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RESUMO

Os idosos passam por continuas mudangas fisicas, principalmente musculo-esqueléticas,
como sarcopenia, alteragdes no sistema nervoso central e periférico, hipoperfusao
sanguinea, alteracdes regenerativas contribuindo para atrofia e fraqueza muscular,
prejudicando as atividades de vida diarias (AVDs). O processo regenerativo ocorre pela
determinagdo, proliferacdo, diferenciagdo das células satélites através da ativacao do
programa genético musculo-especifico, que ¢ regulado por fatores de transcrigdo
especificos, conhecidos como fatores regulatorios miogénicos (FRMs). Porém no idoso
por causa das alteragdes musculo-esqueléticas a ativacdo dos FRMs sdo ineficientes,
prejudicando o processo de regeneracdo. Entretanto, recentes achados mostraram
resultados muito promissores da laser terapia de baixa intensidade (LTBI) na
regeneragdo muscular, mas os efeitos desta terapia quando associado ao envelhecimento
continuam desconhecidos. Este projeto tem por objetivo avaliar os efeitos da (LTBI),
A=830nm, no musculo tibial de ratos idosos apos criolesdo. Foram utilizados 56 ratos
machos Wistar, divididos aleatoriamente em 4 grupos (n=7) de ratos jovens de 3 meses
e 4 grupos (n=7) de ratos idosos de 10 meses; subdivididos em: grupos controle (C),
grupos em que o musculo tibial anterior direito (TAD) foi apenas irradiado (I), grupos
em que o TAD foi submetido a criolesdo (CL) e grupos onde o TAD foi submetido a
criolesdo e a irradiagdo (LI). O tratamento com o laser modelo da DMC, classe 3B,
energia de 0,87 J, foi realizado a cada 24 h, durante cinco dias consecutivos, com a
primeira aplicagdo 24 horas ap6s a inducdo da lesdo. No sexto dia pos lesdo, com os
animais vivos ¢ anestesiados, o musculo TAD foi cuidadosamente dissecado e retirado,
e logo depois os animais foram eutanaziados. Realizou-se analises histologicas da area
da lesio com Azul de Toluidina e contagem dos capilares sanguineos com
Hematoxilina-eosina. Por meio da analise por RT-PCR, foi possivel analisar a expressdo
dos genes MyoD e VEGF. Os resultados mostraram que houve aumento significativo
(p<0,05) da expressdo génica da MyoD, do VEGF e da contagem de capilares
sanguineos mais proeminentes nos grupos idosos lesados e irradiados do que no grupo
jovem. Provavelmente a LTBI aumentou a maturacdo das células satélites em
mioblastos e miotubos, melhorando o processo regenerativo dos ratos idosos irradiados.
Palavras-chaves: terapia laser de baixa intensidade (LTBI); regeneracdo muscular;

ratos idosos; MyoD; VEGF.



ABSTRACT

The elderly still go through physical changes, especially musculoskeletal disorders such
as sarcopenia, changes in central and peripheral nervous system, blood hypoperfusion,
regenerative changes contributing to atrophy and muscle weakness, undermining the
activities of daily living (AVL). The regenerative process happens about the
determination, proliferation and differentiation of satellite cells through activation of
muscle-specific genetic program, which is regulated by specific transcription factors,
known as myogenic regulatory factors (MRFs). But in the elderly because of changes in
skeletal muscle-activation of MRFs are inefficient, hindering the process of
regeneration. However, recent findings showed very promising results of low laser
therapy (LLT) in muscle regeneration, but the effects of this therapy when associated
with aging are still unknown. This project aims to evaluate the effects of (LLT), A =
830nm, the tibial muscle of aged rats after cryolesioning. We used 56 male Wistar rats
randomly divided into 4 groups (n = 7) of young rats from 3 months to 4 groups (n = 7)
of aged rats, 10 months, divided into control groups (C), groups in which the right
Tibialis anterior muscle (TA) was only irradiated (I), groups in which the AT was
submitted to cryolesioning (CL) and groups where the TA muscle cryolesioning and
was subjected to irradiation (LI). Treatment with the laser model of the DMC, Class 3B,
energy of 0.87 J, was performed every 24 h for five consecutive days, with the first
application 24 hours after induction of injury. On the sixth day after injury, with the
animals anesthetized and the TA muscle was carefully dissected and removed, and then
the animals were euthanaziated. We carried out histological analysis of the area of the
lesion with toluidine blue, and counting of blood capillaries with hematoxylin-eosin.
Through analysis by RT-PCR, it was possible to analyze the expression of MyoD and
VEGF genes. The results showed that there was significant increase (p <0.05) of the
expression of MyoD gene, VEGF gene and capillary blood count of more prominent in
elderly victims and irradiated groups than in the young. Probably the LLT increased the
maturation of satellite cells into myoblasts and miotubos, enhancing the regenerative
process of aged rats irradiated.

Keywords: Low laser therapy (LLT); muscle regeneration; aged rats, MyoD, VEGF.
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1-INTRODUCAO

1.1-ENVELHECIMENTO:

O envelhecimento ¢ uma cadeia de eventos dinamicos e progressivos no qual ha
modificacdes morfologicas, fisiologicas, bioquimicas, psicoldgicas e funcionais, que
determinam, em grande parte, a capacidade de adaptagdo do individuo ao meio
ambiente, que pode estar relacionado as incidéncias de processos patologicos (Harman,
1981).

Os idosos ultrapassam o nimero de 15 milhdes, correspondendo a 8,6% da
populacdo total brasileira. O Brasil encontra-se em 85° lugar na lista de paises por
expectativa de vida, com uma média de 71,97 anos (OMS, 2007).

No envelhecimento € necessario prevenir e tratar as continuas mudangas fisicas,
principalmente as musculo-esqueléticas (Oliveira, 2007) como: sarcopenia, alteragdes
no sistema nervoso central e periférico, hipoperfusdo sanguinea, alteracdes da ingesta
calorica (Matiello-sverzut, 2003), alteracdes regenerativas (Always et al. 2001). Essas
caracteristicas contribuem substancialmente para a atrofia e fraqueza muscular inerente
ao envelhecimento, ocasionando a perda da mobilidade funcional e da independéncia
fisica (Oliveira, 2007), sendo que uma das causas dessas altera¢des ¢ o aumento do risco
do idoso cair.

A queda ¢ a principal causa da morte acidental entre pessoas com 60 anos ou
mais. Além disso, na maioria dos casos que sofreram este tipo de acidente tiveram
sérias conseqiliéncias fisicas, incluindo lesdes, hospitaliza¢des, dificuldade na
mobilidade, restricdo das atividades de vida diarias (AVDs), receio de sofrer um novo

trauma, como também periodos de internacdo mais longos, maiores periodos de
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reabilitacdo, maior risco de dependéncia posterior ¢ maiores custos com remédios e
internacdes (OMS-2007). Entre as lesdes causadas pelas quedas dos idosos a lesdo
muscular é a mais comum, tendo uma incidéncia de 10% a 55%, sendo a contusio a
causa de 90% dos casos (Jarvinen et al. 2005).

O processo de regeneragdo muscular nos idosos ¢ deficitario, ha hipoperfusao
muscular, aumento de espécies reativas de oxigénio (ROS) que causam o “estresse
oxidativo”, alteram o pH sarcoplasmatico e os canais de calcio. Com isso, o tecido
muscular sofre modificagdes na sua estrutura e na fungdo das células responsaveis pela
regeneragdo musculo-esquelética (Ehrhardt, 2005), que se tornam menos efetivas

(Amaral, 2001).

1.2 - REGENERACAO MUSCULAR:

O tecido musculo-esquelético ¢ um tecido dinamico, capaz de responder a
estimulos fisioldgicos ou a lesdes por meio de um orquestrado processo de regeneragao
para restaurar sua arquitetura (Jarvinen et al. 2005).

Diversos modelos de lesdo foram propostos para examinar 0s mecanisSmos
regenerativos musculo-esquelético, incluindo criogenia, lesdes quimicas e contusdes
(Shi et al. 2006). Em reposta a estes modelos de lesdo uma resposta celular e molecular
¢ observada. A regeneragdo muscular passa por 3 fases: a primeira com ruptura e
necrose das miofibrilas, levando a reagdo inflamatoéria e ativagao das células satélites. A
segunda consiste na fagocitose do tecido necrotico por neutrofilos e macréfagos
(Tidball, 2005), regeneracdo das miofibrilas pela proliferacio e diferenciagdo das
células satélites; e a terceira, onde os mioblastos formam miotubos multinucleados,

ocorre sua maturagdo em miofibrilas até o restabelecimento da capacidade funcional. As
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células satélites novamente ingressam no ciclo celular e demonstram uma significante
capacidade proliferativa entre 2 a 3 dias de lesdo, processo acompanhado pela fase de
diferencia¢do onde mioblastos saem do ciclo celular para formar pequenos miotubos. A
fusdo dos mioblastos e seu crescimento geram miofibrilas centronucleadas regeneradas
resultando na restaura¢do do tecido muscular (Amaral, 2001; Minamoto et al. 2001;
Huard et al. 2002; Anderson, 2006).

Na lesdo muscular as células satélites exercem papel fundamental, pois alteram
sua estrutura por meio de estagios de determinagdo, proliferagdo, diferenciacdo e
ativacdo do programa genético musculo - especifico, que ¢ regulado por fatores de
transcri¢do especificos, conhecidos como fatores regulatérios miogénicos (FRMs)
(Amaral, 2001). Os FRMs sdo uma familia de fatores de transcricdo hélice-alga-hélice
(bHLH) que regulam genes musculo-especifico como desmina, troponina I e cadeia leve
da miosina, sendo compostos por 4 membros: MyoD (ou Myf-3), Myf-5, miogenina (ou
Myt-1) e MRF-4 (ou Myf-6/herculina) (Saborin & Rudnick, 2000). Durante a
embriogénese eles sdo criticos no estabelecimento da linhagem miogénica e no controle
da diferenciacdo dos mioblastos ¢ miofibras (Saborin & Rudnick, 2000).

A expressdao dos FRMs foi investigada em varias fases do desenvolvimento.
Dois grupos de FRMs foram identificados: os FRMs primdrios que sdo myoD e myf-5,
os quais tém papel na determinagdo miogénica, ou seja na transformacgdo de célula
precursora em mioblasto; os FRMs secundarios: miogenina e MRF-4 responsaveis pela
diferenciacdo celular do mioblasto em midcito diferenciado e deste para a fibra
muscular madura (Marsh et al. 1997; Saborin & Rudnick, 2000; Buchberger et al. 2003;
Ishibashi et al. 2005; Peviani et al. 2007).

Pesquisas verificaram que a sinalizagdo molecular para ativar fatores

regulatdrios e expressar genes especificos musculares ¢ o que comanda as fases de
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ativacdo e proliferacdo das células satélites durante a regeneragao; e a indugdo da MyoD
ocorre dentro de 2-6 horas pos lesdo, correspondendo ao seu papel de ativacdo das
células satélites. J& a Myf5 e a miogenina aparecem 5 dias apods lesdo, induzindo a
diferenciagdo destas células (Carnac, 1998; Shi et al. 2006; Zhao & Hoffman, 2006).

Outros estudos descobriram que a MyoD e a miogenina estdo em altos niveis de
expressdo durante os primeiros meses de vida. Depois, no musculo adulto de animais,
sdo apenas detectaveis nos processos de plasticidade, adaptagdo e regeneracdo, € no
musculo do animal idoso estdo frequentemente aumentadas. Esta hiper-regulagdo da
expressao da MyoD e da miogenina no nticleo das fibras musculares estad provavelmente
relacionadas a insuficiente inervacdo motora do musculo idoso, onde a expressdo dos
FRMs, no nucleo das células satélites, ocorre para uma miogé€nese compensatoria em
fibras presumidamente desnervadas (Musaro et al. 1995; Always, 2001; Dedkov et al.
2003;)

Alway, 2001, analisando se o aumento da expressdo dos FRMs era favoravel
para o musculo de ratos idosos, num protocolo de imobilizagdo da pata traseira para
causar atrofia muscular, verificaram que os ratos jovens apresentaram um aumento na
expressdo dos FRMs para reverter a perda das fibras musculares, porém nos idosos
como j4 estava elevado ndo conseguiram aumentar além desses niveis e concluiu que a
idade elimina a capacidade do musculo idoso de regular os FRMs para tentar reverter a
atrofia induzida.

Marsh et al., 1997, verificaram os niveis de expressdo dos FRMs durante a
regeneragdo de musculos lesados de ratos jovens, adultos e idosos apos 5, 14, 21, 28 e
56 dias de lesdo. Nos ratos jovens e adultos todos os FRMs aumentaram no 5° dia
seguido por uma diminui¢ao da sua expressao atingindo os niveis do controle no 28° dia

e permanecendo assim no 56° dia. Isso mostrou que no 5° dia pos lesdo o processo de
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regeneragdo esta em maior atividade por que as células satélites ja se transformaram em
mioblastos, precisando da acdo de todos os FRMs para fazer a maturagdo dessas células
em miotubos, restaurando o tecido muscular lesado.

J& nos ratos idosos os FRMs permaneceram com sua expressao elevada, porém
ndo foi um aumento conjugado igual ao que ocorreu com os ratos jovens e adultos. A
miogenina aumentou no 5° dia, a MyoD aumentou no 28° dia e a MRF4 aumentou no
14° dia. Concluindo que o tecido muscular no idoso tem um descontrole na aptidao de
ativar os FRMs de acordo com a necessidade das células no processo de regeneragao,
mostrando que a estabilidade do RNAm, eficiéncia da traducdo, fosforilagdo, e
transmissdo de sinais estdo alterados e ¢ possivel que as alteracdes da juncdo
neuromuscular e/ou a inatividade dos ratos idosos podem causar o aumento da
expressdo génica dos FRMs, na tentativa continua de gerar novas fibras musculares e
reverter a possivel atrofia e lesdo (Marsh, 1997).

As células satélites além de serem reguladas pelos FRMs sdo influenciadas por
varios fatores de crescimento, como: fator de crescimento fibroblastico, fator de
crescimento insulino-dependente, interleucina-6 e o fator de crescimento vascular
endotelial (VEGF) que ¢ um fator de crescimento vascular ativado durante a
embriogénese e regeneragdo muscular (Cross et al., 2003).

Além das alteragdes nos niveis dos FRMs, Ryan et al., 2006, mostraram que os
niveis de RNAm do VEGF encontram-se diminuidos no musculo de individuos idosos,
somando para a hipoperfusdo sanguinea e as alteracdes regenerativas. Outro estudo
verificou as vias de ativagdo do gene VEGF durante a miogénese e descobriram que o
gene MyoD interage diretamente com a regido regulatéria do VEGF (Bryan et al.,
2008), mostrando que existe uma ligacdo entre a manuten¢do do aporte sanguineo e a

regeneracdo muscular (Wagatsuma et al., 2006). Assim, podemos entender que as

15



alteragdes na expressao génica dos FRMs influenciam de forma negativa no aumento da

expressao génica do VEGF, prejudicando ainda mais a regeneragdo muscular no idoso.

1.3-EFEITO DO LASER NOS TECIDOS:

A laser terapia de baixa intensidade (LTBI) vem sendo amplamente utilizada
nos tecidos biologicos com resultados positivos (Ortiz et al., 2001). Nos processos
cicatriciais o laser induz respostas como diminui¢cdo do processo inflamatorio, redugo
de edema, aumento da fagocitose, da sintese de colageno (Baxter, 1994; Gogia, 1995).
No tecido dsseo os resultados do uso da LTBI mostraram fraturas consolidadas e
aumento da resisténcia e da densidade o6ssea (Trelles e Mayayo, 1987; Kawasaki e
Shimizu, 2000), aumento do acumulo de calcio (Luger et al., 1998), aumento da
atividade fagocitaria dos macrofagos e da atividade dos fibroblastos para produzir o calo
6sseo (Tang e Chai, 1986). Foram descritos melhor grau de organizagdo das fibras
colagenas do tecido tendineo lesados e irradiados (Arruda et al., 2007), e também o uso
da laserterapia na promo¢ao da regeneragdo nervosa periférica ap6s axoniotmese e
cirurgia reparadora (Gigo-benato et al., 2004), além de estimular a proliferacao de
fibroblastos e sintese de procolageno in vitro (Pereira et al., 2002).

Trabalhos apontam o efeito positivo da LTBI na regeneracdo muscular, pelo
aumento de miotubos, miofibrilas ¢ angiogénese com o laser He-Ne de 632,8nm com
31,2J/cm” e irradiados por 5 dias (Weis e Oron, 1992); ativa a proliferagio, a
diferenciagdo ¢ a fusdo das células satélites na cultura de células miogénicas de ratos,
com laser 632,8nm, 4,5 mW (Shefer et al., 2002); induz a expressdo de proteinas
regulatorias do ciclo celular, aumenta a darea da fibra muscular e a densidade

mitocondrial com o laser He-Ne de 632,8nm com 2,6; 8,4 e 25 J/cm? , irradiados por 5
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dias (Amaral, 2001). Porém um estudo realizado com o laser As-Ga (904nm) com doses
de 3 e 10 J/em® , por 5 dias, ndo foi suficiente para promover alteragdes morfologicas
significativas na regeneragdao muscular (Oliveira et al., 1999).

Outro trabalho utilizando laser Ga-Al-As, 780nm, com doses altas de 150)/cm?,
250J/cm® e 800J/cm® por 5 dias e 10 dias consecutivos, mostraram que o melhor
resultado histoquimico e histomorfométrico foi encontrado no grupo irradiado com
800J/cm” tanto com 5 dias como com 10 dias de tratamento (Morrone et al., 1998).

Comparando dois tipos de laser, He-Ne, 31,2J/cm® e o Ga-As, 2.82 Hz e
0,005mW, por 5 dias consecutivos na regeneragdo muscular de musculos de ras lesados
por criolesdo, verificaram que o processo de regeneracdo ocorreu igualmente para os
grupos irradiados com os dois tipos de laser (Bibikova e Oron, 1994). Verificaram
também a acdo a longo prazo da LTBI, com o laser He-Ne, 632,8nm, em musculos de
ras lesados com criolesdo e irradiados 5 dias consecutivos, pela analise histologica
depois de 9, 14 e 30 dias pds lesdo. Eles conseguiram mostrar que os musculos lesados
e irradiados apresentavam 15%, 65% e 75% de miofibrilas novas respectivamente
quando comparado com o grupo lesado e ndo irradiado que apresentou 0, 5% e 15% de
miofibrilas novas (Bibikova e Oron, 1992), além de verificar o aumento da angiogénese,
mostrando que a revascularizagdo precoce explica a maturagdo acelerada das miofibrilas
dos musculos lesados e irradiados (Bibikova e Oron, 1994).

Estudos demonstraram a acdo da LTBI no aumento da proliferacdo celular, da
sintese de proteinas, aumento da 4area média das fibras musculares, aumento da
quantidade de miotubos e miofibrilas em musculos lesados, melhora da densidade
mitocondrial e da regeneragdo em musculos desnervados e lesados, além do aumento da
angiogénese (Amaral, 2001; Bibikova e Oron, 1992). Os autores verificaram no local da

lesdo reducdo de apoptose celular, alteragdo nas concentragdes de radicais livres,
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elevagdo da producdo da superoxidodismutase (enzima que atenua o dano causado por
radicais livres, diminuida no idoso) (Karu, 1995; Vladimirov, Osipov & Klebanov,
2004), aumento da atividade de fibroblastos, alinhamento das fibras de coldgeno. Estes
efeitos da irradiacdo laser sobre tecidos bioldgicos podem promover uma aceleragdo do
processo de reparo tecidual e melhoria das suas propriedades fisicas e funcionais
(Parizotto & Baranauskas, 1998; Enwemeka & Reddy, 2000).

Apesar dos trabalhos realizados com idosos serem escassos, resultados
preliminares mostram um caminho bastante promissor da aplicagio da LTBI na
regeneragdo tecidual associado ao envelhecimento, pois determinadas caracteristicas
idade-dependentes como as condigdes bioquimicas, metabolicas e fisicas podem
influenciar componentes do mecanismo fotobiomodulatorio e conseqiientemente definir
como as células irdo responder a radiacdo eletromagnética (Taciro, 2007). Além do que,
os efeitos da LTBI na regeneragdo dos tecidos bioldgicos dependem do tempo de
dosagem, comprimento de onda ¢ freqiiéncia das irradiagdes usadas (Ortiz et al., 2001,
Bibikova e Oron, 1994), pois determinam quais biomoléculas vao interagir no tecido
levando ao efeito terapéutico especifico (Vladimirov et al., 2004; Amat et al., 2006)

O mecanismo fotobiomodulatério da LTBI explica através da teoria fotoquimica
que a intera¢do da radiagdo eletromagnética com os cromdforos da membrana interna da
mitocondria e a cascata bioquimica subseqiiente da fotoestimulagdo por laser se da
principalmente num meio onde hd um estado 6xido-redugdo instavel (Karu, 2005).
Considerando isso, ¢ bem provavel que a radia¢do laser encontre um meio de interagdo
mais propicio no adulto que no jovem, ja que o estresse oxidativo ¢ uma caracteristica
do processo de envelhecimento tecidual (Taciro, 2007). Como a célula jovem apresenta
um metabolismo elevado, cujas condigdes bioquimicas como fatores de crescimento,

aporte sanguineo e sinalizag¢@o intra e intercelular sdo considerados ideais, ¢ possivel
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que os beneficios da radiacdo laser sejam mais significativos para as populagdes idosas,
restaurando processos metabolicos e bioquimicos que se alteraram durante o
envelhecimento.

Também ¢ hipotetisada a possivel existéncia de uma cadeia de transdugdo de
fotons para uma resposta celular, na qual ocorre a absor¢do da luz pela mitocondria,
podendo gerar os eventos da segunda etapa no nucleo, como: mudangas na taxa de
sintese de DNA e RNA para aumentar a proliferacdo celular (Ortiz et al., 2001),
alteracdes no estado de oxidagdo e redugdo dos componentes da cadeia respiratoria,
alteracdes na atividade bioquimica e estrutural da célula, aumento da proliferagao
celular e sintese protéica, alteragdes no potencial de membrana e vasodilatagdo local
oferecendo nutrientes as células (Karu, 1995).

Comparando estes efeitos da LTBI com as alteragdes decorrentes do
envelhecimento, possivelmente a laserterapia na regenera¢do muscular de ratos idosos
propiciara resultados positivos, como: a normalizacdo ou aumento dos niveis alterados
dos FRMs, aumentando a capacidade de proliferacdo e maturacao das células satélites,
mioblastos e miotubos, revertendo a possivel atrofia nos musculos nio lesados e a lesdao
nos musculos lesados.

Assim, este estudo tem como objetivo verificar se a LTBI influenciou no
processo de regeneragdo do musculo de ratos idosos, para tal comprovacao foram
realizadas andlises moleculares, para verificar os niveis do RNAm da MyoD e VEGF,
analises histologicas para analisar ap6s a irradiagdo a morfologia das fibras musculares,
presencga de lesdo muscular e o nimero de vasos sanguineos. Acreditamos também que
os resultados deste projeto fornecerdo subsidio para o uso clinico da laserterapia na
regeneracdo de lesdes musculares, melhorando ndo s6 a resposta tecidual a lesdo, como

também o aspecto funcional e social do idoso.
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2-METODOLOGIA
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2.1-ANIMAIS:

A pesquisa foi desenvolvida utilizando 56 ratos machos da espécie Wistar, com
idade de 3 meses (266+30g) o grupo de ratos jovens e 10 meses (674+85g) o grupo de
ratos idosos. Os animais foram fornecidos pelo biotério central da Universidade Federal
de Sao Carlos (UFSCar) e alojados em biotério préprio no laboratério de
eletrotermofototerapia, onde foram mantidos em gaiolas plasticas (maximo de trés
animais por caixa). Todos os animais tiveram livre acesso a dgua e ragdo peletizada e
foram submetidos a um controle ambiental de luminosidade (ciclo claro/escuro de 12h)
a temperatura ambiente. O estudo foi aprovado pelo Comité de FEtica em

Experimentacdo Animal da UFSCar, parecer 04/08.

2.2-GRUPOS EXPERIMENTAIS:

Os animais foram divididos em quatro grupos experimentas (n=7). O musculo
submetido a criolesdo foi o tibial anterior direito (TAD) que foi tratado com laser
A=830nm com energia 0,87J.

Grupo 1: - (LI) — Os musculos dos ratos jovens foram submetidos a criolesdo e
tratados com laser A 830nm.

- (LI) - Os musculos dos ratos idosos foram submetidos a criolesao e
tratados com laser A 830nm.

Grupo 2: - (CL) — Os musculos dos ratos jovens foram submetidos a criolesao,
mas nao foram tratados.

- (CL) — Os musculos dos ratos idosos foram submetidos a criolesao,

21



mas ndo foram tratados.

Grupo 3: - (I) — Os musculos dos ratos jovens ndo foram submetidos a criolesao,
mas foi realizado um tratamento com laser A 830nm na regido do TAD.
- (I) - Os musculos dos ratos idosos nao foram submetidos a criolesao,

mas foi realizado um tratamento com laser A 830nm na regido do TAD.

Grupo 4: - (C) - Os musculos dos ratos jovens ndo foram submetidos a criolesao

e nem tratados.

- (C) - Os musculos dos ratos idosos nao foram submetidos a criolesdo e

nem tratados.

2.3-TECNICA CIRURGICA E PROTOCOLO DE CRIOLESAO:

O experimento foi realizado em sete dias:

Dia I - Os animais foram inicialmente pesados e posteriormente anestesiados de
acordo com o peso corporal por meio de injecdo intraperitoneal de solugdo composta
por Cloridrato de Ketamina (0.05 mg/kg) e Cloridrato de Xilazina (0.03 mg/kg). O
musculo submetido ao procedimento de criolesdo foi o tibial anterior direito (TAD). Em
seguida, a pele que recobre o TAD foi tricotomizada e limpa, sendo entdo realizada uma
incisdo transversal (de aproximadamente 1 cm) na regido correspondente ao ventre do
musculo. Para a correta exposi¢do do TAD, foi necessario ainda, o afastamento da

fascia que o recobre.

A lesdo tecidual foi induzida por congelamento (criolesdo) na regido central do
ventre do musculo TAD. Para isso, um bastdo de ferro com uma ponta de 0.5cm?,

previamente imerso em nitrogénio liquido, foi pressionado transversalmente contra o
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ventre do musculo por 10 segundos. Apds novo resfriamento do bastdo, esse
procedimento foi repetido e em seguida a pele foi suturada (Fio Nylon 3-0 — SHALON
Ltda) e limpa com 4&lcool iodado. Esta metodologia foi previamente testada no
laboratorio de Neurociéncias, Unidade de Plasticidade Muscular da Universidade

Federal de Sao Carlos (UFSCar).

Dias II, III, IV, V e VI — Os animais foram submetidos ao procedimento de
irradiagdo de acordo com o comprimento de onda estabelecido, 830nm, durante cinco
dias consecutivos. Para isso foi permitida a exposi¢do da area lesionada ao feixe do

laser.

Dia VII — Eutanésia — Os animais de todos os grupos tratados e controles foram
pesados, anestesiados e submetidos a eutandsia com a injecdo intracardiaca de cloreto

de potassio (KCL-3M).

Figura 1: esquema ilustrativo da criolesdo no ventre do musculo TAD.

2.4-RETIRADA DOS MUSCULOS:
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O musculo TAD foi cuidadosamente dissecado e retirado com os animais vivos
e anestesiados. Apds a retirada, o musculo foi pesado. O musculo foi dividido em duas
por¢des similares com um corte horizontal no seu ventre. A porcdo distal foi
imediatamente congelada em nitrogénio liquido para a extragdo de RNA. A por¢do
proximal foi utilizada para andlise histologica. Para tal, o fragmento muscular foi pré-

congelado em isopentano. Os musculos foram armazenados em freezer a —86 C.

2.5-EXTRACAO DE RNA TOTAL:

A extragdo de RNA total de cada animal foi obtida utilizando-se o reagente
Trizol (Gibco).

A densidade optica (DO) das amostras foi determinada por espectrofotometria,
no comprimento de onda de 260 nm. Para avaliar a qualidade do RNA isolado foi
determinada a razdo entre as absorbancias a 260 e 280 nm (razao > 1.8). Também foi
avaliada a qualidade do material por eletroforese das amostras (25ug de RNA total) em
gel desnaturante de agarose-formamida (1%), em tampao MOPS (40mM de 4acido
morfolinopropanosulfonico). Posteriormente, os géis foram corados com brometo de

etideo.

2.6-RT-PCR (Reverse Transcriptase — Polymerase Chain Reaction):
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Apos o isolamento do RNA, foi realizada as transcricdes reversas (RT)
utilizando 1ug de RNA total. A reacdo de RT foi realizada da seguinte forma:

Volumes variados de RNA total: 200 ul de Transcriptase Reversa; 0,8 mM
dNTPs; 1 mM MgCt2; 0,02 ug/ul primer oligo dT; 4 mM DTT.

A reagdo foi realizada em um termociclador (10 minutos a 70°C, 60 minutos a
42°C e 10 minutos a 94°C). A integridade do produto da RT (cDNAs) foi conferida
através da realizagdo de gel de agarose (1%) nao desnaturante, corado com brometo de

etideo.

2.7-Real Time-PCR:

Em seguida, diferentes fragdes das RTs foram utilizadas na amplificagio em
cadeia por Polimerase (PCR) em um equipamento que monitora a geragdo de amplicons
em tempo real (PCR real-time,Rotor Gene).

As amplificagdes por PCR foram efetuadas utilizando-se 10-80ng/ul de cDNA
adicionado a uma reagdo contendo 25ul de SYBR Green PCR master misx (Applied
Biosystems, Foster City, CA), 50-900nM dos primers (senso e antisenso) em uma
solugdo com volume final de 55ul , dividido em dois tubos (duplicata). As condigdes de
ciclagem consistiram em: 95°C por 10 min, seguidos de 40 ciclo com duas etapas, 15s
de desnaturagdo a 94°C, 60s de anelamento a 56°C para o GAPDH, 52°C para a MyoD
e 56°C para o Vegf., seguido de 72°C por 60s e 72°C por 10 min.

Apbs a reagdo de PCR, foi possivel determinar o inicio da fase de amplificacao
exponencial (Ct, cycle threshold) de cada amostra, que foi utilizado como dado para a

analise da expressao génica da MyoD e VEGF. A expressao génica foi normalizada pelo
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gene GAPDH que foi utilizado como controle interno, de acordo com os autores

(Mozdziak et al., 1998).

2.8-PRIMERS:

Os oligonucleotideos, que foram utilizados como primers, para as reagdes de
polimerase em cadeia para a Myo-D (Hill et al., 2003), o Vegf (Wagatsuma et al.,
2000). As seqiiéncias utilizadas foram MyoD (senso:
GGAGACATCCTCAAGCGATGC; antisenso: AGCACCTGGTAAATCGGATTQG),
VEGF (senso: GGAGATCCTTCGAGGAGCACTT; antisenso:
GGCGATTTAGCAGCAGATATAAGAA), GAPDH (senso:

CCACCAACTGCTTAGCCC; antisenso: GCCAAATTCGTTGTCATACC).

2.9-ANALISES HISTOLOGICAS:

- Fibra muscular:

Para avaliar a presenca de sinais da lesdo muscular por criolesdo, cortes
histologicos do musculo tibial anterior foram analisados. Para isto, a por¢do proximal
do musculo foi fixada em figado bovino, conservado em formol, e congelada
primeiramente em isopentano pré-congelado em nitrogénio liquido, e colocado no
freezer (-80°.C). Cortes seriados (10 pum de espessura) foram obtidos do ventre do
musculo tibial congelado usando um micrétomo criostato (HE 505; Microm, Jena,
Germany) mantido a -20°.C e entdo foram corados com 1% de azul de toluidina/1%

borax. O corante azul de toluidina foi usado para avaliar a morfologia das fibras
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musculares e presenga da lesdo muscular, porque este permite a identificagdo do
miontucleo, areas de mionecrose, ¢ a regido basofilica das fibras musculares. Para a
analise morfométrica da area de lesdo, as imagens foram processadas para a obtengdo de
um mosaico demonstrando a extensao total do corte histoldgico; foram captadas com
objetiva de 10x e analisadas em microscopio Optico (Axioplan 2, Carl Zeiss, Jena,
Alemanha). A mensuragdo da area total e 4rea lesada de cada corte foi realizada através

do software Axion Vision (Carl Zeiss).

- Capilares sanguineos:

Para avaliar a presenca de vasos sanguineos no local da lesdo muscular, cortes
histolégicos do musculo tibial anterior foram analisados. Para isto, a por¢do proximal
do musculo foi fixada em figado bovino, conservado em formol, e congelada
primeiramente em isopentano pré-congelado em nitrogénio liquido, e colocado no
freezer (-80°.C). Cortes seriados (7 um de espessura) foram obtidos do ventre do
musculo tibial congelado usando um micrétomo criostato (HE 505; Microm, Jena,
Germany) mantido a -20°.C e entdo foram corados com Hematoxilina/eosina (HE). Para
a analise dos vasos sanguineos as imagens foram processadas para a obten¢do de um
mosaico demonstrando a extensdo total do corte histologico, foram feitas 5 areas por
corte, sendo 5 cortes por animal e as imagens foram captadas com objetiva de 10x e
analisadas em microscopio Optico (Axioplan 2, Carl Zeiss, Jena, Alemanha). As
imagens obtidas dos vasos sanguineos foram analisadas no software Imagetool 3.0
(University of Texas Science Center in San Antonio), no qual foram contabilizados a

quantidade de capilares sanguineos presentes na fotomicrografia.

2.10-FONTES DE LUZ:
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Foi utilizado o equipamento emissor de luz laser tipo diodo - TheralLase, da
marca DMC equipamentos Ltda, operando os seguintes parametros: comprimentos de
onda da luz = 830 nm; poténcia Optica util (saida da ponteira) = 30mW; diametro do
feixe = 0,6 mm; area do feixe de saida = 0,0028 cm?; angulo de divergéncia = 1,5

Classe = 3B GaAlAs; dose = 30J/cm’, tempo de 29 segundos e energia=0,87J.

2.11-PROTOCOLO DE IRRADIACAO:

e Os animais foram irradiados diretamente no local da lesdo muscular, a cada
24 h, durante cinco dias consecutivos, com a primeira aplicagdo 24 horas
apos a inducgdo da lesdo.

e As irradiagdes foram emitidas pela referida fonte e respectivo comprimento
de onda de 830nm.

e A irradiacdo foi realizada de forma pontual, diretamente sobre a pele que
recobre o ventre do musculo TAD.

e Durante o procedimento de irradiagdo, os animais foram mantidos sob
sedagdo com cloridrato de ketamina e xilazina em baixas doses ¢
posicionados de forma a permitir a aplicagdo do feixe de laser diretamente

sobre a area lesada.
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Figura 2: técnica de irradiacdo através da LTBI com a ponteira na posigdo de 90°.

2.12-ANALISES ESTATISTICAS:

Os dados referentes as andlises realizadas foram submetidos ao teste de
Homogeneidade (Teste de Levene) e normalidade. Em seguida, foi realizado o teste de
variancia (ANOVA two way), permitindo a andlise comparativa entre os grupos
experimentais. O teste de Tukey foi eleito para caracterizacdo das diferencas entre

grupos especificos. O nivel de significincia aceito foi de 5% (p< 0,05).
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3.RESULTADOS

3.1-ANALISES MORFOLOGICAS:

Os procedimentos histologicos permitiram analisar de forma qualitativa o
processo de regeneragdo muscular que ocorreu em condi¢des normais e também com
influéncia da irradiacdo laser. As imagens coradas com TB (figura 3) nos grupos apenas
lesados e grupos lesados e irradiados mostraram uma regido lesada bem delimitada,
permanecendo restrita a superficie do musculo TA, foi possivel ser visualizado também
a regido de transi¢do das regides intactas para o sitio de lesdo. Na regido do sitio de
lesdo proximo a regido de transicdo, sdo identificadas fibras jovens, com nucleos
centralizados e menor area de secgdo transversa. Ja na regido superficial da lesao, pode-
se identificar uma elevada concentragdao de células mononucleadas (inflamatorias e /ou
miogénicas), auséncia de fibras musculares jovens, matriz extracelular abundante e alta
concentracao de lisossomos.

As fibras da regido intacta (figura 3) dos grupos controles e grupos apenas
irradiados apresentaram caracteristicas de um tecido musculo esquelético saudavel
apresentando um formato poligonal, nucleo periférico, organizagao fascicular, nao

apresentando alteracao na morfologia das fibras.
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Figura 3: Seccdes transversais seriadas da regido média do musculo TAD coradas com Azul de
Toluidina. A fileira (A) corresponde ao grupo idoso, ¢ a fileira (B) ao grupo jovem; LI — grupos lesados e
irradiados; CL — grupos apenas lesados; I — grupos apenas irradiados; C — grupos controles. Visualiza-

se a interface entre as regides normais ¢ lesadas; =|= regido correspondente a lesdo;
fibras musculares normais
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As imagens coradas com HE (figura 4) possibilitaram visualizar a presenca de
capilares sanguineos nos cortes dos grupos controle, controle irradiado, controle lesado,

lesado e irradiado tanto nos jovens como nos idosos.
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Figura 4: Secgdes transversais seriadas da regido média do musculo TAD coradas com Hematoxilina e
Eosina. A fileira (A) corresponde ao grupo idoso, ¢ a fileira (B) ao grupo jovem; LI- grupos lesados ¢
irradiados; CL— grupos apenas lesados; I— grupos apenas irradiados; C— grupos controles. Visualiza-

SC s capilares sanguineos.

3.2-ANALISES MORFOMETRICAS:
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Figura 5: Area total (AT) e area lesada (AL), em que * : p<0,05 corresponde as comparagdes
intragrupos, ou seja, as diferencgas significantes entre os grupos LI, CL e I jovens em rela¢do ao grupo C
jovem, e =|= : p<0,05 corresponde a diferenca significante entre o grupo LI jovem em relagdo ao grupo CL
jovem. As barras horizontais na porgdo superior da figura indicam as comparagdes intergrupos que
apresentam diferencgas estatisticas (p<0,05), entre os grupos jovens e idosos.

A figura 5 mostra que houve aumento da area total da sec¢do transversa dos
grupos jovens e idosos, porém um aumento significante desta area s6 ocorreu nos
grupos LI, CL e I jovens. A figura mostra também que ocorreu uma diminuicdo das
areas lesadas, mas com diferencga estatistica apenas para o grupo LI jovem quando

comparado com o grupo LI idoso.
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3.3-QUANTIFICACAO DOS CAPILARES SANGUINEOS:
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Figura 6: Contagem de capilares sanguineos através de microscopia de luz obtidas nas fotomicrografias
dos grupos jovens e idosos, em que *: p<0,05 corresponde as comparagdes intragrupos, ou seja, as
diferencas significantes entre os grupos LI, CL jovens em rela¢ao ao grupo C jovem, e entre os grupos LI,
CL idosos em relagdo ao grupo C idoso. As barras horizontais na por¢do superior da figura indicam as
comparagdes intergrupos que apresentam diferencas estatisticas (p<0,05), entre os grupos jovens e idosos.

O resultado da contagem de capilares sanguineos em nosso estudo mostrou um
aumento significativo da quantidade de capilares sanguineos em ambos os grupos jovem
e idoso LI e CL. O grupo I jovem e idoso ndo apresentaram alteragdes da quantidade de
capilares sanguineos. Os grupos LI jovem e idoso tiveram uma diminui¢do dos
capilares sanguineos quando comparado aos grupos CL jovem e idoso, porém ndo foi

significante.
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3.4-EXPRESSAO GENICA DO MYOD RNAm:
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Figura 7: Niveis de RNAm da MyoD do musculo tibial anterior (TA) de ratos, em que *: p<0,05
corresponde as comparagdes intragrupos, ou seja, as diferencas significantes entre os grupos LI, CL
jovens em relag@o ao grupo C jovem, e entre os grupos LI, CL e I idosos em relag@o ao grupo C idoso. As
barras horizontais na porgdo superior da figura indicam as comparagdes intergrupos que apresentam
diferencas estatisticas (p<0,05), entre os grupos jovens ¢ idosos.

Em relagdo a expressdo génica da MyoD RNAm os grupos I, CL e LI tanto
jovens como idosos apresentaram aumento da expressdo em relagdo ao grupo C jovem e
idoso. Este aumento da expressdo génica obteve uma diferenca significativa em relagao
ao grupo C para os grupos LI idoso, CL idoso e I idoso. J& nos jovens o aumento da
expressao génica da MyoD RNAm obteve uma diferencga estatistica em relagdo ao grupo
C, para os grupos LI e CL. Na relagdo intergrupos os idosos tiveram uma resposta mais

acentuada dos niveis de RNAm da MyoD quando comparados com os grupos jovens.
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3.5-EXPRESSAO GENICA DO VEGF RNAm:
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Figura 8: Niveis de RNAm da VEGF do musculo tibial anterior (TA) de ratos, em que *: p<0,05
corresponde as comparagdes intragrupos, ou seja, as diferengas significantes entre os grupos LI idoso em
relagdo aos grupos CL, I e C idosos. As barras horizontais na por¢do superior da figura indicam as
comparagdes intergrupos que apresentam diferengas estatisticas (p<0,05), entre os grupos jovens e idosos.

Em relagdo a expressao génica do VEGF RNAm os grupos LI idoso e CL idoso
apresentaram aumento da expressdo em relacao ao grupo C idoso, sendo que o grupo LI
idoso apresentou um aumento significante. O grupo LI jovem apresentou um aumento
da expressao do VEGF RNAm em relagdo ao grupo C jovem, e somente o grupo CL

jovem apresentou uma diminuic¢ao da expressao em relagdo ao grupo C jovem.
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4-DISCUSSAOQ:

Esse estudo analisou o efeito da LTBI, com dose de 30J/cm’ e A=830nm, sobre a
regeneragdo muscular de ratos jovens e idosos através de mecanismos moleculares e
celulares envolvidos no processo de regeneracao. Os resultados mostraram aumento dos
capilares sanguineos e da expressao dos genes VEGF e MyoD, fatores essenciais para a
regeneragao muscular e para a melhora da estrutura do tecido muscular no idoso.

Atualmente a LTBI vem sendo amplamente utilizada na clinica (Amaral, 2001),
varios trabalhos mostram a acao positiva da LTBI na regeneracao muscular (Bibikova e
Oron, 1994; Vieira et al., 2006; Moreira, 2008; Assis, 2008), porém sdo escassas as
pesquisas que analisam os mecanismos pelo qual esta terapia interage com o tecido
muscular durante a regeneragdo, principalmente em individuos idosos.

Assim neste trabalho foram realizadas analises para avaliar respostas celulares
que podem explicar alguns mecanismos envolvidos na interacao laser e tecido muscular.
Porém, pelos aspectos morfoldgicos investigados apenas de forma qualitativa (figura 3),
nao foi demonstrado diferenca no padrao de regeneragdo entre os musculos dos ratos
jovens e idosos submetidos ao protocolo de criolesdo e irradiacdo em relacdo ao que
sofreram apenas criolesao.

Na analise morfométrica da area total e da area lesada foi possivel verificar
diferengas no padrdo regenerativo para os grupos idosos e jovens. Os resultados
mostraram que apenas 0s grupos jovens, criolesados e irradiados (figura 5), tiveram
uma resposta positiva em relacdo a area lesada, pois houve uma diminui¢do da mesma.
Nesse sentido, pode-se sugerir que a LTBI foi eficaz na regeneragdo muscular nos 5
dias de tratamento, ativando a proliferacdo e/ou diferenciagdo das células satélites

recrutadas durante a fase inicial da regeneracdo (Ben-dov et al., 1991; Salvini, 2001).
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Porém como este processo regenerativo no idoso ¢ deficitario (Ehrhardt, 2005),
sugerimos que € preciso avaliar tratamentos com diferentes tempos de irradiagao laser.
A perda da integridade das miofibrilas e a capacidade regenerativa diminuida
sdo as principais causas da atrofia muscular relacionada ao envelhecimento em
associacdo com alteracdes da fungdo das células satélites (Kim et al., 2005). A ativagdo
das células satélites requer um controlado aumento na expressdo dos FRMs e genes
musculo-especificos (Marsh et al, 1997), fatores que encontram-se alterados nos
musculos dos individuos idosos, apresentando elevacdo dos seus niveis de RNAm,
porém sem agdo eficaz (Always et al., 2001; Dedkov et al., 2003). Always et al., 2001,
explica que a expressdao génica dos FRMs pode estar muito elevada no musculo idoso,
ndo sendo possivel aumentar mais, o que prejudica o processo de regeneragao.
Recentemente, estudos prévios demonstraram um aumento dos marcadores
moleculares relacionados com a regeneragdo muscular de ratos e camundongos jovens
tratados com LTBI (Amaral, 2001; Moreira, 2008). Amaral et al, 2001, através dos
lasers com A de 685 e 830 nm com doses 0,6 € 0,3 J/cm2 respectivamente, demonstrou
um aumento da enzima lactato desidrogenase (LDH) e citrato sintase (CS), verificando
que a terapia influenciou na func¢do proliferativa e metabolica das células satélites
durante a regeneracdo muscular. Moreira, 2008, mostrou que o laser diodo A=780nm
apresentou efeito bioestimulatério das atividades celulares, aumentando a expressao
génica do MyoD em musculos lesados de camundongos, supondo com isso que houve
ativacao da proliferacdo celular durante a regeneragdo. O presente estudo, em ratos
idosos, mostra que o tratamento com a LTBI exerceu influéncia sobre o aumento da
expressdo génica do MyoD nos grupos I, CL e CI, hipotetisando que a irradiacdo laser

ativa as células satélites quiescentes e as dirigem para a fase inicial do ciclo celular,
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mediando seus efeitos para a sua proliferacdo (Ben-dov et al., 1991; Shefer et al.,
2002;), através também da regulagdo da expressdo dos FRMs no musculo idoso.

Foi analisado os efeitos da LTBI sobre a expressao génica da MyoD, por este
gene iniciar a ativagdo da proliferagdo e diferenciagdo das células satélites durante a
regeneragdo muscular (Marsh et al., 1997). As células satélites sdo essenciais para a
regeneragdo, embora sua capacidade de proliferacio esteja mantida durante o
envelhecimento, sua quantidade e sua capacidade de diferenciacdo estdo diminuidas,
alteracdo causada pelo déficit da inducdo dos FRMs nas células satélites, agdo crucial
para este processo e para a transcricdo de genes musculo-especificos (Degens, 2007;
Moreira, 2008). Os resultados mostraram que a LTBI exerceu grande influéncia sobre a
expressdio RNAm da MyoD nos grupos idosos; porém visualizando a éarea lesada do
musculo TA, podemos afirmar que o grupo LI jovem apresentou respostas positivas na
regeneragdo muscular mais acentuadas do que no grupo LI idoso. Para isso, Degens,
2007, enfatiza que os niveis altos de RNAm das FRMs ndo necessariamente refletem a
niveis altos de proteinas musculo-especificas.

A relagdo entre a regeneragdo muscular e o suprimento sanguineo ¢ muito
importante (Wagatsuma et al., 2006), pois um suprimento sanguineo adequado ajuda na
migracdo das células satélites para o local da lesdo (Germani et al., 2003). O VEGF ¢
um fator angiogénico que desempenha importante papel no desenvolvimento vascular
(Germani et al., 2003) e participa ativamente da regeneracdo muscular (Wagatsuma et
al., 2006). Bryan et al., 2008, mostrou em seu estudo que o VEGF ¢ coordenadamente
regulado, aumentando sua expressao durante a miogénese, e verificou também que esse
aumento do VEGF depende do fator de transcricdo miogénico, o MyoD.

O gene VEGF tem um papel regulador importante na capilarizagdo basal do

tecido muscular e na atenuacgdo da perda de motoneurdnios em individuos idosos (Ryan
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et al., 2006), ajudando na fusdo das células satélites miogé€nicas para formar miotubos
durante a regeneracdo (Arsic et al., 2004; Wagatsuma et al., 2006). Estudos mostram
que a disfun¢@o endotelial relacionada com a idade e a reduzida expressdo de VEGF sdo
possiveis mecanismos de redugdo da angiogénese idade-dependente (Taciro, 2007;
Ryan et al, 2006), levando a um retardo na formagao de capilares sanguineos nos idosos
(Germani et al., 2003).

Estudos confirmam a agdo da LTBI na angiogénese através do aumento da
expressao do VEGF (Braverman et al., 1989; Tuby et al., 2006; Moreira, 2008), do
aumento da contagem de capilares sanguineos (Bibikova e Oron, 1994; Taciro, 2007); e
do aumento da expressdo de células satélites (Ben-dov et al., 1991); assim como visto
no presente estudo.

Por outro, houve uma diminuicao dos vasos sanguineos dos grupos LI quando
comparados com o CL. Esta resposta pode ser explicada pela acdo da LTBI na
modulacdo da resposta inflamatoria local através do seu efeito sistémico, como:
aumento da atividade superéxido dismutase (Kim et al., 2005), aumento de linfocitos e
regulacdo das espécies reativas de oxigénio (ROS) (Vladimirov et al., 2004), mas sdo
necessarios estudos para elucidar melhor esta hipotese.

De acordo com a teoria fotoquimica da LTBI, a interacdo da radiacdo
eletromagnética com os cromodforos da mitocondria e a cascata bioquimica subseqiiente
da fotoestimulagdo se da principalmente num meio com o estado REDOX instavel
(Karu, 2005), e o presente estudo mostra que a acdo da LTBI obteve uma melhor
resposta no grupo LI idoso do que no grupo LI jovem para as analises dos niveis de
mRNA da MyoD e VEGF. Verificamos que tivemos respostas importantes no grupo
idoso tratado pela LTBI e acreditamos que o aumento da expressdo génica da MyoD e

do VEGF além de ter influenciado no aumento dos capilares sanguineos, diminuiu a
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area lesada e aumentou a area total de sec¢do transversa do musculo TA idoso no grupo
LI, indicando que as células satélites entraram no programa genético musculo -
especifico, formando fibras musculares, substituindo as fibras lesadas decorrentes da
criolesdo e revertendo a atrofia muscular intrinseca ao envelhecimento.

Os grupos normais irradiados com laser foram realizados para verificar a agdo da
fotoestimulagao em tecidos bioldgicos sem alteragdes metabdlicas no caso do grupo
jovem e com alteragdes metabodlicas decorrentes do avango da idade no grupo idoso
(Taciro, 2007). Os resultados mostram que houve aumento da expressdo génica da
MyoD e da area total da sec¢do transversa do musculo TA do idoso, possivelmente uma
resposta positiva da regulagdo do FRM, o MyoD, formando fibras musculares perdidas
na tentativa de reverter a atrofia muscular intrinseca ao envelhecimento. Apesar das
respostas positivas com 5 dias de irradiacdo, acreditamos que mais dias de tratamentos
com a LTBI sdo necessarios para o musculo idoso ter uma resposta mais efetiva no
processo de regeneracao e atrofia muscular.

Assim, podemos concluir que a LTBI acelerou o processo de regeneracao
muscular ap6s criolesdo de ratos jovens e idosos, pois ativou a expressao dos genes
MyoD e VEGF, provavelmente, aumentando a maturacdo das células satélites em
mioblastos e miotubos e diminuindo a atrofia muscular dos ratos idosos irradiados, além
de melhorar o suprimento sanguineo durante este processo de regeneragao.

As principais caracteristicas do sistema musculo-esquelético durante o
envelhecimento sdo a atrofia, a hipoperfusdo sanguinea, levando a perda de forca
muscular, os quais pioram depois de lesdes musculares, de hospitalizacdes e de periodos
prolongados de reabilitagdo. Com isso, os resultados do presente estudo permitem supor
que a LTBI poderd melhorar o processo de regeneracdo muscular no idoso, prevenindo

as internacdes e seus longos periodos de reabilitacdo, proporcionando uma melhor
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expectativa para o retorno deste individuo para as suas AVDs, além de diminuir os

custos do tratamento.
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