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RESUMO

Introducao: Muitos estudos tém demonstrado um aumento nas Espécies Reativas
de Oxigénio (ROS) e marcadores de danos oxidativos apdés dano muscular.
Recentes achados demonstram que a aplicagdo do laser de baixa intensidade
(LLLT) e de ultra-som pulsado (TPU) modulam muitos processos bioquimicos
principalmente diminuicdo de danos musculares, diminuicdo de estresse oxidativo,
aumento da respiracdo mitocondria e sintese de ATP acelerando o processo de
cicatrizacdo. Objetivo: verificar a influéncia da LLLT e TPU em parametros de danos
musculares (CK e fosfatase acida), estresse oxidativo e atividade antioxidante apés
lesdo muscular traumatica. Materiais e Métodos: Ratos Wistar machos foram
divididos randomicamente em 7 grupos: sham (musculo sem lesao); lesao muscular
sem tratamento; lesdo muscular e tratamento com gel-salina (0,9%); lesdo muscular
e tratamento com gel-DMSO (15mg/Kq); lesdo muscular e TPU gel-salina, lesédo
muscular e TPU gel-DMSO; lesdo muscular e LLLT. A lesdo no gastrocnémico foi
induzida por um Unico impacto por trauma direto. TPU (duracao de 6 min, freqiéncia
de 1.0 MHz, intensidades de 0.8 W/cm?) e LLLT (AsGa, 5 J/cm?) foram usadas 2, 12,
24, 48, 72, 96 e 120 horas apds o trauma. Atividade da CK e fosfatase acida no soro
foram usadas como marcadores de lesdo muscular esquelética. Anion superdxido,
TBARS, carbonilacdo de proteinas e atividade da superéxido dismutase e catalase
foram usadas como indicadores de estresse oxidativo. Resultados: todos os
parametros de dano muscular e estresse oxidativo analisados tiveram um aumento
significativo apdés a lesdao muscular e o uso da TPU + g@el-DMSO diminui
significativamente esses resultados. A LLLT diminui significativamente niveis de CK,
anion superoxido, TBARS e atividade da superoxido dismutase. Conclusao: a lesao
muscular traumatica leva ao aumento na produg¢ao de ERO e a TPU + gel-DMSO foi
efetiva na reducdo dos parametros de danos musculares e estresse oxidativo,
porem, a LLLT diminuiu significativamente parametros de danos musculares e agiu
de modo parcial nos parametros de estresse oxidativo.

Palavras-chave: TPU, LLLT, musculo, lesao muscular e estresse oxidativo



ABSTRACT

Background: Many studies have demonstrated an increase in Reactive Oxygen
Species (ROS) and oxidative damage markers after muscle damage. Recents
studies demonstrate the therapeutic ultrasound pulsed (TPU) and low-level laser
therapy (LLLT) modulate many biochemistry process mainly decrease of muscular
injures, decrease of oxidative stress, increase of mitochondrial respiration and
synthesis of ATP acceleration the process healing. Objective: verify the influence of
TPU and LLLT in parameter of muscular injury (CK), oxidative stress and antioxidant
activity often traumatic muscular injury. Methods: Male Wistar rats were divided
randomly into seven groups (n=6): sham (uninjured muscle); muscle injury without
treatment; muscle injury and treatment with gel-saline (0,9%); muscle injury and
treatment with gel-DMSO (15mg/Kg); muscle injury and TPU plus gel-saline; muscle
injury and TPU plus gel-DMSO; muscle injury and LLLT. Gastrocnemius injury was
induced by a single impact blunt trauma. TPU (6 min duration, frequency of 1.0 MHz,
intensity of 0.8 W/cm?) and LLLT (AsGa 5 J/cm?) was used 2, 12, 24, 48, 72, 96 e
120 hours after muscle trauma. The CK and acid phosphatase activity in serum was
used as an indicator of skeletal muscle injury. Superoxide anion, TBARS, protein
carbonyls, superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT) activity was used as
indicators of stress oxidative. Results: all of muscle damage markers and stress
oxidative analyze have an increased significantly after muscle injury and TPU plus
gel-DMSO decreased significantly that results. LLLT decreased significantly level of
CK, superoxide anion, TBARS and superoxide dismutase activity. Conclusion:
muscle injury traumatic induce an increase in production ERO and TPU plus gel-
DMSO be effective in decrease of parameters of muscular damage and oxidative
stress, become, LLLT decrease significantly of parameters of muscular damage and
act partial mode of parameters of oxidative stress.

Key-words: TPU, LLLT, muscle, muscle injury and oxidative stress
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CAPITULO I

INTRODUCAO



1 INTRODUGCAO

A lesdo muscular ocorre por uma variedade de mecanismos, como forcas
diretas, incluindo laceracbes e contusbes no musculo, e forcas indiretas
relacionadas a tensdao exercida sobre o muasculo (Fukushima, 2001).
Freqlientemente ocorrem em praticas esportivas e atividades diarias. Porém, o
processo de reparo € geralmente similar em muitos casos (Li et al, 2005).

Muitos estudos tém demonstrado um aumento nos marcadores de
Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) como anion super6xido, peréxido de
hidrogénio e radical hidroxil em sangue e tecidos de humanos e de animais durante
e apb6s a lesdao muscular (Pattwell, 2004; Niels, 2005; Zhao, 2004). Embora
necessario para a defesa da célula e para as demais funcdes celulares, as ERO,
quando em excesso, podem provocar um desequilibrio entre a producdo e a
capacidade de defesa antioxidante, estresse oxidativo, e agredir os constituintes
celulares como lipidios, proteinas, carboidratos e acidos nucléicos (Halliwell e
Gutteridge, 2007).

Apos a lesdo muscular inicial, o estresse oxidativo pode ser aumentado
devido a inumeros locais de geracdo de ERO dentro do musculo traumatizado.
Podemos incluir como fontes primarias de radicais livres durante e ap6s o trauma a
mitocbndria, xantina oxidase (XO) metabolismo de prostandides e o sistema NADPH
oxidase (Reid, 2008).

Em geral, a lesdo muscular esquelética tem uma regeneracao rapida
formando miotubos em trés dias. Funcionalmente as fibras musculares sao
reinervadas em 4 a 5 dias, e um reparo total apds 21 a 28 dias (Amaral, 2001).

Embora o processo de regeneracdo musculo esquelético tenha sido amplamente



estudado, questdes permanecem obscuras, especialmente os efeitos de varios
tratamentos comumente usados para estimular o processo de regeneragao
muscular, como também o envolvimento das ERO durante esse processo.

Dentro deste contexto, a terapia com ultra-som pulsado (TPU) é
comumente usada na reabilitacao fisioterapéutica devido a seus efeitos fisiolégicos
térmicos e nao térmicos. Segundo Markert, 2004, os estimulos nao térmicos de ultra-
sonicacao sao a principal via de acao da TPU, ao contrario dos efeitos térmicos da
terapia com ultra-som continuo. A acao terapéutica da ultra-sonicacéo pode produzir
efeitos de cicatrizagdo em biomarcadores de regeneracdo muscular, principalmente
lesdes por contusdes e produzir mudancas na permeabilidade de membrana e
estimular o transporte de substancias de mensageiros secundarios, como calcio
através da membrana celular (Wilkin, 2003).

Devido a essas caracteristicas da TPU, sua utilizagdo pode ser associada
com farmacos antioxidantes e antiinflamatérios (Fonoforese), com o objetivo de
potencializar os efeitos cicatrizantes dessas duas terapias (Hill et al., 2005).

Dimetilsulféxido (DMSO) é um solvente dipolar amplamente usado para
solubilizar pequenas moléculas organicas (Camici, 2008). Atualmente, DMSO é
comumente usado em estudos no musculo esquelético como um seletivo
antioxidante ou como solvente para numerosas drogas (Velasco, 2003). Sendo
altamente permeavel, o DMSO tem agédo ndo enzimatica e seu poder antioxidante se
da primariamente como scavenger de radical hidroxil e de outras ERO (Muhanraj,
1998).

Méis, 1998 e Velasco, 2003 postulam que a lesdo muscular isquémica

induz o parodox do calcio e do oxigénio que ocorrem por altas concentracdes de



célcio intracelular, e o DMSO por possuir efeito direto nesse ion pode proteger a
célula de danos estruturais.

A laserterapia de baixa poténcia (LLLT) é também usada por
fisioterapeutas para acelerar a cicatrizacdo muscular. Recentes estudos
demonstram que a LLLT melhora significativamente o processo de regeneracao
muscular, induzindo a formac¢ao de novas miofibrilas. Essa terapia modula muitos
processos bioquimicos como aumento no sistema antioxidante, diminuicao de danos
musculares, reparo tecidual, ativacdo de metaloproteases, aumento da respiragao
mitocondrial e sintese de ATP, acelerando o processo de cicatrizacao (Silveira,
2007).

Evidéncias da literatura sugerem que a bioestimulagdo com LLLT produz
efeitos primarios durante a fase de proliferacao celular no processo de cicatrizacao
muscular (Sommer, 2001). Em nivel celular, a LLLT causa efeitos biol6gicos
significativos como proliferacao celular, sintese de colageno, liberacao de fatores de
crescimento celular e estimulacdo de células polimorfonucleares (O’Brien, 1998;
Sommer, 2001).

Considerando que o estresse oxidativo estd envolvido no processo de
cicatrizagdo muscular, o uso da TPU em conjunto com DMSO e a LLLT podem agir
de forma muito efetiva nesse processo devido a essas terapias agirem em vias

importantes na producéo de ERO.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 — Lesao muscular

Os musculos representam um grande contingente de massa no corpo
humano, constituindo 40% a 45% do total da superficie. A composicao estrutural
consiste em milhares de fibras musculares, nervos, vasos sanguineos e,
extracelularmente, sdo unidos por tecido conjuntivo. Cada fibra muscular é
constituida por miofibrilas, que sdo os elementos contrateis, cercada por uma parte
soluvel denominada reticulo sarcoplasmatico, contendo uma matriz celular e
organelas (Huard et al, 2002).

A laceracdo muscular € uma lesao incomum no esporte, enquanto que
90% de todas as lesbes esportivas relatadas estdo entre contusdo e tenséo. A
contusdao muscular ocorre quando o musculo é submetido a repentina forga
compressiva, tal como um golpe direto. O trauma muscular por contusdo atinge
tipicamente o local de contato no esporte. Ao considerarmos corrida e salto, temos
atividades mais comuns de lesédo por tensao (Tidball, 2005; Toumi e Best, 2006).

Conforme Jarvinen, 2005, a cicatrizacdo do musculo esquelético
danificado segue um padréo constante independente da causa (contuséo, tensao ou
laceracdo). Trés fases tém sido identificadas neste processo:

1. fase de lesdo, caracterizada por uma ruptura resultando em necrose
das miofibrilas, formagdo de hematoma entre a ruptura provocada no
musculo, e reacao celular inflamatéria;

2. fase de reparo, consiste em fagocitose no tecido necrosado,

regeneracdo das miofibrilas e producdo concomitante de tecido
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conectivo cicatrizado, como também crescimento capilar dentro da
area lesionada;

3. fase de remodelacdo, periodo durante o qual a maturagcdo das
miofibras regeneradas, contracdo e reorganizagdo do tecido
cicatrizado, e recuperacao da capacidade funcional do musculo ocorre.

As Ultimas duas fases — reparo e remodelagdo — sao usualmente

associadas ou sobrepostas.
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Figura 1. llustragdo esquematica da cicatrizagdo no musculo esquelético (Jarvinen, 2005). No dia 2 as
partes necrosadas na transecgdo das miofibrilas sdo removidas por macréfagos enquanto,
concomitante, formacao de tecido conectivo cicatrizado por fibroblastos inicia na zona central (ZC).
No dia 3 as células satélites se tornam ativadas dentro dos cilindros da lamina basal na zona de
regeneracdo (ZR). No dia 5 os mioblastos sdo fundidos em miotubos na ZR, e o tecido conectivo na
ZC se torna denso. Dia 7, a regeneracao das células musculares é estendida para fora do cilindro da
lamina basal para dentro da ZC e inicia a penetragédo através da cicatrizacdo. No dia 14 a cicatrizacédo
da ZC foi condensada adicionalmente e reduzido o tamanho, e a regeneracao das miofibras fechou a
abertura da ZC. Por fim, no dia 21 os entrelacados de miofibrilas serao virtualmente fundidos com
pouca intervencao de tecido conectivo (cicatrizado).

A inflamagao é um evento celular inicial e é caracterizada pela migragao
de células polimorfonucleares e formacdo de coagulo e atividade de substancias
biologicamente ativas como prostaglandinas, serotoninas e fator de crescimento
derivado das plaquetas (PDGF). Neste periodo a liberagcao de histamina aumenta a

permeabilidade dos capilares, ocasionando edema na regiao lesada. Os neutréfilos
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tém a funcao de eliminar as particulas estranhas do local lesado, os mastocitos
fagocitam as bactérias e debris do tecido lesionado (Kitchen e Bazin, 2001; Starkey,

2002; Low e Reed, 2003).

2.2 - Radicais Livres, Espécies Reativas de Oxigénio

Radicais Livres (RL) sdo moléculas ou fragmentos moleculares reativos
que contém um elétron ndo pareado em sua 6érbita mais externa. Sua producao esta
relacionada com o equilibrio de valéncia na camada mais externa da molécula.
Quando formados, os RL tendem a extrair elétrons de outras moléculas para
alcancar um estado quimicamente mais estavel e criam novas moléculas de RL
(Halliwell e Gutteridge, 2007).

Os RL sao importantes para o organismo, pois eles agem como
mediadores de varias fungbdes celulares. Por exemplo, quando as células sao
agredidas por algum agente estressor (que também pode ser RL) elas acabam
produzindo RL para combater estes agentes (Polidori et al., 2000). Embora esses
processos sejam normais para a vida das células, a producao excessiva de ERO
pode induzir danos a componentes celulares, entre eles acidos nucléicos, proteinas
e lipideos que quando em grande extensado podem levar a morte celular (Halliwell e
Gutteridge, 2007).

Geralmente de 2% a 5% do oxigénio utilizado na fosforilagdo oxidativa
(STE) sédo desviados para a formacédo de RL. Porém, nem todos radicais livres
formados nos sistemas biol6gicos sdo derivados do oxigénio. Outras moléculas
como mondxido de nitrogénio, por exemplo, também levam & formacdo de RL. E

importante ainda destacar que durante a formacdo de RL e na cascata de
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degradacao outras espécies reativas vao se formando, como por exemplo o
peréxido de hidrogénio (H.O.) e oxigénio singlet ('O,). Todos esses constituintes
biolégicos sdo denominados de Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) (Matsuo;
Kaneko, 2000).

Na cadeia respiratoria mitocondrial, os complexos | e Il e oxidacdo da
Ubiquinona sdo os principais locais conhecidos para a producao de superoxido e
H.O.. Isso é causado pela transicdo de um elétron da NADH e FADH para
ubiguinona formando semiquinona, e o outro eletron forma o superdxido. O
superoxido é rapidamente reduzido pelo superdxido dismutase mitocondrial (SOD) a
H-O.. Quando um metal é catalizado pela reacdo de Fenton ou Haber-weis entre a
dismutacao de superdéxido para H.O» é formado o radical hidroxil (Ji, 1999).

Adicionalmente, outros dois importantes eventos se destacam na
producdo de ERO, o processo inflamatério e a isquemia-reperfusdao. O processo
inflamatério resulta numa resposta aos agentes infecciosos ou a outros estimulos,
em que células fagociticas, principalmente neutréfilos e macréfagos, realizam um
rapido consumo de oxigénio, processo conhecido como respiratory burst. Esse
processo é uma das fontes de formacao de superdxido, perdxido de hidrogénio,
radical hidroxil, acido hipocloroso e peroxinitrito (lles, 2002). Além de apresentarem
acao antitumoral, alguns destes intermediarios reativos derivados do oxigénio
participam diretamente da defesa do hospedeiro contra bactérias, virus, protozoarios
e fungos (Barreiros, 2006).

O respiratory burst resulta da atividade da NADPH oxidase, uma enzima
que catalisa a transferéncia de elétrons da NADPH para O, formando superéxido.
Na presenca da superoxido dismutase o superdxido € dismutado formando um

importante agente microbicida, o peréxido de hidrogénio (lles, 2002). O peréxido de



14

hidrogénio pode ser catalisado pela mieloperoxidase, presente principalmente em
neutréfilos, dando origem a uma toxina ainda mais potente na sua acao microbicida
denominada de &cido hipocloroso (HOCI) (Konig, 2002).

Uma vez formado, o HOCI tende a oxidar aminoacidos para sintese de
cloraminas. Estes ultimos derivados perdem CI° e CO,, formando aminas que sao
hidrolisadas para aldeidos. No caso da treonina, o hidroxialdeido resultante sofre
desidratacdo e origina a acroleina (cancerigeno, destr6i fibras elasticas, irrita
mucosas) (Konig, 2002). O HOCI ainda reage com per6xido de hidrogénio formando
oxigénio singlet ('O,). H& ainda a possibilidade de formar radical hidroxil (-OH) pela
reacao de Haber-Weiss (Dalle-donne, 2003).

Em processo de isquemia-reperfusdo, a Xantina Oxidase (XO) catalisa a
degradacao do monofosfato de adenosina (AMP), levando ao aumento na producéao
de superdxido. Caso o fornecimento de energia nao seja suficiente para producao de
ATP (trifosfato de adenosina), o AMP, formado do ATP pela reacdo da adenilato
quinase, €& degradada a hipoxantina. Em condi¢cdes normais, a degradacao de
hipoxantina ocorre via xantina desidrogenase (Xdh) utilizando adenina dinucleotideo
como aceptor de elétrons (Barreiros, 2006).

Porém, durante o trabalho muscular isquémico, a diminuicao do fluxo de
oxigénio reduz a producéo de ATP dependentes de Ca*. Esse mecanismo aumenta
a concentragdo de ions de Ca® na célula e ativa proteases intramusculares
dependentes de Ca*, as quais estimulam a redugdo da Xdh e formando a XO°. A XO
converte a hipoxantina para xantina e acido Urico usando o oxigénio molecular como
receptor de elétrons, formando assim o anion superéxido (Ji, 1999).

Em condicdes aerdbicas, o oxigénio suficiente assegura que o ATP seja

reposto via fosforilacdo oxidativa mitocondrial € que a hipoxantina/xantina sejam,
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primeiramente, convertidas para acido Urico através da xantina desidrogenase. Além
disso, 0 musculo esquelético tem baixa atividade da XO. Todavia, a XO pode ser um
importante caminho quando o musculo apresentar um déficit de adenina
dinucleotideo. Essa situacao, teoricamente, pode acontecer em situacao isquémica,
exercicio isométrico, sucessivos traumas ou tensdo sobre o musculo, alta
velocidade, déficit de oxigénio e exercicios com limitagdo vascular de fluxo

sanguineo (lles, 2002).

2.3 Danos oxidativos

Um alvo classico dos ataques dos RL sé@o os acidos graxos polinsaturados
presentes nas membranas celulares e em lipoproteinas. O processo de oxidacao
resultante do ataque de radicais livres sobre a membrana chama-se lipoperoxidacao.
Durante a lipoperoxidagao, intermediarios podem sofrer quebras gerando
hidrocarbonetos de cadeia curta (etano, pentano), aldeidos (como o malonaldeido,
4-hidroxinonenal), ep6xidos e outros produtos altamente citotéxicos. Como resultado
da lipoperoxidacdao as membranas sofrem alterag6es na fluidez e na permeabilidade,
resultando em perda na homeostase e morte celular (MATSUO e KANEKO, 2001).

Segundo Halliwell e Gutteridge, 2007 a lipoperoxidagdao consiste em trés
fases: iniciacdo, propagacao e término. Na fase de iniciacao (1), RL renova
hidrogénio do acido graxo insaturado produzindo um radical de lipideo (L), que ao
reagir com o oxigénio molecular forma o radical peroxila (LOO"). Na propagacao (2)
o LOO’ retira hidrogénio de outro lipideo, formando o hidroperéxido de lipideo
(LOOH) e 'L e assim sucessivamente. Na fase terminal (3), os radicais produzidos se
combinam formando um ndo-radical. O LOOH pode sofrer outras reacdes

produzindo aldeidos e alcanos.
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As proteinas também sao alvo de ataque dos radicais livres. A oxidacao
dos aminoacidos resulta na formacao de grupos carbonil, tidis oxidados, entre outras
modificacoes que alteram a funcao normal da proteina (Halliwell e Gutteridge, 2007).

Especificamente, os grupos carbonil sdo formados principalmente a partir
da oxidacdo de alguns aminoacidos mediados por ROS, como lisina, argenina,
prolina e treonina. Porém, reacbes secundarias de cadeias laterais de alguns
aminoacidos (cisteina, lisina e histidina) com subprodutos da lipoperoxidacado e da
oxidacao de carboidratos também foram grupos carbonil (Dalle-donne, 2003).

Esta bem estabelecido que a oxidacao de proteinas depende dos niveis
de proteossomas intracelulares. De acordo com Davies e Shringarpure, 2004 os
danos em proteinas mediados por radicais livres € 0 acumulo de proteinas oxidadas
levam a um concomitante aumento na oxidagcdo de proteinas reduzindo a
degradacao de proteinas oxidadas. Proteases intracelulares sao responsaveis por
70% a 80% da degradacao de proteinas apbés a oxidacdo e esse mecanismo €
essencial para os sistemas de reparo e antioxidantes. Assim, o proteossoma
constitui uma parte importante do sistema de defesa antioxidante.

Outro alvo muito importante dos radicais livres é o DNA. A formacédo de
radicais livres proximo ao DNA pode resultar na oxidagdo de bases de pirimidina e
purina, e quebras na fita. Dentre as bases, a guanina é altamente sensivel a
oxidagdo (formagédo de 8-hidroxideoxiguanosina, 8-OhdG) mediado por radicais
livres. Essas alteragdes no DNA tém sido associadas com processos mutagénicos e

carcinogénicos (Halliwell e Gutteridge, 2007).
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2.4 Defesas Antioxidantes

Segundo Halliwell e Gutteridge, 2007 as defesas antioxidantes podem
atuar de forma associada ou independente por duas vias: 1) enzimaticas: este
sistema é composto pelas enzimas superéxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e
a glutationa peroxidase (GPX). Essas enzimas séo ativadas normalmente durante o
metabolismo celular, porém suas atividades podem aumentar em funcdo da
presenca de ERO.

Superéxido Dismutase (SOD): é a enzima responsavel por catalisar a
dismutacdo do radical superéxido em H.O. e O, na presenga de préton H™. Sua
composigdo apresenta diferentes grupos protéicos. Nos sistemas eucariontes,
atualmente se conhecem duas formas: a) SOD-CuZn, que estd presente
principalmente no citosol; b) SOD-mn esta localizada primariamente na mitocéndria
(Matsubara e Ferreira ,1997).

Catalase (CAT): é uma hemoproteina citoplasmatica e sua funcéo é converter
o H>0, em H>O e O,. Esta localizada, principalmente, no perixossoma, entretanto
outras organelas como as mitocéndrias podem conter alguma atividade da CAT. Nos
seres humanos é encontrada na maioria dos érgaos, tais como: figado, cérebro,
coracdo e musculo esquelético, medula 6ssea e mucosas e sua atividade é
dependente de NAPH (Scott et al., 1991).

Glutationa Peroxidase (GPX): € uma enzima selénio-dependente e age sobre
H-O,, convertendo-o em agua, podendo agir também sobre os lipideos peroxidados
tornando-os hidroxilados e reverter a oxidagao de proteinas. Apés reagir com ERO,
a GPX é convertida a glutationa oxidada (GSSH), podendo ser reconvertida a

glutationa reduzida GSH, pela a¢do da enzima glutationa redutase (Flohe, 1982).
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2) Nao enzimaticas: que incluem as vitaminas E, C e betacaroteno,
glutationa (GSH), N-acetilcisteina (NAC), entre outros. Grandes partes desses
antioxidantes sao encontradas na alimentacédo e podem ser suplementados por uma
dieta alimentar. O sistema nao-enzimatico inclui as vitaminas E, C e betacaroteno,
glutationa (GSH), N-acetilcisteina (NAC), entre outros. A maioria desses
antioxidantes é encontrada na alimentacéo e pode ser suplementada por uma dieta
alimentar. A Vitamina E e betacaroteno sao antioxidantes lipossollveis e protegem
as membranas celulares dos ataques por RL. A vitamina C e a glutationa sao
hidrossolluveis e fundamentais na regeneracdao da Vitamina E e protecdo dos

constituintes lipidicos e protéicos celulares (Urso e Clakson, 2003).

2.5 Estresse oxidativo e lesao muscular

A lipoperoxidagdo parece ser um importante mecanismo subjacente ao
dano muscular. Embora tenha sido demonstrado que enzimas antioxidantes
aumentam apods o estresse oxidativo, este aumento na defesa antioxidante pode néo
ser fisiologicamente efetivo quando ocorre um aumento de eventos pré-oxidantes
(Li, 2005).

A capacidade das células inflamatérias como neutréfilos e macréfagos de
produzir oxidantes e citocinas ap6s o dano muscular é um interessante paradoxo.
Por um lado, a geracdao de oxidantes durante a fagocitose representa um papel
integral no inicio do dano muscular. Citocinas proinflamatérias como interleucina — 1
(IL-1) e fator de necrose tumoral (TNF-a) regulam a adesdo de moléculas
intercelulares requeridas no fluxo de neutréfilos e macréfagos. Macrofagos liberam
citocinas envolvidas na quimiotaxia, proliferacdo e diferenciacéo de células satélites

necessarias para o reparo tecidual. Paradoxalmente, oxidantes ndo sao confinados
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na fagosoma, e 0 vazamento para o tecido saudavel ocasiona um dano tecidual
indesejavel (Cannon, 1998).

Além disso, citocinas como IL-1 e TNF-a podem aumentar a produgao de
oxidantes por uma estimulacdo direta de neutréfilos que produzem radical
superdxido, aumentando a atividade da XO. Portanto, € necessario um balanco
coordenado na producdo de oxidantes apds lesdao muscular, para sinalizar células
imunes sem ocorréncia de dano oxidativo. (Page,1998; Powell 1998).

A resposta inflamatéria intensa é acompanhada tanto por fagocitose
quanto por infiltracdo de mondcitos no dano tecidual. Outra hipétese é que a
producdo de ERO esta aumentada dentro das primeiras 24 horas apds o dano

muscular (BEST, 1999).

2.6 Terapia com ultra-som pulsado (TPU)

Ultra-som pulsado é uma modalidade eletroterapéutica que tem sido
utilizada tipicamente para diminuir os sintomas da inflamagdo (dor e edema) e
aumentar a velocidade de cicatrizacdo em muitas condicdes, lesao de tecidos moles,
lesbes epidérmicas e musculares, artrite reumatoide e edema crénico. Absorcao de
ondas ultra-sénicas pelos tecidos causa oscilacbes em seu interior, levando a
alteracoes bioldgicas (Craig, 1999).

O Ultra-som teve sua descoberta em 1880, quando o casal Pierre e Marie
Curie descobriu o efeito piezoelétrico através da aplicacdo de uma corrente elétrica
senoidal sobre um cristal de quartzo colocado entre duas placas metalicas. Estes
cientistas constataram a geracdo de uma vibracdo de alta freqtiéncia. Langevin,

Tournier e Howeck construiram pela primeira vez, em 1917, em Paris, um aparelho
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piezoelétrico que, embora tivesse utilidade para a Marinha, apresentava aplicacdes
no campo da biologia, observando-se que sob a agdo dos ultra-sons que emitia,
morriam pequenos peixes depois de grandes convulsdes (Haar, 2007).

Na Fisioterapia a terapia ultra-sénica é definida pelas oscilacbes de ondas
cinéticas ou mecénicas produzidas pelo transdutor vibratério, que aplicado sobre a
pele atravessa e penetra no organismo em diferentes profundidades, dependendo
da frequéncia, que varia de 0,75 a 3,0 MHz (Robertson e Ward, 1997), sendo
utilizado no tratamento de pequenas lesdes musculares, acelerando o processo de

cicatrizagdo muscular e epitelial (HAAR, 2007).

2.7 Laserterapia de baixa poténcia

A produgéao do laser resulta de um elétron ou uma molécula, que sofre um
salto quéantico quando estimulado, passando de um baixo a um alto estado de
energia, passando a emitir ondas na mesma frequéncia, comprimento de onda e
direcdo, originando o feixe laser que possui mais poténcia que outras radiagdes
Opticas nao modificadas ou estimuladas (Ortiz, 2001).

A laserterapia de baixa poténcia é uma denominacao genérica que define
a aplicacao terapéutica de lasers e diodos superluminosos monocromaticos de
intensidade relativamente baixa, para tratamento de afecgdes e lesdes, geralmente
consideradas demasiadamente baixas para que nao efetuem qualquer aquecimento
detectavel dos tecidos irradiados. (Kitchen e Bazin, 1998).

A interacdo da radiacao laser com os tecidos corporais ocorre mediante os
fenbmenos de reflexdo e refracdo e a transmissdo desse processo depende

principalmente dos fendmenos de absorcdo e dispersdo. A absorcdao e a
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transmissdo da radiacdo laser dependem de dois fatores fundamentais: o
comprimento de onda e a natureza absorvente. A atenuacao da radiacao visivel ou
infravermelha em qualquer meio homogéneo esta expressa pela lei de Lambert-Bier
(Agne, 2004).

Alguns autores sugerem que os componentes celulares podem absorver
fétons fornecidos através da energia do laser de baixa poténcia (foto-receptores) e
acelerar a producao de ATP fornecendo energia para a célula, que por sua vez pode
modular a resposta inflamatéria (Albertini, 2002; Say, 2003).

Os componentes da cadeia respiratéria sdo postulados como foto-receptores
primarios, principalmente o citocromo ¢ oxidase. Quando as células sao irradiadas
com varias faixas de luz, esta é absorvida pela cadeia respiratéria. Os primeiros
eventos fotoquimicos e fotofisicos acontecem na mitocéndria de células eucariontes
e na membrana citoplasmatica (Karu, 1999).

A mitocOndria possui um mecanismo para a reabsorcéo de oxigénio e este
pode ser uma fonte de elétrons para a fosforilizacdo oxidativa de ATP sob condi¢cdes
fisiolégicas. Os efeitos da laserterapia sobre atividades da maioria das células
envolvidas no processo cicatricial sugere que a fotoestimulagdo com baixa poténcia
intermedia o0s processos de inflamacdo por modular os niveis de varias
prostaglandinas (Ortiz, 2001).

O laser de baixa poténcia tem um efeito cicatricial muito eficaz. Seu éxito se
deve as particularidades de respostas que induzem os tecidos, como reducédo de
edema, diminui¢cdo do processo inflamatério, fagocitose, da sintese de colageno e
da epitelizacdo. O laser melhora a migragdo de neutrdfilos, linfécitos e sobre a

neoformacéao de vasos sanguineos (Lange, 2003).
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2.8 Efeitos biologicos do dimetilsuféxido (DMSO)

O DMSO é uma substancia organica de férmula quimica CoHgSO
(Rosenbaum; Herschler; Jacob, 1965), peso molecular 78 (Carpenter; Angel;
Morgan, 1994) e temperatura de congelamento 18,5°C (Brayton, 1986). Quando
administrado topicamente reage com a agua do ar e dos tecidos por meio de reacao
exotérmica (Brayton, 1986), que pode estar relacionada as suas agdes como
farmaco e a sua capacidade de solvente (Rosenbaum; Herschler; Jacob, 1965).

O dimetilsuféxido (DMSO) é um composto conhecido desde a segunda
metade do século XIX como um solvente organico potente. Por ser um subproduto
da industria de extracao de celulose e, portanto, facilmente disponivel, passou a ser
largamente utilizado a partir da década de quarenta do século XX, para fins
industriais. Duas décadas mais tarde, o DMSO foi introduzido na medicina (Alsup,
1984).

Muitas propriedades farmacolégicas e terapéuticas, ja verificadas,
resultam da sua capacidade de interagir ou combinar com &cidos nucléicos,
carboidratos, lipideos, proteinas e varios farmacos sem alterar, de forma irreversivel,
a configuracdo molecular (Rubin, 1983).

Atualmente, DMSO é comumente usado em estudos com tecido muscular
como um seletivo antioxidante (OH-) ou um solvente de numerosas drogas. E
altamente permeavel, ndo enzimatico, antioxidante contendo enxofre agindo
primariamente no radical hidroxil, podendo também, ser scaveger de outras ROS

(Koksal, 2003; Vignaud, 2005; Wakata, 2001).
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3 Objetivos

Diante das evidéncias de que a lesdao muscular traumatica aumenta a
producdo de ERO, pressupde-se que o uso das terapias com TPU e LLLT possa
amenizar esses efeitos. A partir de tais pressupostos foram elaborados os seguintes

objetivos:

3.1 Geral
Verificar os efeitos da terapia com ultra-som pulsado (TPU) e do laser de
baixa poténcia sobre marcadores de estresse oxidativo e fungdo mitocondrial

muscular induzidos por trauma mecanico.

3.2 Especificos
e Verificar se 0 uso das terapias com TPU e LLLT diminuem a lesdo muscular
apos trauma mecanico.
e Verificar se a produgédo de anion superdxido, danos oxidativos e atividades
antioxidantes musculares sdo diminuidas com o uso das terapias com TPU e
LLLT apds trauma mecanico.
e Verificar o efeito da LLLT nas atividades dos complexos I, I, Ill e IV e

atividade da SDH apos lesdo muscular traumatica.
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ABSTRACT

BACKGROUND: Many studies have demonstrated an increase in Reactive Oxygen
Species (ROS) and oxidative damage markers after muscle damage. Phonophoresis
aims to archieve therapeutically relevant concentrations of the transdermally
introduced drug in the tissues subjected to the procedure by the use ultrasound
waves. OBJECTIVE: the aim of the study was to evaluate the effects on the TPU
together with gel-DMSO in the parameters of muscular damage and oxidative stress.
METHODS: Male Wistar rats were divided randomly into six groups (n=6): sham
(uninjured muscle); muscle injury without treatment; muscle injury and treatment with
gel-saline (0,9%); muscle injury and treatment with gel-DMSO (15mg/Kg); muscle
injury and TPU plus gel-saline; muscle injury and TPU plus gel-DMSO.
Gastrocnemius injury was induced by a single impact blunt trauma. TPU (6 min
duration, frequency of 1.0 MHz, intensity of 0.8 W/cm?) was used 2, 12, 24, 48, 72,
96 e 120 hours after muscle trauma. The CK and acid phosphatase activity in serum
was used as an indicator of skeletal muscle injury. Superoxide anion, TBARS, protein
carbonyls, superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT) activity was used as
indicators of stress oxidative. RESULTS: showed that TPU and gel-DMSO improved
muscle healing. Moreover, superoxide anion production, TBARS level and protein
carbonyls levels, superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT) activity were all
decreased only the group TPU plus gel-DMSO. CONCLUSION: our results show that
DMSO is effective in the reduction of the muscular lesion and in the oxidative stress
muscular after mechanical trauma only when used with TPU.
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INTRODUCTION

Skeletal muscle injuries often occur in professional and recreational sports or
daily activities. These injuries can occur via a variety of mechanisms, including those
arising from direct (laceration and contusion) or indirect trauma (ischemia,
denervation, and strain), but the general process of muscle repair is similar in most
cases.'

Many studies have demonstrated an increase in reactive oxygen species
(ROS) and oxidative damage markers in blood and tissues of humans and animals
during and after muscle damage.?* After initial muscle injury, oxidative stress could
be increased due to a number of potential sites for the generation of ROS within the
traumatized muscle.> Primary sources of free radicals may include mitochondria,
xanthine oxidase enzymes (XO), prostanoid metabolism, and NAD(P)H oxidases.®

In general, injured skeletal muscle of mammals rapidly regenerates forming
myotubes in 3 days, functionally reinnervated muscle fibers in 4-5 days, and fully
repaired fibers after 21-28 days. Although the skeletal muscle regeneration process
has been amply studied, questions remain, especially regarding the effect of various
treatments commonly used to stimulate the muscle regeneration process.”®

In this context, therapeutic pulsed ultrasound (TPU) is commonly used in the
rehabilitative setting to elicit thermal or non-thermal physiological effects. Johns et al®
hypothesize that it is not necessarily the heating effects of TPU, but rather the non-
thermal stimulus, that may produce beneficial healing effects on biomarkers of
skeletal muscle regeneration, mainly in contusion injury.'®

During the inflammatory phase, TPU has a stimulating effect on mast cells,

platelets, white cells with phagocytic roles, and macrophages. By increasing the
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activity of these cells, the overall influence of therapeutic TPU is certainly pro-
inflammatory rather than anti-inflammatory. The benefit of this mode of action is not
to increase the inflammatory response or the intensity of this stage, but rather to act
as an inflammatory optimizer.'"'?

The role of non-thermal mechanisms of ultrasound in tissue regeneration and
soft tissue repair has also been widely established. At a cellular level, it has been
hypothesized that changes in diffusion rates and membrane permeability to ions due
to acoustic streaming and stable cavitation can stimulate cells by upregulation of
signaling molecules. Due to these properties, TPU can be used together with anti-
inflammatory or antioxidant drugs promoting a higher absorption and potentiating
their effects.’>*

Phonophoresis aims at achieving therapeutically relevant concentrations of the
drug introduced transdermally into the tissues subjected to the procedure with the
use of ultrasound waves. Appropriate use of this physical method enables rapid and
active diffusion of the drug into the tissues in a manner that does not inactivate the
drug molecules or produce adverse effects.®

Dimethyl sulfoxide (DMSO) is a dipolar solvent widely used to solubilize small
organic molecules. Currently, DMSO is commonly used in studies of skeletal muscle
as a selective antioxidant or as a solvent for numerous drugs.'® It is a highly
permeable, nonenzymatic, sulfur-containing antioxidant and is primarily an OH
scavenger, although it can also scavenge other ROS."’

Considering that the oxidative stress happens in the process of muscular

healing after lesion, the objective of the study was to evaluate the effects of TPU

together with DMSO on the parameters of muscular damage and oxidative stress.
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MATERIALS AND METHODS

Animals

Male Wistar rats (250-300 g) obtained from the Central Animal House of
Universidade do Extremo Sul Catarinense, Santa Catarina, Brazil. were caged in
groups of five and provided with commercial rat chow and water ad libitum and
maintained on a 12 h light/12 h dark cycle. The animals were divided randomly into
six groups (n=6): sham (uninjured muscle); muscle injury without treatment; muscle
injury and treatment with gel-saline (0,9%); muscle injury and treatment with gel-
DMSO (15mg/Kg); muscle injury and Treatment Pulsed Ultrasound (0.8 W/cm?) plus
gel-saline (0.9%); muscle injury and Treatment Pulsed Ultrasound (0.8 W/cm?) plus
gel-DMSO (15mg/Kg). All studies were performed in accordance with National
Institutes of Health guidelines and with the approval of the Ethics Committee from

Universidade do Extremo Sul Catarinense, Santa Catarina, Brazil.

Muscle injury model

I'®. The animals were

The muscle trauma model was described by Rizzi et a
anesthetized with an intraperitoneal injection of ketamine (70 mg/kg) and xylazine (15
mg/kg). Gastrocnemius injury was induced by a single impact blunt trauma in a press
developed by the Centro Industrial de Equipamentos de Ensino e Pesquisa
(CIDEP/RS, Brazil). Briefly, injury was produced by a metal mass (0.459 Kg) falling
through a metal guide from a height of 18 cm. The impact kinetic energy delivered

was 0.811 Joules. Control rats were also anesthetized to ensure standardization, but

without muscle trauma.
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Treatment

Treatment Pulsed Ultrasound, TPU, (6 min duration, frequency of 1.0 MHz,
intensity of 0.8 W/cm? and effective radiating area, ERA, 1 cm?) was used 2, 12, 24,
48, 72, 96 e 120 hours after muscle trauma. The Groups with muscle injury and
treatment with gel-saline and muscle injury and treatment with gel-DMSO also were

exposure to treatment during six minutes.

Sacrifice Protocol

Two hours after to the last application, the animals were killed by decapitation

and the blood was collected. The lesioned region of the muscle gastrocnemius was
surgically removed and immediately processed, aliquoted and stored at -70°C for

later analysis.

Sample preparation

Gastrocnemius was homogenized in the buffer used for each technique. The
homogenates were centrifuged at 1000 X g for 10 min at 4°C and the supernatants
kept at -70°C until used for the experiments. The maximal period between

homogenate preparation and biochemical analysis was always less than 5 days.

Biochemical Assays

Creatine Kinase (CK) levels: The CK activity in serum was used as an indicator of
skeletal muscle injury. The reaction mixture for the creatine kinase assay contained
100 mM TriseHCI buffer, pH 7.5, 30 mM phosphocreatine, 20 mM glucose, 12 mM
magnesium acetate, 10 mM diadenosine pentaphosphate, 15 mM sodium azide, 20

mM n-acetylcysteine, 2 mM ADP, 5 mM AMP, 2 mM NADP, 3500 U/l hexokinase,
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2000 U/l glucose-6-phosphate dehydrogenase and approximately 1.5 mg protein, in
a final volume of 1200 ml. Creatine kinase activity was calculated based on NADH
C.19’20

appearance (formation) monitored with a spectrophotometer at 340 nm at 37

Creatine kinase activity was expressed as standard units per liter.

Acid Phosphatase activity: Acid phosphate was determined in serum with a specific
kit obtained by Labtest Diagndstica SA, Brazil. The reading was made starting from
an enzymatic system with a kinetic method, according to the technical orientations

observed in the bulletin of the referred kit.

Superoxide Anion: Were determined in tissue through rate of oxidation of the
adrenaline read from the absorbance at 780 nm as described by McCord.?" Results

were expressed in nmol/min/mg protein.

Lipid Peroxidation: As an index of lipid peroxidation was used the formation of
Thiobarbituric Acid-Reactive Substances (TBARS) during a TBA-heating reaction as
previously described by Draper and Hadley.?? Briefly, the samples were mixed with 1
ml of 10% trichloroacetic acid and 1 ml of 0.67% thiobarbituric acid. Subsequently,
they were heated in a boiling water bath for 30 min. TBARS level were determined by
the absorbance at 532nm using 1,1,3,3-tetramethoxypropane as an external

standard. Results were expressed as TBARS level (nmol/mg protein).

Protein Carbonyls: The oxidative damage to protein was measured by the
determination of carbonyl groups based on the reaction with dinitrophenylhydrazine

(DNPH).% Proteins were precipitated by the addition of 20% trichloroacetic acid and
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reacted with DNPH. The samples were then redissolved in 6M guanidine
hydrochloride and carbonyl contents were determined through the absorbance at
370 nm using a molar absorption coefficient of 22.0000M™". Results were expressed

as Carbonyl Content (nmol/mg protein).

Superoxide Dismutase (SOD) activity: SOD activity was assayed by measuring the
inhibition of adrenaline autooxidation as absorbance at 480 nm, as previously
described Bannister and Calabrese®® and results were expressed in U SOD/mg

protein.

Catalase (CAT) activity: Catalase activity was measured by the rate of decrease in
hydrogen peroxide absorbance at 240 nm?® and results were expressed in U CAT/mg

protein.

Protein Determination: The amount of protein in the samples tested for TBARS,
protein carbonyl, and enzymes activities were determined using the Lowry

technique.?®

Statistical analysis
Data were analyzed by one-way analysis of variance (ANOVA) followed by the
LSD test when p values were significant (p<0.05). All analyses were performed using

the Statistical Package for the Social Science (SPSS) software.
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RESULTS

Muscle injury parameters

Acid phosphatase and CK activities are shown in table 1. The results indicate
that the protocol of traumatic muscular lesion used had success in those parameters.
In CK activity the groups that received gel-DMSO with or without TPU show a
significant decrease. However, the acid phosphatase activity only the group TPU plus

gel-DMSO had a significantly decrease.

Superoxide anion production
In figure 1 was observed that only the group TPU plus gel-DMSO showed a

significant decrease in O°;" production when compared to animals without treatment.

Superoxide Dismutase and Catalase activities

In the illustration 2A and 2B show a significant increase in the antioxidant
enzymes activity (SOD and CAT) after 5 days of muscular lesion without treatment.
Although only SOD activity had a significant decrease in the group TPU plus gel-
DMSO.

Lipid peroxidation and protein carbonyls

According to illustrations 3A and 3B the levels of lipid peroxidation and
proteins carbonylation present a significant increase after 5 days of muscular lesion
without treatment. In relation to lipid peroxidation, the groups that received TPU, with
or without gel-DMSO they had a significant decrease. In relation to proteins

carbonyilation the groups that received gel-DMSO, with or without TPU also had a
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significant decrease, so we can observe that the group that received TPU plus gel-

DMSO had difference in those two parameters.

DISCUSSION

The study analyzed the effects of TPU together with DMSO on the parameters
of muscular damage and oxidative stress.

The activity of creatine kinase (CK) and acid phosphatase in serum after five
days of treatment were assessed as markers of muscular damage. Table 1 shows
that the group that received TPU plus DMSO gel had a significant decrease in those
two markers, being the group that showed the best results.

Pulsed ultrasound is an electrotherapeutic modality that has been typically
used to decrease the symptoms of inflammation and to increase the rate of healing in
many conditions, mainly in muscle damage.?” The isolated use of ultrasound
accelerates the recovery of muscle injuries, but these effects can be potentialized
with the use of pharmacological agents. Thus, the combined use of ultrasound and
inflammatory agents can represent an important alternative in the treatment of
muscle injuries. Additionally, the mechanism through which ultrasound helps tissue
repair is probably related to its mechanical effects (ultrasonication), or
“‘micromassage” of the tissue, producing a change in membrane permeability and
stimulating the transport of secondary messenger substances, such as calcium,
across the cell membrane. These secondary messengers may then stimulate the
proliferation of myogenic cells—in the case of skeletal muscle—the satellite cells.'®?

DMSO is commonly used in studies of skeletal muscle as a selective

antioxidant or as a solvent for numerous drugs. DMSO has a remarkable and very
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specific effect on myosin by inhibiting ATPase activity, as well as positively
influencing actin, Ca®* and regulatory proteins.?®**° According to Camici et al*',
DMSO is also used as a solvent for chemotherapeutic drugs and, due to its anti-
inflammatory properties, it has been successfully used in humans for treating
rheumatic, pulmonary, gastrointestinal, muscle, neurological, urinary, and
dermatological disorders. Thus, the effect of DMSO can be enhanced when used
with TPU.

Studies conducted over the past 15 years indicate that reactive oxygen
species (superoxide, hydroxyl radicals, nitric oxide, peroxynitrite, and the free radical-
derived product hydrogen peroxide) play an important role in the inflammation and or
infection-induced alterations in muscle function.®® ROS presence is essential to
protect the cell against the invasion of infectious agents. However, when the
production is excessive, they can damage biomolecules and hinder the process of
recovery of the lesioned tissue.*

Results (figure 1) show that muscle injury causes an increase in superoxide
anion and only a treatment with ultrasound plus DMSO gel decreased this response.
These therapeutic responses may be related with two events. First, a possible
decrease of the inflammatory response stimulated by TPU plus DMSO. Acute
inflammation in tissue is an early post-injury response. It is characterized by a rapid
increase in local blood flow, vascular permeability and an influx of neutrophils.®* In
the inflammatory process, neutrophils produce superoxide in the NADPH oxidase-
catalyzed oxidative burst reaction.

Second, the alterations in calcium homeostasis may also be an important
factor in cellular integrity and contribute to ROS production. Involvement of ROS in

muscular injury occur due to organ ischemia and its subsequent reperfusion.® Under
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hypoxic conditions, xanthine dehydrogenase changes into its oxidase form. The
conversion of the enzyme is mediated by the calcium-dependent protease calpain.®
Then, upon reoxygenation, a xanthine oxidase uses molecular oxygen as an electron
acceptor with the formation of the superoxide radical.® Therefore, muscle injury leads
to ischemia and impaired calcium homoestasis due to excessive impact on muscle
and may increase ROS generation via the XO pathway.

In addition to ROS being produced by xanthine oxidase, it has been postulated
that they might also be produced during direct interaction with electrons and be partly
accumulated in intermediates of the anaerobic metabolism, with oxygen molecules.
Besides, neutrophils have been reported to be attracted to and activated by
superoxide produced by the endothelial xanthine oxidase during reperfusion.®

Thus, the decrease of the superoxide anion observed in figure 1 after
application of TPU plus DMSO gel may be due to effects of DMSO on the release of
cytosolic calcium. Meis®” and Velasco'® suggested that DMSO might enhance
calcium accumulation in the sarcoplasmic reticulum and thereby reduce available
cytosolic calcium concentrations. Thus, DMSO acts in the traumatic muscle lesion
when there is an inflow of calcium into of the cell. Additionally, DMSO can block
calcium release, inhibit xanthine oxidase activity, and reduce ROS production.®®*

The increased activities of the antioxidant enzymes in skeletal muscle in
response to muscular injury are associated with ROS production. In the present
study, SOD and CAT activities in the gastrocnemius muscle were significantly
increased when compared to the sham group (figure 2A and 2B). However, only
SOD activity in the group exposed to TPU plus DMSO gel shows a significant
decrease. SOD is an enzyme capable of reducing the superoxide radical to hydrogen

peroxide (H2O,), which is the substrate to CAT. When the cell has decreased levels
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of SOD without a proportional decrease in peroxidases, cells face a peroxide
overload challenge.®® In addition to inflammatory response and xantine oxidase
activity, high levels of CAT activity suggest that other mechanisms may be involved in
ROS production, e.g. the mitochondrial electron transport chain, the cytochrome P-
450 system, and arachidonate oxygenases. This is important since peroxide can
react with transitional metals and generate the hydroxyl radical, which is the most
harmful radical to cellular constituents.®

Free radical-mediated lipid peroxidation, protein oxidation, and oxidative
damage to nucleic acids are considered crucial events of the cytotoxic actions of
ROS. Easily oxidizable fatty acids of membrane phospholipids are a good target for
peroxidative attack, leading to alterations of membrane permeability and fluidity. That
in turn may result in dysfunction of proteins, such as ionic pumps, whose activity
depend on the membrane lipid milieu.>®

Ours results shown an increase in lipid peroxidation and protein carbonylation
after muscular injury and these oxidative damages were significantly decreased only
after TPU plus DMSO gel exposure (figure 3A and 3B). It is possible that the effect of
DMSO on calcium release can also justify this reduction by preventing ROS
formation. In addition, ultrasound alters the activity of platelets, neutrophils, and
macrophages involved in the inflammatory phase of the muscle healing process,
speeding up this process. Another effect is the increase in the speed of
angiogenesis.*’

In conclusion, our results show that DMSO is effective in reducing muscle
lesion and oxidative stress after mechanical trauma only when used with TPU.
Additional studies with other markers of oxidative stress and different types of muscle

lesions are necessary to elucidate the exact mechanisms of this therapy.
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TABLE 1
Groups CK (U/L) Acid phosphatase (U/L)

Sham 98.52+46.24 25.63+2.73
muscle injury 158.31£29.66 * 34.40+1.77 *
Gel-saline 137.05£26.15 32.30+1.77 *
Gel-DMSO 102.96+77.40 # 37.2+2.44 *

TPU + gel-saline 125.58+23.26 35.59+2.29 *

TPU + gel-DMSO 104.25+43.21 # 27.09+3.08 #

Note: Values are presented as mean+SEM

* Significant difference as compared to sham
# Significant difference as compared to muscle injury without treatment
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Effect of TPU plus gel-DMSO on anion superoxide production in skeletal muscle after
injury (5 days). Data are expressed as mean+SEM for six animals. Different from
sham (*p<0.05) and different from muscle injury without treatment (#p<0.05) (LSD
test).
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Figure 2
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Effect of TPU plus gel-DMSO on superoxide dismutase (A) and catalase (B) activities
in skeletal muscle after injury (5 days). Data are expressed as meantSEM for six
animals. Different from sham (*p<0.05) and different from muscle injury without
treatment (#p<0.05) (LSD test).
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Figure 3
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Effect of TPU plus gel-DMSO on thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) (A)
and protein carbonyl (B) in skeletal muscle after injury (5 days). Data are expressed
as meantSEM for six animals. Different from sham (*p<0.05) and different from

muscle injury without treatment (#p<0.05) (LSD test).
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RESUMO

Contextualizacao: Muitos estudos tém demonstrado um aumento nas Espécies
Reativas de Oxigenio (ROS) e marcadores de danos oxidativos apdés dano muscular.
Recentes achados demonstram que a terapia com laser de baixa intensidade (LLLT)
modula muitos processos bioquimicos principalmente diminuicio de danos
musculares, aumento da respiracdo mitocondrial e sintese de ATP acelerando o
processo de cicatrizagao. Objetivo: verificar a influéncia da LLLT em parametro de
dano muscular (CK), danos oxidativos, atividade antioxidante e sintese de colageno
apos lesao muscular traumatica. Materiais e Métodos: Ratos Wistar machos foram
divididos randomicamente em tres grupos (n=6): Sham (musculo sem lesao); lesdo
muscular sem tratamento e lesdo muscular com LLLT (AsGa) 5 J/cm?. Foram
irradiados 2, 12, 24, 48, 72, 96 e 120 horas apos o trauma muscular. A atividade da
CK no soro foi usada como indicador de lesdo muscular. Anion superoxido, TBARS,
carbonilacao de proteinas, atividade da superdxido dismutase e catalase foram
usados como indicadores de estresse oxidativo. Niveis de hidroxiprolina foi utilizado
para avaliar a sintese de colageno. Resultados: o uso da LLLT melhorou a
cicatrizagcdo muscular. Alem disso, diminuiu significativamente a producéo de anion
superoxido, niveis de TBARS, atividade da superoxido dismutase e sintese de
colageno. Conclusao: a lesdo muscular traumatica leva ao aumento na producao de
ERO e consequentemente uma elevada sintese de colageno e que a LLLT agiu de
forma parcial nesses parametros.

Palavras Chave: LLLT, dano muscular, estresse oxidativo e sintese de colageno
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ABSTRACT

Introduction: Many studies have demonstrated an increase in Reactive Oxygen
Species (ROS) and oxidative damage markers after muscle damage. Recents
studies demonstrate the low-level laser therapy (LLLT) modulate many biochemistry
process mainly decrease of muscular injures; increase of mitochondrial respiration
and synthesis of ATP acceleration the process healing. Objective: verify the
influence of LLLT in parameter of muscular injury (CK), oxidative damage,
antioxidant activity and synthesis of collagen often traumatic muscular injury.
Materials and Methods: Male Wistar rats were divided randomly into three groups
(n=6): sham (uninjured muscle); muscle injury without treatment; muscle injury with
LLLT (AsGa) 5 J/cm?. LLLT was used 2, 12, 24, 48, 72, 96 e 120 hours after muscle
trauma. The CK activity in serum was used as an indicator of skeletal muscle injury.
Superoxide anion, TBARS, protein carbonyls, superoxide dismutase (SOD) and
catalase (CAT) activity was used as indicators of stress oxidative. Levels of
hidroxiproline was used to assess the synthesis of collagen. Results: the use of LLLT
enhance the muscular healing. More that, decreased significantly the production of
superoxide anion, level of TBARS, superoxide dismutase activity and synthesis of
collagen. Conclusion: the traumatic muscular injury induced the increase in the
production of ERO and consequently high synthesis of collagen and LLLT act the
partial form in these parameters.

Key Words: LLLT, muscle damage, stress oxidative and collagen synthesis
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INTRODUCAO

A musculatura esquelética possui funcbes primarias como atividade
locomotora, sustentacdo postural e respiracdo. E suscetivel a trauma direto
(atividade fisica intensa ou laceracoes) e ao resultado de causas indiretas como
disfuncdes neurolégicas ou erros genéticos inatos'.

As lesbGes traumaticas provocam danos envolvendo ruptura capilar,
hemorragia, edema e inflamacao, levando a formagdo de hematoma e podendo
causar sindrome de comportamento em areas onde o volume é limitado por planos
fasciais. Os sintomas do dano por contusdo sao frequentemente nao-especificos e
incluem dor muscular em movimentos ativos e passivos e limitacdes na amplitude de
movimento®.

Adicionalmente, o dano muscular, de forma imediata, promove uma resposta
isquémica aguda liberando Espécies Reativas de Oxigénio (ROS) como éanion
superdxido, radical hidroxil e peréxido de hidrogénio®. Essas ERO também podem
ser liberadas devido a migragdo, acumulo e ativacao de células polimorfonucleares.
Essa cascata de eventos traz em conseqiéncia danos oxidativos a biomoléculas
como lipoperoxidacdo da membrana celular, oxidacdo de proteinas, protedlises e
fragmentacdo de DNA*. Consequentemente ocorre um desarranjo na integridade
estrutural e na fungéo celular do musculo, induzindo alteracdes na capacidade de
transporte, producdo de energia e balango de ions®.

Recentes estudos demonstram que a terapia com laser de baixa intensidade
(LLLT) melhora significativamente o processo de regeneragdo muscular, induzindo
miofibras novas®. Essa terapia modula muitos processos bioquimicos como aumento

no sistema antioxidante, diminuicado de danos musculares, reparo tecidual, ativacéo
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de metaloproteases, aumento da respiracdo mitocondrial e sintese de ATP
acelerando o processo de cicatrizagdo” '°.

Assim, o objetivo desse estudo foi verificar a influéncia da LLLT em parametro
de dano muscular (CK), danos oxidativos, atividade antioxidante e sintese de

colageno apés lesdo muscular traumatica.

MATERIAIS E METODOS

Animais

Ratos Wistar machos (250-300 g) obtidos do biotério da Universidade do
Extremo Sul Catarinense, Santa Catarina, Brasil, foram acondicionados em gaiolas
coletivas em grupos de 5 e dieta com agua e racao comercial “ad libitum” e mantidos
em um ciclo de 12 horas de claro/12 horas de escuro.

Os animais foram divididos randomicamente em 3 grupos (n=6): sham
(muasculo ndo lesionado); musculo lesionado sem tratamento; musculo lesionado
com LLLT AsGa 5 J/cm?. Esse estudo foi realizado de acordo com as orientacdes do
COBEA e em conformidade com a lei 1153/2008 e aprovado pelo Comité de Etica
da Universidade do Extremo Sul Catarinense, Santa Catarina, Brazil, conforme

parecer 630/07.

Modelo de lesao muscular

I.'". Os animais foram

O modelo de trauma muscular foi descrito por Rizzi et a
anestesiados com injecdo intraperitonial de cetamina (80 mg/kg) e xilazina (20

mg/kg).
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A lesédo no gastrocnémio foi realizada por um Unico impacto por trauma direto
de uma prensa desenvolvida pelo Centro Industrial de Equipamentos de Ensino e
Pesquisa (CIDEP/RS, Brasil). A lesao foi produzida por deslocamento de uma massa
metalica (0.459 Kg) que através de uma guia com 18 cm de altura. O impacto produz
uma energia cinética de 0.811 J, conforme especificacdes do equipamento. Os
animais controles foram também anestesiados para assegurar a padronizacao,

porém expostos ao equipamento sem o trauma muscular.

Tratamento

O tecido ao redor da lesao foi irradiado com laser AsGa com comprimento de
onda de 904nm, forma de onda pulsada, feixe nao visivel e poténcia de pico de 15 a
30 W e densidade de energia de 5 J/cm?. Foi realizada aplicagdo pontual, com a
caneta mantida perpendicular a lesdo com uma distancia de 1 cm por ponto descrito
por Morrone'?. Os animais foram irradiados 2, 12, 24, 48, 72, 96 e 120 horas apds o

trauma.

Protocolo de Sacrificio

Duas horas apéds a ultima aplicacao, os animais foram mortos por decapitacao
e o0 sangue foi coletado em tubos sem aditivos. A regido da lesdo no musculo
gastrocnémio (regidao lesionada) foi cirurgicamente removida. As amostras foram
imediatamente processadas, aliquotadas e armazenadas em -70°C para posterior

andlise.
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Preparacao da amostra

Gastrocnémio foi homogeneizado em tampao especifico usado para cada
técnica, através de potter (10x). O material homogeneizado foi centrifugado em 1000
X g a 4°C o sobrenadante foi mantido em -70°C para posteriores ensaios. O periodo
maximo entre a preparacao do homogeneizado e analises bioquimicas foi menor

que 5 dias.

ENSAIOS

Niveis de Creatina Quinase (CK): A atividade da CK no soro foi usada como
indicador de dano muscular. A reacao incluia 100mM tampéao Tris-HCL, pH 7,5, 30
mM fosfocreatina, 20 mM glicose, 12 mM acetato de magnésio, 10 mM diadenosina
pentafosfato, 15 mM azida sédica, 20 mM n-acetilcisteina, 2 mM ADP, 5 mM AMP, 2
mM NADP, 3500 U/L hexoquinase, 2000 U/L glicose-6-fosfato desidrogenase e
aproximadamente 1,5 mg proteina, num volume final de 1200 ml. Atividade da
creatina quinase foi calculada com base na formagdo de NADH monitorada com
espectrofotometria a 340 nm a 37 C'*'. Os resultados foram expressos em U/L.
Hidroxiprolina: Os niveis de hidroxiprolina no tecido muscular foram usados como
indice  quantitativo @ de  fibrogénese e  fibrose. Foi  determinado
espectrofotometricamente como previamente descrito por Woessner'®. Os
resultados foram expressos em mg/g tecido.

Anion Superoxido: As amostras do musculo foram homogeneizadas imediatamente
apds a extracdo e adicionado tampdo MSTE, particulas submitocondrias foram

isoladas. A producédo foi determinada pela taxa de oxidacdo da adrenalina lido em
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espectrofotémetro a 480nm conforme descrito por McCord'™®. Os resultados foram
expressos em nmol/min/mg de proteina.

Atividade da superoxido dismutase: Atividade da SOD foi avaliada pela inibicao
da oxidacao de adrenalina com absorbancia de 480 nm, como previamente descrita
Bannister e Calabrese'’. Os resultados foram expressos em U/mg proteina.
Atividade da Catalase: A atividade da CAT foi determinada pela queda na
absorbancia (240nm) correspondente ao consumo de peréxido de hidrogénio,
conforme previamente descrito por Aebi'®. Os resultados foram expressos em U/mg
de proteina.

Lipoperoxidacao: Como indice de peroxidagao lipidica foi usado a formagao de
substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) durante aquecimento como
previamente descrito por Draper e Hadley'®. As amostras foram misturadas com 1 ml
de &cido tricloroacético 10% em 1 ml de acido tiobarbitlrico 0.67%. Subseqliente,
foram aquecidas a 100 C por 30 min. O nivel de TBARS foi determinado por
absorbancia em 532nm usando 1,1,3,3-tetrametoxipropano como padrao externo.
Resultados foram expressos em nivel de TBARS (nmol/mg proteina).

Carbonilacao de proteinas: O dano oxidativo em proteinas foi mensurado pela
determinacdo de grupos carbonis baseado na reacdao com dinitrofenilidrazina
(DNPH)?. Proteinas foram precipitadas pela adicdo de 20 % de acido tricloroacetico
reagindo com DNPH. As amostras foram redissolvidas em guanidina (6M) e o
conteudo de carbonil foi determinado através da absorbancia 370 nm usando um
coeficiente de absorcdo molar de 22.0000M". Resultados foram expressos em
conteudo de carbonil (nmol/mg proteina).

Tratamento Estatistico: Os dados foram expressos em média e erro padrdao médio

e analisados estatisticamente pela analise de variancia (ANOVA) one-way, seguido



55

pelo teste post hoc LSD. O nivel de significancia estabelecido para o teste estatistico
€ de P<0,05. Foi utilizado o SPSS (Statistical Package for the Social Sciences)

versao 16.0 como pacote estatistico.

RESULTADOS

Niveis de CK

Os resultados apresentados na tabela 1 mostram que a lesdo muscular
elevou significativamente os niveis de CK e que esses valores foram reduzidos
quando expostos ao tratamento com LLLT.
Niveis de hidroxiprolina

Em relacao a tabela 1 houve um aumento significativo na sintese de colageno
apos 5 dias de lesdo muscular sem tratamento. O grupo que recebeu LLLT teve uma
diminuic&o significativa
Anion superéxido

Na figura 1 foi observado que a lesdo muscular aumentou significativamente a
producdo de anion superdoxido e a terapia com LLLT diminuiu significativamente
esses valores.
Superoéxido dismutase e Catalase

Em relagéo a figura 2A e 2B houve um aumento significativo nas atividades
enzimaticas da CAT e SOD apés 5 dias de lesdo muscular sem tratamento. O grupo
que recebeu LLLT teve uma diminuicéo significativa somente nos valores da SOD.
Peroxidacao lipidica e Carbonilacao de proteinas

De acordo com a figura 3A e 3B os niveis de lipoperoxidagcédo e carbonilacao

de proteinas tiveram um aumento significativo apds 5 dias de lesdo muscular sem
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tratamento. Em relacdo a lipoperoxidacdo o grupo que recebeu LLLT teve uma
diminuicdo significativa. Em relagdo a carbonilagcdo de proteinas nao houve

diferenca.

DISCUSSAO

O dano estrutural da musculatura esquelética e conseqliente capacidade de
reparo e regeneracao decorrem de eventos fisiologicos quem envolvem ruptura
capilar, hemorragia, edema e inflamacdo®. Adicionalmente, de forma imediata, a
lesdo por estimulo mecanico, promove ainda uma resposta isquémica aguda
liberando Espécies Reativas de Oxigénio (ERO)® que pode induzir & danos
oxidativos a biomoléculas* e consequiente desarranjo na integridade estrutural e na
funcdo celular do musculo®. Dessa forma, a utilizacdo de recursos terapéuticos no
tratamento dessas lesdes pode acelerar o processo de reparo e minimizar os efeitos
deletérios da lesdo. Assim, avaliamos os efeitos do laser de baixa intensidade sobre
0s parametros de dano muscular, sintese de colageno e estresse oxidativo induzidos
pela lesdao muscular.

Inicialmente, avaliamos a atividade da creatina cinase (CK) no soro como
marcador de dano muscular e os niveis de hidroxiprolina no tecido como marcador
de sintese de colageno. Como esperado, os resultados apresentados na Tabela 1
mostram que ambos os marcadores elevam-se significativamente apds a lesao e
gue o tratamento com a laserterapia de baixa poténcia diminui esses valores.

Resultados prévios tém demonstrado que a utilizacdo da laserterapia
promove o reparo e acelera a regeneracdo muscular®' o que possivelmente reduz os

niveis sistémicos de enzimas intracelulares. Adicionalmente, essa resposta
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terapéutica estimula a sintese de fibroblastos?, a qual d& inicio a sintese de uma
matriz extracelular proviséria que é, subseqglentemente, substituida por uma matriz
de colageno. As fibrilas de colageno, que se agregam para formar as fibras de
colageno, sao insollveis, altamente resistentes a tracao, e efetivamente contribuem
para o processo curativo pela reconstituicio de tecidos lesados e conferindo
resisténcia a tragdo em cicatrizes®. Entretanto, a fibrogénse diminui a capacidade
do tecido em exercer sua fung¢ao contratil. Assim, reduzir a sintese de coladgeno sem
comprometer o reparo do tecido é algo desejavel.

De acordo com Fillipin et al.?*

, a formacéao de Espécies Reativas de Oxigénio
(ERO) esta diretamente envolvida nos processos regenerativos da lesdo muscular. A
presenca de ERO é essencial para prote¢cdao da célula contra invasdao de agentes
infecciosos. Porém, quando em excesso, pode danificar biomoléculas e dificultar a
recuperacao do tecido lesionado®2°.

Nossos resultados mostram um aumento na producédo de anion superéxido
(figura 1) com concomitante aumento na atividade da SOD (figura 2B). A atividade
da CAT néo sofreu alteracao significativa (figura 2A).

O aumento na producéao de anion superoxido no tecido lesionado e a reducéo
induzida pelo laser podem estar associados a dois mecanismos principais.
Primeiramente devido a respiracao celular. O processo de reparo tecidual exige uma
demanda maior de energia o que resulta num concomitante aumento de anion
superdxido. In vitro, Gimenez e Casado®” demonstraram que a irradiacdo de baixa
poténcia tem efeito bioestimulador, resultando num aumento do consumo celular de
oxigénio e glicose. Entretanto, quando a irradiacdo excede 1 J/mg de tecido, essa

resposta é inibida, diminuindo a respiracéo celular. E ainda, Karu®® sugere que pelo

fato da mitocondria ser um fotoreceptor, a luz emitida pode causar uma ativacao de
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curto tempo na cadeia respiratéria e oxidacdo da NADH. Isso provoca mudangas no
estado redox da mitocondria e citoplasma. A ativacdo da cadeia respiratéria
mitocondrial aumenta o potencial eletroquimico de producéo do ATPZ.

Em segundo, a resposta inflamatéria induzida pelo trauma provoca a
migracao de neutréfilos e macréfagos, as quais realizam um rapido consumo de
oxigénio. Esse mecanismo ativa a NADPH-oxidase catalisando a transferéncia de
elétrons da NADPH para o oxigénio formando superéxido®. A LLLT diminui essa
migracao de neutréfilos e macrofagos e estimula atividade fagocitaria de leucocitos,
assim acelerando a duragdo da fase inflamatéria’* .

O aumento na atividade da SOD (figura 2B) e sua redugado apés tratamento
com laser esta diretamente relacionado a producao concomitante de superéxido. A
SOD é uma enzima capaz de reduzir o superéxido em peroxido de hidrogénio, o
qual é substrato de peroxidases como a CAT e GPx. Quando ha uma diminui¢do da
SOD (figura 2B) sem uma diminuigdo proporcional da CAT (figura 2A), as células
podem estar enfrentando um actmulo de peréxidos®' que na presenca de metais de
transicdo formam o radical hidroxil, danificando constituintes celulares como lipideos,
proteinas e &cidos nucléicos®. Os resultados mostram um aumento nos niveis de
lipoperoxidagédo e carbonilagdo de proteinas apés a lesdo muscular. Contudo,
somente a lipoperoxidacao foi significativamente reduzida apds o tratamento com
LLLT (figura 3A e 3B). Resultados similares de lipoperoxidagcdo em gastrocnémio
também foram encontrados em um modelo de lesdo isquémica® e por trauma
mecanico''. Embora alguns estudos tem demonstrado o potencial efeito positivo do
LLLT sobre a producdo de ERO®®'? outros tém encontrado resultados contrarios.
Tem sido sugerido que a exposi¢céao ao laser pode aumentar a producao de ERO por

33,34

acelerar a producdo de superdxido® . Esses resultados controversos podem
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justificar os resultados diferenciados encontrados em nosso estudo no sistema
enzimatico antioxidante e nos nineis de lipoperoxidacao e carbonilacao de proteinas.
E possivel que isso decorra da utilizacdo de metodologias diferenciadas,
especificamente a intensidade do laser, tempo de tratamento e o modelo de lesé&o
utilizado para induzir ao trauma.

Conforme nossos resultados, concluimos que a lesdo muscular traumatica
leva ao aumento na producao de ERO e consequentemente uma elevada sintese de
colageno e que A LLLT agiu de forma parcial nesses paradmetros. Dessa forma,
estudos adicionais sao necessarios para melhor elucidar os mecanismos
bioquimicos envolvidos na recuperacdao do musculo esquelético apds o tratamento

por irradiacdo de baixa potencia.
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TABELA |
Grupos CK (U/L) Hidroxiprolina (mg/g
tecido)
Controle 98,52+46,24 561,86+35,93
Leséo s/ Tto 158,31+£29,66 * 856,79+47,6 *
Lesdo + AsGa 5 J/cm®  103,44422 47 # 540,1+38,68 #

Nota: Os valores sdo apresentados em médiatEPM
* Diferenca significativa em relacdo ao grupo controle

# Diferenca significativa em relacdo ao grupo lesdo sem tratamento
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Efeitos da LLLT na producédo de anion superoxido na lesdo muscular traumatica (5
dias). Dados sédo expressos em médiatEPM para 6 animais. Diferente do grupo
controle (*p<0.05) e diferente do grupo lesdo muscular sem tratamento (#p<0.05)

(teste LSD).
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FIGURA 2A e 2B
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Efeitos da LLLT na atividade da catalase (A) e superoxido dismutase (B) na lesao
muscular traumatica (5 dias). Dados sdo expressos em médiatEPM para 6 animais.
Diferente do grupo controle (*p<0.05) e diferente do grupo lesdo muscular sem

tratamento (#p<0.05) (teste LSD).



66

FIGURAS 3Ae 3B
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carbonilacdo de proteinas (B) na lesdo muscular traumatica (5 dias). Dados séo
expressos em médiatEPM para 6 animais. Diferente do grupo controle (*p<0.05) e

diferente do grupo lesdo muscular sem tratamento (#p<0.05) (teste LSD).
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ABSTRACT

Background: Many studies have demonstrated an increase in Reactive
Oxygen Species (ROS) and oxidative damage markers after muscle damage. .
Recents studies demonstrate the low-level laser therapy (LLLT) modulate many
biochemistry process mainly decrease of muscular injures; increase of mitochondrial
respiration and synthesis of ATP acceleration the process healing. Objective: In this
work, we evaluated mitochondrial respiratory chain complexes I, Il, lll and IV and
succinate dehydrogenase activities often traumatic muscular injury. Methods: Male
Wistar rats were divided randomly into three groups (n=6): sham (uninjured muscleg;
muscle injury without treatment; muscle injury with LLLT (AsGa) 5 J/cm®.
Gastrocnemius injury was induced by a single impact blunt trauma. LLLT was used
2, 12, 24, 48, 72, 96 e 120 hours after muscle trauma. Results: our results showed
that LLLT significantly increased the activities of complexes |, Il, lll, IV and succinate
dehydrogenase activity. Conclusion: These results suggest that the treatment with
low-level laser may induce an increase in ATP synthesis, and that this may
accelerate the muscle healing process.
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INTRODUCTION

Tissue repair is a dynamic interactive process, which involves several
biochemical and cellular changes. Low level laser therapy (LLLT) is used in many
biomedical sciences to promote tissue regeneration. Many studies involving the LLLT
have shown that the healing process is enhanced by such therapy. In the last years,
many researchers have described various important biological effects associated
with LLLT™.

LLLT has been used to treat muscular pain, although the biological
mechanisms of the beneficial results observed in clinical trials remain unclear. The
ability of LLLT to reduce the duration of acute inflammation and accelerate tissue
repair in tendon and muscle injuries was proposed®”’. Lubart et al.® suggested that
LLLT may promote changes in the cellular redox state, playing a pivotal role in
sustaining cellular activities, and promoting photobiostimulative processes.

Other studies, however, emphasize that depending on the applied dose,
wavelength, irradiation time and also the conditions of the treated tissue, different
biological answers can be achieved® 2.

The aim of this work was to evaluate mitochondrial respiratory chain
complexes |, Il, 1l and IV and succinate dehydrogenase activities in traumatic

muscular injury after irradiation with LLLT.

MATERIALS AND METHODS
Animals

Male Wistar rats (250-300 g) obtained from the Central Animal House of
Universidade do Extremo Sul Catarinense, Santa Catarina, Brazil were caged in

groups of five and provided with commercial rat chow and water ad libitum and
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maintained on a 12 h light/12 h dark cycle. The animals were divided randomly into
three groups (n=6): sham (uninjured muscle); muscle injury without treatment;
muscle injury with LLLT (AsGa) 5 J/cm?. All studies were performed in accordance
with National Institutes of Health guidelines and with the approval of the Ethics

Committee from Universidade do Extremo Sul Catarinense, Santa Catarina, Brazil.

Muscle injury model

The muscle trauma model was described by Rizzi et al'®. The animals were
anesthetized with an intraperitoneal injection of ketamine (70 mg/kg) and xylazine (15
mg/kg). Gastrocnemius injury was induced by a single impact blunt trauma in a press
developed by the Centro Industrial de Equipamentos de Ensino e Pesquisa
(CIDEP/RS, Brazil). Briefly, injury was produced by a metal mass (0.459 Kg) falling
through a metal guide from a height of 18 cm. The impact kinetic energy delivered
was 0.811 Joules. Control rats were also anesthetized to ensure standardization, but

without muscle trauma.

Treatment

O tecido ao redor da lesao foi irradiado com laser AsGa com comprimento de
onda de 904nm, forma de onda pulsada, feixe nao visivel e poténcia de pico de 20
W e densidade de energia de 5 J/cm?. Foi realizada aplicagao pontual, com a caneta
mantida perpendicular a lesdo com uma distancia de 1 cm por ponto descrito por
Morrone'®. Os animais foram irradiados 2, 12, 24, 48, 72, 96 e 120 horas apds o

trauma.
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Sample preparation

Two hours after to the last application, the animals were killed by decapitation
and the blood was collected. The lesioned region of the muscle gastrocnemius was
surgically removed and immediately processed, aliquoted and stored at -70°C for
later analysis.Gastrocnemius was homogenized in the buffer used for each
technigue. The homogenates were centrifuged at 1000 X g for 10 min at 4°C and the
supernatants kept at -70°C until used for the experiments. The maximal period
between homogenate preparation and biochemical analysis was always less than 5

days.

Biochemical Assays

Activities of mitochondrial respiratory chain enzymes

Gastrocnemius was homogenized (1:10, w/v) in SETH buffer (250 mM
sucrose, 2 mM EDTA, 10 mM Trizma base, 50 IU/ml heparin, pH 7.4). The
homogenates were centrifuged at 800g for 10 min and the supernatants were used
for determination of mitochondrial respiratory chain enzyme activities (complexes |, I,
=111 and 1V). In the day of the assays, the samples were freezed and thawed in
hypotonic assay buffer three times to fully expose the enzymes to substrates and
achieve maximal activities. NADH dehydrogenase (complex |) was evaluated
according to the method described by Cassina and Radi'® by the rate of NADH-
dependent ferricyanide reduction at 420 nm. The activities of succinate: DCIP
oxidoreductase (complex IlI) and succinate: cytochrome ¢ oxidoreductase (complex

|.16

[I-111) were determined according to the method of Fischer et al.”®. Complex Il activity

was measured by following the decrease in absorbance due to the reduction of 2,6-
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DCIP at 600 nm. Complex II-lll activity was measured by cytochrome ¢ reduction
from succinate. The activity of cytochrome c¢ oxidase (complex IV) was assayed
according to the method described by Rustin et al.'”, measured by following the
decrease in absorbance due to the oxidation of previously reduced cytochrome c at
550 nm. The activities of the mitochondrial respiratory chain complexes were

expressed as nmol/min/mg protein.

Protein Determination: The amount of protein in the samples tested for activities of
mitochondrial respiratory chain enzymes was determined using the Lowry'®

technique.

Statistical analysis
Data were analyzed by one-way analysis of variance (ANOVA) followed by the
LSD test when p values were significant (p<0.05). All analyses were performed using

the Statistical Package for the Social Science (SPSS) software.

RESULTS

In this work, we measured mitochondrial respiratory chain complexes |, Il, I
and IV and succinate dehydrogenase activities in injured muscle after treatment with
low-level laser for 5 days. We verified that the activities of complex Il and succinate
dehydrogenase after 5 days of muscular lesion were significantly increased when
compared to the control group. Moreover, our results showed that LLLT significantly
increased the activities of complexes I, II, lll, IV and succinate dehydrogenase
activity, when compared to injured-muscle without treatment group (Figures 1,2,3,4

and 5).
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DISCUSSION

The inflammatory response to direct trauma as well as stretch injury consist of
neutrophilia, neutrophil activation, and the accumulation of neutrophils within the
injured muscle as early as one to two hours. In this early inflammatory stage, cellular
debris is removed by the infiltrating neutrophils and is followed by a regenerative
response during which satellite cells proliferate to replace the previously damaged
and phagocytosed muscle®.

Skeletal muscle healing has three phases, where a substrate is laid down,
then cells proliferate, and then there is remodeling of tissue. Evidence from literature
suggests that laser biostimulation produces its primary effect during the cell
proliferation phase of the muscular healing process. At cellular level, photo-irradiation
at low power causes significant biological effects such as cellular proliferation,
collagen synthesis, the release of growth factors from cells and macrophage and
lymphocyte stimulation®*?".

The results obtained in our work showed a significant increase in complexes |,
Il 111, IV activities and succinate dehydrogenase activity in injured muscle after LLLT.
The LLLT used in this study was a arsenium—gallium (AsGa) with a wavelength of
904 nm.

Several lines of evidence show that mitochondria are sensitive to irradiation
with monochromatic visible light. The illumination of isolated rat liver mitochondria
increases adenosine triphosphate (ATP) synthesis and the consumption of 0..
Irradiation with light at 904 nm increases the mitochondrial membrane potential and
proton gradient, causes changes in mitochondrial optical properties, modifies some

NADH-linked (NADH, reduced form of nicotinamide adenine dinucleotide)
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dehydrogenase reactions and increases the rate of ADP/ATP exchange (ADP,
adenosine diphosphate)®.

Increased activity of mitochondrial electron transport can be associated with a
variety of mitochondrial enzyme activities. Photostimulatory effects for a variety of
mitochondrial enzymes (protein complexes in respiratory transport chain) have been
proposed and studied by different researchers. However, most of the proposed
mechanisms are based on oxygen consumption studies and lack of direct
experimental support®??23

Data from literature strongly suggest that cytochrome ¢ oxidase (mitochondrial
respiratory chain complex V) is a key photoacceptor of light in the near infrared
spectral range. We speculate that this enzyme could act in a similar way in the
wavelength used in our work (904 nm)''23

Moreover, it was already demonstrated that 660 to 680 nm irradiation
increased electron transfer in purified cytochrome c¢ oxidase, mitochondrial
respiration and ATP synthesis in isolated mitochondria and upregulated cytochrome
¢ oxidase activity in cultured neuronal cells. It is also known that near-infrared light
therapy results in initiation of a mitochondrial signaling cascade which promotes
cellular proliferation and cytoprotection at cellular level®'2,

When photons from laser light energize the metal sites in these complexes,
shaking/vibration of these metals alter either the enzyme conformation or the redox
reaction, and this in turn increases the transfer of electrons throughout the respiratory
chain and/or pumping of protons across the inner mitochondrial membrane.
Increased transference of electrons and protons accelerates oxidative metabolism

and leads to in increase in ATP synthesis. Increased ATP production may in turn

promote cellular metabolism. We speculate that the increase in ATP production due
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to LLLT may induce acceleration in muscle healing process, especially in the

inflammatory phase®#2*2°,

CONCLUSION

The present findings showed that LLLT increased the activity of mitochondrial
respiratory chain complexes I, Il, lll and IV, and succinate dehydrogenase. These
results suggest that the treatment with low-level laser may induce an increase in ATP

synthesis, and that this may accelerate the muscle healing process.
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DISCUSSAO GERAL

O objetivo desta dissertacao foi pautado nos possiveis efeitos da
aplicacao do laser de baixa poténcia e do ultra-som pulsado sobre os pardmetros de
estresse oxidativo e sobre fungdo mitocondrial muscular induzidos por trauma
mecanico. Para tanto, partimos das seguintes evidéncias cientificas:

a) Apods lesao traumatica os marcadores de dano muscular apresentam um aumento
significativo como mioglobina, fosfatase acida e creatina quinase (MORRONE, 1998;
HUARD, 2002).

b) Apdés a lesdo muscular inicial, o estresse oxidativo é aumentado devido a
inUmeras fontes potenciais de geracdo de ERO dentro do musculo traumatizado
(OZYURT, 20086).

c) TPU é efetiva na reducgao da lesdo muscular (KARNES, 2002).

d) A LLLT age de forma parcial nos parametros de dano oxidativo (PALIWAL, 2008).
e) A LLLT aumenta significativamente a producdo de ATP no tecido lesionado
(KARU, 1995).

f) O DMSO possui propriedades antiinflamatérias (VIGNAUD, 2005) e scavenger de
radical hidroxil (WAKATA, 2001).

A partir das evidéncias ja apontadas na literatura, conforme citado
anteriormente, objetivou-se neste estudo investigar se:

1 - 0 uso isolado do ultra-som ou associado com DMSO altera os marcadores
de dano muscular, estresse oxidativo e acelera a recuperacgao do tecido.

2 — A laserterapia altera a fungao mitocondrial muscular ap6s lesao mecénica.
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De acordo com Fillipin et al (2005), a formacao de Espécies Reativas de
Oxigénio (ERO) esta diretamente envolvida nos processos regenerativos da lesao
muscular. A presenca de ERO é essencial para protecao da célula contra invasao de
agentes infecciosos. Porém, quando em excesso, pode danificar biomoléculas e
dificultar a recuperacao do tecido lesionado (KERKWEG, 2007; SUPINSKI, 2007).

O dano muscular, de forma imediata, promove uma resposta isquémica
aguda liberando Espécies Reativas de Oxigénio (ROS) como &anion superéxido,
radical hidroxil e peroxido de hidrogénio (BAR-SHAI, 2008). Essas ERO também
podem ser liberadas devido a migracdo, acumulo e ativacdo de células
polimorfonucleares. Essa cascata de eventos traz em conseqiéncia danos
oxidativos a biomoléculas como lipoperoxidacdo da membrana celular, oxidacado de
proteinas, protedlises e fragmentacdao de DNA (HALLIWELL B e GUTTERIDGE,
2007). Consequentemente ocorre um desarranjo na integridade estrutural e na
funcdo celular do musculo, induzindo alteracbes na capacidade de transporte,
producéo de energia e balango de ions (OZYURT, 2006).

Durante a fase inflamatéria, TPU possui efeitos estimulatérios em
mastdcitos, plaquetas e principalmente fagécitos e macréfagos. Devido ao aumento
na atividade dessas células, certamente a influéncia principal do TPU é uma acgéo
pré-inflamatéria ao invés de antiinflamatéria. Os beneficios deste modo de agédo nao
sdao aumentar a resposta inflamatéria e sim melhorar a intensidade deste estagio,
agindo como um otimizador deste processo (WATSON, 2008; RANTANEN et al,
1999).

O papel do mecanismo nao térmico do ultra-som na regeneragao muscular
e de tecidos moles esta bem estabelecido. Em nivel celular ocorrem mudancas na

taxa de difusdo e na permeabilidade de membrana para ions, devido ao fluxo
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acustico e cavitacao estavel, podendo estimular células e aumentar a sinalizagéo de
moléculas (PALIWAL, 2008).

Devido a essas propriedades utilizamos o DMSO em conjunto com a TPU
com intuito de potencializar os efeitos das duas terapias. Nossos resultados
demonstram que houve uma reducao significativa nos pardmetros de lesao muscular
e estresse oxidativo.

O DMSO possui efeitos na liberacdo de célcio podendo justificar essa
reducao na formacdo de ERO. Adicionalmente, o ultra-som altera a atividade de
células polimorfonucleares envolvidas na fase inflamatéria do processo de
cicatrizagdo muscular, acelerando este processo. Outro efeito dessa terapia é o
aumento da velocidade de angiogénese (FREITAS, 2007; CAMICI, 2006).

Os resultados da LLLT mostraram alteragdes parciais na redugdo do
estresse oxidativo, diminuicdo da sintese de colageno e aumento da atividade da
cadeia respiratéria mitocondrial.

Os efeitos biolégicos da irradiacdo com laser de baixa poténcia dependem
de varios fatores como caracteristica, fonte de luz (comprimento de onda, dose e
duracao de pulso) e estrutura do tecido. Recentemente, a irradiacdo com laser de
baixa poténcia tem sido usada para modular processos biolégicos em humanos e
animais (REZENDE, 2007). Muitos autores tém investigado os efeitos
bioestimulatorios da aplicacdo laser em varios campos como pesquisas basicas,
cultura de células, cicatrizagdo muscular e de feridas, estimulacdo neural ou
hormonal e diminuicdo de dor (LUCAS, 2000). Um dos principais usos da
laserterapia é o tratamento de trauma muscular (MARRONE, 1998; AMARAL, 2001).

Alguns estudos demonstram uma reducdo do estresse oxidativo em

diferentes situagées como neutréfilos humanos isolados, durante cirurgia abdominal,
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membranas de lipossomas e modelo animal de lesédo tendinosa. Em relacao a lesao
muscular o laser possui efeitos positivos na sintese de colageno e estresse oxidativo
agindo na sinalizacdo de NF-kB (RIZZI, 2006; FILLIPIN, 2005; WEISS, 1992;
SHEFER, 2001).

Conforme Karu (1987), a irradiagdo causa um aumento no indice mitotico
nas células de culturas irradiadas. Estes dados indicam que a irradiacdo causa um
rearranjo no metabolismo celular, executando a funcédo de ativador desse sistema. A

resposta final da irradiacao é a aceleragao da proliferagao.

CONCLUSOES

Em resumo, sugerimos que o uso isolado TPU possui limitacdes no ataque
de ERO apéds trauma muscular, e seu uso em conjunto com DMSO melhora os
mecanismos de defesa por agir nas fontes primarias de producédo ERO.

A LLLT foi efetiva no aumento da atividade da cadeia respiratéria
mitocondrial, provavelmente estimulando a sintese de ATP e acelerando o processo
de cicatrizacdo muscular. J& nos parametros de estresse oxidativo agiu de forma
parcial, sendo necessario avaliacdo de outros parametros para confirmagéao de tal

achado.
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