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RESUMO

O processo de envelhecimento, e as consequentes alteracdes
morfofisiolégicas dele decorrentes, desencadeiam a redugcdo da habilidade
regenerativa das células satélites, reducédo da vascularizacdo tecidual e aumento
da producédo 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 ultrassom e laser de baixa intensidade sobre a regeneracéo
muscular de modelos experimentais idosos apds contusdo. Para 0 experimento
foram utilizados 45 ratos Wistar, com 18 meses de idade, divididos em cinco
grupos experimentais: G. controle (CT), cujos animais permaneceram sem
nenhum tipo de intervencdo; G. lesdo (LE), os animais foram submetidos a
contusdo muscular e ndo receberam nenhum tipo de tratamento; G. ultrassom
(US), que apls a contusao recebeu tratamento com ultrassom pulsado de 1 MHz;
G. laser (LA), cujos animais foram tratados com laser de baixa intensidade (A=830
nm) apos a contusdo e, por fim, G. laser+ultrassom (LA+US), que receberam
ambas as terapias apos a contusdo. Os animais foram submetidos a contuséo
nao invasiva no musculo Tibial Anterior e as amostras coletadas apos 7 e 21
sessdes de tratamento. A andlise da regeneracdo muscular foi realizada através
de Microscopia de Luz e Immunoblotting. Para andlise estatistica utilizou-se os
testes ANOVA one-way e Tukey para os dados com distribuicdo normal, nos
dados com distribuicdo ndo normal utilizou-se os testes Kruskal-Wallis e SNK.
Nos resultados obtidos a analise histolégica demonstrou que apés 21 dias de
tratamento houve reducao significativa na area de inflamacéo/regeneracdo nos
grupos LA 21 e LA+US 21 comparados ao grupo LE 21. Com relacdo a area de
seccdo transversal das fibras em processo de regeneracdo, nenhuma das
terapias utilizadas foi capaz de melhorar a maturagdo das fibras musculares. A
analise molecular evidenciou que o conteudo de MyoD apresentou-se
estatisticamente reduzido nos grupos LE 21 e US 7 em relagédo ao CT, enquanto
gue os demais grupos tiveram o conteudo de MyoD semelhante ao do grupo CT.
O contetdo de Miogenina exibiu aumento no LE 21 em comparagéo ao CT, por
fim o conteddo de TGF-B1 dos grupos LE 21 e LA+US 7 exibiu aumento em
relacdo ao grupo CT. Conclui-se que, das terapias aplicadas e seus respectivos
parametros, o laser demonstrou eficacia para a regeneracdo muscular em animais
idosos somente através do seu efeito anti-inflamatorio.

Palavras-chave: Envelhecimento, Regeneracao, Terapia por ultrassom, Terapia a
Laser de Baixa Intensidade.



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
pulsed ultrasound and low-level laser therapy treatment on muscle regeneration of
the old experimental models after contusion. Wistar old rats with 18 months old
were divided in five groups: G. control (CT), the animals received no treatment; G.
injury (IN), the animals were submitted to muscle contusion and received no
treatment; G. ultrasound (US), after the contusion the animals were treated with
pulsed ultrasound 1 MHz; G. laser (LA), after the contusion the animals were
treated with low-level laser therapy (A=830 nm); and G. laser+ultrasound (LA+US),
after the contusion the animals were treated with both therapies. The no invasive
contusion was induced in Tibialis Anterior muscle and the samples were collected
after 7 and 21 sessions of treatment. The muscle regeneration was evaluated by
Light Microscopy and Immunoblotting. The data were statistically analyzed by one-
way ANOVA and Tukey's tests for data with normal distribution, and for data with
non-normal distribution was used the Kruskal-Wallis and SNK tests. The
histological analysis showed that after 21 days of treatment there was significant
reduction in the area of inflammation/regeneration of LA 21 and LA+US 21 groups
compared to IN 21 group. About the cross-sectional area of fibers in regeneration
process, no therapies used were ables to improve the maturation of muscle fibers.
Molecular analysis showed that the content of MyoD was statistically reduced in IN
21 and US 7 groups compared to CT group, while another groups have similar
content of MyoD to CT group. The contents of Myogenin showed increased in IN
21 group compared to CT group. Ultimately, the content of TGF-B1 on IN 21 and
LA+US 7 showed high compared to the CT group. The results of the present study
suggest that the laser therapy demonstrated to be effective for muscle
regeneration in old rats, however only through its anti-inflammatory effect.

Keywords: Aging, Regeneration, ultrasound therapy, Low-Level Laser Therapy.
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1. INTRODUCAO

A funcdo muscular pode ser prejudicada em qualquer fase da vida,
entretanto, segundo Silva et al. (2006), a prevaléncia de incapacidade e
dependéncia funcional € maior em idosos e estad intimamente associada a
reducdo da massa muscular, que ocorre até mesmo em individuos saudaveis. A
sarcopenia € uma das variaveis utilizadas para definicdo da sindrome da
fragilidade, altamente prevalente em idosos, conferindo maior risco para quedas,
fraturas, incapacidade, dependéncia, hospitalizacéo recorrente e mortalidade.

O musculo esquelético possui importante potencial regenerativo gracas
a uma populacdo de células especiais com grande capacidade mitogénica.
Localizadas nas miofibrilas, sobrepostas a membrana plasmética e abaixo da
lamina basal, as células satélites naturalmente permanecem em estado
mitoticamente quiescente. Quando ativadas, em resposta a estimulos fisioldgicos,
como o exercicio, e em condicdes patoldégicas, como lesbes e doencas
degenerativas, sdo capazes de gerar novos mioblastos e reparar danos causados
a eles (Lieber, 2002; Chargé e Rudnicki, 2004; Gayraud-Morel, Chretien e

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

Ao serem ativadas, as células satélites percorrem por alguns estagios
até chegar a miogénese e, em cada um deles, elas expressam diferentes
marcadores da linhagem miogénica. Ainda no estado de quiescéncia sao
expressos Pax7, CD34 e moléculas de adesdo NCAM e M-caderina. Como
consequéncia da ativacdo, rapidamente iniciam-se as fases de proliferacdo e
diferenciacdo, nas quais sédo expressos MyoD e Myf5. Por fim, em um estagio

mais tardio ocorre o final da diferenciacdo e inicio da maturacdo dos mioblastos,



com a expressao de Miogenina e MLC3F-tg (Flichtbauer e Westphal, 1992; Koishi
et al., 1995; Rantanen et al., 1995; Creuzet et al., 1998; Zammit, Partridge e

Yablonka-Reuveni, 2006; Brack e Rando, 2007).

A manutencdo do potencial regenerativo do muasculo esquelético
depende da idade do individuo (Renault et al., 2000; Charge, Brack e Hughes,
2002). As alteracdes morfofisiolégicas 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), entretanto o numero de células
satélites remanescentes no tecido muscular envelhecido é suficiente para a
ativacao e sustentacdo de um mecanismo regenerativo adequado, se ndo houver

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

A ineficiéncia na ativacdo e proliferacdo das células satélites
decorrente do desequilibrio nas vias de sinalizacdo Notch e Wnt, lenta ativacao de
células inflamatérias, aumento da producdo de fibroblastos, diminuicdo da
vascularizacdo, espessamento da lamina basal e reducdo no nivel de IGF-1 séo
algumas das alteracbes provenientes do envelhecimento, que geram um
ambiente celular desfavoravel e consequentemente prejudicam a regeneragéo
muscular (Burdzinska, Gala e Paczek, 2008; Silva e Conboy, 2008; Desaki, 2008;

Carosio et al., 2009, Degens, 2010).

O sucesso da regeneracao depende do individuo, da extensédo e da

natureza da lesdo, porém em todas as situacdes o processo envolve trés fases



sobrepostas: inflamacao, proliferacdo e remodelacdo (Pinto e Castillo, 1999;

Ferrari et al., 2005; Jarvinen et al., 2005).

A grande incidéncia de lesGes musculares tem ocasionado aumento de
estudos relacionados ndo somente ao processo de regeneracdo muscular, mas
também aos tratamentos fisioterapéuticos (Ferrari et al., 2005). Os recursos
terapéuticos mais utilizados nesses casos sdo: gelo (Salvini et al., 1997; Merrick
et al., 1999), terapia por ultrassom (Rantanen et al., 1999; Wilkin et al., 2004),
terapia por laser (Oliveira, Parizotto e Salvini, 1999; Barbosa et al., 2008), agentes
anti-inflamatoérios (Thorsson et al., 1998; Lapointe, Frémont e C6té, 2003),
mobilizagdo (Jarvinen e Lehto, 1993; Jarvinen et al., 2000; Faria et al., 2008) e

imobilizacédo (Lehto, Duance e Restall, 1985; Venojarvi et al., 2004).

O ultrassom terapéutico € um recurso comumente aplicado nas
disfuncbes do sistema musculoesquelético, tais como aceleracdo do reparo
tecidual de lesdes musculares (Dyson, 1987). Refere-se a ondas mecanicas
longitudinais de alta frequéncia, capazes de produzir alteracdes celulares por
desencadear movimento molecular no tecido irradiado (Warden, 2003). A
possibilidade de serem utilizadas diferentes frequéncias entre 1 e 3 MHz é
importante pois abrange a utilizacdo em diversos tipos de tecidos, uma vez que
frequéncias mais altas (3 MHz) sdo absorvidas com maior intensidade, sendo
especificas para o tratamento de tecidos superficiais, enquanto as frequéncias
mais baixas (1 MHz) possuem maior penetragdao, recomendadas para os tecidos

mais profundos (Docker, 1987).

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

de 3 MHz na regeneracéo de fibras musculoesqueléticas apos lesdo no musculo



Gastrocnémio de ratos. Utilizando técnicas de imunohistoquimica e morfometria
evidenciaram a proliferacédo 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 0 mesmo
musculo, porém utilizando ultrassom pulsado de 1 MHz com intensidade 0,57
W/cm?, foi encontrado aumento na deposicdo de colageno apds 4 e 14 dias de
tratamento, além da formacao de mioblastos e miotubos evidenciada apos 14 dias

de tratamento.

Chan et al. (2010) também observaram o efeito do ultrassom de 1.5
MHz no modo continuo (intensidade 30 W/cm? e aplicado durante 20 min) na
regeneracao muscular em estudo in vitro e in vivo. Na analise in vitro aplicaram
ultrassom pulsado em mioblastos C2C12 e quantificaram a multiplicagédo celular
nos periodos de 2, 4, 6 e 8 dias. A técnica de Western blot evidenciou aumento na
proliferacdo das proteinas Miogenina e Actina nos mioblastos que receberam a
terapia durante 6 e 8 dias. Na analise in vivo foi realizada incisdo cirdrgica no
musculo Gastrocnémio de camundongos jovens e apos 24 h da lesdo passaram a
receber a terapia ultrassom durante 7, 14, 21 e 28 dias consecutivos. A
morfometria evidenciou maior numero de fibras musculares com o nucleo
centralizado, em regeneragédo, nos grupos tratados durante 21 e 28 dias. Os
testes utilizados para verificar a forca muscular tetdnica demonstraram que néo
houve diferenca significativa na propriedade contratil muscular, entre 0os grupos

tratados e controle.

Outros autores sugerem ainda que os efeitos benéficos do ultrassom
podem ser obtidos utilizando-se baixa intensidade (0,5 W/cm?), com aplicacao por

volta de cinco e seis minutos (Enwemeka, Rodriguez e Mendosa, 1990), no modo



pulsado a 20% (Dyson, 1982) resultando em baixa producao de calor (Carvalho et
al., 2006). Parametros semelhantes foram utilizados por Matheus et al. (2008),
gue analisaram as propriedades mecéanicas de musculos tratados com ultrassom

de 1 MHz e 3 MHz, n&do sendo observada diferenca significativa entre os grupos.

Outro recurso utilizado na lesdo muscular € o laser. A terapia laser de
baixa intensidade (Low-Level Laser Therapy - LLLT) € um recurso fisioterapéutico
que possui propriedades especiais, capaz de produzir efeitos bioquimicos e
fisiologicos nos tecidos (Ortiz et al.,, 2001). Estudos sugerem que em tecidos
irradiados, os primeiros eventos fotoquimicos e fotofisicos acontecem nas
mitocbndrias, através da enzima Citocromo c oxidase, cujas alteracfes
respiratérias sdo explicadas como resultado, tanto de mudancas estruturais,
(Bakeeva et al.,, 1993; Manteifel, Bakeeva e Karu, 1997; Baratto et al., 2011)
quanto de alteracdes quimicas (metabdlicas) nessa organela citoplasmatica,
podendo ocorrer no potencial da membrana (Passarella et al., 1988) e/ou em
atividades enziméticas (Pastore et al., 1996; Wilden e Karthein, 1998), todas
contribuindo para a maior disponibilidade de energia para ser utilizada na

atividade celular.

Nogueira (2006), observou as alteracdes causadas pela irradiacdo do
laser de AsGa (660 nm) com dose de 2 J/cm?, no misculo Gastrocnémio de ratos
Wistar adultos, apos lesdo cirdrgica. Na analise histopatologica foi observada a
presenca de células inflamatorias, fibroblastos, vascularizacdo e deposicdo de
colageno, entretanto ndo houve diferenca significativa entre os grupos controle e
laserterapia. O exame imunohistoquimico verificou ativacdo das células satélites
através do marcador MyoD1 constatando aumento significativo no contetdo de

MyoD1 apés 24 h da leséo, sendo seu pico alcancado em 48 h e decorridos 7



dias da lesédo, o conteudo ja havia normalizado. Este estudo sugere que a terapia
a laser proporciona aceleracdo do reparo muscular, através do aumento da

ativacdo de células satélites na fase inicial do processo de regeneracao.

A expressdo de TNF-a e TGF-B no musculo Tibial Anterior de ratos
adultos tratados com laser, apés criolesao, foi estudada por Mesquita-Ferrari et al.
(2011). Nesse estudo, por meio de laser de diodo de AsGalnP (660 nm), poténcia
de 20 mW e densidade de energia de 5 J/cm?2 os grupos foram irradiados apos
24h da lesdo, com frequéncia de 3 vezes na semana. A remodela¢gdo do musculo
foi analisada, através de PCR-Real time, 1, 7 e 14 dias apés a lesdo. Os
resultados obtidos demonstram que o laser auxiliou no processo de reparo do
musculo, pois foi capaz de amenizar o processo inflamatorio, percebido através
da reducéo de TNF-a, além de diminuir a quantidade de TGF- evitando, assim, a

formacdao de fibrose e déficit nas propriedades contrateis das fibras musculares.

Renno et al. (2011) compararam os efeitos da aplicacdo do ultrassom
de 1.5 MHz pulsado a 20% (intensidade média 30 W/cm2 durante 20 min.) e do
laser de baixa intensidade de 830 nm (poténcia 30 mW e densidade de energia 50
J/cm?) na regeneracdo muscular apds criolesdo. Ao término das seis sessfes de
aplicacao das terapias, a analise histolégica demonstrou que o grupo tratado com
laser apresentou uma reducéo da resposta inflamatoria mais significativa do que o
grupo tratado com ultrassom. Enquanto que a imunohistoquimica demonstrou

uma reducgéo na expressao de COX-2 em ambos os grupos.

A aplicacdo de recursos terapéuticos em lesdes musculares ja € bem
fundamentada na literatura, no entanto, a maior parte desses estudos é realizada

em jovens ou adultos, principalmente os que utilizam animais. Porém, sabe-se



que o prejuizo da funcdo muscular afeta sensivelmente a qualidade de vida do
idoso, tornando dificil ou impossibilitando a execucao de atividades de vida diaria.
A perda de funcionalidade e a consequente dependéncia podem acarretar
também problemas psicologicos e emocionais, comprometendo a qualidade de
vida do idoso (Lacorti e Marini, 2006).

A populacdo de idosos vem aumentando consideravelmente nas
tltimas décadas. Segundo dados do Ministério da Saude, a populacdo brasileira
de idosos em 1996 era de 7,8 milhdes e, entre 1950 e 2020, crescera 16 vezes o
namero de pessoas acima de 60 anos de idade no pais (Matsudo, 1997). Aliada a
essa projecdo, € notdrio o numero de pessoas idosas que frequentam clinicas de

fisioterapia, para tratamento de lesées musculoesqueléticas.

Diante dessa nova realidade € imprescindivel para a pratica clinica que
o fisioterapeuta esteja bem fundamentado quanto as especificidades do processo
de regeneracdo muscular do idoso e a aplicabilidade e efetividade das
modalidades terapéuticas a serem utilizadas, bem como suas respectivas
dosimetrias. Desse modo, este estudo realizou uma analise do efeito das terapias
ultrassom e laser em animais idosos, submetidos a lesdo muscular através de
contusdo. Considerando o exposto quanto a utilizacdo dos recursos terapéuticos,
tem-se como hipotese que a aplicacdo de laser e ultrassom, utilizados de forma
isolada e associada, favoreca o reparo tecidual mesmo com a disposicdo do

processo de envelhecimento.



2. OBJETIVO

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito do tratamento com ultrassom e laser de baixa
intensidade sobre a regeneracdo muscular de modelos experimentais idosos apés

contusao.

2.2 Objetivos Especificos
e Verificar as particularidades da regeneragcéo muscular de animais idosos;

e Comparar e associar a eficacia do tratamento de lesdo muscular em
animais idosos entre 0s recursos terapéuticos: ultrassom de 1 MHz e laser

de baixa intensidade com comprimento de onda 830 nm;

e Analisar o conteudo das proteinas MyoD, Miogenina e da citocina TGF-f1

nos diferentes periodos de tratamento;

e Oferecer dados cientificos para os profissionais Fisioterapeutas sobre a

aplicacao dos recursos terapéuticos na pratica clinica.



3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados 45 ratos da linhagem Wistar, com 18 meses de idade
e peso corporal médio de 591,87 £ 64.06 g. Os animais foram adquiridos no
Biotério Central da Universidade Metodista de Piracicaba e mantidos no Biotério
da Faculdade de Ciéncias da Saude (FACIS-UNIMEP), sob temperatura ambiente
controlada, submetidos a ciclo claro/escuro de 12 h, com agua e racéo ad libitum.
Em média foram alocados 3 animais por gaiolas de polietileno de tamanho
grande. Esta pesquisa foi aprovada pela Comissédo de Etica na Experimentacio
Animal da Universidade Federal de Sao Carlos — UFSCar, através do protocolo n®

012/2010 (Anexo 1).

3.2 Grupos Experimentais

Os animais foram divididos aleatoriamente em 5 grupos experimentais:
| — Grupo controle (CT): os animais deste grupo permaneceram no biotério sem
sofrer contusdo ou algum tipo de intervencédo (n=5);
Il — Grupo leséo (LE): os animais foram submetidos & contusdo e permaneceram
no biotério, sem nenhum tipo de tratamento (n=10);
[l — Grupo ultrassom (US): os animais deste grupo iniciaram o tratamento com
ultrassom de 1 MHz apds 24 horas da contusdo muscular (n=10);
IV — Grupo laser (LA): os animais deste grupo foram tratados apos 24 horas da
contusao muscular, com sessdes de aplicagado de laser (A=830 nm) (n=10);
V — Grupo laser + ultrassom (LA+US): os animais foram tratados 24 horas apés a

contusdo muscular, com aplicacdo de laser e, em seguida, ultrassom (n=10).



3.3 Procedimento para a Producéo da Contuséao

O equipamento utilizado para produgcéo da contusdo nao-invasiva foi
desenvolvido por Minamoto (1997). Os animais foram anestesiados via
intramuscular com uma mistura de cloridrato de ketamina (0,09 mL/100 g) e
cloridrato de xilazina (0,06 mL/100 g), sendo utilizado ¥ da dose indicada para a
massa muscular do animal. Apds apresentarem sinais de anestesia, 0s animais
foram tricotomizados na regido antero-lateral da pata direita e a area referente ao
musculo Tibial Anterior (TA) foi delimitada superficialmente com o auxilio de
caneta. Em seguida, os animais foram posicionados em decubito lateral, com a
pata direita voltada para cima e em flexdo plantar maxima de tornozelo, para que
no momento da contusdo o musculo estivesse alongado (Figura 1A). Os animais
foram submetidos a carga de 284 g, liberada de uma altura de 35 cm, exercendo
pressao de aproximadamente 2,45 N/cm2 sobre o musculo TA (Figura 1B). Trés
impactos semelhantes e consecutivos foram realizados, com distribuicdo na

regiao proximal-média e medial do musculo TA (Picchi, 2004).

Concluido o procedimento de contusdo os animais foram avaliados,
através de palpacdo e mobilizacdo, para confirmacdo da auséncia de fraturas

dsseas.



Figura 1 - Posicionamento do animal no momento da produgdo da
contusdo, com a area do musculo TA delimitada e a pata em
flexdo plantar (A), equipamento utilizado e altura da qual a
carga foi liberada (seta) (B).

3.4 Tratamento

Os animais dos grupos LA, US e LA+US foram submetidos aos
respectivos tratamentos 24 h apos a contusdo muscular. Cada um desses grupos
foi subdividido (n=5) com a finalidade de avaliar diferentes fases da regeneragéo
muscular e, por essa razao as terapias foram aplicadas durante 7 sessfes de
tratamento (LA 7, US 7 e LA+US 7) e durante 21 sessdes de tratamento (LA 21,
US 21 e LA+US 21). As aplicacdes ocorreram no periodo matutino, simulando o
tratamento clinico diario com frequéncia de 5 vezes por semana e intervalo de 2
dias, de modo que fossem completadas 7 ou 21 sessdes, de acordo com o grupo.
Para aplicacdo dos recursos os animais foram contidos manualmente por um

pesquisador, enquanto o outro realizava o procedimento.

» Grupo US: para o tratamento deste grupo foi utilizado ultrassom Sonopulse
IBRAMED de 1 MHz, modo pulsado a 20% (2 ms on e 8 ms off), com

frequéncia de 100 Hz, intensidade instantanea de 0,4 W/cm?, resultando



em intensidade média de 0,08 W/cm? e cabecote com area efetiva de
radiacdo (ERA) de 1 cm? Cada sessdo teve duracdo de 5 minutos,
utilizando como meio de contato o gel hidrossolavel (Figura 2A). A selecéo
dos parametros utilizados preconizou o quadro inflamatério agudo apos 24
h da lesdo, tendo como referéncia o estudo de Matheus et al. (2008) que
encontrou eficacia do ultrassom pulsado a 20% para regeneracao
muscular. O equipamento foi previamente calibrado em local adequado,

através da balanca de ultrassom Marte, modelo ASS 5500C Digital.

Grupo LA: para o tratamento deste grupo foi utilizado laser de baixa
intensidade Laserpulse IBRAMED, de diodo Arseneto de Galio e Aluminio
(GaAlAs), emissdo continua, com comprimento de onda 830 nm, poténcia
30 mW, densidade de energia 4 J/cm? por meio da técnica pontual,
distribuida em 2 pontos, com duracdo de 16 segundos cada, sendo um
ponto realizado imediatamente sobre a lesdo e o outro no terco distal do
muasculo, com distancia de 1 cm entre os pontos (Figura 2B). Para a
aplicacao foi utilizado filme transparente de PVC envolvendo a caneta
emissora de laser, visto que ndo ocorre perda significativa na transmisséo
do mesmo (Guirro et al., 2010). Os parametros utilizados foram
selecionados com base no estudo de Nakano et al. (2009), que obteve
efeitos benéficos do laser para a estimulacdo de células satélites ao utilizar
doses menores de densidade de energia. O equipamento foi calibrado
previamente pelo de medidor de poténcia laser (Modelo Laser Check,

COHERENT).



» Grupo LA+US: a associacdo da aplicacdo de recursos terapéuticos na
mesma sessao € comum na clinica, por essa razdo no tratamento deste
grupo foram associadas as duas técnicas descritas, iniciando com a
aplicacdo do laser e em seguida o ultrassom. A ordem de aplicacdo das

terapias foi previamente definida de maneira aleatoéria, por meio de sorteio.

Figura 2 - Aplicag&o dos recursos terapéuticos ultrassom (A) e laser (B) no
musculo TA.

3.5 Sacrificio dos Animais

Os animais foram anestesiados com injecao intraperitonial de mistura
de cloridrato de ketamina (0,09 mL/100 g) e cloridrato de xilazina (0,06 mL/100 g)
com dose proporcional a massa muscular do animal. Ao apresentarem sinais de
anestesia geral, os animais foram perfundidos com 60 mL de solucdo PBS
(perfusdo cardiaca) e, em seguida o musculo TA direito foi retirado, pesado e

dividido em duas partes iguais, sendo uma parte destinada a técnica de

Microscopia de luz e a outra parte destina a técnica de Immunoblotting.



3.6 Técnica de Microscopia de Luz

Parte do musculo TA direito de cada animal foi fixada em suporte de
madeira com tragacanth gum, imerso em isopentano a -80 °C por 60 segundos e
imediatamente colocado em nitrogénio liquido a -159 °C. Os musculos foram
retirados do nitrogénio e mantidos em Biofreezer a -70 °C ou em tambores de
nitrogénio. Para confeccdo das laminas os musculos foram descongelados por
aproximadamente 30 minutos até atingirem a temperatura de -23 °C, seccionados
transversalmente, com espessura de 8 um, utilizando criostato (Microm-HS505E).
Mediante a obtenc&do dos cortes as laminas foram coradas com Hematoxilina e
Eosina (HE), para analise da area em processo de regeneracdo muscular e da

area de seccéo transversal das fibras musculares.

3.7 Técnica de Immunoblotting
3.7.1 Preparacao de Extrato Total

Os musculos retirados foram cortados em pequenos pedacos e
homogeneizados em tampao Triton X-100 1%, tris-HClI 100 mM (ph 7,4),
pirofosfato de sodio 100 mM, fluoreto de so6dio 100 mM, ETDA 10 mM,
ortovanadato de sd6dio 10 mM, PMSF 2 mM e 0,1 mg/mL de aprotinina, com
volume variando entre 1000 a 2000 pl, a 4 °C usando homogeneizador tipo
Polytron PTA 20S (modelo PT 10/35; Brinkmann Instruments, Westbury, NY, EUA)
operado em velocidade maxima por 30 segundos. Os extratos foram
centrifugados a 11000 rpm por 20 minutos a 4 °C e o sobrenadante utilizado para
andlise por extrato total. A determinagdo de proteina foi realizada pelo método

colorimétrico através do bioreto.



3.7.2 Eletroforese

As amostras dos extratos protéicos foram tratadas com tampao
Laemmli (azul de bromofenol 0,1% e fosfato de sodio 1 M pH 7,0, glicerol 50% e
SDS 10%), acrescido de ditiotreitol 100 mM e aquecidas em banho seco por 5
minutos. Em seguida, 50 pg de proteina foram aplicados em gel SDS-
poliacrilamida de 12% em aparelho para eletroforese da Bio-Rad (mini-Protean,
Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA, EUA). A eletrotransferéncia do gel para a
membrana de nitrocelulose foi realizada em 90 minutos a 120 V (constante) em
aparelho de transferéncia da Bio-Rad. As membranas foram incubadas com
solucéo basal (Trisma base 10 mM, cloreto de sddio 150 mM e Tween-20 0,02%)
contendo 5% de leite desnatado, por 1 hora em temperatura ambiente para
reduzir a ligacdo ndo especifica de proteinas. Posteriormente, foram incubadas
com 10 ug de anticorpo primario diluido em 10 mL de solucdo basal contendo 3%
de leite desnatado a 4 °C durante a noite. No dia seguinte, as membranas foram
lavadas por 30 minutos com solucdo basal e incubadas em 10 mL de solugao
basal contendo 3% de leite desnatado e 2,5 ug de anticorpo secundario, por 2
horas em temperatura ambiente. Posteriormente, as membranas foram

novamente lavadas por 30 minutos com solugéo basal.

Para detectar as bandas imunorreativas, as membranas foram
expostas a solugcdo de quimioluminescéncia (Super Signal West Pico
Chemiluminescente, Pierce) por 5 minutos e, em seguida o sinal fluorescente

capturado no equipamento G-Box (GeneSys).

A distribuicdo homogénea do carregamento das amostras foi verificada

através da marcacédo com o corante Ponceau.



3.8 Anticorpos

3.8.1

>

>

>

3.8.2

Anticorpos Primarios
MyoD (m-318), rabbit policlonal, Santa Cruz: sc-760;
TGF-B1, mouse monoclonal, Sigma-Aldrich, T7039;

Miogenin, mouse monoclonal, Sigma, M5815.

Anticorpos Secundarios
Goat anti-rabbit IlgG-HRP, Santa Cruz: sc-2004;

Goat anti-mouse IgG-HRP, Santa Cruz: sc-2005.

3.9 Analise dos Resultados

3.9.1

Anélise morfoldgica

Para as laminas coradas com HE, dois cortes aleatorios de cada

lamina foram analisados a fim de se obter as seguintes andlises:

Area de inflamac&o/regeneracdo (Infl/Reg) — Em decorréncia da les&o foi
guantificada a area do musculo em estagio de inflamacéo/regeneracéo,
caracterizada por apresentar intenso infiltrado inflamatério e fibras em
processo de regeneracdo. Os resultados foram obtidos calculando-se a
proporcdo de quanto a area de Infl/Reg representava na area do corte do
musculo inteiro e, expressos em porcentagem.

Area de seccdo transversal (AST) — A mensuracdo da AST de fibras
musculares em regeneracdo, apresentando nuacleo centralizado, foi
comparada com a de fibras musculares normais do grupo CT, com o intuito
de verificar a maturagcdo das fibras durante a regeneracdo. Para esta

analise foram quantificadas, em cada corte, 400 fibras em regenerag&o nos



grupos experimentais que sofreram contusdo e, quantificadas 200 fibras
normais em cada corte do grupo controle. Posteriormente foi realizada a
média dos valores obtidos.

As laminas foram observadas ao microscopio Optico com camera
acoplada, utilizando objetiva de 4X para montagem dos cortes inteiros e posterior
mensuracao da Infl/Reg (%), além da objetiva de 20X para quantificacdo da AST
das fibras. As analises foram feitas por meio do software Image Pro-Plus 6.2

(Media Cybermetics) em computador conectado ao microscopio.

3.9.2 Andalise Bandas Imunoreativas

As bandas observadas na técnica de Immunoblotting foram salvas em
computador para posterior quantificacdo da densitometria Optica, utilizando o

programa Image J (The National Institute of Health, EUA).

3.10 Analise Estatistica

Na analise estatistica inicialmente utilizou-se o teste Shapiro-Wilk para
verificar a normalidade da amostra, sendo obtidos dados com distribuicdes normal
e nao normal. Mediante a distribuicdo normal dos dados foi utilizado o teste
ANOVA one-way seguido do teste Tukey para as devidas comparagdes entre 0S
grupos, sendo os dados apresentados por meio de média e desvio padrdo. Para
0os dados com distribuicdo ndo normal, foi utilizado o teste Kruskal-Wallis e
posteriormente o teste Student-Newman-Keuls para comparagbes entre 0s

grupos, nesse caso 0s dados sdo apresentados em mediana, primeiro quartil e



terceiro quartil. As analises foram processadas por meio dos softwares BioEstat
5.0 e SPSS 13.0, considerando-se significancia de 5%.

4 RESULTADOS

A analise histologica possibilitou visualizar e quantificar a area da
lesdo, que por sua vez, apresentou-se restrita a superficie do musculo TA e
caracterizada pelo intenso infiltrado inflamatoério, além de fibras em regeneracao.
No estagio inicial da regeneracédo, as fibras musculares apresentaram pequeno
diametro, citoplasma escasso e fortemente basdfilo, ndcleo centralizado e
aumentado em decorréncia da intensa sintese protéica. Com 0 avan¢o na
reparacdo, essas fibras passaram a exibir aumento aparente da proporcao
citoplasma/nucleo, nucleo com tamanho proximo ao normal, menor AST quando
comparadas as fibras normais e reducdo de infiltrado inflamatério ao seu redor

(Grounds e Torrisi, 2004; Grounds et al., 2005, Marques et al., 2008).

A comparacdo da area de inflamacéo/regeneracdo muscular entre 0s
grupos que receberam 7 sessbes de tratamento, LA 7, US 7 e LA+US 7,
demonstrou semelhanca ao grupo LE 7, que sofreu apenas contusdo, o que
indica que na fase aguda nenhuma das terapias utilizadas foi eficiente para
reduzir o processo inflamatorio e acelerar a regeneracdo muscular em rato idoso

(Tabela 1).

Com relacdo a fase mais avancada da regeneracdo, 21 sessodes de
tratamento apOs a contusdo, os grupos LA 21 e LA+US 21 exibiram reducéo
significativa da area de inflamacgé&o/regeneracdo quando comparados ao grupo LE

21. Tal resultado demonstra que com o aumento na quantidade de sessdes de



tratamento, o laser revelou efeito anti-inflamatério eficaz para regeneracéo

muscular, quando aplicado isolado ou em associa¢gdo com o ultrassom (Figura 3).

A andlise intragrupo evidenciou a eficacia do laser, pois os grupos LA 7
e 21 sessbGes demostraram reducdo significativa na area da lesdo, enfatizando o
avanco da regeneracdo muscular apdés 21 sessbes de tratamento. Entretanto,
apesar do grupo US 21 também ter apresentado reducdo da é&rea de
inflamacé&o/regeneracdo, essa nao foi significativa quando comparada com o

grupo LE 21 (Tabela 1).

Tabela 1: Valores referentes as areas em processo de
inflamacao/regeneragdo muscular nos grupos LE, LA,

US e LA+US.
Area em processo de regeneracao
muscular
Infl/Reg (%)
Grupo Mediana Q1-Q3
Lesédo 7 22,61 21,66 — 22,61
Leséo 21 33,33 6,27 — 33,33
Laser 7 15,11% 12,34 - 17,69
Laser 21 3,66* 3,53-5,82
Ultrassom 7 10,76 9 -37,27
Ultrassom 21 8,81 0,80 - 11,61
Laser + Ultrassom 7 13,75 7,81-17,50
Laser + Ultrassom 21 5,25* 5-5,25

*Diferem do grupo Lesao 21 ¥Difere do grupo Laser 21



Outro parametro de avaliagcdo da regeneracdo muscular possibilitado
pela histologia foi a quantificacdo da area de seccao transversal (AST) das fibras
em processo de regeneracdo, com O intuito de acompanhar o processo de

maturacdo das fibras mediante a utilizacao dos recursos terapéuticos.



Figura 3 - Analise histol6gica do processo de regeneracdo muscular
em todos os grupos experimentais. E possivel visualizar ntcleos
periféricos em fibras integras (- »), intenso infiltrado inflamatério (%),
além de nucleos centralizados nas fibras em regeneragéo ().



As fibras musculares dos grupos em fase inicial de regeneracao, LE 7,
LA 7, US 7 e LA+US 7 apresentaram AST semelhantes entre si e
significativamente reduzidas em comparacéao as fibras do grupo CT. Tal resultado
indica que as células de todos estes grupos, tratados ou ndo, estavam em fase
inicial de regeneracdo e ndo atingiram valores proximos a normalidade. Sendo
assim, nenhuma das terapias utilizadas neste estudo, em 7 sessdes de
tratamento, foram capazes de acelerar a maturacédo das fibras musculares, visto
que os valores da AST das fibras dos grupos LA 7, US 7 e LA+US 7
apresentaram-se préximas as do grupo LE 7, ndo havendo diferenca estatistica

entre elas (Tabela 2).

A respeito da fase tardia do processo de regeneracdo, apds 21
sessfes de tratamento, apesar da AST das fibras musculares apresentarem
valores préximos ao normal, ndo houve diferenca estatistica entre os grupos LA

21, US 21 e LA+US 21 em relacéo ao grupo LE 21.

A comparacao intragrupo demonstrou diferenca na AST das fibras
musculares do grupo LA 7 e 21 sessfes e entre o grupo LA+US 7 e 21 sessdes
de tratamento, sugerindo a maturacao das fibras musculares ao longo do tempo.
Entretanto, ndo houve diferenca estatistica quando comparados com 0s
respectivos tempos do grupo LE, sugerindo que a regeneracgéo ocorreu de forma

espontanea e nao acelerada pelo tratamento (Tabela 2).



Tabela 2: Valores referentes as AST das fibras com nucleo centralizado nos
grupos LE, LA, US e LA+US, comparadas as fibras com nucleo
periférico do grupo CT.

Area das fibras com nucleo periférico (um2)

Grupo Mediana Q1-Q3

Controle 2913,39 2462,95 - 2920,24

Area das fibras com nucleo centralizado (um?2)

Lesdo 7 836,78* 836,78 — 870,37

Lesédo 21 1424,28 1424,28 — 1668,98
Laser 7 1066,87*+ 820,79 -1270,73
Laser 21 2633,21 1747,21 — 3300,47
Ultrassom 7 1230,66* 858,83 — 1480,54
Ultrassom 21 1859,36 1160,40 — 2149,75
Laser + Ultrassom 7 1100,41*8 1046 — 1397,68

Laser + Ultrassom 21 1944,41 1944,41 —1971,96

*Diferem do grupo CT;  #Difere do grupo LA 21;  §Difere do grupo LA+US 21

Na tentativa de elucidar os mecanismos envolvidos no processo de
regeneracdo, em especial no ambiente celular alterado pelo envelhecimento,
realizou-se neste estudo a analise molecular por meio de marcadores

expressados pelas células satélites durante a regeneracdo muscular e pelo TGF-

B1.



Um marcador peculiar a fase de ativacao e proliferacdo das células
satélites € a expressao de MyoD. Os achados demonstram que os grupos LE 21 e
US 7 apresentaram o conteudo de MyoD reduzido em relagdo ao grupo controle.
Visto que nenhum dos grupos experimentais apresentaram conteudo de MyoD
elevado em relacdo grupo CT, sugere-se que a regeneracdo muscular dos grupos
experimentais ja havia passado da fase de ativacdo e proliferacdo das células

satélites, dessa maneira o conteudo de MyoD j4 estava normalizado (Figura 4).
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Figura 4 — Comparacdo do conteudo de MyoD durante as

fases da regeneracdo muscular em todos 0s grupos
experimentais. Grupos LE 21 e US 7 diferem do CT (*).



Ainda com relacdo a anélise da expressdo de marcadores de células
satélites, foi analisado também o conteddo de Miogenina, um marcador
caracteristico da fase de diferenciacéo das células satélites em fibras musculares

durante o processo de regeneragao.

Apds 7 sessbes de tratamento 0s grupos experimentais que receberam
as terapias e o grupo LE 7 exibiram conteddos de Miogenina semelhantes ao
grupo CT. Logo, nesse primeiro momento, a regeneracao parece ter acontecido

de forma espontanea, ndo havendo contribuicdo das terapias (Figura 5).

A andlise realizada apés 21 sessfes de tratamento demonstrou
aumento significativo do conteudo de Miogenina no grupo LE 21 em relacdo ao
grupo CT. Enquanto que os grupos que foram tratados com laser e ultrassom
apresentaram-se semelhantes ao grupo CT. Tais resultados podem sugerir
retardo na regeneracdo muscular do grupo LE 21, uma vez que os grupos LA 21,
US 21 e LA+US 21 exibiam conteudo reduzido de Miogenina provavelmente por
terem passado da fase de diferenciacéo celular, diferentemente do grupo LE 21
gue ainda encontrava-se nessa fase. Porém, ndo é possivel afirmar eficacia dos
tratamentos propostos, jA que ndo houve diferenca entre os grupos tratados e

lesédo (Figura 5).
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Figura 5 - Comparagdo do conteudo de Miogenina durante as
fases da regeneracdo muscular em todos 0s grupos
experimentais. Grupo LE 21 difere do CT (*).

Mediante a predisposicdo do ambiente celular envelhecido para a
formacao de fibrose durante o processo de regeneracdo muscular, também se
considerou importante verificar o conteaddo de uma citocina envolvida na formacao

de colageno, o TGF-f31.

Verificou-se que o grupo LE 21 apresentou o conteudo de TGF-f31
significativamente elevado em comparag¢do ao grupo CT. Além disso, 0 grupo
LA+US 7 também diferiu do grupo CT devido ao aumento no contetdo de TGF-
B1. Contudo, com o aumento na quantidade de sessdes de tratamento, o grupo

LA+US 21 apresentou contetdo reduzido em relagcdo ao LA+US 7, sugerindo que



nessa fase inicial da regeneracdo a associacao dos recursos terapéuticos pode

ter influéncia na formacéao de fibrose (Figura 6).
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Figura 6 — Comparacdo do conteudo de TGF-B1 durante as fases

da regeneracdo muscular em todos 0s grupos experimentais.
Grupos LE 21 e LA+US 7 diferem do CT (*).

Para garantir a confiabilidade dos dados correspondentes as bandas

encontradas na técnica de Immunoblotting, realizou-se a marcacdo da membrana

com corante Ponceau para a visualizacdo do carregamento das proteinas (Figura
7).



Figura 7 — Visualizacdo das bandas de
proteina coradas com Ponceau.



5 DISCUSSAO

De acordo com o que foi previamente proposto neste estudo, 0s
resultados expdem que apenas o tratamento com laser de GaAlAs (830 nm),
aplicado com densidade de energia 4 J/cm?2, demonstrou propriedade para reduzir
0 processo inflamatério da lesdo, apds 21 sessbes de tratamento em modelo
experimental idoso. No estudo das proteinas MyoD, Miogenina e TGF-B1, ndo foi
observado influéncia na regeneracdo muscular dos grupos que receberam as

terapias laser e/ou ultrassom.

A lesao do tipo contusado selecionada para esta pesquisa é semelhante
as lesdes originadas por traumas de forca compressiva, que ocorrem no decorrer
da vida principalmente durante a pratica de esportes, sendo assim, de extrema
relevancia clinica (Jarvinen et al., 2005). O musculo Tibial Anterior foi eleito para

receber a contusao pela sua localizacao superficial, facilitando o acesso da leséo.

Ao estudar regeneracdo muscular em animais idosos € preciso
considerar a instalacdo do processo de envelhecimento e o efeito que este
desencadeia na regeneracdo. 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).



A alteracdo no potencial miogénico das células satélites em ambiente
celular envelhecido também foi visualizada por Beccafico et al. (2007). Em cultura
celular in vitro proveniente de individuos jovens (idade média de 30 anos) e
idosos (idade média de 83 anos) apods 7 dias de diferenciacdo demonstrou que, a
quantidade de células satélites nado foi significativamente diferente entre os
grupos, apesar de se apresentar reduzida no idoso. Entretanto, a analise do
indice de fusdo (IF), estabelecido como a pontencialidade dos mioblastos
mononucleados fundirem-se em miotubulos multinucleados, visualizaram que o IF
foi signicativamente reduzido nas células musculares de idosos comparadas com
0s jovens. Tais resultados sugerem que o défict da capacidade regenerativa do
musculo em virtude do envelhecimento, ndo ocorre apenas pela reducdo na
guantidade de células satélites quiescentes, mas provavelmente, pelo

comprometimento durante a fase de diferenciagao.

Marcadores-chave caracteristicos do processo de regeneracdo
muscular foram estudados por van Der Poel et al. (2011) e comparados entre
animais jovens, adultos e idosos. As analises realizadas durante 12, 24, 36, 48 e
72 h apos a lesao verificaram que os niveis basais de citocinas inflamatérias (TNF
a, IL-6, IL-1B, INF y, CD18 e IL-18) eram elevados nos animais idosos, quando
comparados com animais jovens e adultos, além de que essas citocinas
permaceram aumentadas nos animais idosos mesmo apos 72 h da lesdo. Apesar
do presente estudo n&o ter quantificado citocinas inflamatorias, essa
desregulag&o oriunda do envelhecimento também pode ser observada através da
morfometria, uma vez que o grupo LE 21 exibiu intenso infiltrado inflamatorio,

mesmo apoés longo periodo da lesao.



Estudos envolvendo regeneracdo muscular em animais jovens podem
favorecer o entendimento da fase inflamatoria prolongada em virtude do
envelhecimento. Winkler et al. (2011) realizaram lesdo no musculo Sdéleo de
animais jovens e observaram que apos 4 semanas da lesdo nao havia inflamacéo
no local, apenas tecido fibroso denso em desenvolvimento, diferentemente do que

foi observado neste estudo.

O processo de regeneracdo muscular desencadeia a ativagdo das
células satélites, e com elas sdo expressos marcadores especificos em cada fase
que percorrem. A fase inicial de ativacdo e proliferacdo das células é
caracterizada pela expressao de MyoD, a qual exibe aumento 3 h apds a lesao,
atingindo seu pico em 12 h e depois desse periodo volta a se normalizar (Srikuea
et al., 2010; Corbu et al., 2010). No presente estudo as amostras foram coletadas
apos 7 e 21 sessdes de tratamento, o que justifica o conteldo de MyoD estar
semelhante ou até mesmo reduzido nos grupos experimentais em comparacao ao

grupo CT.

Com o avancar da regeneracdo € expressa a Miogenina, um marcador
peculiar da fase de diferenciacdo das células satélites para reparo ou formacgéo de
novos mioblastos. Em animais jovens seu contetdo apresenta aumento por volta
do 3° dia apdés a lesao, atingindo seu pico no 7° dia e normalizando-se em
seguida (Srikuea et al., 2010; Corbu et al., 2010). Em contrapartida, esses dados
nao foram semelhantes aos achados do presente estudo, uma vez que o
conteuddo de Miogenina do grupo LE 21 exibiu aumento significativo em
comparacdo ao grupo CT, mesmo apds 4 semanas da lesdo muscular. Tal fato
pode ser atribuido ao retardo no processo de diferenciagédo celular em virtude do

envelhecimento no modelo experimental utilizado.



Os grupos que receberam tratamento, apesar de apresentarem o
conteudo de Miogenina semelhante ao do grupo CT, nao diferiram do grupo LE,
dessa maneira, ndo é possivel afirmar os beneficios do laser e do ultrassom, nos

parametros utilizados, para promover a regeneracdo muscular de animais idosos.

Os mesmos marcadores miogénicos foram observados por van Der
Poel et al. (2011), nos quais a expressdo de MyoD em animais jovens e adultos
apresentou aumento significativo apds 72 h da lesdo, enquanto que no mesmo
periodo esse aumento ndo foi visualizado nos animais idosos. Com relacdo a
Miogenina, apds 7 dias da lesdo nédo foi detectavel aumento significativo em sua
expressado nos animais idosos, entretanto nesse mesmo periodo houve aumento

de 90% nos animais jovens e adultos.

Conforme as descricbes com relagcdo ao periodo de expressdo da
MyoD e da Miogenina é possivel perceber que elas possuem comportamento
distintos nos animais jovens, de modo que quando uma delas est4 elevada, a
outra esta reduzida (Srikuea et al., 2010). No presente estudo, o grupo LE 21
apresentou conteudo reduzido de MyoD, enquanto que a Miogenina estava
elevada, indicando novamente o retardo no processo de diferenciacdo do mesmo.
Nos demais grupos observou-se 0 comportamento contrario, com 0 aumento no
contetudo de MyoD e reducdo da Miogenina, entretanto ndo é possivel afirmar a
efichcia das terapias, pois ndo houve diferenca significativa entre os grupos

tratados e lesao.

O Fator de Transformacdo de Crescimento Beta (TGF-f1) € uma
citocina caracteristicamente expressa durante a formacdo de fibras colagenas,

sendo assim, comumente utilizada para investigar a formacdo de fibrose.



Contudo, esta citocina também exerce influéncia sobre o estado de quiescéncia
das células satélites, como foi verificado por Rathbone et al. (2011). A adicao de
TGF-B1 durante as primeiras 48 h de cultura de células satélites de ratos adultos
foi capaz de reduzir a quantidade de MyoD, demonstrando que o TGF-B1 interfere
na ativacdo celular fazendo com que as células permanecam em estado de
quiescéncia. Nesse sentido, o aumento no conteudo de TGF-B1 observado no
grupo LE 21, também pode ter contribuido para o retardo no processo de

regeneracao.

A comum utilizagdo do laser de baixa intensidade e do ultrassom como
recursos terapéuticos é importante de ser estudada, visto que o laser
desencadeia a producédo de ATP (Reddy, 2004), a angiogénese e potencializa a
entrada de células satélites quiescentes no ciclo celular (Shefer et al., 2002). As
ondas mecanicas promovidas pelo ultrassom s&o capazes de alterar a
permeabilidade da membrana celular, modificando o fluxo de nutrientes para o
interior da célula (van der Windt, et al., 1999). Estes efeitos sdo eficazes para
tornar a regeneracao muscular mais eficiente, reduzindo seu tempo e melhorando

sua qualidade.

O laser com diodo de GaAlAs (830 nm) foi selecionado para esta
pesquisa devido ao seu alto comprimento de onda, tendo em vista a necessidade
do feixe atingir o muasculo, uma vez que, é essa propriedade que define a
profundidade de penetracdo do laser no tecido irradiado (VIadimirov, Osipov e
Klebanov, 2004). A densidade de energia estabelecida foi de 4 J/cm?2 por ponto

por ser indicada para processo inflamatério agudo (Kitchen, 2003).



Assim como no presente trabalho a efetividade da terapia laser (633
nm) aplicada com baixa dose foi verificada por Yomasa et al. (2009) que utilizou 5
Jicm2 e 10 J/cmz2 de laser HeNe apos contusdo no musculo TA de gerbilos jovens.
Apos o tratamento durante 7 dias consecutivos visualizaram aumento da atividade
mitocondrial nas fibras musculares, aumento de fibroblastos e macréfagos e
estimulo da angiogénese, sugerindo efetividade de ambas as doses utilizadas
para a regeneracdo muscular. A efetividade do laser para reducdo do processo
inflamatorio também foi visualizada no presente estudo, contudo, com a diferenca
de que esse efeito foi evidente apds 21 sessbes de tratamento, podendo esse
retardo ser atribuido ao envelhecimento ou até mesmo ao parametro utilizado (4

J/icm?).

Rodrigues (2009) também analisou o padrdo regenerativo do musculo
apo6s aplicacdo do laser de 830 nm e poténcia de 30 mW em animais jovens e
idosos, entretanto, utilizou densidade de energia de 30 J/cm?2, em um Unico ponto,
diariamente durante 5 sessdes de tratamento. A morfometria revelou que a area
da lesdo foi significativamente reduzida nos animais jovens em todos os
parametros estudados, entretanto, a quantificacdo dos capilares sanguineos e a
expressdo génica de MyoD e VEGF (fator angiogénico importante no
desenvolvimento vascular), também apresentou aumento significativo nos animais
idosos. Esses achados demonstram que utilizando alta densidade energia (30
J/icm?) é possivel visualizar os efeitos do laser, o que sugere que 4 J/cm? utilizado
no presente estudo, mesmo que em maior quantidade de sessdes de tratamento,

nao foi suficiente para acelerar a regeneracao muscular.

O parametro de aplicacdo proposto para ultrassom foi com frequéncia

de 1 MHz para atingir a profundidade do tecido muscular, modo pulsado a 20%



para preconizar o efeito mecanico e pela indicacdo do uso em lesdo muscular na
fase aguda (Dyson, 1982), visto que o tratamento teve inicio 24 h apds a leséo.
Com base em estudo desenvolvido por Matheus et al. (2008) que aplicou
ultrassom no modo pulsado a 20% e intensidade de 0,5 W/cmz? preconizou-se por
utilizar a terapia com intensidade instantanea de 0,4 W/cm?, resultando em

intensidade média de 0,08 W/cm?2 durante 5 minutos.

Neste estudo, apesar do tratamento com ultrassom ter demonstrado
influéncia na regeneragédo, seus efeitos ndo foram significativos para as variaveis
estudadas. Parametros semelhantes foram utilizados por Markert et al. (2005),
que embora tenham utilizado ultrassom continuo de 3 MHz, optaram por
intensidade média de 0,1 W/cm?2 para prevenir o surgimento do efeito térmico, o
que resultou em intensidade média semelhante a utilizada no presente estudo
(intensidade média de 0,08 W/cm?2). O protocolo foi composto por contusao
realizada no musculo Gastrocnémio de animais jovens e tratamento, durante 4
sessOes, com aplicacdo de ultrassom e treinamento de caminhada em esteira,
ambos realizados de forma isolada e associada. A andlise histoldgica, incluindo a
quantificacdo da AST das fibras musculares, ndo demonstrou diferenca entre os

grupos que receberam tratamento e o grupo que sofreu apenas contuséo.

Ultrassom de 1 MHz no modo pulsado a 50%, aplicado com baixa
intensidade (0.57 W/cm?2) e por 5 minutos também foi utilizado por Piedade et al.
(2008) no musculo Gastrocnémio, apos laceragdo. A analise demonstrou maior
quantidade de fibras em estégio inicial de regeneracdo, além de um aumento na
deposicao de fibras colagenas apés 7 dias de tratamento no grupo que recebeu a
terapia, porém apoés 14 dias de tratamento a quantidade de colageno ndo sofreu

aumento, mantendo-se constante. Tais resultados assemelham-se ao presente



estudo, uma vez que, o grupo LA+US ap0ls 7 sessdes de tratamento apresentou
significativo aumento no conteudo de TGF-B1 em relagao ao grupo CT, entretanto

apos 21 sessdes de tratamento esse contelido atingiu os valores do controle.

A comparagao entre laser e ultrassom para a regeneragdo muscular
também foi realizada por Pinto et al. (2008) que induziram a lesdo em animais
jovens por meio da aplicagdo de bupivacaina no musculo TA. Os grupos foram
divididos entre 2 e 7 sessdes de tratamento para ambas as terapias, sendo
utilizado laser AsGa (904 nm), poténcia 150 mW com densidade de energia 60
J/cm? e ultrassom de 1 MHz no modo pulsado com intensidade de 0,3 W/cm2. A
analise morfoldgica evidenciou efeito anti-inflamatério de ambas as terapias apos
7 sessdes de tratamento, entretanto o laser demonstrou-se mais eficaz que o
ultrassom. Os parametros do ultrassom assemelham-se ao utilizado no presente
estudo, assim como a pouca efetividade do recurso, 0 que sugere que O
ultrassom pulsado quando utilizado com intensidade média muito baixa, pode néao

ser o suficiente para estimular o tecido.

Oliveira et al. (2008) também comparou os efeitos do ultrassom e do
laser em diferentes parametros, mas com aplicagcdo em cultura de fibroblastos
L929. As células foram estimuladas 24 h, 48 h e 72 h e multiplicacao celular
analisada logo apoés a aplicacéo das terapias. Para o ultrassom de 1 MHz foram
testadas as intensidades 0,2 W/cm? de ultrassom nos modos pulsados a 10% e
20%, e intensidade 0,6 W/cm?2 de ultrassom nos modos pulsados a 10% e 20%,
enquanto o laser de 904 nm foi analisado com densidade de energia de 6 J/cm2 e
50 J/cm2. Apesar de ambos o0s recursos terem demonstrado influéncia na
multiplicacéo celular, a irradiagdo com laser, em doses altas e baixas, exibiram

aumento significativo na cultura de fibroblastos, sugerindo que nas primeiras



fases do reparo o laser demonstrou-se mais eficaz que o ultrassom. Esses
achados demonstram que, até mesmo em cultura de células, o ultrassom quando
aplicado com intensidade muito baixa ndo consegue promover o estimulo celular

adequado.

Apesar da frequente utilizagdo desses recursos na clinica, ainda nao
h& uma padronizagdo na literatura com relacdo aos parametros ideais a serem
utilizados para a regeneragao muscular. Nesse estudo preconizou-se por aplicar
as terapias diariamente, utilizando-se baixas dosagens (laser com densidade de
energia 4 J/cm? e ultrassom com intensidade instantanea 0,4 W/cm?2) visando 0
acumulo dos efeitos ao longo do periodo de tratamento composto por 7 e 21

sessoes.

Contudo, levando em consideracdo os achados de outros estudos e o
atraso natural da regeneracdo durante o envelhecimento, sugere-se que 0sS
parametros utilizados neste estudo, ndo foram suficientes para estimular o tecido
de forma efetiva, tendo em vista que preconizou-se a utilizacdo de baixas
dosagens. No que se refere aos parametros do ultrassom a aplicacéo ocorreu na
modalidade pulsada a 20%, dessa forma a intensidade média que chegava ao
tecido correspondia a 20% do valor da intensidade instantanea, resultando em
0,08 W/cm?, o que provavelmente influenciou nos resultados desta pesquisa. E
ainda, apesar do laser ter demonstrado efeito anti-inflamatério, o mesmo sé pode
ser visualizado apds 21 sessbes de tratamento, diferentemente dos achados
encontrados por estudos que utilizaram doses altas (Pinto et al., 2008; Rodrigues,
2009). Com isso, sugere-se que novos estudos sejam realizados utilizando doses

mais altas, tanto do ultrassom quanto do laser, mas mantendo-se a analise dos



resultados em um periodo mais longo apés a lesdo, em virtude do atraso na

regeneracao que ocorre com o envelhecimento.

Durante a realizacdo deste estudo foram constatadas limitagcbes como:
a fragilidade dos animais idosos ao anestésico; a extensdo da lesdo no musculo
variou conforme o peso corporal do animal; além de que, por serem animais com
alto indice corporal, as amostras coletadas apresentavam grande volume, o que
prejudicou o congelamento das mesmas. Constatou-se também, grande
variabilidade nas doses utilizadas pelos estudos para ambas as terapias e ainda,
a respeito da aplicacdo do ultrassom na modalidade pulsada a maioria das

pesquisas nao esclarece se o valor da intensidade é referente a intensidade

média ou instantanea, o que tem influéncia direta nos resultados.

Outro fator relevante a ser abordado é a escassez de literatura sobre
0S recursos terapéuticos na regeneracdo de tecidos envelhecidos, tanto em
ensaios clinicos quanto em estudos experimentais. Uma possivel justificativa para
este fato é que a mudanca do padrao de envelhecimento da populacao é recente,
em que cada vez mais as pessoas buscam alternativas para alcancar um

envelhecimento ativo e consequente qualidade de vida.

Com base nos resultados obtidos neste estudo, sugere-se que sejam
realizadas novas pesquisas envolvendo 0s recursos terapéuticos, laser e
ultrassom, na regeneragédo muscular durante o envelhecimento, com o intuito de
estabelecer parametros mais eficazes. Além disso, foi observada a necessidade
de realizar analise das amostras com menor tempo apés a lesdo, como 3 e 14
dias, bem como investigar marcadores inflamatérios como TNF-a e horménios

gue estdo diminuidos no envelhecimento como IGF-1.



6 CONCLUSAO

Considerando-se as analises morfoldégicas e moleculares realizadas,
assim como os parametros utilizados, conclui-se que das terapias aplicadas neste
estudo, apenas o laser demonstrou eficadcia para a regeneracdo muscular em
animais idosos, somente através do seu efeito anti-inflamatério, tendo em vista

gue o tratamento ndo influenciou no contetdo das proteinas estudadas.
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