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RESUMO

A fototerapia com laser de baixa poténcia (LBP) tem sido utilizada para
estimular a reparacéo tecidual em diferentes tecidos. Entretanto, seu papel no
remodelamento muscular, especialmente sua acdo no componente colagénico
da matriz extracelular, ainda ndo esta bem esclarecido. O objetivo do presente
estudo foi investigar o efeito do laser no remodelamento do colageno tipos | e
[Il durante a regenerag&o muscular apos a criolesdo. Foram utilizados 50 ratos
Wistar divididos em 4 grupos: controle, sham, criolesionado e criolesionado
tratado com laser. O grupo tratado recebeu 3 sessdes semanais de irradiagao
com laser InGaAIP (660nm), de forma pontual com 20mW, didmetro do feixe de
0,04cm2, 5J/cm? de densidade de energia, durante 10 segundos perfazendo
uma dose final por ponto de 200mJ. Foram sacrificados 5 animais nos dias 1,
7, 14 e 21 ap6s a lesdo. Os musculos foram processados e submetidos a
coloracao por hematoxilina & eosina e imunoistoquimica. Os cortes histolégicos
foram analisados de forma qualitativa, semiquantitativa e quantitativa. Os
dados foram submetidos a estatistica utilizando o teste de Kruskal-Wallis. Os
achados morfolégicos e semiquantitativos do edema, processo inflamatério,
mionecrose e presenga de fibras novas imaturas mostraram que o grupo
criolesionado e o tratado com laser possuem padrao semelhante de reparo
muscular. Entretanto, a analise da distribuicdo dos colagenos | e Il demonstrou
um aumento significativo na deposi¢ao destas proteinas no grupo tratado com
laser quando comparado ao controle. O grupo laser também mostrou aumento
de ambos os colagenos aos 7 dias quando comparado ao grupo criolesionado.
Conclui-se que a laserterapia promoveu aumento na deposi¢ao dos colagenos |
e lll durante o processo de reparo do musculo esquelético de rato apos

criolesao.

Palavra-chave: Musculo Esquelético; Remodelamento Muscular; Colageno |I;

Colageno lll; Matriz Extracelular.



ABSTRACT

Laser phototherapy (LPT) has been employed to stimulate repair in different
tissues. However, its role in muscle remodeling is not yet well clarified,
especially its effect on the collagen component of the extracellular matrix. The
aim of the present study was to investigate the effect of laser on the remodeling
of collagens type | and Il during skeletal muscle regeneration following
cryoinjury. Fifty Wistar rats were divided into four groups: control, sham,
cryoinjury and laser-treated cryoinjury. The laser-treated group underwent three
weekly sessions of InGaAIP (660nm) punctual laser irradiation with 20 mW,0.04
cm? focal spot, 5 J/cm? for 10 seconds with 200mJ of total energy dose . Five
animals were sacrificed on Days 1, 7, 14 and 21 after the injury. The muscles
were processed and submitted to hematoxylin/eosin and imunohistochemical
staining. The histological slices were analyzed qualitatively, semi-quantitatively
and quantitatively. The data were submitted to statistical analysis using the
Kruskal-Wallis test. The morphological and semi-quantitative findings of edema,
inflammatory process, myonecrosis and presence of new immature fibers
revealed that the cryoinjury group and the laser-treated cryoinjury group
exhibited a similar muscle repair pattern. However, the analysis of the
distribution of collagen | and Ill revealed a significant increase in the depositing
of these proteins in the laser-treated group when compared to the control. The
laser-treated group also exhibited an increase in both collagen types at seven
days in comparison to the cryoinjury group. In conclusion, laser therapy
promoted a change in the depositing of collagen types | and Ill during the

muscle repair process in rats following cryoinjury.

Keywords: Skeletal Muscle,Muscle Repair; Collagen Type I; Collagen Type llI;

Cryoinjury; Extracellular Matrix.
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1. CONTEXTUALIZACAO

O musculo esquelético é um tecido com alta capacidade regenerativa
que realiza tanto um trabalho dinamico, que permite a locomocédo e o
posicionamento dos segmentos corporais no espago, quanto um trabalho
estatico, responsavel pela manutencdo da postura corporal'. Doencas de
origem genética, distréfica, ortopédica e postural podem acometer este tecido e
tém ampliado o interesse da pesquisa pelo conhecimento da organizagao
estrutural e funcional do tecido muscular esquelético na busca de modelos

apropriados de reabilitagao.

Os musculos esqueléticos sdao compostos por fibras musculares e
células satélites embebidas em uma matriz extracelular (MEC) que participam
ativamente do processo de remodelamento fisiolégico ou patolégico do
musculo esquelético. As interacdes entre célula-célula e célula—MEC suprem
as células com informacdes essenciais para homeostase, para o controle da
morfogénese, crescimento e diferenciacdo®*. Nos tecidos musculares a MEC
circunda as fibras musculares conferindo suporte e protecdo e é importante na
manutencdo da integridade funcional das fibras®. Modificagdes nos musculos
esqueléticos tais como aumento ou diminuicdo de atividade contratil, lesédo
muscular que gere inflamagao ou atrofia promovem o remodelamento da MEC®
10.

As principais macromoléculas que compdem a MEC do tecido muscular
esquelético sao representadas por proteinas colagénicas (colagenos) e nao-
colagénicas (fibronectina, tenascina, laminina), proteoglicanas, incluindo-se o
acido hialurénico, sulfato de condroitina e sulfato de heparana e

fosfolipidios” %"

. Dentre as proteinas, as mais abundantes sao os colagenos,
sendo que, os tipos | e Il estdo localizados principalmente no epimisio,
perimisio e endomisio e os tipos IV e V nha membrana basal, fibras de musculo
liso de vasos sangiiineos e células de Schwann®. A associagdo entre o
aumento da sintese de colageno e 0s processos regenerativos que ocorrem no
tecido muscular apés dano, desuso e reinervagcdo tem sido demonstrada na

literatura'®3.

Estas alteracbes na composicido da MEC podem levar a
mudancgas na capacidade do musculo para exercer for¢ca de contracao e alterar

o limiar de resisténcia muscular frente a lesdo.
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Diversos recursos terapéuticos vem sendo testados na busca de
acelerar a regeneragao muscular esquelética dentre eles, tem sido investigada
acao do laser de baixa poténcia (LBP)>">™. Isto porque, esta terapia parece ter
um efeito positivo sobre os processos inflamatérios, na promocéao de reparo
tecidual, diminuigdo da dor, redugao de fadiga muscular em varios modelos de
pesquisa laboratorial e clinica’". Entretanto, outros estudos tem demonstrado
que o LPB ndo modifica a resposta muscular®®?®. Essas respostas diferentes
tem sido atribuidas ao fato dos protocolos de aplicagao de LPB serem distintos,
utilizando diversos materiais ativadores, comprimentos de onda, poténcias,

frequéncias, densidades de energia e numeros de irradiagdes.

O mecanismo de acdo do LBP no reparo muscular ainda ndo esta
completamente elucidado. Em alguns trabalhos o LBP promoveu aumento da
densidade mitocondrial, aumento da area média da fibra muscular, estimulou a
proliferacdo de células satélites, inibiu a fusdo e diferenciagdo de células
satélites®®. Todavia, o efeito da irradiagdo laser sobre o metabolismo do
colageno em células musculares, especialmente durante o remodelamento
tecidual nao foi estudado. Em outros tecidos, tem sido sugerido que o LBP em
algumas situacdes aumenta a sintese de colageno®, entretanto, durante um
periodo de proliferagcado celular tem sido demonstrado uma menor sintese de

colageno®"2,

Diante destes fatos, sugerimos que pesquisas neste campo
podem ser de grande valia no desenvolvimento de protocolos terapéuticos
apropriados que estimulem o reparo muscular e nos propusemos a avaliar o
efeito do LBP no remodelamento do colageno | e Ill no musculo esquelético de

rato apos criolesao.
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2. ESTUDO

2.1. Artigo - Efeito da fototerapia com laser de baixa poténcia no
remodelamento dos colagenos | e Ill durante o reparo do musculo esquelético

de rato apos leséo

Effect of phototherapy with low level laser on the remodeling of collagen | and Il

in skeletal muscle repair following injury

Thais Oricchio Fedri de Souza', Dayane Aparecida Mesquita', Raquel Agnelli
Mesquita-Ferrari', Décio dos Santos Pinto Junior?, Luciana Correa, Sandra
Kalil Bussadori1, Kristianne Porta Santos Fernandes” Manoela Domingues
Martins'.

' Programa de Mestrado em Ciéncias da Reabilitagdo da Universidade Nove de
Julho — UNINOVE

2 Departamento de Estomatologia, Universidade de S&o Paulo- USP, Sao
Paulo-SP, Brazil

Endereco para contato: *Manoela Domingues Martins, Rua Vergueiro, 235
Liberdade, Sdo Paulo-SP, Brasil, 11-63973621

e-mail: manomartins@gmail.com
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Resumo

A fototerapia com laser de baixa poténcia (LBP) tem sido utilizada para
estimular a reparacéao tecidual em diferentes tecidos. Entretanto, seu papel no
remodelamento muscular, especialmente sua agdo no componente colagénico
da matriz extracelular, ainda ndo esta bem esclarecido. O objetivo do presente
estudo foi investigar o efeito do laser no remodelamento do colageno tipos | e
Il durante a regeneragdao muscular apds a criolesao. Foram utilizados 50 ratos
Wistar divididos em 4 grupos: controle, sham, criolesionado e criolesionado
tratado com laser. O grupo tratado recebeu 3 sessdes semanais de irradiagao
com laser InGaAIP (660nm), de forma pontual com 20mW, didmetro do feixe de
0,04cm2, 5J/cm? de densidade de energia, durante 10 segundos perfazendo
uma dose final por ponto de 200mJ. Foram sacrificados 5 animais nos dias 1,
7, 14 e 21 apds a lesdo. Os musculos foram processados e submetidos a
coloracao por hematoxilina & eosina e imunoistoquimica. Os cortes histolégicos
foram analisados de forma qualitativa, semiquantitativa e quantitativa. Os
dados foram submetidos a estatistica utilizando o teste de Kruskal-Wallis. Os
achados morfolégicos e semiquantitativos do edema, processo inflamatério,
mionecrose e presenga de fibras novas imaturas mostraram que o grupo
criolesionado e o tratado com laser possuem padrao semelhante de reparo
muscular. Entretanto, a analise da distribuicdo dos colagenos | e Il demonstrou
um aumento significativo na deposi¢ao destas proteinas no grupo tratado com
laser quando comparado ao controle. O grupo laser também mostrou aumento
de ambos os colagenos aos 7 dias quando comparado ao grupo criolesionado.
Conclui-se que a laserterapia promoveu aumento na deposi¢ao dos colagenos |
e lll durante o processo de reparo do musculo esquelético de rato apos

criolesao.

Palavra-chave: musculo esquelético, remodelamento muscular, colageno |,

colageno lll, matriz extracelular.
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Abstract

Laser phototherapy (LPT) has been employed to stimulate repair in
different tissues. However, its role in muscle remodeling is not yet well clarified,
especially its effect on the collagen component of the extracellular matrix. The
aim of the present study was to investigate the effect of laser on the remodeling
of collagens type | and Il during skeletal muscle regeneration following
cryoinjury. Fifty Wistar rats were divided into four groups: control, sham,
cryoinjury and laser-treated cryoinjury. The laser-treated group underwent three
weekly sessions of InGaAIP (660nm) punctual laser irradiation with 20 mW,0.04
cm? focal spot, 5 Jicm? for 10 seconds with 200mJ of total energy dose . Five
animals were sacrificed on Days 1, 7, 14 and 21 after the injury. The muscles
were processed and submitted to hematoxylin/eosin and imunohistochemical
staining. The histological slices were analyzed qualitatively, semi-quantitatively
and quantitatively. The data were submitted to statistical analysis using the
Kruskal-Wallis test. The morphological and semi-quantitative findings of edema,
inflammatory process, myonecrosis and presence of new immature fibers
revealed that the cryoinjury group and the laser-treated cryoinjury group
exhibited a similar muscle repair pattern. However, the analysis of the
distribution of collagen | and Il revealed a significant increase in the depositing
of these proteins in the laser-treated group when compared to the control. The
laser-treated group also exhibited an increase in both collagen types at seven
days in comparison to the cryoinjury group. In conclusion, laser therapy
promoted a change in the depositing of collagen types | and Ill during the

muscle repair process in rats following cryoinjury.

Keywords: skeletal muscle, muscle repair, collagen type I, collagen type llI,

cryoinjury, extracellular matrix.
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INTRODUCAO

A lesdo muscular é um fenbmeno comum que pode ocorrer em fungao
de exercicios fisicos intensos, traumas, contusdes, eletroestimulacdo entre
outros fatores. Apds a agressao, inicia-se o reparo do musculo esquelético em
quatro fases interdependentes: degeneracao, inflamacgdo, regeneracdo e
fibrose. Ao longo destas fases, observa-se a ativagado de diferentes tipos de
células, degradacao e sintese de proteinas intracelulares e dos componentes

da matriz extracelular (MEC)".

No tecido muscular a MEC & composta principalmente por colageno |, IlI
e IV, laminina-2 e 4, fibronectina, tenascina e as proteoglicanas que circundam
as fibras musculares conferindo suporte, prote¢cao e manutencao da integridade
funcional das fibras®*. Os estudos sobre as modificacdes da MEC no musculo
esquelético, em situagbes fisiologicas e patolégicas, véem sendo
desenvolvidos para melhor compreender o papel da cada proteina tecidual,
mas, principalmente, para desenvolver métodos de prevengao e reabilitacdo de
lesbes musculares; selecdo de tipo, carga e duragdo do exercicio em
treinamento fisico e para contribuir no desenvolvimento de novas terapias para

doencgas musculares congénitas e inflamatérias.

No que diz respeito ao componente colagenoso da MEC, uma intima
relagdo tem sido estabelecida entre o aumento da sintese de colageno e o
processo regenerativo que ocorre no musculo esquelético em resposta as
diferentes atividades fisicas®®. Sendo que, o aumento da sintese de colageno
apos exercicio pode representar uma adaptacédo fisiolégica ou parte do

processo de reparo com ou sem dano tecidual evidente”*"".

Atualmente, grande énfase tem sido direcionada para terapia utilizando
laser de baixa poténcia (LBP) que tem demonstrado agao antiinflamatdria,
analgésica e reparadora. Estes efeitos podem estar relacionados com a agéo
do laser na ativagdo do metabolismo celular (respiragcdo mitocondrial e da
sintese de ATP), aumento da proliferagdo celular, sintese de colageno,

ativacdo de linfécitos e a angiogénese'*"°.

Investigadores tém realizado estudos para mostrar os efeitos positivos

da LBP, isoladamente ou em combinacdo com outras terapéuticas para

tratamento de lesbes musculares e de tendc")es”'zo, mas 0S mecanismos
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biolégicos que ocasionam os resultados positivos obtidos permanecem
obscuros. Desta forma, o objetivo do presente estudo foi verificar o efeito do

LBP no remodelamento do colageno | e lll apds criolesdo em rato.
MATERIAL E METODOS

A metodologia utilizada neste estudo foi elaborada atendendo as
resolugdes 196/96 do Conselho Nacional de Saude e foi aprovada pelo Comité
de Etica em Pesquisa da UNINOVE (nimero do protocolo: ANO13/2007)
(Anexo1). O protocolo experimental utilizado neste estudo seguiu os principios
de ética e experimentacdo animal, elaborados pelo COBEA (Colégio Brasileiro
de Experimentacdo Animal), entidade filiada ao International Council of
Laboratory Animal Science (ICLAS) com base nas normas internacionais, que
visa 0 aprimoramento de condutas na experimentacdo animal baseando-se em

trés principios basicos: sensibilidade, bom senso e boa ciéncia.

Animais

Foram utilizados 50 ratos machos (Rattus novegicus albinus, Rodentia
mammalia - linhagem Wistar) pesando 250g entre 300g mantidos no biotério da
UNINOVE- Unidade Vergueiro. Os animais foram mantidos sob condi¢cdes
constantes de temperatura ambiente (22°C), umidade (40%), com ciclo 12/12h
dia-noite e alimentados antes e durante o periodo experimental com racéo

sélida e agua ad libitum.
Grupos Experimentais
Os animais foram separados em 4 grupos:

Grupo Controle (n=5): musculo tibial anterior (TA) direito sem procedimento

cirargico e sem criolesao.

Grupo Sham (n=5): musculo TA esquerdo submetido apenas ao procedimento
cirargico.
Grupo Criolesionado (n=20): musculo TA esquerdo submetido a procedimento

cirargico e criolesao.

Grupo Laser (n=20): musculo TA esquerdo submetido ao procedimento

cirurgico e criolesao, tratado com laser de diodo de baixa poténcia.
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O grupo controle foi composto por musculos obtidos da pata direita dos
animais que nao sofreram nenhum tipo de intervengcao tendo sido avaliados
ap6s 1 dia de experimento. O grupo Sham foi composto por animais
submetidos apenas ao procedimento cirurgico, sem a realizagao de criolesao e
tratamento. Este grupo foi avaliado apés 7 dias. No grupo criolesionado e laser
a lesao foi realizada no musculo TA do lado esquerdo e a analise do

remodelamento foi feita nos periodos de 1, 7, 14 e 21 dias.

Modelo de Criolesao

Os procedimentos cirurgicos foram realizados sob a administracdo da
ketamina 1mL/kg de 1% HCL (Dopalen, Vetbrands, S&o Paulo) e xilazina 2%
(Anasedan, Vetbrands, Sao Paulo, Brasil). Exposi¢do cirurgica do musculo
tibial anterior (TA) e criolesdo foram realizadas conforme descrito por Miyabara
et al. (2005)*" e consistiu de dois ciclos de criolesdo do musculo in situ.
Congelamento foi realizado mediante a aplicacdo de uma pecga de aco (0,4 x
1cm) previamente resfriado em nitrogénio liquido na superficie do musculo e foi
mantido nesta posigao por 10s. O mesmo procedimento foi repetido duas vezes
consecutivas com um intervalo de tempo de 30s. Apds a criolesao, o ferimento
foi fechado com sutura utilizando fio de poliamida (6-0) e os animais foram

mantidos por varias horas em caixas aquecidas (37°C) para evitar hipotermia.

Protocolo de tratamento com laser

Para este procedimento os animais foram anestesiados com Ketamina
(Dopalen) e de Xilazina (Anasedan) e a seguir realizou-se a irradiagdo com
laser de diodo, indio galio aluminio fosforo (InGaAlP) emitido na faixa do
vermelho visivel (660 nm), usando a técnica pontual, no modo continuo e em
contato. O equipamento utilizado foi o Twin Laser (MM Optics, Sdo Carlos) e
foram realizadas aplicagbes em 8 pontos distribuidos ao longo da area
criolesionada. Os paradmetros utilizados foram poténcia de 20mW, area de
irradiacdo de 0,04cm?, densidade de energia de 5J/cm?, tempo de irradiagdo de
10 segundos gerando uma dose de energia total por ponto de 200mJ. Estes
parametros foram selecionados, pois foi previamente demonstrado que o LBP
em baixas doses tem efeito estimulador do reparo muscular'®?*?* Foram

realizadas aplicagdes 3 vezes por semana. A primeira aplicagao foi realizada
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4h apos o término do procedimento cirurgico. Antes de cada aplicagao
empregou-se analisador de poténcia digital modelo Laser Check (Coherent,
Inc., Santa Clara, CA) para verificar a poténcia de saida do aparelho laser, com

a finalidade de garantir a fidedignidade da densidade média de energia emitida.
Sacrificio

Os animais foram sacrificados por meio de uma overdose anestésica e
os musculos foram retirados e imediatamente congelados em isopentano
resfriado e armazenado em nitrogénio liquido. Os musculos congelados foram
cortados em seccdes transversais de 10 um de espessura em criostato (Leica
CM3050, Nussloch, Alemanha) e estendidos em |aminas de vidro previamente
tratadas com 3-aminopropiltrietoxisilano (Sigma, Chemical CO, St Loius,
MO/USA). Os espécimes foram submetidos a coloragdo histoquimica de
hematoxilina & eosina (HE) e a técnica imunoistoquimica para detecgdo dos

colagenos | e lll.

Técnica Imunoistoquimica

Os cortes foram fixados em acetona 20% por 10 minutos, em seguida,
incubados durante 15 minutos em solugdo de metanol com agua oxigenada
(1:1), por duas vezes e lavados em agua destilada, incubados por 10 min. em
solugédo fosfato-salina tamponada (PBS) 1X e 20 min, em PBS1X / 2% de
albumina soro bovino (BSA) para bloquear as ligagdes inespecificas. Apds as
etapas descritas, as laminas foram incubadas na presenga de anticorpo
primario anti-colageno | (Santa Cruz, catalogo C0807) diluido 1:100 em solu¢ao
de PBS1X/ BSA por 1 hora e anticorpo primario anti-colageno Il (ABR,
monoclonal mouse, catalogo MA1-22147) diluido 1:50 em solugdo de PBS1X/
BSA por 1 hora.

Apos a incubagdo com o anticorpo primario, os cortes foram lavados
com PBS1X por 10 min e expostos aos anticorpos secundarios (1:100) (LSAB
plus System HRP, Dako) por 30 min e, apés uma nova lavagem, foram
incubadas com o complexo estreptavidina-biotina durante 30 min. Os cortes
foram incubados com diaminobenzidina tetra-hidrocloreto (DAB, Novocastra) e
contracorados com hematoxilina de Mayer. Controles negativos foram obtidos

através da substituicido dos anticorpos primarios com soro nao-imune.
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Analise qualitativa e semiquantitativa

As analises qualitativa e semiquantitativa das Iaminas foram realizadas

em microscopia de luz convencional por um examinador previamente calibrado.

A anadlise qualitativa dos cortes histolégicos corados em HE
compreendeu a descricao das etapas do remodelamento tecidual envolvendo a
presenca e o tipo de infiltrado inflamatdério, edema, necrose, fibras novas e
imaturas. A analise semiquantitativa consistiu na graduacdo dos componentes
teciduais descritos acima em: ausente (grau 0), discreto (grau 1), moderado

(grau 2) e intenso (grau 3) de acordo com Walker, 2006%°.

Na anadlise qualitativa das laminas coradas pela imunoistoquimica foi
observada a localizagcdo e padrao de distribuicdo da imunomarcacao

(endomisio, perimisio, epimisio).

Analise histomorfométrica quantitativa da imunoistoquimica

Os cortes histolégicos corados pela técnica imunoistoquimica foram
submetidos a analise morfométrica de quantificacdo do colageno | e colageno
[ll. Para tal, 3 campos histolégicos de cada espécime foram digitalizados por
intermédio de microscépio de luz convencional (Laborval, Zeiss, Alemanha)
contendo camera CCD (Sony, Japéo) conectada a software de captura de
imagem (Captivator). As regides digitalizadas corresponderam a: zona central
da lesdo (regido A); zona lateral (regido B) - zona a direita da area central da
lesdo e zona profunda (regido C) - zona imediatamente abaixo da area central
da lesdo. Essas regides, marcadas na Figura 1, correspondem as areas de

analise.

Foi utilizado um aumento de 100X de intensidade de luz padronizada,
com selecdo manual da area imunomarcada (reacdo positiva) e posterior
quantificacdo automatizada pelo software de morfometria ImageLab 2000
(ImageLab, Brasil).
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Figura 1. Areas de analise histomorfométrica quantitativa da imunoistoquimica.

Imunomarcagéo para colageno lll, grupo criolesionado analisado apés 7 dias.
(aumento original, 100x). A= zona central da lesdo; B= zona a direita da area

central da lesdo e C= zona imediatamente abaixo da area central da lesao.

Andlise Estatistica

A comparagado das diferengas entre os escores em grupo e periodo
experimental tanto na analise semiquantitativa como na quantitativa foi
realizada utilizando o teste de Kruskal-Wallis. Fixando os tempos, foram
realizadas comparagdes entre os quatro grupos pelo teste da mediana. Todas
as analises foram feitas no programa SAS for Windows, v.9.1.3 e no programa
GraphPad Prism, v.4.0.
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RESULTADOS

Analise Qualitativa (Aspectos Morfoldgicos)
Coloragéao por HE

O grupo controle, em todos os tempos experimentais, exibiu musculo
esquelético com morfologia normal caracterizada pela presenga de fibras
poligonais, com multiplos nucleos dispostos na periferia da célula e sem sinais

de leso.

O grupo sham mostrou  discreto  infiltrado  inflamatdrio
predominantemente mononuclear, poucas células musculares degeneradas

(mionecrose) e focos de edema situados em regido superficial.

No grupo criolesionado e no laser os achados morfologicos foram muito
semelhantes em todos os tempos experimentais. Apés 1 dia da criolesao foi
observado intenso edema entre as fibras musculares, moderado infiltrado
inflamatoério com neutréfilos e macrofagos dispersos por entre as fibras. Nesta
etapa grande quantidade de células musculares necréticas (mionecrose)
caracterizadas pelo rompimento e desorganizagao das fibras musculares pode
ser observada (Figura 2 a, b). Em ambos os grupos, tratados e nao tratados,
apos 7 dias notou-se reducao do processo inflamatorio, escassa mionecrose e
o surgimento de inumeras fibras musculares novas e imaturas, com nucleo
centralizado, cortadas (separadas) indicando renovacéo tecidual (Figura 2c, d).
A formacéo de vasos novos (angiogénese) entre as novas fibras musculares,
especialmente no grupo tratado com laser, pode ser evidenciada de forma
exuberante nesta fase (Figura 2d). Apds 14 dias, o edema e o infiltrado
inflamatério eram escassos, e notava-se moderada presenca de células
musculares com nucleo centralizado (figura 2e,f). Aos 21 dias o musculo
mostrou evidéncia morfolégica de reparo (regeneragao) completo sem sinais

inflamatorios e raras células com nucleo centralizado (Figura 2g,h).
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Criolesionado Laser

14 dias 7 dias 1 dia

21 dias

Figura 2. Fotomicrografias dos cortes histolégicos de musculos criolesionados
e criolesionados tratados com laser corados por hematoxilina & eosina. No 1°
dia (a, b) foi observado extensa mionecrose (*), edema e intenso infiltrado
inflamatorio de neutréfilos. Aos 7 dias (c,d) houve redugdo do edema, da
mionecrose e do infiltrado inflamatério. Novas células musculares imaturas
puderam ser observdas (setas). Aos 14 dias (e,f) foi observado que as células
musculares mostravam maior didmetro e algumas ainda exibiam nucleo
centralizado (*). Apos 21 dias (g,h) as fibras musculares exibiam aspecto de

normalidade. (aumento original, 400x).
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Imunomarcacgéo do colageno | e lll

Na analise imunoistoquimica dos musculos controle, em todos os
periodos experimentais, foi observado que o colageno | e Ill estiveram
presentes como uma linha ténue envolvendo as fibras musculares (endomisio)
e com marcagao mais abundante no perimisio (Figura 3a). Nos musculos do
grupo criolesionado e no grupo laser foi observada alteracdo na intensidade da
imunomarcacado destas proteinas, tanto no endomisio quanto no perimisio,

dependendo do estagio (periodo) de regeneragdo muscular.

Apo6s 1 dia da criolesao pode-se observar uma modificacdo no padrao de
marcacgao e distribuicdo do colageno | e Ill tanto no perimisio como no
endomisio. A imunomarcagdo mostra que ambos o0s colagenos se mostraram
mais difusos por entre as células musculares lesadas e com marcagédo mais
intensa. Além disso, em algumas células com nitido rompimento de sarcolema
evidenciou-se marcagao intracitoplasmatica destas proteinas (Figura 3b). O
padrdo de imunomarcagao foi semelhante no grupo criolesionado e no grupo

laser.

Aos 7 dias no grupo criolesionado notou-se fraca imunomarcacéo do
colageno | e Il e delimitando o endomisio das fibras musculares jovens ou de
forma dispersa nas areas onde nao havia a fusdao completa dos mioblastos
(Figura 3c). O grupo laser mostrou imunomarcacao mais intensa neste periodo
(Figura 3d).

Aos 14 dias foi observada marcagcdo moderada para ambos os
colagenos, tanto no grupo criolesionado como no grupo laser. Estas proteinas
estavam envolvendo as fibras musculares (endomisio) (Figura 3e). Area focal
de marcagao dispersa foi observada nas locais onde nido havia a fusdo

completa dos mioblastos.

Apos 21 dias verificou-se que o padrao de marcacgao dos colagenos | e
[, tanto do grupo criolesionado como do grupo laser foram semelhantes ao do
musculo controle, mesmo havendo algumas células apresentando aspecto

morfolégico imaturo, com nucleo centralizado (Figura 3f).
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Figura 3. Fotomicrografias da marcagdo imunoistoquimica para
colageno Ill. a: grupo controle com imunomarcagao ténue no endomisio
(setas); b: grupo criolesionado apo6s 1 dia mostrando marcagao
imunoistoquimica difusa e no interior das fibras necréticas (*); c: grupo
criolesionado apds 7 dias com marcagao fraca no endomisio (setas) e
moderada no perimisio (*); d: grupo laser aos 7 dias exibindo intensa marcagao
(seta); e: grupo laser aos 14 dias exibindo intensa marcagdo no endomisio
(seta) e areas focal de marcagao dispersa onde ndo ha fusdo completa dos
mioblastos. f: aos 21 dias notou-se ténue marcagdo no endomisio (seta).
(aumento original, 400x)
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Analise semiquantitativa das laminas em coloracdo de hematoxilina e

eosina

O grafico 1 mostra a média dos escores dos elementos teciduais
analisados e que estdo diretamente envolvidos no processo de reparo

muscular, de acordo com o periodo e o grupo experimental.
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Grafico 1. Média dos escores dos elementos teciduais analisados de acordo

com o periodo e o grupo experimental.
Edema

A analise dos escores de edema mostrou que apds o trauma cirurgico
(sham) e a criolesdo houve um aumento do acumulo de liquido intersticial,
sendo que, houve uma redugao estatisticamente significativa do edema tanto
no grupo criolesionado (p=0,0212), como no laser (p=0,0361) ao longo do

tempo mas, especialmente na analise entre 0 1° e 0 21° dia.

Quando realizada a analise comparativa entre os grupos pode-se
observar diferenga estatisticamente significante entre o grupo controle e o

sham (p=0,0009) indicando maior edema apds o trauma cirurgico. Tanto o
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grupo criolesionado como o laser, quando comparados com o grupo controle,
mostraram niveis superiores de edema sendo que, nos dias 1, 7 e 14 a
diferenca foi estatisticamente significante. Nao houve diferenga significativa no
edema entre o grupo criolesionado e o tratado com laser em nenhum dos

tempos experimentais.
Mionecrose

A analise dos dados de mionecrose em cada grupo isoladamente
mostrou haver diferengas significativas tanto no grupo criolesioando (p=0,0228)
como no grupo laser (p=0,00129). Porém, no grupo criolesionado esta
diferenca foi demonstrada entre o 1° e 14° dia e entre o 1° e 21° dia. Estes
dados indicam que, no grupo criolesionado, no 14° dia houve reducéao
significativa da mionecrose. No grupo laser, as diferengas significativas foram
observadas entre 0 1° e 7°, 1° e 14° assim como, 1° e 21° dia. Estes dados
indicam que no 7° dia houve reducgao significativa da mionecrose no grupo

tratado com laser.

Quando comparado o grupo controle com o sham nao foi observada

diferenca significante (p=0,1380) quanto a presenga de mionecrose.

O grupo criolesionado e o laser exibiram escores de mionecrose
superiores ao grupo controle e mostraram diferenga estatisticamente

significante no 1° e 7° dia apds a criolesdo.

Nao houve diferenga significativa no escore de mionecrose entre o grupo

criolesionado e o tratado com laser em nenhum dos tempos experimentais.

Infiltrado inflamatoério

Houve um aumento estatisticamente significante do infiltrado inflamatério
no grupo criolesionado (p=0,0153), porém, o teste de Dunn n&o revelou em
quais tempos ele diferiu. O grupo laser ndo mostrou diferenga do infiltrado

inflamatério ao longo do tempo (p=0,0512).

Quando comparado o grupo controle com o sham foi observado maior
escore de células inflamatérias no grupo sham com diferenga significante
(p=0,0009).
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Na analise entre o grupo controle com criloesionado e do controle com o
laser foi observado aumento do infiltrado inflamatério sendo que, esta diferenca

foi, em ambos, estatisticamente significante no 1° e 7° dia apds agressao.

Foi observada diferenga significante entre o grupo sham e o
criolesionado analisado apés 7 dias (p=0,0047) sendo que, o grupo
criolesionado exibiu escores maiores, indicando processo inflamatério mais
intenso. N&o houve diferenga significativa no escore do infiltrado inflamatoério
entre o grupo criolesionado e o tratado com laser em nenhum dos tempos

experimentais.
Fibras musculares novas e imaturas

A presenca de fibras musculares novas e imaturas, que se caracteriza
por fibras de didmetro menor e com nucleo centralizado, foi analisada em cada
tempo experimental e houve diferenga estatisticamente significante tanto no
grupo criolesionado (p=0,0017) como no laser (p= 0,0147). A diferenca em
ambos os grupos experimentais foi observada entre o 1° e 7° dia apds a
criolesdo. Estes dados mostram que no 1° dia estas células estavam ausentes
e no 7° dia encontravam-se de forma abundante na area do musculo em

reparagao.

A avaliagao entre o grupo controle e o criolesionado, assim como entre o
controle e o laser mostrou que houve diferenca significante na quantidade

destas fibras entre os tempos 7, 14 e 21dias.

Foi observada maior quantidade de células novas e imaturas, com
diferenca estatistica, no grupo criolesionado (p=0,0047) e no grupo laser
(p=0,0047) quando comparados ao grupo sham. N&o houve diferenca
significativa na analise deste tipo de fibra entre o grupo criolesionado e o laser

em nenhum dos tempos experimentais.

Analise histomorfométrica quantitativa da imunomarcacao de colageno | e

colageno llI

O gréafico 2 demonstra o percentual de MEC imunomarcada para o
colageno | e Il obtido pela histomorfometria de acordo com o periodo € o grupo

experimental.
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A avaliagao quantitativa da MEC positiva para colageno | e colageno Il
mostrou resultado semelhante, ndo tendo sido encontradas diferencas
significativas nos grupos criolesionado e laser nos tempos avaliados de forma

individualizada.

A imunomarcagdo de colageno | e Ill entre o grupo controle x
criolesionado aos 14 dias mostrou diferenca estatisticamente significante, com

um aumento na presenca destas proteinas no grupo criolesionado.

Ao compararmos o grupo controle com o grupo laser pode-se notar uma
alteracao estatisticamente significativa na deposi¢céo de colageno em todos os
tempos experimentais. O grupo laser também mostrou aumento dos colagenos
em relacdo ao grupo sham. A analise do grupo criolesionado com o laser
mostrou que, tanto para o colageno |, como para o lll, houve um aumento
estatisticamente significativo aos 7 dias no grupo tratado com laser. As demais

comparagoes nao foram significativamente diferentes.

Grafico 2 Média dos percentuais de colageno | e Il obtidos pela

histomorfometria quantitativa.
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Discussao

Os resultados deste estudo mostram que o LBP aplicado apds trauma
agudo, induzido por meio de criolesdo em animais, tem efeito bioestimulador
do reparo do musculo esquelético de rato, principalmente no diz respeito ao

remodelamento do colageno | e .

O processo de reparo muscular pode ser dividido em trés fases
denominadas de destruicdo, regeneragdo e remodelamento tecidual. Na
primeira, observa-se a formagdo de hematomas, necrose tecidual,
degeneragao e resposta inflamatoria celular que ocorre nos primeiros dias apos
a agressao. Na segunda nota-se fagocitose do tecido degenerado,
regeneragao das fibras musculares, producao tecidual e crescimento vascular.
Esta por sua vez, ocorre por volta de 7 a 10 dias, com pico maximo na 22
semana diminuindo na 3% semana. Na Ultima fase denominada de
remodelamento ocorrem os processos de maturacao das fibras regeneradas e
reorganizagao tecidual. Ao longo de todas estas etapas existe uma intima
relacdo entre interagdes entre célula-célula e célula—MEC com o objetivo de
restabelecer morfoldgica e funcionalmente o tecido'™. Em nosso estudo, todas
as fases do reparo muscular foram claramente observadas e, tanto no grupo
criolesionado como no tratado com laser, elas ocorreram dentro do prazo
esperado, que culminou com o reparo aos 21dias. O uso do laser, portanto,

nao modificou temporalmente o reparo do musculo esquelético.

Na analise morfolégica qualitativa e semiquantitativa do edema, da
mionecrose, do infiltrado inflamatoério e das fibras musculares novas buscou-se
estabelecer parametros para melhor analisar o reparo tecidual. A comparagao
destes quesitos, entre o grupo criolesionado e o criolesionado tratado com
laser, mostrou ndo haver uma diferenga significante entre eles, porém, o grupo
laser mostrou uma reducgao na presencga de mionecrose no 7° dia associado a
uma intensa angiogénese, o que por sua vez, favorece a formagao de novas
fibras no local. Estes dados corroboram evidéncias da literatura de que a
bioestimulacdo causada pelo laser produz seu principal efeito durante a fase de
proliferagdo celular e sintese protéica (regeneragdo). Em alguns estudos o
laser, principalmente em baixas doses e com comprimento de onda menor

parece atuar como estimulador da formagao de fibras musculares jovens
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sugerindo ac&o sob as células satélites®®?”. Porém, em outros estudos como o

|.28

de Ferreira et al.“” o laser de diodo com diferentes parametros ndo demonstrou

acao sobre a proliferacdo de mioblastos C2C12 em cultura celular.

Nossos principais achados foram relacionados com a imunodetec¢ao do
componente colagénico da MEC, onde foi verificado um aumento significativo
no percentual de colageno | e Il na area em reparo dos musculos irradiados
com laser de diodo, principalmente no dia 7 apds agressdo. Visto que o
colageno é um dos principais componentes da MEC do musculo e possui papel
fundamental na manutencdo da integridade funcional das fibras e na
transmissao adequada da forca durante a contragdo muscular, pode-se inferir
que o grupo irradiado apos 7 dias possui maior resisténcia na area lesada do
que o nao irradiado. Outro dado relevante € que apds 14 e 21 dias o grupo
criolesionado e o tratado com laser mostraram padrdo semelhante na
imunodetecgédo dos colagenos. Este fato é bastante positivo, pois, 0 excesso
de colageno ao final do reparo muscular indica areas de fibrose tecidual e,
assim, em nosso estudo ficou evidenciado que o laser melhora a resisténcia da
feriada nos primeiros dias do reparo sem ocasionar fibrose tecidual ao final do

reparo.

A imunomarcagao para ambos os tipos de colageno foi intensa no 1° dia,
porém, optamos por ndo realizar a analise quantitativa destas proteinas, pois
estas proteinas teciduais, no sitio lesado n&o apresentam arranjo normal e
estavam em processo de degradacao juntamente com as células musculares
lesadas. Portanto, a imunomarcacdo seria referente a uma MEC em

decomposigéo.

Estudos utilizando diferentes tipos celulares mostram que o laser pode

29-32 atuando como bioestimulador tecidual.

estimular a sintese de colageno
Acredita-se que este efeito esteja baseado na acédo fotoquimica do laser
alterando a cadeia respiratoria celular, as propriedades de oxiredugao da célula
que resultam em proliferacdo, diferenciagao celular ou sintese protéica (33,34)
bem como, na liberacao de fatores de crescimento de células e de estimulacao

dos linfocitos e macrofagos.

O laser de diodo vermelho visivel atinge uma profundidade de

34,35

aproximadamente 1,5 cm em modo de contato e em nosso estudo sob os

parametros utilizados ndo demonstrou ter agao antiinflamatéria e sim um papel
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maior na organizagdo do estroma muscular tendo em vista sua agdo no

acumulo de colageno no local.

Acreditamos que em nosso estudo, o laser de diodo nas condicdes
utilizadas promoveu aos 7 dias uma maior diferenciagdo dos mioblastos,
seguido de sintese de colageno | e Il o que ocasiona uma melhor resisténcia
ao tecido em reparo. Entretanto, o aumento tecidual destes colagenos pode
estar associado a uma maior sintese destas proteinas ou a uma reducido na
atividade das metaloproteinases de matriz (MMPs) que n&o foram avaliadas

neste estudo.

Os efeitos do laser no musculo variam muito entre os trabalhos
previamente publicados e dependem do tipo de laser utilizado, do comprimento
de onda e de todos demais parametros assim como, se a irradiagéo foi direta

no musculo ou sobre a pele.

Acreditamos que novos estudos devem ser realizados com tipos de laser
e parametros diferentes para melhor compreender a distribuigcdo e a quantidade
dos colagenos, assim como , de outros componentes da MEC durante o reparo
muscular e frente ao uso do LBP para auxiliar no estabelecimento de

protocolos terapéuticos que auxiliem na reabilitagdo muscular pés agresséo.

Conclui-se que a irradiagao com laser de diodo, nas condi¢des descritas,
acarretou um efeito bioestimulador, principalmente do componente colagénico

em fases inicias do reparo muscular.
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3. CONSIDERACOES FINAIS

O nosso trabalho mostrou as etapas do reparo muscular e a organizagéo
do colageno | e lll durante o remodelamento do musculo esquelético em rato
apos criolesdo e sob o efeito do laser de diodo. Estas proteinas teciduais
sofrem modificagbes durante a organizacdo da MEC nas diferentes etapas do

remodelamento do musculo TA, especialmente apds o tratamento com o LBP.

A andlise da MEC foi realizada neste estudo pela técnica
imunoistoquimca que permite a observacdo da distribuicdo das proteinas
teciduais juntamente com a analise da morfologia. Assim pode-se estabelecer
uma correlagéo entre a imunomarcagao do colageno | e lll, as diferentes fases
do reparo muscular e o efeito do LBP neste processo. Esta metodologia tem
sido pouco utilizada em musculos esqueléticos, principalmente para avaliar a

composicao e distribuicdo da MEC.

A anadlise morfologica dos musculos depois da criolesdo mostrou
remodelamento completo apds 3 semanas tanto nos grupos tratados como nao

tratados com laser. Assim sendo, o laser n&o acelerou o reparo muscular.

Na analise dos constituintes teciduais envolvidos no reparo como
edema, mionecrose, infiltrado inflamatério e formacado de fibras musculares
novas pode-se observar que o laser influenciou na redugado da mionecrose aos
7 dias e, portanto, de alguma forma estimulou a substituicdo das células
lesadas no local. Nesta fase, foi observado maior acumulo de colageno | e Il
na MEC do grupo tratado com laser. Neste momento, morfologicamente ha
formacédo de novas fibras ainda imaturas e que quando tratadas com laser
provavelmente resultou numa maior sintese de colageno tecidual ou numa

menor degradagao do colageno produzido.

Nas fases mais tardias (14 e 21 dias) houve gradativa maturacédo das
fibras musculares e da MEC. Os colagenos | e Ill mostraram diminui¢cao
gradual da imunomarcagdo e se localizaram em torno principalmente do
perimisio e endomisio sem diferenga entre os grupos tratados ou ndo com

laser.
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Aos 21 dias pode-se verificar tanto morfologiamente, como do ponto de
vista imunoistoquimico, que ha um restabelecimento morfolégico do tecido

muscular e do colageno | e lll, pois se assemelhou ao musculo controle.

Neste contexto, estes dados s&o importantes para que condutas
reabilitadoras sejam aplicadas de forma a nao gerar maior dano tecidual e
possam propiciar um remodelamento adequado da MEC, restabelecendo a

integridade morfolégica e funcional do musculo afetado.
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ANEXO 2

Média da gradacado dos elementos teciduais analisados no processo de reparo

muscular, de acordo com o periodo e o grupo experimental.

Tempos e grupos 1 7 14 21
experimentais controle sham Crio Laser Crio Laser Crio Laser Crio Laser
Edema 0 1 2,66 266 1 0,667 0,667 0,667 0 0
Mionecrose 0 0,33 266 233 0,67 0 0 0 0 0
Infiltrado Inflamatoério 0 1 2 2 2 1 033 033 O 0
Fibras novas e imaturas 0 0 0 0 3 3 2 1,66 1 1

Andlise semiquantitativa- Resultado do teste de Kruskal-Wallis para o grupo criolesionado
comparando os tempos pelo teste de Dunn.

Variavel Teste Estatistica do teste p-valor

Edema Kruskal-Wallis 9,706 0,0212
Teste de Comparagao multipla de Dunn Diferengas p-valor
Tempo 1 x Tempo 2 4 P>0.05 ns
Tempo1 x Tempo 3 55 P>0.05 ns
Tempo1 x Tempo 4 8,5 P<0.05 *
Tempo 2 x Tempo 3 1,5 P>0.05 ns
Tempo 2 x Tempo 4 4,5 P>0.05 ns
Tempo 3 x Tempo 4 3 P>0.05 ns

mionecrose  Kruskal-Wallis 9,553 0,0228
Teste de Comparagao multipla de Dunn Diferencas p-valor
Tempo 1 x Tempo 2 4 P>0.05 ns
Tempo1 x Tempo 3 7 P<0.05 =~
Tempo1 x Tempo 4 7 P<005 *
Tempo 2 x Tempo 3 3 P>0.05 ns
Tempo 2 x Tempo 4 3 P>0.05 ns
Tempo 3 x Tempo 4 0 P>0.05 ns

Infiltrado Kruskal-Wallis 10,43 0,0153
Teste de Comparagao multipla de Dunn Diferencas p-valor
Tempo 1 x Tempo 2 0 P>0.05 ns
Tempo1 x Tempo 3 55 P>0.05 ns
Tempo1 x Tempo 4 6,5 P>0.05 ns
Tempo 2 x Tempo 3 55 P>0.05 ns
Tempo 2 x Tempo 4 6,5 P>0.05 ns

Fibras

musculares

novas Kruskal-Wallis 11 0,0017



Teste de Comparagao multipla de Dunn

Tempo 1 x Tempo 2
Tempo1 x Tempo 3
Tempo1 x Tempo 4
Tempo 2 x Tempo 3
Tempo 2 x Tempo 4
Tempo 1 x Tempo 2

Diferencas

p-valor

P <0.05
P >0.05
P >0.05
P >0.05
P>0.05
P >0.05
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ns
ns
ns
ns
ns

Andlise semiquantitativa- Resultado do teste de Kruskal-Wallis para o grupo laser comparando
os tempos pelo teste de Dunn.

Variavel Teste Estatistica do teste p-valor

Edema Kruskal-Wallis 8,541 0,0361
Teste de Comparagao multipla de Dunn Diferencas p-valor
Tempo 1 x Tempo 2 5 P>0.05 ns
Tempo1 x Tempo 3 5 P>0.05 ns
Tempo1 x Tempo 4 8 P<0.05 *
Tempo 2 x Tempo 3 0 P>0.05 ns
Tempo 2 x Tempo 4 3 P>0.05 ns
Tempo 1 x Tempo 2 3 P>0.05 ns

Mionecrose Kruskal-Wallis 10,8 0,00129
Teste de Comparagao multipla de Dunn Diferencas p-valor
Tempo 1 x Tempo 2 6 P<0.05 *
Tempo1 x Tempo 3 6 P<0.05 *
Tempo1 x Tempo 4 6 P<0.05 *
Tempo 2 x Tempo 3 0 P>0.05 ns
Tempo 2 x Tempo 4 0 P>0.05 ns
Tempo 1 x Tempo 2 0 P>0.05 ns

Infiltrado Kruskal-Wallis 7,761 0,0512
Teste de Comparagao multipla de Dunn Diferencgas p-valor
Tempo 1 x Tempo 2 3 P>0.05 ns
Tempo1 x Tempo 3 6 P>0.05 ns
Tempo1 x Tempo 4 7 P>0.05 ns
Tempo 2 x Tempo 3 3 P>0.05 ns
Tempo 2 x Tempo 4 4 P>0.05 ns
Tempo 1 x Tempo 2 1 P>0.05 ns

Fibras

musculares

novas Kruskal-Wallis 10,51 0,0147
Teste de Comparagao multipla de Dunn Diferencas p-valor
Tempo 1 x Tempo 2 -9 P<0.05 *

Tempo1 x Tempo 3 -5,5 P>0.05 ns
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Tempo1 x Tempo 4 -3,5 P>0.05 ns
Tempo 2 x Tempo 3 3,5 P>0.05 ns
Tempo 2 x Tempo 4 5,5 P>0.05 ns
Tempo 1 x Tempo 2 2 P>0.05 ns

Comparagdes entre grupos estratificados por tempo pelo teste da mediana.

Variavel  Tempo 1 7 14 21

Comparacdo teste p-valor teste p-valor teste p-valor teste p-valor

Edema Cont x Sham - - 0,0 0,0009* - - - -
Cont x Crio 3,0 0,0023* 3,0 0,0047* 2,2857 0,0325* 1,3333 1,000
Cont x laser 3,0 0,0047* 2,2857 0,0325* 2,2857 0,0325* 1,333 1,000
Sham x crio - - 1,3333 1,000 - - - -
Sham x laser - - 1,0 0,1573 - - - -
Crio x laser 1,5 1,000 1,8 0,3173 15 1,000 1,5 1,000
Mio Cont x Sham - - 2,4 0,1380 - - - -
Cont x Crio 3,0 0,0047* 2,2857 0,0325* 11,3333 1,0000 1,3333 1,000
Cont x laser 3,0 0,0047* 2,2857 0,0325* 1,75 1,0000 1,3333 1,000
Sham x crio - - 2,0 0,3211 - - - -
Sham x laser - - 0,8571 0,2850 - - - -
Crio x laser 1,5 1,000 2,25 0,1138 1,5 1,000 1,5 1,000
Infiltrado Cont x Sham - - 0,0 0,0009* - - -

Cont x Crio 3,0 0,0047* 3,0 0,0047 1,75 0,1573  1,3333 1,000
Contxlaser 3,0 0,0047* 2,2857 0,0325* 1,75 0,1573  1,3333 1,000

Sham x crio - - 3,0 0,0047* - - - -

Sham x laser - - 1,4286 0,7893 - - - -

Crio x laser 1,5 1,000 2,25 0,1138 1,5 1,000 1,5 1,000
Fibras Cont x Sham - - 3,0 1,0 - - - -
Novas

Cont x Crio 1,3333 1,0 3,0 0,0047 3,0 0,0047* 3,0 0,0047*

Cont x laser 1,333 1,0 3,0 0,047 3,0 0,047 3,0 0,047*

Sham x crio - - 3,0 0,0047* - - - -

Sham x laser - - 3,0 0,0047* - - - -

Crio x laser 1,5 1,000 1,5 1,000 1,8 0,3173 1,5 1,000

*Diferenga estatisticamente significante

Analise quantitativa- Teste de Kruskal-Wallis para 3 tempos para o grupo criolesionado

Variavel Teste Estatistica p-valor

Col 1 Kruskal-Wallis 2,667 0,2636
Dunn's Multiple Comparison Test Difference in rank sum P value Summary
Tempo 7 x Tempo 14 -1,5 P>0.05 ns
Tempo 7 x Tempo 21 -3 P>0.05 ns
Tempo 14 x Tempo 21 -1,5 P>0.05 ns

Col3 Kruskal-Wallis 4,413 0,1101
Dunn's Multiple Comparison Test Difference inrank sum P value Summary
Tempo 7 x Tempo 14 -3,833 P>0.05 ns
Tempo 7 x Tempo 21 -2,667 P>0.05 ns

Tempo 14 x Tempo 21 1,167 P>0.05 ns
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Andlise quantitativa- Teste de Kruskal-Wallis para 3 tempos para o grupo tratado com laser

Variavel Teste Estatistica p-valor

Col 1 Kruskal-Wallis 0,8 0,6703
Dunn's Multiple Comparison Test Difference in rank sum P value Summary
Tempo 7 x Tempo 14 -1,5 P>0.05 ns
Tempo 7 x Tempo 21 -1,5 P>0.05 ns
Tempo 14 x Tempo 21 0 P>0.05 ns

Col3 Kruskal-Wallis 5,6 0,0608
Dunn's Multiple Comparison Test Difference in rank sum P value = Summary
Tempo 7 x Tempo 14 1,5 P>0.05 ns
Tempo 7 x Tempo 21 45 P>0.05 ns
Tempo 14 x Tempo 21 3 P>0.05 ns

Anadlise quantitativa- Comparacdes das medianas da anadlise quantitativa da imunomarcagao
do colageno | e lll entre os grupos experimentais e estratificados pelo tempo.

T7 T14 T21

Variavel Comparagdo teste p-valor teste p-valor teste p-valor
Colag 1 Cont x 4,0 0,6469 - - - -

Sham

ContxCrio 4,0 0,6270 7,0 0,0220* 6,0 0,1693

Contxlaser 7,0 0,0220* 7,0 0,0220* 8,0 0,0013*

Sham xcrio 4,0 0,6469 - - - -

Sham x 8,0 0,0007* - - - -

laser

Crioxlaser 2,0 0,0220* 4,0 0,6469 3,0 0,1693
Colag3 Cont x 4,0 0,6469 - - - -

Sham

ContxCrio 4,0 0,6270 7,0 0,0220* 6,0 0,1693

Contxlaser 7,0 0,0220* 7,0 0,0220* 8,0 0,0013*

Sham xcrio 4,0 0,6469 - - - -

Sham x 8,0 0,0007* - - - -

laser

Crioxlaser 2,0 0,0220* 4,0 0,6469 3,0 0,1693

*Diferenga estatisticamente significante
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