
RESUMO:

Objetivo: avaliar os efeitos do laser de baixa potência (LBP) sobre os parâmetros histomorfométricos do músculo 
tibial anterior de ratos submetidos a um modelo de artrite reumatoide (AR). Métodos: foram utilizados 20 ratos 
machos, separados em quatro grupos (n=5): Grupo Controle (GC); Grupo Controle Laser (GCL); Grupo Lesão 
(GL); Grupo Lesão Laser (GLL). Para a indução do modelo de AR foram realizadas duas injeções de Adjuvante 
Completo de Freund. Após 24 horas da aplicação do CFA no joelho dos animais, iniciou-se o tratamento com LBP, 
660 nm, 5 J/cm², em quatro pontos do joelho direito, em dias intercalados durante uma semana, totalizando quatro 
sessões. Sete dias após a aplicação do CFA os animais foram eutanasiados e o músculo tibial anterior direito foi 
coletado, pesado, cortado transversalmente e processado para lâminas histológicas, coradas em hematoxilina e 
eosina. Foram avaliadas características morfológicas e morfométricas. Resultados: na análise morfológica GL 
apresentou leves alterações morfológicas, com pequena desorganização fascicular, além de algumas fibras com 
perda do formato poligonal característico, também se observou aumento no número de núcleos e presença de 
infiltrado inflamatório. Nos animais de GLL as fibras musculares assemelharam-se às de GC, com diminuição de 
infiltrado inflamatório. Quanto aos dados morfométricos, observou-se diferença significativa (p=0,004) na massa 
dos músculos pertencentes à GL, sendo menores que GC. Na análise da área de secção transversa (p=0,015) 
e menor diâmetro das fibras (p=0,019), os animais lesionados apresentaram menor valor. Quanto ao número de 
fibras (p<0,001) GC apresentou menor número. Quanto ao número de núcleos, também houve diferença significativa, 
com GCL tendo menor número comparado a GL (p=0,038) e GLL (p=0,011). Ainda, GC apresentou maior relação 
núcleo/fibra comparado a GCL (p<0,001), GL (p<0,001) e GLL (p<0,001). Conclusão: o tratamento com LBP 
promoveu melhora morfológica, porém não foi eficaz na total recuperação morfométrica das variáveis investigadas.

PALAVRAS-CHAVE: Terapia com Luz de Baixa Intensidade; Músculo Esquelético; Histologia.

ABSTRACT:

Aim: To evaluate the effects of low-level laser therapy (LLLT) on the histological parameters of the anterior tibial 
muscle of rats submitted to a rheumatoid arthritis (RA) model. Methods: 20 male rats were used, separated into 
four groups (n=5): Control Group (CG); Laser Control Group (LCG); Injury Group (IG); Laser Injury Group (LIG). 
To induce the RA model, two injections of Freund’s complete adjuvant were performed. Twenty-four hours after the 
application of FCA to the animals’ knees, the treatment with LBP, 660 nm, 5 J/cm², was initiated in four points of 
the right knee, on days interspersed during one week, totaling four sessions. Seven days after the application of 
FCA, the animals were euthanized and the right tibialis anterior muscle was collected, weighed, cut transversely and 
processed into histological slides, stained in hematoxylin and eosin. Morphological and morphometric characteristics 
were evaluated. Results: In the IG morphological analysis, slight morphological changes were observed, with a small 
fascicular disorganization, in addition to some fibers with loss of characteristic polygonal shape, there was also an 
increase in the number of nuclei and presence of inflammatory infiltrate. In LIG the muscle fibers were similar to those 
of CG, with decreased inflammatory infiltrate. As for the morphometric data, a significant difference (p=0.004) in the 
mass of the muscles belonging to IG was observed, being smaller than CG. In the analysis of the cross-sectional 
area (p=0.015) and smaller fiber diameter (p=0.019), the injured animals showed lower value. As for the number of 
fibers (p<0.001) CG showed lower number. Regarding the number of nuclei, there was also a significant difference, 
with CLG having a lower number compared to IG (p=0.038) and LIG (p=0.011). Additionally, CG had a higher core/
fiber ratio compared to CLG (p<0.001), IG (p<0.001) and LIG (p<0.001). Conclusion: treatment with LLLT promoted 
morphological improvement, but was not effective in total morphometric recovery of the variables investigated.
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INTRODUÇÃO

As doenças inflamatórias crônicas promovem incapacidade à grande parte da população mundial e geram 

sobrecarga econômica devido a custos diretos e indiretos1,2. No caso da Artrite Reumatoide (AR), o processo de desordem 

articular é gerado pelo próprio sistema imunológico devido a uma resposta inadequada, resultando na perda da qualidade 

de vida2,3. As lesões acometem preferencialmente articulações periféricas em simetria, avançando para a região central 

conforme a ascensão da cronicidade. Atinge músculos, tendões, ligamentos e vasos sanguíneos, o que produz o 

aparecimento característico de dor, fraqueza muscular, enrijecimento e deformidades que ocasiona comprometimento 

funcional4.

Apesar da AR produzir alterações mais acentuadas nas articulações e estruturas cartilagíneas, seu efeito 

sistêmico e perturbação estrutural evolutiva também agridem estruturas musculares, especialmente as que possuem 

relação anatômica com a região afetada, devido ao enrijecimento articular ocorre diminuição da função, e com o desuso, 

hipotrofia muscular e diminuição da força de contração5. O músculo tibial anterior, responsável pela dorsiflexão e inversão 

do pé, tangencia a articulação do joelho e transpõe o tornozelo sendo vulnerável aos efeitos deletérios da AR4,6,7. 

Devido a sua progressividade e pluralidade de estruturas acometidas, a Artrite Reumatoide demanda um 

tratamento criterioso cujos objetivos dependem de sua fase inflamatória e limitações funcionais2,8. Para cada qual, há 

necessidade de estudos acerca de terapias, exercícios e medicamentos, bem como seus efeitos sobre a AR. Para 

isto, são realizadas pesquisas controladas com modelos experimentais em animais para indução da AR por meio 

de adjuvantes5, capazes de aumentar o recrutamento de anticorpos, bem como acelerar a resposta imunológica do 

organismo4. O Adjuvante Completo de Freund (CFA), constituído por de óleo mineral e emulsificante da Mycobacterium 

butyricum, reproduz a sintomatologia característica da doença reumatoide nas articulações5. Este modelo possibilita que 

diferentes recursos sejam aplicados e testados no tratamento da AR, dentre eles o uso de técnicas não invasivas como 

a fotobiomodulação, com equipamentos como o laser de baixa potência (LBP)9.

O LBP é utilizado na prática clínica devido às suas propriedades anti-inflamatórias e eficácia na reparação de 

tecidos10. O mecanismo de absorção energética ocorre por meio de proteínas presentes nas estruturas mitocondriais 

onde, após a interação da radiação com a célula, desencadeia-se a produção de adenosina trifosfato (ATP) juntamente 

a demais eventos metabólicos que tornam o processo de reparação tecidual mais rápido e eficiente11. A terapia com 

laser apresenta-se como boa indicação para de tratamento da AR, pois modula a resposta inflamatória tanto em estágios 

iniciais como tardios, mostrando efeitos de preservação das estruturas acometidas e redução do quadro álgico12–14. 

No entanto, há uma lacuna com relação à repercussão do uso do LBP no tecido muscular em animais submetidos 

à um modelo de AR. Desta forma o objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos do LBP sobre os parâmetros 
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histomorfométricos do músculo tibial anterior de ratos submetidos a um modelo de AR.

MÉTODO

Trata-se de uma pesquisa quantitativa, de caráter experimental, aprovada pelo Comitê de Ética da Universidade 

Estadual do Oeste do Paraná (UNIOESTE), realizada no Laboratório de Estudo de Lesões e Recursos Fisioterapêuticos 

e no Laboratório de Biologia Estrutural e Funcional (LABEF).

O grupo amostral foi composto por 20 ratos machos, da linhagem Wistar, com 15 semanas de idade, obtidos no 

Biotério Central da UNIOESTE e mantidos no Laboratório de Estudo de Lesões e recursos Fisioterapêuticos em caixas 

plásticas de polipropileno, com acesso a água e ração à vontade, temperatura controlada a 22º C, fotoperíodo claro/

escuro de 12 horas. 

Os animais foram separados aleatoriamente em quatro grupos (n=5): 

• Grupo Controle (GC): sem indução com CFA ou tratamento; 

• Grupo Controle Laser (GCL): sem indução com CFA, mas receberam LBP; 

• Grupo Lesão (GL): animais submetidos à CFA, sem tratamento;

• Grupo Lesão Laser (GLL): com CFA e LBP.   

Protocolo de lesão

A indução do modelo de AR foi realizada mediante duas injeções de CFA (Mycobacterium butyricum, 0,5 mg/

ml; 50 µL). A primeira foi administrada na base da cauda do animal, via intradérmica, para imunização inicial. Após sete 

dias, a segunda foi administrada na articulação tibiofemoral direita. Os animais pertencentes à GC e GCL passaram pelo 

mesmo protocolo, porém ao invés do CFA receberam injeção com solução salina (cloreto de sódio 0,9%) para efeito 

placebo.

Protocolo de tratamento

Após 24 horas da aplicação do CFA na articulação tibiofemoral dos animais pertencentes ao GLL, estes foram 

submetidos ao tratamento com LBP (Ibramed®). Utilizou-se o comprimento de onda de 660 nanômetros, densidade de 

energia para o grupo tratamento de 5 J/cm², com potência de 30 mW, área de spot: 0,06 cm², em quatro pontos do joelho 

direito (anterior, medial, lateral e posterior) (fig. 1). Energia irradiada por ponto: 0,003 J, tempo de irradiação por ponto: 10 

segundos. O tratamento foi realizado em dias intercalados durante uma semana, totalizando quatro dias de tratamento.
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Figura 1: Aplicação da radiação laser na face anterior do joelho direito dos ratos.

Confecção das lâminas histológicas

 Sete dias após a aplicação do CFA no joelho dos animais, estes foram pesados, anestesiados com cloridrato de 

xilazina 15mg/kg e cloridrato de quetamina 80mg/kg e decapitados em guilhotina. O músculo tibial anterior do membro 

pélvico direito dos animais foi coletado, pesado, medido e fixado em Metacarn (70% Metanol + 20% clorofórmio + 

10% de ácido acético glacial), durante 24 horas e posteriormente, armazenados em álcool 70%. Posteriormente, os 

músculos foram processados para inclusão em parafina histológica, cortados transversalmente em 7 µm de espessura 

em micrótomo Olympus CUT 4055, e as lâminas coradas em hematoxilina e eosina.

Para a morfologia, as lâminas foram analisadas de forma qualitativa. Já para a análise morfométrica foram 

realizadas fotomicrografias com aumento final de 40X e por meio do programa Image-Pro-Plus 6.0 foram analisadas 100 

fibras por animal, quanto à área de secção transversa, maior e menor diâmetro, número de núcleos, número de fibras, 

razão de núcleos por fibra muscular, além da porcentagem de tecido conjuntivo corado com Tricrômico de Masson.

Análise dos dados

Os dados foram analisados com auxílio do programa SPSS 20.0® e apresentados pela média, seguidos de 

seus respectivos intervalos de confiança 95%. Nas comparações foram utilizados os Modelos Lineares Generalizados, 

seguido do pós-teste Sidak. Para as variáveis de área, maior e menor diâmetro a distribuição utilizada foi Gamma, e para 

as demais utilizado a distribuição Normal. O nível de significância estatística considerado foi de p<0,05.

RESULTADOS

Na análise morfológica do músculo tibial anterior dos animais de GC, foi verificado aspecto normal, com presença 

de vasos sanguíneos, fibras organizadas em padrão fascicular e individualmente em formato poligonal, multinucleadas, 
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cujos núcleos situavam-se na periferia (Fig. 2A). Morfologia semelhante foi visualizada nos animais de GCL, que não 

sofreram lesão, mas foram tratados com laser (Fig. 2B). Já GL apresentou leves alterações morfológicas resultantes do 

modelo experimental de AR (Fig. 2C), foi constatada uma pequena desorganização fascicular, além de algumas fibras 

com perda do formato poligonal característico. Também se observou um aparente aumento no número de núcleos, e 

presença de infiltrado inflamatório, verificado principalmente em regiões do epimísio e perimísio. Não foi observada 

alteração quanto à vascularização. Nos animais de GLL as fibras musculares assemelharam-se às de GC, sendo 

multinucleadas, com núcleos periféricos, poligonais, apresentando grande número de capilares sanguíneos. Também foi 

possível visualizar diminuição de infiltrado inflamatório quando comparado à GL (Fig. 2D).

Figura 2: Fotomicrografias do músculo tibial anterior de ratos Wistar, corte transversal, coloração em hematoxilina e 

eosina. Grupo Controle (A), Grupo Controle Laser (B), Grupo Lesão (C) e Grupo Lesão + Laser(D). Em A e B, organização 

fascicular com fibras poligonais e núcleos (Nu) periféricos. Em C, aumento do número de núcleos (Nu) e infiltrado 

inflamatório (*). Em D, núcleos periféricos (Nu), pequena presença de infiltrado inflamatório (*) e vasos sanguíneos (Vs).

Quanto aos dados morfométricos, observou-se, diferença significativa [Wald X2(3)=13,32; p=0,004] na massa 

dos músculos pertencentes à GL, sendo menores quando comparados à GC (p=0,19) e GCL (p=0,007). Quanto ao 

comprimento do músculo, não houve diferença significativa [Wald X2(3)=2,77; p=427] (Tabela 1).
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Tabela 1: Média e seus respectivos intervalos de confiança 95% dos valores do peso e comprimento muscular do 
músculo tibial anterior de ratos Wistar.

Legenda: GC- Grupo Controle; GCL- Grupo Controle Laser; GL- Grupo Lesão; GLL- Grupo Lesão + Laser. Letras diferentes
significam valores estatisticamente diferentes (p≤0,05).

Na análise da área de secção transversa [Wald X2(3)=10,452; p=0,015] e menor diâmetro das fibras [Wald 

X2(3)=5,103; p=0,019], observou-se diferença estatisticamente significativa entre GC e GL (p<0,05), em que os animais 

lesionados apresentaram  menor valor. Já para o maior diâmetro [Wald X2(3)=5,103; p=164], não houve diferença 

significativa entre os grupos. Quanto ao número de fibras [Wald X2(3)=39,33; p<0,001], houve diferença significativa entre 

GC, GL e GLL (p < 0,001), sendo que GC apresentou menor número de fibras. De forma semelhante, GCL apresentou 

número significativamente menor de fibras quando comparado à GL (p= 0,004) e GLL (p<0,001) (Tabela 2). 

No que tange ao número de núcleos, também houve diferença significativa [Wald X2(3)=14,500; p=0,002]. GCL 

apresentou menor número comparado com GL (p=0,038) e GLL (p=0,011). Ainda, houve diferença significativa [Wald 

X2(3)=39,45; p<0,001) para a relação núcleo/fibra, em que GC apresentou maior relação comparado a GCL (p<0,001), 

GL (p<0,001) e GLL (p<0,001). Quanto ao tecido conjuntivo, não houve diferença significativa [Wald X2(3)=4,27; p=0,233) 

entre os grupos (Tabela 2).

Tabela 2: Média e seus respectivos intervalos de confiança 95% da área de secção transversa, maior diâmetro, menor 
diâmetro, em µm, número de fibras e núcleos, além da porcentagem de tecido conjuntivo (%) das fibras do músculo tibial 
anterior de ratos Wistar.
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Legenda: GC- Grupo Controle; GCL- Grupo Controle Laser; GL- Grupo Lesão; GLL- Grupo Lesão + Laser. Letras diferentes
significam valores estatisticamente diferentes (p≤0,05).

DISCUSSÃO

O presente estudo avaliou características morfológicas e morfométricas do músculo tibial anterior, em um modelo 

de AR, frente à terapia com LBP, o qual mostrou em algumas variáveis discreta melhora frente ao placebo. 

Devido à complexidade e problemas éticos para a realização de análises invasivas em humanos com  AR, 

pesquisas utilizando modelos experimentais são úteis, principalmente quanto ao teste de algumas modalidades 

terapêuticas. Para isso, o modelo induzido por Adjuvante Completo de Freund (CFA) vem sendo muito utilizado na 

mimetização das manifestações dessa inflamação5. No presente estudo, esse modelo repercutiu em alterações 

morfológicas e morfométricas no músculo esquelético. Na análise da morfologia do músculo tibial anterior dos animais 

pertencentes à GL, observou-se atrofia das fibras musculares, desorganização fascicular, aumento do número de núcleos 

e presença de infiltrado inflamatório, que podem ser decorrentes do maior índice de moléculas de adesão no endotélio 

vascular, facilitando o processo de migração das células inflamatórias para o local15. 

Quanto à vascularização, não houve diferença entre GC e GL, visto que ambos apresentaram boa vascularização, 

tal achado corrobora com o relatado por Sandoo et al.16, que citam inexistir associação entre a inflamação sistêmica 

resultante da AR e prejuízos na vascularização. Quanto à morfologia dos animais pertencentes à GLL, observou-se uma 
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reversão dos efeitos deletérios do modelo de AR. Assis et al.17 ao estudarem a cartilagem articular de ratos submetidos a 

um modelo experimental de osteoartrite, relatam que a irradiação do laser associada a exercícios de corrida em esteira 

previnem a degeneração da cartilagem e modulação do processo inflamatório.

Em virtude do seu caráter autoimune, a AR resulta em uma desordem inflamatória que atinge órgãos e tecidos, 

gerando perda de função18. Diversos autores19–21 apontam para a perda de massa muscular e incapacidade funcional em 

pacientes com AR, sendo difícil a restauração deste tecido nestes casos22. Tendo em vista a vulnerabilidade do músculo 

tibial anterior aos efeitos da AR6, o presente estudo observou uma diminuição no peso do músculo tibial anterior dos 

animais induzidos. Ainda quanto às propriedades morfométricas, a presente pesquisa apresentou que animais com AR 

tiveram diminuição da área de secção transversa, menor diâmetro e razão núcleo/fibra. 

No que se refere as modalidades de tratamento da AR, há uma pluralidade de intervenções visando a melhora 

da saúde em geral23,24. Sendo que o LBP apresenta efeitos positivos no alívio dos sintomas em pacientes com AR 

25. O tratamento emite uma radiação que penetra nos tecidos, absorvida no Citocromo C oxidase, responsável pela 

transferência de elétrons do Citocromo C para a molécula de oxigênio, auxiliando na produção de adenosina trifosfato 

(ATP), contribuindo para uma sequência de eventos responsáveis pelo reparo tecidual26,27. No presente estudo, o 

tratamento com tal recurso apesar de não ter sido diferente do grupo apenas lesão, mostrou-se semelhante aos grupos 

controle, indicando que estava em processo de recuperação de seu trofismo. Considerando-se que essa terapia não foi 

eficaz em algumas das variáveis analisadas, visto o observado com respeito ao número de fibras e núcleos, sugere-se 

novos estudos abordando diferentes comprimentos de onda e alterações na dosimetria utilizada.

CONCLUSÃO

O modelo de artrite reumatoide repercutiu em alterações morfológicas e morfométricas no músculo tibial anterior 

de ratos Wistar, e o tratamento com laser de baixa potência promoveu melhora morfológica, porém não foi eficaz na total 

recuperação morfométrica das variáveis investigadas.
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