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RESUMO

O processo de envelhecimento, e as consequentes alteragdes morfofisioldgicas dele
decorrentes, desencadeiam a redu¢do da habilidade regenerativa das células satélites,
reducdo da vascularizacado tecidual e aumento da producdo de fibroblastos, desenvolvendo-
se, por fim, um ambiente celular desfavoravel para a ativacdo e sustentacdo de um
mecanismo regenerativo adequado. Nesse sentido, este estudo teve como objetivo avaliar o
efeito do tratamento com exercicio de natagdo e ultrassom sobre a regeneragdao muscular
de modelos experimentais idosos apds lesdo miotdxica. Foram utilizados 40 ratos Wistar
com 18 meses de idade, divididos em 4 grupos experimentais: lesdo (LE; n=10) somente
submetidos a lesdo; ultrassom (US; n=10), que apds a lesdo receberam tratamento com
ultrassom pulsado de 1MHz; natacdo (NAT; n=10), cujos animais foram tratados com um
programa de exercicio de natacdo; e natacao+ultrassom (NATUS; n=10), que receberam
ambas as terapias apds a lesdo. Os animais foram submetidos a lesdo por bupivacaina no
musculo tibial anterior direito e as amostras foram coletadas 7 e 14 dias apds a lesao,
totalizando 3 e 6 sessdOes de tratamento, respectivamente. A andlise da regeneracao
muscular foi realizada através de microscopia de luz. Para andlise estatistica utilizou-se os
testes ANOVA one-way e Tukey. Nos resultados obtidos a analise histolégica demonstrou
que apos 14 dias houve reducdo significativa na area de inflamagédo/regeneracdo em todos
os grupos de tratamento quando comparados ao grupo LE14. Com relagdo a drea de secgao
transversal das fibras em processo de regeneracdo, nenhuma das terapias utilizadas foi
capaz de melhorar a maturacdo das fibras musculares, e ap6s 14 dias as fibras do grupo
NATUS14 se mostraram significativamente menores do que os demais grupos estudados.
Conclui-se que as terapias propostas demostraram eficacia somente na redugdo da area de
inflamacdo/regeneracdo. A combinacdo das terapias comprometeu a maturagdo das fibras
musculares.

Palavras-chave: envelhecimento, regeneracdao muscular, terapia por ultrassom, exercicio de
natacgao.



ABSTRACT

The aging process and the morphophysiological changes resulting from it, triggering a
reduction in regenerative ability of satellite cells, reducing vascular tissue and increasing
production of fibroblasts, developing, finally, a cellular environment unfavorable for the
activation and maintenance of a regenerative mechanism appropriate. Thus, the aim of this
study was to evaluate the effect of swimming exercise and pulsed ultrasound therapy
treatment on muscle regeneration of the old experimental models after myotoxic injury.
Wistar old rats with 18 months old were divided in four groups: G. injury (IN; n=10), the
animals were submitted to muscle injury and received no treatment; G. ultrasound (US;
n=10), after the injury the animals were treated with pulsed ultrasound 1 MHz; G. swimming
(SW; n=10), after the injury the animals were treated with swimming exercise; and G.
swimming+ultrasound (SW+US; n=10), after the injury the animals were treated with both
therapies. The myotoxic injury was induced by bupivacaine in Tibialis Anterior muscle and
the samples were collected after 7 and 14 days after injury, totaling 3 and 6 sessions. The
muscle regeneration was evaluated by Light Microscopy. The data were statistically
analyzed by one-way ANOVA and Tukey's tests. The histological analysis showed that after
14 days of treatment there was significant reduction in the area of
inflammation/regeneration in all groups compared to IN14 group. About the cross-sectional
area of fibers in regeneration process, no therapies used were ables to improve the
maturation of muscle fibers, and after 14 days the muscle fibers of SWUS14 group were
significantly smaller than the other groups studied. The results of the present study suggest
that the proposal therapies have only demonstrated efficacy in the reduction of
inflammation/regeneration area. The combination of therapies committed the maturation
of muscle fibers.

Keywords: Aging, muscle regeneration, ultrasound therapy, swimming exercise.
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1. INTRODUCAO

O musculo esquelético possui uma grande capacidade de adaptagdo diante de
variados tipos de estimulos, sejam eles fisiolédgicos, como exercicio, ou em condi¢des
patolégicos, como lesGes e doencas degenerativas. Esta capacidade denomina-se
plasticidade (Grounds et al., 2002; Shi et al., 2006). Este importante potencial regenerativo
se deve a uma populacdo de células especiais com grande capacidade mitogénica, as células
satélite. Quando ativadas, diferenciam-se em mioblastos, e fundem-se para formar
miotubos que ent3ao se desenvolvem em uma nova fibra ou fundem-se a outras, a fim de
construir ou reparar uma fibra muscular (Lieber, 2002; Chargé e Rudnicki, 2004; Gayraud-

Morel et al., 2009; Tedesco et al., 2010).

Os mecanismos de diferenciacdo e crescimento de um musculo em regeneracao
dependem de uma variedade de fatores de crescimento e miogénicos (Marsh et al., 1998).
Sabe-se que a manutencdo do potencial regenerativo do musculo esquelético depende,
inclusive, da idade do individuo (Renault et al., 2000; Charge, Brack e Hughes, 2002). As
alteracdes morfofisioldgicas que ocorrem nos tecidos em decorréncia do envelhecimento,
contribuem para o declinio da habilidade das células satélites em reparar o tecido lesado
(Young et al., 2004). Pesquisas relatam sobre a diminuicdo na quantidade de células
satélites em decorréncia do envelhecimento (Gibson e Shultz, 1983; Shefer et al., 2006),
contudo, o nimero de células satélites remanescentes no tecido muscular envelhecido é
suficiente para a ativacao e sustentacdo de um mecanismo regenerativo adequado, se nao

houver a associacdo de um ambiente celular desfavoravel (Carosio et al., 2009).



A ineficiéncia na ativacdo e proliferacdo das células satélites decorrente do
desequilibrio em vias de sinalizacdo, lenta ativacdo de células inflamatdrias, aumento da
producdo de fibroblastos, diminuicdo da vascularizacdo, espessamento da lamina basal e
reducdo no nivel de IGF-1 (Insulin-like growth factor 1) sdo algumas das alteracGes
provenientes do envelhecimento, que geram um ambiente celular desfavoravel e
consequentemente prejudicam a regeneracdao muscular (Burdzinska, Gala e Paczek, 2008;

Silva e Conboy, 2008; Desaki, 2008; Carosio et al., 2009, Degens, 2010).

Varios modelos de lesdo sdo propostos para examinar os mecanismos de
regeneracdo do musculo esquelético, dentre eles a contusao, criolesdo e uso de substancias
guimicas, como anestésicos. A bupivacaina é um anestésico miotéxico que induz a
degeneragdo de cerca de 80% das fibras de um musculo esquelético (Marsh et al., 1998).
Este modelo de lesdao é amplamente utilizado em estudos experimentais por apresentar facil
reprodutibilidade e uma reac¢do inflamatéria mais intensa quando comparada a lesdes
realizadas com outros anestésicos como lidocaina, articaina e mepivacaina (Pinto et al.,

2008).

A grande incidéncia de lesGes musculares tem ocasionado aumento de estudos
relacionados ndo somente ao processo de regeneracdao muscular, mas também aos
tratamentos fisioterapéuticos (Ferrari et al., 2005). Dentre os quais podemos destacar
recursos eletro-termo-fototerdpicos (ultrassom terapéutico, laser, ondas curtas,
estimulacdo eletrica nervosa trancutanea e infravermelho) e cinesioterapéuticos (exercicios

terapéuticos e terapia manual).



Uma modalidade cinesioterapéutica muito utilizada na reabilitacdo de disfuncdes
musculoesqueléticas é o exercicio aquatico. A reducdo de peso corporal na agua promove
menor estresse nas articulacdes e tecidos moles, e a temperatura aquecida da dagua
promove diversos efeitos fisioldgicos, como aumento da circulacdo periférica e diminuicao
da sensibilidade dos terminais nervosos, tornando este exercicio seguro e incrementando o
processo de reparac¢do tecidual (Burns e Lauder, 2001; Faria et al., 2008; Pestana et al.,
2011). Os efeitos da terapia na agua dependem de fatores como a temperatura e
profundidade, a duracdo do tratamento, o tipo e intensidade do exercicio e a necessidade
especifica de cada individuo (Degani, 1998; Pestana et al., 2011). Contudo, os variados
protocolos utilizados nesta modalidade ainda causam divergéncias entre os resultados

obtidos (Faria et al., 2008; Pestana et al., 2011).

Faria et al. (2008), através de um protocolo de mobilizacdo precoce de
intensidade moderada, constataram melhora no processo de reparo (aumento no mumero
de fibras) nos grupos submetidos a terapia. J& Pestana et al. (2011) utilizando-se de um
protocolo intenso, porém tardio, ndo observaram altera¢des morfoldgicas nos grupos que

realizaram exercicio aquatico.

Outro recurso amplamente utilizado nas praticas clinicas e desportivas é o
ultrassom terapéutico (UST), que produz diversos efeitos como aumento do metabolismo
local, aumento da circulacdo, extensibilidade do tecido e regeneracdo tecidual (van der
Windt et al., 1999; Berna-Senna et al., 2005). E comumente aplicado nos disturbios do
sistema musculoesquelético, como na aceleracdo da regeneracao de lesdes musculares

(Dyson, 1987).
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A variedade de parametros observados na pratica clinica indica o uso
indiscriminado do UST para amenizar os sintomas e as manifestacdes inflamatdrias que
envolvem o sistema musculoesquelético. Experimentos realizados com este recurso
demonstram que sua interacdo com os tecidos bioldgicos provoca alteracdes fisioldgicas,
gue podem ser benéficas ou ndo dependendo dos parametros utilizados (Lopes et al., 2005).
Além disso, é comum na pratica clinica a associacdo do UST com outras terapias, como o

exercicio fisico, com o objetivo de potencializar os seus efeitos (van der Windt et al., 1999).

Markert et al. (2005) utilizaram o ultrassom continuo de 3 MHz, com intensidade
de 0,1 W/cm? na contusdo do musculo gastrocnémio de animais jovens e tratados por 4
semanas. Os efeitos da terapia foram avaliados de forma isolada ou combinada com o
treinamento de caminhada em esteira. A analise histoldgica, incluindo a quantificacdao da
area de seccdo transversa (AST) das fibras musculares, ndo demonstrou diferenca entre os

grupos.

Ha um grande interesse em encontrar meios para acelerar e melhorar o processo
de reparo muscular, especialmente em situacbes como lesGes em atletas, transplantes,
distrofias musculares, atrofias por desuso, entre outras (Pestana et al., 2011). Contudo,
ainda existem poucos estudos voltados aos mecanismos de regeneracdo muscular em
modelos direcionados ao idoso e a sarcopenia. O prejuizo da funcdo muscular afeta
sensivelmente a qualidade de vida do idoso, tornando mais dificil ou impossibilitando a
execucdo de atividades de vida didria. A perda de funcionalidade e a consequente
dependéncia podem acarretar também problemas psicolégicos e emocionais,

comprometendo a qualidade de vida do idoso (Lacourt e Marini, 2006).
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A populagdao de idosos vem aumentando consideravelmente nas ultimas
décadas, como também a preocupacao com o envelhecimento sauddavel. Segundo dados do
IBGE, a projecdao da populacdo brasileira de pessoas acima de 80 anos aumentard de
2.982.240 em 2013 para 5.912.229 em 2030, com maioria do género feminino (IBGE, 2008).
Neste contexto, é notdério o numero de idosos que frequentam academias, clubes ou
centros de reabilitagcdo para praticar algum tipo de atividade fisica. Entretanto, a atividade
fisica excessiva ou mal orientada pode resultar em lesdes ou dores musculoesqueléticas,

gue requerem a intervencao fisioterapéutica.

Posto isto, este trabalho visa prover ao fisioterapeuta informagdes sobre a
aplicabilidade e efetividade do exercicio de natacdo e do ultrassom terapéutico, de forma
isolada ou associada, sobre a lesdao no tecido envelhecido. Considera-se a hipdtese que a
associacao dos recursos pode ser benéfica no tratamento de lesées musculares no modelo

experimental idoso, acelerando o processo de regeneragao.
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2. OBIJETIVOS
2.1 Objetivo Geral
Avaliar o efeito do tratamento com exercicio de natacdo e ultrassom terapéutico sobre a

regeneracdo muscular de animais idosos apds lesdao induzida por anestésico local.

2.2 Objetivos Especificos

- Analisar a regeneragdao muscular em animais idosos;

- Avaliar e comparar a eficacia do tratamento com exercicio de natacdo e US de 1MHz, 7 e
14 dias apos a lesao;

- Analisar morfometricamente, através da quantificacdo da area de seccdo transversa e

percentual de tecido conjuntivo, a relagcdo dos tratamentos propostos.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Animais

Foram utilizados 40 ratos da linhagem Wistar, com 18 meses de idade oriundos
do Biotério Central da UNIMEP e mantidos no Biotério da Faculdade de Ciéncias da Saude
(FACIS-UNIMEP), sob temperatura ambiente de 23° C + 2° C, submetidos a ciclo claro/escuro
de 12h, com agua e racao ad libitum. Este projeto faz parte de um trabalho desenvolvido
pelo grupo aprovado pela Comissdo de Etica na Experimentacdo Animal da Universidade

Federal de Sao Carlos — UFSCar, através do protocolo n2 012/2010 (Anexo 1).

3.2 Lesao Muscular

O musculo tibial anterior (TA) direito de todos os animais recebeu injecao
intramuscular (99 mg/Kg) de bupivacaina (Bupstésic® com vaso, Unido Quimica S/A),
segundo protocolo de Pinto et al. (2008). Para aplicacdo os animais foram contidos

manualmente por um pesquisador, enquanto outro pesquisador realizava o procedimento.

3.3 Grupos Experimentais
Os animais foram divididos aleatoriamente em 4 grupos:
- Lesdo (L, n=10): submetidos a lesdo no TA, sem nenhum tipo de intervencao;
- Natacdo (NAT, n=10): submetidos a lesdo e ao protocolo de treinamento fisico;
- Ultrassom (US, n=10): submetidos a lesdo e tratados com UST;
- Natacdo + Ultrassom (NATUS, n=10): submetidos a lesdo, ao protocolo de treinamento
fisico e posteriormente a aplicacdo do UST.
Com o objetivo de acompanhar o processo de regeneragdo, os grupos foram

subdivididos em dois tempos distintos, com eutanasia no 72 dia apds a lesdo (n=5 por
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grupo) e 149 dia apds a lesdo (n= 5 por grupo). A pata esquerda foi considerada como

controle (CT).

3.4 Aplicagao do UST

O UST foi aplicado na regido do musculo TA dos grupos US e NATUS. O
equipamento utilizado foi Sonapulse IBRAMED® de 1 MHz (registro ANVISA n¢?
10360310024), cabecote com &rea efetiva de radiacdo (ERA) de 1 cm?’, intensidade 1,5
W/cm?, modo pulsado a 50%, resultando em intensidade instantanea de 0,75 W/cm? com
frequéncia de 16 Hz. O equipamento foi aferido e calibrado antes do inicio da terapia.

Cada sessdo teve duracdo de 5 minutos, utilizando como meio de contato gel
hidrossoluvel. As aplicacdes foram realizadas 3 vezes por semana, por 7 e 14 dias apds a
lesdo, no periodo matutino, sendo a primeira aplicacdo realizada 24 h apds a lesdo. Para
aplicacdo do recurso os animais foram contidos manualmente por um pesquisador,
enquanto o outro realizava o procedimento. Apds o término do tratamento o grupo 7 dias

realizou um total de trés sessdes e o grupo 14 dias um total de seis sessdes.

3.5 Protocolo de Treinamento Fisico - Natagao

Os animais dos grupos NAT e NATUS foram submetidos a um programa de
natacdo, 3 vezes por semana, com duracao de 30 minutos. Para o treinamento utilizou-se
um tanque coletivo com agua numa altura de 40 cm e temperatura de 30° C + 2° C. Os
animais foram adaptados previamente ao treinamento na semana que antecedeu a lesao,
permanecendo 10 minutos no tanque no primeiro dia, com acréscimo de 10 minutos por

mais dois dias, totalizando 30 minutos (DALIA et al., 2011). N3o foi colocado nenhum tipo de
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carga no animal e ao final do treinamento o grupo 7 dias realizou um total de trés sessdes e

o grupo 14 dias um total de seis sessées.

3.6 Coleta do Material

A eutanasia ocorreu no 72 e 142 dia apds a lesdo. Os animais foram anestesiados
com inje¢do intraperitonial de cloridrato de ketamina (50mg/mL) e cloridrato de xilazina
(2g/100mL), na proporgdo de 1:1, em dose de 0.3 mL/100g de peso corporal. Apds sinais de
anestesia geral, o musculo tibial anterior de ambas as patas foi retirado, pesado e fixado em
suporte de madeira com tragacanth gum, imerso em isopentano a -80°C por 40 segundos e
imediatamente colocado em nitrogénio liquido a -159°C. Os musculos foram retirados do
nitrogénio e mantidos em Biofreezer a -70°C. Para obtengao dos cortes, os musculos foram
descongelados por aproximadamente 30 minutos até atingirem a temperatura de -23° C,
seccionados transversalmente utilizando criostato (Microm-HS505E) e corados com

Hematoxilina e Eosina (HE) ou Tricrémico de Masson (TM).

3.7 Andlise Histologica

Cortes transversais seriados com espessura variando entre 8 e 12 um foram

coletados do musculo TA de cada animal, para as seguintes analises:

- Coloragdao com Hematoxilina e Eosina (HE): para andlise da localizagdo do nucleo, da area
de seccdo transversa (AST) das fibras musculares e da presenca de areas de
inflamacdo/regeneracdo. As laminas foram coradas com Hematoxilina e Eosina segundo a

rotina do laboratorio, desidratadas, diafanizadas e montadas com Entellan.
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- Coloragao por Tricromico de Masson: para marcacao de tecido conjuntivo. Os cortes
foram corados com hematoxilina de Harris, lavados em agua corrente e imersas em solugao
de Masson (0,7g de Ponceau Fucsina, 0,03g de Fucsina acida, 0,7g de Orange G e 100ml de
solucdo de acido acético 0,2%), banhadas em solucdo de acido acético a 0,2% e mergulhadas

em solucdo de verde-luz, desidratadas, diafanizadas e montadas com Entellan.

As laminas foram observadas ao microscépio éptico com camera acoplada, com
objetiva de 20X e conectado a um computador com software Image Pro-Plus’ 6.2 (Media

Cybermetics).

3.8 Analise dos resultados

Para a analise da drea de sec¢do transversa foram utilizados dois cortes
aleatdrios por lamina, sendo uma lamina para cada animal, onde foram contadas 200 fibras
musculares normais (CT) e 200 fibras em regeneracado. As fibras foram classificadas a cada
200 um2 para andlise da variancia. Também foi quantificada a porcentagem de infiltrado
inflamatério e a area em regeneragao (% Infl/Reg).

As areas de inflamagdo/regeneragdo foram caracterizadas por apresentar intenso
infiltrado inflamatdrio e fibras em estagio inicial de regeneracdo. Essas fibras possuem
pequeno diametro, citoplasma escasso fortemente basdfilo e nucleo central (Grounds e
Torrisi, 2004; Grounds et al., 2005; Marques et al., 2008; Pertille, Macedo e Oliveira, 2012).
As laminas foram observadas ao microscdpio éptico com camera acoplada, com objetiva de
28X e conectado a um computador com software Image Pro-Plus’ 6.2 (Media Cybermetics).

A mensuracdao da quantidade de tecido conjuntivo, nas laminas coradas com

Tricromico de Masson foi realizada através do software Image ProExpress com imagens
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adquiridas através de video camera (Nikon Express Series), acoplada ao microscépio de luz
(Nikon Eclipse E 400) com objetiva de 28X.

Foram analisadas 15 imagens por animal, e sobre as imagens foi sobreposta uma
grade contendo 88 interseccdes, onde foram contabilizadas aquelas que se sobrepunham

sobre tecido conjuntivo, e posteriormente transformadas em porcentagem.

3.9 Analise Estatistica

A avaliacdo dos dados foi realizada através do programa SPSS 13.0, considerando
média e desvio padrdo. Para analise estatistica utilizaram-se os testes de Shapiro-Wilk para
normalidade e ANOVA one-way e Tukey para os dados com distribuicdo normal. Para todas

as andlises foi adotado um valor de p < 0,05 para significancia estatistica.



4. RESULTADOS
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O peso corporal dos animais ndo apresentou diferenca entre os grupos,

mantendo peso compativel com a idade de 18 meses.

O musculo TA direito (lesado)

apresentou reducdo (em média 25%) no peso quando comparado ao respectivo controle (TA

esquerdo) em todos os grupos 14 dias (p<0,05). No grupo NAT7 observou-se reducdo (30%)

do peso do TA direito quando comparado ao esquerdo (p<0,05). Houve diferenca

significativa entre os musculos TA direito nos grupos LE7 e LE14, sendo que o grupo LE14

apresentou menor peso muscular (33%; p<0,05). Ndao houve diferencga significativa entre os

musculos SOL direito e esquerdo (Tabela 1).

Tabela 1: Valores em média e desvio padrdo do peso corporal dos musculos tibial anterior
(TA) e séleo (SOL) em gramas, de todos os grupos estudados, do lado direito (D - lesado) e
esquerdo (E - controle).

Grupo Peso Corporal (g) TAD (g) TAE (g) SOL D (g) SOLE (g)
Lesdo 7 dias 615,93 + 44,6 0,854 + 0,15# 0,957 +0,10 0,245+ 0,04 0,248 £ 0,06
Lesao 14 dias 546,44 + 73,3 0,566 + 0,04* 0,853 +0,07 0,203 +0,01 0,202 £ 0,03

Natagdo 7 dias 554,16 + 106,33 0,668 +0,13* 0,952 +0,09 0,218 £ 0,02 0,234 £ 0,02
Natagdo 14 dias 577,72 £ 36,74 0,636 +0,07* 0,939+0,12 0,230+ 0,04 0,237 £0,04
US 7 dias 543,68 + 43,99 0,722 +£0,12 0,866 £ 0,12 0,214 +£ 0,02 0,242 £ 0,04

US 14 dias 581,99 + 62,50 0,613 +0,06* 0,917 £ 0,02 0,246 £ 0,03 0,233 +0,04
NATUS 7 dias 562,16 + 48,09 0,719 £ 0,07 0,891+ 0,07 0,238 £ 0,04 0,233 +0,03
NATUS 14 dias 619,31 + 44,36 0,701+0,17* 0,968 + 0,09 0,253 +0,04 0,260 + 0,01

* difere do respectivo controle; # difere do grupo LE14; p<0,05
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A analise morfolégica permitui verificar que os musculos do grupo controle
apresentaram aspecto histoldgico normal, com presenca de fibras com nucleos periféricos,

sem sinais de lesdo ou processo inflamatério (Figura 1).

Todos os grupos apresentaram area de inflamagdo/regeneragdo compativel a
lesdo realizada. Nos grupos 7 dias notou-se grande infiltrado inflamatdrio e fibras
musculares em processo inicial de regeneracdo. Nos grupos 14 dias observou-se reducdo do
infiltrado inflamatdrio e fibras musculares em processo avancado de regenerag¢do, com

nucleo centralizado (Figura 1).

O grupo LE14 diferiu dos demais grupos do mesmo periodo (p<0,01), sugerindo

gue o processo inflamatdrio foi extenso neste grupo (Figura 2).
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CcT
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v

7 dias 14 dias

Figura 1: Cortes transversais do musculo tibial anterior corados com HE. Grupos CT:
controle, LE: lesdo; NAT: natacdo; US: ultrassom; NATUS: natacdo associado ao ultrassom; 7
e 14 dias apds a lesdo. Observar posicionamento dos nucleos periférico no grupo CT (cabeca
de seta) e centralizado (seta) e processo inflamatdério nos demais grupos. Aumento: 28x.
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Figura 2: Porcentagem de area total de inflamacdo/regeneracdo nos grupos analisados. LE:
lesdo; NAT: natacdo; US: ultrassom; NATUS: natacdo associado ao ultrassom; 7 e 14 dias
apos a lesdo. * difere do grupo LE14 (p<0,01).

Em relacdo a quantificacdo de tecido conjuntivo, o grupo controle apresentou
em média 0,8% de tecido conjuntivo, considerado normal para um musculo sadio (Figura 3).
Os grupos NAT e NATUS 7 dias apresentaram redu¢ao na porcentagem de tecido conjuntivo
guando comparados ao grupo LE7, sugerindo que a natac¢do favoreceu inicialmente o
processo de regeneracdao muscular (p<0,01). Entretanto, nos grupos 14 dias ndo houve

diferencga estatistica (Figuras 3 e 4).
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~
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Figura 3 — Cortes transversais do musculo tibial anterior de ratos idosos corados com
Tricrobmico de Masson. Grupos CT: controle, LE: lesdo; NAT: natacdo; US: ultrassom; NATUS:
natagao associado ao ultrassom; 7 e 14 dias apds a lesdo. Nota-se o tecido conjuntivo em

verde (*) e presenca de fibras em regeneracdo em todos os grupos tratados. Aumento de 28
X.
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Figura 4: Porcentagem de tecido conjuntivo nos grupos analisados. LE: lesdo; NAT: natacao;
US: ultrassom; NATUS: natacdo associado ao ultrassom; 7 e 14 dias ap0s a lesdo. * difere do
grupo LE7 (p<0,01).

Ap0ds 7 dias da lesdo todos os grupos analisados apresentaram fibras musculares
em estdgio inicial de regeneracdo semelhante, como observado na Figura 5. Nesta fase as
fibras musculares apresentaram diferentes areas de sec¢do transversa, com predominio nas
faixas de 300 a 700 um?> O grupo LE7 n3o apresentou fibras maiores que 1.300 um?’ e

apenas os grupos US e NATUS apresentaram fibras com area entre 1.701 a 1.900 um?.
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Regeneragdo muscular - 7 dias

100
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B NAT 7

Nimero de floras musculares

us7

H NATUS 7

Figura 5: Média do nimero de fibras musculares em diferentes faixas de area de secgdo
transversa em umz. LE: lesdo; NAT: natac¢do; US: ultrassom; NATUS: natacao associado ao
ultrassom; 7 dias apds a lesao.

Apds 14 dias da lesdo observou-se predominio do numero de fibras musculares
nas faixas entre 500 a 1.100 pum?. O grupo NATUS14 apresentou reducio na area de seccdo
transversa diferindo dos demais grupos analisados (Figura 6), sugerindo que a associacdo
dos recursos (natacdo e ultrassom) ndo favoreceu a maturacdo da fibra muscular do animal

idoso.



25

Regeneracdo muscular - 14 dias

WlE14

H NAT 14

Nimero de flbras musculares

us1ia
ENATUS 14

Figura 6: Média do numero de fibras musculares em diferentes faixas de drea de secgao
transversa em umz. LE: lesdo; NAT: natacdo; US: ultrassom; NATUS: natacdo associado ao
ultrassom; 14 dias ap0ds a lesdo. * difere do grupo NATUS na respectiva faixa.

Na Figura 7 observa-se a evolu¢dao do processo de regeneragdao muscular nos
grupos analisados, comparando 7 e 14 dias. Nota-se um perfil semelhante entre os grupos
LE, NAT e US, com aumento significativo no nimero de fibras musculares com maior area de
seccao transversa 14 dias apds a lesdo. Entretanto, no grupo NATUS tal caracteristica nao foi
observada, sugerindo que a associacdo dos recursos pode ter comprometido a maturacao

das fibras musculares apés 14 dias da lesdo.
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Figura 7: Média do numero de fibras musculares em diferentes faixas de area de seccao
transversa em pum? LE: lesdo; NAT: natacdo; US: ultrassom; NATUS: natacdo associado ao
ultrassom; 7 e 14 dias ap6s a lesdo. * diferenca entre 7 e 14 dias na respectiva faixa.
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5. DISCUSSAO

A andlise morfométrica demonstrou que apds 14 dias houve redugao significativa
na area de inflamagdo/regeneracdo em todos os grupos tratados quando comparados ao
grupo LE14. Com relacdo a area de seccdo transversal das fibras em processo de
regeneracdo, nenhuma das terapias utilizadas foi capaz de melhorar a maturacao das fibras
musculares, e ap6s 14 dias as fibras do grupo NATUS se mostraram significativamente

menores do que os demais grupos estudados.

Ao estudar a regeneragdao muscular em animais idosos é preciso considerar a
instalacdo do processo de envelhecimento e o efeito que este desencadeia na regeneracao.
O declinio na quantidade de células satélites quiescentes no musculo esquelético, somado
ao conjunto de fatores que prejudicam sua ativacdo e proliferacdo, resulta no
comprometimento da funcionalidade dessas células e, consequentemente, na deficiéncia da
capacidade regenerativa do musculo esquelético de individuos idosos (Vignaud et al., 2003;

Brack e Rando 2007; Denges, 2010).

O modelo de lesdao utilizado neste estudo ndao é similar ao que geralmente
encontramos na pratica clinica. Entretanto, a lesdo causada por um anestésico miotdxico
produz danos similares entre os animais, facilitando a comparacao intra e intergrupos. Além
disso, por ndo haver cicatriz como em modelos de criolesGes, ndo é necessario aguardar
alguns dias para iniciar a atividade aquatica. Isto se torna importante visto que estudos mais
recentes apontam que uma mobilizacdo imediata favorece a regeneracdo do musculo

lesado (Gregory et al., 1995; Menetrey et al. 1999; Faria et al., 2008).
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A natacdo foi escolhida por ser uma atividade fisica amplamente utilizada na
reabilitacdo de pacientes ortopédicos, principalmente idosos. A reducdo do peso corporal
na agua reduz o impacto nas articulacdes, prevenindo lesdes secunddrias (Burns e Lauder,
2001). Dentre os efeitos fisioldgicos desta atividade, o aumento da circulacdo periférica e
consequente aumento dos suprimentos de oxigénio e outros nutrientes, e ainda a acdo da
pressao hidrostatica favorecendo uma melhora do retorno sanguineo e linfatico, reduzindo
assim edemas, podem corroborar com o processo de regeneragao muscular (Pestana et al.,

2012).

Embora ainda escassos, ha um interesse crescente na realizacdo de estudos
experimentais tendo a natagao como atividade eleita. Entretanto, ainda nao ha consenso
sobre o melhor protocolo a ser seguido e o efeito de algumas variaveis sobre a regeneracao
muscular, como o tempo do inicio do tratamento, o tempo de cada sessao e a duragao total

da terapia, assim como sua frequéncia, ainda nao foram bem definidos.

Faria et al. (2008) realizaram trés diferentes protocolos de natacdo em animais
jovens submetidos a lesdo por anestésico. Seus achados indicam que a mobilizacdo precoce
é superior a tardia, e que uma sessdao de treinamento mais prolongada (45 minutos) é

melhor que uma sessdo curta (15 minutos).

Outros estudos apontam que um protocolo de treinamento mais intenso, de 90
min/dia, 6 vezes por semana, ndo apresenta diferenca significativa tanto nos aspectos
morfoldgicos e quanto a expressdo de fatores miogénicos em animais jovens submetidos a

criolesdo (Pestana et al., 2011; Pestana et al., 2012).
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Elegemos para nosso estudo um protocolo de atividade de intensidade leve a
moderada, visto que se tratava de animais idosos e que estes, segundo Behnke et al. (2006),
apresentam niveis de atividade espontanea aproximadamente quatro vezes menor do que
animais jovens. O UST, além de ser um recurso comumente utilizado na pratica clinica,
geralmente é associado a outras terapias como mobilizacdo e resfriamento com bolsas de
gelo. As ondas mecanicas longitudinais de alta frequéncia sdo capazes de produzir
alteragGes celulares por desencadear movimento molecular no tecido irradiado (Warden,

2003).

Os parametros de aplicacdo propostos para UST visaram com frequéncia de 1
MHz atingir a profundidade do tecido muscular, e o modo pulsado a 50% para preconizar o
efeito mecanico, além da indicacdo do uso em lesdo muscular na fase aguda (Dyson, 1982),

visto que o tratamento teve inicio 24 h apds a lesao.

Durante a fase inflamatoria, o UST atua de forma estimulante aos mastocitos,
leucécitos e macréfagos. Por aumentar a atividade destas células, o UST atua de forma pro-
inflamatdria. O beneficio deste modo de acdo ndo consiste em aumentar a reacao
inflamatdria ou sua intensidade, mas sim como um otimizador, melhorando sua qualidade

(Rantanen et al., 1999; Watson, 2008).

O presente estudo mostra que apds 14 dias ambos os tratamentos propostos,
assim como sua combina¢do apresentaram area de inflamacdo/regeneracdo reduzida,

guando comparados ao grupo que ndo recebeu intervencdo terapéutica (LE).

Rantanen et al. (1999) realizaram estudo sobre os efeitos do ultrassom de 3 MHz

na regeneracdo de fibras musculares apds lesdo no musculo gastrocnémio de ratos.
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Utilizando técnicas de imunohistoquimica e morfometria evidenciaram a proliferacao
significativa de células satélites (96%) com o uso do ultrassom pulsado, intensidade de 1,5
W/cm?, durante os primeiros estagios do reparo. Em outro estudo semelhante (Piedade et
al., 2008), analisando o mesmo musculo, porém utilizando ultrassom pulsado de 1 MHz com
intensidade 0,57 W/cm?, foi encontrado aumento na deposicio de coldgeno apds 4 e 14
dias de tratamento, além da formacdo de mioblastos e miotubos evidenciada apds 14 dias

de tratamento.

Embora o UST seja conhecido por sua capacidade de aquecimento de tecidos
profundos, ele apresenta outros efeitos nos tecidos que ndo estdo relacionados a geracao
de calor. Johns (2002) prop6s um mecanismo molecular pelo qual as propriedades
mecanicas do US interagem com complexos moleculares dentro das células, modulando
assim as propriedades da membrana, o metabolismo celular e sintese de substancias,
especialmente a ativacdo de proteinas e vias de transducao de sinais, o que resulta em

modificagdes na fungao celular.

Os efeitos ndo-térmicos do UST ja foram estudados em outros modelos de lesdo
miotdxica. Saturnino-Oliveira et al. (2012) utilizaram US de 3MHz de forma pulsada e
frequéncia de 0,3W/cm2 na pata de camundongos lesadas com veneno de cobra. O

tratamento com o anti-veneno mostrou-se mais eficaz quando combinado ao UST.

A regeneracdo do musculo esquelético consiste basicamente de duas fases:
regeneracdo da miofibra e producdo de tecido conjuntivo. Estes dois processos ocorrem
simultaneamente e sdo eventos competitivos, visto que a producdo excessiva de tecido

conjuntivo é capaz de inibir completamente a regeneragdo muscular (Lehto et al., 1986).



31

Neste estudo constatou-se que a natacdo inicialmente reduziu o percentual de tecido
conjuntivo na area lesada, favorecendo a regeneracdao muscular. Esta melhora inicial através
da atividade fisica se deve aos efeitos fisioldgicos do exercicio. Sabemos que o estresse
mecanico é um importante regulador de fendtipo celular, que influencia muitas funcdes
celulares como orientacdo, replicacdo, producdo de fatores de crescimento e sintese de
coladgeno (Bishop et al.,, 1993). Além disto, estudos apontam que exercicios terapéuticos
induzem um crescimento mais rdpido e intenso de capilares, estes desempenhando um
importante papel na manutencdo da oferta de oxigénio para o metabolismo adequado do

tecido em regeneracdo (Jarvinen e Lehto, 1993).

Estes achados corroboram os de Faria et al. (2008), que mostraram uma reducao
no percentual de tecido conjuntivo em ratos submetidos ao treinamento de natagao
imediata. Contudo, a associacdo de ambas as modalidades terapéuticas ndao foi capaz de
promover regeneracdo muscular. Pelo contrario, a combinacdo dos tratamentos

aparentemente comprometeu a maturacgao das fibras musculares apés 14 dias.

Markert et al. (2005), ao avaliarem os efeitos do ultrassom associado a atividade
fisica, ndo observaram diferenca na expressao fatores miogénicos que suportasse um papel

eficaz dos recursos na regeneracdo muscular, nem isoladamente, nem quando associados.

Em uma revisdo sistematica realizada por van der Windt et al. (1999), dos quatro
estudos analisados pelos autores que visavam a associacdo da terapia por ultrassom a
alguma modalidade de atividade fisica, nenhum mostrou resultados satisfatorios nesta

associagao.
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Sabe-se que a atividade fisica intensa ou sobretreino pode aumentar a
susceptibilidade a lesdes e promover fadiga cronica. Isto ocorre, em parte, devido ao
aumento na sintese de espécies reativas de oxigénio (EROs) (Cruzat et al., 2007). Estudos
conduzidos nos ultimos 15 anos indicam que as EROs (superdxido, radical hidroxila, dxido
nitrico e radicais livres derivados do perdxido de hidrogénio) desempenham um importante
papel na inflamacdo e alteragées da fun¢dao muscular (Rankin, 2004; Supinski e Callahan,
2007). A presenca de EROs é essencial para proteger a célula contra agentes infecciosos.
Entretanto, quando sua producdo é excessiva, podem lesar biomoléculas e impedir o

processo de regeneracao do tecido lesionado (Kerkweg et al., 2007; Silveira et al., 2009).

Em estudo recente, Zhao e Yan (2011) hipotetizaram que, sob o efeito da
cavitacdao causada pelo UST pulsado, a permeabilidade da membrana celular aumenta a
populacdo das EROs dentro das células, afetando diretamente a fungdao das mesmas. Se a
concentracdo destes fatores nas células atinge certo nivel critico, eles inibem a viabilidade
das células do tecido e afetam a regeneracdo no local da lesdao. Por outro lado, quando
inflamacdo e a concentracdo neutrdfilos (precursor das espécies reativas de oxigénio)
diminuem, a aplicacdo do UST n3ao aumenta o numero de EROs dentro das células e seu

efeito negativo é evitado.

Neste trabalho, a fim de prevenir o estresse oxidativo e ndo interferir
negativamente no processo de regenerag¢do, tomou-se o cuidado para que a atividade fisica
a qual os animais foram submetidos nao fosse intensa. Supde-se que o aumento das EROs
decorrente da prépria lesdo e da atividade fisica ndo é capaz de produzir efeitos negativos
na regeneragdao muscular. Porém quando ocorre o aumento da permeabilidade da

membrana celular em decorréncia da aplicagcdo do UST, o excesso destes compostos
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qguimicos no interior das células causa efeitos deletérios as mesmas. Isto, aliado ao ambiente
desfavoravel devido ao envelhecimento, pode prejudicar a maturacdo das fibras musculares

em regeneragao.

Posto isto, pode-se indicar que a associacdo destes recursos terapéuticos ndo é
favordvel a regeneracdo muscular e recomenda-se a eleicdo de um recurso para cada fase
da lesdo. Sugere-se cautela ao fisioterapeuta ao escolher qual recurso utilizar diante a fase

em que a lesdo se apresenta.

Estudos complementares com o mesmo modelo experimental devem ser
realizados para analisar outros parametros, como o numero total de fibras musculares em
regeneracdo e a quantificacdo de EROs, que podem ajudar na compreensao dos eventos

discutidos e a elucidar as questdes levantadas neste estudo.
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6. CONCLUSAO

Considerando-se as analises morfométricas realizadas, conclui-se que apds 14
dias, as terapias propostas neste estudo mostraram-se eficazes na reducdo da darea de
inflamacdo, favorecendo a regeneracdo muscular. Entretanto, contradizendo a hipdtese
levantada, a combinacdo dos tratamentos propostos ndo se mostrou eficaz quanto a

maturacgao das fibras musculares.
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