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RESUMO 
 
 As lesões musculares representam um dos principais quadros clínicos 

encontrados nos centros de reabilitação. A terapia laser de baixa potência (TLBP) 

tem apresentado bons resultados no que diz respeito a modulação do processo 

inflamatório de tecido muscular em processo de reparo e prevenção de fibrose. O 

objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da TLBP sobre os aspectos morfológicos 

do tecido muscular, remodelamento de colágeno e a atividade da metaloproteinase 

de matriz 2 (MMP-2) em músculo esquelético de ratos após lesão aguda. Foram 

utilizados ratos Wistar, divididos em 05 grupos: (1) Controle; (2) Sham; (3) TLBP; (4) 

Criolesão e (5) Criolesão e TLBP. A criolesão consistiu de duas aplicações de 

bastão resfriado em nitrogênio líquido no músculo tibial anterior (TA). Para o 

tratamento diário foi utilizado o laser Arseneto de Gálio Alumínio (780nm, potência 

de 40 mW, área do feixe de 0.04 cm2 e energia total de 3.2J). Os períodos de 

análise foram 1, 3 e 7 dias. Os aspectos morfológicos foram avaliados por coloração 

de H&E, a quantidade e distribuição das fibras colágenas pela coloração de 

picrosirius sob luz polarizada e atividade e identificação da MMP-2 pelas técnicas de 

zimografica e western blotting respectivamente. Os resultados demonstraram que a 

TLBP reduziu o número de células inflamatórias totais e da mionecrose após 1 dia, 

promoveu aumento no número de vasos sanguíneos após 3 e 7 dias além de 

umentar o número de fibras musculares novas e imaturas, promoveu melhora na 

organização e distribuição de colágeno e aumentou a atividade da MMP-2 após 7 

dias. Em conclusão a TLBP promoveu efeitos positivos sobre o reparo do músculo 

esquelético modulando o processo inflamatório, a atividade da MMP2 e o 

remodelamento das fibras colágenas neste tecido.  

  

 

 

Palavras-chave: laser, músculo esquelético, lesão, metaloproteinase de matriz 2, 

colágeno. 
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ABSTRACT 
 
 The muscle injuries represent a major clinical found in rehabilitation centers. 

Low-level laser therapy (LLLT) has demonstrated positive effects in modulating the 

inflammatory response, muscle tissue repair and the prevention of fibrosis. The aim 

this study was to evaluate the effects of low-level laser therapy (LLLT) on the repair 

of skeletal muscle in rats following acute injury through an analysis of morphological 

aspects, collagen fibers and the gelatinolytic activity of matrix metalloproteinase 2 

(MMP-2) following injury. Wistar rats were divided into five groups: 1) control group; 

2) sham group; 3) LLLT group; 4) non-treated injury group; and 5) injury + LLLT 

group. The acute injury was induced in tibialis anterior (TA) muscle by the contact 

with a cooled metal probe (3 mm in diameter) during 10 seconds, twice, in the same 

muscle area. LLLT was performed daily using an Aluminum Gallium Arsenide laser 

(780nm, output power of 40 mW, beam area of 0.04 cm2 and total energy of 3.2J). 

The muscles were analyzed at one, three and seven days. The results showed that 

LLLT induced a reduction in inflammatory infiltrate and myonecrosis after one day, an 

increase in the number of blood vessels after three and seven days as well as an 

increase in the number of immature muscle fibers and MMP-2 gelatinase activity after 

seven days. In conclusion LLLT has a positive effect on the inflammatory process, 

MMP2 activity and collagen organization and distribution in the repair process of rat 

skeletal. 

 

 

Keywords: laser, skeletal muscle, injury, matrix metalloproteinase 2, collagen. 
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1. CONTEXTUALIZAÇÃO 
 

 As lesões musculares representam um dos principais quadros clínicos 

encontrados nos centros de reabilitação, e podem ocorrer por causas diretas (por 

exemplo, contusões e lacerações) ou por causas indiretas, tais como isquemias e 

disfunções neurológicas (BISCHOFF et al., 1994; CHARGÉ et al., 2004; SHI et al., 

2006). A rápida e eficiente regeneração muscular bem como a prevenção da 

formação excessiva de tecido cicatricial fibroso são os principais objetivos do 

processo de reabilitação (HUARD et al., 2002). 

 

1.1 Fases do processo de reparo muscular 
 

 Após a lesão muscular, inicia-se o processo de reparo que consiste em várias 

fases interdependentes: degeneração e inflamação, regeneração, fibrose / formação 

de cicatriz, e remodelação (TIDBALL, 2005).  A fase inicial deste processo é 

caracterizada pela migração de células inflamatórias, necrose das fibras lesionadas 

e fagocitose dos detritos celulares levando à ativação de células precursoras 

miogênicas (células tronco musculares) conhecidas como células satélites (HAWKE 

et al., 2001; TIDBALL & VILLALTA, 2010). Após a ativação, estas células proliferam, 

se diferenciam em mioblastos que posteriormente se fundem às fibras lesionadas ou 

formam uma nova fibra muscular funcional (HAWKE et al., 2001; CHARGÉ et al., 

2004; SHI et al., 2006; DOGRA et al., 2007).  

 

1.2 Células satélites (CS) 
 

 Em 1961, as células satélites (CS) foram identificadas pela primeira vez 

quando o exame de microscopia eletrônica do músculo esquelético demonstrou uma 

célula localizada entre a membrana plasmática e a membrana basal da fibra 

muscular (MAURO, 1961). 

 Nos últimos anos, tem sido demonstrado conclusivamente que a CS é a fonte 

primária de células musculares para a regeneração muscular, possuindo o potencial 

de autorrenovação. Um pequeno subconjunto pode se diferenciar em outros tipos 

celulares como adipogênicas, fibrogênicas e osteogênicas funcionando como uma 

célula-tronco do músculo esquelético (ASAKURA et al., 2001; CSETE et al., 2001; 
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SHEFER et al, 2004; COLLINS et al., 2005; DAY et al., 2007; KUANG et al., 2008; 

YABLONKA-REUVENI et al., 2008; AMINI-NIK et al., 2011; BRACK et al., 2012). 

 Em um músculo esquelético maduro, as CS residem em um estado de 

repouso (quiescente) e expressam marcadores como Pax-7, CD34 e M-caderina, 

mas podem voltar a entrar no ciclo celular em resposta a uma variedade de 

estímulos, tais como treinamentos e lesões (ZAMMIT, et al., 2006). Em resposta a 

uma lesão muscular, as CS retomam o ciclo celular (ativadas) e proliferam-se. Uma 

pequena proporção sofre autorrenovação, ou seja, regressam ao estado quiescente 

para reabastecer a população de CS, porém a maioria se compromete com a 

regeneração e subsequentemente, se diferenciam e migram para a região danificada 

fundindo-se na fibra muscular pré-existente ou constituem uma nova fibra muscular 

(HAWKE & GARRY, 2001; TEDESCO et al., 2010).  Nestas diferentes etapas, as CS 

expressam marcadores miogênicos, que controlam as fases de ativação, 

proliferação e diferenciação celular durante o processo de reparo muscular 

(CHANGÉ & RUDNICKI, 2004; SHI & GARRY, 2006).  

 Entre os marcadores miogênicos destacam-se os fatores regulatórios 

miogênicos (FRMs), que são proteínas que pertencem à família dos fatores 

transcricionais músculo-específicos “basic helix-loop-helix” (bHLH), da qual fazem 

parte a MyoD, Myf5, Miogenina e MRF4 (LASSAR et al., 1994; OLSON et al., 1995; 

HAWKE & GARRY, 2001; RELAIX et al., 2006; ZAMMIT et al., 2008; YEN et al., 

2010; TIDBALL & VILLALTA, 2010)  

 Os mecanismos moleculares que controlam a ativação das células satélites 

ainda não são totalmente compreendidos, embora alguns estudos tenham 

demonstrado que citocinas inflamatórias (TNF-α, IL-1, IL-6 e IL-15) e fatores de 

crescimentos (HGF, FGF, IGF-I, TGF-β) são capazes de modular a expressão dos 

FRMs (LANGEN et al., 2004; KUANG et al., 2008; TEDESCO et al., 2010).  

 

1.3 Remodelamento da matriz extracelular – Papel das Metaloproteinases de 
matriz (MMPs) 
 

 Ao longo das fases do processo de reparo ocorre a ativação de diferentes 

tipos celulares, juntamente com a síntese e degradação de proteínas intracelulares e 

componentes de matriz extracelular (MEC) (HUARD et al., 2002; CARMELI et al., 

2004; KJAER, 2004; MANN et al., 2011). No tecido muscular normal, a MEC é 
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composta principalmente de colágenos dos tipos I, III, IV, além de laminina, 

fibronectina, tenascina e proteoglicanos, que circundam as fibras musculares e 

desempenha um papel importante na manutenção da estrutura e reforço da função 

contrátil do músculo (KJAER, 2004; MANN et al., 2011; TANG et al., 2011). 

 As metaloproteinases de matriz (MMPs) são uma família de aproximadamente 

25 enzimas que podem digerir seletivamente componentes individuais da MEC em 

processos fisiológicos e patológicos nos diferentes tecidos dentre eles o músculo 

esquelético (CORNELISON, 2008; ZIMOWSKA et al., 2008; CHEN & LI, 2009).  

No músculo esquelético destacam-se as colagenases (MMP-1, -8, -13 e -18) que 

têm a capacidade de clivar colágeno do tipo intersticial I, II e III, e as gelatinases 

(MMP-2 e -9) que degradam colágeno do tipo desnaturado IV, VII e X em muitos 

tecidos (CHEN & LI, 2009). As MMP-2 e -9 (também conhecidas como gelatinase A 

e B, respectivamente) são dependentes de cálcio e zinco para exercerem suas 

atividades proteolíticas possuindo importantes papeis durante o remodelamento da 

MEC e regeneração muscular (BELLAYR et al., 2009).  

 Em situações fisiológicas os níveis de MMP-2 ativas no tecido muscular 

esquelético são relativamente baixos e a atividade da MMP-9 está ausente, sendo 

que a expressão destas enzimas sofre regulação por citocinas e fatores de 

crescimento (CARMELI et al., 2006). No entanto, o aumento da atividade de ambas 

MMPs, -2 e -9, têm sido demonstrado em várias condições patológicas, tais como 

miopatia (distrofia de duchenne) e em condições inflamatórias no músculo 

esquelético (KHERIF et al., 1999; KIESEIER et al., 2001, SCHOSER et al.,2002; 

FUKUSHIMA et al., 2007; ZIMOWSKA et al., 2008). 

 A MMP-2 está diretamente relacionada com a regeneração de novas fibras 

musculares, uma vez que atua sobre a degradação do colágeno de tipo IV e outros 

componentes da MEC, tais como fibronectina, laminina, elastina e proteoglicanos, 

estas proteínas constituem a membrana basal (lâmina externa) que circundam a 

fibra muscular. A proteólise destes componentes da membrana basal após lesão é 

importante para a proliferação, diferenciação de células satélites, fusão de 

mioblastos e formação de novos vasos sanguíneos (angiogênese) que desempenha 

um papel importante para o sucesso da regeneração muscular (CARMELI et al., 

2004; CHEN & LI, 2009; ZIMOWSKA et al., 2012). Por outro lado, a MMP-9 está 

associada não só com a degradação da MEC durante a inflamação, mas também 

com a ativação das células satélites durante o inicio da regeneração (KHERIF et al., 
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1999; ZIMOWSKA et al., 2008).  Além disso, tem sido sugerido que a redução na 

atividade da MMP-9 e/ou da MMP-2 pode contribuir para o acúmulo excessivo de 

componentes da MEC e consequentemente o desenvolvimento de fibrose muscular 

(BELLAYR et al., 2009; ZIMOWSKA et al., 2012).  

 A fibrose excessiva no tecido muscular representa uma barreira mecânica à 

migração e fusão celular, limita a perfusão vascular no local da lesão impedindo a 

regeneração normal após lesão deste tecido (CARMELI et al., 2006; CHEN et al., 

2009; MANN et al., 2011).  

 

1.4 Terapia Laser de baixa potência (TLBP) e regeneração muscular 
 

 A palavra laser é uma acrônimo que corresponde “Light Amplification by 

Stimulated Emission of Radiation”, a qual significa “Amplificação da Luz por Emissão 

Estimulada por Radiação” (MALUF et al., 2006; LINS et al., 2010). A aplicação 

terapêutica do laser monocromático, possui baixa energia com potência 

relativamente baixa (inferior a 500 mW), utilizando dosagens normalmente inferiores 

a 35 J/cm² e consideradas baixas para efetuar qualquer aquecimento nos tecidos 

irradiados, sendo conhecida como terapia laser de baixa potência (TLBP) ou 

simplesmente laserterapia (MIKAIL, 2009). Existem diversos tipos de lasers, os mais 

usados encontram-se na porção óptica do espectro vermelho e infravermelho (400 a 

780 nm e 780 a 1mm) sendo seus fótons de energia inferiores a 2,0 elétron-volt (eV) 

e, portanto, inferiores à energia da ligação das moléculas biológicas e do DNA, não 

havendo a quebrar de ligações químicas e desta forma, não e capazes de induzir 

mutação e carcinogênese (FUJIHARA, 2006, MOORE et al., 2005).  

 De uma forma resumida, a ação da irradiação laser nos tecidos consiste na 

absorção da luz (fótons) pelos fotorreceptores localizados nas células, que são 

capazes de modular as reações bioquímicas e fotoquímicas específicas dentro da 

célula e estimular uma série de reações intracelulares, resultando em uma 

aceleração da transferência de elétrons em partes da cadeia respiratória ocorrendo 

assim à síntese de ATP (DORTBUDAK, 2000; STEIN et al., 2005; RENNÓ et al., 

2011). 

 O laser de baixa potência (LBP) é considerado um recurso fotobioestimulante 

em tecidos, por meio de seus efeitos biológicos em diversas condições clínicas e 

experimentais, tais como analgésicos, anti-inflamatórios e cicatrizantes (WEISS & 
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ORON, 1992; BIBIKOVA & ORON, 1995; ROCHKIND et al., 2001; BJORDAL et al., 

2003; NAKANO et al., 2009; LINS et al., 2010; DOURADO et al., 2011).  

 Nos últimos anos muitos estudos têm avaliado os efeitos da irradiação laser 

sobre o tecido muscular, entretanto, os efeitos do TLBP na regeneração dos tecidos 

dependem essencialmente dos parâmetros dosimétricos adotados como o tempo de 

exposição, da dose, do comprimento de onda e da frequência de irradiação utilizada 

(KARU, 2005; BIBIKOVA & ORON, 1995).  

 Neste contexto, CRESSONI et al., 2008 verificaram que o laser InGaAlP, no 

comprimento de onda 785nm com dose de 2.7J por sessão (2 e 4 sessões) foi capaz 

de reduzir o infiltrado inflamatório e acelerar a regeneração do tecido conjuntivo por 

estimular a proliferação de fibroblastos, proporcionando assim condições para 

melhorar a organização e o alinhamento das fibras musculares em regeneração, os 

animais que receberam 4 sessões de tratamento apresentaram células musculares 

em um estágio mais avançado de maturação.  

 BARBOSA et al., 2009 que utilizaram o laser vermelho (685 nm, 4,2 J/cm2) 

sobre o músculo gastrocnêmio de camundongos submetidos a lesão por veneno de 

Bothrops jararacussu e observaram uma redução de 83,5% de mionecrose após 24 

horas  

 SOUZA et al., 2011 observaram que o laser com comprimento de onda 660 

nm, (20 mW, 5 J/cm2) apresentam efeitos bioestimulantes nas fases de regeneração 

e fibroses durante o reparo do músculo esquelético, promovendo a angiogênese, 

reduzindo mionecrose e induzindo a síntese de colágeno tipos I e III no músculo TA 

de ratos após criolesão. Já BAPTISTA et al., 2011 analisando a quantidade e 

distribuição das fibras colágeno IV no músculo TA de ratos, observaram que o laser 

(660 nm, 20 mW, 5 J/cm2) promoveu um aumento das fibras de colágeno do tipo IV 

sete dias após a indução da criolesão, mas não alterou a duração do processo de 

reparação, a completa regeneração muscular foi observada após 21 dias.  

 

1.5 Justificativa 
 

 Apesar do processo de regeneração muscular ter sido amplamente estudado 

nas últimas décadas, existem muitas questões a serem investigadas, especialmente 

aquelas relacionadas aos possíveis recursos e agentes terapêuticos capazes de 

proporcionar um processo de reparo muscular de melhor qualidade e menor 
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duração. Nesse contexto, o TLBP tem alcançado destaque, porém há necessidade 

de evidências científicas que determinem com segurança os parâmetros 

dosimétricos e protocolos a serem utilizados nas diferentes fases deste processo. 

 Este estudo contribuirá para o melhor entendimento dos mecanismos de ação 

do laser λ 780nm sobre o músculo esquelético em processo de reparo em especial 

sobre os aspectos morfológicos do tecido muscular, o remodelamento de colágeno e 

a atividade da metaloproteinase de matriz 2 (MMP-2). Além disso, este trabalho 

possibilitará ampliar os conhecimentos com relação à utilização da TLBP para o 

tratamento de clínico de lesões musculares. 
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2. OBJETIVOS  
 
2.1 Geral:  
 

Este projeto tem como objetivo geral analisar os efeitos do laser de baixa 

potência (λ 780nm) no músculo tibial anterior de ratos durante o processo de reparo 

após criolesão. 

 
2.2 Específicos: 
  
Foram avaliados os efeitos da irradiação laser de baixa potência (λ 780nm) no 

músculo tibial anterior de ratos em processo de reparo após criolesão quanto a: 

  

 Avaliação qualitativa e quantitativa dos aspectos morfológicos relacionados ao 

processo inflamatório e reparo por coloração de Hematoxilina e Eosina (H&E). 

 Avaliação qualitativa e quantitativa das fibras colágenas por coloração de 

picrosirius sob luz polarizada. 

 Avaliação da atividade gelatinolítica da MMP-2 por zimografia. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS  
 

A metodologia utilizada no presente estudo foi conduzida segundo as normas 

internacionais de ética na experimentação animal (NATIONAL RESEARCH 

COUNCIL, 1996), e foi aprovada pelo Comitê de Ética em Pesquisa Animais da 

Universidade Nove de Julho (UNINOVE) (protocolo de aprovação AN0012/2012) e 

realizada no laboratório de pesquisa do Programa de Mestrado e Doutorado em 

Ciências da Reabilitação da UNINOVE.  

 
3.1 Animais:  
 

Para a realização deste estudo foram utilizados 100 animais ratos (Rattus 

norvegicus: var. albinus, Rodentia, Mammalia) machos, da linhagem Wistar, com 

dois meses de idade e massa corporal 200±15 gramas, mantidos no biotério da 

UNINOVE. Os animais foram mantidos em caixas plásticas apropriadas, temperatura 

ambiente (22°C), umidade relativa (40%), luminosidade controlada com ciclo de 12h 

(claro/escuro) e com comida e água ad libitum.  

 

3.2  Delineamento experimental:  
 

Os animais foram distribuídos aleatoriamente em 05 grupos experimentais: 

-Grupo Controle: Os animais não foram submetidos a nenhum procedimento, 

havendo remoção bilateral do músculo tibial anterior (TA) (n=05);  

-Grupo Sham: Os animais foram apenas submetidos ao procedimento de exposição 

do músculo TA, havendo remoção bilateral do músculo TA(n=05); 

Grupo irradiado com LBP: Os animais receberam apenas a irradiação laser (n=30); 

Grupo Criolesão sem tratamento (L): Os animais foram apenas criolesionados 

(n=30);  

Grupo Criolesão tratado com LBP: Os animais foram criolesionados e tratados 

com laser (n=30);  

 Os animais dos grupos irradiado com LBP, criolesão sem tratamento e 

criolesão tratado com LBP foram eutanasiados após 1, 3 e 7 dias sendo n=10 para 

cada período avaliado (n=5 para análises de atividade e caracterização de MMP-2; 

n=5 para análises morfológicas do tecido muscular e do remodelamento do 
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colágeno). Os animais do grupo irradiado com LBP receberam a aplicação 

diretamente sobre a área correspondente ao local dos grupos criolesionados.  

 

3.3  Procedimento de Criolesão: 
 

Os procedimentos cirúrgicos foram realizados de acordo com o descrito por 

MIYABARA et al., 2005 e MESQUITA-FERRARI et al., 2011. Os animais foram 

pesados e em seguida anestesiados proporcionalmente à massa corporal com 

administração intraperitoneal de 1 mL/kg de 1% ketamina HCL (Dopalen, Vetbrands, 

São Paulo, Brasil) e 2% xilazina (Anasedan, Vetbrands, São Paulo, Brasil). Para 

aplicação da anestesia foram utilizadas seringas da marca BD 100 Unidades com 

Agulha BD Ultra-Fine®, modelo insulina com a agulha Ultra-Fine® (regular), 

comprimento: 12,7 mm, calibre: 0,33 mm e bisel trifacetado. Posteriormente à 

indução anestésica, os animais foram posicionados em uma superfície plana e 

realizado a tricotomia da região correspondente ao músculo TA (Fig. 1). 

O músculo TA esquerdo (TAE) foi exposto cirurgicamente e submetido ao 

procedimento de criolesão, que consistiu na aplicação de um bastão metálico de 

extremidade plana (3 mm de diâmetro) que foi previamente resfriado em nitrogênio 

líquido, diretamente na superfície do músculo TA exposto e mantido nessa posição 

por 10 segundos (Fig.1). Após o descongelamento da área, o procedimento foi 

repetido na mesma área por mais 10 segundos. Após esse procedimento foi 

realizada a sutura utilizando-se fio de poliamida (5,0) (Fig. 1) e os animais foram 

mantidos em caixas plásticas com temperatura ambiente de (37°C) até ficarem 

conscientes para prevenir a hipotermia.  

O modelo de lesão muscular por meio de criolesão foi o escolhido para este 

estudo devido ao fato deste, ser um modelo no qual se consegue executar uma 

lesão na superfície ventral do músculo, com características semelhantes, de forma 

limpa, causando menor variabilidade na severidade da lesão (OLIVEIRA et al., 2007; 

BAPTISTA et al., 2011). 
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Figura 1: Demonstração do procedimento de criolesão. 

 

3.4  Procedimento de irradiação laser: 
 

 O dispositivo laser utilizado foi o Twin Laser® (MM Optics, São Carlos – SP, 

Brasil) (Fig. 2) e os parâmetros utilizados estão descritos na tabela 1. 

 
Tabela 1. Parâmetros dosimétricos utilizados para a TLBP. 

Meio ativo                                                               AsGaAl
Comprimento de onda:                                          780 nm    
Frequência do laser:                                              Contínuo   
Potência de saída:                                                   40 mW    
Densidade de Potência:                                          1 W/cm²    
Área do feixe:                                                        0.04 cm²    
Densidade de energia:                                           10 J/cm²    
Energia por ponto:                                                   0.4 J       
Energia por tratamento:                                           3.2 J       
Tempo de irradiação por ponto:                               10 s         
Tempo de irradiação por tratamento:                       80 s         
Pontos irradiados:                                                     8  
  
 Para a irradiação laser, os animais foram contidos manualmente e foi utilizado 

a técnica pontual diretamente sobre a pele que recobre o músculo TAE, na região da 

incisão e ao redor da área da lesão, abrangendo aproximadamente 8 pontos. Para 
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evitar refração do feixe do laser foi utilizado para aplicação o ângulo de 90°C entre o 

emissor e a pele do animal (Fig. 2).  

 O tratamento foi iniciado 2h após o procedimento de criolesão sendo 

realizado diariamente até o período de eutanásia de cada grupo experimental. No 

inicio e final do procedimento experimental, a potência de emissão de luz do laser foi 

aferida utilizando o “LaserCheck power meter” (MM Optics, São Carlos – SP, Brasil). 

 

 
Figura 2: Imagem demonstrativa do equipamento laser e procedimento de irradiação. 

 

3.5  Eutanásia dos animais e remoção dos músculos  

 Após o período experimental de cada grupo, os animais foram eutanasiados 

utilizando a câmara de dióxido de carbono (CO2). Em seguida, os animais foram 

pesados e os músculos TA foram retirados e pesados.  Para análise de zimografia 

as amostras foram imediatamente armazenadas em freezer a -80°C. Para a análise 

morfológica as amostras foram armazenadas em formol tamponado 10 % em PBS 

1X (pH 7,4).  

3.6 Análise morfológica qualitativa 

 

Para o processamento histológico os músculos foram fixados durante 24 

horas em formol tamponado a 10% (pH 8,0). Em seguida os músculos foram 

hemisseccionados na região central da área lesionada. Os tecidos então foram 

desidratados em soluções com concentração crescente de álcool etílico (70%, 80%, 

90%) num período de 90 minutos cada, passados três vezes em álcool absoluto e 

três vezes em Xilol (Reagen). A impregnação e inclusão em parafina (paraplast, 

Sigma, USA) foram efetuadas em duas incubações durante 1 hora a 60°C. Os 
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músculos foram clivados e incluídos transversalmente com as porções centrais do 

fragmento posicionadas mais externamente no bloco. Foram feitos em média 03 

cortes de 10 μm de espessura no micrótomo (Leica RM2125, Nussloch, Alemanha). 

Os cortes foram colocados em lâminas de microscopia desengorduradas e 

previamente filmadas com solução de glicerol-albumina (0,5%), mantidos em estufa 

a 37°C durante 12 horas e submetidos às colorações histológicas de hematoxilina e 

eosina (H&E).  

Os cortes histológicos foram avaliados por microscopia de luz (microscópio 

Axioplan 2 Zeiss, Alemanha). A análise qualitativa dos cortes histológicos corados 

com H&E incluiu uma descrição das fases da reparação de tecidos, envolvendo a 

presença e tipo de infiltrado inflamatório, edema, necrose e fibras musculares 

imaturas e vasos sanguíneos. 

 

3.7 Análise morfológica quantitativa 

 

 Para análise quantitativa, cinco áreas (aumento de 400X), sendo (margem 

esquerda, meio e margem direita) correspondentes a 50% da área total da lesão 

foram fotografadas com auxílio de microscópio de luz convencional (Zeiss Axioplan 

2, Alemanha). As imagens foram analisadas por um patologista experiente sem o 

conhecimento prévio dos grupos experimentais, usando o plugin Count Cells do 

software Image J (National Institute of Health - NIH, EUA). Foram contabilizadas as 

células inflamatórias totais, a mionecrose, os vasos sanguíneos e as fibras 

musculares imaturas (novas), por área. Pelo menos três lâminas de cada animal 

foram examinadas e os dados foram submetidos à análise estatística. 

 
3.8  Análise qualitativa e quantitativa das fibras colágenas 

 

 Cortes adicionais foram corados com Picrosirius Red (Sigma, St. Louis, MO, 

EUA), seguindo o método descrito por (JUNQUEIRA et al., 1982) e foram 

examinados com auxílio de microscópio de luz polarizada Pol-Interferencial 

Photomicroscope (Modelo 61282, Carl Zeiss, Alemanha). As imagens também foram 

analisadas pelo programa Image J (National Institute of Health - NIH, EUA), no qual 

a área relativa ocupada pelas fibras colágenas foi calculada em relação à área total 

do corte, conforme descrito por (HADI et al., 2011). 
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3.9 Análise da atividade gelatinolítica da MMP-2 por zimografia 

 

O extrato tecidual do músculo TA foi testado quanto à presença de atividade 

proteolítica, conforme descrito por CLEUTJENS et al., 1995. As amostras 

musculares de aproximadamente 50 mg foram lavadas duas vezes em solução 

salina e então foram homogeneizadas em 2ml de tampão de extração (10 mM de 

ácido cacodílico, pH 5,0, 150 mM de NaCl, 1 μM de ZnCl2, 20 mM de CaCl2, 1.5 mM 

de NaN3, e 0.01% de Triton X-100) com contínua homogeneização no gelo por um 

período de aproximadamente 05 minutos. O conteúdo proteico total foi estimado 

usando o reagente Bradford (BioRad Laboratories, Hercules, CA, EUA) de acordo 

com o método descrito por BRADFORD, 1976. 

Para o ensaio enzimático 100 µg de proteínas foram resolvidas por 

eletroforese em gel de poliacrilamida (10%) com 1 mg/mL de gelatina bovina (Sigma-

Aldrich, St Louis, EUA). Após a eletroforese, o gel foi lavado 2 vezes durante 30 

minutos em solução 2,5 % de Triton X-100 para remoção do SDS e foi incubado no 

tampão de substrato (50 mM de Tris-HCl, pH 8,0, 5 mM de CaCl2, 10 mM de ZnCl2 e 

0,02 % de NaN3), a 37ºC, durante aproximadamente 20 horas. Após este tempo, o 

gel foi corado com Coomassie Blue por 30 minutos, descorado com ácido acético: 

metanol: água (1: 4: 5) para visualização das bandas de atividade. Para 

documentação, o gel foi escaneado e analisado. Foi utilizado o software Image J 

(NIH) para a quantificação das bandas de atividade proteolítica do gel por 

densitometria (quantidade em pixels). Em seguida esses valores foram convertidos 

em unidades arbitrárias a partir do valor obtido no grupo controle.  

 
3.9.1 Identificação da MMP-2 por Western Blotting (WB): 
 

Para isso, 100 µg de proteínas de cada extrato muscular foram misturados em 

tampão de amostra redutor 4X concentrado (2% de SDS, 125 mM de Tris-HCl pH 

8,0, 10% de glicerol, 0,001% de azul de bromofenol, 2% de β-mercaptoetanol), 

aquecidas a 95°C por 10 minutos e separadas por eletroforese em géis de 

poliacrilamida-SDS a 10%. Em seguida, as proteínas foram transferidas para uma 

membrana de nitrocelulose (Invitrogen) em tampão contendo 1,2 mM de Tris-HCl pH 

8,0, 9,6 mM de glicina e 20% de metanol por um período aproximadamente de 120 

minutos. Logo após, todas as membranas foram coradas com Ponceau S (Sigma-
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Aldrich, St Louis, EUA) para confirmar a eficácia da transferência. Em seguida foi 

realizado o bloqueio com 5% de leite desnatado, e a incubação por 16 horas 

(overnight) a 4°C com o anticorpo primário anti-MMP-2 (Santa Cruz, California, USA; 

sc-13595), diluído 1:1000 em TBST 1X (50 mM Tris.HCl, pH 7.4, 150 mM NaCl, 

0.1% Tween 20). Após a incubação, a membrana foi lavada e incubada com 

anticorpo secundário anti-IgG rato conjugado com fosfatase alcalina (Santa Cruz, 

Califórnia, EUA), diluído 1:5000 em TBST 1X. Por fim, foi realizada a detecção 

utilizando os substratos BCIP e NBT (Sigma-Aldrich, St Louis, EUA) e a membrana 

foi fotografada para documentação. 

 

3.9.2 Análise Estatística 
 

Os dados foram analisados através do software Bioestat 5.0 (PA, Brasil). A 

distribuição da normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk. Os 

dados com distribuição paramétrica foram submetidos ao teste ANOVA seguido pelo 

teste de Tukey para comparação entre os grupos. Os níveis de confiança foram 

ajustados para 95% (p<0.05). 
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Resumo 
 
 As lesões musculares representam um dos principais quadros clínicos 

encontrados nos centros de reabilitação. A terapia laser de baixa potência (TLBP) 

tem apresentado bons resultados no que diz respeito a modulação do processo 

inflamatório de tecido muscular em processo de reparo e prevenção de fibrose. O 

objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da TLBP sobre os aspectos morfológicos 

do tecido muscular, remodelamento de colágeno e a atividade da metaloproteinase 

de matriz 2 (MMP-2) em músculo esquelético de ratos após lesão aguda. Foram 

utilizados ratos Wistar, divididos em 05 grupos: (1) Controle; (2) Sham; (3) TLBP; (4) 

Criolesão e (5) Criolesão e TLBP. A criolesão consistiu de duas aplicações de 

bastão resfriado em nitrogênio líquido no músculo tibial anterior (TA). Para o 

tratamento diário foi utilizado o laser Arseneto de Gálio Alumínio (780nm, potência 

de 40 mW, área do feixe de 0.04 cm2 e energia total de 3.2J). Os períodos de 

análise foram 1, 3 e 7 dias. Os aspectos morfológicos foram avaliados por coloração 

de H&E, a quantidade e distribuição das fibras colágenas pela coloração de 

picrosirius sob luz polarizada e atividade e identificação da MMP-2 pelas técnicas de 

zimografica e western blotting respectivamente. Os resultados demonstraram que a 

TLBP reduziu o número de células inflamatórias totais e da mionecrose após 1 dia, 

promoveu aumento no número de vasos sanguíneos após 3 e 7 dias além de 

umentar o número de fibras musculares novas e imaturas, promoveu melhora na 

organização e distribuição de colágeno e aumentou a atividade da MMP-2 após 7 

dias. Em conclusão a TLBP promoveu efeitos positivos sobre o reparo do músculo 

esquelético modulando o processo inflamatório, a atividade da MMP2 e o 

remodelamento das fibras colágenas neste tecido. 

 

Palavras-chave: laser, músculo esquelético, lesão, metaloproteinase de matriz 2, 

colágeno. 
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Introdução 
 
 As lesões musculares representam um dos principais quadros clínicos  

encontrados nos centros de reabilitação, e podem ocorrer por causas diretas (por 

exemplo, contusões e lacerações) ou causas indiretas, tais como isquemias e 

disfunções neurológicas [1-3]. A rápida e eficiente regeneração muscular bem como 

a prevenção da formação de tecido fibrótico de forma excessiva são os principais 

objetivos do processo de reabilitação [4]. 

Após a lesão muscular, inicia-se o processo de reparação que consiste em 

várias fases interdependentes: degeneração e inflamação, regeneração, fibrose / 

formação de cicatriz, e remodelação [5]. A fase inicial deste processo é 

caracterizada pela migração de células inflamatórias, necrose das fibras lesionadas 

e fagocitose dos detritos celulares levando à ativação de células precursoras 

miogênicas (células tronco) conhecidas como células satélites [6, 7]. Após a 

ativação, estas células proliferam, se diferenciam em mioblastos que posteriormente 

se fundem às fibras lesionadas ou formam uma nova fibra muscular funcional [2, 3, 

6, 8].  

Ao longo destas fases, ocorre ativação de diferentes tipos celulares, 

juntamente com a síntese e degradação de proteínas intracelulares e componentes 

de matriz extracelular (MEC) [4, 9-11]. No tecido muscular normal, a MEC é 

composta principalmente de colágenos dos tipos I, III, IV, além de laminina, 

fibronectina, tenascina e proteoglicanos, que circundam as fibras musculares e 

desempenha um papel importante na manutenção da estrutura e reforço da função 

contrátil do músculo [9, 11, 12]. 

Um quadro de fibrose associado à limitação funcional pode desenvolver-se 

como consequência da deposição excessiva de MEC, colocando-se como barreira 

mecânica à migração e fusão celular, e limitando a perfusão vascular no local da 

lesão impedindo a regeneração normal após lesão do tecido [9, 13, 14].  

O remodelamento da MEC é realizado principalmente por uma família de 

metaloproteinases de matriz (MMP) que são dependentes de zinco e cálcio, capazes 

de degradar uma ou várias proteínas da MEC [13, 15]. A MMP-2 desempenha um 

papel importante durante a formação de novas fibras, promovendo a degradação do 

colágeno IV da membrana basal e outros componentes da MEC [13]. A degradação 

destes componentes da membrana basal após lesão é importante para facilitar a 



35 
 

migração, proliferação, fusão de mioblastos e a formação de novos vasos 

sanguíneos [10, 13, 16, 17]. O desenvolvimento de novos vasos sanguíneos 

(angiogênese) desempenha um papel importante para o sucesso da regeneração 

muscular [18]. 

O laser de baixa potência (LBP) tem demonstrado efeitos positivos na 

modulação da resposta inflamatória, especialmente no que diz respeito à 

regeneração muscular após diferentes tipos de lesão [19-21], reparação do tecido 

muscular e na prevenção da fibrose muscular [22-26]. No entanto, os mecanismos 

responsáveis por estes achados estão ainda sob investigação.  Assim, o objetivo do 

presente estudo foi avaliar os efeitos do LBP no reparo do músculo esquelético de 

ratos após lesão sobre os aspectos morfológicos incluindo a quantificação do 

infiltrado inflamatório, da mionecrose, dos vasos sanguíneos e das fibras musculares 

imaturas além da quantificação de colágeno e a atividade gelatinolítica da MMP-2.  

 

Materiais e métodos 
 Os experimentos foram realizados em conformidade com as diretrizes do 

Conselho Nacional para o Controle de Experimentação Animal (CONCEA) e Comitê 

de Ética em Pesquisa Animal da Universidade Nove de Julho (UNINOVE) 

(aprovação AN012/2012). 

Foram utilizados ratos Wistar machos, com doze semanas de idade e massa 

corporal de 200 ± 9.11 g, mantidos no biotério da UNINOVE em caixas plásticas 

apropriadas, temperatura ambiente de 22°C, umidade relativa de 40%, luminosidade 

controlada com ciclo de 12h (claro/escuro) e comida e água ad libitum.  

 Durante o período experimental os animais foram divididos em 05 grupos 

experimentais: (1) Grupo controle (n=10); (2) Grupo sham, isto é, apenas 

submetidos ao procedimento de exposição do músculo tibial anterior (TA) (n=10); (3) 

Grupo irradiado (n=30); (4) Grupo lesionado sem tratamento (n=30) e (5) Grupo 

lesionado e tratado com LBP (n=30). O grupo controle foi eutanasiado no primeiro 

dia após o início do experimento. Os grupos 3, 4 e 5 foram analisados nos períodos 

de 1, 3 e 7 dias após a indução da lesão.  

 

Procedimento de Criolesão 
 Os procedimentos cirúrgicos foram previamente descritos [22, 23, 27]. 

Sucintamente, os animais foram anestesiados com administração intraperitoneal de 
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1 mL/kg de 1% ketamina e 2% xilazina. O músculo TA direito foi exposto 

cirurgicamente e submetido ao procedimento de criolesão, que consistiu na 

aplicação de um bastão metálico de extremidade plana (3 mm de diâmetro) que foi 

previamente resfriado em nitrogênio líquido, diretamente na superfície do músculo 

TA exposto e mantido nessa posição por 10 segundos. Após o descongelamento da 

área, o procedimento foi repetido na mesma área por mais 10 segundos. Após esse 

procedimento foi realizada a sutura utilizando-se fio de poliamida (5,0) e os animais 

foram mantidos em caixas plásticas com temperatura ambiente de 37°C até ficarem 

conscientes para prevenir a hipotermia. 
  
Terapia laser de baixa potência 
 O dispositivo laser utilizado foi o Twin Laser® (MM Optics, São Carlos – SP, 

Brasil) com meio ativo de Arseneto de Gálio e Alumínio (AsGaAl) com os seguintes 

parâmetros: Comprimento de onda 780 nm, potência de saída 40 mW, densidade de 

potência 1 W/cm2, área do feixe 0.04 cm2, densidade de energia 10 J/cm2 e tempo 

de irradiação por ponto 10s.  

 O feixe de laser foi coberto por um filme protetor transparente e foi aplicado 

em contato com a superfície da pele na região da incisão e ao redor da área da 

criolesionada. Para evitar refração do feixe do laser foi utilizado para aplicação o 

ângulo de 90°C entre o emissor e a pele do animal. A irradiação foi aplicada em oito 

pontos equidistantes dentro da área. A energia por ponto foi de 0.4 J, totalizando 3.2 

J por tratamento. Um medidor de potência Laser Check (MM Optics,São Carlos, 

Brasil)) foi utilizado para determinar a potência do equipamento. Os experimentos 

foram realizados com os procedimentos padronizados com base em estudos 

anteriores realizados por nosso grupo de pesquisa [22, 23]. A irradiação laser foi 

iniciada 2 h após a indução da lesão e realizado diariamente, com um intervalo de 

24 horas entre cada sessão, dando um total de uma, duas e seis sessões para os 

músculos avaliados após um, três e sete dias, respectivamente. 

  Após o período experimental de cada grupo, os animais foram eutanasiados 

em câmara de CO2. Posteriormente, os animais foram pesados e os músculos TA 

foram retirados e pesados. A relação entre o peso muscular e peso corporal foi 

calculado. Em seguida esses músculos foram armazenados em formol tamponado 

10% para análise histológica e as amostras destinadas para análise da atividade 

gelatinolítica foram armazenadas em freezer – 80 °C. 



37 
 

 

Análise morfológica 
 Amostras dos músculos foram coletadas, fixadas em formol tamponado 10%, 

incluídas em parafina e espécimes foram cortados transversalmente com 10 µm de 

espessura por meio de um micrótomo (Leica RM2125, Nussloch, Alemanha). Foi 

utilizada a coloração com hematoxilina-eosina (HE) para exame histológico de rotina 

realizada sob microscopia de luz convencional (Zeiss Axioplan 2, Alemanha) por dois 

examinadores calibrados. A análise qualitativa dos cortes histológicos corados com 

HE incluiu uma descrição das fases da reparação de tecidos, envolvendo a presença 

e tipo de infiltrado inflamatório, edema, necrose e fibras musculares imaturas e 

vasos sanguíneos.  

 Para análise quantitativa, cinco áreas correspondentes a região da lesão 

foram fotografadas com auxílio de microscópio de luz convencional (Zeiss Axioplan 

2, Alemanha). As imagens foram analisadas por um patologista experiente sem o 

conhecimento prévio dos grupos experimentais, usando o plugin Count Cells do 

software Image J (National Institute of Health - NIH, EUA). Foram contabilizadas as 

células inflamatórias totais, a mionecrose, os vasos sanguíneos e as fibras 

musculares imaturas (novas), por área. Pelo menos três lâminas de cada animal 

foram examinadas e os dados foram submetidos à análise estatística. 

 

Análise de colágeno 

 Cortes adicionais foram corados com Picrosirius Red (Sigma, St. Louis, MO, 

EUA), seguindo o método descrito por Junqueira et al. [28] e foram examinados com 

auxílio de microscópio de luz polarizada Pol-Interferencial Photomicroscope (Modelo 

61282, Carl Zeiss, Alemanha). As imagens também foram analisadas pelo programa 

Image J (NIH, EUA), no qual a área relativa ocupada pelo colágeno foi calculada em 

relação à área total do corte, conforme descrito por Hadi et al. [27]. 

 

Zimografia 
 
 O extrato tecidual do músculo TA foi testado quanto à presença de atividade 

gelatinolítica, conforme descrito por Cleutjens [30]. As amostras musculares de 

aproximadamente 50 mg foram lavadas duas vezes em solução salina e então foram 
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homogeneizadas em 2ml de tampão de extração (10 mM de ácido cacodílico, pH 

5,0, 150 mM de NaCl, 1 μM de ZnCl2, 20 mM de CaCl2, 1.5 mM de NaN3, e 0.01% 

de Triton X-100) com contínua homogeneização no gelo por um período de 10 

minutos. O conteúdo protéico total foi estimado usando o reagente Bradford (BioRad 

Laboratories, Hercules, CA, EUA) de acordo com o método descrito por Bradford 

[31]. 

 Para o ensaio enzimático 100 µg de proteínas foram resolvidas por 

eletroforese em gel de poliacrilamida (10%) com 1 mg/ml de gelatina. Após a corrida, 

o gel foi lavado duas vezes durante 30 minutos em solução 2,5 % de Triton X-100 

para remoção do SDS e foi incubado no tampão do substrato (50 mM de Tris-HCl, 

pH 8,0, 5 mM de CaCl2, 10 mM de ZnCl2 e 0,02 % de NaN3), a 37ºC, durante 

aproximadamente 20 horas. Após este tempo, o gel foi corado com Coomassie Blue 

por 60 minutos, descorado com ácido acético: metanol: água (1: 4: 5) para 

visualização das bandas de atividade. Para documentação, três géis foram 

escaneados e analisados. Foi utilizado o programa “Image J” (NIH, EUA) para a 

quantificação das bandas de atividade proteolítica dos géis por densitometria 

(quantidade em pixels). Em seguida esses valores foram convertidos em unidades 

arbitrárias a partir do valor obtido no grupo controle. 

 

Western Blotting 
 

O extrato muscular também foi utilizado para identificação da MMP-2 por 

Western Blotting. Para isso, 100 µg de proteínas foram inicialmente resolvidas por 

SDS-PAGE (10%) e transferidas para uma membrana de nitrocelulose. Em seguida 

foi realizado o bloqueio com 2,5% de leite desnatado, e incubação com o anticorpo 

primário anti-MMP-2 (Santa Cruz, Califórnia, EUA; sc-13595) por 3h em temperatura 

ambiente. A membrana foi lavada e incubada com anticorpo secundário anti- IgG 

rato conjugado com fosfatase alcalina (Santa Cruz, Califórnia, EUA; sc-2047). Por 

fim, foi realizada a detecção utilizando os substratos BCIP e NBT (Sigma-Aldrich, St 

Louis, EUA; B5655) e a membrana foi fotografada para documentação. 
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Análise estatística 
 
 Os dados foram analisados através do software Bioestat 5.0 (PA, Brasil). A 

distribuição da normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk. Os 

dados com distribuição paramétrica foram submetidos ao teste ANOVA seguido pelo 

teste de Tukey para comparação entre os grupos. Os níveis de confiança foram 

ajustados para 95% (p<0.05).  

 

Resultados 
 
Peso corporal, peso do músculo TA e relação entre o peso muscular e corporal 
 
 Os resultados permitiram verificar que não houve diferença significativa 

(p≥0,05) do peso corporal (PC) em todos os grupos experimentais avaliados (tabela 

1). Em relação ao peso do músculo TA (PM) os resultados demonstraram uma 

aumento significativo nos grupos criolesionados com e sem tratamento laser 

(p<0,01) após um dia da lesão comparados aos grupos controle, sham e aos demais 

grupos em todos os períodos avaliados (tabela 1). Os resultados da relação entre o 

peso muscular e o corporal (PM/PC) demonstraram um aumento significativo nos 

grupos criolesionados sem e com tratamento laser (p<0,01) após um dia da lesão 

em relação aos demais grupos (tabela 1). 

 

Tabela 1. Peso corporal, peso muscular e relação entre o peso muscular e corporal. 

Controle Sham LBP Lesão Lesão + LBP LBP Lesão Lesão + LBP LBP Lesão Lesão + LBP

PC (g)  200±4,6 199±6,7 201±5,3  196±6,4 197±7,7  201±4,3  200±3,6 203±8,5  202±4,7  200±4,1  200±7,3

PM (mg) 456±5,6 459±7   461±4,8  524±5,3* 526±7,5* 455±8,8 452±5,6 451±3,8  462±4,7   458±6,4 457±8,9

PM/PC (mg/g) 2,29±0,2  2,31±0,1  2,3±0,1 2,68±0,2*  2,68±0,1* 2,27±0,1 2,26±0,1 2,22±0,2  2,29±0,1  2,29±0,1 2,29±0,2 

1 DIA 3 DIAS 7 DIAS

 
Os dados estão expressos como média e desvio padrão (ANOVA/Tukey). * p≤0,01 
comparados aos grupos controle e sham e aos demais grupos avaliados. Peso 
corporal (PC); Peso muscular (PM); relação entre o peso muscular e corporal 
(PM/PC). 
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Análise morfológica qualitativa 
 
 Na análise morfológica verificou-se que os músculos do grupo controle 

apresentaram aspecto histológico normal com presença de fibras com núcleos 

periféricos, sem sinais de lesão ou processo inflamatório (Fig. 1A). Esses resultados 

foram semelhantes aos observados no grupo LBP em todos os períodos 

experimentais. 

O grupo sham mostrou discreto infiltrado inflamatório predominantemente 

mononuclear na região superficial do músculo exposto cirurgicamente (Fig.1B). Os 

grupos lesionados sem tratamento laser após 1 e 3 dias demonstraram edema entre 

as fibras musculares, moderado infiltrado inflamatório com presença de neutrófilos e 

linfócitos dispersos por entre as fibras. Estas por sua vez, apresentavam-se em 

grande parte necróticas (mionecrose) (Fig. 1C e E). Nestes mesmos períodos o 

grupo criolesionado e submetido a laserterapia mostrou uma redução no infiltrado 

inflamatório associado à redução da mionecrose (Fig. 1D e F).  

 Aos 7 dias, ambos grupos criolesionados (submetidos ou não a laserterapia) 

mostraram redução no processo inflamatório, escassa mionecrose e surgimento de 

várias fibras musculares novas e imaturas (Fig, 1G e 1H), todavia, o grupo que 

recebeu a laserterapia apresentou fibras musculares com maior grau de maturação, 

observada pela posição dos núcleos e formato poligonal das células, bem como 

menos edema e mionecrose.  
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Figura 1: Fotomicrografias dos cortes histológicos de músculos corados por 

hematoxilina & eosina (aumento original, 100x). (A) Músculo controle exibindo 

morfologia normal. (B) Músculo sham mostrando infiltrado inflamatório discreto no 

perimísio (seta). (C) Criolesionado após 1 dia. (D) Criolesionado submetida à 

laserterapia após 1 dia, ambas mostrando edema (*), e mionecrose. (E) 

Criolesionado após 3 dias com edema (*), mionecrose e infiltrado inflamatório 

adjacente (seta). (F) Criolesionado submetida à laserterapia após 3 dias, com edema 

(*), mionecrose e infiltração leucocitária (seta). (G) Criolesionado após 7 dias 

mostrando fibras colágenas (círculo), fibras imaturas (seta). (H) Criolesionado 

submetida à laserterapia após 7 dias. Nota-se a presença de menor quantidade de 

fibras colágenas (círculo); Fibras imaturas (seta); ∆ mostrando vasos sanguíneos. 

 

Análise morfológica quantitativa 
 

 A análise quantitativa permitiu verificar que o grupo criolesionado submetido a 

laserterapia apresentou uma redução significativa no número total de células 

inflamatórias e mionecrose após um dia (p<0,05) quando comparado ao grupo 

criolesionado sem tratamento no mesmo período (Fig. 2A e B). Alem disso, 

observou-se que o grupo criolesionado submetido à laserterapia demonstrou um 

aumento significativo no número de vasos sanguíneos após 3 e 7 dias (p<0,01) (Fig. 

2C) associado com aumento no número de fibras musculares imaturas (novas) após 

7 dias (p<0,01) (Fig. 2D). Já o grupo laser sem lesão apresentou aspectos 

semelhantes ao grupo controle nos três períodos avaliados (dados não mostrados). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



43 
 

 
 

Figura 2: Efeitos da laserterapia sobre o número total de células inflamatórias (A); 

número de mionecrose (B); número de vasos sanguíneos (C) e número de fibras 

imaturas (D).  Os valores estão expressos em média e desvio padrão 

(ANOVA/Tukey). *p<0,05 comparado com o grupo criolesionado sem tratamento. 

***p<0,01 comparado com o grupo criolesionado sem tratamento.  

 
Análise qualitativa e quantitativa das fibras colágenas 
 
 O grupo controle apresentou arquitetura tecidual normal com padrões de 

trama colágena organizada na região de endomísio e perimísio (Fig. 3A). Os grupos 

sham e laser apresentaram organização do colágeno semelhante ao grupo controle 

em todos os períodos avaliados (dados não mostrados). Após 1 e 3 dias, a 

distribuição do colágeno foi semelhante nos grupos com e sem laserterapia, com 

fibras dispersas no local  infiltrado por células inflamatórias e no espaço celular das 

fibras de necrosadas (Fig. 3B, C, D e E).  

 Aos 7 dias, as fibras de colágeno começaram a apresentar maior organização 

em feixes. No grupo criolesionado foi observada distribuição difusa e desorganizada 
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do colágeno predominantemente nas regiões de endomísio e perimísio (Fig. 3F). Já 

o grupo submetido à laserterapia apresentou maior organização dos feixes de 

colágeno dispostos de forma compacta, principalmente na região do perimísio (Fig. 

3G).  

 A quantificação do colágeno por imagens analisadas sob luz polarizada 

demonstrou que não houve diferença entre os grupos avaliados após 1 e 3 dias 

(p≥0,05). Contudo, observou-se um aumento significativo na concentração de 

colágeno no grupo criolesionado sem tratamento (p<0,01) e no grupo criolesionado 

submetido a laserterapia (p<0,05)  após 7 dias em comparação com os demais 

grupos experimentais. No entanto, não foi observada diferença na concentração de 

fibras colágenas entre o grupo criolesionado submetido à laserterapia (12,88 ± 2,04 

%) quando comparado ao grupo criolesionado que não recebeu tratamento (17,15 ± 

3,33 %) após 7 dias (p≥0,05) (Fig. 4). 
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Figura 3: Fotomicrografias dos cortes histológicos de músculos corados por 

picrosirius com e sem luz polarizada (aumento original, 400x).  Figuras ilustrativas 

das imagens usadas na quantificação da porcentagem de fibras colágenas por área 

utilizando a microscopia de luz polarização. (A) Músculo controle exibindo morfologia 

normal. (B) Criolesionado após 1 dia. (C) Criolesionado submetida à laserterapia 

após 1 dia. (D) Criolesionado após 3 dias. (E) Criolesionado submetida à 

laserterapia após 3 dias. (F) Criolesionado após 7 dias. (G) Criolesionado submetida 

à laserterapia após 7 dias, com uma melhor organização do colágeno no endomísio 

em comparação ao grupo não tratado, após 7 dias. 
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Figura 4: Quantificação da área de fibras de colágenas no TA em porcentagem com 

relação à área total do músculo. Os valores estão expressos como média e desvio 

padrão (ANOVA / Tukey). Os valores estão expressos como média e desvio padrão 

(ANOVA/Tukey). ***p<0,01 quando comparado com aos demais grupos. * p<0,05 

quando comparado aos demais grupos experimentais. 

 

Análise da atividade gelatinolítica da MMP-2 
 
 A atividade de MMP-2 foi detectada no extrato do músculo TA como duas 

bandas líticas de aproximadamente 72 kDa (Pró MMP-2) e 64 kDa (Ativa MMP-2) 

(Fig. 5A) e identificada pela técnica de Western Blotting (Fig.5B).  

 Os resultados permitiram verificar que não houve diferença significativa na 

atividade da MMP-2 Pró entre os grupos controle e “sham” (p≥0,05). Além disso, 

verificou-se que após um dia apenas uma banda lítica da MMP-2 (Pró) foi detectada 

e não apresentou diferença significativa (p≥0,05) entres os diferentes grupos do 

mesmo período (Fig.5C).  

 Interessantemente, após 3 dias observou-se  a presença de duas bandas 

líticas da MMP-2 nos grupos criolesionados com e sem tratamento (Pró e Ativa). 

Houve aumento de 13% (p<0,05) na atividade da banda lítica Pró no grupo 
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criolesionado sem tratamento e 11% (p<0,05) no grupo criolesionado submetido à 

laserterapia em comparação ao grupo controle. Com relação à banda lítica ativa da 

MMP-2 não foi encontrada diferença significativa entres os grupos criolesionados 

sem e com tratamento laser (p≥0,05) (Fig. 5D). Contudo, após 7 dias observou-se 

que a laserterapia induziu um aumento de 75% (p<0,01) na atividade da banda lítica 

Pró e 91 % (p<0,01) na banda lítica ativa  em comparação ao grupo criolesionado 

que não recebeu tratamento (Fig. 5E). Observou-se também um aumento 

significativo na atividade da banda lítica Pró nos grupos criolesionados com e sem 

tratamento laser (p<0,01) em comparação aos grupos controle, sham e laser do 

mesmo período experimental (Fig. 5E).  
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Figura 5: Imagem ilustrativa da atividade gelatinolítica presente no músculo TA de 

ratos avaliado por zimografia. (A) Atividade da MMP-2, Pró e ativa (~72 e 64 kDa, 

respectivamente) foi detectada como faixas claras sobre o fundo escuro. Cada faixa 

corresponde a um grupo experimental, onde a mesma quantidade de proteína (100 

µg) foi resolvida em um gel SDS de poliacrilamida (10%) contendo gelatina. (B) 

Identificação da MMP-2 por Western Blotting. Os dados estão expressos como 

média e desvio padrão (ANOVA/Tukey). (C) Gráfico representativo das bandas 

líticas presentes quantificadas por densitometria presente nos grupos controle, sham 

e grupos avaliados após 1 dia. (D) Gráfico representativo das bandas líticas 
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presentes nos grupos controle, sham e grupos avaliados após 3 dias. (E) Gráfico 

representativo das bandas líticas presentes nos grupos controle, sham e grupos 

avaliados após 7 dias. *p<0,05 comparados ao grupo controle; ***p<0,01 

comparados ao grupo criolesionado sem tratamento; # p<0,01 comparados aos 

grupos controle, sham e LBP.  

 

Discussão 
 
 As vantagens terapêuticas da laserterapia sobre a modulação do processo 

inflamatório [22, 32] e sobre a regeneração do músculo esquelético foi avaliada em 

diversos estudos [20, 24, 26]. No entanto, os mecanismos deste efeito ainda não 

foram completamente identificados. 

 Os resultados apresentados no presente estudo, demonstraram que a 

laserterapia promoveu uma redução no infiltrado inflamatório e na mionecrose após 

1 dia, aumento no número de vasos sanguíneos após 3 e 7 dias, associado com 

aumento do número de fibras musculares novas e  imaturas, além do aumento da 

atividade gelatinolítica da MMP-2 após 7 dias. Alem disso, os animais do grupo 

criolesionado e submetido à laserterapia mostraram uma maior organização na 

distribuição das fibras colágenas principalmente na região do endomísio e perimísio 

após 7 dias. 

 Esses resultados estão em concordância com os achados descritos 

anteriormente pelo nosso grupo de pesquisa. Souza et al. [24] observaram que a 

laserterapia (660nm, 20 mW, 5 J/cm2) apresentam efeitos bioestimulantes nas fases 

de regeneração e fibroses durante o reparo do músculo esquelético, promovendo a 

angiogênese, reduzindo mionecrose e induzindo a síntese de colágeno tipos I e III 

no músculo TA de ratos após criolesão. Além disso, Baptista et al. [23] analisando a 

quantidade e distribuição do colágeno IV no músculo TA de ratos durante o processo 

de reparo após criolesão e concluíram que a laserterapia (660nm, 20 mW, 5 J/cm2) 

promoveu um aumento das fibras de colágeno do tipo IV sete dias após a indução 

da criolesão, mas não alterou a duração do processo de reparação, a completa 

regeneração muscular foi observada após 21 dias.  

 No presente estudo observamos que os animais que receberam o tratamento 

laser e foram analisados após 7 dias apresentaram uma melhor organização e 

deposição das fibras colágenas entre as fibras musculares. Essa organização das 
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fibras colágenas no tecido muscular pode ter ocorrido principalmente pelo aumento 

da atividade gelatinolítica da MMP-2 encontrado também após 7 dias sendo que 

esta desempenha um papel importante durante a formação de novas fibras, 

promovendo a degradação do colágeno IV da membrana basal e outros 

componentes da MEC [13].  

 Após uma lesão, existe uma atividade coordenada entre a degradação e 

síntese dos componentes da MEC especialmente do colágeno [9, 13, 17, 33]. A 

degradação destes componentes após lesão é importante para facilitar a migração, 

proliferação, fusão de mioblastos e a formação de novos vasos sanguíneos [10, 13, 

16, 17]. Interessantemente, observamos na análise morfológica quantitativa um 

aumento de vasos sanguíneos após 3 e 7 dias e de fibras imaturas (nova), que pode 

estar relacionado com o aumento da atividade gelatinolítica da MMP-2. Os efeitos da 

laserterapia sobre a síntese de colágeno e pró-colágeno foram demonstrados na 

literatura [23, 24, 26, 34-37]. No entanto, ainda existem controvérsias sobre o efeito 

da irradiação laser no metabolismo do colágeno. Alguns autores têm demonstrado 

que a irradiação laser aumenta a síntese de colágeno [23, 24, 36], enquanto outros 

autores relatam uma diminuição na síntese de colágeno após irradiação [26, 35, 37]. 

Em nosso estudo observamos uma redução na quantidade de colágeno com uma 

melhor organização no grupo criolesionado submetido à laserterapia após 7 dias, 

porém este não foi estatisticamente significativo. 

No músculo esquelético, o colágeno desempenha um papel fundamental na 

manutenção da integridade funcional das fibras e para a transmissão adequada da 

força durante a contração muscular. O colágeno tipo I, que é mais comumente 

encontrado no tecido conjuntivo denso, é necessário para a estabilização da 

arquitetura do tecido, enquanto o colágeno tipo III, que é mais comumente 

encontrado no tecido conjuntivo frouxo, tem uma função importante na elasticidade 

do tecido [38-40]. Assim, uma melhor organização e distribuição do colágeno 

interferem diretamente nos aspectos funcionais deste tecido. 

 Os efeitos da laserterapia sobre a expressão de fatores de crescimento que 

modulam a síntese e degradação da MEC, bem como sobre o processo de 

regeneração muscular já foi demonstrado por nosso grupo de pesquisa [22]. No 

estudo em questão foi utilizado o mesmo modelo experimental de lesão sendo 

observado que a TLBP (660nm, 20 mW, 5 J/cm2) provocou uma redução na 

expressão de TNF-α após 1 e 7 dias e de TGF-β após 7 dias. O TGF-β é 
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relacionado à formação de tecido cicatricial durante a regeneração muscular, além 

de regular a produção de enzimas que degradam a MEC, tais como as colagenases 

e gelatinases e a síntese de enzimas que inibem a degradação da MEC, tais como 

inibidores teciduais das metaloproteinases (TIMPs) e inibidor do ativador do 

plasminogênio (PAI) -1 [9]. Estes dados estariam de acordo com os achados 

presentes, uma vez que foi encontrada uma redução na quantidade e uma melhor 

organização do colágeno após 7 dias, associado com um aumento na atividade de 

MMP-2. Em adição, Assis et al. [26] observaram que o laser infravermelho (808 nm, 

30 mW, 180 J/cm2) promoveu uma redução na expressão de TGF-β1 e na 

quantidade de colágeno do tipo I após 4 dias da criolesão em músculo de 

camundongo.  

 No presente estudo, a fase aguda da reparação muscular também foi 

analisada com base nos aspectos histopatológicos dos diferentes grupos 

experimentais. A análise quantitativa demonstrou que a laserterapia promoveu a 

redução no número de células inflamatórias totais e de mionecrose após 1 dia. 

Esses resultados corroboram com os achados de Barbosa et al. [41] que utilizaram o 

laser vermelho (685 nm, 4,2 J/cm2) sobre o músculo gastrocnêmio de camundongos 

submetidos a lesão por veneno de Bothrops jararacussu e observaram uma redução 

de 83,5% de mionecrose após 24 horas bem como aos de Cressoni et al. [19] os 

quais verificaram que o laser (785 nm, energia total de 2.7J) foi capaz de reduzir o 

número de leucócitos polimorfonucleares e mononucleares, acelerar a regeneração 

dos tecidos pela estimulação da maturação de células musculares e a proliferação 

de fibroblastos, proporcionando assim condições para melhorar a organização e o 

alinhamento das fibras musculares em regeneração.  

 Após 3 e 7 dias também foi observado aumento no número de vasos 

sanguíneos nos grupos tratados com laser. A angiogênese é uma parte importante 

da regeneração muscular, uma vez que restabelece a circulação no local da lesão, 

limitando assim a necrose isquêmica facilitando a regeneração [24]. Após 7 dias, foi 

observado um aumento de fibras musculares novas com maior grau de maturação 

no grupo criolesionado e submetido à laserterapia. Contudo, em trabalho prévio 

realizado por nosso grupo de pesquisa (24) não foi constatada diferença estatística 

após 7 dias no grupo tratado, porém os parâmetros utilizados e energia total foram 

diferentes (660 nm; potência de saída 20 mW, com energia de 1,6 J). 
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 Em resumo, os resultados do presente estudo demonstram que a laserterapia 

pode ter um efeito positivo sobre o reparo do músculo esquelético por meio da 

modulação do processo inflamatório, da atividade da MMP2 e da organização e 

distribuição do colágeno neste tecido muscular.  
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5. CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 
 O presente estudo avaliou os efeitos da laserterapia de baixa potência sobre 

a regeneração do músculo esquelético e no remodelamento da matriz extracelular 

após lesão aguda. O tratamento com o laser de baixa potência foi capaz de 

promover uma redução no número de células inflamatórias totais e de mionecrose, 

aumento de vasos sanguíneos e fibras imaturas, alem de promove uma maior 

organização das fibras colágenas e aumentar a atividade da MMP-2.  

Como o reparo muscular envolve uma fina regulação entre as fases e fatores 

envolvidos bem como a modulação destes, o estudo de outros aspectos frente a 

TLBP envolvendo a expressão de citocinas inflamatórias e fatores de crescimento, 

determinação do fenótipo da fibra muscular neoformada, expressão de outras 

MMPs, avaliação diferencial do tipos de colágeno entre outros torna-se essencial 

para o entendimento deste complexo processo.   

Neste contexto, estes dados são importantes para que estudos posteriores 

ofereçam melhor entendimento dos mecanismos celulares e moleculares envolvidos 

na ação do laser de baixa potência durante o processo de reparo muscular.  
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7. APÊNDICES 
 
7.1- Comprovante de submissão de artigo para a revista Lasers in Medical 
Science. 
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