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1. Introducéo

As alteracbes morfofisiol 6gicas que ocorrem nos tecidos com o envel hecimento, contribuem para o declinio da habilidade das células
satélites no reparo do tecido lesado (Y OUNG et al., 2004). Pesquisas relatam sobre a diminuigédo na quantidade de células satélitesem
decorréncia do envelhecimento (SHEFER et al., 2006), entretanto, o nimero de células satélites remanescentes no tecido muscular
envelhecido é suficiente para a ativagdo e sustentacdo de um mecanismo regenerativo adequado, se ndo ha a associacdo de um
ambiente desfavoravel (CAROSIO et al., 2009).

A grande incidéncia de lesdes musculares tem ocasionado aumento de estudos relacionados ndo somente ao processo de regeneracéo
muscular, mas também, aos tratamentos fisioterapéuticos (FERRARI et al., 2005), como a aplicacédo dos recursos terapéuticos laser
(OLIVEIRA; PARIZZOTTO e SALVINI, 1999; COSTARDI et a., 2008) e ultrassom (RANTANEN et al., 1999; WILKIN et a.,
2004).

O ultrassom é um recurso comumente aplicado nos disturbios do sistema muscul oesquel ético, como na aceleracéo do reparo tecidual
de lesdes musculares (DY SON, 1987). 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
bioguimicos e fisiol6gicos nos tecidos (ORTIZ et al., 2001).

A aplicacdo de recursos terapéuticos em lesdes muscul ares é bem fundamentada na literatura, no entanto a maior parte desses estudos
€ realizada em jovens ou adultos, principalmente os que utilizam animais. Este estudo se prop6s a anaisar o efeito do ultrassom e do
laser em animais idosos submetidos alesdo muscular através de contusgo.

2. Objetivos

Analisar a resposta da regeneracdo muscular de modelo experimental idoso ao tratamento com ultrassom e laser de baixa
intensidade.

3. Desenvolvimento



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 UNIMEP e mantidos no Biotério da Faculdade de Ciéncias da Salde (FACIS-UNIMEP), sob
temperatura controlada, submetidos a ciclo claro/escuro de 12h, com agua e ragdo ad libitum. Esta pesquisa foi aprovada pela
Comissio de Etica na Experimentacio Animal da Universidade Federal de S&o Carlos— UFSCar, através do protocolo n? 012/2010.
Os animais foram divididos al eatoriamente em 5 grupos experimentais:
| — Grupo controle (CO) (n=5): os animais deste grupo ndo sofreram nenhum tipo de intervencéo;

Il — Grupo lesdo sem tratamento (LE) (n=10): os animais foram submetidos a contusdo e permaneceram sem nenhum tipo de
tratamento;

[l — Grupo les8o com tratamento ultrassom (US) (n=10): os animais deste grupo receberam tratamento com US 1 MHz, Sonacel
IBRAMED®, frequéncia modulada a 100 Hz, intensidade nominal de 0,4 W/cm?2, cabecote com area efetiva de radiacdo de 1 cm2.
Cada sesséo teve duracdo de 5 minutos (Figura 1A).

IV — Grupo lesdo com tratamento laser (LA) (n=10): os animais deste grupo foram tratados com aplicac@o de laser de baixa
intensidade IBRAMED®, de diodo Arseneto de galio e aluminio (GaAlAs), com comprimento de onda 830 nm, poténcia 30 mW,
dose 4 Jcm2, através da técnica pontual, distribuidaem 2 pontos, durante 16s cada (Figura 1B).

V — Grupo lesdo com tratamento laser + ultrassom (LA/US) (n=10): os animais foram tratados com aplicacdo de laser e, em seguida,
ultrassom.

Osanimaisdos grupos US, LA e LA/US foram submeti dos aos respectivos tratamentos 24h ap6s a contusdo muscular, realizados uma
vez por dia, variando entre 7 e 21 sessbes.

A lesdo, do tipo contusdo ndo-invasiva, foi realizada por meio de um equipamento 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). Em seguida, foram posicionados em decubito lateral, com a pata direita voltada para cima e em flexdo plantar maximade
tornozelo. Uma carga de 284 g foi liberada de umaalturade 35 cm, sobre o musculo tibial anterior (TA). Trésimpactos semelhantes e
consecutivos foram realizados, com distribuicéo na regido proximal-média e medial do musculo TA (PICCHI, 2004).

O sacrificio foi realizado por meio de anestésico com a dose proporcional a massa muscular do animal. Parte do misculo TA direito
de cadaanimal foi coletado para a confeccdo de |&minas que posteriormente foram coradas com Hematoxilina & Eosina.

A andlise das |aminas foi realizada por meio da mensuracéo da area total do misculo e da porcentagem da area em processo de
regeneracdo, associado ao infiltrado inflamatdrio (% Infl/Reg), além disso, foi quantificada a area de sec¢do transversal (AST) das
fibras musculares e 0 nimero de fibras com nicleo central. As |aminas foram observadas ao microscopio éptico com camera
acoplada, utilizando objetivas de 4X, 20X e 40X, e conectado a um computador com software Image Pro-Plus® 6.2 (Media
Cybermetics).

Para a andlise estatistica os dados séo apresentados em mediana, primeiro quartil e terceiro quartil. Utilizou-se o teste Shapiro-Wilk
paraverificar a normalidade da amostra. M ediante a distribuic¢&o n&o normal dos dados, foi utizado o teste Kruskal-Wallis seguido do
teste Sudent-Newman-Keuls para as devidas comparagdes entre os grupos. As andlises foram processadas por meio do software
BioEstat 5.0, considerando-se uma significancia de 5%.

4. Resultado e Discussao

Através da andlise histol dgica pode-se visualizar e quantificar a area da lesdo restrita a superficie do musculo TA, caracterizada pelo
intenso infiltrado inflamatério e fibras em estagio inicial de regeneracdo. A area de inflamac&o/regeneracdo muscular nos grupos LA
7, US7 e LA+US 7 foram semelhantes ao grupo LE 7, ou sgja, ndo houve diferenca entre elas, o que indica que nessa fase aguda
nenhuma das terapias foi eficiente para acelerar aregeneragdo muscular em rato idoso (Tabela 1).

Resultados semel hantes foram encontrados por Rodrigues (2009) que analisou o padréo regenerativo do musculo apés criolesdo, em
ratos jovens e idosos, tratados com LLLT de 830 nm. Apenas 0s animais jovens apresentaram uma potencial reducdo na &rea lesada
apos 5 dias de tratamento. Entretanto, Rennd et. al (2011) observaram que apos criolesdo em musculo de ratos jovens, 6 sessdes de
tratamento com a LLLT de 830 nm resultou em uma reducdo na degeneracdo aguda das miofibrilas, mais evidente do que no
tratamento com ultrassom pulsado de 1 MHz. Enquanto que a imunohistoquimica desmonstrou uma reducéo na expressao de COX-2
em ambos 0s grupos.

Nos grupos LA 21 e LA+US 21 houve uma redugéo significante na &rea de inflamac&o/regeneragdo, comparados ao grupo LE 21,
dessa maneira, com 0 aumento na quantidade de sessdes de tratamento o laser demonstrou um efeito anti-inflamatério eficaz para
regeneracdo muscular. Apesar do grupo US 21 ter apresentado uma reducdo na area de inflamagao/regeneracdo, ndo foi significante
guando comparado com o grupo LE 21. Naandlise intragrupo houve diferenca estatistica entre os grupos LA 7 e LA 21 evidenciando
0 avanco naregeneracdo muscular, apds 21 sessdes de tratamento (Tabela 1).

A &rea de sec¢do transversal das fibras em processo de regeneragéo, apresentando nicleo centralizado, foi quantificada e comparada
com a area das fibras do grupo CT, que n&o sofreu nenhum tipo de lesdo e intervencdo. As fibras musculares dos grupos LE 7, LA 7,
US 7 e LA+US 7 apresentaram AST semelhantes entre si e reduzidas quando comparadas ao grupo CT, indicando que as células



estavam em faseinicial de regeneracdo e ndo atingiram valores proximos a normalidade (Tabela 2).

Ap06s 21 sessdes de tratamento, apesar da AST das fibras muscul ares apresentarem-se mais proximas ao normal, também ndo houve
diferenca nos grupos LE 21, LA 21, US 21 e LA+US 21 quando comparados entre si e ao o grupo CT. Ainda na andlise da AST, a
comparacdo intragrupo demonstrou uma diferenca nas fibras musculares do grupo LA 7 e 21 sessdes, e entre 0 grupo LA+US 7 e 21
sessfes de tratamento, sugerindo uma maturagdo das fibras musculares quando comparadas em diferentes fases da regeneracéo,
contudo, ndo houve diferenca ao serem comparados com a AST das fibras do CT (Tabela 2). Tais resultados demonstram que
nenhuma das terapias utilizadas, em 7 ou 21 sessdes, foram capazes de melhorar a maturagdo das fibras musculares de ratos idosos.
Nakano et al. (2009) examinaram o efeito do LLLT (AsGalnP, 830nm, 60mW) no muscul o gastrocnémio atrofiado (atrofia por desuso
através da suspensdo dos membros posteriores) de ratos Wistar jovens. Apds 2 semanas de tratamento diario, observaram a
recuperacdo da atrofia muscular (aumento da secgdo transversa da fibra muscular), com proliferaco de células satélites e
angiogénese, quando comparado ao controle.

Rantanen et. a (1999) utilizaram ultrassom pulsado de 3 MHz para a regenerag@o do miscul o gastrocnémio de ratas adultas. Ap6s 1,
3, 6 e 9 dias da lesdo e verificaram um aumento na proliferacdo de células satélites, melhora na revascularizagéo e diminuicdo na
proliferacéo de fibroblasto, entretanto ndo houve diferenca estatistica entre os grupos controle e tratado com ultrassom.

Ao estudar regeneragdo muscular em animais idosos € preciso levar em consideragdo ainstalacdo do processo de envelhecimento. O
declinio na quantidade de células satélites quiescentes no musculo, ndo € o Unico fator responsavel pelo retardo na regeneracdo
muscular. Ha um conjunto de fatores que favorecem para a producdo de um ambiente desfavorével, como o aumento do tecido
conectivo que recobre as células satélites sob alaminabasal, influenciando a ativacdo, proliferacdo e consequentemente diminuindo a
funcionalidade das células; diminuic&o do aporte sanguineo da regi&o |esionada e aumento na producao de fibroblastos, aumentando a
deposicdo de tecido conjuntivo e favorecendo a formagdo de fibrose (BRACK e RANDO 2007; SILVA e CONBOY, 2008;
DENGES, 2007).

Tendo em vista que a regeneracdo muscular é retardada pelo envelhecimento (CAROSIO et. a, 2009), os achados desse estudo
sugerem que 7 sessfes de tratamento podem néo ser suficientes parareduzir o processo inflamatério, tendo em vista que os efeitos da
LLLT foram evidentes ap6s 21 sessdes de tratamento. Além disso, o processo de maturagéo das fibras musculares € observado em
fases mais avancadas da regenerac8o, portanto, nesse estudo, a aplicagcdo de LLLT e US ndo foram suficientes para acelerar o
processo de regeneracdo muscular em model os experimentais idosos.

E importante ressaltar que os estudos experimentais devem envolver diferentes tipos de andlises (histologicas e moleculares) na
tentativa de esclarecer os mecanismos envolvidos no processo de regeneracdo. Além disso, aplicando os resultados para a pratica
clinica, ressalta-se que € de fundamental importancia que o fisioterapeuta considere as alteracdes decorrentes do envel hecimento, pois
0 musculo de um individuo jovem responde melhor aos tratamentos com LLLT e ultrassom do que o misculo de um individuo idoso.

5. Consideragdes Finais

As analises morfol dgicas realizadas neste estudo demonstraram que em modelos experimentais idosos a LLLT de 830 nm, apos 21
sessdes, quando aplicada isolada e em associagdo com o ultrassom de 1IMHz foi eficiente exclusivamente para diminuir a area de
inflamagdo, visto que, nenhuma das terapias foi capaz de acelerar a maturagéo das fibras musculares.
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Figura 1: Aplicagdo dos recursos terapéuticos ultrassom (A) e laser (B) no miisculo TA



Tabela 1: Valores referantes as areas em processo de inflamagéo/regeneracéo
muscular e suas respectivas quantidade de nuclecs centrals nos grupos LE,
LA, US e LA+US.

4+

Area em processo de Quantidade de nucleos
regeneracio muscular centrais
InfiiReg (%)
Grupe Mediana Qa1 -Q3 Mediana Q1-Q3
Lesdo 7 22 .61 21,66 2261 705 705 -786
Lesdo 21 33,33 6,27 - 33,33 3526 1084 - 3526
Laser7 15,11% 12,34 - 17,69 423 265 -827
Laser 21 3,66" 3,53-582 494 220-634
Ultrassom 7 10,76 9-3727 525 477 = 1367
Ultrassom 21 8,81 0,80-1161 759 324 - 1266
Laser + Ultrassom 7 13,75 7.81-1750 987 532 - 1560
Laser + Ultrassom 21 5.25" 5-525 250 151 - 250

“Diferem do grupo Lesdao 21 #Difere do grupo Laser 21

Tabela 2: Valores referentes as areas de 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 (pm?)

Grupo Mediana Q1-Q3

Controle 2913,39 2462 95 — 2920,24

Area das fibras com nucleo centralizado (um?)

Lesdo 7 836,78" 836,78 — 870,37
Lesdo 21 1424 .28 1424 28 — 166898
Laser 7 1066.87"% 820,79 -1270,73
Laser 21 2633.21 174721 - 330047
Ultrassom 7 1230,66" 858,83 — 1480,54
Ultrassom 21 1859.36 1160,40 — 2149.75
Laser + Ultrassom 7 1100,417§ 1046 — 1397 68
Laser + Ultrassom 21 1944 41 1944 41 -1971.96

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



