com o mesmo equipamento nos
grupos LLLT e LP. O tratamento teve inicio 24 horas apds a lesdo, cinco vezes na
semana, durante duas semanas, totalizando 10 sessdes. O equipamento foi calibrado

anteriormente ao experimento e apresenta registro Anvisa: 10360310030.
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3.5 Avaliagao do Limiar de Retirada

O uso de filamentos de Von Frey € um método utilizado para avaliar a
sensibilidade tecidual ao estimulo mecénico, sendo bastante utilizado clinicamente,
primeiramente em humanos (JENSEN et al., 1986), e posteriormente em ratos e
camundongos (CUNHA et al.,, 2004). O experimento foi realizado com um
anestesidmetro eletrénico da marca Insight®, que consiste em um transdutor de
pressdo adaptado a um contador digital de for¢ca expressa em gramas (g). O contato
do transdutor de pressdo com a pata foi realizado através de uma ponta descartavel
de polipropileno, com variagdo de 0,1-1000 g (NEUGEBAUER et al.,, 2007). Os
animais foram colocados em caixas de madeira durante 15 a 30 minutos para
adaptacdo na semana anterior a lesdo. O assoalho da caixa é feito de arame nao
maleavel na forma de rede. As alteragdes nos limiares nociceptivos foram avaliadas
exercendo-se uma pressao linearmente crescente no centro da planta membro
pélvico direito do animal até a producdo de uma resposta caracterizada como
sacudida (flinches). Assim que o animal retirou o0 membro o teste foi interrompido para

registro do limiar de retirada (Figura 6).

Figura 6: Teste do limiar de retirada
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Fonte: acervo pessoal

Os estimulos foram repetidos por até seis vezes, em geral até o animal
apresentar trés medidas similares com uma clara resposta de flinch apds a retirada do
membro. A intensidade de hipernocicepcao foi obtida pela média de trés valores

expressos em gramas (JENSEN et al., 1986).

3.6 Teste de Forga

Para a avaliagdo da forga muscular foi usado um medidor de forgca de preensao
(BERTELLI; MIRA, 1995), modelo EFF 305 Grip Strenght Meter, da marca Insight®.
Segundo Karvat et al. (2018) o teste foi adaptado para avaliar a for¢ca de preensao do
membro pélvico direito. Os animais foram cuidadosamente contidos pelo dorso e
permitiu-se que eles agarrassem com a pata posterior direita uma grade conectada a
um transdutor de forga. Os animais foram tracionados com firmeza crescente, até
perderem a preensdo, momento do registro da forca maxima exercida. (Figura 7). Em

cada avaliacéao, o teste foi repetido trés vezes e foi utilizado o valor médio.



33

Figura 7: Teste do limiar de retirada

Fonte: acervo Laboratério Unoeste

3.7 Eutanasia dos Animais

Apds o periodo de tratamento e dos testes funcionais, os animais foram
pesados, devidamente anestesiados com cloridrato de ketamina (50mg/kg, 0,05
mg/gr) e xilazina (10 mg/kg, 0,01 mg/gr) via intraperitoneal e eutanasiados por
pneumotdérax. Em seguida o musculo tibial anterior (TA) direito foi dissecado, limpo e
dividido em duas partes iguais transversalmente. Uma das partes foi fixada em
solugdo Metacare armazenada em formol para posterior procedimento histoldgico,
com desidratacido em série crescente alcodlica, diafanizagao em xilol e inclusdo em
parafina histologica. A outra parte foi colocada em nitrogénio liquido e conservada no

biofreezer para a técnica de immunobloting.

3.8 Analise Histolégica
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A parte fixada em formol a 7% foi posteriormente emblocada em parafina. Os
musculos foram seccionados transversalmente numa espessura de 5um no
micrétomo marca Olympus® e coletados para a coloracdo de Hematoxilina e Eosina e

tricrdbmico de Mallory.

Os cortes foram para a desparafinizagdo em xilol e alcool, e posteriormente
corados com hematoxilina por 20 segundos, lavados em agua corrente por sete
minutos, em seguida em agua destilada por duas vezes de um minuto cada. Em
seguida os cortes foram corados com eosina durante cinco minutos. Iniciou-se apés a
lavagem com agua destilada a desidratagdo em alcool e diafanizagdao em xilol. Na
coloragao do tricrémico de Mallory, as laminas foram desparafinizadas e hidratadas,
coradas com a solugédo A por cinco minutos e solu¢do B por 13 minutos. As laminas

foram montadas para posterior avaliagdo do tecido conjuntivo.

As laminas foram montadas com Entellan e utilizadas para mensuracido da

area de seccao transversa (AST) e a densidade de area do tecido conjuntivo (%ATC).

Para a AST foram analisadas 200 fibras em regeneragao por animal, bem
como dos animais sem lesdo, utilizando microscépio éptico com camera acoplada,
com objetiva de 40X e conectado a um computador com software Image Pro-Plus®6.0

(Media Cybermetics) (BRITO et al., 2006).

A densidade de area do tecido conjuntivo foi realizada por meio do software

® . .. . Lo A
Image Pro~ com imagens adquiridas do microscopio de luz acoplado a uma camera e
mensurado por meio do software Gimp® na objetiva de 40X, onde foram analisadas

sete imagens por animal, e sobre as imagens foi analisada através da cor onde pela
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quantidade de pixels em relacdo a foto completa foi contabilizada a porcentagem

referente ao tecido conjuntivo (BOSI et al., 2008).

3.9 Técnica de Immunoblotting

Parte do musculo TA foi homogeneizado em Triton X-100 1%, tris-HCL 100 mM
(pH 7,4), pirofosfato de sédio 100 mM, fluoreto de sddio 100 mM, EDTA 10 mM,
ortovanadato de sédio 10 mM, PMSF 2 mM e 0,1 mg/ml de aprotinina, com volume
variando 600 a 1000 uL, a 4°C usando homogeneizador tipo Polytron PTA20S
(modelo PT 10/35; Brinkmann Instruments, Westbury, NY, EUA) operado em
velocidade maxima por 30 segundos. Os extratos foram centrifugados a 11.000 rpm a
4°C por 20 minutos e o sobrenadante utilizado para analise do extrato total. A
determinagao de proteina foi realizada pelo método colorimétrico de Bradford e a
leitura por leitor de microplaca Epoch (Biotek). As amostras dos extratos proteicos
foram tratadas com tampé&o Laemlli (azul de bromofenol 0,1% e fosfato de s6dio 1 M
pH 7,0, glicerol 50% e SDS 10%), acrescido de ditiotreitol 100 mM e aquecidas banho
seco por 5 minutos. Em seguida, 50 ug de proteina foram aplicadas em gel SDS-
poliacrilamida, com porcentagem de 12% em aparelho para eletroforese da Bio-Rad

(mini-Protean), Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA, EUA).

A eletrotransferéncia do gel para membrana de nitrocelulose foi realizada em
90 minutos a 120V (constante) em aparelho de transferéncia da Bio-Rad®. As
membranas foram lavadas com solugado basal (trisma base 10 mM, cloreto de sodio
150 mM e tween) e incubadas com 10 ug de anticorpo primario para MyoD (m-318;

rabbit policlonal, Santa Cruz: sc-760); miogenina (mouse monoclonal, Sigma, M5815),
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mTOR phospho (rabbit policlonal, Cell Signaling, 2972-S), MuRF-1 (Muscle Ring
Finger-1; rabbit policlonal Bioss Antibodies, bs-2539R) TGF-1 (mouse monoclonal,
Sigma-Aldrich, T7039) e GADPH (Glicealdeido 3-fosfato dehidrogenase; mouse
monoclonal, Santa Cruz, SC-59540), diluido em 10 mL de solugéo basal contendo 3%
de leite desnatado a 4°C durante a noite. No dia seguinte as membranas foram
lavadas por 30 minutos com solucido basal e incubadas em 10 mL de solucado basal
contendo 3% de leite desnatado e 2,5 ug de anticorpo secundario (Goat anti-rabbit
IgG-HRP, Santa Cruz : sc-2004 ou Goat anti-mouse IgG-HRP, Santa Cruz: sc-2005)
por duas horas em temperatura ambiente. Posteriormente as membranas foram
novamente lavadas por 30 minutos com solugdo basal. Para determinar as bandas
imunorreativas, as membranas foram expostas a solugao de quimioluminescéncia
(Super Signal West Pico Chemiluminescente, Pierce por 5 minutos e, em seguida o
sinal fluorescente capturado no equipamento G-box (GeneSys). Os valores foram
expressos em unidades arbitrarias, que € o resultado da divisdo do conteudo da

proteina estuda pelo conteudo de GAPDH (proteina de controle interno).

3.10 Analise Estatistica

A normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk. Utilizou-
se analise de variancia de um fator (ANOVA — One-way) seguido do teste post hoc de
Bonferroni para determinar a diferenca entre condicdes experimentais. O nivel de
significancia adotado foi p< 0,05. A tendéncia dos dados foi interpretada usando a
formula de Cohen para effect size (COHEN, 1988). O limiar de magnitude adotado foi:
< 0,19 trivial; entre 0,20-0,59 pequeno; entre 0,60-1,19 moderado; entre 1,20-1,99
grande; e = 2,00 muito grande (HOPKINS et al., 2009). Os dados estdo expressos

como média £ desvio padrao (intervalo de confianga de 95%).
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4 RESULTADOS

4.1 Analise do Limiar de Retirada

Nao foi observada diferenca significativa na analise da sensibilidade ao
estimulo mecanico entre os grupos avaliados (F=4,488; p= 0,8140). Diferenca
significativa foi observado na comparacéo entre a AV1 e AV2 nos grupos L e LLLT
(p<0,0001; Tabela 2), indicando resposta de retirada com menor estimulo mecéanico

24 horas apos a lesao.

Tabela 2: Valores em gramas para a avaliagdo limiar de retirada dos grupos avaliados, em
média e desvio-padrao, para os diferentes momentos de avaliagao (AV1: pré-lesdo; AV2: 24h
pos-lesdo e AV3: 12° dia pos-lesdo). C: controle; L: lesdo; LLLT: lesdo tratado com laser
convencional; LP: lesdo tratado com laserpuntura.

Grupos AV1 AV2 AV3
Cc 94+3,6 7,334 8,627
L 9,1+41 57+2,6 74 +3,2
LLLT 8,7+28 52271 7,5+3,1
LP 9,7+4)9 6,5+3,3 8,5+34

T difere de AV1 no mesmo grupo; p<0,0001

O teste post hoc indicou diferenga significativa entre a AV1 vs AV2 (p= 0,031;
A= 37,53%; moderado effect size) no grupo lesdo e (p= 0,030; A= 39,54%; grande
effect size) no grupo LLLT, entre a AV2 vs AV3 (p= 0,015; A= 42,91%; pequeno effect
size), apenas para o grupo LLLT. N&o houve diferenga significativa entre as

avaliagdes para o grupo LP (Tabela 3).
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Tabela 3: Valores de Cohen'’s d effect size entre as condigbes experimentais para a variavel
limiar de retirada.

Controle vs. Controle vs. Controle vs. Lesdovs. Lesao vs. LP vs.
Lesdo LP LLLT LP LLLT LLLT
0,07 0,06 0,20 0,12 0,10 0,24
AV1 (trivia) (trivial) (pequeno) (trivial) (trivial) (pequeno)
0,52 0,21 0,65 0,28 0,15 0,42
AV2 (pequeno) (pequeno) (moderado) (pequeno) (trivial) (pequeno)
0,37 0,00 0,35 0,33 0,02 0,31
AV3 (pequeno) (trivial) (pequeno) (pequeno) (trivial) (pequeno)

AV1: pré-lesdo; AV2: 24h pos-lesdo e AV3: 12° dia pods-lesdo. LLLT: lesdo tratado com laser
convencional; LP: lesdo tratado com laserpuntura.

4.2 Analise da Forga

Nao foi observada diferenca significativa na analise de forga do membro
posterior direito entre os grupos (F= 1,921; p= 0,0542). Diferenca significativa foi
observado na comparagao entre as avaliagées apenas no grupo lesao (F= 12,910; p=
0,018; Figura 4)

Tabela 4 — Valores em gramas da preensao plantar dos grupos avaliados, em média e desvio-
padrdo, para os diferentes momentos de avaliagdo (AV1: pré-lesdo; AV2: 24h poés-leséo e
AV3: 12° dia pos-leséo). C: controle; L: leséo; LLLT: lesdo tratado com laser convencional;
LP: lesao tratado com laserpuntura.

Grupos AV1 AV2 AV3
Cc 241+12,4 32,8+9,3 25,6 + 13,9
L 14,8 + 3,2 23,3+5,8" 29,0 £ 10,27
LLLT 19,0+ 5,0 22,4 +10,5 245+94
LP 222+7)9 19,7174 33,1+13,3

T difere de AV1; p=0,018
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O teste post hoc indicou diferenga significativa entre a AV1 vs AV2 (p= 0,036;
A= 57,43%; grande effect size), vs AV3 (p= 0,025; A= 95,95%; grande effect size) no
grupo lesdao. Nao houve diferenca significativa entre as avaliagcbes para os grupos
LLLT, LP e controle. Destaca-se o efeito moderado na AV3 entre os grupos LP e LLLT

(Tabela 5).

Tabela 5 - Valores de Cohen’s d effect size entre as condigbes experimentais para a variavel
forca

Controle vs. Controle vs. Controle vs. Lesao vs. Lesao vs. LP vs.
Lesao LP LLLT LP LLLT LLLT
1,02 0,18 0,53 1,22 1,00 0,48
AV1 (moderado) (trivial) (pequeno) (grande) (moderado) (pequeno)
1,22 1,55 1,04 0,54 0,10 0,29
AV2 (moderado) (grande) (moderado) (pequeno) (trivial) (pequeno)
0,27 0,55 0,09 0,34 0,45 0,75
AV3 (pequeno) (pequeno) (trivial) (pequeno) (pequeno) (moderado)

AV1: pré-lesdo; AV2: 24h pos-lesdo e AV3: 12° dia pods-lesdo. LLLT: lesdo tratado com laser
convencional; LP: lesédo tratado com laserpuntura.

4.3 Analise morfomeétrica

Os cortes transversais do musculo tibial anterior do grupo C apresentaram
fibras com seus nucleos periféricos, fibras com formato poligonal, com nucleos
periféricos, tecido conjuntivo envolvendo as fibras musculares (endomisio) e demais
estruturas preservadas (figura 8A), ja os grupos L, LLLT e LP demonstraram presenca

de infiltrado inflamatoério, aumento de tecido conjuntivo, presenga de fibras musculares
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com nucleo centralizado e variagao de tamanho das fibras, indicando o processo de

regeneragao muscular (8B, C e D).

Figura 8: Fotomicrografias dos musculos tibial anterior dos ratos Wistar, corte transversal,
coloragdo Hematoxilina e Eosina. Em A, grupo controle (C), com fibras musculares com
formato poligonal, ndcleos de posicao periférica (seta branca), tecido conjuntivo (*): Em B:
grupo lesao (L), onde se destaca fibras musculares com perda do formato poligonal, presenca
de infiltrado inflamatério e nucleos centralizados. Em C: grupo com lesdo tratado com
laserterapia convencional (LLLT) com fibras musculares com nucleos centrais (seta branca),
tecido conjuntivo (*) com perda do arranjo caracteristico. LP: grupo lesdo tratado com
laserpuntura, fibras musculares com perda do formato poligonal e presenca de nucleos
centrais (seta branca). Barra: 50 ym.
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4.4 Quantificagdo da Area de Secgdo Transversa (AST)

Apos 13 dias da criolesdo, os grupos L, LLLT e LP apresentaram reducédo
significativa (F=6,0036; p=0,0001) da AST dos musculos quando comparados ao
grupo controle. Nenhuma das intervengdes propostas (LLLT ou LP) se mostrou eficaz

para aumentar a AST no periodo estudado (Figura 9).

Figura 9: Média e desvio padrdo area de secgdo transversa (AST) em pm? do musculo tibial
anterior direito dos animais avaliados. C: controle; L: lesdo sem fratamento; LLLT: leséo
tratado com laser convencional e LP: les&o tratado com laserpuntura.
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* difere do grupo C; p<0,01

4.5 Proteinas relacionadas a regeneracgao da fibra muscular

O conteudo da proteina MyoD (marcador de ativacao e proliferagdo das células
satélites) nos grupos L e LLLT foi maior quando comparado ao C (F=8,555;
p=0,0026), o mesmo resultado foi observado para a proteina miogenina (marcador da
diferenciagdo das células satélites), ou seja, aumento nos grupos L e LLLT quando

comparado ao C (F 4,542; p=0,0239) (Figura 10).
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Figura 10: Média e desvio padrdo MyoD e Miogenina do musculo tibial anterior dos animais
avaliados. C: controle; L: lesdo sem tratamento; LLLT: lesdo tratado com laser convencional e
LP: lesao tratado com laserpuntura.
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As proteinas Murf (F=0,7338; p=0,5516) e mTOR fosforilada (F=0,5080;
p=0,6841), que indicam atrofia e hipertrofia muscular, respectivamente, nao

apresentaram diferencas entre os grupos (Figura 11).

Figura 11: Média e desvio padrdo para Murf e p-mTOR do musculo tibial anterior dos animais
avaliados. C: controle; L: lesdo sem tratamento; LLLT: lesdo tratado com laser convencional e
LP: lesao tratado com laserpuntura.
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4.6 Quantificagao da porcentagem de area de Tecido Conjuntivo (%ATC) e
conteudo de TFG-f31

Na analise da area de tecido conjuntivo os grupos que receberam algum tipo
de intervencédo (LLLT e LP) apresentaram aumento significativo da quantidade de
tecido conjuntivo quando comparados ao C (F=4,2423; p 0,0152; Figura 12A). A
citocina TGF-B1 que é um indicativo de fibrose apresentou maior conteudo nos grupos
L e LLLT quando comparado ao C (F=4,542; p=0,0239), como observado na figura

12B.

Figura 12: Média e desvio padrdo da porcentagem da densidade de area de tecido
conjuntivo do musculo tibial anterior lesado dos animais avaliados. Média e desvio
padrao do conteudo da citocina TGB1 dos animais avaliados. C: controle; L: lesdo sem
tratamento; LLLT: les&o tratado com laser convencional e LP: leséo tratado com laserpuntura
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* difere do grupo C; p<0,05
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5 DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo indicam conteludo similar das proteinas
MyoD, miogenina e da citocina TGF-1 entre os grupos controle e lesédo tratado com
laserpuntura, sugerindo melhor resposta fisioldgica do grupo LP quando comparado
aos grupos lesdo e lesdo tratado com laser convencional, entretanto n&o foi
observado diferenga entre os grupos lesados nas analises funcionais e morfoldgicas.
Portanto, a hipétese do estudo nao foi comprovada, pois a aplicacdo do /aser de 830
nm, com poténcia de 30 mW e energia total de 1,8 J aplicado por 10 sessdes, néo
acelerou o processo de regeneragao apds criolesdo no musculo tibial anterior de

ratos.

Os dados do presente estudo ndo sao conclusivos para afirmar que a aplicagao do
laser em acupontos favorecem o processo de regeneragdao quando comparado a

aplicagado em pontos sobre a lesdo (terapia convencional).

A criolesdo realizada neste estudo teve por objetivo induzir a um processo
inflamatério agudo semelhante ao que ocorre com humanos. E uma técnica utilizada
em musculos superficiais, como o tibial anterior (ASSIS et al.,, 2013; MESQUITA-
FERRARI et al., 2011; PERTILLE et al., 2017), e gera um comprometimento de 24% a

38% das fibras musculares (ADABBO et al., 2016; ASSIS et al., 2013).

O periodo de 13 dias pds-lesao indica a fase de reparo (LI; CHEN; KIRSNER,
2007), que pode durar de uma a trés semanas, onde ocorre a proliferagdo e
diferenciacdo das células miogénicas, de fibroblastos e miofibroblastos, producao de
fibronectina, colageno e outros componentes da matriz extracelular (JARVINEN et al.,

2000; KANNUS et al., 2003).
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O trauma ou a lesao inflamatéria podem gerar a hiperalgesia muscular, sendo
que os nociceptores podem ser ativados por substancias endogenas e/ou estimulos
mecanicos (GRAVEN-NIELSEN; MENSE,2001). O estimulo doloroso é transmitido da
periferia para a medula espinhal e para o tronco cerebral por fibras pequenas
mielinizadas, localizada e discriminada por sua duragao proporcional a aplicacdo do

estimulo doloroso (AGGUGIA, 2003).

O laser de baixa intensidade € um recurso muito utilizado para reparo tecidual
promovendo reducdo dos niveis de TNF-alfa, reducao de edema, bem como de
diminuicdo de células inflamatdrias, o que levaria a redugéo da dor por melhora do
processo inflamatoério (BORTONE et al., 2008; ENWEMEKA et al., 2004; GUR et al.,
2003; LOPES-MARTINS, 2005). O trabalho de Assis et al, 2013 observou uma
melhora na regeneracdo do musculo esquelético reduzindo a area lesionada,
aumentando a MyoD, expressdo génica de miogenina e VEGF, simultaneamente

MRNA de TGF-( e deposicao de colageno tipo | no tecido lesionado.

No presente estudo a andlise do limiar de retirada do membro lesado, que
indica a resposta de nocicep¢ao do animal, nao apresentou diferenga significativa
entre os grupos nas trés avaliagdes. Foi observado aumento da sensibilidade para
essa resposta, ou seja, foi necessario menor carga para desencadear a resposta de
retirada, na AV2 (24 horas pos-lesdo) nos grupos L e LLLT. Entretanto, apds as
sessbes de tratamento com o /aser (AV3), ndo houve diferenga entre os grupos. Tal
fato pode ser explicado pelo periodo de analise da AV3 (12° dia pés-leséo), pois o
processo inflamatério € caracteristico até 7° dia poés-lesdo (LI; CHEN; KIRSNER,

2007).
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Brunelli et al. (2014) usando o laser ArGaAl, com 780 nandmetros, densidades
de energia de 10 J/cm? (20 mW, irradiagdo por 20 s, energia total 0,4 J) e 50 J/cm?
(40 mW, irradiagao 50 s, energia total de 2 J), por 7, 14 e 21 dias ap6ds a criolesao do
tibial anterior, encontraram diminuicdo no infiltrado inflamatério nos grupos tratados

quando comparado ao grupo lesdo sem tratamento apenas no 7° dia pds-lesao.

Outra técnica usada no tratamento de lesdes musculares é a acupuntura
utilizada para alivio da dor em geral. A metanalise realizada por MacPherson et al.
(2014) avaliou 29 estudos clinicos, envolvendo aproximadamente 18.000 pacientes
com osteoartrite, dores de cabecga cronicas, dores na coluna vertebral, entre outros,
demonstrou melhor efeito analgésico através da acupuntura em relacdo ao placebo
ou sem tratamento. Cao et al. (2012) em outra metanalise incluindo 14 estudos com
aproximadamente 4.000 individuos com osteoartrite no joelho mostraram que a
acupuntura proveu melhora no alivio da dor em relacdo ao grupo placebo ou

tratamentos convencionais.

Na laserpuntura utiliza-se os pontos E36 pela sua funcao anti-inflamatéria e
antinoceptiva (KIM et al., 2007; XIA et al., 2014). O estudo de Zhang et al. (2012)
verificou que o estimulo ao ponto Zusanli (E36) em camundongos reduziu
significativamente a dor crénica na pata ipsilateral e aumentou as concentragdes

extracelulares de ATP e adenosina nos tecidos adjacentes.

Um estudo realizado com laser de 830nm e dose de 4J/cm? em pontos de
acupuntura, especialmente o E36, observou a reducdo do edema induzido por
carragenina e dos mediadores inflamatoérios como bradicinina e histamina (ERTHAL et

al., 2016).
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Outros recursos, como a eletroterapia, também sao utilizados nos acupontos.
Park et al. (2013) apontaram o efeito terapéutico anti-inflamatério da eletroacupuntura
no ponto E36 em ratos com artrite induzida. Em outro estudo de tratamento de dor em
modelo de inflamagdo em animais, o uso de eletroacupuntura aumentou
significativamente o limiar mecénico avaliado com o filamento de Von Frey, além de
diminuir o fator de necrose tumoral a (TNFa) e interleucinas no tecido inflamado (SU

et al., 2012).

Em relacdo a forca de preensdo, no presente estudo nao houve diferenca
significativa entre os grupos nas trés avaliagbes, apenas na comparagao entre as
avaliagdes no grupo lesdo, com aumento da forga. Destaca-se na AV3 do grupo LP

aumento da forga de preensao com efeito moderado em comparagéo ao grupo LLLT.

A metodologia de analise da for¢ca de preensédo foi adaptada para o membro
posterior do animal, como utilizado por Karvat et al. (2018), que analisaram a forga de
preensao do musculo tibial anterior em modelo de compressao do nervo isquiatico de
ratos, observando reducao da forca no 3° dia pds-operatdrio e auséncia de estimulo

no 8° e no 15° dia pés-operatério.

No presente estudo, a extensao da destruigdo das fibras musculares provocada
pela criolesdo gerou uma lesao grau |, pois ndo houve redugéo da for¢a de preensao
do membro lesado. Segundo Jarvinen et al. (2000) na lesdo grau | ha minima perda

da forca e do movimento.

A laserterapia também ¢é aplicada para melhora da performance muscular. O
estudo de Leal Junior et al. (2010), que avaliou a irradiacdo a laser com 904 nm do

musculo tibial anterior de ratos com diferentes energias, verificou melhora no pico de
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forca e trabalho durante contragdes tetanicas induzidas eletricamente e, assim,
atrasou o desenvolvimento de fadiga muscular esquelética, além da reducdo do
aumento esperado nos niveis de lactato sanguineo e atividade da CK. Os melhores

efeitos para a maioria dos desfechos foi observada com uma dose de 1,0 J.

Nampo et al. (2016) em metanalise com o objetivo de avaliar a eficacia da
fototerapia de baixa intensidade no pré-exercicio em humanos, considerando o
aumento da capacidade de exercicio e desempenho muscular, verificaram que os
parametros de saida de energia, energia e dose variaram amplamente. A poténcia
varia de 10 a 200 mW por diodo ou de 50 a 1390 mW por ponto irradiado. A energia
fornecida variou de 12 a 360 J por membro e a dose variou de 3,2 J / cm? a 2500 J

Jcm?

Estudo realizado com jovens sedentarios analisou o efeito do /aser na fadiga e
poténcia muscular durante o salto vertical. Os pardmetros de irradiacdo foram
comprimento de onda 660nm; poténcia de saida 30mW; energia irradiada por ponto
0,24 J; densidade de energia de 4 J/cm?; tempo de irradiacdo de 8 segundos; sendo
oito pontos irradiados no triceps sural; energia total irradiada de 1,92 J; por seis ou 10
sessodes. Os grupos irradiados nao apresentaram melhora comparados ao controle. A
baixa dose de energia aplicada no estudo, de apenas 1,92 J por membro,
possivelmente explica a auséncia de melhora nos resultados tanto para a fadiga
quanto para a poténcia em grandes areas de irradiacdo (KAKIHATA et al., 2015).
Segundo Reis et al. (2014) as divergéncias entre os estudos ocorrem devido o

emprego de diferentes parametros na terapia por laser.



49

A analise morfométrica dos cortes transversais do musculo tibial anterior
demonstrou nos grupos que sofreram criolesdo (L,LLLT,LP) infiltrado inflamatério,
aumento de tecido conjuntivo, fibras com nucleo centralizado e variagdo do tamanho

das mesmas, o que é indicativo do processo de regeneragao muscular.

A area de seccgao transversa (AST) das fibras musculares em todos os grupos
lesados apresentou reducgdo significativa em relagdo ao controle, indicando que o
musculo estava em fase de reparo / regeneragcao. Nenhuma das terapias foi capaz de

aumentar este parametro no periodo de tratamento.

Pertille, Macedo e Oliveira (2012) avaliaram o processo de regeneragao
muscular em ratos idosos apds contusdo no musculo tibial anterior e tratamento com
laser Arserneto de galio-aluminio (GaAlAs), comprimento de onda de 830 nm,
emissao continua, poténcia de saida de 30 mW, energia total de 1 J e observaram
que ap6s 21 dias da lesdao a AST das fibras musculares retornaram aos valores do
grupo controle. O periodo de 21 dias é caracterizado pela fase de remodelagéao e
amadurecimento das fibras musculares regeneradas (LI; CHEN; KIRSNER, 2007),
onde é possivel verificar o aumento da AST.

Sobre as proteinas relacionadas ao processo de regeneragdo muscular, a
expressdo de MyoD é mantida durante a proliferagdo das células satélites e
diferenciagédo precoce em mioblastos. O pico de diferenciagdo dos mioblastos é
caracterizado pela expressdo de miogenina (FUCHTBAUER; WESTPHAL, 1992;
GROUNDS et al, 1992; YABLONKA-REUVENI; RIVERA, 1994; YABLONKA-

REUVENI et al., 1999).
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Van Der Poel et al. (2011) avaliaram o processo de regeneragao muscular
apos aplicacédo de bupivacaina em animais jovens e adultos. Os resultados mostraram
aumento da expressao de MyoD apds 72 horas da lesdo e da miogenina apds sete
dias da lesdo. Ja o estudo de Fuchtbauer et al. (1992) revelou a presenga de MyoD e

miogenina em fibras musculares regeneradas por até duas semanas.

No presente estudo a proteina MyoD apresentou maior conteudo grupos L e
LLLT em relagédo ao controle e o mesmo resultado foi observado para a miogenina, o
que sugere que apos 13 dias da lesdo, esses grupos ainda mantinham alta taxa de
diferenciacdo dos mioblastos. O grupo LP apresentou valores similares ao controle
para as duas proteinas. Provavelmente o laser acelera o quadro inflamatério e
diminui o tempo de exposicdo aos efeitos nocivos dessa fase, como a producao de

espécies reativas de oxigénio.

N&o houve diferenga entre os grupos no conteudo das proteinas que indicam
atrofia ou hipertrofia muscular, observado na analise das proteinas Murf e mTOR
fosforilada. A MuRF-1 é uma enzima ubiquitina ligase E3 reconhecida como marcador
do processo de atrofia muscular em diversos modelos experimentais (BODINE et al.,
2001). O resultado encontrado no presente estudo sobre a Murf indica que o processo
de regeneracdo muscular ocorreu naturalmente em todos o0s grupos e que as

intervengdes ndo geraram prejuizo ao processo.

A proteina quinase mTOR coordena o crescimento celular e desempenha um
papel fundamental na fisiologia celular (SAXTON; SABATINI, 2017). A subunidade
mTORC1 promove a sintese de proteinas (catabolismo) em grande parte através da

fosforilagdo da p70S6 quinase 1 (S6K1) e proteina de ligagao elF4E (HOLZ et al.,
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2005). No presente estudo o conteudo da mTOR fosforilada foi similar entre os
grupos, indicando que no 13° dia pés-leséo a via da mTOR né&o interferiu na formacao

das novas fibras musculares.

Em relacdo a andlise da porcentagem de area do tecido conjuntivo houve
aumento significativo nos grupos LLLT e LP, em contrapartida a citocina TGF31,
indicativa de fibrose, apresentou maior conteudo apenas nos grupos L e LLLT. No

grupo laserpuntura a TGF—B1 apresentou conteudo similar ao controle.

Mesquita-Ferrari et al. (2011) analisaram o efeito da LLLT na expresséo de
TGF-B apds criolesdo no musculo tibial anterior de ratos e tratamento com laser 660
nm (20 mW, 5 J/cm?, 10 segundos por sessao, trés vezes por semana, durante 7 e 14
dias) e observaram que a LLLT modula a curto prazo a expressao de citocinas, com a

reducéo TGF-p.

A citocina TGB1 foi avaliada nos dias 1, 2, 3, 7, 14, 21 e 28 no musculo
gastrocnémio de ratas apds contusao e tratamento com LLLT GaAlAs, 635 nm, 17,5
mW/cm?, 20 minutos, por 10 dias, sendo observado redugdo desta citocina no 3° e
28° dia, e aumento do conteudo no 7° e 14° dias, mostrando que o LLLT modulou o

TGB1 durante o experimento (LUO et al, 2013).

O tecido conjuntivo que forma a matriz extracelular tem papel importante na
geracao e transmissao de forca no musculo e € um fator chave nos sinais, sintomas e
prognoéstico de lesbes musculares (KJAER et al.,, 2006). Portanto, quanto mais a
matriz extracelular é prejudicada numa lesdo muscular, pior sera o progndstico
(BALIUS et al., 2009; BRUKNER; CONNEL, 2016; COMIN et al., 2013). Os resultados

do grupo LP no presente estudo sugerem que a aplicagdo do /aser nos acupontos
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pode favorecer a modulagao da citocina TGF-B1 e reduzir a possibilidade de formagéao
de fibrose no local da leséo.

Tal fato apresenta importancia clinica, pois a formagéo de fibrose no local da
lesdo muscular aumenta a possibilidade de recidiva (re-injury). A lesao recorrente &
um preditor importante que define um tempo maior de recuperacdo quando
comparado com lesdo que acontecem pela primeira vez (EKSTRAND; HAGGLUND;
WALDEN , 2011; EKSTRAND et al., 2012; LEE; MITCHELL; HEALY, 2012). Portanto,
a re-injury deve ser um parametro incluido na classificagdo das lesdes musculares

(VALLE et al., 2017).

O presente estudo apresenta como limitacbes a energia aplicada pode nao ter
sido suficiente para mostrar efeitos benéficos para a fase inicial do processo de
regeneragao; a auséncia de avaliacbes em periodos diferentes como 3 dias (fase
inflamatdria) e 21 dias (fase de maturagdo das fibras regeneradas), além da analise
de marcadores inflamatorios como TNF-a e interleucinas. Os resultados encontrados
neste estudo podem servir de base para estudos futuros, explorados de forma a
comprovar se uma das técnicas pode ser mais eficaz no tratamento da leséo

muscular.
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6 CONCLUSAO

Conclui-se que a aplicacdo do /aser nos parametros propostos no presente
estudo ndo gerou efeitos sobre o processo de regeneragdo apods criolesdo no
musculo tibial anterior de ratos, em nenhuma das intervengdes.A aplicacao do /aser
nos acupontos E36 e BP6 resultou na melhor resposta das proteinas MyoD e
miogenina e da citocina TGF-B1, que apresentaram conteudo similar ao controle,
sugerindo assim o equilibrio no processo de regeneragdo com a formagéao de novas

fibras musculares e a reorganizagcao da matriz extracelular.

As analises funcionais e morfolégicas propostas ndo demostraram a eficacia da
aplicagao do laser em acupontos ou em pontos sobre o ventre muscular (terapia

convencional) no periodo estipulado.
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