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1. Introducéo

A musculatura esguelética de mamiferos adultos possui grande capacidade de adaptacdo a demandas fisiolégicas, como no
crescimento, no treinamento e no trauma. Sendo as fibras muscul ares esquel éti cas adultas caracteristicamente bem diferenciadas, esse
elevado potencial adaptativo € atribuido a uma populacdo de células residentes no musculo esquel ético adulto, denominadas células
satélites (FOSCHINI; RAMALHO; BICAS, 2004).

As células satélites sdo ativadas em situagdes onde ha a necessidade de novos mioblastos para crescimento ou regeneracéo
muscular (LIEBER, 2002). A eficiéncia das células satélites em proliferar e se diferenciar depende da idade. Quanto maior a idade,
menor € essa eficiéncia (CHARGE; BRACK; HUGUES, 2002). As ateractes morfofisioldgicas que ocorrem nos tecidos com o
envel hecimento, contribuem para o declinio da habilidade das células satélites no reparo do tecido lesado (YOUNG et a., 2004).

O sucesso da regeneracdo depende do individuo, da extensdo e da natureza da lesdo, porém em todas as situagdes o processo
envolve: revascularizacdo, infiltracdo de células inflamatérias, remocdo dos componentes celulares lesionados através da fagocitose,
proliferacéo e, sem seguida, fusdo das células satélites para a formagdo de novos miotibulos e, finamente, a reinervacéo e a
recuperacdo dafuncdo muscular (FERRARI et al., 2005).

Alguns estudos sugerem que em células irradiadas por laser de baixaintensidade, os primeiros eventos fotoquimicos e fotofisicos
acontecem nas mitocondrias, cujas alteracfes respiratorias so explicadas como resultado tanto de mudangas estruturais (BAKEEVA
et a., 1993; MANTEIFEL ; BAKEEVA; KARU, 1997) quanto de alteragdes quimicas (metabdlicas) nessa organela citoplasmética,
podendo ocorrer no potencial de membrana (PASSARELLA et a., 1988) e/ou em atividades enziméticas (WILDEN; KARTHEIN,
1998), todas contribuindo para a maior disponibilidade de energia, via metabolismo aerébio, para ser utilizada na realizagéo das
atividades celulares.

Costardi et al. (2008) estudaram a acdo do laser de baixa intensidade de 670nm no processo de reparacdo tecidual muscular em
ratos apds contusdo muscular do musculo gastrocnémio. O tecido muscular irradiado apresentou melhor organizagéo estrutural, com
maior quantidade de células muscul ares integras, vasos sanguineos integros e sinais de edemaintercel ular menos evidentes em relacéo
aos muscul os ndo irradiados, concluindo-se que ocorreu uma melhora qualitativa dos muscul os irradiados. Outro estudo desenvolvido
por Nogueira (2006) observou as ateracfes causadas pela irradiagdo do laser diodo arsenieto de gdlio (660nm), no musculo
gastrocnémio de ratos Wistar adultos, apds lesdo cirdrgica. Na andlise histopatoldgica observou-se a presenga de infiltrado
inflamatdrio, ndo apresentando diferenca significativa entre o grupo controle (ndo tratado) e laserterapia durante o periodo observado.
No exame imunohistoquimico foi constatado diferenca estatisticamente significante (p<0,05), entre controle e laserterapia na ativagdo



de células satélites utilizando marcador MyoD1. Este estudo sugestiona que a terapia com laser, proporciona a aceleracéo do reparo
muscular em ratos submetidos a cirurgia experimental, pelo aumento da ativacdo de células satélites na fase inicial do processo de
regeneracao.

Grande parte dos estudos da aplicacdo de recursos terapéuticos em lesdo muscular € realizada em jovens ou adultos, principalmente
0s que utilizam animais. O prejuizo da fungdo muscular do idoso devido a sarcopenia afeta sensivelmente sua qualidade de vida,
tornando mais dificil ou impossibilitando a execucdo de atividades de vida diéria.

2. Objetivos

Analisar a eficiéncia do tratamento com laser de baixa intensidade (infravermelho) no musculo tibial anterior de animais idosos
submetidos alesdo muscular através de contusao.

3. Desenvolvimento

Este trabalho é parte de um projeto desenvolvido no Laboratério de Plasticidade Neuromuscular da FACIS, estando aprovado pela
Comiss3o de Etica na Experimentacio Animal da Universidade Federal de Sao Carlos— UFSCar, através do protocolo n° 012/2010.

Foram utilizados 25 ratos Wistar com 18 meses de idade divididos em 5 grupos (n=5): (1) Controle (CT) - Sem lesdo e sem
tratamento; (2) Contusdo 7 dias (C7); (3) Contusdo 21 dias (C21) - Contusdo, sem tratamento; (4) Contusdo + Tratamento 7 dias
(CL7) e(5) Contuso + Tratamento 21 dias (CL21).

O equipamento utilizado para producdo da conducdo ndo-invasiva foi desenvolvido por Minamoto (1997). Os animais foram
anestesiados via intramuscular com uma mistura de Ketalar® (50 mg/mL) e Rompun® (2 g/100mL) na propor¢do de 1:1. Apds
apresentarem sinais de anestesia, os animais foram tricotomizados na regido antero-lateral da pata direita, na regido referente ao
musculo tibial anterior (TA) direito. Os animais foram imobilizados manual mente em dectbito lateral, com a pata a ser contundida
voltada para cima e em flex&o plantar méxima de tornozelo e submetidos a uma carga de 284 g liberada de uma alturade 35 cm. Trés
impactos semelhantes e consecutivos foram realizados, com distribuicdo na regido proximal-média e media do muasculo TA
(adaptado de PICCHI, 2004).

A aplicacdo do laser teve inicio 24 horas apés a lesdo muscular. As aplicacBes ocorreram 5 vezes por semana (segunda a
sexta-feira) com interval o de 24 horas entre cada aplicacéo, totalizando 7 e 21 sessdes. Os parémetros utilizados foram: comprimento
de onda 830 nm, poténcia 30 mW, dose 4 Jcm2; por meio da técnica pontua distribuidos em 2 pontos de aplicagdo com 1 cm de
distancia entre eles, durante 16 segundos cada.

Os sacrificios ocorreram 24 horas apds a Ultima intervencdo terapéutica. Os animais foram anestesiados como descrito
anteriormente. Apos sinais de anestesia geral, os musculos TA direito de cada animal foram retirados, pesados e fixados em suportes
de madeira com tragacanth gum, imersos em isopentano por 40 segundos e imediatamente colocados em nitrogénio liquido, e
posteriormente mantidos no Biofreezer. Para obtencdo dos cortes, os musculos foram seccionados transversalmente utilizando
criostato (Microm-HS505E) e corados com HE.

Dois cortes aeatorios de cada |&mina foram analisados a fim de se obter o diémetro das fibras musculares e o nimero de fibras
com nucleo central, a érea total do musculo e a porcentagem da &rea em processo inicial de regeneracdo, associado ao infiltrado
inflamatério.

As &reas de inflamagao/regeneracdo (Infl/Reg) foram caracterizadas por apresentar intenso infiltrado inflamatério e fibras em estagio
inicial de regeneracdo. As laminas foram observadas ao microscopio Optico com camera acoplada, com objetivas de 4 e 20X, e
conectado a um computador com software Image Pro-Plus® 6.2 (Media Cybermetics).

Para a andlise estatistica os dados sdo apresentados em mediana, primeiro quartil e terceiro quartil. Utilizou-se o teste
Shapiro-Wilk para verificar a normalidade da amostra. Mediante a distribuicdo ndo normal dos dados, foi utizado o teste
Kruskal-Wallis seguido do teste Student-Newman-K euls para as devidas comparagdes entre os grupos. As analises foram processadas
por meio do software BioEstat, versdo 5.0, considerando-se uma significancia de 5%.

4. Resultado e Discussao

Em média o peso corporal dos animais foi 589,96+51,22 gramas e 0 peso do musculo TA apresentou-se similar entre 0s grupos,
sendo em média de 0,813+0,045 gramas, com &rea de sec¢do transversa total entre 10 a 12 mn, estando abaixo do encontrado por
Rodrigues (2009), que em animais de 10 meses obteve valores variando entre 16 a 18mm2. Sugerindo que o modelo experimental
utilizado neste estudo representava um bom modelo de sarcopenia.

A é&rea do processo de Infl/Reg muscular apresentou diferenca estatisticamente significante entres os grupos C7 e C21, CL7 e



CL21, o que mostra que os grupos 21 dias/sessfes estdo em fase adiantada de regeneragdo quando comparados aos grupos 7
dias/sessOes, com redugdo do processo inflamatorio. Entretanto, quando os grupos contusdo e tratados sdo comparados, ndo
observou-se diferenca estatistica (Tabela 1).

A érea de Infl/Reg muscular caracterizou-se pela presenca de intenso infiltrado inflamatério e fibras em estagio inicial de
regeneracdo. Essas fibras possuem pegueno didmetro, citoplasma escasso fortemente bastfilo e nicleo central. Além disso,
observou-se grande quantidade de tecido conjuntivo nesta area, bem caracterizado nos grupos 7 dias/sessdes (Figura 1).

Rodrigues (2009) utilizando o seguinte protocolo: laser 830nm, energia 0,87J durante 5 dias consecutivos, ndo observou diferencas
morfoldgicas entre os grupos. Porém, estudos moleculares indicaram que o tratamento laser favoreceu a maturag@o das células
satélites em mioblastos e miotubos, melhorando o processo regenerativo em animais idosos.

As &reas de secgdo transversa das células analisadas no grupo CT apresentavam fibras com nicleo periférico, ja nos grupos
contusdo e tratado foram analisadas as fibras com niicleo centralizado. Na andlise estatistica observou-se diferenca significante entre
os grupos CT e C7, assim como entre CT e CL 7, entretanto, ndo se observou diferenca entre os grupos C7 e CL7, 0 que sugere que o
nimero de sessies ndo foi suficiente para acelerar o processo de regeneracdo. Nao existe diferenca significante entre os grupos CT,
C21 e CL21, o que indica que apbs o processo de regeneracdo, as fibras musculares atingiram um grau de maturacdo proximo ao
normal, sugerindo que andlises molecul ares desses animais podem indicar beneficios do tratamento laser na proliferacio e maturacéo
das células satélites(Tabela 2).

As alteracBGes morfofisioldgicas que ocorrem nos tecidos com o envelhecimento, contribuem para o declinio da habilidade das
células satélites no reparo do tecido lesado (YOUNG et al., 2004). Pesquisas relatam sobre a diminuicdo na quantidade de células
satélites em decorréncia do envelhecimento (GIBSON, SHULTZ, 1983; SHEFER et al., 2006), entretanto, o nimero de células
satélites remanescentes no tecido muscular envelhecido é suficiente para a ativagdo e sustentagdo de um mecanismo regenerativo
adequado, se néo ha a associagdo de um ambiente desfavorével (CAROSIO et a., 2009).

Os resultados encontrados neste estudo sugerem que o tratamento proposto ndo foi suficiente para a aceleragéo do processo de
regeneracdo muscular nos animais idosos, ressaltando que os estudos experimentais devem envolver diferentes tipos de andlises
(histol 6gicas e moleculares) natentativa de esclarecer os mecanismos envolvidos no processo de regeneracdo. Além disso, aplicando
os resultados para a prética clinica, ressalta-se que € de fundamental importancia que o fisioterapeuta considere as ateracOes
decorrentes do envelhecimento, pois 0 musculo de um individuo jovem responde melhor ao tratamento laser que o muasculo de um
individuo idoso.

5. Consider agBes Finais

As andlises morfoldgicas realizadas neste estudo ndo demonstraram diferenca significante entre os grupos contusdo e tratado,
sugerindo que o tratamento laser ndo foi eficaz para acelerar 0 processo de regeneracdo no modelo experimental idoso.
Na prética clinica deve-se considerar aidade do paciente para definir o tratamento com laser de baixaintensidade.
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Figura 1: Cortes transversais da regiéio média do musculo TA direito corados
com HE. Em A: Grupo CT= fibras musculares com caracteristicas normais,
observar a presenga do nlcleo na periferia da fibra. Em B: Grupo CL7=
observar a presenga de intenso infiltrado inflamatério ( % ), fibras de diferentes
tamanhos com nucleo centralizado ( == ). Aumento 20x.

Tabela 1: Valores referentes as areas em processo de inflamacgéo/regeneracéo
muscular e suas respectivas quantidades de nucleos centrais nos grupos contuséo e

tratados com laser.

Area em processo Infl/Reg Quantidade de Nucleos
Muscular (%) centrais
Grupo Mediana Q1-Q3 Mediana Q1-Q3
C7 16,36" 16,36 - 21,66 705 705 - 786
C21 1,50 1,5-6,27 1084 1084 — 1084
CL7 12,347% 12,34 - 17,69 423 265 - 827
CL21 3,53 3,63-582 494 220-634

*difere do C21; # difere do CL21



Tabela 2: VValores referentes as areas das fibras com nucleo centralizado, dos
grupos C e CL, comparadas as fibras com nucleo periférico, do grupo CT.

Area das fibras com nucleo periférico (um?)
Grupo Mediana Q1 -Q3
CT 2913,39 2462,95 — 2920,94

Area das fibras com nucleo centralizado (um?2)

Grupo Mediana Q1 -Q3
C7 836,78" 836,78 — 870,37
C21 1424,28 1424,28 — 1668,98
CL7 1066,87* 820,79 - 1270,73
CL21 2633,21 1747,21 — 3300,47

* difere do CT; # difere do CL21



