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RESUMO 

Estudos nos últimos anos tem demonstrado que a terapia com laser de 
baixa potência (LBP) modula vários processos bioquímicos, 
principalmente aqueles relacionados ao aumento da respiração 
mitocondrial e síntese de ATP, com consequente redução de lesões 
musculares e dérmicas, bem como acelerando o processo de 
cicatrização. O presente estudo foi desenvolvido com o objetivo de 
avaliar a influência da terapia com LBP sobre o processo de cicatrização 
de feridas dérmicas e também em um modelo de lesão muscular 
traumática. Além disso, foram avaliados os efeitos da irradiação com 
LBP sobre atividade da cadeia respiratória em mitocôndrias isoladas de 
músculo esquelético e em parâmetros relacionados com a respiração 
celular em células musculares da linhagem L6. Primeiramente nossos 
resultados demonstram que o LBP Hélio Neônio (HeNe) e Arsêneto de 
Gálio (AsGa) com comprimentos de onda de 632 e 904 nm, 
respectivamente, e doses de 1 e 3 J/cm2 induziram um maior fechamento 
da ferida estimulou a produção de colágeno, aumentando o conteúdo de 
hidroxiprolina e diminuiu os danos oxidativos a lipídeos e proteínas e as 
atividades das enzimas antioxidantes superóxido dismutase (SOD) e 
catalase (CAT) em um modelo de lesão epidérmica, quando comparado 
com o grupo lesão sem laser. No segundo experimento, demonstramos 
que o laser AsGa com doses de 3 J/cm2 com início de irradiação 2 horas 
após a lesão muscular traumática induziu uma diminuição em todos os 
parâmetros de estresse oxidativo analisados, tais como os conteúdos de 
oxidação de lipídeos e proteínas, atividades das enzimas antioxidantes 
glutationa peroxidase (GPX), SOD e CAT e na concentração de nitritos 
no plasma e no músculo induziu uma diminuição na expressão gênica de 
IL-6, VEGF e BDNF como também um aumento na IL-10 no tecido 
muscular traumatizado e irradiado até 5 dias após a lesão. Os resultados 
relacionados a parâmetros comportamentais de déficit motor (campo 
aberto) também comprovaram que os animais com lesão muscular e 
tratados com a dose de 3 J/cm2 tiveram um aumento na distância 
percorrida e no número de levantamentos comparados com o grupo 
lesão muscular, demonstrando uma melhora no déficit motor induzido 
pela lesão muscular. Os resultados com mitocôndrias musculares 
saudáveis demonstraram que a irradiação com LBP HeNe com doses de 
30 e 60 J/cm2 induziu um aumento significativo nas atividades do 
complexo I e IV 5 minutos após a irradiação. Além disso, o LBP com 
doses de 10, 30 e 60 J/cm2 também aumentou a atividade do complexo 
IV 1 hora após a irradiação. Estudos in vitro com células saudáveis L6 



demonstraram que a irradiação com LBP HeNe e dose de 10 J/cm2 teve 
uma contribuição maior da ATP sintase ao consumo de oxigênio basal e 
uma concentração maior de FCCP  foi usada para induzir a capacidade 
máxima respiratória. Neste contexto, o presente estudo evidencia que o 
LBP pode induzir um aumento na velocidade de cicatrização de feridas 
e acelerar o processo inflamatório agudo da lesão muscular traumática, 
provavelmente devido a sua capacidade de aumentar o estado energético 
da mitocôndria e diminuir parâmetros de inflamação e de estresse 
oxidativo.  

 
Palavras-chave: Laser de baixa potência, lesão dérmica, lesão 
muscular, estresse oxidativo, inflamação e mitocôndria.  



 

ABSTRACT 

Many studies performed in the past 40 years have proposed that low-
power laser (LPB) therapy reduces dermal and muscle injuries and 
accelerates the healing process, by modulating several biochemical 
processes, including those associated with increased mitochondrial 
respiration and ATP synthesis. The present study aimed to evaluate the 
influence of LPB therapy on dermal wound healing and on the 
recovering from muscle injury. In addition, the effects of LPB 
irradiation on mitochondrial respiratory chain activity and oxygen 
consumption in skeletal muscle and muscle L6 cell line, were also 
evaluated. Irradiation with LPB Helium Neon (HeNe) and Galeo 
arsenide (GaAs) at wavelengths of 632 and 904 nm, and doses of 1 and 
3 J/cm2, respectively, accelerated the wound repair, stimulated the 
collagen production, by increasing the hydroxyproline content and also 
by decreasing the concentration of oxidized lipids and proteins. The 
activities of the antioxidants enzymes, including superoxide dismutase 
(SOD) and catalase (CAT) were also decreased after the LPB treatment. 
The second set of experiments demonstrated that the application of the 
AsGa laser with 3 J/cm2, 2 hours after the traumatic-induced muscle 
lesion decreased the oxidative stress parameters, including the activity 
of antioxidant enzymes, oxidative damage markers and nitrite levels in 
plasma and muscle tissue. In addition, the irradiation decreased the gene 
expression of IL-6, VEGF e BDNF, and increased the IL-10 content on 
injured muscle after 5 days of irradiation. Rat spontaneous locomotor 
activity, measured in the open field arena, was reduced in trauma-
receiving animals. The LPB irradiation (3 J/cm2) reverted this effect by 
increasing the distance traveled and the number of withdrawals of the 
animals. The third group of experiments showed that healthy muscle 
mitochondria irradiated with LPB HeNe, with doses of 30 and 60 J/cm2, 
induced a significant increment in the activity of complexes I and IV 5 
minutes after the irradiation. Additionally, LPB, with doses of 10, 30 60 
J/cm2, also increased complex IV activity one hour after irradiation. In 
agreement, studies performed in irradiated (LPB HeNe) healthy L6 
cells, with dose and 10 J/cm2, provoked increased of ATP synthase-
linked oxygen consumption and required higher concentration of FCCP 
for inducing the maximal mitochondrial respiratory capacity. In this 
context, the present study demonstrates that LPB induces wound healing 
process and accelerates the inflammatory phase during acute traumatic 
muscle injury, probably by increasing the energy state of mitochondria. 



Keyword: Low power laser, dermal lesion, muscle injury, oxidative 
stress, inflammation and mitochondria. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

O laser de baixa potência (LBP) é utilizado por dentistas e na 
acupuntura há quarenta anos, por acelerar a cicatrização e reduzir a dor e 
inflamação. O primeiro estudo sobre o uso do laser em tecido mole foi 
realizado por Mester e cols (1971). O LBP é uma forma terapêutica 
relativamente nova na área da fisioterapia, embora de ampla utilização. 
Este meio terapêutico vem sendo utilizado atualmente em muitos 
estudos laboratoriais e clínicos nos quais se tem investigado os efeitos 
na modulação das funções celulares, na redução da dor e inflamação e 
sua influência no processo de cicatrização (Peplow e cols., 2011). 

A terapia com laser vem sendo utilizada cada vez mais pelos 
fisioterapeutas, dentistas e médicos. Dentre as quais encontra-se a 
utilização do LPB no tratamento de lesões dérmicas como feridas e 
úlceras, situações pós-cirúrgicas, contusões musculares, artrite crônica, 
dermatose, situações de isquemia, dor crônica, entre outras (Lins e cols., 
2010).  

O uso do LBP em lesões musculares na prática clínica teve seu 
início mais recente em relação ao uso em lesões dérmicas, mas os 
resultados vêm mostrando efeitos satisfatórios na aceleração da 
cicatrização desses tipos de lesões. Entretanto, os mecanismos 
moleculares e celulares responsáveis pela transdução de sinais induzidos 
pela emissão de fótons nas células e seu efeito biológico nos tecidos 
irradiados ainda não estão completamente esclarecidos (Karu e cols., 
1998; Tunér e Hode, 2010). 
 
1.1 Laser de Baixa Potência 
 

Einstein, em 1917, expôs os princípios físicos da emissão 
estimulada, sobre os quais está apoiado o fenômeno laser. Em 1960, 
Theodore H. Maiman construiu o primeiro emissor de laser a rubi. Por 
volta de 1961, foi realizada a primeira cirurgia a laser, e em 1962 foi 
desenvolvido o primeiro laser semicondutor. Em 1965, Sinclair e Knoll 
adaptaram essa radiação à prática terapêutica e nesse mesmo ano o laser 
foi utilizado pela primeira vez na odontologia por Stern e Sognnaes 
Sognnaes (Catão, 2004). 

O laser é um dispositivo que funciona baseado num fenômeno: 
inversão de população, ou seja, absorção de energia para que a maior 
parte dos átomos se excitem (elétrons “saltem” para camadas mais 
distantes do núcleo atômico). Após a inversão de população, deve haver 
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um regresso ao estado fundamental com liberação de fótons gêmeos (luz 
coerente). Processo similar ocorre em outras fontes primárias de luz, 
como uma lâmpada elétrica, que, por efeito Joule, tem sua energia 
transformada em calor. A energia térmica promove a inversão de 
população, mas quando os elétrons voltam para suas configurações 
estáveis, os fótons são liberados sem relação de fase (em várias direções 
com diferentes frequências). A esse processo denominamos emissão 
espontânea (Mendonça, 1998). 

Todo equipamento laser possui três elementos essenciais: (1) o 
meio laser, que pode ser de dióxido de carbono, de argônio, de hélio-
neônio, de YAG, de excímeros, de corantes, de rubi e de diodos 
semicondutores, como o de arseneto de gálio e alumínio (AsGaAl), 
entre outros; (2) a fonte de excitação, que pode ser uma lâmpada de 
flash ou um arco elétrico, que elevará as moléculas ou átomos do meio 
de irradiação laser do estado de repouso até um estado de excitação, 
cujo retorno ao estado de repouso gera a emissão espontânea de um 
fóton; e, por fim, (3) dois espelhos, situados nas extremidades de uma 
câmara ressonante, que refletem a luz emitida de volta às moléculas ou 
átomos do meio laser (Cavalcanti e cols., 2011). Dessa maneira, o 
funcionamento desses três elementos gera uma emissão de luz que, ao 
incidir sobre outras moléculas ou átomos do meio, acaba por elevar ao 
estado de excitação novos elétrons que estavam em órbitas menores, os 
quais, por sua vez, ao retornarem ao estado de repouso, liberam novos 
fótons, ou seja, novas ondas de luz, que incidirão sobre outros átomos 
em repouso, formando uma reação em cadeia (Renisch, 1996). 

Laser é um acrônimo da língua inglesa: light amplification by 
stimulated emission of radiation (amplificação de luz por emissão 
estimulada de radiação), que expressa exatamente como a luz é 
produzida. É uma radiação eletromagnética com características próprias 
que a diferem de uma luz comum: possui um único comprimento de 
onda, com suas ondas propagando-se coerentemente no espaço e no 
tempo, carregando de forma colimada e direcional altas concentrações 
de energia (Cavalcanti e cols., 2011). 

É um dispositivo constituído por substâncias de origem sólida, 
líquida ou gasosa que produzem um feixe de luz, frequentemente 
denominado de “raio laser”. Tal dispositivo pode ser classificado em 
duas categorias: lasers de alta potência ou cirúrgicos, com efeitos 
térmicos apresentando propriedades de corte, vaporização e hemostasia, 
e lasers de baixa potência ou terapêuticos, apresentando propriedades 
analgésicas, anti-inflamatórias e de bioestimulação (Vladimirov e cols., 
2003).  
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A interação da radiação laser com os tecidos corporais ocorre 
mediante os fenômenos de reflexão e refração do laser, e a transmissão 
desse processo depende principalmente dos fenômenos de absorção e 
dispersão. A absorção e a transmissão da radiação laser dependem de 
dois fatores fundamentais: o comprimento de onda e a natureza 
absorvente (Agne e cols., 2004).   

Na categoria dos LBP estão incluídos o laser de Hélio-Neônio 
(HeNe), cujo comprimento de onda é 632,8 nm, ou seja, na faixa de luz 
visível (luz vermelha) com profundidade de absorção de até 1 cm, o 
laser de Arseneto de Gáleo (AsGa), cujo comprimento de onda é 904 nm 
que se situa fora do espectro de luz visível (luz infravermelha) com 
profundidade de absorção de 5 cm e o Arseneto de Gáleo Alumínio (Ga-
As-Al) com comprimento de onda entre 780-830 nm com profundidade 
de absorção entre 2 e 3 cm (Figura 1).  

 

 
Figura 1. Representação esquemática do comprimento de onda e a 
profundidade de absorção (Rinaldi e cols., 2008). 

 
A laserterapia de baixa potência é uma denominação genérica que 

define a aplicação terapêutica de lasers e diodos superluminosos 
monocromáticos de intensidade relativamente baixa, para tratamento de 
afecções e lesões, geralmente consideradas demasiadamente baixas para 
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que não efetuem qualquer aquecimento detectável dos tecidos irradiados 
(Kitchen e Bazin, 1998; Dall Agnol e cols., 2009; Medeiros e cols., 
2010).  

LBP, quando usado em tecidos e células não se baseia no 
aquecimento, isto é, a energia dos fótons absorvidos não é transformada 
em calor, mas sim em efeitos fotoquímicos, fotofísicos e/ou 
fotobiológicos (Karu, 1999). Quando a luz do laser interage com as 
células em uma dose apropriada, certas funções celulares podem ser 
estimuladas, tais como estimulação de linfócitos, ativação de mastócitos, 
aumento da produção de ATP mitocondrial e a proliferação de vários 
tipos de células, promovendo desta forma efeitos anti-inflamatórios 
(Tafur e Mills, 2008; Nogueira e cols., 2011).  

Em nível celular, o LBP induz alterações bioquímicas, 
bioelétricas e bioenergéticas, levando a um aumento da proliferação 
celular, metabolismo e maturação, aumentando a quantidade de 
granulação tecidual e redução de mediadores inflamatórios induzindo a 
aceleração cicatricial. A absorção molecular da luz do laser permite um 
aumento no metabolismo celular caracterizado pela estimulação de 
fotorreceptores ou aceptores de elétrons na cadeia respiratória 
mitocondrial, alterações nas concentrações de ATP celular, liberação de 
fatores de crescimento e síntese de colágeno (Eells e cols., 2004). 

 
1.2 Mecanismos de Ação do LBP 
 

Alguns estudos têm sugerido que a mitocôndria é o principal alvo 
do LBP em tecido epitelial (Eels, 2004; Silveira e cols., 2007; Gupta e 
cols., 2011). Nos últimos anos, alguns trabalhos citam que a terapia com 
LBP também auxilia no processo de regeneração muscular (Shefer e 
cols., 2001; Silveira e cols., 2009; Baptista e cols., 2011; Silva e cols., 
2011). A proteína citocromo c oxidase (polipeptídio do complexo IV da 
cadeia respiratória) é um cromóforo que tem propriedades de absorver a 
luz irradiada de um determinado comprimento de onda (Karu e cols., 
2004; Karu e cols., 2008; Santana-Blank e cols., 2010). Vários estudos 
têm demonstrado um aumento na atividade enzimática desta proteína 
após irradiação com LBP, bem como um aumento na síntese de ATP 
após irradiação de mitocôndrias isoladas (Yu e cols., 1997; Santana-
Blank e cols., 2010; Karu, 2010; Chen e cols., 2011) Evidências 
adicionais do papel da enzima citocromo c oxidase como cromóforo na 
irradiação com LBP têm sido estudadas pelos laboratórios de Karu na 
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Russia e de Eells e Wong-Riley nos Estados Unidos (Karu, 1999; Karu e 
cols., 2004; Eells e cols., 2004; Wong-Riley e cols., 2005; Karu, 2010).  

 
Figura 2. Citocromo c oxidase como principal foto aceptor (Adaptado de 
Karu, 1999). 

 
Os componentes de cobre do complexo IV da cadeia respiratória, 

CuA e CuB, são considerados como fotoaceptores, podendo ser 
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oxidados ou reduzidos e assim aumentar a taxa de transferência de 
elétrons da citocromo c oxidase (Karu, 1999) (Figura 2). A excitação da 
molécula fotoaceptora parece estimular o metabolismo celular através de 
cascatas de reações de sinalização celular ou sinalização mitocondrial 
retrógrada. A sinalização retrógrada seria oposta ao caminho comum 
levando informações do núcleo e do citoplasma para a mitocôndria. 
Neste caso, a sinalização retrógrada envia informações de volta ao 
núcleo sobre mudanças no estado funcional da mitocôndria (Karu, 
2008). Uma destas cascatas envolve a dissociação do óxido nítrico do 
centro catalítico da citocromo c oxidase onde age como um inibidor. 
Quando a atividade da enzima é reduzida pela irradiação com LBP, o 
óxido nítrico dissocia-se do centro catalítico, e esse evento poderia 
transitoriamente diminuir essa inibição (Karu, 2010). 

Outra via de sinalização ativada pelo laser a partir da mitocôndria 
está relacionada ao aumento nas concentrações de ATP no tecido 
irradiado. O aumento da produção de ATP em mitocôndrias isoladas de 
músculos esqueléticos após irradiação com diferentes comprimentos de 
onda foi demonstrado por vários pesquisadores (Yu e cols., 1997; Tafur 
e cols., 2008; Gao e Xing, 2009). O ATP, a moeda energética celular, é 
essencial para a homeostasia celular, e sabe-se que pequenas mudanças 
nas concentrações de ATP podem resultar em alterações significativas 
no metabolismo celular (Baratto e cols., 2010). 

A aplicação do laser no tecido lesado também parece modular o 
processo inflamatório. A redução na densidade das células inflamatórias 
como neutrófilos e macrófagos nos tecidos epitelial e muscular 
lesionados foi demonstrada após irradiação com laser de baixa potência 
em ratos Wistar (Junior, 2009; Piva e cols., 2011; Mesquita-Ferrari e 
cols., 2011). Recentes estudos também mostram que a expressão do 
gene que codifica a enzima que participa na síntese de eicosanóides, 
incluindo as prostaglandinas mediadoras da dor, a ciclooxigenase 2 
(COX-2), diminui após a irradiação do músculo esquelético (Albertini e 
cols., 2008; de Lima e cols., 2011).  

Ainda, há evidencias demonstrando que a laserterapia reduz a 
produção de espécies reativas de oxigênio (ERO) que ocorre durante a 
fase aguda de lesão epitelial e muscular. Isso se deve principalmente por 
acelerar o processo inflamatório e assim diminui a exposição celular a 
ERO. Outra característica é a diminuição da ativação do fator de 
transcrição fator nuclear kappa B (NF-ĸB) e citocinas pró-inflamatórias 
como interlucina 1 Beta (IL-1β), interleucina 6 (IL-6), fator de necrose 
tumoral alfa (TNF-α) e interferon gama (IFN-γ) como também aumento 
na interleucina 10 (IL-10) que é anti-inflamatória (Pires e cols., 2012; 
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Basso e cols., 2012). Por outro lado, os efeitos anti-inflamatórios 
exercidos pelo laser parecem ocorrer através de aceleração de 
microcirculação resultando em mudanças na pressão hidrostática capilar 
com reabsorção do edema e eliminação do acúmulo de metabólitos 
intermediários da inflamação (da Silva e cols., 2010). 

 
1.3 Lesões Epiteliais 
 

Os processos ulcerativos cutâneos causam um alto índice de 
morbidade proporcionando um alto custo ao paciente e seus familiares 
(Say e cols., 2003). Esse quadro contribui para a diminuição da 
qualidade de vida desses pacientes, gerando implicações econômicas 
tanto para o indivíduo, com curativos, cuidados de enfermagem, 
almofadas e colchões especiais, como para a instituição que o assiste 
(Serarslan e cols., 2007). 

Clark (2005) classificou esse processo em três fases divididas em: 
fase inflamatória, fase de proliferação ou de granulação e fase de 
remodelação ou de maturação. Na fase inflamatória após a ocorrência do 
ferimento, inicia-se o extravasamento sanguíneo que preenche a área 
lesada com plasma e elementos celulares, principalmente plaquetas. A 
agregação plaquetária e a coagulação sanguínea geram um tampão, rico 
em fibrina, que além de restabelecer a hemostasia e formar uma barreira 
contra a invasão de microrganismos, organiza uma matriz provisória 
necessária para a migração celular. Essa matriz servirá também, como 
reservatório de citocinas e fatores de crescimento que serão liberados 
durante as fases seguintes do processo cicatricial (Werner e cols., 2003; 
Eming e cols., 2007).  

As plaquetas, essenciais à formação desse tampão hemostático, 
também secretam múltiplos mediadores, incluindo fatores de 
crescimento liberados na área lesada. As plaquetas também ativadas pela 
trombina, ainda sofrem a degranulação e liberam vários fatores de 
crescimento, como o fator de crescimento derivado de plaquetas 
(PDGF), fator de crescimento de transformação -β (TGF-β), fator de 
crescimento epidérmico (EGF), fator de crescimento de transformação-α 
(TGF-α) e o fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF), além 
de glicoproteínas de adesão como a fibronectina e trombospondina, que 
são importantes constituintes da matriz extracelular (Dvorak e cols., 
2002; Park e cols., 2004). 

Desta forma, a resposta inflamatória se inicia com vasodilatação e 
aumento da permeabilidade vascular, promovendo a quimiotaxia de 
neutrófilos para a ferida. Neutrófilos são as primeiras células a chegar à 
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ferida, com maior concentração 24 horas após a lesão. São atraídos por 
substâncias quimiotáticas liberadas pelas plaquetas. Os neutrófilos 
aderem à parede do endotélio mediante ligação com as selectinas 
(receptores de membrana). Neutrófilos produzem radicais livres que 
auxiliam na limpeza da área lesada e são gradativamente substituídos 
por macrófagos (Silva e cols., 2010).  

Os macrófagos migram para a ferida de 48 a 96 horas após a 
lesão, antes dos fibroblastos migrarem e iniciarem a replicação. Esta 
migração celular tem papel fundamental no término do desbridamento 
iniciado pelos neutrófilos e sua maior contribuição é a secreção de 
citocinas e fatores de crescimento, além de contribuírem para 
angiogênese, fibroplasia e síntese de matriz extracelular, fundamentais 
para a transição para a fase proliferativa (Broughton e cols., 2006) É 
durante a fase inflamatória que ocorre a maior produção de ERO pela 
bomba respiratória estimulada pela migração de neutrófilos e 
macrófagos. Fibroblastos também secretam ERO quando são 
estimulados por citocinas pró-inflamatórias e TNF-α e fatores de 
crescimento como EGF e PDGF (Kanta e cols., 2011).  
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Figura 3. Representação esquemática da especificidade celular imunológica 
correlacionada temporalmente com as fases da cicatrização (Fonte 
adaptada: Park e Barbul, 2004). 
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A fase proliferativa é constituída por quatro etapas fundamentais: 
epitelização, angiogênese, formação de tecido de granulação e deposição 
de colágeno. A fase proliferativa tem início ao redor do 4º dia após a 
lesão e se estende aproximadamente até o término da segunda semana. 
A epitelização ocorre precocemente, caso a membrana basal esteja 
intacta, as células epiteliais migram em direção superior, e as camadas 
da epiderme são restauradas em três dias. Se a membrana basal for 
lesada, as células epiteliais das bordas da ferida começam a proliferar na 
tentativa de restabelecer a barreira protetora (Lawrence e cols., 1994).  

A angiogênese é estimulada pelo TNF-α e é caracterizada pela 
migração de células endoteliais e formação de capilares, essenciais para 
a cicatrização adequada. A parte final da fase proliferativa é a formação 
de tecido de granulação. Os fibroblastos dos tecidos vizinhos migram 
para a ferida, porém precisam ser ativados para sair de seu estado de 
quiescência (Li e cols., 2005). O fator de crescimento mais importante 
na proliferação e ativação dos fibroblastos é o PDGF12. Em seguida é 
liberado o TGF-β, que estimula os fibroblastos a produzirem colágeno 
do tipo I e a transformar-se em miofibroblastos, que promovem a 
contração da ferida (Longaker e cols., 2001). 

Na fase de maturação ou remodelamento, a característica mais 
importante é a deposição de colágeno de maneira organizada, por isso é 
a mais importante clinicamente. O colágeno produzido inicialmente tem 
espessura menor do que o colágeno presente na pele normal, e tem 
orientação paralela à pele. Com o tempo este colágeno do tipo III é 
reabsorvido e um colágeno mais espesso é produzido e organizado ao 
longo das linhas de tensão. Estas mudanças se refletem em aumento da 
força tênsil da ferida. A reorganização da nova matriz é um processo 
importante da cicatrização (Martin e cols., 1997).  

Fibroblastos e leucócitos secretam colagenases que promovem a 
lise da matriz antiga. A cicatrização tem sucesso quando há equilíbrio 
entre a síntese da nova matriz e a lise da matriz antiga. Após um ano da 
lesão a força tênsil jamais retornará a 100%, atingindo em torno de 80% 
após três meses (Lorena e cols., 2002). A Figura 3 mostra a 
especificidade celular de cada fase de cicatrização.  
 
1.4 Lesão Muscular 
 

Lesões musculares resultam de uma variedade de mecanismos, 
incluindo causas diretas e indiretas. Causas diretas incluem processos 
traumáticos como lacerações, contusões e tensões (Hughes e cols., 1995; 
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Kasemkijwattana e cols., 1998 e 2000; Fukushima e cols., 2001). Causas 
indiretas são todas aquelas que resultam de alguma condição médica 
como isquemia ou disfunção neurológica (Day e cols., 2002; Paoni e 
cols., 2002). 

Conforme Jarvinen e cols (2005), a cicatrização do músculo 
esquelético danificado segue um padrão constante independente da 
causa, sendo as principais: contusão, tensão e laceração. Três fases têm 
sido identificadas neste processo (Figura 4) 

 1 - Fase de lesão, caracterizada por uma ruptura do tecido 
resultando em necrose das miofibrilas, formação de hematoma entre a 
ruptura provocada no músculo, e reação celular inflamatória.  

2 - Fase de reparo consiste em fagocitose do tecido necrosado, 
regeneração das miofibrilas e produção concomitante de tecido 
conjuntivo cicatrizado, como também crescimento capilar dentro da área 
lesionada.  

3 - Fase de remodelamento período durante o qual acontece a 
maturação das miofibras regeneradas, contração e reorganização do 
tecido cicatrizado e recuperação da capacidade funcional do músculo.  

As últimas duas fases, de reparo e remodelação, ocorrem 
usualmente associadas ou sobrepostas.   

 

 
Figura 4. Ilustração esquemática da cicatrização no músculo esquelético 

após 2, 3, 5, 7, 14 e 21 dias de uma lesão muscular. 
Resumidamente, no segundo dia (2 dias) após a lesão muscular, as partes 
necrosadas na transecção das miofibrilas são removidas por macrófagos. 
De forma concomitante, inicia na zona central (ZC) a formação de tecido 
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conjuntivo, processo realizado por fibroblastos. No terceiro dia (3 dias), as 
células satélites se tornam ativas dentro dos cilindros da lâmina basal na 
zona de regeneração (ZR). No quinto dia (5 dias), os mioblastos são 
fundidos em miotubos na ZR, e o tecido conjuntivo na ZC se torna denso. 
No sétimo dia (7 dias), a regeneração das células musculares é estendida 
para fora do cilindro da lâmina basal e para dentro da ZC e inicia a 
penetração através da cicatrização. No dia 14 (14 dias), a cicatrização da 
ZC foi condensada, reduzindo o tamanho e a regeneração das miofibras 
fecha a abertura da ZC. Por fim, no dia 21 (21 dias) os entrelaçados de 
miofibrilas são fundidos com pouca intervenção de tecido conjuntivo 
(Adaptado de Jarvinen, 2005). 
 
 
1.5 Lesão Muscular Aguda 
 

O trauma muscular provoca a ruptura da integridade do 
sarcômero, sarcolema e lâmina basal. Esta lesão provoca uma massiva 
entrada de cálcio extracelular nas células musculares e ativa uma série 
de cascatas bioquímicas, incluindo a ativação de proteases que digerem 
as miofibras rompidas e necróticas (Mbebi e cols., 1999; Huard e cols., 
2003). Considerando que o músculo esquelético é um tecido altamente 
vascularizado, o trauma muscular provocará também lesão capilar, 
resultando em um hematoma no local lesado. Uma alta expressão de 
moléculas e citocinas inflamatórias influenciam um aumento na 
permeabilidade vascular local e modulam o fluxo sanguíneo a fim de 
acelerar uma resposta inflamatória com consequente formação de edema 
(Beaton e cols., 2002). 

  Entre os primeiros dias após a lesão muscular, pequenos vasos 
sanguíneos, neutrófilos, macrófagos ativados e linfócitos T infiltram o 
hematoma entre as miofibras rompidas (Frenette e cols., 2000; 
MacIntyre e cols., 2000). Inicialmente, os neutrófilos invadem o 
músculo em aproximadamente uma hora após a lesão, e esta infiltração 
de células mononucleares pode permanecer elevada por até cinco dias. 
Observações morfológicas indicam que esta migração de neutrófilos 
pode resultar em fagocitose ou em liberação de proteases, e estes 
mecanismos ajudariam a degradar células mortas produzidas durante o 
trauma muscular. De forma conjunta, a ativação de neutrófilos pode 
estar acompanhada de aumento nas concentrações de moléculas 
citolíticas e citotóxicas que podem danificar o músculo ou ainda outras 
áreas saudáveis (Tidball, 2005).  

O músculo lesionado também é infiltrado por outra população de 
células mononucleares, neste caso por macrófagos, que degradarão as 
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fibras musculares danificadas. Esses macrófagos alcançam a máxima 
taxa de infiltração no segundo dia após a lesão, momento no qual 
também acontece lesão no sarcolema de numerosas células (Wiendl e 
cols., 2005; Lu e cols., 2011). Posteriormente, uma população celular 
sem características fagocíticas invade o músculo e alcança o pico de 
concentração em quatro dias após a lesão. Porém, a taxa de infiltração 
permanece elevada por vários dias. Essa população se encontra 
distribuída nas regiões mais próximas às fibras regeneradas, sugerindo a 
sua participação na regeneração muscular (Tidball e Wehling-Henricks, 
2007). 

 
1.6 Lesão Muscular e Estresse Oxidativo 
 

A fosforilação oxidativa em células integras é um processo que 
requer a ação de cinco complexos enzimáticos organizados na cadeia de 
transporte de elétrons. Os elétrons oriundos do dinucleotídeo de 
nicotinamida e adenina (NADH) e do dinucleotídio de flavina e adenina 
(FADH2), provenientes do ciclo de Krebs e de outras reações 
catalisadas por desidrogenases, são transferidos à cadeia de transporte de 
elétrons e têm o oxigênio molecular como aceptor final. Este processo é 
acoplado à translocação de prótons através da membrana mitocondrial 
interna e à síntese endergônica de ATP, através de quatro complexos 
enzimáticos empregando como força motriz a energia armazenada como 
gradiente eletroquímico de prótons (Di Donato, 2000). A lesão muscular 
aguda também induz algumas alterações na função mitocondrial e 
prejudicando a utilização de oxigênio pelas fibras musculares. Isto gera 
uma redução na geração de ATP, podendo comprometer a atividade 
metabólica celular e induzir a uma disfunção bioquímica do músculo 
(Supinski e Callahan, 2007). 

Estudos conduzidos nos últimos quinze anos demostram que as 
ERO como o aníon superóxido, radical hidroxila e peróxido de 
hidrogênio têm uma participação significativa na resposta inflamatória 
aguda, devido ao tecido muscular lesado possuir inúmeros locais de 
geração dessas ERO (Bar-Shai e cols., 2008). Após a lesão muscular 
inicial, ocorre indução de estresse oxidativo, fenômeno este que pode ser 
definido como um desequilíbrio entre a geração de ERO e os 
mecanismos de defesa e reparo contra esses compostos oxidantes 
(Halliwell, 1996).  

As fontes primárias de ERO incluem a mitocôndria, o aumento da 
atividade das enzimas NADPH oxidase, xantina oxidase e ainda o 
metabolismo de prostanóides (Powers e cols., 2011). As ERO são 
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agentes oxidantes com alta reatividade, com capacidade de induzir 
modificações em biomoléculas que resultarão em peroxidação lipídica, 
oxidação de proteínas e DNA. A lesão celular ativa as vias da ciclo-
oxigenases e lipo-oxigenases que interagem com íons de metais de 
transição, o qual aumentando a oxidação de proteínas e lipídeos no 
tecido lesionado (Syed, 2011).  

No local da lesão existe também um aumento na concentração de 
citocinas pró-inflamatórias, as quais são responsáveis por aumentar a 
expressão de moléculas de adesão requeridas para a infiltração tecidual 
de neutrófilos e macrófagos (Tidball e Villalta, 2010). Entre as citocinas 
que se tem extensivamente estudado e que são marcadoras de processos 
inflamatórios são TNF-α, IL-1β e IL-6. Similarmente a outras citocinas 
pró-inflamatórias, TNFα e IL-1β ativam o NF-B e a proteína cinase c-
Jun (JNK). Em ambos os casos, a produção de citocinas pró-
inflamatórias é magnificada com o objetivo de aumentar a resposta 
inflamatória e consequentemente, agravar a degeneração ou adiar a 
regeneração muscular (Gupta e cols., 2002). 
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2 HIPÓTESE 
 

O Laser de Baixa Potência exerce efeitos bioestimulatórios na 
respiração mitocondrial com consequente diminuição do estresse 
oxidativo e resolução do processo inflamatório agudo de lesões 
dérmicas e musculares, facilitando a recuperação tecidual.  

 
2.1 Objetivo Geral  
 

Investigar as vias bioquímicas envolvidas no efeito terapêutico do 
laser de baixa potência no processo inflamatório de lesões epidérmicas e 
musculares em roedores.  

 
2.2 Objetivos Específicos 

 
a) Quantificar parâmetros de fibrinogênese e fibrose e estresse 

oxidativo em animais com lesões epidérmicas que receberam 
irradiação com LBP HeNe e AsGa; 
 

b) Mensurar parâmetros de respiração celular e metabolismo 
energético em células musculares saudáveis da linhagem L6 e em 
mitocôndrias isoladas de músculo esquelético; 

 
c) Mensurar parâmetros de inflamação, incluindo citocinas pró e anti-

inflamatórias, expressão de genes relacionados a proliferação e 
diferenciação celular incluindo VEGF e BDNF e parâmetros de 
estresse oxidativo em animais com lesão traumática muscular que 
receberam irradiação com LBP AsGa. 

 
d) Avaliar parâmetros comportamentais de déficit motor em animais 

com lesão traumática muscular que receberam irradiação com LBP 
AsGa. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 
 
3.1 Modelo Experimental de Lesão Epidérmica 
 
Animais 

Ratos Wistar machos (250-300 g) obtidos do biotério da 
Universidade do Extremo Sul Catarinense, Santa Catarina, Brasil, foram 
acondicionados em gaiolas coletivas em grupos de cinco (42x32x17cm) 
e dieta com água e ração comercial “ad libitum” e mantidos em um ciclo 
de 12 horas de claro/12 horas de escuro. Todos os procedimentos foram 
realizados de acordo com as orientações do COBEA e em conformidade 
com a lei 1153/2008. Este projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética da 
Universidade conforme parecer 630/09. 

O modelo de lesão epitelial foi induzido como descrito por 
Carvalho e cols. (2006). Os animais foram anestesiados com uma 
injeção intraperitoneal de cloridrato de cetamina (80 mg/kg) e cloridrato 
de xilazina (20 mg/kg). A região dorsal de cada animal foi 
tricotomizada, limpada e desinfetada com álcool 70%.  A região medial-
dorsal, entre a linha infrascapular e a cauda, foi removida com uma 
incisão cirúrgica de forma circular com diâmetro de aproximadamente 1 
cm. As feridas foram uniformes em diâmetro, profundidade e 
localização (Figura 5). 

 
Os animais foram divididos randomicamente em 5 

grupos (n=6):  
 

1. Grupo Lesão (GL): animal com lesão epitelial sem 
tratamento local ou sistêmico  

2. GL + HeNe 1 J/cm2: 2 segundos de irradiação por ponto 
3. GL + HeNe 3 J/cm2: 6 segundos de irradiação por ponto 
4. GL + AsGa 1 J/cm2: 3 segundos de irradiação por ponto 
5. GL + AsGa 3 J/cm2: 9 segundos de irradiação por ponto 
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Figura 5. Modelo de lesão epitelial (Silveira e cols., 2007) 

 
Protocolo de Irradiação  

Os LBP utilizados neste estudo foram o AsGa com emissão 
pulsada (comprimento de onda 904 nm; potência de pico 70W; 
frequência 9.500 Hz; tempo de pulso 60 ns; tamanho do feixe de 0,10 
cm2; densidade de força 0,4/cm2) e o laser HeNe com emissão contínua 
(comprimento de onda 632 nm; potência de pico 30 mW; tamanho do 
feixe de 0,10 cm2), sendo os dois lasers da empresa Laserpulse-Ibramed 
(São Paulo, Brasil). A irradiação foi realizada em cinco regiões distintas 
ao redor da ferida, com a caneta do laser perpendicular à pele numa 
distância de 1 cm por ponto, como previamente descrito por Morrone e 
cols (1998). Os animais foram irradiados 2,12, 24, 48, 72, 96 e 120 
horas após a lesão. A eficácia do protocolo de irradiação foi avaliada 
após um período de cicatrização de 5 dias.  
 
 Protocolo de Eutanásia  

Os animais foram anestesiados com injeção intraperitonial de 
cloridrato de cetamina (80 mg/kg) e cloridrato de xilazina (20mg/kg) e 
duas horas após a última aplicação do laser os animais foram 
submetidos a eutanásia por decapitação com guilhotina. A borda externa 
da ferida foi cirurgicamente removida e imediatamente processada e 
armazenada em freezer -70 ºC para posterior análise.   
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3.2 Modelo Experimental de Lesão Muscular 
 
Animais 

Ratos Wistar machos (250-300 g) obtidos do biotério da 
Universidade Federal de Santa Catarina, Santa Catarina, Brasil, foram 
acondicionados em gaiolas coletivas em grupos de cinco (42x32x17cm) 
e dieta com água e ração comercial “ad libitum” e mantidos em um ciclo 
de 12 horas de claro/12 horas de escuro. Todos os procedimentos foram 
realizados de acordo com as orientações do COBEA e em conformidade 
com a lei 1153/2008. Este projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética da 
Universidade de Santa Catarina, Brasil, conforme parecer 351.  
 
Os animais foram divididos randomicamente em 4 grupos (n=6):  

I. Grupo Controle (GC): músculo sem lesão muscular; 
II. Grupo Lesão Muscular (GL): músculo com lesão muscular; 

III. Grupo Controle + Laser (GC + Laser): músculo irradiado com 
laser AsGa, nas doses 3 e 5 J/cm2;  

IV. Grupo Lesão + Laser (GL + Laser): músculo com lesão 
muscular irradiado com laser AsGa, nas doses 3 e 5 J/cm2. 
 

Para o desenvolvimento dos objetivos específicos propostos 
foram usadas as doses de 3 e 5 J/cm2 de laser AsGa de baixa potência 
que foi aplicado durante 5 dias após a indução de lesão muscular com 
início 2, 12 e 24 horas (Figura 6). 
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Figura 6. Modelo experimental de irradiações nos grupos irradiados + 
lesão muscular (GL+Laser). 



41 
 

Modelo de Lesão Muscular 
O modelo de trauma muscular foi desenvolvido de acordo com 

Rizzi e cols (2006). Os animais foram anestesiados com injeção 
intraperitonial de cetamina (80 mg/kg) e xilazina (20 mg/kg). 
Posteriormente, a lesão no gastrocnêmio foi realizada por um único 
impacto por trauma direto em prensa desenvolvida pelo Centro 
Industrial de Equipamentos de Ensino e Pesquisa (CIDEP/RS, Brasil). A 
lesão foi produzida por deslocamento de uma massa metálica (0,459 Kg) 
que através de uma guia com 18 cm de altura. O impacto produz uma 
energia cinética de 0,811 J, conforme especificações do equipamento 
(Figura 7). Os animais controles foram anestesiados para assegurar a 
padronização, porém expostos ao equipamento sem receber trauma 
muscular.  

 

 
Figura 7. Equipamento empregado para indução de trauma muscular 
(Rizzi e cols., 2006). 

 
Protocolo de Irradiação  

O LBP utilizado no estudo foi o AsGa com emissão pulsada 
(comprimento de onda 904 nm; potência de pico 70 W, frequência 9.500 
Hz; tempo de pulso 60 ns; tamanho do ponto de irradiação 0,1 cm2, 
densidade de força 0,4  W/cm2) da empresa Laserpulse-Ibramed 
(Brasil). A irradiação com o laser foi realizada em cinco regiões 
distintas ao redor da área danificada, com a caneta do laser sendo 
mantida perpendicularmente em relação à pele. A distância dos pontos 
foi de 1cm2, como descrito previamente por Marrone e cols (Figura 8) 
(1998).  
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Figura 8. Modelo de irradiação pontual ao redor da área lesionada no 
músculo gastrocnêmio. 
 
Protocolo para Indução da Eutanásia 

Os animais foram anestesiados com injeção intraperitonial de 
cetamina (80 mg/kg) e xilazina (20mg/kg) e duas horas após a última 
sessão de irradiação os animais foram submetidos a eutanásia por 
decapitação com guilhotina. A região da lesão no músculo gastrocnêmio 
(região lesionada) foi cirurgicamente removida. As amostras foram 
imediatamente processadas, aliquotadas e armazenadas em -70ºC para 
posterior análise.  

 
Preparação das Amostras de Pele e Músculo 

As amostras foram homogeneizadas em tampão fosfato de sódio 
com KCl 140mM, através de homogeneizador mecânico numa 
proporção 1:10. O homogeneizado foi centrifugado 1.000 x g a 4oC, e o 
sobrenadante foi separado e mantido em -80oC para posteriores ensaios. 
O período máximo entre a preparação do homogeneizado e análises 
bioquímicas foi sempre menor que sete dias. 
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3.3 Modelo de Irradiação de Células e Mitocôndrias Musculares 
 
Manutenção e tratamento da linhagem celular  

A linhagem de células musculares (L6) foram obtidas do Banco 
de Células do Rio de Janeiro (Associação Técnico Científica Paul 
Ehrlich, Inmetro, Brazil). As células foram semeadas em frascos e 
cultivadas em meio Eagle‘s com modificação de Dubelcco (DMEM) 
contendo 2,5 mg/mL de Fungizone® e 100 U/L de gentamicina, 
suplementadas com 10 % (V/V) de soro fetal bovino (SFB) para 
crescimento e depois a diferenciação foi realizada com meio DMEM 
2%, durante 5-7 dias. Foram mantidas a 37° C com um mínimo de 95 % 
de umidade relativa e em uma atmosfera de ar com 5% de CO2. 
Posteriormente, as células foram tratadas com 0,05% de tripsina / ácido 
etileno-diaminotetracético (EDTA) e semeadas em placas de 6 poços 
(10 x 107 células/poço). Após confluência, o meio foi trocado por 
DMEM livre de SFB e as células foram irradiadas (Funchal e cols., 
2006). 

 
Preparação mitocondrial  

O músculo foi homogeneizado em 20 volumes de tampão fosfato 
de potássio 5 mM, pH 7,4, contendo sacarose 300 mM, MOPS 5 mM, 
EGTA 1 mM e albumina sérica bovina 0,1%. Posteriormente, o 
homogeneizado foi centrifugado a 1.000 x g durante 10 minutos a 4°C, e 
o sobrenadante foi novamente centrifugado a 15.000 x g durante 10 
minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi suspendido 
no mesmo tampão usado no processo de homogeneização numa 
concentração proteica de aproximadamente 20 mg/mL. Esta preparação 
mitocondrial foi empregada para o tratamento com LBP e para a 
determinação das atividades dos complexos da cadeia respiratória 
(Latini e cols., 2005).  

 
Tratamento de células com LBP 

O laser HeNe com comprimento de onda de 632nm com emissão 
contínua (comprimento de onda 632 nm; potencia de pico 30 mW; 
tamanho do feixe de 0,10 cm2) foi aplicado em células L6 (10 x 107 
células/poço, placa de 6 poços) após 24 horas da retirada do soro do 
meio DMEM, com as seguintes doses: 5 e 10 J/cm2. Os tempos de 
irradiações foram de 10 e 20 segundos, respectivamente, e cada poço 
recebeu 7 irradiações conforme a Figura 9. As células empregadas como 
controles não foram irradiadas. Para minimizar o contato com a luz, a 
coluna de poços dos grupos irradiados estava distante dos controles. 
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Após a irradiação, as células foram mantidas em DMEM livre de soro 
por 24 horas. Posteriormente, as células foram levantadas e 
acondicionadas de acordo com as mensurações realizadas. 

 

 
Figura 9. Modelo de irradiação com laser de baixa potência Hélio Neônio 
(HeNe) de células cultivadas em placa 

 
Tratamento de mitocôndrias com LBP 

Foram adicionados 195 µL de suspensão mitocôndrial com 
concentração proteica de 20 mg/mL e 5 µL de substrato (Piruvato: 10 
mM e Malato: 5mM) em uma placa de cultura celular de 96 poços 
durante cinco minutos a 37ºC. Depois a placa foi colocada em capela 
higienizada com fluxo laminar e foram irradiadas com laser HeNe com 
comprimento de onda de 632nm com emissão contínua (comprimento 
de onda 632 nm; potência de pico 30 mW; tamanho do feixe de 0,10 
cm2) com as seguintes doses: 10, 30 e 60 J/cm2. Os tempos de 
irradiações foram de 20, 60 e 120 segundos, respectivamente, e cada 
amostra recebeu uma única irradiação (Figura 10). As mitocôndrias 
consideradas como controles não foram irradiadas. Para minimizar o 
contato com a luz, a coluna de poços dos grupos irradiados estava 
distante dos controles. Imediatamente após o tratamento as mitocôndrias 
foram congeladas e 24 horas após foi realizado os ensaios bioquímicos.  
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Figura 10. Modelo de irradiação com laser de baixa potência Hélio Neônio 
(HeNe) de suspensões mitocondriais em placa. 
 
3.4 Análises Bioquímicas  
 
3.5 Indicador da Formação de Oxido Nítrico (NO):  
 

A produção de NO foi avaliada espectrofotometricamente através 
do metabolito estável nitrito. Para mensurar o conteúdo de nitrito, as 
amostras foram incubadas com reagente Griess (1 % sulfanilamida e 0,1 
% de N-1 (naphthyl) ethylenodiamina) em temperatura ambiente por 10 
minutos e a absorbância foi medida a 540 nm. O conteúdo de nitritos foi 
calculado com base numa curva padrão de 0 a 100 nM realizada com o 
metabólito nitrito de sódio (NaNO2). Os resultados foram calculados em 
µmol Nitrito/mg proteína (Chaea e cols., 2004).  

 
 

3.6 Medida de Peroxidação Lipídica 
 

A oxidação de lipídeos foi determinada pela formação de 
substâncias reativas ao aquecimento do ácido tiobarbitúrico (TBA-RS), 
as que foram medidas espectrofotometricamente a 532 nm, conforme 
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descrito por Draper e Hadley (1990). Os resultados foram calculados 
como nmol TBARS/mg de proteínas. 

 
3.7 Carbonilação de Proteínas 
 

A oxidação de proteínas foi determinada mediante a 
quantificação de proteínas carboniladas através da reação de grupos 
carbonilas com a dinitrofenilhidrazina. Essa reação gera a formação de 
hidrazonas correspondentes.  O conteúdo de carbonilas foi determinado 
espectrofotometricamente a 370nm como previamente descrito por 
Levine e cols (1990). Os resultados foram calculados como nmol/mg de 
proteína empregando o coeficiente de extinção molar de 
dinitrofenilhidrazonas de 22.000 M-1. cm-1.  

 
3.8 Determinação do Conteúdo de Produtos Proteicos de 

Oxidação Avançada (AOPP):  
 

O método para avaliar o conteúdo de AOPPs foi realizado de 
acordo com Witko-Sarsat e cols (1996). Foram utilizados 200μL de 
plasma e diluído em 1:5 de PBS, 10 μL de 1,16 M KI foi adicionado em 
cada tubo. Logo após 20 μL de acido acético foram adicionados por 2 
minutos. A absorbância da reação foi imediatamente lida em 340 nm 
contra o branco contendo 2000μL de PBS, 200μL de acido acético e 
100μL de KI. O conteúdo de AOPP foi calculado com base numa curva 
padrão de 0 a 100 μM realizadas com equivalentes de cloramina T. Os 
resultados são expressos em nmol de equivalentes de cloramina T/mg 
proteína. 

 
3.9 Determinação de Ditirosina: 
 

 O conteúdo de ditirosina, outra medida de oxidação proteica, foi 
determinada fluorometricamente. Para determinar a fluorescência da 
ditirosina, 50 µl de plasma foram adicionado em 950 µl de tampão 
fosfato de sódio de 20 mmol/L com 6 mol/L uréia em pH 7,4. Após 30 
minutos, a concentração foi mensurada usando um fluorômetro com 
comprimento de onda de excitação e emissão de 315 nm e 410 nm, 
respectivamente. Os resultados foram expressos como unidades de 
fluorescência/mg proteína (Kirschbaum, 2002). 

 
3.10 Atividade da Enzima Superóxido Dismutase (SOD) 
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A atividade da SOD foi determinada segundo Bannister e 
Calabrese (1987). A atividade enzimática foi estimada 
espectrofotometricamente (480nm) pela inibição da auto-oxidação da 
adrenalina. Os resultados foram calculados como unidades (U) / mg de 
proteínas. Cada U corresponde a 50% de inibição da oxidação da 
adrenalina.  
 
3.11 Atividade da Enzima Catalase (CAT) 
 

 A atividade da CAT foi determinada pela taxa de decaimento do 
peróxido de hidrogênio lido em espectofotômetro a 240 nm, segundo 
Aebi (1984).  

 
3.12 Atividade da Glutationa Peroxidase (GPX) 
 

A determinação da atividade da GPx foi realizada a partir da taxa 
de decaimento do NADPH. A determinação foi realizada em 
espectrofotômetro a 340 nm, conforme Flohé e Günzler (1984). Os 
resultados foram calculados como U/ mg de proteína, sendo que 1U 
corresponde a 1µmol de peróxido transformado em água por minuto. 

 
3.13 Hidroxiprolina 
 

 O conteúdo de hidroxiprolina no tecido muscular foi usado como 
índice quantitativo de fibrogênese e fibrose. Foi determinado 
espectrofotometricamente como previamente descrito por Woessner 
(1961). Os resultados foram expressos em mg/g tecido. O conteúdo de 
hidroxiprolina foi calculado com base numa curva padrão de 0 a 100 nM 
realizada com prolina.  

 
3.14 Atividades dos Complexos I e IV 
 

As atividades dos complexos I e IV foram analisadas 
espectrofotometricamente como descritos por Cassina e Radi (1996) e 
Rustin e cols (1994), respectivamente, com algumas modificações 
(Latini e cols., 2005). O complexo I foi mensurado pela redução do 
ferricianeto de potássio 10 mM a 420 nm, utilizando-se rotenona 4 mM 
para inibir a passagem dos elétrons para a coenzima Q e NADH 14 
mmol como doador de elétrons. A mensuração da atividade do 
complexo IV envolveu a utilização de citocromo c 30 nmol/L reduzido, 
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e a leitura foi realizada pela queda da absorbância deste em 540 nm. 
Resultados foram expressos em nmol/min/mg proteína. 

 
3.15 Oximetria de Alta Resolução 
 

As células musculares (500.000/mL) foram suspensas em DMEN 
livre de soro fetal bovino a 37ºC no respirômetro de alta sensibilidade da 
marca Oroboros (Suécia). Os seguintes parâmetros foram analisados 
(esquematizados na Figura 11).  

1- Respiração basal: Consumo de oxigênio em condições basais 
sem acréscimo de inibidores, substratos ou desacopladores. As células 
permaneceram nestas condições por quinze minutos. 

2- Estado IV de respiração mitocondrial: Este estado respiratório 
está representado pelo consumo de oxigênio ocasionado pela 
transferência de elétrons através da cadeia respiratória. Neste estado não 
há síntese de ATP e experimentalmente é estudado analisando o 
consumo de oxigênio (aproximadamente durante 4 minutos) após 
adicionar oligomicina no meio. A oligomicina é um inibidor da 
subunidade Fo da ATP sintase ou complexo V da cadeia respiratória. O 
efeito induzido por esta inibição é caracterizado por uma marcada 
redução no consumo de oxigênio (Nelson e Cox, 2004). 

3- Respiração máxima (Estimulado por FCCP): Este parâmetro 
representa o consumo de oxigênio observado após titular o sistema 
experimental com o desacoplador mitocondrial FCCP (carbonilcianeto-
4-trifluorometoxi fenil-hidraxona). Ionóforos como o FCCP permitem 
que íons inorgânicos passem facilmente através das membranas. Eles 
desacoplam a transferência de elétrons da fosforilação oxidativa por 
dissipar os prótons que formam o gradiente eletroquímico através da 
membrana mitocondrial (Nelson e Cox, 2004). Este parâmetro indica a 
capacidade máxima mitocondrial em transferir elétrons (Gnaiger, 2001). 

4- Capacidade de controle respiratório (respiração máxima / 
estado IV): Índice utilizado para determinar a contribuição dos 
diferentes estados respiratórios, calculado utilizando a respiração 
máxima e o estado IV da respiração (Sjovall e cols., 2010).   

5- Consumo de oxigênio residual: Indica o consumo de oxigênio 
não proveniente da respiração mitocondrial, representado pela redução 
incompleta do oxigênio em espécies reativas. A produção de espécies 
reativas de oxigênio é observada após adicionar rotenona, que inibe a 
transferência de elétrons do complexo I para a ubiquinona e antimicina 
A, inibidor do complexo III. Desta forma, com a cadeia transportadora 
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de elétrons inibida, o oxigênio que está sendo consumido não é devido à 
passagem de elétrons pela cadeia respiratória (Gnaiger, 2001). 

 

 
Figura 11. Gráfico representativo das curvas que mostram o consumo de 
oxigênio por um sistema celular em um experimento de respirometria 
clássica. 
Adaptado de http://www.seahorsebio.com. 
 
3.16 Determinação de Proteínas 
 

A quantidade total de proteínas para ponderar os resultados 
obtidos na atividade enzimática, danos oxidativos, cadeia respiratória e 
parâmetros inflamatórios foi determinada a partir da técnica descrita por 
Lowry e cols (1951). 
 
3.17 Determinação da Expressão Gênica de IL-6, IL-10, BDNF e 

VEGF por Reação em Cadeia da Polimerase via 
Transcriptase Reversa em Tempo Real (RT-PCR):  

 
Extração de RNA Total  

As amostras de músculo foram lisadas utilizando Trizol. O RNA 
total foi extraído de amostras dos grupos controle e irradiados, 
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utilizando o protocolo indicado pelo fabricante do produto TRI Reagent 
(Sigma). A concentração e pureza de RNA total foram determinadas 
através de um espectrofotômetro a 260nm e a 280nm.   

 
Síntese de DNA Complementar (cDNA) por Transcriptase Reversa  

Cerca de 2 µg de RNA total foram utilizados na síntese de cDNA, 
utilizando o kit “M-MLV Reverse Transcriptase“ (Sigma). A reação foi 
realizada em microtubo de 0,2 mL contendo o tampão M-MLV Reverse 
Transcriptase, 0,1 M DTT, RNAse OUT e a enzima M-MLV 
transcriptase reversa (e uma quantidade de água suficiente para 
completar 20 µL. Também foram preparados tubos “controle negativo”, 
contendo todos os reagentes, sem a enzima transcriptase reversa. Os 
tubos foram colocados para reação num Termociclador Eppendorf, de 
acordo com o seguinte protocolo: 25ºC por 10 minutos (“primer 
annealing”), 37ºC durante 50 minutos (síntese) e 4ºC por 10 minutos 
(para inativação da enzima), seguindo as instruções do manual do 
produto e descrito previamente (Jiang e cols., 2006).  
 
RT-PCR Quantitativa 

A reação foi realizada utilizando o kit “Power SYBR Green PCR 
Master Mix” (Applied Biosystems), contendo cerca de 10-100 ng de 
cDNA, volume final de 25 µL e na presença de 0,3 µM de “primers” dos 
tipos “forward” ou “reverse”, de acordo com a Tabela 1. Os “primers” 
mostrados na Tabela 1 foram obtidos de trabalhos publicados ou 
desenhados utilizando o programa “Primer Express” (Applied 
Biosystems). As sequências dos genes foram pesquisadas no sítio do 
National Center for Bitechnology Information (NCBI) na base de dados 
“Gene” e os “primers” desenhados de acordo com os exons específicos 
para cada proteína. As reações foram realizadas num equipamento ABI 
PRISM série 7900HT (Applied Biosystems), instalado no Laboratório 
de Equipamentos Multiusuários do CCB, UFSC. A reação foi realizada 
com o seguinte protocolo: 50°C por 2 minutos (incubação), 95°C por 10 
minutos (ativação da Taq polimerase), seguido de 40 ciclos de 95°C por 
10 segundos e 60°C por 1 minuto, como descrito previamente (Jiang e 
cols., 2010). Os resultados foram analisados utilizando o software 
Sequence Detection Systems (SDS) versão 2.4. Os dados foram 
normalizados pela expressão de genes constitutivos empregados como 
padrões (“housekeeping genes”): Actina B (ACTB) ou gliceraldeído-3-
fosfato desidrogenase (GAPDH). Para ter certeza de que não foram 
amplificados dímeros de primers, DNA contaminante e produtos de 
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PCR de primers mal alinhados na reação de qRT-PCR, foram 
adicionados mais alguns passos chamados de “melting curves”. 
 

Tabela 1 Sequências dos ”primers” empregado nas determinações 

 Sequência “Forward” Sequencia “Reverse” 

VEGF ATCATGCGGATCAAAC

CTCACC 

GGTCTGCATTCACATCTGCTAT 

BDNF AAGGCTGCAGGGGCAT

AGAC 

TGAACCGCCAGCCAATTCTC 

IL-6 AAGAGACTTCCAGCCA

GTTGCC 

ACTGGTCTGTTGTGGGTGGTA 

IL-10 GCCAAGCCTTGTCAGA

AATGA 

TTTCTGGGCCATGGTTCTCT 

 
 
3.18 Campo aberto 
 

A atividade locomotora dos animais submetidos aos diferentes 
tratamentos foi mensurada no teste comportamental de campo aberto. 
Esta avaliação emprega um aparelho feito de acrílico com um piso 
branco de 60 cm de diâmetro por 50 cm de altura. Cada rato foi 
colocado no centro do campo aberto, e a distância e a quantidade de 
levantamentos foram registrados durante 5 minutos empregando a 
plataforma Any-maze seguindo as descrições de Aguiar e cols (2009). 
 

 
3.19 Tratamento Estatístico: 
 

Os dados foram expressos em média e erro padrão da média e 
analisados estatisticamente pela análise de variância (ANOVA) de uma 
via, seguido pelo teste post hoc de Tukey. Os dados relacionados à 
concentração de FCCP empregado para mensurar a capacidade 
respiratória máxima foi analisado pelo método não paramétrico de 
Kruskal–Wallis, seguido pelo teste post hoc de Dunn. O nível de 
significância estabelecido para o teste estatístico é de P  < 0,05. Foi 
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utilizado o SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) versão 
16.0 como pacote estatístico. 
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4 RESULTADOS 
 
A Figura 12 mostra o efeito da aplicação do LBP sobre o 

tamanho de ferida. Pode ser observado uma melhora significativa no 
processo de cicatrização da ferida medido através da regressão do 
tamanho da ferida nos animais irradiados com HeNe 1 e 3 J/cm2 e AsGa 
3 J/cm2 [F(4;25)= 10,14; P < 0,05]. 

 

 
Figura 12. Efeito da irradiação do LBP no processo de cicatrização por 
mensuração da regressão do tamanho da ferida 5 dias após a ulceração. A 
aplicação do LBP foi realizada 2, 12, 24, 48, 72, 96, e 120 horas após a 
ulceração. As barras representam a média±erro padrão da média para seis 
animais. *P<0.05 vs. lesão (ANOVA de 1 via seguido de teste post hoc de 
Tukey). 

 

Pode ser observado na Figura 13 um aumento significativo no 
índice de fibrinogênese e fibrose, representado pela concentração de 
hidroxiprolina em animais com lesão dérmica que receberam tratamento 
com LBP HeNe 1 e 3 J/cm2 e AsGa 3 J/cm2 [F(4;25)= 14,83; P < 0,05]. 
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Figura 13. : Efeito da irradiação do LBP no conteúdo de hidroxiprolina 5 
dias após a ulceração. A aplicação do LBP foi realizada 2, 12, 24, 48, 72, 96, 
e 120 horas após a ulceração. As barras representam a média±erro padrão 
da média para seis animais. *P<0.05 vs. lesão (ANOVA de 1 via seguido de 
teste post hoc de Tukey). 

 
As Figuras 14 e 15 mostram o efeito da aplicação de LBP sobre 

parâmetros de estresse oxidativo em animais submetidos à lesão 
dérmica. A Figura 14A mostra uma diminuição significativa no 
conteúdo de TBA-RS nos animais tratados com HeNe 1 J/cm2 e 3 J/cm2 
e AsGa 3 J/cm2 [F(4;25)= 6,31; P < 0,05]. A Figura 14B mostra que a 
carbonilação de proteínas foi significativamente reduzida após o 
tratamento com HeNe 1 e 3 J/cm2, e AsGa 3 J/cm2 [F(4;25)= 11,22; P < 
0,05]. Figuras 15A e 15B, mostram que o tratamento com LBP 
significativamente reduziu a atividade da SOD [F(4;25)= 9,69; P < 0,05] 
e CAT [F(4;25)= 7,46; P < 0,05] nos animais tratados com HeNe 1 e 3 
J/cm2 e AsGa 3 J/cm2. 
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Figura 14. Efeito da irradiação do LBP no conteúdo de TBA-RS (A) e 
carbonilação de proteínas (B) 5 dias após a ulceração. A aplicação do LBP 
foi realizada 2, 12, 24, 48, 72, 96, e 120 horas após a ulceração. As barras 
representam a média±erro padrão da média para seis animais. *P<0.05 vs. 
lesão (ANOVA de 1 via seguido de teste post hoc de Tukey). 
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Figura 15. : Efeito da irradiação do LBP sobre a atividade da SOD (A) e 
CAT (B) 5 dias após a ulceração. A aplicação do LBP foi realizada 2, 12, 
24, 48, 72, 96, e 120 horas após a ulceração. As barras representam a 
média±erro padrão da média para seis animais. *P<0.05 vs. lesão (ANOVA 
de 1 via seguido de teste post hoc de Tukey).  
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Efeitos da Lesão Muscular Traumática sobre Parâmetros de 
Estresse Oxidativo 2, 12 e 24 horas após a Lesão.  

A Figura 16 mostra que após a indução da lesão muscular o 
conteúdo de TBA-RS [F(3;16)= 6,82; P < 0,01] (Figura 16A) e a 
carbonilação de proteínas [F(3;18)= 5,81; P < 0,01] (Figura 16B) tiveram 
um aumento significativo em relação ao controle, independente do inicio 
do tratamento. Também pode ser observado nas Figuras 16C–E um 
aumento na atividade das enzimas antioxidantes SOD [F(3;20)= 5,88; P 
< 0,01], GPx [F(3;18)= 8,34; P < 0,01] e CAT [F(3;18)= 7,54; P < 0,01].  
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Figura 16. Efeito induzido pela lesão muscular traumática sobre o 
conteúdo de TBA-RS (A), carbonilação de proteínas (B), atividade das 
enzimas antioxidantes SOD (C), GPx (D) e CAT (E) 2, 12 e 24 horas após a 
lesão. As barras representam a média±erro padrão da média para seis 
animais. *P<0.05, **P<0.01 vs. Controle (ANOVA de 1 via seguido de teste 
post hoc de Tukey). 
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Efeitos da Irradiação com  LBP AsGa nas Doses de 3 e 5 J/cm2 
sobre Parâmetros de Estresse Oxidativo 5 dias após a Indução de 
Lesão Muscular Traumática. 

A irradiação (3 J/cm2) iniciou 2 h, 12 h e 24 h após induzir o 
trauma muscular, e o tratamento foi mantido por cinco dias 
consecutivos. Em todos os casos foram realizados aplicações de LBP a 
cada 24 h. A Tabela 2 mostra o efeito do LBP AsGa 2 h após a lesão 
sobre o conteúdo de TBA-RS, carbonilação de proteínas e a atividade de 
enzimas antioxidantes no músculo esquelético de animais que receberam 
trauma por compressão. Pode ser observado que os animais 
traumatizados tiveram um aumento significativo no conteúdo de TBA-
RS [F(3;20)= 8,37; P < 0,05] e na carbonilação de proteínas [F(3;19)= 
12,75; P < 0,05], o mesmo comportamento aconteceu na atividade das 
enzimas antioxidantes SOD [F(3;20)= 5,42; P < 0,05], GPx [F(3;20)= 
5,43; P < 0,05] e na CAT [F(3;20)= 8,45; P < 0,05] sendo estas 
alterações prevenidas pelo uso do LBP. 

A Tabela 2 mostra o efeito do LBP AsGa 12 h após a lesão sobre 
o conteúdo de TBA-RS, carbonilação de proteínas e a atividade de 
enzimas antioxidantes no músculo esquelético de animais que receberam 
trauma por compressão. Pode ser observado que os animais 
traumatizados tiveram um aumento significativo no conteúdo de 
TBARS [F(3;20)= 10,67; P < 0,05], carbonilação proteica [F(3;19)= 
3,54; P < 0,05] e na atividade da GPX [F(3;20)= 3,04; P < 0,05] e CAT 
[F(3;18)= 12,8; P < 0,05], sendo estas alterações prevenidas pelo uso do 
LBP menos na atividade da GPX. 

A Tabela 2 mostra o efeito do LBP AsGa 24 h após a lesão sobre 
o conteúdo de TBA-RS, carbonilação de proteínas e a atividade de 
enzimas antioxidantes no músculo esquelético de animais que receberam 
trauma por compressão. Pode ser observado que os animais 
traumatizados tiveram um aumento significativo no conteúdo de 
TBARS [F(3;19)= 11,25; P < 0,05], na atividade da SOD [F(3;20)= 6,99; 
P < 0,05] e CAT [F(3;18)= 10,04; P < 0,05], sendo estas alterações 
prevenidas pelo uso do LBP no conteúdo de TBARS e na atividade da 
CAT. 
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Tabela 2. Efeito do laser de baixa potência AsGa na dose de 3 J/cm2 com 
inicio da irradiação 2, 12, 24 horas após a lesão muscular sobre o conteúdo 
de TBA-RS, carbonilação de proteínas, atividade das enzimas antioxidantes 
superóxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx) e catalase (CAT) 
em homogenato de músculo esquelético. 

 
As barras representam a média±erro padrão da média para seis animais. 
*P<0.05 vs. Controle #P<0.05 vs. Grupo lesão (ANOVA de 1 via seguido de 
tese post hoc de Turkey). 
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A irradiação (5 J/cm2) iniciou 2 h, 12 h e 24 h após induzir o 
trauma muscular, e o tratamento foi mantido por cinco dias 
consecutivos. Em todos os casos foram realizados aplicações de LBP a 
cada 24 h. A Tabela 3 mostra o efeito do LBP AsGa 2 h após a lesão 
sobre o conteúdo de TBA-RS, carbonilação de proteínas e a atividade de 
enzimas antioxidantes no musculo esquelético de animais que receberam 
trauma por compressão. Pode ser observado que os animais 
traumatizados tiveram um aumento significativo no conteúdo de TBA-
RS [F(3;18)= 8.24; P < 0.05] e carbonilação protéica [F(3;20)= 11,22; P < 
0,05], o mesmo comportamento aconteceu na atividade das enzimas 
antioxidantes SOD [F(3;19)= 9,01; P < 0,05], GPx [F(3;20)= 6,94; P < 
0,05] e na CAT [F(3;18)= 7,16; P < 0,05], sendo estas alterações 
prevenidas pelo uso do LBP. 

A Tabela 3 mostra o efeito do LBP AsGa 12 h após a lesão sobre 
o conteúdo de TBA-RS, carbonilação de proteínas e a atividade de 
enzimas antioxidantes no músculo esquelético de animais que receberam 
trauma por compressão. Pode ser observado que os animais 
traumatizados tiveram um aumento significativo na carbonilação 
proteica [F(3;20)= 4,71; P < 0,05], atividade da SOD [F(3;20)= 3,21; P < 
0,05] , GPx [F(3;19)= 8,24; P < 0,05], e CAT [F(3;18)= 6,35; P < 0,05], 
sendo estas alterações prevenidas pelo uso do LBP menos na atividade 
da SOD. 

A Tabela 3 mostra o efeito do LBP AsGa 24 h após a lesão sobre 
o conteúdo de TBA-RS, carbonilação de proteínas e a atividade de 
enzimas antioxidantes no músculo esquelético de animais que receberam 
trauma por compressão. Pode ser observado que os animais 
traumatizados tiveram um aumento significativo no conteúdo de 
TBARS, carbonilação proteica e na atividade da SOD, GPx e CAT, e 
apenas a carbonilação proteica foi prevenida pelo uso do LBP. [F(3;18)= 
7,64; P < 0,05]. 

Considerando que ambas as doses do laser AsGa 3 e 5 J/cm2 
demonstraram uma melhor resposta nos parâmetros avaliados, os 
experimentos seguintes foram realizados utilizando exclusivamente a 
dose de 3 J/cm2 com início das irradiações 2 horas após a lesão. 
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Tabela 3. Efeito do laser de baixa potência AsGa na dose de 5 J/cm2 com 
inicio da irradiação 2, 12, 24 horas após a lesão muscular sobre o conteúdo 
de TBA-RS, carbonilação de proteínas, atividade das enzimas antioxidantes 
superóxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx) e catalase (CAT) 
em homogenato de músculo esquelético. 

 
As barras representam a média±erro padrão da média para seis animais. 
*P<0.05 vs. Controle #P<0.05 vs. Grupo lesão (ANOVA de 1 via seguido de 
tese post hoc de Turkey) 
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Influência da LBP sobre a Concentração de Nitritos, Produtos 
Proteicos de Oxidação Avançada (AOPPs) e Ditirosina no Plasma 
ou que Receberam Trauma.  

As Figuras 17A e B mostram o efeito do LBP sobre a 
concentração de nitrito em plasma e músculo esquelético de animais que 
receberam trauma muscular. Na Figura 17C e D mostram o efeito do 
LBP sobre a concentração de AOPP e ditirosina em plasma de animais 
que receberam trauma muscular. Pode ser observado nas Figuras um 
aumento significativo na concentração de nitrito no plasma [F(3;18)= 
9,21; P < 0,05] e no músculo [F(3;19)= 4,88; P < 0,05] de animais que 
receberam trauma muscular. O mesmo aconteceu na concentração 
AOPP [F(3;16)= 48,45; P < 0,05] e ditirosina [F(3;17)= 27,11; P < 0,05] 
no plasma. Por outro lado, os animais do grupo irradiado com lesão teve 
uma diminuição significativa em relação aos animais do grupo lesão 
muscular em todos os parâmetros mensurados (Figura17A-D).  

 

 
Figura 17. Efeitos do LBP AsGa na dose de 3 J/cm2 e com início de 
irradiação 2 horas após induzir a lesão traumática muscular sobre a 
concentração de nitritos no plasma (A) e no músculo (B) 
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Como também, o conteúdo de AOPPs (C) e ditirosina (D) no plasma após 5 
dias de lesão. As barras representam a média±erro padrão da média para 
seis animais. *P<0.05 vs. Controle #P<0.05 vs. Grupo lesão (ANOVA de 1 
via seguido de teste post hoc de Tukey). 

 
Efeito do LBP sobre Marcadores de Processo Inflamatório em 
Músculo Esquelético de Animais com Trauma Muscular 

A Figura 18 mostra que o trauma muscular provocou um aumento 
significativo na expressão do gene que codifica para a citocina pró-
inflamatória IL-6 [F(3;8)= 35,01; P < 0,05], para o fator de crescimento 
do endotélio vascular (VEGF) [F(3;9)= 19,31; P < 0,05] e para o fator 
neurotrófico derivado do cérebro (BNDF) [F(3;8)= 14,80; P < 0,05]. 
Esse efeito foi prevenido pelo tratamento com LBP AsGa (3 J/cm2) 
iniciando a aplicação 2 h após a lesão. Em relação à expressão da 
citocina anti-inflamatória IL-10 [F(3;6)= 7,10; P < 0,05] o grupo de 
animais irradiado e com lesão demonstrou um aumento significativo em 
relação ao grupo lesão muscular. 

 

 
Figura 18. Efeitos do laser de baixa potência AsGa com dose de 3 J/cm2 
com início da irradiação 2 horas após a lesão sobre a expressão genica da 
IL-6 (A), IL-10 (B),  fator crescimento endotélio vascular (C) e fator 
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neurotrófico derivado do cérebro (D) em músculo esquelético 
traumatizado. As barras representam a média±erro padrão da média para 
seis animais. *P<0.05 vs. Controle #P<0.05 vs. Grupo lesão (ANOVA de 1 
via seguido de teste post hoc de Tukey). 
 
Efeitos do LBP sobre a Atividade Motora de Animais com Trauma 
Muscular 

Para avaliar se a irradiação com AsGa com dose de 3 J/cm2 e com 
início da irradiação após 2 horas da indução de lesão muscular melhorou 
a funcionalidade da região traumatizada, foi avaliado a atividade 
locomotora do animal e o número de levantamentos no aparelho de teste 
comportamental de campo aberto. A Figura 19A mostra uma redução 
significativa na distância percorrida pelos animais do grupo lesão 
muscular em relação ao grupo controle, e que somente os animais do 
grupo irradiado 3 J/cm2 com início da irradiação após 2 horas teve um 
aumento significativo em relação ao grupo lesão muscular [F(2;20)= 
11,42; P < 0,05]. Na Figura 19B podemos observar que os animais do 
grupo lesão muscular teve uma diminuição significativa no número de 
levantamentos em relação ao grupo controle, e somente os animais do 
grupo irradiado 3 J/cm2 com início da irradiação após 2 horas da 
indução da lesão reverteu esse comportamento [F(2;21)= 14,19; P < 
0,05]. 
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Figura 19. Efeito do laser de baixa potência AsGa com dose de 3 J/cm2 com 
início da irradiação 2, 12 e 24 horas e dose de 5 J/cm2 com início da 
irradiação 2 horas após a lesão sobre a distância percorrida (A) e no 
número de levantamentos (B) no campo aberto. As barras representam a 
média±erro padrão da média para seis animais. *P<0.05 vs. Controle, 
#P<0.05 vs. Grupo lesão (ANOVA de 1 via seguido de teste post hoc de 
Tukey). 
 

A Figura 20A mostra que 5 minutos após a irradiação com o LBP 
com doses de 30 e 60 J/cm2 a atividade do complexo I da cadeia 
respiratória mitocondrial aumentou significativamente [F(3,18)= 6,42; P 
< 0,01]. De forma similar, a Figura 20B mostra que a atividade do 
complexo IV da cadeia respiratória mitocondrial aumentou 
significativamente 5 minutos após a irradiação com LBP a dose de 60 
J/cm2 [F(3,16)= 4,33; P < 0,05]. Pode ser observado na Figura 20D que 1 
hora após a irradiação com LBP com doses de 10, 30 e 60 J/cm2 a 
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atividade do complexo IV da cadeia respiratória mitocondrial aumentou 
significativamente [F(3,16)= 7,53; P < 0,01]. 

 
 

 
Figura 20. : Efeito do laser de baixa potência Hélio Neônio  (HeNe) (10, 30 e 
60 J/cm2) sobre as atividades do complexo I da cadeia respiratória (A e C) 
e complexo IV (B e D) em mitocôndrias 5 minutos e 1 hora após a 
irradiação. As barras representam a média±erro padrão da de seis animais. 
* P < 0,05, ** P < 0,01 vs. controle (ANOVA de 1 via seguido de teste post 
hoc de Tukey). 
 

A Figura 21C mostra que as células musculares irradiadas com 
laser HeNe e dose de 10 J/cm2 tiveram uma contribuição maior da ATP 
sintase no consumo de oxigênio basal em comparação com as células 
controle [F(2,8)= 4,46; P < 0,05]. A Figura 21G mostra que a 
concentração de FCCP empregado para mensurar a capacidade máxima 
respiratória nas células musculares irradiadas com HeNe com dose de 10 
J/cm2 foi significativamente maior em comparação com o grupo 
controle [K(2,11)= 9,60; P < 0,05].  
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5 DISCUSSÃO 
 

O LBP tem ampliado a sua utilização na prática clinica na última 
década. Seu êxito deve-se às particularidades de respostas que induz nos 
tecidos, como redução de edema, diminuição do processo inflamatório, 
aumento da síntese de colágeno e da epitelização. Inúmeros estudos 
foram realizados em diversas células que fazem parte do processo 
cicatricial, em uma tentativa de elucidar os mecanismos biológicos pelas 
quais a irradiação do LBP pode estimular o processo regenerativo (Karu, 
1999, 2004, 2010; Eels e cols., 2004; Wong-Riley e cols., 2005; Chen e 
cols., 2011).  

   Devido a poucas afirmações na literatura sobre os reais efeitos 
da terapia com LBP na resposta benéfica tecidual e também por falta de 
estudos que demonstrem esses efeitos, esse trabalho teve com objetivo 
investigar os eventos moleculares desencadeados pela irradiação com 
LBP na recuperação de lesões epidérmicas e musculares em roedores.  

Neste contexto, a primeira parte do nosso estudo teve como 
objetivo avaliar o processo de cicatrização de feridas epiteliais após 
ulceração e tratamento com diferentes tipos e doses de LBP, 
mensurando a regressão do tamanho da ferida, síntese de colágeno e 
parâmetros de estresse oxidativo. Os resultados mostraram uma melhora 
no processo de cicatrização através da redução do tamanho da ferida, 
aumento na fibrogênese e redução de estresse oxidativo após 5 dias de 
irradiação.  

A resposta inflamatória é representada por ativação de neutrófilos 
e macrófagos e acúmulo de outras células de defesa no tecido lesado (Li 
e cols., 1999). Os neutrófilos e monócitos representam um papel chave 
na fase inflamatória do reparo de ferida por secretar citocinas e fatores 
de crescimento (Henry e cols., 2003; Pereira e cols., 2008). Entretanto, 
esses eventos também aumentam a produção de oxidantes que levam a 
danos oxidativos a lipídeos, proteínas e DNA, bem como a necrose 
celular, comprometendo a recuperação do tecido (Pattwell e Jackson, 
2004). A diminuição no tamanho da ferida e consequentemente a 
cicatrização sugerem um efeito positivo no tratamento com LPB (HeNe 
e AsGa) com diferentes comprimentos de onda e doses.  

Neste cenário, os efeitos benéficos do LBP podem ser 
relacionados a aceleração da fase inflamatória e melhora nos parâmetros 
de estresse oxidativo. Na fase inflamatória aguda, as células mortas são 
removidas pela infiltração de neutrófilos e seguido por uma resposta 
regenerativa, no qual, ocorre a proliferação de células satélites 
substituindo as células previamente danificadas e fagocitadas (Sommer e 
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cols., 2001). Prévios estudos do nosso grupo demonstraram que a fase 
inflamatória é acelerada pela LBP devido ao aumento na produção de 
ATP mitocondrial. Os efeitos fotoestimuladores do LBP sobre uma 
variedade de enzimas mitocondriais (complexos de proteínas na cadeia 
de transporte de elétrons) foi investigado por diferentes pesquisadores 
(Vekshin e cols., 1982; Passarela e cols., 1984; Karu, 1999).  

Os eventos primários nas células expostas à irradiação 
infravermelha ocorrem na mitocôndria (Karu, 1987, 1999), onde um dos 
três principais fotorreceptores moleculares, o citocromo c, está 
localizado. Cooper e cols (1997) e Beauvoit e cols (1994) postulam que 
até 50% da luz infravermelha é absorvida por cromóforos na 
mitocôndria, incluindo o citocromo c. Byrnes e cols (2004) sugerem que 
durante os primeiros dias de cicatrização, o processo de reparo é 
direcionado para impedir e prevenir subsequente perda de sangue, com 
formação de um tampão de fibrina que auxilia a matriz celular para 
subsequentes eventos, iniciando com adesão de plaquetas ao colágeno 
no espaço perivascular. Este contato ativa as plaquetas, induzindo a 
liberação de fatores plaquetareos que aceleram a migração e proliferação 
de fibroblastos que são as principais células no processo de regeneração 
tecidual (Poli e Parola, 1997). 

Nesse estudo, foi observado um aumento na síntese de colágeno 
nos animais irradiados, reforçando a ideia que o LBP acelera a migração 
e proliferação de fibroblastos. A fase de fibrose do processo de 
cicatrização é caracterizada pela síntese de colágeno, proteína composta 
por glicina, prolina e hidroxiprolina (Fukushima e cols., 2001). Neste 
contexto, nosso resultado do conteúdo de hidroxiprolina está de acordo 
com publicações ateriores (Reddy e cols, 1998; Stadler e cols., 2001; 
Al-Watban e cols, 2003), em que a terapia com LBP melhorou o 
processo de cicatrização aumentando a produção de colágeno.  

Estudos recentes indicam que as ERO como o superóxido, radical 
hidroxila, oxido nítrico e peroxinitrito desempenham um papel 
importante no processo de cicatrização (Gillitzer e Goebeler, 2001; 
Pereira e cols., 2008). A produção de ERO é um processo essencial para 
proteger a célula contra invasão de agentes infecciosos. Entretanto, 
quando se torna excessiva a produção de ERO, essa condição pode levar 
a danos a biomoléculas e prejudicar o processo de recuperação no tecido 
lesado (Halliwell e Gutteridge, 2007; Kerkweg e cols., 2007).  

Por outro lado, alguns estudos reportaram que LBP é capaz de 
reduzir os níveis de ERO derivados da mitocôndria em células epiteliais 
e acelerar a cadeia respiratória em neutrófilos de ratos (Ruszczak e cols., 
2000; Albertini e cols., 2007). Adicionalmente, foi sugerido que 
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processos de fotobioestimulação modulam o estado redox celular (Liu e 
cols., 2009).  

Nossos resultados mostram que as atividades das enzimas 
antioxidantes SOD e CAT foram reduzidas após aplicação do LBP na 
derme lesionada. É possível que essa modulação bioquímica ocorra 
devido a uma diminuição na resposta inflamatória e consequentemente 
uma diminuição das ERO. A SOD desempenha um papel importante na 
defesa contra estresse oxidativo por converter o aníon superóxido na 
forma menos bioativa o peroxido de hidrogênio (Halliwell e Gutteridge, 
2007). A SOD é uma enzima que pode ser induzida e sua atividade 
depende das concentrações de aníon superóxido. Como o LBP diminuiu 
a peroxidação lipídica e a carbonilação proteica devido a seus efeitos 
antioxidantes, a diminuição na atividade da SOD observada nos grupos 
com LBP pode ser indicativo da redução do estresse oxidativo no tecido 
(Shukla, 1997). A CAT é uma enzima de defesa amplamente distribuída 
que catalisa a transferência de peroxido de hidrogênio a água e oxigênio 
(Halliwell e Gutteridge, 2007). A atividade da CAT teve uma redução 
significativa no tratamento com LBP podendo ser relacionado com a 
redução na geração de ERO. 

Recentemente, muita ênfase vem sendo dada sobre a aplicação do 
LBP com o objetivo de acelerar as reações celulares, deste modo 
contribuindo para uma resolução significativamente mais eficiente da 
ferida (Busnardo e cols., 2010; Hussein e cols., 2011). Sugerimos que a 
LBP apresenta efeitos benéficos no processo de cicatrização de ferida, 
provavelmente por acelerar a fase inflamatória e induzir a síntese de 
colágeno, particularmente com o laser HeNe com as 1 e 3 J/cm2 e AsGa 
com dose de 3 J/cm2.  

 No próximo grupo de experimentos usamos um modelo de 
lesão muscular traumática em ratos para avaliar a influência do LBP 
sobre parâmetros de estresse oxidativo e mediadores inflamatórios na 
área lesada. Primeiramente, avaliamos se o modelo de lesão induz 
alterações em parâmetros de estresse oxidativo 2, 12 e 24 horas após a 
lesão e, como podemos observar na Figura 16 todos os parâmetros 
analisados tiveram um aumento significativo nesses períodos. Esse 
modelo reproduz a maioria das lesões musculares traumáticas descritas, 
em que é gerada uma resposta inflamatória caracterizada por 
modificações na estrutura muscular, aumentando o edema intercelular e 
um infiltrado inflamatório com alta concentração de macrófagos e 
neutrófilos até 5 dias após a lesão, induzindo estresse oxidativo (Huard e 
cols., 2003; Powers e cols., 2011). 
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LBP tem demonstrado ser efetivo na redução da resposta 
inflamatória, promoção de reparo tecidual, diminuição de dor e redução 
de fadiga em vários estudos com modelos animais e estudos clínicos 
(Douris e cols., 2006; Leal Junior e cols., 2010; Servetto e cols., 2010; 
Chen e cols., 2011). A irradiação com o laser AsGa (904 nm) com picos 
altos de potência parece ter mais sucesso em lesões musculares do que 
densidades baixas de energia em comprimentos de onda infravermelhos 
(780 – 860 nm), para o qual as saídas são contínuas (Enwemeka e cols., 
2001; Bjordal e cols., 2001 e 2003). Isso se reflete também nas 
recomendações de dosagem baseadas em evidências para distúrbios 
osteomusculares publicados pela Associação Mundial de Terapia a 
Laser (2006), nas quais densidades baixas de energia são recomendadas 
para o uso de laser com comprimento de onda de 904 nm.  

Devido a isso, decidimos investigar os efeitos do LBP com início 
de tratamento 2, 12 e 24 horas após a indução de lesão muscular com 
duas doses 3 e 5 J/cm2, e com duração de 5 dias sobre parâmetros de 
estresse oxidativo. Como podemos observar os grupos que iniciaram o 
tratamento 2 horas após a lesão na dose de 3 e 5 J/cm2 tiveram uma 
diminuição significativa em relação aos animais com lesão muscular em 
todos os parâmetros de estresse oxidativo analisados, mostrando que a 
redução do estresse oxidativo pode ser induzido precocemente. Isto 
provavelmente repercutirá melhor na recuperação do tecido lesado. 

  Decidimos utilizar a dose de 3 J/cm2 com início das irradiações 
2 horas após a lesão, nos experimentos seguintes. Desta forma, o 
próximo grupo de experimentos avaliou a influência do LBP a sobre a 
concentração de nitrito no tecido muscular lesado, e no plasma. Foram 
avaliados dois marcadores de oxidação proteica, os produtos proteicos 
de oxidação avançada (AOPPs) e ditirosina além do conteúdo de nitrito 
(Figura 7). (Karu e cols., 2005; Abdel e cols., 2007).  

Como mostrado na Figura 17, podemos observar que a lesão 
muscular induziu um aumento nos marcadores de oxidação proteica 
(AOPP e ditirosina) e no conteúdo de NO no plasma e no tecido 
muscular lesado, e a irradiação com LBP teve uma redução significativa. 
Acreditamos que a LBP induziu uma diminuição na oxidação de 
proteínas no plasma devido a redução na produção de ERO e ERN no 
local da lesão, como mostra nos resultados com nitrito.  Durante a 
inflamação, ocorre o aumento da expressão do óxido nítrico sintase 2 e 
geração de NO induzindo um estresse oxidativo local, podendo 
amplificar a lesão e modificar a estrutura e funcionalidade de proteínas e 
lipídeos na membrana celular. Essa alterações podem levar a mudanças 
em vias de sinalização que vão exarcebar a resposta inflamatória (Shi e 
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cols., 2006; Filippin e cols., 2011). O LBP induziu uma redução no 
estresse oxidativo e consequentemente diminuição de lesões teciduais 
adicionais causadas por essas espécies. Além disso, os resultados 
sugerem que o LBP tem um efeito biológico positivo modulando o 
estado redox e acelerando a recuperação do tecido lesado (Albertini e 
cols., 2007; Lindgard, 2007; Servetto e cols., 2010; Assis e cols., 2012; 
Qiu e cols., 2013;). 

Para entender melhor esse efeito do LBP, a seguir foi avaliada a 
expressão gênica de citocinas pró e anti-inflamatórias, como IL-6 e IL-
10, respectivamente e VEGF e BDNF, que são liberados após a lesão 
muscular. Como mostrado na Figura 18, a lesão traumática aumentou a 
expressão gênica dessas proteínas (IL-6, VEGF e BDNF) e o grupo que 
recebeu o LBP teve uma redução significativa. Em relação às citocinas o 
laser induziu uma diminuição (IL-6) e um aumento (IL-10) da expressão 
genica, vários estudos propõem que esse efeito pode ser devido a 
diminuição na produção de NO e de ERO (Gomes e cols., 2012; 
Servetto e cols., 2010; Wu e cols., 2013; Laraia e cols., 2012). Cinco 
dias após a lesão traumática, o tecido muscular ainda está numa fase 
inflamatória aguda com muito edema, como consequência do infiltrado 
de macrófagos e neutrófilos (Tidball e cols., 2005). Uma característica 
desta situação é o aumento da expressão de VEGF devido ao 
rompimento dos sarcômeros e da estrutura vascular nas fibras 
musculares que consequentemente vão induzir um extravasamento 
sanguíneo e hipóxia local (Tang e cols., 2004). A região promotora do 
gene VEGF contem um elemento de resposta a hipóxia (HRE) que, 
quando ativado, induz a fosforilação de HIF-1α, e quando isso acontece 
a transcrição de VEGF é aumentada (Forsythe e cols., 1996). Alguns 
estudos (Cohen e cols., 1996; Hellwig-Burgel e cols., 1999; Kosmidou e 
cols., 2001; Schafer e cols., 2003; Clark e cols., 2007) sugerem que 
existem outros mecanismos de ativação de VEGF no músculo, tais como 
moléculas inflamatórias, geração de ERO, estado energético e atividade 
da adenosina monofosfato cinase. 

Outra alteração na lesão muscular é o aumento na expressão de 
BDNF no momento em que ocorre a ativação e proliferação das células 
satélites, sugerindo que o BDNF desempenha um papel importante na 
mediação da resposta celular satélite, principalmente na resposta aguda 
(Griesbeck e cols. 1995; Omura e cols., 2005). Conforme Tidball (2005) 
o BDNF tem um papel similar a outras citocinas inflamatórias (IL-6 e 
TGF- β) na regulação da regeneração muscular. Além disso, células 
imunes derivadas de BDNF são uma importante fonte de BDNF durante 
a lesão e reparo muscular. Resultados similares foram encontrados em 
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neuropatias periféricas humanas, que demonstraram a expressão de 
BDNF que foi proporcional a extensão da invasão de células T e 
macrófagos (Sobue e cols., 1998, Clow e Jasmin, 2010).  

Como mostrado na Figura 18 o laser induziu uma diminuição na 
expressão gênica dessas proteínas (VEGF e BDNF) demonstrando um 
efeito anti-inflamatório que pode ser justificado, hipoteticamente, 
devido ao estímulo no metabolismo local e aceleração do processo 
inflamatório agudo.  

Para confirmar tal hipótese decidimos analisar parâmetros 
comportamentais de atividade motora, como a distância percorrida e o 
número de levantamentos no teste de campo aberto. Podemos observar 
na Figura 19 que o grupo de animais tratado com LBP com dose de 3 
J/cm2 iniciando a irradiação 2 horas após e irradiado por 5 dias, teve 
efeitos positivos nesses dois parâmetros. Demonstrando assim que a 
irradiação com LBP além de melhorar marcadores bioquímicos e 
moleculares também melhorou parâmetros comportamentais de função 
motora. Assim, podemos concluir que a dose de 3 J/cm2 com início de 
tratamento 2 horas após é a melhor dose nesse tipo de lesão. 

Vários estudos in vivo sugerem que a aceleração do processo 
cicatricial favorecido pelo uso de LBP estaria relacionado ao aumento 
da atividade mitocondrial e do metabolismo local (Azevedo, e cols., 
2006; Lubart e cols., 2006; Akyol and Gungormus, 2010). O objetivo 
deste terceiro grupo de experimentos foi investigar os efeitos 
bioestimulatórios em mitocôndrias musculares. Devido a isso, 
investigamos os efeitos da irradiação com o LBP HeNe em diferentes 
doses sobre a atividade dos complexos da cadeia respiratória 
mitocondrial. A Figura 20 mostra que houve um aumento na atividade 
do complexo I e IV 5 minutos após a irradiação, e também que a 
atividade do complexo IV aumentou após 1 hora. Isso está de acordo 
com alguns estudos (Yu e cols., 1997; Karu, 2010), que demonstram que 
a LBP acelera a transferência de elétrons na cadeia de respiratória, 
resultando num aumento do potencial elétrico da membrana 
mitocondrial, favorecendo dessa forma a síntese de ATP, alcalização do 
citoplasma e finalmente ativação de síntese de ácidos nucleicos para 
posterior proliferação celular (Karu, 2010).  

O complexo I é o passo limitante na fosforilação oxidativa 
(Chinopoulos and Adam-Vizi, 2001). Além disso, alguma modificação 
ou estimulação deste complexo pode ter um direto impacto sobre o 
estado geral de energia da célula, como previamente descrito pelo nosso 
grupo (Glaser e cols., 2010; Moreira e cols., 2010; Figueiredo e col., 
2011; Remor e cols., 2011). Isso pode estar relacionado à presença de 
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fotorreceptores principalmente no complexo I e IV da cadeia 
respiratória, como previamente proposto por Karu em células HeLa 
(Karu e cols., 2008). A fotoativação de componentes mitocondriais que 
são sensíveis à luz visível do laser pode causar uma curta ativação na 
cadeia respiratória e oxidação/redução do NADH e da citocromo c 
oxidase, levando a mudanças benéficas celulares no estado redox, de 
ambos citoplasma e mitocôndria, o qual podem incluir aumento na 
velocidade do ciclo de Krebs e produção adicional de ATP (Lubart e 
cols., 2005). 

Trabalhos pioneiros de Karu e cols (Karu e cols., 2004, 2008) 
sugerem que moléculas podem agir como cromóforos endógenos 
podendo incluir porfirinas, flavinas, citocromos mitocondriais e o 
sistema NADPH oxidase da membrana plasmática, o qual, contem 
flavoproteínas e citocromo b (Lubart e cols., 2005). Em relação à 
citocromo c oxidase, foi demonstrado que a irradiação de células HeLa 
com LBP causa uma redução ou oxidação de seus fofoaceptores Cua e 
Cub (Karu e cols., 2004).  

Para demonstrar que o LBP induz uma estimulação mitocondrial 
e com isso um estado de alta energia, avaliamos seus efeitos no 
consumo de oxigênio de células musculares irradiadas. Os resultados 
mostram que as células irradiadas com 10 J/cm2 necessitam uma 
concentração maior de FCCP no meio para atingir a respiração máxima, 
podendo ser relacionado a uma capacidade respiratória maior ou uma 
quantidade maior de mitocôndrias. O LBP com a mesma dose também 
aumentou a contribuição da ATP sintase na respiração basal e isso pode 
ser relacionado com aumento da atividade do complexo V mitocondrial, 
com consequente aumento nas concentrações de ATP. Alguns estudos 
com mitocôndrias e células irradiadas com comprimento de onda de 
632, 725 e 904 nm mostram que o potencial de membrana mitocondrial, 
síntese de ATP e consumo de oxigênio podem ser estimulados pela 
irradiação (Karu, 2008 e 2010).  

Morimoto e cols. (1994) também demonstraram que o LBP induz 
uma maior absorção de O2 e com isso aumentando a atividade do 
citocromo c oxidase, estimulando a transferência de elétrons e o 
bombeamento de prótons dessa enzima. Conforme Hu e cols. (2007) e 
Masha (2013); o conteúdo de proteínas mitocondriais, a síntese de RNA 
mitocondrial e replicação do DNA mitocondrial são aumentadas pela 
irradiação com o LBP HeNe.  

De modo geral, é provável que o efeito bioestimulatório do LBP 
esta associado ao aumento na atividade dos complexos da cadeia 
respiratória e na indução da transcrição de genes que codificam a síntese 
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desses complexos. Assim, estimulando o metabolismo energético e a 
fosforilação oxidativa aumentando a produção de ATP que pode acionar 
outros processos metabólicos que estão envolvidos na aceleração da 
cicatrização de lesões epiteliais e musculares. 
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6 CONCLUSÕES 
 

De acordo com os resultados apresentados nesta tese de 
doutorado, podemos concluir que o laser HeNe aumenta a função 
mitocondrial, produção de colágeno e diminui parâmetros de estresse 
oxidativo, contribuindo positivamente na aceleração do processo 
cicatricial de lesões dérmicas. Do mesmo modo, o laser AsGa 
demonstrou propriedades antioxidantes e anti-inflamatórias repercutindo 
assim na diminuição do déficit motor induzido pela lesão muscular 
traumática. Esses efeitos benéficos do LBP estão relacionados com um 
aumento na capacidade respiratória celular.  
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7 PERSPECTIVAS 
 

Alguns aspectos relacionados a este trabalho ainda precisam ser 
melhor elucidados.  

Desta forma, algumas perspectivas são propostas ao final desta 
tese: 

Investigar os efeitos do LBP em proteínas da cascata de 
sinalização da fase inflamatória aguda e crônica de lesões epiteliais e 
musculares para avaliar melhor os efeitos bioestimulatorios da 
irradiação.  

Investigar os efeitos do LBP sobre fatores de transcrição 
específicos do músculo como MyoD, myogenin, Myf4 e Myf5 que são 
responsáveis pela regeneração muscular. 

Realização de estudos com imunohistoquimica e citometria de 
fluxo para avaliar os efeitos da irradiação com LBP em macrófagos M1 
e M2 na lesão muscular. 
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9 ANEXOS 
9.1 Artigo Científico  
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9.2 Efeitos do LBP em células do sistema nervoso central (C6). 

 
Efeito do LBP HeNe com doses de 10, 30 e 60 J/cm2 sobre a redução de 
MTT (A), atividade do complexo I e IV da cadeia respiratória (B e C), 
creatina cinase (D) e hexoquinase (E) em células do sistema nervoso central 
(C6). As barras representam a média±erro padrão da média para seis 
animais. *P<0.05 vs. Controle (ANOVA de 1 via seguido de teste post hoc 
de Tukey). 
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