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Avaliacao da regeneracao muscular em animais
idosos apds tratamento com laser de baixa
intensidade

Evaluation of muscle regeneration in aged animals after treatment with low-level
laser therapy

Adriana Pertille!, Aline B. Macedo?, Céssio P V. Oliveira2

Resumo

Contextualizagdo: O processo de envelhecimento e suas consequentes alteragbes morfofisioldgicas desencadeiam reducéo
da habilidade regenerativa das células satélites, reducao da vascularizacao tecidual e aumento da produgédo de fibroblastos,
desenvolvendo-se um ambiente celular desfavoravel para a regeneracdo muscular. Objetivo: Avaliar o efeito do tratamento com laser
de baixa intensidade sobre a regeneragdo muscular de modelos experimentais idosos apds contusdo. Método: Foram utilizados
25 ratos machos, com 18 meses de idade, divididos em trés grupos: grupo controle (CT), sem intervencao; grupo leséo (LE), com
contusdo muscular e sem tratamento e grupo laser (LA), com contusdo muscular e tratado com laser de baixa intensidade, 830 nm,
30mW e 4 J/cm?. A contuséo foi realizada no musculo tibial anterior, e as amostras coletadas apos sete e 21 sessdes de tratamento. O
musculo foi designado as técnicas de Microscopia de Luz e Immunoblotting. Resultados: Apds 21 dias de tratamento, houve reducéo
significativa na area de inflamagao/regeneracao no grupo LA 21 comparado ao grupo LE 21. Na area de seccao transversal das fibras
em processo de regeneragéo, nao houve diferenca estatistica entre os grupos LA e LE. A andlise molecular evidenciou que o contetdo
de MyoD apresentou redugéo significativa no grupo LE 21 em relagdo ao CT. O conteudo de Miogenina exibiu aumento no LE 21
comparado ao CT e, por fim, o contetdo de TGF-f1 do grupo LE 21 aumentou em relagcéo ao grupo CT. Concluséo: Para os parametros
utilizados, o laser demonstrou eficacia na regeneragao muscular em animais idosos somente por meio do seu efeito anti-inflamatorio.
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Abstract

Background: The aging process and its associated morphophysiological changes trigger a reduction in the regenerative ability of
the satellite cells, a reduction of vascular tissue and an increase in the production of fibroblasts, developing a cellular environment
unfavorable for muscle regeneration. Objective: The aim of this study was to evaluate the effect of low-level laser therapy on the
muscle regeneration of old experimental rat models after contusion. Method: A total of 25 old rats,18 months old, were divided into
three groups: control group (CT) without treatment; injury group (IN) with muscle contusion and without treatment and laser group
(LA) with contusion and low-level laser therapy, 830 nm, 30 mW e 4 J/cm?2. The no invasive contusion was induced in the Tibialis
Anterior muscle and the samples were collected after 7 and 21 treatment sessions. The muscle was evaluated by Light Microscopy
and Immunoblotting. Results: After 21 days of treatment there was a significant reduction in the areas of inflammation/regeneration
of the LA 21 group compared to IN 21 group. The cross-sectional area of the fibers in regeneration was not statistically different
between the groups. Molecular analysis showed that the content of MyoD was statistically reduced in the IN 21 group compared to
the CT group. The Myogenin content was increased in the IN 21 group compared to the CT group. Ultimately, the content of TGF-f1
on the IN 21 group was higher when compared to the CT group. Conclusion: Considering the parameters used, the laser therapy
demonstrated to be effective for muscle regeneration in old rats, however only through its anti-inflammatory effect.

Keywords: aging; regeneration; physical therapy; low-level laser therapy.

Recebido: 03/02/2012 — Revisado: 29/05/2012 — Aceito: 03/06/2012

'Programa de Pés-Graduacéo em Fisioterapia, Universidade Metodista de Piracicaba (UNIMEP), Piracicaba, SP, Brasil

2Laboratério de Plasticidade Neuromuscular, Programa de Pés-graduagao em Fisioterapia, UNIMEP, Piracicaba, SP, Brasil

Correspondéncia para: Adriana Pertille, Programa de Péds-graduagao em Fisioterapia, Universidade Metodista de Piracicaba, Rodovia do Agtcar, Km 156, Taquaral, CEP 13.400-911,
Piracicaba, SP, Brasil, e-mail: apertille@unimep.br

Rev Bras Fisioter. 2012;16(6):495-501.




Adriana Pertille, Aline B. Macedo, Cassio P. V. Oliveira

Introducgao

A manutencdo do potencial regenerativo do musculo
esquelético depende da idade do individuo'. As alteragdes
morfofisioldgicas que ocorrem nos tecidos em decorréncia do
envelhecimento acarretam declinio da ativacéo e proliferagdo
das células satélites, desequilibrio nas vias de sinalizagdo No-
tch e Wnt, lenta ativacdo de células inflamatdrias, aumento
da produgdo de fibroblastos, diminuicdo da vascularizagio,
espessamento da lamina basal e reducgéo no nivel de IGF-I. Em
conjunto, essas alteracdes desencadeiam um ambiente celular
desfavoravel a regeneragdo muscular do idoso**.

A grande incidéncia de lesdes musculares tem ocasionado
aumento de estudos relacionados ndo somente ao processo de
reparo, mas também aos recursos fisioterapéuticos’. Dentre
os mais utilizados, o laser de baixa intensidade se destaca por
desencadear a produgéo de adenosina trifosfato (ATP)’, favore-
cer a angiogénese e potencializar a entrada de células satélites
quiescentes no ciclo celular®, sendo esses efeitos eficazes para
tornar a regeneragido muscular mais eficiente, reduzindo seu
tempo e melhorando sua qualidade®’.

Os efeitos do laser ndo estdo restritos apenas a regeneracéo
muscular. Oliveira et al.", apds indugéo de defeito dsseo na tibia de
ratos, observaram aumento da érea de tecido ésseo neoformado
induzido pela irradiacéo. Em processo de reparo tendineo, Arruda
et al.”? identificaram que o tratamento com laser foi capaz de pro-
mover melhor grau de organizacéo das fibras coldgenas ao longo
do eixo longitudinal. E, ainda, na cicatrizacdo de ferida cutanea,
Silveira et al."® observaram que o laser foi capaz de estimular a ati-
vidade antioxidante e proteger a célula contra danos oxidativos.

Embora bem fundamentados na literatura, a maioria dos
estudos que utilizam o laser de baixa intensidade como recurso,
sejaem humanos, seja em modelos experimentais, sdo realizados
em jovens ou adultos. Porém, sabe-se que o prejuizo da fungdo
muscular afeta sensivelmente a qualidade de vida do idoso, pois
aperda de funcionalidade e a consequente dependéncia podem
acarretar também problemas psicolégicos e emocionais'.

Diante do aumento da expectativa de vida da populacéo,
é imprescindivel para a pratica clinica que o fisioterapeuta
esteja bem fundamentado tanto nas especificidades do pro-
cesso de regeneracdo muscular do idoso quanto na aplicabi-
lidade e efetividade do laser de baixa intensidade, bem como
sua respectiva dosimetria. Considerando os efeitos bioldgicos
proporcionados pelo laser, tem-se a hipdtese de que sua apli-
cacdo favorece o reparo tecidual mesmo com a disposicdo do
processo de envelhecimento. Dessa forma, este estudo tem
como objetivo avaliar o efeito do tratamento com laser de
baixa intensidade sobre a regeneragido muscular de modelos
experimentais idosos apés contuséo.

Método

Utilizaram-se 25 ratos machos da linhagem Wistar, com 18
meses de idade e peso corporal médio de 591,87+64.06 g. Os
animais foram mantidos sob temperatura ambiente controlada,
ciclo claro/escuro de 12 horas, com dgua e ragdo a vontade. Esta
pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica na Experimentacio
Animal da Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCar), Sdo
Carlos, SP, Brasil (Parecer 012/2010).

Os animais foram divididos aleatoriamente em trés grupos
experimentais (n=>5): grupo controle (CT), os ratos permanece-
ram no biotério sem nenhum tipo de intervencgéo; grupo lesao
(LE), os ratos foram submetidos & contuséo, permanecendo
sem tratamento, e grupo laser (LA), os ratos submetidos a
contusdo muscular receberam tratamento com laser de baixa
intensidade. Os grupos LA e LE foram subdivididos com a fi-
nalidade de avaliar diferentes fases da regeneracdo muscular
e, por essa razdo, as terapias foram aplicadas durante sete
sessoes (LA 7) e durante 21 sessdes de tratamento (LA 21), en-
quanto o grupo LE, apesar de néo ter recebido tratamento, foi
sacrificado no periodo correspondente (LE 7 e LE 21).

Para a realizacdo da contusdo ndo invasiva, os animais fo-
ram anestesiados via intramuscular com mistura de ketamina
(0,09 mL/100 g) e xilazina (0,06 mL/100 g). Apés anestesia e
tricotomia, os animais foram posicionados no equipamento em
dectbito lateral, com a pata direita voltada para cima e posicio-
nada em flexdo plantar maxima de tornozelo. Em seguida, uma
carga de 284 g foi liberada da altura de 35 cm sobre o musculo
tibial anterior (TA), totalizando trés impactos consecutivos dis-
tribuidos na regido proximal-média e medial do musculo". Apés
o procedimento, realizou-se palpacdo e mobilizacdo na pata
direita para confirmacéo da auséncia de fratura 6ssea.

Tratamento

Laser de baixa intensidade

Os animais dos grupos LA 7 e LA 21 receberam trata-
mento com laser de baixa intensidade através do aparelho
laserpulse da IBRAMED®, classe 3B, diodo de arserneto de
galio-aluminio (GaAlAs), comprimento de onda de 830 nm,
emisséo continua, poténcia de saida de 30 mW, area do feixe
de 0,07 cm?® e densidade de energia de 4 J/cm?® A terapia foi
aplicada por meio da técnica pontual, distribuida em 2 pon-
tos, sendo um ponto realizado imediatamente em cima da
leséo e o outro no tergo distal do musculo, com distancia de 1
cm. A aplicagdo de cada ponto teve duragdo de 16 segundos,
e foi utilizado filme transparente de policloreto de vinil (PVC)
na caneta emissora de laser’. Previamente, o equipamento
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foi calibrado pelo medidor de poténcia laser (Modelo Laser
Check, COHERENT).

O tratamento teve inicio 24 horas ap6s a contusdo e ocor-
reu diariamente, com intervalos de 24 horas, frequéncia de
cinco vezes por semana e intervalo de dois dias, totalizando
sete ou 21 sessdes, de acordo com o grupo.

Eutanasia

Para a eutandsia dos animais, utilizou-se alta dose de anes-
tésico, via intraperitoneal, seguida de perfusdo cardiaca com
60 mL de solucdo Phosphate Buffered Saline (PBS). Posterior-
mente, o musculo TA direito foi retirado e dividido em duas
partes iguais, sendo uma destinada & andlise histolégica e a
outra destinada a técnica de /mmunoblotting.

Andlise histoldgica

As amostras foram fixadas em suporte de madeira com ¢ra-
gacanth gum, em seguida, congeladas em isopentano a -80°C
e nitrogéenio liquido a -159°C. Para confec¢éo das laminas, os
musculos foram seccionados transversalmente com espessura
de 8 pm, utilizando criostato (Microm-HS505E) e, entéo, cora-
dos com hematoxilina e eosina (HE).

Por meio de microscépio de luz (Olympus, Optical Co. Ltd,
Tokyo, Japan) e software Image Pro-Plus® 6.2 (Media Cyberne-
tics), analisou-se, de forma quantitativa, dois cortes aleatérios
de cada animal através das objetivas de 4X e 20X. Na anélise
da drea de inflamacéo/regeneracdo, mensurou-se a drea do
musculo em estdgio de inflamacdo e regeneracgio, caracteri-
zada por apresentar intenso infiltrado inflamatério e fibras
em processo de regeneragdo. Os resultados foram obtidos
calculando-se a proporgéo dessa area com o corte do musculo
inteiro. Outra anadlise realizada foi a quantificacdo da area de
secco transversal (AST) das fibras com o intuito de verificar
sua maturacdo durante a regeneragdo, na qual se mensuraram
e compararam as fibras musculares que apresentavam ntcleo
centralizado, indicativo de regeneracéo, e fibras normais. Para
essa andlise, foram mensuradas, em cada corte, 400 fibras em
regeneracdo e 200 fibras normais.

Andlise molecular

Pela técnica de Immunobloting, foi quantificado o contetido
de MyoD, Miogenina e TGF-f1 nos grupos experimentais. Os
musculos foram homogeneizados em solugdo tampéo con-
tendo inibidores de protease e fosfatase (Triton 1%, pirofosfato
de sédio 100 mM, 0,1 mg/mL de aprotinina, PMSF 2 mM e
Na,VO, 10 mM). Os extratos foram centrifugados por 20 mi-
nutos a 4°C e o sobrenadante, tratado com tampéao Laemmli
(SDS 10%, glicerol 50%, azul de bromofenol 0,1%, tris-HCI 100
mM (ph 7.4). Entéo, 50 mg de proteina foram aplicados em gel

SDS-poliacrilamida 12%. As proteinas foram transferidas do gel
para a membrana de nitrocelulose, utilizando o equipamento
de eletrotransferéncia da Bio-Rad. As membranas foram blo-
queadas por 1 hora, em temperatura ambiente, com 5% de leite
desnatado diluido em solugéo basal (Trisma base 10 mM, NaCl
150 mM e Tween-20 0,02%). As membranas foram incubadas
com anticorpos primaérios a 4°C durante a noite, lavadas com
solucdo basal e incubadas com anticorpos secunddrios conju-
gados em perixodase por 2 horas em temperatura ambiente.
Para detectar as bandas imunorreativas, as membranas foram
expostas ao kit de quimioluminescéncia (Super Signal West
Pico Chemiluminescente, Pierce) por 5 minutos. A distribuigéo
homogénea do carregamento das amostras foi verificada por
meio da marcacdo com o corante Ponceau. A densitometria
6ptica das bandas foi quantificada pelo programa Image J (The
National Institute of Health, EUA).

Foram utilizados os seguintes anticorpos primadrios: (1)
MyoD (m-318), rabbit policlonal, Santa Cruz: sc-760; (2) TGF-f1,
mouse monoclonal, Sigma-Aldrich, T7039; (3) Miogenin, mouse
monoclonal, Sigma M5815. Os anticorpos secunddrios corres-
pondentes foram: (1) Goat anti-rabbit IgG-HRP, sc-2004 (Santa
Cruz) e (2) Goat anti-mouse IgG-HRP, sc-2005 (Santa Cruz).

Andlise estatistica

Na analise estatistica, aplicou-se o teste Shapiro-Wilk para
verificar a normalidade da amostra. Mediante a distribuicdo
normal dos dados, foi utilizado o teste ANOVA one-way se-
guido do teste Tukey, sendo os dados apresentados por meio
de média e desvio-padréo. Para os dados com distribui¢do ndo
normal, aplicou-se o teste Kruskal-Wallis e, posteriormente, o
teste Student-Newman-Keuls. Nesse caso, os dados sdo apre-
sentados 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%.

Resultados

Andlise histologica

A andlise histolégica possibilitou visualizar e quantificar a
area dalesdo que, por sua vez, apresentou-se restrita a superficie
do musculo TA e caracterizada pelo intenso infiltrado inflama-
tério, além de fibras em regeneracédo. No estdgio inicial da rege-
neracdo, as fibras musculares apresentaram pequeno didmetro,
citoplasma escasso e fortemente baséfilo, ntcleo centralizado e
aumentado em decorréncia da intensa sintese protéica. Com o
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avanco na reparacéo, elas exibiram aumento aparente da pro-
porcédo citoplasma/ntcleo, ntcleo com tamanho préximo ao
normal, menor AST quando comparadas as fibras normais, e
redugéo de infiltrado inflamatério ao seu redor'®'® (Figura 1).

A comparacdo da drea de inflamagéo/regeneracdo entre
o0s grupos demonstrou que o grupo LA 21 exibiu redugéo sig-
nificativa quando comparado ao grupo LE 21. Tal resultado
demonstra que, em sete sessoes de tratamento, o laser néo foi
eficiente para reduzir a area da lesdo, visto que nédo houve dife-
renca entre os grupos LE 7 e LA 7. No entanto, com o aumento
na quantidade de sessoes de tratamento, o laser revelou efeito
anti-inflamatdrio eficaz para regeneragdo muscular de ratos
idosos. A andlise intragrupo evidenciou a eficacia do laser, pois
os grupos LA 7 e 21 sessdes demonstraram reducédo signifi-
cativa na drea da leséo, enfatizando o avango da regeneragéo

muscular apds 21 sessdes de tratamento (Figura 2).

P 0 B e

Figura 1. Processo de regeneragao muscular nos grupos: lesdo 7 (LE 7), lesdo
21 (LE 21), laser 7 (LA 7) e laser 21 (LA 21).

Area de inflamagdo/regeneragdo

LA 21

LE7 LE 21 LA7

*p<0,05 comparado ao grupo LE 21.

Figura 2. Area em processo de inflamagdo/regeneragdo nos grupos lesdo 7
(LE7), lesdo 21 (LE 21), laser 7 (LA 7) e laser 21 (LA 21). (Média=DP).

As fibras musculares dos grupos LE 7 e LA 7 apresentaram
AST semelhantes entre si e significativamente reduzidas em com-
paragéo as fibras do grupo CT, indicando que as células desses
grupos estavam em fase inicial de regeneracdo e néo atingiram
valores proximos & normalidade. Apés 21 sessoes de tratamento,
apesar da AST das fibras musculares apresentarem valores proxi-
mos ao normal, ndo houve diferenca estatistica entre os grupos
tratados em relagéo ao LE. A comparacéo intragrupo demonstrou
diferenca na AST das fibras musculares do grupo LA 7 e 21, su-
gerindo a maturacdo das fibras musculares ao longo do tempo.
Porém, para os pardmetros utilizados neste estudo, o laser nédo
foi capaz de acelerar a maturagio das fibras musculares de ratos
idosos, sugerindo que aregeneracgéo ocorreu de forma espontanea
e ndo acelerada pelo tratamento (Tabela 1).

Analise molecular

Um marcador peculiar a fase de ativagéo e proliferacéo das cé-
lulas satélites é a expressdo de MyoD. Os achados demonstram que
o grupo LE 21 apresentou o contetido de MyoD reduzido em relagéo
ao grupo CT. Considerando que nenhum dos grupos experimen-
tais apresentou contetido de MyoD elevado em relagdo grupo CT,
sugere-se que as fases de ativacio e proliferagédo das células satélites
ja tenham ocorrido nos perfodos estudados, dessa maneira o conte-
tdo de MyoD apresenta-se normalizado (Figura 3).

O contetido de Miogenina, um marcador caracteristico da
fase de diferenciacéo das células satélites em fibras musculares
durante o processo de regeneracgdo, apresentou-se semelhante
nos grupos CT, LE 7 e LA 7. Logo, nesse primeiro momento, a
regeneracdo parece ter acontecido de forma espontanea, ndo
havendo contribuigédo da terapia. A andlise realizada na fase
tardia da regeneracdo exibiu aumento significativo no grupo
LE 21 em relacéo ao grupo CT, enquanto o grupo LA 21 apre-
sentou contetdo semelhante ao grupo CT. Tais resultados
podem sugerir retardo na regeneragdo muscular do grupo
LE 21, uma vez que o grupo LA 21 exibiu contetido reduzido
de Miogenina provavelmente por ter passado pela fase de dife-
renciacdo celular, diferentemente do grupo LE 21, que ainda se

Tabela 1. AST das fibras musculares dos grupos experimentais.
(Mediana=Q1-Q3).

Area das fibras com niicleo periférico (um?)

S Mediana 01-03
Controle 2913,39 2462,95-2920,24
Area das fibras com niicleo centralizado (pm?)
Lesdo 7 836,78" 836,78-870,37
Lesdo 21 1424,28 1424,28-1668,98
Laser 7 1066,87*f 820,79-1270,73
Laser 21 2633,21 1747,21-3300,47

*p<0,05 comparado ao grupo CT. 'p<0,05 comparado ao grupo LA 21.
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Figura 3. Imagens das bandas de proteinas e do carregamento das amostras (Ponceau). Exibigdo dos conteddos de MyoD, Miogenina e TGF-B1 nos grupos
controle (CT), lesdo 7 (LE 7), lesdo 21 (LE 21), laser 7 (LA 7) e laser 21 (LA 21) (Média=DP).

encontrava nessa fase. Porém, néo é possivel afirmar eficicia
do tratamento proposto, ja que ndo houve diferenca entre os
grupos tratado e lesdo (Figura 3).

Mediante a predisposi¢do do ambiente celular envelhecido
para a formagdo de fibrose durante o processo de regeneracéo
muscular, também se considerou importante verificar o con-
teado de uma citocina envolvida na formagéo de coldgeno, o
TGF-B1. O grupo LE 21 apresentou o contetido de TGF-P1 sig-
nificativamente elevado em comparagéo ao grupo CT. Apesar
de o grupo LA ter sido semelhante ao CT, nédo ¢ possivel afirmar
a influéncia do laser em prevenir a formacgéo de fibrose, pois
néo houve diferenga entre os grupos tratado e leséo (Figura 3).

Discussao

De acordo com o que foi previamente proposto neste es-
tudo, o tratamento com laser de GaAlAs, aplicado com den-
sidade de energia de 4 J/cm® demonstrou propriedade para
reduzir o processo inflamatdrio da lesdo apds 21 sessdes de
tratamento em modelo experimental idoso.

A lesdo do tipo contusdo selecionada para esta pesquisa
é semelhante as lesoes originadas por traumas de forca com-
pressiva que ocorrem no decorrer da vida, principalmente

durante a pratica de esportes, sendo assim de extrema relevan-
cia clinica'. O mdsculo TA foi eleito para receber a contusido
pela sua localizacdo superficial, facilitando o acesso a leséo.

Ao estudar regeneragdo muscular em animais idosos,
é preciso considerar a instalagcdo do processo de envelhe-
cimento e o efeito que ele desencadeia na regeneracéo. O
declinio na quantidade de células satélites quiescentes no
musculo esquelético, somado ao conjunto de fatores que
prejudicam sua ativacdo e proliferacdo, resulta no com-
prometimento da funcionalidade dessas células e, conse-
quentemente, na deficiéncia da capacidade regenerativa do
musculo esquelético de individuos idosos??!.

A alteracdo no potencial miogénico das células satélites
também foi visualizada por Beccafico et al.> em cultura
de células musculares de jovens (idade média de 30 anos)
e idosos (idade média de 83 anos). Apds sete dias de
diferenciacéo celular in vitro, a quantidade de células satélites
néo 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 miottibulos
multinucleados,indicouqueolF foisignicativamentereduzido
nas células musculares de idosos, comparadas com as dos
jovens. Tais resultados sugerem que o déficit da capacidade

regenerativa do musculo, em virtude do envelhecimento, ndo
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ocorre apenas pela redugdo na quantidade de células satélites
quiescentes, mas, provavelmente, pelo comprometimento
durante a fase de diferenciacgéo.

Marcadores-chave caracteristicos do processo de rege-
nerac¢do muscular foram estudados por van der Poel et al.* e
comparados entre animais jovens, adultos e idosos. As ana-
lises realizadas durante 12, 24, 36, 48 e 72 horas apés a leséo
verificaram que os niveis basais de citocinas inflamatérias
(TNF a, IL-6, IL-1P, INF vy, CD18 e IL-18) eram elevados nos
animais idosos, quando comparados com animais jovens e
adultos, além de essas citocinas permacerem aumentadas nos
animais idosos mesmo apds 72 horas da lesdo. Apesar de o
presente estudo ndo ter quantificado citocinas inflamatdrias,
essa desregulacdo oriunda do envelhecimento também pode
ser observada por meio da morfometria, uma vez que o grupo
LE 21 exibiu intenso infiltrado inflamatério, mesmo apds longo
periodo da leséo.

Estudos envolvendo regeneragdo muscular em animais
jovens podem favorecer o entendimento da fase inflamatéria
prolongada em virtude do envelhecimento. Winkler et al.** re-
alizaram leséo no musculo séleo de animais jovens e observa-
ram que, apds quatro semanas da lesdo, ndo havia inflamacgéo
no local, apenas tecido fibroso denso em desenvolvimento,
diferentemente do que foi observado neste estudo.

O processo de regeneracdo muscular desencadeia a ati-
vacdo das células satélites e, com elas, sdo expressos marca-
dores especificos em cada fase que percorrem. A fase inicial
de ativagdo e proliferacdo das células é caracterizada pela
expressao de MyoD, a qual exibe aumento 3 horas apds a le-
sdo, atingindo seu pico em 12 horas e, depois desse periodo,
volta a se normalizar®?. No presente estudo, as amostras
foram coletadas apds sete e 21 sessoes de tratamento, o
que justifica o conteudo de MyoD estar semelhante ou até
mesmo reduzido nos grupos experimentais em comparagao
ao grupo CT.

Com o avangar da regeneragio, é expressa a Miogenina, um
marcador peculiar da fase de diferenciagdo das células satélites
para reparo ou formacédo de novos mioblastos. Em animais jo-
vens, seu contetdo apresenta aumento por volta do 3° dia apds
alesdo, atingindo seu pico no 7° dia, e normalizando-se em se-
guida®?*. Em contrapartida, esses dados néo foram semelhan-
tes aos achados do presente estudo, uma vez que o contetido
de Miogenina do grupo LE 21 exibiu aumento significativo em
comparacdo ao grupo CT, mesmo apds quatro semanas da
lesdo muscular. Tal fato pode ser atribuido ao retardo no pro-
cesso de diferenciagdo celular em virtude do envelhecimento
no modelo experimental utilizado.

O grupo que recebeu tratamento, apesar de apresentar
o conteido de Miogenina semelhante ao do grupo CT, ndo

diferiu do grupo LE. Dessa forma, néo é possivel afirmar os
beneficios do laser para promover a regeneragdo muscular de
animais idosos, considerando os parametros utilizados.

Os mesmos marcadores miogénicos foram observados
por van der Poel et al.”, em que a expressdo de MyoD em
animais jovens e adultos apresentou aumento significativo
apos 72 horas da lesdo, enquanto, no mesmo periodo, esse
aumento ndo foi visualizado nos animais idosos. Com rela-
¢do a Miogenina, apds sete dias da lesdo ndo foi detectdvel
aumento significativo em sua expressdo nos animais idosos;
entretanto, nesse mesmo periodo, houve aumento de 90%
nos animais jovens e adultos.

O TGF-p1 é uma citocina caracteristicamente expressa
durante a formacéo de fibras coldgenas, sendo, assim, co-
mumente utilizada para investigar a formacéo de fibrose.
Contudo, essa citocina também exerce influéncia sobre o
estado de quiescéncia das células satélites, como foi verifi-
cado por Rathbone et al.”’. A adi¢do de TGF-B1 durante as
primeiras 48 horas de cultura de células satélites de ratos
adultos foi capaz de reduzir a quantidade de MyoD, demons-
trando que o TGF-P1 interfere na ativacdo celular, fazendo
com que as células permanegam em estado de quiescéncia.
Nesse sentido, o aumento no conteudo de TGF-f1, obser-
vado no grupo LE 21, também pode ter contribuido para o
retardo no processo de regeneragéo.

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 de o feixe atingir o musculo, uma
vez que € essa propriedade que define a profundidade de pe-
netragéo do laser no tecido irradiado. A densidade de energia
estabelecida foi de 4 J/cm?® por ponto por ser indicada para
processo inflamatdrio agudo®.

Assim como no presente trabalho, a efetividade da tera-
pia laser (633 nm) aplicada com baixa dose foi verificada por
Iyomasa et al.?’, que utilizaram 5 J/cm? e 10 J/cm?® de laser
HeNe apds contusdo no musculo TA de gerbilos jovens. Apés
o tratamento durante sete dias consecutivos, visualizaram
aumento da atividade mitocondrial nas fibras musculares,
aumento de fibroblastos e macréfagos e estimulo da angiogeé-
nese, sugerindo efetividade de ambas as doses utilizadas para
a regeneracdo muscular. A efetividade do laser para redugdo
do processo inflamatério também foi visualizada no presente
estudo, contudo, com a diferenca de que esse efeito foi evi-
dente apds 21 sessdes de tratamento, podendo esse retardo
ser atribuido ao envelhecimento.

Renné et al.* analisaram o padréo regenerativo do musculo
de animais adultos apds aplicagdo do laser de 830 nm na ten-
tativa de investigar a acdo da laserterapia aplicada com alta
dosagem, uma vez que utilizaram densidade de energia de
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50 J/cm® em um Unico ponto. Ao término das seis sessdes de
tratamento, os resultados revelaram que o laser proporcionou
reducéo da resposta inflamatéria por meio da andlise histo-
légica, e ainda, por meio da imunohistoquimica, demonstrou
diminui¢do na expressdo de COX-2, desencadeando efeitos
positivos no metabolismo do musculo apds leséo.

Apesar da frequente utilizacéo desse recurso na clinica, ainda
néo hd uma padronizagio na literatura com relacdo aos para-
metros ideais a serem utilizados para a regeneracdo muscular.
Neste estudo, preconizou-se por aplicar a terapia diariamente,
utilizando-se baixa dosagem (densidade de energia de 4J/cm?), vi-
sando ao actimulo dos efeitos ao longo do periodo de tratamento
composto por sete e 21 sessdes. Contudo, levando em considera-
¢éo os achados de outros estudos e o atraso natural da regene-
ragdo durante o envelhecimento, sugere-se que os parametros
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