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RESUMO

NOGUEIRA GB, Efeito do meloxican e laser de baixa intensidade na
terapéutica de les6es musculares induzidas em ratos. Campo Grande;

2012. [Dissertagao-Universidade Federal de Mao Grosso do Sul].

Objetivo: Avaliar o efeito do laser, meloxican e de ambos associados na
colagenogénese dos tipos | e Il na lesdo muscular induzida por impacto em
ratos em 3,7 e 15 dias de avaliagdo. Método: utilizou-se no estudo 60 animais
(rattus Norvegicus), distribuidos em quatro grupos: Grupo lesao, grupo laser,
grupo laser associado com meloxican e grupo meloxican. Os animais sofreram
lesdo muscular induzida por impacto, foram feitas analises aos 3, 7 e 15 dias
pds-tratamento. Apos estes periodos foi realizado eutandsia para posterior
analise dos resultados. A andlise histologica feita por meio de laminas coradas
com Picrosirius Red e o colageno foi quantificado com o software CFC_image
V.1.0. Resultados: A analise intra-grupos mostrou-se estatisticamente
significante apenas nos grupos leséo e grupo laser para o colageno tipo | e tipo
[ll. A andlise inter-grupos mostrou-se estatisticamente significante para o
colageno tipo le tipo lll apenas entre o grupo laser e meloxican associado com
laser aos 3 dias de analise. Conclusao: O colageno tipo | e tipo Ill no grupo
laser demonstrou comportamento diferente ao comparar com 0s outros grupos
de tratamento. Para o colageno tipo | ocorreu um aumento gradativo da
proliferacdo ao longo dos dias. Para o colageno tipo Ill ocorreu diminuicao
gradativa ao longo dos dias. A associagao de laser e meloxican e a aplicacéao
de meloxican apresentaram padrdes semelhantes ao do grupo lesdo. No que
tange a proliferacdo de colageno o grupo Laser demosntrou-se mais
equilibrado, fato, este que pode diminuir o processo de formacgéo de fibrose.

Descritores: Lesdao muscular, Laser, ciclooxigenase 2, modalidades de

Fisioterapia.



ABSTRACT

NOGUEIRA GB, The effect of meloxicam and low intensity laser in the
therapy of muscle injury induced in mice. Campo Grande; 2012. [Essay —
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul].

Objective: To assess the effect of laser, meloxicam and laser associated to
meloxicam in the collagen genesis type | and lll in muscle injury induced by
impact on mice on 3 7" and 15" days of evaluation. Method: 60 animals
(rattus Norvegicus) were used in this study, divided in four groups: injury group,
laser group, meloxicam group, and laser associated to meloxicam group. The
animals had muscle injury induced by impact and evaluations were made on
39 7" and 15™ days post-treatment. After this period, the mice were euthanized
for further analysis of the results. The histological analysis was carried out
through slides stained with Picrosirius Red and the collagen was quantified with
CFC_image V.1.0. software. Results: The intra-group analysis was statistically
significant only in the injury group and laser group for collagen type | and type
lll. The inter-group analysis was statistically significant for collagen type | and
type lll only in the laser group and laser associated to meloxicam group on the
3 day of assessment. Conclusion: Collagen type | and type lIl in the laser
group presented different behavior when compared to other treatment groups.
For collagen type |, there was a gradual increase in the proliferation through the
days. For collagen type lll, there was a gradual decrease through the days. The
association of laser and meloxicam and the use of meloxicam presented similar
patterns to the injury group. In relation to the proliferation of collagen, the laser
group proved to be more balanced, and this may reduce the formation process
of fibrosis.

Key words: muscle injury, laser, cyclooxygenases 2, physiotherapy modalities



LISTA DE TABELAS

Tabela 1- Sequéncia temporal dos eventos durante a regeneracao da fibra
MuSCcUlar apOS UM@ I€SE0.....ccoiiiiiiiie e 23

Tabela 2- média + desvio padrao da quantificagdo de coladgeno nos grupos
analisados. Campo Grande, MS, 2012. (N = 60)......ccccoeeeerieriiiiiieee e 41



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1- Estrutura quimica MeloXiCan............ccouueeeiiiiiiiiiiiee e 32
FIGURA 2- Disposicao dos grupos quanto ao numero de animais e tempo para
LT U= T g F= 1] - RSP 35
FIGURA 3- Aplicacao de carga para indu¢ao da lesdo muscular................... 36
FIGURA 4- Equipamento Laser utilizado para irradiag@o...........cccccceeeerrnnneee. 37
FIGURA 5- Aplicagao de meloXiCan..........ceeeeiiiiuieiieeeeeeiiieieee e eeeiieee e 38

FIGURA 6- Imagem programaCFC_Image V.1.0. Pontos verdes colageno tipo
[ll. Pontos vermelhos COlAgeN0 tiPo l......coooi i 39
FIGURA 7- Comparacao da quantificacao de colageno tipo | no grupo Lesao
entre os varios momentos avaliados (Kruskal-Wallis; p = 0,009)................... 41
FIGURA 8- Comparacao da quantificacao de colageno tipo | no grupo
Meloxicam entre os varios momentos avaliados (Kruskal-Wallis; p = 0,7239)

FIGURA 9- Comparacao da quantificacao de colageno tipo | no grupo Laser
entre os varios momentos avaliados (ANOVA; p = 0,0002)........cccccceveeernneee. 43
FIGURA 10- Comparacao da quantificacao de colageno tipo | no grupo
Meloxicam + Laser entre os varios momentos avaliados (Kruskal-Wallis; p =
(015G 015 ) USROS 43.
FIGURA 11- Comparacgao da quantificacao de colageno tipo Il no grupo Lesao
entre os varios momentos avaliados (Kruskal-Wallis; p = 0,0091)................ 43
FIGURA 12- Figura 13: Comparacao da quantificacao de colageno tipo Ill no
grupo Meloxicam entre os varios momentos avaliados (Kruskal-Wallis; p =
0102 1 ) OSSO 44
FIGURA 13- Comparacgao da quantificacdo de colageno tipo Il no grupo Laser
entre os varios momentos avaliados (ANOVA; p = 0,0001).......cccceeeeennnnnen. 44
FIGURA 14- Comparacgao da quantificacao de colageno tipo Il no grupo
Meloxicam + Laser entre os varios momentos avaliados (Kruskal-Wallis; p =
0GOSO 45
FIGURA 15- Comparacgao da quantificacao de colageno tipo | aos 3 dias de
experimento entre os varios grupos avaliados (Kruskal-Wallis; p = 0,0267).. 45



FIGURA 16- Comparacao da quantificacao de colageno tipo | aos 7 dias de
experimento entre os varios grupos avaliados (Kruskal-Wallis; p = 0,1312)... 46
FIGURA 17- Comparacao da quantificacao de colageno tipo | aos 15 dias de
experimento entre os varios grupos avaliados (ANOVA; p = 0,0445)............ 46
FIGURA 18- Variacao do Colageno Tipo | pelo tempo de avaliacdo de acordo
COM O GruPO ESTUAAUO. ....eeeeiieiitiiee ettt e e e e 47
FIGURA 19- Comparacao da quantificacao de colageno tipo Il aos 3 dias de
experimento entre os varios grupos avaliados (Kruskal-Wallis; p = 0,0266).. 47
FIGURA 20- Comparacgao da quantificacao de colageno tipo Ill aos 7 dias de
experimento entre os varios grupos avaliados (Kruskal-Wallis; p = 0,1309).. 48
FIGURA 21- Comparacao da quantificacao de colageno tipo Il aos 15 dias de
experimento entre os varios grupos avaliados (ANOVA; p = 0,0459)............ 48
FIGURA 22- Variacao do Colageno Tipo lll pelo tempo de avaliacdo de acordo
COM O GruPO ESTUAAUO. ....eeeiiiiiiiiiiie ettt e e e e e e 49
FIGURA 23- Imagens do grupo Lesao coradas com Picrosirius Red. Lente
objetiva 40x com aumento de 400X.......ccoeeeeeieeeeiieeeeeeeeiier e e e e e e e e e e eeeeens 52
FIGURA 24- Imagens do grupo Laser coradas com Picrosirius Red............ 53
FIGURA 25- Imagens do grupo meloxican coradas com Picrosirius Red...... 53
FIGURA 26- Imagens do grupo laser associado ao meloxican coradas com
PUCIOSITIUS REU........eeeeeeeeeeeeeeeee ettt e e e e e e e e e e e e es s s s nnnnnnes 53
QUADRO 1 - Seqgléncia temporal dos eventos durante a regeneragao da fibra

MuScUlar apOS UM@ I€SE0.....ccoiiiiiiiiie e 24



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ANOVA Andlise de Variancia

LBI Laser de Baixa Intensidade

LBP Laser de Baixa Poténcia

MAPK Proteina Quinase Ativada por Mitégenos
EPK Sinal Regulador da Proteina Quinase
RNAm Acido Ribonucléico Mensageiro

AINH Antiinflamatério ndo Hormonal

AINE Antiinflamatério nao esteroidal

TNFa Fator de Necrose Tumoral alfa

FGF Fator de Crescimento de Fibroblasto
FGFB Fator de Crescimento de Transformacéao
IL-18 Interleucina 1 beta

IL-6 Interleucina seis

IGF 1 Fator de Crescimento 1

IGF2 Fator de Crescimento 2

MEC Matriz extracelular

Kg Kilogramas

Nm Nanbémetros

cm centimetros

HeNe Hélio Nebnio

GaAs Arsenieto de Galio

GaAlAs Arsenieto de Galio e Aluminio

ATP Adenosina Tri-Fosfato

NADPH nicotinamida-adenina-dinucleétido-fosfato-oxidase

ATPase Catalisacao da Adenosina Tri-Fosfato

J Joules

Jicm? Joules por centimetro quadrado
CGPP Gene Calcitonina

mW miliwatt

COX Ciclooxigenase

Mg Miligramas



g Gramas

INGaALP  indio-Galio-Aluminio e Fésforo
W/cm? Watt por centimetro quadrado
PVC Policloreto de Polivinila

um Micrémetros



CO:
Ca2*
O
H20x
NO

LISTA DE SiMBOLOS

Dioxido de Carbono
lons de Calcio
Oxigénio

Perdxido de Hidrogénio
Oxido Nitrio



SUMARIO

1 INTRODUGAO .....ceeteeeresceseeseessssessssasssssssessssssssnssssesssessasssssasasasssanes 17
2 REVISAO DA LITERATURA ...t ssss e ssssse s s sssss s sssssssas 21
2.1 Musculo Esquelético: Morfologia Normal..........cccoceeiiiiccsnnncccnnnninnes 21
2.2 LeSA0 MUSCUIAN........miriiiiinnnmnnrsrsssssnsnss s ssssmmss s mmnn s s s s smnn s s s snsnnnns 22
2.3 Patobiologia da Lesao Muscular...........ccccccirinnnnmmmnnnnnsssssssessssssssssens 23
P2 0T  F- T =1 o o R 25
2.5 Laser de Baixa Poténcia: Aspectos Fisicos e interacoes com tecido

[T [ Yo | Lo o T 26
2.6 Medicamentos Anti-inflamatorios...........ccceemmmmiiniisssmnnnnnnssssesr e 30
2.6.1 MEIOXICAIM. ...cciiiiiii ittt e e e e e e e e e e aeaeaeeas 31
2.6. Estrutura QUIMICEA. .....cceeeeeeeeeeeeecceceee e 32
2.6.3 MeCanismMO A€ ACA0.......cccuuiiiiieinrrtieeeeee e e ee e e e eeaeaaeeaeeeeeeaa e e e nnneenrreeeeees 32
2.6.4 Propriedades FarmacolOQiCas. .......ccuuvrrreeeeeiiriiieeeeeeeieeieeeeeeeesnreeeeeeeeennes 33
B OBUETIVO ...coiiceriimsrssssmsesssssmssssssms s ssssmsn s sssssmssssssnmsssasssnessessanssnssnnsnsssnns 34
4 MATERIAL E METODO .....cucuiccecerencnssssssscsssesssssssssssssssssssssssssssssssssssanas 35
4.1 Local e Periodo do EStUdO ........cccceriericmmmmmririnscssceessesssssssss e s sesssssmssnnseas 35
4.2 Selecao, Armazenagem e Pesagem dos ANIMais .........ccceemmrrnnnssssnnnnnns 35
4.3 Grupos EXperimentais .........cccccceemmmmminissmmmnninnnssssssssssssssss s s ssssssssns 35
4.4 Protocolo para producao da lesao experimental ..........cccocriireeriiinnnn. 36
4.4.1 Procedimento para producao da lesao experimental ....................... 37
4.5 Aplicacao do Laser de Baixa Intensidade ..........ccccccmrrriicccccmnrinsssssannes 38
4.5.1 Protocolo de estimulacao por irradiacao laser ..........ccceceeecnrrrininnnes 38
4.6 Terapia com AINH ... 39
A =LV - T 3T T - 39
4.8 Analise HistolOgiCa........ccurrmmmrriiisisnmmrssnsssssms s s s s ssns 40
4.9 Analise EstatistiCa...........cccccmmrrirniirsmmrnrnsssssecenr s s s s s e snnnes 41
5 RESULTADOS ......ccociiiicmrrrissmesssssmssssssssssssssss s ssssssssssssnssssssssnssssssnssssnsanns 42
6 DISCUSSAD ....eeeereesesiressesessses e ssssessssssssssssssssssssssssssssessssssassssssasssanes 54
7 CONCLUSAD......coicimecimssssssssesssssssssssss s s s s sssssssssssssasasssssssssssasssnes 60

S REFERENGCIAS ... eeeeeeeeeeeeeseeeesesmesssesmessessmessnessnesssesmsssnesssesmnsns 61






1 INTRODUGAO

O masculo esquelético € a maior estrutura que compde o sistema
organico do ser humano, sendo um importante tecido na homeostasia
bioenergética, tanto em repouso como em exercicio. Essa adaptabilidade é
resultante da capacidade de funcionar com eficiéncia sobre ampla gama de
condigdes, sendo de grande importdncia na sobrevivéncia das espécies
(SENE, 2005).

Esta combinacado de estruturas que consistem em células musculares,
rede de nervos bem organizada, vasos sanguineos e o tecido conectivo em sua
matriz extracelular tornam-se necessaria para a locomocado e estabilizacdo
articular (GARRET, 1994; HUARD, 2002).

O tecido conjuntivo presente no muasculo cria um suporte mecanico que
recebe a forca contratii de cada célula e promove a rigidez estrutural
necessaria a transmissdo de tensado resultando em movimento articular e
locomocéao eficiente. Para tanto o colageno presente no musculo interage
estreitamente entre as células musculares realizando a organizacdo muscular e
provendo forga de tensédo. (PIEDADE, 2010).

Segundo Kettunen et al.(2001), o aumento da demanda de exercicios
modernos e competitivos provocou o crescimento do risco de lesdes, o que
gera preocupacoes tanto para os praticantes de atividades fisicas, quanto para
treinadores e atletas de todas as esferas de rendimento, pois interrompem o
processo evolutivo de adaptagdes sistematicas impostas pelo treinamento.

As ocorréncias das lesdes desportivas, possivelmente, sao resultado de
exercicios realizados de maneira extenuante e, ainda, inadvertida ou
inapropriada, sendo subestimadas a prevaléncia e incidéncia destes episédios
devido a auséncia de notificagdo em todo o universo esportivo, seja na
iniciacdo das modalidades ou em altos niveis de performance (KETTUNEN et
al. 2001; BENNELL et al. 1996).

A lesdo muscular € um dos traumas mais comuns ocorridos na pratica
esportiva, com taxa de incidéncia entre 10 a 55% de todas as lesdes ocorridas
(JARVINEN et al. 2005). Grote et al. (2008), concluem que 42 % de sua



amostra de atletas nadadores de peito ficaram periodos no ultimo ano sem
treinar ou competir devido a lesées musculares.

Lesao nos musculos isquiotibiais tem sido relatada na literatura com uma
incidéncia de 12% em jogadores de futebol (HAWKINS et al. 2001; ROLLS et
al. 2004). Ja Pastre et al. (2005), informaram que a incidéncia de lesbes
musculares é de 50,9% em atletas velocistas. Rizzi et al. (2006), relataram que
30% das lesdes relacionadas ao esporte diagnosticadas pelos médicos
possuem relagées com o sistema muscular.

As lesdes musculares podem ser causadas por dois mecanismos, 0s
traumas diretos como contusdes, laceracdes e aqueles por traumas indiretos
como isquemia, denervagdo e estiramentos. (JARVINEN et al.2005,
HUARD,2002, RIZZI et al. 2006), Clebis e Natali (2001) definiram leséo
muscular como qualquer alteracdo que promova uma disfuncdo do aparelho
locomotor decorrente da pratica esportiva.

O crescente aumento da insercdo de individuos em diversas
modalidades de atividade fisica, tanto em nivel preventivo, curativo ou
esportivo, gera o aparecimento das lesdes esportivas musculoesqueléticas
(HOOTMAN,2002). Desta forma as lesbes musculares tornaram-se objetos de
estudos com a finalidade de buscar recuperacdo rapida, de qualidade e
eficacia. (SENE,2005).

Entretanto, ainda permanecem alguns questionamentos, especialmente
em relagdo aos efeitos de varios tratamentos comumente utilizados para
estimular o processo de reparo do musculo (AMARAL et al.2001).

Segundo Sene (2005) o tratamento com laser de baixa intensidade (LBI)
tem sido utilizado nos processos de regeneracao dos tecidos tais como pele
(MESTER et al.1971,MESTER et al.1985), tecido 6sseo (YAAKOBI et al. 1996
e LUGER et al. 1998), sistema nervoso central e periférico (ROCHKIND e
QUAKNINE, 1992 e VAN BREUGEL e BAR,1993) e no sistema muscular
(WEISS e ORON, 1992).

Laseres podem agir através da inibicdo ou estimulagao das atividades
bioquimicas, fisioldgicas e proliferativas das células e tecidos. Seus efeitos nos
tecidos biolégicos dependem do tempo, da dosagem, da freqiiéncia e do

comprimento de onda da irradiacao utilizada e da freqiiéncia do tratamento.



Durante o atraso na diferenciacdo das células satélites causado pelo
LBI, grande numero dessas células satélites ativadas acumula-se na zona
regenerativa e eventualmente fundem-se estimulando as fibras ou
desenvolvendo mais precocemente fibras musculares neoformadas. O
mecanismo pelo qual o LBI direciona este fenbmeno € via ativagdo especifica
do mitogene ativado da proteina quinase (MAPK) e do sinal regulador da
proteina quinase (EPK) (SHEFER et al. 2001).

Shefer et al. (2003) demonstraram que o LBl induz a sintese protéica por
meio da modulacdo da atividade de enzimas-chave que regulam a translacao
de RNAm e a inducéo da fosforilacdo do receptor de tirosina quinase causada
pela irradiacao do laser, promovendo a proliferagao celular.

Tendo em vista que a lesdao muscular causa processo inflamatério, sdo
utilizados amplamente na prética clinica os medicamentos antiinflamatoérios nao
hormonais (AINH). Estima-se que um em cada sete americanos faz uso de um
antiinflamatério. Devido ao amplo mecanismo de ag&o, os AINH s&o utilizados
em diversas situagdes onde se busca controle da dor, febre e do processo
inflamatério (TOGNINI,1999).

Essa classe de drogas tem sido tradicionalmente utilizada no tratamento
da dor de origem ortopédica, inibindo a formagéao de prostaglandinas. O acesso
do &cido araquidénico ao local lesado, onde se liga com a enzima
ciclooxigenase, origina o desencadeamento de todos 0s processos dolorosos e
inflamatérios. (ENGELHARDT,1996).

Dentre os AINH mais utilizados encontra-se o meloxicam, este
medicamento pertence a familia das enolcarboxamida com estrutura molecular
C14H13N304S2 e sua massa molecular € 351,4. (ENGELHARDT, 1996).

Segundo Jarvinen et al. (2005), o uso de AINH ¢é indicado para causar
uma diminuicao da reacao inflamatdria, porém, sem gerar reacoes adversas no
processo de reparo muscular. Shen et al. (2007), relataram o uso do AINH para
o tratamento dos sintomas relacionados ao processo inflamatorio.

Partindo da hip6tese que o LBI apresenta resultados satisfatorios no
tratamento das lesdes através do aumento das atividades cicatriciais e que o
uso de medicamento antiinflamatério ndo esteroidal esta ligado diretamente a

conduta clinica no tratamento de lesao muscular, porém gerando duvidas sobre



sua interferéncia na reorganizagao de fibras colagenas induzidas pelo laser
justificou-se a realizacao desse estudo.



2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Musculo Esquelético: Morfologia Normal

O musculo esquelético é o 6rgao efetor do movimento, tendo como sua
principal caracteristica a contratilidade. A funcdo muscular adequada depende
da atividade proprioceptiva intacta, inervacdo motora, carga mecanica e
mobilidade articular (HUIJING, 1998).

O tecido muscular representa a maior massa de tecido na estrutura
corporal, constituindo 40% a 45% do peso total do corpo. E um composto
estrutural que consiste em células musculares, redes organizadas de nervos e
vasos sanguineos, tecido conectivo e matriz extracelular. Esta estrutura é
necessaria tanto para produzir movimento articular e dar condicées para que o
processo de regeneracao ocorra apés a lesao (HUARD et al. 2002).

Segundo Powers e Howley (2000) os musculos esqueléticos
apresentam trés fungdes: produzir forca para a locomocao e respiracao, forca
para a sustentacdo da postura (ténus muscular) e producao de calor durante a
exposicao ao frio.

Os musculos esqueléticos sdo compostos por dois principais elementos:
as fibras musculares (miofibras) e o tecido conectivo. As miofibras, por
intermédio de sua inervacdo, sao responsaveis pela fungao contratil do
musculo, enquanto o tecido conectivo proporciona a estrutura que mantém as
células musculares individuais unidas durante a contragdo muscular, além de
englobar os capilares e nervos dentro da estrutura muscular (JARVINEN et al.
2005).

A unidade contratil do musculo é composta por miofibrilas as quais
resguardam os sarcdémeros. Esta unidade estende-se entre duas bandas Z que
apresenta miofilamentos de actina e miosina. O citoplasma da fibra muscular,
chamado de sarcoplasma, contém uma matriz celular e organelas, que sao:
complexao de golgi, reticulo sarcoplasmatico, mitocondrias, goticulas lipidicas,
glicogénio e a mioglobina. A miofibrila € um sincicio derivado a partir da fuséo
de mioblastos (células miogénicas precursoras), ou seja, 0os mioblastos se
fundem para formar miotubos multinucleados, longos, cilindricos e nucleo

central. O endomisio é a camada de tecido conectivo que circunda miofibras



individuais, enquanto o perimisio circunda fasciculos ou feixes de fibras
musculares. O epimisio € a camada de tecido conjuntivo externo que circunda
o musculo esquelético (HUARD et al. 2002).

2.2 Lesao Muscular

Lesdes musculares sdo um dos traumas mais comuns na pratica
esportiva, com incidéncia entre 10% e 55% de todas as lesGes esportivas. As
lesbes podem ser divididas em contuséo, estiramento ou laceragédo. Mais de
90% das lesdes que ocorrem durante a pratica esportiva sdo contusées ou
estiramentos, por outro lado, as laceracbes sdo incomuns no esporte.
(JARVINEN et al. 2007).

A contusdo muscular ocorre por mecanismos de compressao ou
aplicagéo de forga subita. O estiramento o musculo é submetido ao mecanismo
de tracao excessiva levando a sobrecarga das miofibras e consequentemente
geral roturas, normalmente na juncédo miotendinea (KIVI et al. 2009).

Segundo Moisala et al. (2007) o quadro clinico da lesdo muscular é
determinado apéds avaliacdo do paciente, gravidade da lesdo e a extensao do
hematoma sado fatores avaliados no exame fisico. Os vasos sanguineos
intramusculares sao facilmente lesionados em decorréncia do trauma, o que
pode gerar hematoma intra ou intermuscular. O hematoma intramuscular
apresenta o sangue extravasado dentro da fascia e o musculo esta intacto
causando aumento na pressao intramuscular delimitando o tamanho do
hematoma, pois com o aumento da pressdo 0s vasos sanguineos sao
comprimidos, ao contrario, o hematoma intermuscular ocorre quando a fascia é
danificada assim o sangue extravasa para o espaco intersticial sem aumento
significativo na pressdo no interior da musculatura, desta forma o

extravasamento de sangue é mais extenso.

A lesdao muscular pode ser classificada em trés graus: leve, moderada
e grave. Leséao leve (grau I) ocorre por estiramento ou contusdo apresentando
lesbes de poucas fibras musculares, pouco edema, desconforto acompanhado
de nenhuma ou perda minima de forca muscular, apresenta pouca restricdo do

movimento. Lesdo moderada (grau ll) envolve maiores danos a musculatura



com perda de funcédo importante, pode apresentar contratura muscular. Leséo
grave (grau lll) considera-se uma lesao atraveés de toda a secgéo transversa do
musculo, resultando completa perda de fungdo muscular.

2.3 Patobiologia da Lesao Muscular

O processo de recuperacao da lesdo muscular segue um padréao
diferente quanto aos de outros tecidos organicos. O musculo sofre processo de
reparo ou regeneracao que nao tem ligacdo com o tipo de lesdo (contusao,
estiramento ou laceracéo) e sim, com a lesdo ou ndo da lamina basal. Quando
existe a lesdo da lamina basal forma-se tecido cicatricial com grande
guantidade de colageno. Este tecido cicatricial provoca mudancas mecanicas,
histol6gicas e funcionais. Quando a lamina basal nao esta lesionada, o tecido
sofre 0 processo de regeneragdo, mantendo-se com as mesmas caracteristicas
do tecido muscular nativo.

Segundo Jarvinen et al. (2007), trés fases demonstram o processo de
reparo da lesdo muscular: Fase de destruicdo, fase de reparo e fase de
remodelacgao.

Fase de destruicdo é caracterizada pela ruptura e necrose das fibras
musculares, formagdo de hematoma entre as miofibras lesionadas com
presenca de reacao celular inflamatéria.

Fase de reparo apresenta fagocitose do tecido necrosado,
regeneracao das fibras musculares e producdo de tecido cicatricial. Nesta,
fase, ocorre o processo de revascularizacao pelo crescimento de capilares em
areas lesadas.

Fase de remodelacdo é importante, pois, acontece a maturagao das
miofibras regeneradas, retracdo e reorganizacdo do tecido cicatricial, desta
forma ocorrendo a recuperagédo da capacidade funcional do musculo.

Apés o trauma, as miofibras que foram rompidas contraem para suas
extremidades formando o hematoma no local entre as miofibras. As
extremidades lesadas das miofibras sofrem necrose localizada nesse local. Os
macrofagos invadem a drea da lesdo removendo as particulas necrosadas e
secretam fatores de crescimento ativando as células satélites (JARVINEN et al.
2007).



Tratando-se dos fatores de crescimento e citocinas liberadas no foco
da lesdo, ha evidéncias de que o fator de necrose tumoral — a (TNF — a)
apresenta papel na regeneracdo do musculo esquelético, como um inibidor da
atividade muscular durante a recuperacao. Além disso, fatores de crescimento
de fibroblastos (FGF), fatores de crescimento insulina-like (IGF) e, fatores de
crescimento de transformacéo — B (TGF-B), além de interleucinas 1B (IL-1B) e 6
(IL-6) sao expressados no musculo lesado (WARREN et al. 2002; CHARGE et
al. 2004; HAYSHI et al. 2004).

As IGFs 1 e 2 sao precursores da mitose para os mioblastos, em
lesbes musculares. Para Jarvinen et al. (2005) as células satélites se
encontram quiescentes entre a lamina basal das miofibras e o sarcolema.
Estas células sao responsaveis por formar mioblastos, fundi-los em miotubos e,
finalmente, maturar em miofibras. (ENGERT et al. 1996; FLORINI et al. 1996;
JARVINEN et al. 2000).

Kaariainen et al. (2000) apresentaram um quadro com 0s eventos

durante a regeneracao muscular.

Quadro 1. Sequéncia temporal dos eventos durante a regeneracdo da fibra

muscular ap6s uma leséo.

Tempo pés-leséo Eventos

- Retragdo das miofibras rompidas e gap preenchido com
hematoma

0-24h - Miofibras rompidas iniciam a necrose

- Banda de contracdo é formada permitindo a formacédo da|
membrana de demarcagéo, que impede a extenséo da leséo

- Ativacao das células satélites em 24h.

- Diferenciacdo das células satélites em mioblastos e inicia 4
_ fusdo em miotubos

Dia 2-3 _ o _ ]
- Fagocitose de miofibras necrotizadas por macrofagos

- Hematoma comega a ser substituido por tecido conectivo




- Miotubos comegam a preencher membranas basais “vazias”

Dia 5 - Miofibras regeneradas comegam a aderir ao tecido conectivo
formado
Dia 7 - Miofibras regeneradas mantém-se fora das membranas
ia

- Tecido conectivo comeca a densificar

Dia 14 - Formacéao de novas mini — juncdes miotendineas

- Tecido “cicatricial” comega a diminuir e as miofibras comecam g

Dia 21-56 se entrelacar

- Fibras regeneradas maduras e mionudcleos na periferia

2.4 Colageno

Os organismos multicelulares sao formados por células especializadas
organizando os tecidos. A matriz extracelular € formada por moléculas de
diferentes natureza que s&o produzidas, exportadas e complexadas pelas
células, modulando a estrutura, fisiologia e biomecanica dos tecidos (TAKALA
et al. 2000).

O colageno constitui um grupo de proteinas compostas por trés
cadeias polipeptidicas dispostas em tripla hélice sendo o principal componente
da matriz extracelular (MEC) perfazendo aproximadamente 25% da massa
protéica total do organismo (GHADIALLY, 1997). De modo geral, as fibras
colagenas se dispdem num padrdo ondulado e exibem extensdo bastante
variada, e tém papel fundamental na arquitetura tecidual, na resisténcia dos
tecidos e em ampla variedade de interacdes célula-célula e célula-matriz
(RICH, WHITTAKER, 2005; OLIVEIRA, 2010).

Aproximadamente 19 tipos de coladgeno foram encontrados em
vertebrados. Sao divididos em dois subgrupos, fibrilar e nao fibrilar. No musculo
esquelético o tipo fibrilar é representado pelos colagenos do tipo |, tipo Il e tipo
Il e o tipo nao fibrilar é representado pelo colageno do tipo IV (TAKALA et al.
2000).

Os tipos | e o tipo Il sdo encontrados no perimisio e no epimisio, com o
tipo | sendo abundante em ambas as camadas. No entanto € no endomisio
onde as maiores quantidades de colageno sdo encontradas.



No musculo esquelético, o coladgeno é produzido principalmente por
fibroblastos sobre o0s ribossomos ligados a membrana do reticulo
endoplasmatico rugoso. A biossintese de colageno é caracterizada pela
presenca de um extenso niumero de modificacoes pos-traducdo das cadeias
polipeptidicas, que contribuem para a qualidade e estabilidade da molécula do
colageno (KIVIRIKKO et al. 1982)

A rede de tecido conjuntivo do musculo esquelético tem um papel
dindmico durante a diferenciacdo e o crescimento muscular normal e serve
como estrutura de suporte no musculo esquelético sendo dividido em bainhas
de tecido conectivo denominadas endomisio, perimisio e epimisio.

O endomisio € a camada de tecido conectivo mais delicada que
reveste e separa cada célula muscular individualmente. Nesta localizagao, o
tecido apresenta-se rico em fibras finas de colageno tipo lll, fibras do sistema
elastico, capilares e terminac¢des nervosas. (Piedade, 2010).

A interacdo entre o conjunto de células musculares e o tecido conectivo
na regiao da lamina basal deve possuir resisténcia suficiente para suportar
cargas de até 1000kg durante um trabalho de sobrecarga maxima. Para tanto,
existem cadeias de moléculas especificas como a distrofina e as integrinas
que, direta ou indiretamente, conectam os miofilamentos contrateis, através da
membrana plasmatica a matriz extracelular (KAARIANEN et al. 2000,
JARVINEN et al. 2005; PIEDADE, 2010).

O perimisio € uma camada de tecido conjuntivo mais fibroso que o
endomisio e envolve grupos de 10 a 20 células musculares, formando um
fasciculo. O epimisio envolve todo o musculo sendo considerada a acamada
mais resistente e espessa de tecido conjuntivo. Tanto o epimisio como o
perimisio contém grande quantidade de colageno tipo | em relacado ao colageno
tipo Ill. (PIEDADE, 2010).

Kaarianen et al. (2008) demonstram que em fases iniciais do processo
de cicatrizacdo muscular estao presentes elementos da matriz extracelular que
tem baixa capacidade de suportar forcas de tracdo, como a fibrina, fibronectina,
acido hialurénico e as fibras de colageno do tipo lll. Estes achados seriam a
explicacdo para a baixa resisténcia da cicatriz encontrada nos ensaios

biomecanicos nas fases iniciais do reparo.



Segundo Kannus et al. (2003) a partir da fase de maturacéo e
remodelamento o colageno tipo | comega a aumentar proporcionalmente e se
organiza estruturalmente aumentando a capacidade funcional do musculo
reparado.

Ainda deve ser destacado que a disposicao arquitetural tipica das
moléculas de colageno em feixes fibrosos é altamente relevante para geracao
de forca ténsil em um tecido exposto a agressdao (PUGLIESE et al. 2003;
RIBEIRO et al. 2009).

Durante o reparo cicatricial, a sintese de colageno tem inicio em média
no terceiro dia, atinge seu pico maximo em trés a seis semanas e entra em
fase de remodelacdo. O colageno tipo Ill é inicialmente depositado, sendo
gradativamente substituido por colageno tipo | a medida que ocorre maturacao
do tecido cicatricial (CARNEIRO et al. 2005; OLIVEIRA, 2010).

2.5 Laser de Baixa Intensidade: Aspectos Fisicos e interacées com tecido
biolégico

A luz tem sido utilizada com fins terapéuticos ainda em tempos antigos.
A origem do laser se da a partir de eventos que ocorrem dentro de uma
cavidade Optica, na qual determinado material apés ter seus elétrons excitados,
culminando em geragdo de emissédo estimulada de fétons com a mesma
freqUéncia, diregcdo e comprimento de onda. (COTTON, 2004).

O estagio final deste processo, denominado de amplificagdo da luz,
decorre pela existéncia de espelhos dentro da cavidade, um totalmente refletor
e outro parcialmente, fazendo com que os fétons sofram reflexdo, estimulando
novos fétons e emitindo o feixe laser (COTTON, 2004; KARU et al. 2005).

As caracteristicas, isto €, as propriedades que diferem o feixe laser de
outras fontes luminosas sdo a monocromaticidade, colimacdo, coeréncia e
polarizagdo. A monocromaticidade indica que cada meio gerador de laser
corresponde a um unico comprimento de onda, caracteristica importante, pois
determina quais moléculas absorverdo o laser e sofrerdo os efeitos
fotobiologicos especificos. O laser é colimado por consequéncia de apenas 0s
fétons que estao perpendiculares aos espelhos contribuem para o processo de



amplificagdo. A coeréncia ocorre, pois os fétons estdo em fase, consequéncias
do processo de emissdo estimulada. Esta coeréncia pode ser temporal, quando
as ondas de luz se encontrar em fase, ou espacial, quando os fétons estéao
ajustados em planos espaciais paralelos entre si, sendo mantidos por grandes
distancias (KARU et al. 2005).

A polarizacdo ocorre quando as ondas de luz estdo todas orientadas
num s6 plano, gerando a vibragdo dos campos elétricos em uma sé direcéo,
podendo ser linear ou circular (COTTON, 2004).

O espectro eletromagnético mais utilizado na laserterapia de baixa
intensidade esta entre os comprimentos de onda de 630 a 1300 nm, incluindo a
luz visivel e parte proxima da luz infravermelha. Esta parte do espectro é
denominada de janela éptica, por ser esta faixa capaz de penetrar nos tecidos
e produzir os efeitos especificos. (COTTON, 2004)

A radiacdo luminosa ao atingir o tecido biolégico pode ser refletida,
transmitida, absorvida ou espalhada. A absorcédo é o principal parametro da
interacao laser-tecido, pois dela depende a quantidade de energia entregue ao
tecido e os efeitos nele provocados. Dependendo da energia do féton, a
radiacdo pode ser transferida a molécula causando transicoes rotacionais,
vibracionais ou eletrénicos, provocando nos tecidos, efeitos fotoquimicos,
fotofisicos, fototérmicos, fotomecanicos e fotoelétricos (KARU et al. 2005)

O principio béasico da laserterapia de baixa intensidade é o fato que a
irradiacdo, através da propriedade de monocromaticidade, possui capacidade
de alterar o comportamento celular sem que seja necessaria a presenca de
aquecimento. Por esta razdo denomina-se de terapia de baixa poténcia ou
intensidade. O fenbémeno apesar de ser primeiramente denominado de
bioestimulante, notou-se que em certos momentos apresenta-se efeito inibitdrio
sobre as acgdes celulares tendo assim a sua terminologia modificada para
biomodulador (BASFORD, 1995; KLEBANOV et al. 2001)

A interacdo Dbioldgica laser-tecido promove reagbes atérmicas,
produzindo o efeito fotoquimico. Este efeito esta associado a absorgao
particular de cada cromdéforo, isto é, substancias absorvedoras de luz
presentes nos tecidos, tendo como alvo principal os citocromos presentes nas
mitocbndrias. Para laseres de 488 e 515 nm (Argbnio), tem-se a hemoglobina
como cromoforo, enquanto para 10.600 nm (CO.) a agua. Para o 632,8 nm



(He-Ne), 904 nm (GaAs) e 630-830 nm (GaAlAs), ou seja, comprimentos na
regiao do vermelho e infravermelho proximo, nao apresentam fortes
cromoforos, possibilitando maior capacidade de penetracdao. (COTTON, 2004;
VLADIMIROV et al. 2004)

Karu, et al. (2005) afirmaram que estes efeitos podem ocorrer por
processos que provocam modificacées no potencial da membrana, resultando
em aumento da sintese de ATP, gerando os efeitos de biomodulagéo.

As porfirinas enddgenas, presentes nas mitocéndrias, absorvem a luz na
parte vermelha do espectro servindo como croméforos da irradiagéo a laser e
atuando como fotosensibilizadores, induzindo reagdes de radicais livres
(incluindo a peroxidagéo lipidica com formagéo predominante de hidroperdxido
de acidos e gorduras nao saturadas nos fosfolipidios) apds a absorcdo do
quantum de energia. (KLEBANOQV et al. 2001).

A peroxidagao lipidica aumenta a permeabilidade iénica da membrana
plasmatica, em particular, dos ions célcio. O aumento intracelular da
concentracdo de calcio (Ca®*) em leucdcitos ativa processos dependentes de
Ca®* e finalmente incrementa o potencial funcional celular. Este processo é
acompanhado pela reunido de NADPH-oxidases na membrana no estado ativo
de espera e expressao de receptores de superficie. O aumento do potencial
funcional dos leucécitos também é acompanhado pela producao de agentes
bioativos como O,, H.O,, CIO, NO e vaérias citocinas. Alguns possuem
propriedades bactericidas enquanto outros afetam a microcirculacdo
sangliinea. A participacdo do citocromo-c-oxidase e do Ca**-ATPase atuantes
como cromoforos, ndo explicam todos os efeitos da irradiagdo infravermelha
(KLEBANOQV et al. 2001).

O éxido nitrico (NO) é considerado um mediador dos efeitos celulares
decorrentes a laserterapia sendo responsavel pelo incremento da ligacao
celular, estando associada a producao de energia, estimulacdo da biogénese
de mitocéndrias, apoptose e envolvido com efeitos analgésicos, aumento da
microcirculacao possuindo reservatério nas hemoglobinas (KARU et al. 2005).

A irradiacao a laser regula o aumento do peptideo relacionado ao gene
calcitonina (CGRP) que serve como um indicador da regeneracao apds a leséo
(SNYDER et al. 2002).



A proliferacao de fibroblastos gengivais € aumentada pela aplicacao da
LBI, independentemente do comprimento de onda (670, 780, 692, 782 nm),
mas com a mesma fluéncia (2 J/cm? 0,02 J) e quanto menor o tempo de
exposicao (maior poténcia de saida) melhor serao os resultados (ALMEIDA-
LOPES et al. 2001)

Karu (1987) verificou que a irradiacdo de mitocéndrias isoladas induzia
alteragbes na homeostasia celular resultando em reagbes em cascata.
Sugerindo que alguns componentes da cadeia respiratéria (kitocromos e
nlavinas desidrogenase) serviriam como fotoreceptores ou croméforos
primarios, ou seja, capazes de absorver luz de determinado comprimento de
onda, ativando a cadeia respiratéria. Resultando no aumento da sintese de
ATP, afetando os niveis de hidrogénio da célula, ativando outros ions
transportados como sodio e potassio, além de alterarem o fluxo de calcio entre
as mitocondrias e o citoplasma.

Manteifel, et al. (2005) relatam a hip6tese de que o citocromo-c-oxidase,
enzima terminal da cadeia respiratéria, € um fotoreceptor da luz na regiao do
vermelho. A absorcdo da luz por esta enzima aceleraria o transporte de
elétrons na cadeia respiratéria levando ao aumento de potencial elétrico
transmembrana da  mitocbndria, ativando a sintese de ATP,
consequentemente, o metabolismo celular.

Rochind e Quaknine (1992) relataram os efeitos do LBP séao
dependentes da densidade de energia, pois baixas densidades causam a
regulacdo na oxi-redugdo do metabolismo celular, e com altas densidades
ocorrem danos fotodindmicos. Esta afirmacdo foi possivel ap6s analisarem
diferentes comprimentos de ondas e densidades de energia aplicadas sobre
células de fibroblastos, verificando que a 630 nm obtinha-se um maior numero
de mitoses em comparacédo a 360 nm e 780 nm enquanto o pico era alcangado
com densidade de energia de 15 J/cm? porém acima de 60 J/cm?

apresentavam reducao da reproducao celular.
2.6 Medicamentos Anti-inflamatérios

Conhecidos pela humanidade ha cerca de 100 anos, os compostos
antiinflamatérios nao esterdides (AINES) estdo entre os agentes



farmacolégicos mais utilizados na pratica médica. Apresentam um amplo
espectro de indicagcbes terapéuticas, como: analgesia, antiinflamacao,
antipirese, profilaxia contra doencas cardiovasculares. (DUBOIS et al. 1998;
KUMMER et al, 2002)

Os anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINE) constituem um grupo de
compostos muito heterogéneos com varias estruturas quimicas, podendo ser
distribuido em diversas classes, de acordo com o grupo quimico a que
pertencem.

A enzima ciclooxigenase apresenta duas isoformas intituladas COX-1e
COX-2. A partir de descobertas que rotulavam a COX-1 como fisiologicamente
constitutiva, agindo como citoprotetora gastrica e mantenedora da homeostase
renal e plaquetaria e COX-2 ou indutiva, a qual surgia apenas em situagao de
trauma tissular, inflamacgao, surgiu a idéia de que inibidores especificos da
COX-2 impediriam o processo inflamatério sem os efeitos colaterais
indesejaveis, principalmente disturbios gastrintestinais, advindos do bloqueio
inespecifico da COX. (KUMMER et al. 2002).

O termo COX deve-se ao seu proposto mecanismo de acao consistir
na formacao de peroxidos biciclicos (endoperdxidos) a partir da oxigenacao de
acidos graxos polinsaturados. Segundo KUMMER et al. (2002) as isoformas
COX-1 e 2 apresentam algumas diferengas como:

A) Sequiéncia genética diferente para cada isoforma. Os genes sao
regulados por dois sistemas independentes e diferentes, apesar da
reacao enzimatica por eles catalisada ser idéntica.

B) O sitio de ligagdo do agente inibidor na isoforma COX-2 é
estruturalmente cerca de 25% maior que o da COX-1 , apresentando
também local de ligacao secundario, além do sitio catalitico. Isto tem
permitido o desenvolvimento de agentes que bloqueiam a atividade
COX-2, especificamente em concentracdes que apresentam minimos
efeitos COX-1. O mesmo composto pode funcionar como um inibidor
COX-2 em baixas concentragdes e inibidor competitivo da COX-1
quando em altas dosagens. As bases moleculares para tais diferencas
ainda nao sao completamente entendidas.

C) A COX-1 é uma enzima presente na maioria dos tecidos. Diante de

quadros inflamatérios, a atividade desta isoforma nao parece ser



alterada ou apresenta um aumento discreto de 2 a 4 vezes na sua
expressdo. Em menores quantidades, a COX-2 encontra- se em
determinados tecidos como cérebro, intestinos, rins, testiculos, glandula
tiredide, péncreas, diante de quadro inflamatério, sua expressao é
aumentada cerca de 20 vezes ou mais.

D) Além do acido aracdbnico, a COX-2 também é capaz de agir no
metabolismo de outras substancias como: acido linolénico e acido
linoléico.

Dois agentes que mostram algum grau de inibicao “preferencial” COX-2
sdo o meloxican e o nimesulide. Para estes compostos tem sido dificil
atribuir relacdo de “seguranca” gastrointestinal quando comparados com os
demais AINES convencionais, ja que apesar de preferencial inibicao COX-2,
as doses terapéuticas destas drogas também resultardo em reducédo na
atividade COX-1. (BROOKS et al. 1999).

2.6.1 Meloxicam

O meloxicam é um dos mais potentes antiinflamatérios nao esteroidais
que apresenta uma das mais altas propor¢cdes de atividade sobre a COX-2,
desenvolvidos inicialmente para o tratamento da artrite reumatdide e
osteoartrite (Engelhardt et al. 1995)

E uma droga antiinflamatéria ndo esteroidal e pertence a classe
farmacolégica do acido endlico derivada do grupo das oxicanas, recentemente
introduzido no mercado farmacéutico brasileiro e que tem a caracteristica de
seletividade pela inibicdo da via COX-2 quase dez vezes superior ao
diclofenaco e cem vezes maior que a do piroxicam. Isto justifica uma melhor
tolerabilidade, preservando o organismo de reacbes adversas ligadas a
excessiva inibicdo de COX-1, particularmente no estdmago e rins. Além de que
sua eliminacdo é mais rapida, em razdo da meia-vida plasmatica alta, sendo
suficiente uma Unica dose diaria (LARA, 1998; ANDRADE, 2000; GURGEL,
2003).

Em 1995, Engelhardt et al., realizaram um estudo compararam o
meloxicam com outras drogas antiinflamatérias nao esteroidais em relagéo aos

seus efeitos farmacodindmicos caracteristicos em ratos, como atividade



antiinflamatéria, analgésica, anti-pirética e ulcerogénica. Conseguiram
demonstrar que o meloxican apresenta excelente capacidade terapéutica
sendo trés vezes superiores a indometacina, noventa e duas vezes mais
potentes do que o piroxicam, 170 vezes mais potente que o tenoxicam e 3500
vezes mais potente do que o flurbiprofeno. O seu efeito sobre a sintese de
prostaglandinas na mucosa gastrica foi menor do que as drogas testadas,
sendo mais bem tolerada, e a sua inibicao preferencial de COX-2 explicaram a
maior capacidade antiinflamatéria do meloxicam, suportando a sua utilizacao

terapéutica.

2.6.2 Estrutura Quimica

Quimicamente conhecido como [4-hidroxi-2-metil-N-(5-metil-2-tiazol)-2H-
1,2 benzotiazina-3-carboxamida-1,1-dioxido, o meloxicam foi lancado na
Inglaterra em dezembro de 1996, (Hassan,2002; Noble e Balfour,1996; Rigato,

2005) e apresenta a seguinte estrutura molecular:

S N =
H
/N\
/AN
O/\O

FIGURA 1: Estrutura quimica Meloxican
Fonte: Hassan, 2002.

2.6.3 Mecanismo de Acao

O mecanismo de acdo do meloxicam esta em sua capacidade de inibir
a biossintese de prostaglandinas via ciclooxigenase. Difere-se dos AINES



tradicionais por desempenhar uma seletividade preferencial na inibicdo da
enzima COX-2. (Vane e Botting, 2000; Rigato, 2005).

2.6.4 Propriedades Farmacolégicas

Em estudos sobre osteoartrite 0 uso de comprimidos 7,5 mg e 15 mg
de meloxicam, mostraram menores efeitos gastrointestinais adversos, (graves
€ nao graves) que os comprimidos de piroxicam (20mg), diclofenaco de
liberacado lenta (100mg) e de naproxeno (750 e 100mg). (Distel et al. 1996;
Rigato, 2005).

A vantagem terapéutica é justificada pela forma de acao preferencial da
enzima COX-2, mostrando ser aproximadamente 10 vezes mais potente do que
o COX-1, em experimentos in vitro. (Hawkey et al. 1998; Engelhardt et al. 1995;
Engelhardt et al. 1996).



3 OBJETIVO

Avaliar o efeito do laser, meloxican e de ambos associados na
colagenogénese dos tipos | e Il na lesdo muscular induzida por impacto em
ratos.



4 MATERIAL E METODO

4.1 Local e Periodo de Estudo

A coleta de dados foi realizada no laboratério de cirurgia experimental da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, em Dezembro de 2011.

O estudo foi submetido & analise da Comissdo de Etica no Uso de
Animais/CEUA/UFMS e aprovado sob o protocolo 291, e todos os
procedimentos respeitaram as normas internacionais para experimentacao

animal.

4.2 Selecao, Armazenagem e Pesagem dos Animais

Foram utilizados 60 ratos do género masculino Rattus norvegicus da
linhagem Wistar albinus, com massa corporal média de 300 g, procedentes do
biotério da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul.

Os animais foram mantidos em caixas de polipropileno com dimensoes
de trinta e trés centimetros de largura, quarenta centimetros de profundidade e
dezessete centimetros de altura, com tampas/grades de aco inoxidavel
contendo espaco para racdo e agua — Brasholanda® em condicdes de
temperatura, luz e umidade controlada, com agua e comida ad libitum.

No inicio do experimento, os animais foram pesados em balanca de
precisao da marca Marte AS 2000C, com variacao de um centésimo de grama
e identificados com marcas produzidas com canetas em sua calda, de acordo
com o tipo de tratamento pré-estabelecido. Os animais foram pesados

novamente antes de sofrerem a eutanasia.

4.3 Grupos Experimentais

Foram estudados 4 grupos experimentais, nos quais 0os animais foram
alocados aleatoriamente, em grupos contendo 15 animais cada, conforme a

figura 02.



GRUPO 1 : Grupo lesao
GRUPO 2: Grupo de lesdo muscular tratado com laser.
GRUPO 3: Grupo de lesdo muscular tratado com meloxicam

GRUPO 4: Grupo de lesdo muscular tratado com laser associado com

meloxicam.
60 ANIMAIS
|
| | | |
Grupo | Grupo Il Grupo Il Grupo IV
N=15 N=15 N=15 N=15
Eutanasia Eutanasia Eutanasia Eutanasia
3 dias 3 dias 3 dias 3 dias
Eutanasia Eutanasia Eutanasia Eutanasia
7 dias 7 dias 7 dias 7 dias
Eutanasia Eutanasia Eutanasia Eutanasia
15 dias 15 dias 15 dias 15 dias

Figura 02 — Fluxograma dos grupos quanto ao numero de animais e tempo

para eutanasia.

4.4 Protocolo para producao da lesao experimental

Para realizar a lesdo muscular, foi utilizado um aparelho desenvolvido
por Sene et al.(2005) que consiste em duas hastes metalicas telescopadas
ajustaveis onde é possivel graduar a altura entre 30 a 40 cm e uma base
plastica com area de 272,5 cm?. Sobre essa base, foi acoplada uma superficie
metalica retangular, de area de 12,25 cm?, que serviu de apoio para a queda o
peso.

Na parte superior final das hastes metadlicas, foi fixado uma estrutura
metalica que proporciona estabilidade, bem como suporta uma roldana pela



qual um fio guia fixa o peso a ser liberado. Entre as hastes, foi confeccionado,
em acrilico transparente, um guia para conduzir o peso durante a queda livre,

de 30 cm de altura, evitando desvios e oscilagdes do peso.

Figura 3- Aplicacao de carga para indugao da lesdo muscular.

Fonte: Arquivo pessoal.

Oliveira et al. (2004), e Minamoto (1999), realizaram estudos pilotos com
a utilizacdo de uma carga de 200 g, liberada a uma altura de 30 centimetros,
sendo a energia de impacto, no sitio da lesdo, de aproximadamente 294 N,
segundo a férmula apresentada por Minamoto. (1999) f = m x g x h x AS™,
assim temos:
F = forga
M = massa
G = aceleragao da gravidade
H = altura da liberacdo da carga

AS™ = deformacéo tecidual estabelecida em 2 mm.
4.4.1 Procedimento para producao da lesao experimental
Os animais foram previamente anestesiados com Cloridrato de Ketamina

(100 mg/Kg) e Xilazina (20 mg/Kg) e o terco médio do ventre muscular do
gastrocnémio direito e esquerdo sofreu a raspagem dos pélos. Foi feita



analgesia preemptiva com 0,01 mg (100 g) de Butorfanol como medicacao pré-
anestésico.

O aparelho de producdo da lesdo por impacto foi fixado por meio de
grampos, na mesa cirurgica como forma de estabilizacao, desta forma, evitar
que ocorra qualquer oscilacdo na queda do peso.

Para que a lesdo por impacto ocorra sempre na mesma regiao, a carga
foi liberada a uma altura de 30 cm conduzida pelo guia em acrilico e por um fio
fixado diretamente sobre o peso lancado centralmente por meio de uma
roldana posicionada nas hastes do equipamento.

Os animais foram submetidos a um unico trauma e separados de acordo

com o grupo experimental.

4.5 Aplicacao do Laser de Baixa Intensidade

Foi utilizado o Laser Fosfeto Indio-Galio-Aluminio-Fésforo (InGaAlP) da
marca DMC® modelo Photon Lase Ill, com poténcia de 100mW (densidade de
poténcia de 3,57 W/cm?), area do feixe de 0,028 cm2, e comprimento de onda
de A 660nm. A intensidade do equipamento foi aferida previamente ao
experimento com o auxilio do medidor de poténcia (2-Watt Broadband
Power/Energy Meter, Modelo 13 PEM 001/J, Holanda).

Figura 4- Equipamento Laser utilizado para irradiacao.

Fonte: Arquivo pessoal.



4.5.1 Protocolo de estimulacao por irradiacao laser

Para aplicacao do laser, os animais foram previamente imobilizados,
sobre um suporte de PVC, com a parte posterior da pata exposta.

A radiacdo Laser foi realizada por trés dias consecutivos com dois
pontos no ventre do musculo gastrocnémio.

O procedimento de aplicacao foi realizado sobre o local da lesdo, em
contato com a pele, formando um angulo de incidéncia do feixe de 90° de
maneira semelhante a realizada por Amaral et al. (2001).

A densidade de energia de aplicacéo utilizada foi de 3 J/cm? com tempo

de aplicacdo 30 segundos, segundo Costardi et al. 2008.

4.6 Terapia com AINH

Os animais do grupo lesdo muscular tratado com meloxicam e do grupo
laser associado ao meloxican receberam injecdo subcutanea diaria, por trés
dias consecutivos, de meloxicam na dose de 0,5mg.Kg™”, e foram mantidos em
observacao até completar os periodos de 3, 7 ou 15 dias. (TOGNINI,1999).

Figura 5- Aplicagédo de meloxican.

Fonte: Arquivo pessoal.



4.7 Eutanasia

Nos periodos escolhidos para avaliagcdo (3,7 ou 15 dias de pos-leséo),
0s animais dos respectivos grupos sofreram a eutanasia através de injecao
letal da associacdo de solugao injetavel de Cloridrato de S(+) Cetamina
(Cristalia — Produtos Quimicos e Farmacéuticos Ltda. — Campinas, SP) e
Tiopental Sodico (Cristalia — Produtos Quimicos e Farmacéuticos Ltda. —
Campinas, SP) pé estéril diluido em Solugéo Fisiologica de Cloreto de Sédio a
0,9% em concentragdo de 100mg/ml.

Apés a disseccao do musculo gastrocnémio, o descarte dos animais foi
feito por incineragdo em ambiente apropriado.

4.8 Analise Histoldgica

Foi retirado o gastrocnémio de cada animal, por meio da remocao de
pele e tecidos moles. A integridade do musculo foi preservada mantendo a
origem e a insergao.

Os segmentos destinados a analise histolégica foram incluidos em
blocos de parafina para realizagdo de cortes transversais de 5 micrdmetros
(um) para preparagao das laminas: corada com Picrosirius Red.

Para a realizacao quantitativa das fibras de colageno tipo | e tipo Il foi
utilizado o software CFC_image V.1.0. Para quantificar e classificar as fibras de
colageno dos tipos | e lll, o software realiza uma varredura na imagem e
compara os valores RGB de cada pixel com uma faixa de valores pré-
estabelecida, ou seja, um limiar selecionado pelo usuario. Inicialmente, verifica
se a tonalidade do pixel deve ser considerada como fundo e pinta este pixel
com a cor branca. Em seguida, verifica se a tonalidade pertence ao limiar
considerado como fibra de coldgeno do tipo Il e atribui a cor verde ao pixel.
Caso contrario substitui pela coloracédo vermelha, que é caracteristica da fibra
colagena do tipo I. Por ultimo o software realiza a quantificagcdo dos pixels com
tonalidades verdes e vermelhas.



O exame quantitativo de fibroblastos foi realizado no Laboratério de
histologia da Universidade Anhanguera-UNIDERP, mediante o uso de analise

de imagens através de microscopia éptica.

Figura 6- Imagem programaCFC_Image V.1.0. Pontos verdes colageno tipo Ill.
Pontos vermelhos colageno tipo I. Objetiva 40x aumento 400x.

4.9 Analise estatistica

As medidas das varidveis numéricas foram expressas em média *
desvio padrdo. A andlise foi feita utilizando-se Analise de Variancia (ANOVA)
com post hoc test de Tukey nas amostras de distribuicao normal e o teste de
Kruskal-Wallis nas amostras de distribuicdo ndo normal. A normalidade dos
grupos foi analisada através do teste de Shapiro-Wilk. O nivel de significancia
considerado foi p<0,05.

A tabulacédo dos resultados foi feita no software Microsoft Office Excel
2010, e o calculo de normalidade no programa Bioestat 5.0. A comparacao dos
dados e elaboracdo dos graficos foram realizadas no programa GraphPad
Prism 4.0.



5 RESULTADOS

Tabela 2: média + desvio padrao da quantificagcdo de colageno nos grupos
analisados. Campo Grande, MS, 2012. (n = 60).

Lesao Meloxicam  Laser Meloxicam + Laser
COLAGENO TIPO |

3 dias 66,8+7,8 63,8423,80  26,4+1,6 71,6+7,1

7 dias 76,2+1,0 73,513,7 41,8+23,40 76,7+2,7

15dias 76,2+2,1 75,215 79,117 75,413 1
COLAGENO TIPO Il
Leséo Meloxicam Laser Meloxicam + Laser

3 dias 33,2+7,8 36,2+23,70 73,7+1.8 28,4+7 1

7 dias 23,841,0 26,413,6 58,2423,30 23,4127

15dias  23,7+2,0 24,8+1,5 20,941,8 24,6+3,1

Colageno Tipo | - Lesao

p<0,05

I p<0,05
80+ 1

70+

50+
404

20+
10-

7 dias 15 c'iias



Figura 7: Comparacao da quantificacdo de colageno tipo | no grupo Lesao
entre os varios momentos avaliados (Kruskal-Wallis; p = 0,009).

Houve diferenca significativa na quantificacdo do colageno tipo | no
grupo lesao entre os periodos avaliados (p = 0,009), com diferenca significante
entre o terceiro e o sétimo dia (p<0,05) e entre o terceiro e o décimo quinto dia
(p<0,05). Nao foi observada diferenga entre o sétimo e o décimo quinto dia.
(figura 7).

Colageno Tipo | - Meloxicam

3 dias 7 dias 15 c'iias

Figura 8: Comparacao da quantificacao de colageno tipo | no grupo Meloxicam
entre os varios momentos avaliados (Kruskal-Wallis; p = 0,7239).



Colageno Tipo | - Laser

p<0,001

p<0,01 !
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Figura 9: Comparacao da quantificacao de colageno tipo | no grupo Laser entre
os varios momentos avaliados (ANOVA; p = 0,0002).

Houve diferenga significativa na quantificacdo do colageno tipo | no
grupo laser entre os periodos avaliados (p = 0,0002), com diferenca significante
entre o terceiro e o décimo quinto dia (p<0,05) e entre o sétimo e o décimo
quinto dia (p<0,05). Nao foi observada diferenca entre o terceiro e o sétimo dia

(figura 9).

Colageno Tipo | - Meloxicam + Laser

7 dias 15 éias



Figura 10: Comparagdao da quantificacdo de colageno tipo | no grupo
Meloxicam + Laser entre os varios momentos avaliados (Kruskal-Wallis; p =
0,3068).

Colageno Tipo lll - Lesao

p<0,05
40- I p<0,05
30+
20+
104
0- T
3 dias 7 dias 15 dias

Figura 11: Comparacao da quantificagcdo de colageno tipo Ill no grupo Leséo
entre os varios momentos avaliados (Kruskal-Wallis; p = 0,0091).

Houve diferenca significativa na quantificacdo do colageno tipo Il no
grupo leséo entre os periodos avaliados (p = 0,009), com diferenca significante
entre o terceiro e o0 sétimo dia (p<0,05) e entre o terceiro e o décimo quinto dia
(p<0,05). Nao foi observada diferenga entre o sétimo e o décimo quinto dia.
(figura 11)



Colageno Tipo lll - Meloxicam
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Figura 12: Comparagdo da quantificacdo de colageno tipo Il no grupo
Meloxicam entre os varios momentos avaliados (Kruskal-Wallis; p = 0,7239).

Colageno Tipo lll - Laser

p<0,001
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Figura 13: Comparacado da quantificacao de colageno tipo Il no grupo Laser
entre os varios momentos avaliados (ANOVA; p = 0,0001).



Houve diferenca significativa na quantificacdo do colageno tipo Il no
grupo laser entre os periodos avaliados (p = 0,009), com diferenga significante
entre o terceiro e o décimo quinto dia (p<0,05) e entre 0 sétimo e o décimo
quinto dia (p<0,05). Nao foi observada diferenga entre o terceiro e o sétimo dia.
(figura 13)

Colageno Tipo lll - Meloxicam + Laser

3 dias 7 dias 15 aias

Figura 14: Comparacdo da quantificacdo de colageno tipo Ill no grupo
Meloxicam + Laser entre os varios momentos avaliados (Kruskal-Wallis; p =
0,3693).
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Figura 15: Comparacao da quantificacdo de colageno tipo | aos 3 dias de
experimento entre os varios grupos avaliados (Kruskal-Wallis; p = 0,0267).

Houve diferenca significativa na quantificagcdo do colageno tipo | entre os
grupos laser e laser associado ao meloxican les&o entre os periodos avaliados
(p = 0,0267), com diferenca significante no terceiro dia (p<0,05). (figura 15)



Colageno Tipo | - 7 dias
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Figura 16: Comparacao da quantificacdo de colageno tipo | aos 7 dias de
experimento entre os varios grupos avaliados (Kruskal-Wallis; p = 0,1312).

Colageno Tipo I - 15 dias

Figura 17: Comparacdo da quantificacao de colageno tipo | aos 15 dias de
experimento entre os varios grupos avaliados (ANOVA; p = 0,0445).
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Figura 18: Variacao do Colageno Tipo | pelo tempo de avaliacdo de acordo
com o grupo estudado. (Kruskal-Wallis; p = 0,0267). P<0,05 ao 3° dia.
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Figura 19: Comparacao da quantificacdo de colageno tipo Ill aos 3 dias de
experimento entre os varios grupos avaliados (Kruskal-Wallis; p = 0,0266).

Houve diferencga significativa na quantificacdo do colageno tipo lll entre
0S grupos laser e laser associado ao meloxican lesao entre os periodos
avaliados (p = 0,0266), com diferenca significante no terceiro dia (p<0,05).
(figura 19)

Colageno Tipo lll - 7 dias
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Figura 20: Comparacao da quantificacdo de colageno tipo Ill aos 7 dias de
experimento entre os varios grupos avaliados (Kruskal-Wallis; p = 0,1309).
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Figura 21: Comparacédo da quantificacdo de colageno tipo Ill aos 15 dias de
experimento entre os varios grupos avaliados (ANOVA; p = 0,0459).
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Figura 22: Variacdo do Colageno Tipo lll pelo tempo de avaliacdo de acordo
com o grupo estudado. (Kruskal-Wallis; p = 0,0266).



Figura 23: Imagens do grupo Les&o coradas com Picrosirius Red. Lente
objetiva 40x com aumento de 400x. (A): lamina do grupo de trés dias. (B):

lamina do grupo sete dias. (C): lamina do grupo quinze dias.

Figura 24: Imagens do grupo Laser coradas com Picrosirius Red. Lente objetiva
40x com aumento de 400x. (A): lamina do grupo de trés dias. (B): lamina do
grupo sete dias. (C): ldmina do grupo quinze dias.

Figura 25: Imagens do grupo meloxican coradas com Picrosirius Red. Lente

objetiva 40x com aumento de 400x. (A): lamina do grupo de trés dias. (B):
lamina do grupo sete dias. (C): lamina do grupo quinze dias.



Figura 26: Imagens do grupo laser associado ao meloxican coradas com

Picrosirius Red. Lente objetiva 40x com aumento de 400x. (A): lamina do grupo
de trés dias. (B): lamina do grupo sete dias. (C): lamina do grupo quinze dias.

6 DISCUSSAO

O musculo esquelético é afetado por atividades esportivas e por
traumas decorrentes de atividades de vida diaria. A rapida recuperagéo através
da manutencgao de suas propriedades mecanicas é importante para o individuo
com lesdo muscular, em especial para atletas que necessitam de sua maxima
eficiéncia durante as competicdes. (JARVINEN, et al. 2005).

O laser de baixa intensidade é um recurso de uso relativamente
recente na terapéutica de lesbes musculares, apresentando resultados
satisfatérios ao analisar o processo de reparo das referidas lesées.

Os farmacos antiinflamatérios nao esteroidais fazem parte dos grupos
dos mais comercializados no mundo, e a sua utilizagdo por parte do medico
ortopedista faz parte da terapéutica das lesbes musculares. Apresentam um
amplo espectro de indicagdes terapéuticas, como: analgesia, anti-inflamacao e
antipirese . (KUMMER, et al, 2002).

Este estudo teve como hipétese inicial a necessidade em determinar se
a utilizacao de medicamento antiinflamatério e terapia laser sdo benéficos para
0 processo de reparo muscular pos-lesao traumatica.

Sendo assim, o estudo foi baseado em um sistema de lesdo muscular
por mecanismo de impacto, com a liberacao de peso sobre determinada altura.
Neste estudo, optou-se por utilizar um mecanismo tem sido largamente
utilizado em trabalhos com lesdo muscular, por ser de facil reprodutibilidade e
excelente padronizagdo das lesdes obtidas. A escolha da carga 200 g e da



altura 30 cm foi determinada por estudos anteriores. O referido trabalho
demonstrou, assim como 0s anteriores que, com a utilizacdo de variaveis de
carga e altura, pode-se observar a ocorréncia de lesdo muscular.
(MINAMOTO;GRAZZIANO; SALVINI, 1994; MINAMOTO; BUNHO;SALVINI,
2001; RAHUSEN; WEINHOLD; ALMEKINDERS. 2008; OKUBO, 2009, SENE,
2005)

A utilizacdo do modelo animal (Rato) foi devido as caracteristicas
vantajosas como a pronta, rapida e farta obtencdo dos animais associada a
facilidade de controle e manutencdo em gaiolas, além da 6tima aceitagao de
dieta e elevada resisténcia a infeccdo. Outro ponto, em virtude das
similaridades anatémicas e biomecéanicas entre o rato e o ser humano, é
provavel que os resultados obtidos nos estudos experimentais de cicatrizacao e
reparo, utilizando esse animal, possam ser extrapolados para o homem.
Justifica-se pelo fato de que para o tratamento clinico dos pacientes possa
evoluir faz-se necessario associar os resultados obtidos com as avaliacdes
clinicas, as alteragbes morfofisiolégicas provocadas pelas diversas
modalidades terapéuticas, informacao esta que se torna mais viavel de se obter
por intermédio de estudos experimentais com animais e in vitro. (PIEDADE,
2010).

Dois eventos ocorrem durante a recuperagao muscular: a regeneracao
tecidual em que células lesadas sao substituidas por outras do mesmo tipo e a
reparacao em que a substituicdo do tecido perdido é feita por tecido cicatricial.

A musculatura esquelética de mamiferos adultos possui grande
capacidade de adaptacdo as necessidades do organismo. Ele é capaz de se
regenerar apos diversos tipos de traumas gracas as células mioprecursoras
conhecidas como células satélites. Essas células atuam no crescimento
muscular pdés-natal, na regeneracdo de fibras musculares danificadas e na
manutenc¢ao do musculo esquelético do individuo adulto.

O colageno é o maior componente do tecido conjuntivo intramuscular,
tendo este um importante papel na determinacdo da rigidez e elasticidade
muscular. O tipo, o arranjo e o tamanho das fibras colagenas sdo de suma
importancia para manuteng¢do da estrutura funcional do musculo. No musculo
esquelético adulto, cinco tipos colagenos sao encontrados: os tipos |, lll, IV, V e
VI, sendo os tipos | e Il os predominantes embora haja variacdo das suas



concentragdes de acordo com o musculo estudado, versando, ainda, que o tipo
| predomina sobre o tipo Ill e que ambos tém grande importancia na forca ténsil
tecidual e papel na limitagdo da elasticidade. (FISCHER, et al. 2000)

Nesse estudo encontrou-se boa proliferacdo de colageno tipo | e tipo
lll, para o tipo | a partir do 7° dia em todos os grupos foi obtido aumento
importante da proliferacdo. Sendo que os grupos com a utilizacdo do meloxican
seguiram o padrao do grupo lesdo, no entanto sem estatistica significante. Este
fato torna-se motivo de preocupacao, pois pode ser entendido como atraso no
processo de proliferacdo do colageno ao ser ministrado o meloxican.

Mediante uma lesdo tecidual, a lesdo do tecido conjuntivo é certa,
podendo resultar em complicacdes debilitantes e requerer um longo tempo de
reabilitacdo. A organizacdo do colageno muscular no musculo sadio ou
lesionado é de suma importancia para a funcionalidade do musculo, podendo o
excesso aliado a desorganizacdo causar barreiras mecanicas que inibem a
funcéo e/ou regeneragao muscular. (FISCHER et al. 2000).

Ao analisar os resultados do estudo atual verificou-se que o grupo
lesdo no terceiro dia tem a quantidade de colageno tipo | significantemente
menor em relagdo ao 7° e ao 15° dia. Segundo Fernandes; et al (2012) a
tendéncia durante o processo de reparo muscular é exatamente o que
encontramos em nosso estudo para o grupo lesédo, no inicio do processo
cicatricial a proporcao de colageno tipo | € pequena e segue aumentando ao
longo dos dias tendo o seu apice a partir do 21° dia.

O grupo de analise de colageno tipo | com o tratamento de meloxican
ndao demonstrou resultados estatisticamente significantes em nenhuma das
comparagdes intra-grupo, contrariando a tendéncia demonstrada no grupo
lesdo. Chazaud, et al.(2008) relatam que o processo de reparo muscular conta
com a presenca de macréfagos durante a fase inicial pés lesdo e que a
diminuicdo da entrada de macrofagos no sitio da lesdo pode retardar o
processo de reparo. Almekinders, et al; (1986) realizaram estudos com AINE
durante o processo de reparo muscular e chegaram a conclusdo que o uso
dessa droga retarda a entrada de macréfagos no sitio da lesdo e por
consequéncia diminuicao da producao de fatores de crescimento de mioblastos
e fibroblastos desta forma diminuindo a forga de tensdo do tecido de reparo.



Fato este que coloca em duvida quanto a utilizacao de meloxican no tratamento
da lesdo muscular, pois, podera prejudicar a funcionalidade muscular.

Os resultados do grupo tratado com laser e analisado a proliferacao de
colageno tipo | demonstraram uma tendéncia inversa ao do grupo lesao
principalmente no 3° e 7° dia. A aplicacdo de laser pode induzir tanto
estimulacdo quanto inibicdo da formacado de fibras musculares ou fibras
colagenas. Este comportamento da utilizacdo do LBI é dependente do tipo de
laser, comprimento de onda, nimero de aplicagdes, distancia da caneta ao
tecido estimulado e da intensidade da irradiacao utilizada. (KARU et al; 1995).
O processo estimulatorio ocorre com dose abaixo de 8J e o0 processo inibitorio
ocorre com doses acima de 8J. (VICENZO et al, 2001). Cressoni et al. (2008)
avaliaram os efeitos do laser InGaAIP de 785nm com aplicacdo de 3.0 J por
sessdo em lesbes musculares obtidas cirurgicamente e demonstraram
guantitativamente que os grupos tratados com laser os leucdcitos,
polimorfonucleares e células mononucleares no infiltrado inflamatério no local
da lesdo foram menores do que os valores encontrados no grupo nao irradiado.
Por outro lado, o numero de fibroblastos aumentou apo6s oito sessdes de
tratamento. Quanto a regeneracao das fibras musculares, ap6s quatro sessdes
foi possivel encontrar células musculares precursoras, tais como mioblastos e
miotubos. Os resultados de Cressoni et al.(2008) corroboram com o do estudo
atual que ocorre um aumento gradativo na proliferagdo coladgeno, pois, foi
utilizado a dose de 3 J.

A utilizacao do LBI no estudo atual alterou o padrao do reparo muscular
encontrado no grupo lesdo, demonstrando a forte influéncia que o LBI tem
durante o processo de proliferacdo do colageno. Os resultados do estudo atual
tem demonstrado melhor organizagdo entre a proliferagéo do colageno tipo | e
tipo Ill, esta influéncia sugere melhor organizacdo no processo de reparo
muscular pos lesao.

Jarvinen et al; (2000) descrevem as fases do processo de reparo
muscular e é durante a fase de maturacdo e remodelamento (21 dias) que o
colageno tipo | esta em maior quantidade intramuscular para restaurar a
capacidade funcional do musculo.

Quanto ao grupo meloxican associado com laser, ao analisar o

colageno tipo | ndo foi encontrado resultado estatisticamente significante para a



andlise intra-grupo. Este comportamento foi contra os resultados dos outros
grupos que sempre tiveram grandes variagbes entre os dias analisados.
Haedersdal et al;(1993) submeteram 120 ratos com feridas cirurgicas a laser
vapor de cobre (578 nm) a doses crescentes de 25,5; 31,8; 38,2 J/ cm? durante
27 dias, distribuidos em um grupo ao qual foi administrado antiinflamatério Cox-
2 em baixas doses, outro que recebeu doses altas do mesmo medicamento e
um terceiro participou como controle. Os resultados mostraram que o uso
combinado de laser com antiinflamatério em altas doses retarda o processo de
cicatrizagdo e aumenta a concentracao de tecido fibrotico.

Ao analisar o grupo laser associado com meloxican no que tange a
interacao entre recursos terapéuticos ficou evideciado que o meloxican inibiu o
efeito do LBI. Esta informagdo pode ser importante pois sugere uma
desorganizacao no processo de reparo ao associar estes dois recursos, ficando

a duvida se é segura a interacédo entre laser e meloxican.

Ao realizar a analise entre os grupos em funcédo do tempo expresso em
dias, foi observado que a expressao do colageno tipo | esteve menor no 3° e 7°
dias para o grupo irradiado com o laser e aumentando sua expressao a partir
do 15° dia. Assis et al; (2012) realizaram um estudo com a aplicagao de laser
em ratos com lesdo muscular induzida por criolesdo, em sua conclusao relatam
que o grupo irradiado com laser obteve diminuicdo da producdo de colageno
tipo | e desta forma diminuindo o processo de fibrose.

Para a andlise intragrupo do colageno do tipo Il do grupo lesao, foi
encontrada diferenca estatistica apenas entre o grupo tratados com laser e a
associacao de meloxican com laser (Figura 16). Souza et al; (2011) realizaram
um estudo com a utilizacao de laser para o tratamento de criolesdo no musculo
tibial anterior de ratos foi realizado a técnica imunohistoquimica para a analise
morfométrica da quantificacdo do colageno tipo | e tipo lll, porém, com
resultados conflitantes quando comparados ao estudo atual principalmente
para o colageno tipo lll, pois, quando foi comparado em relagcéo aos dias (1°,7°,
14° e 21°) o colageno tipo Il obteve aumento em sua expressdao com o passar
dos dias, tendo o seu pico maximo no 21 dia em seres humanos.

O comportamento do colageno tipo Il no estudo em questdo para a

andlise intragrupos de tratamento com laser foi compativel com o



comportamento demonstrado no grupo controle, onde a expressao do colageno
obteve diminuicdo estatisticamente significante do 3° para o 7° dia e do 3° para
o 15° dia. Este resultado é importante, pois, demonstra que existe uma
inversao benéfica entre o colageno tipo Il e o colageno tipo |, sendo que nos
primeiros dias € extremamente necessaria a presenca do colageno tipo lll, pois
as novas células tem sua arquitetura organizada pelo colageno tipo Ill e ap6s o
15° existe a necessidade de maior resisténcia a tragcdo que culmina com o
aumento da proliferagéo do colageno tipo |.

Segundo Kaarianen et al, 2008 o colageno tipo Il esta presente desde
as fases iniciais do reparo e é gradativamente substituido pelo colageno tipo I.
Esta tendéncia foi repetida em todos os nossos grupos de tratamento, porém,
nem todos com resultados estatisticamente significantes.

Nas analises entre os grupos em funcdo temporal a Unica com
resultado estatisticamente significativo foi o grupo laser com 3 dias de
tratamento, porém apo6s o 7° e o 15° dias as diferengas nao demonstraram
estatistica significativa.

Este balanceio entre as proporcdes de colageno encontrada no estudo
atual pode ser importante se analisarmos a presenca de fibrose no processo de
reparo. Souza et al; (2011) relatam que o excesso de colageno ao final do
processo de reparo pode ser indicativo de fibrose, o que diminuiria a
capacidade do musculo de sofrer tensao, levando a nova ruptura.

O conjunto dos resultados mostrou que o grupo tratado com meloxican
obedeceu a um padrao de reparo de fibras de colageno tipo | e lll semelhante
ao grupo com nenhum tratamento (lesdo), diferente do que foi observado no
grupo tratado com laser, que apresentou diferenca nos padrdes de proliferacéo
do colageno tipo | e tipo Ill. Em relagdo a associacao de laser e meloxican no
colageno tipo I, houve também uma postura de semelhanca ao grupo sem
tratamento e o grupo tratado com meloxican, demonstrando a ideia que em
relacdo ao colageno tipo | o meloxican sobrepbs o efeito do laser, sugerindo
que o pico de colageno tipo | encontrado aos 15 dias no grupo laser associado
ao meloxican pode estar relacionado ao aumento de fibrose tecidual.

No entanto estes resultados ndo podem ser interpretados como
verdade absoluta, pois, estudos com outros principios ativos de medicamentos
antiinflamatoérios, outras densidades de energia do LBl e até mesmo com a



utilizagdo de analgésicos devem ser realizados para maior conhecimento sobre
a influéncia de formas de tratamento do processo de reparo e regeneragao

muscular.



7 CONCLUSAO

O grupo tratado com laser mostrou diferenca em relacdo ao colageno
tipo | que se mostrou significativamente menor do que os demais grupos no 3°
dia de observacgéo.

O grupo tratado com laser mostrou diferenca em relacdo ao colageno
tipo Il que se mostrou significativamente maior do que os demais grupos no 3°
dia de observagéo.

A associagdo de laser e meloxican e a aplicagdo de meloxican

apresentaram padrées semelhantes ao do grupo lesao.
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ANEXO A - PARECER DA COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

MINISTERIO DA EDUCACAD
UNIWVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSC DO SUL

CERTIFICADDO

Certificamos que o Protocolo n® 291 do Mestrando Gabriel
Bogalho Nogueira, sob a orientacdo do Prof. Dr. Jodo Ricardo

Filgueiras Tognini , referente ao projeto de pesquisa, “O efeito do
meloxicam associade com laser na terapéutica de lesdes

musculares de ratos”, estd de acordo com os principios éticos
adotados pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo
Animal (CONCEA), com a legislacdo vigente e demais disposicdes da
ética em investigacido que envolvem diretamente os animais e foi
aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE

ANIMAIS/CEUA/UFMS, em reunido de 11 de marco de 2011.

Campo Grande (MS),11 de margo de 2011.
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