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RESUMO

A fotobiomodulagdo (FBM) tem muitos efeitos sobre o metabolismo energético do
tecido musculoesquelético, como aumento de sintese de glicogénio. No entanto,
esses efeitos podem ser de proporcao sistémica, como o controle glicémico. O
objetivo primario foi avaliar os efeitos da fotobiomodulacdo (FBM) por LEDs (light-
emitting diodes) sobre os niveis glicémicos e a concentracao de glicogénio muscular
de ratos nao diabéticos. Os objetivos secundarios foram avaliar os efeitos agudos de
4 doses de FBM (dose-resposta: sham, 10 J/cm?, 30 J/cm?, 60 J/cm?) sobre os niveis
glicémicos de ratos ao longo de 6 horas (tempo-resposta: pré irradiacdo, 1 hora, 3
horas, 6 horas) ap0s irradiacéo; e avaliar os efeitos agudos de dose-resposta da FBM
sobre os niveis de glicogénio muscular de ratos ap0s 24 horas da irradiacdo. Por fim,
correlacionar as modulac¢des dos niveis glicémicos e as concentracdes de glicogénio
muscular apds aplicacdo de 4 diferentes doses de FBM. Vinte e quatro ratos Wistar
foram alocados aleatoriamente e igualmente em quatro grupos: sham (terapia
placebo), FBM 10J/cm?, FBM 30J/cm? e FBM 60 J/cm?. Os animais ficaram em jejum
por 6 horas. A alimentacédo foi retirada imediatamente antes da FBM. As avaliacdes
de glicemia foram realizadas nos momentos pré-irradiacdo (imediatamente antes da
FBM), 1h, 3h e 6h. A sintese de glicogénio muscular foi mensurada 24h apds a FBM.
A FBM usou um arranjo de 69 LEDs (light-emitting diodes) com 35 vermelhos (630 +
10 nm) e 34 infravermelhos (850 + 20 nm); 114 mW/cm? por 90 s (10J/cm?), 270s
(30J/cm?), 540s (60J/cm?) aplicados no dorso, gluteo e membros posteriores dos
animais. O grupo 10J/cm? apresentou menor variabilidade glicémica ao longo de 6
horas (5,92 mg/dL) comparado aos grupos sham (13,03 mg/dL), 30J/cm? (7,77 mg/dL)
e FBM 60 J/cm? (9,07 mg/dL). Os grupos FBM tiveram o maior incremento de
glicogénio muscular (10 J/cm? > 60 J/cm? > 30 J/cm? > sham), caracterizando uma
dose-resposta trifasica da FBM. Houve forte correlacdo negativa entre a variabilidade
glicémica ao longo de 6h e a concentracéo de glicogénio muscular para 10J/cm? (r=
-0,94; p<0, 001) seguida pela 30 J/cm? (r= -0,84; p<0,001) e 60J/cm? (r= -0,73;
p<0,006). Os resultados sugerem que a FBM pode ter um papel muito importante no
controle dos niveis glicémicos, e 0 seu possivel mecanismo de acdo é a inducao de
maior sintese de glicogénio muscular independente da realizacdo de exercicio fisico.

PALAVRAS-CHAVE: laserterapia, LEDs, glicogénio, glicemia, glicose.



ABSTRACT

Photobiomodulation (PBM) has many effects on the energetic metabolism of
musculoskeletal tissue, such as increased glycogen synthesis. However, these effects
can systemic, such as glycemic control. The primary objective was to evaluate the
effects of photobiomodulation (PBM) by LEDs (light-emitting diodes) on glycemic levels
and muscle glycogen concentration in non-diabetic rats. The secondary objectives
were to evaluate the acute effects of 4 doses of PBM (dose-response: sham, 10 J/cm2,
30 J/cm2, 60 J/cm2) on glycemic levels in rats over 6 hours (time-response: pre
irradiation,1 hour, 3 hours, 6 hours) after irradiation; and to evaluate the acute effects
of dose-response of PBM on muscle glycogen levels in rats after 24 hours of
irradiation.Finally, to correlate glycemic modulations with muscle glycogen
concentrations after applying 4 different doses of PBM. Twenty-four Wistar rats were
randomly and equally allocated to four groups: sham (placebo therapy), PBM 10J/cm2,
PBM 30J/cm2, and FBM 60 J/cm2. The animals fasted for 6 hours. Feeding was
interrupted immediately before PBM. Evaluations of glucose level were performed at
pre-irradiation times (immediately before PBM), 1h, 3h and 6h. Muscle glycogen
synthesis was measured 24 hours after PBM. PBM used an arrangement of 69 LEDs
(light-emitting diodes) with 35 reds (630 £ 10 nm) and 34 infrared (850 + 20 nm); 114
mW/cm2 for 90 s (10J/cm2), 270s (30J/cm2), 540s (60J/cm2) applied to the back,
gluteus, and hind limbs of the animals. The 10J/cm2 group showed lower glycemic
variability over 6 hours (5.92 mg/dL) compared to the sham (13.03 mg/dL), 30J/cm2
(7.77 mg/dL) and PBM 60 J/cm2 (9.07 mg/dL) groups. The PBM groups had the
highest increase in muscle glycogen (10 J/cm2 > 60 J/cm2 > 30 J/cm2 > sham),
characterizing a three-phase dose-response to PBM. There was a strong negative
correlation between glycemic variability over 6h and muscle glycogen concentration
for 10J/cm2 (r=-0.94; p<0.001) followed by 30 J/cm2 (r=-0.84; p<0.001) and 60J/cm2
(r=-0.73; p<0.006). The results suggest that PBM can play a very important role in the
control of glycemic levels, and its possible mechanism of action is the induction of
greater muscle glycogen synthesis independent of physical exercise.

KEY WORDS: low-level laser therapy, LEDs, glycogen, glycemia, glucose.
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DIVULGACAO E TRANSFERENCIA DE CONHECIMENTO

A FBM por LED produz efeitos na glicemia (efeito sistémico) e sintese de glicogénio
de ratos, quando aplicada no dorso e membros posteriores de animais nao diabéticos.
Nesse experimento, a FBM proporcionou menor variabilidade dos niveis glicémicos
ao longo de 6 horas para todos os grupos irradiados por LED. Com destaque para a
dose de 10 J/cm? comparado aos grupos sham (terapia placebo), 30 e 60 J/cm?. Os
grupos de 10 J/cm? e 60 J/cm? foram 0s grupos com o maior incremento de glicogénio
muscular, comparado ao grupo irradiado com 30 J/cm? Por fim, houve uma
correlacdo negativa, forte e significativa entre a variabilidade dos niveis glicémicos (ao
longo de 6h) e a concentracao de glicogénio muscular, indicando que quanto menor a
variacdo glicémica, maior a sintese de glicogénio muscular. Esses efeitos s&o
atribuidos a influéncia da luz no metabolismo mitocondrial, o qual desencadeia
respostas bioquimicas secundarias a nivel celular para a sinalizacdo de vias que
aumentam a captacdo de glicose para o interior da célula muscular e sintese de
glicogénio. Acrescenta-se que a FBM produz efeitos nos tecidos com dose e tempo
resposta dependente. Portanto, diferentes quantidades de energia (doses)

condicionam um comportamento especifico ao longo do tempo no tecido irradiado.
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INTRODUCAO

A fotobiomodulagéo por LEDs (Light-Emitting Diodes) tem sido utilizada para
diversos fins terapéuticos, como prevencdo e/ou reducdo do estresse oxidativo
(FERRARESI; HAMBLIN e PARIZOTTO, 2012; FERRARESI et al., 2015c), controle
glicémico em pacientes diabéticos (OLIVEIRA et al., 2019) e reducéo na inflamagéo e
resisténcia a insulina em modelos experimentais (YOSHIMURA; SABINO; RIBEIRO,
2016; SILVA et al., 2017) sendo, portanto, importante recurso terapéutico e
tecnolégico.

O principal mecanismo de a¢ao da fotobiomodulag&o (FBM) sobre os tecidos
biolégicos é absorcéao dos fotons de luz, emitidos por lasers ou LEDs, por moléculas
chamadas de cromoéforos (HUANG et al., 2009). Dentre os cromoforos identificados,
a enzima citocromo c oxidase, localizada no complexo IV da cadeia transportadora de
elétrons mitocondrial, é a principal molécula absorvedora dos fétons da FBM na faixa
do vermelho e infravermelho proximo (KARU, 1999; CHUNG et al., 2012).

A modulacdo do metabolismo mitocondrial por meio da fotobiomodulagcédo &
algo bem documentado na literatura (KARU, 1999; HUANG et al., 2009; HUANG et
al., 2011; FERRARESI et al., 2015b). Esta promove incrementos no potencial de
membrana mitocondrial e na sintese de adenosina trifosfato (ATP) com resposta
tempo-dependente apds a irradiacdo do tecido muscular (in vitro e in vivo)
(FERRARESI et al., 2015a; FERRARESI et al., 2015b) e dose-resposta, a qual se
apresenta em dose resposta bifasica e, as vezes trifasica (HUANG et al., 2009;
HUANG et al., 2011).

No entanto, para que o metabolismo mitocondrial aumente apos a FBM, é
necessario também que ocorra aumento na atividade do ciclo de Krebs (ciclo do acido
citrico), fato ja evidenciado, considerando que a FBM parece aumentar a atividade da
enzima citrato sintase em tecido muscular, marcador da atividade deste ciclo
(AQUINO et al., 2015; VIEIRA et al., 2017). Nesse contexto, a glicemia desempenha
papel relevante na resposta a FBM, pois fornecera o substrato primario para a glicolise
no citosol celular (geracdo de piruvato) para induzir a atividade do ciclo de Krebs.
Assim, a FBM pode reduzir a glicose no compartimento plasmatico sanguineo, com
incremento na formacao de piruvato e acetil-coenzima A (acetil-CoA) na mitocondria
intermediado, talvez, pela maior atividade da cadeia transportadora de elétrons
(VIEIRA et al., 2017).
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Os mecanismos de acdo para a FBM promover efeitos sistémicos e diminuir
0s niveis glicémicos ainda ndo sdo bem compreendidos ou elucidados. Porém,
sugere-se que 0 aumento no metabolismo energético e na funcdo mitocondrial,
principalmente do musculoesquelético (FERRARESI; HAMBLIN e PARIZOTTO, 2012,
FERRARESI et al., 2015a; FERRARESI et al., 2015b), possam ter relacao direta com
a reducdo nos niveis glicémicos por aumentar o consumo de glicose pelo tecido
muscular para atividade contratil e/ ou sintese de glicogénio muscular (FERRARESI
et al., 2015c).

Nesse contexto, a maior sintese de glicogénio muscular mediada pela FBM ja
tem sido reportada por nosso grupo de pesquisa (FERRARESI et al., 2015c), o que
pode ser decorrente da modulacdo da expresséo de genes musculares (FERRARESI
et al., 2016) que codificam proteinas (enzimas) especificas e chave nesse processo,
como a glicogénio sintase e a fosfoglicomutase. Porém, ainda ndo foi demonstrada a
relacdo entre os niveis glicémicos e a sintese de glicogénio muscular mediados pela
FBM para se comprovar esse efeito sistémico.

Assim, considerando os efeitos da FBM sobre o metabolismo energético
celular supracitados, sobretudo no tecido muscular, bem como a dose e o tempo-
resposta caracteristico, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da FBM por LEDs
sobre os niveis glicémicos (efeito sistémico) e a concentracao de glicogénio muscular

(efeito local) de ratos.
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REVISAO DA LITERATURA

A fotobiomodulacdo (FBM) é uma terapia baseada na luz emitida por lasers
(light amplification by stimulated emission of radiation) e/ou LEDs (light-emitting
diodes) de baixa intensidade, sendo que estas fontes de luz podem ser aplicadas
separadamente ou de forma combinada no mesmo equipamento para irradiacdo do
tecido (ANTONIALLI et al., 2014). Esta terapia € realizada utilizando comprimento de
onda especifico (600-1.000 nm), poténcia entre 1 mW e 500 mW, e densidade de
poténcia entre 1 mW/cm2 e 5 W/cm? (LEAL et al., 2010). Estas condi¢des viabilizam
reacOes fotoquimicas, nas quais a luz € absorvida e induz uma mudancga quimica nos
tecidos, nao apresentado efeito térmico (DE MARCHI et al., 2017).

Vale mencionar que uma dificuldade na utilizacdo da luz de LED ou laser de
baixa intensidade consiste na escolha da quantidade de energia a ser administrada
para desenvolver efeitos positivos no tecido (TUNER e JENKINS, 2016). Para tanto,
um comprimento de onda apropriado, isto €, uma "janela éptica" especifica, permite a
penetracdo efetiva da luz e, por conseguinte, uma resposta bifasica é maximizada
(HUANG et al., 2011).

A “resposta a dose bifasica” refere-se a existéncia de um valor 6timo da dose
de FBM definida pela densidade de energia (J/cm?). Assim, quando a dose é
aumentada, uma resposta maxima em algum valor é atingida, e se a dose aumentar
além desse valor maximo, a resposta diminui, desaparece e € até possivel que efeitos
negativos ou inibitorios sejam produzidos em fluéncias muito altas (HAMBLIN, 2017).

Por outro lado, a literatura também reporta uma “resposta a dose trifasica”, na
gual a dose, quando elevada mais uma vez, a niveis mais altos, efeitos positivos
voltam a ser verificados (SHARMA et al., 2011). Portanto, os efeitos podem ser nulos,
positivos ou inibitorios de acordo com a dose de energia aplicada sobre o tecido alvo
(DELLAGRANA et al., 2018).

O mecanismo de agéo primario da FBM mais consistente refere-se a absorcéo
de fétons pela citocromo ¢ oxidase, enzima localizada no complexo IV da cadeia
transportadora de elétrons mitocondrial (HUANG et al., 2009; KARU, 2010; CHUNG
et al., 2012). Esse fendmeno desencadeia outras vias, gerando respostas
secundarias, como aumento na produc¢do de adenosina trifosfato (ATP), ho consumo
de oxigénio e metabolismo energético da célula (FERRARESI et al., 2015a); (ROJAS;
GONZALEZ-LIMA, 2013)( Figura 01), reducao do estresse oxidativo e modulacéo das
condicdes inflamatorias (BARTOS et al., 2016; COSTA et al., 2018) e ainda alteracéo
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na expresséo de genes (ALBUQUERQUE-PONTES et al., 2018; GORALCZYK et al.,
2018; SANTOS et al., 2019).

Figura 01 — Cadeia Transportadora de Elétrons
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Fonte: NELSON, D. L.; COX, M. M. Lehninger Principles of Biochemistry, 7ed. New York: W. H.
Freeman and Company, 2008.

Nesse contexto, a literatura tem mostrado a aplicabilidade da FBM em
diversas condi¢cdes, sendo evidenciados efeitos positivos no processo de cicatrizacao
dos tecidos (KOUHKHEIL et al.,, 2019) e incremento do desempenho muscular
(ALBUQUERQUE-PONTES et al., 2015; FERRARESI et al., 2015c); o que demonstra
efeitos locais da luz. Associado a isso, a FBM também apresenta efeitos sistémicos,
induzindo alteracdes glicémicas (FUKUOKA et al., 2016).

Para tanto, a FBM ao ser absorvida pela citocromo c oxidase, desencadeia
vias de sinalizacdo para captacao de glicose, por meio da proteina quinase B (AKT).
Desse modo, a AKT ativa a GLUT4 (transportador de glicose 4), aumentando a
translocacao da glicose sérica para dentro do conteudo celular (MASON; RATHMELL,
2011; HUANG et al.,, 2019) (Figura 02), estimulada pela insulina e de maneira
independente por meio do exercicio fisico (CIARALDI et al., 1995). De forma a
controlar a homeostase da glicose (HUANG et al., 2019). Vale ressaltar que a
atividade dessa via ainda aprimora a atividade da hexoquinase e frutoquinase
(NICOLAU et al., 2005; MASON; RATHMELL, 2011) enzimas participantes da sintese
de glicogénio.
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O glicogénio é um polissacarideo, principal forma de armazenamento de
glicose nos tecidos, sendo mais abundante no figado e musculo. O metabolismo do
glicogénio € regulado por duas enzimas: glicogénio sintase e glicogénio fosforilase,
ambas, quando desfosforiladas s&o convertidas em formas ativa e inativa,

respectivamente, na sintese de glicogénio (NICOLAU et al., 2005).

Figura 02 — Via de ativacdo AKT e GLUT4
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Fonte: Adaptacdo de POSTAL, B.G. Caracterizacdo dos efeitos e de vias de sinalizacdo de compostos
presentes em llex paraguariensis St. Hil. envolvidas na homeostase da glicose. 2015. Dissertacéo (
Mestrado em Farmacia) - Universidade Federal de Santa Catarina. Florianépolis. Adaptagdo de
POSTAL, B. G. (2015) a partir de PHILIP COHEN e MICHEL GOEDERT, 2004.

Estudo conduzido em animais com resisténcia a insulina induzida por dieta
rica em gordura demonstrou que a FBM melhorou a tolerancia a glicose por influenciar
na via de sinalizacdo da insulina. Dessa forma, os pesquisadores verificaram que a
FBM induziu a fosforilacdo das proteinas AKT e AS160 (Substrato de AKT160) , e
ainda reverteu a reducao no contetdo do transportador de glicose 4 (GLUT4) no tecido
adiposo epididimal induzida pela dieta hiperlipidica, favorecendo a captacdo da
glicose e, consequentemente, o controle glicémico destes animais. Foi evidenciada
ainda diminuicdo da massa gordurosa epididimal e mesentérica e atenuacdo da via
JNK, contribuindo para reducdo do processo inflamatério e da resisténcia insulinica

(SILVA et al., 2018).
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Assim também, a FBM promove a reducdo da sintese de citocinas pro-
inflamatdrias em células inflamadas e reduz macréfagos com fenétipo M1, que séo
pro-inflamatérios, bem como a diminuigdo de prostaglandinas e espécies reativas de
nitrogénio e oxigénio. Dessa forma, a terapia a laser de baixa intensidade parece
favorecer, indiretamente, o controle glicémico por meio da prevencao de disturbios
metabolicos associados, como a inflamacéo e o estresse oxidativo (HAMBLIN, 2017;
HAMBLIN, 2018).

Yoshimura, Sabino e Ribeiro (2016) ao avaliarem o efeito da FBM por LED
(843 nm) em modelo animal de obesidade e resisténcia a insulina induzida por dieta
hiperlipidica, verificaram que a exposicdo dos animais a seis sessdes de irradiacao
(5,7 Jicm? e 19 mW/cm?) foi associada a reducdo na gordura abdominal e nas
concentracdes séricas de glicose 24 horas ap0s a ultima sessao.

Um ponto relevante a ser mencionado € que a FBM também tem sido
associada a reducao de radicais livres em culturas de células submetidas a estresse
oxidativo e ao aumento na atividade das enzimas antioxidantes superoxido dismutase
(SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx), a partir de diferentes doses de
radiacdo. Assim, esta terapia € capaz de prevenir 0 estresse oxidativo (HAMBLIN,
2018), contribuindo para aumentar a sensibilidade a insulina (IBUKI et al., 2013).

Vieira et al. (2018) evidenciaram que a FBM aumenta a capacidade oxidativa
mitocondrial no muasculo so6leo e cardiaco de animais submetidos a sessdes de
exercicio fisico por meio do incremento da atividade da enzima citrato sintase e
reducdo da lactato desidrogenase, marcador de metabolismo anaerébio. Destaca-se
gue o aumento no metabolismo mitocondrial pode diminuir a concentracao sérica de
glicose (YOSHIMURA; SABINO e RIBEIRO, 2016) com melhoria na sensibilidade a
insulina (IBUKI et al., 2013; FUKUOKA et al., 2016).

OLIVEIRA et al. (2019) verificaram que a luz de baixa intensidade reduz os
niveis séricos de glicose em individuos com diabetes mellitus tipo 2 que realizam
exercicios fisico moderado, confirmando que a FBM associada ao exercicio fisico
favorece a melhoria na sensibilidade insulinica, quando comparada ao exercicio
isoladamente (DUARTE et al., 2015).

Sobre este aspecto, PEPLOW e BAXTER (2013) avaliaram o efeito de
diferentes doses de irradiacdo a laser na regido inguinal de ratos diabéticos e
verificaram que a dose de 10,2 a 20,4 J/cm? tem potencial para melhoria da doenca,
fato demonstrado pela reducdo da frutosamina plasmatica, marcador de proteinas

glicadas no sangue. Fukuoka et al. (2016) observaram reducdo na concentracao



21

sérica de glicose de animais diabéticos apds irradiacdo a laser de baixa poténcia (20
Jicm?).

O processo de FBM também induz a sintese de glicogénio muscular, o que
pode ser decorrente da modulacdo da expressdo de genes que codificam para
proteinas especificas e chaves nesse processo, como as enzimas glicogénio sintase
e fosfoglicomutase (FERRARESI et al., 2015c; FERRARESI et al., 2016). Tatmatsu-
Rocha et al. (2017) verificaram que o conteudo de glicogénio hepatico e muscular foi,
respectivamente, 296% e 706% menor nos animais diabéticos controle em relacéo
aos tratados com irradiacdo a laser e Patrocinio et al. (2013) observaram que a terapia
a laser de baixa poténcia reduziu a deplecdo do glicogénio muscular induzida pelo
exercicio fisico.

Outro aspecto importante é que a FBM é capaz de ativar a via de sinalizacao
Akt em células neuronais, induzindo efeitos ante apoptéticos. Assim, o processo de
FBM parece ser benéfico na protecdo contra neurotoxicidade induzida pelo excesso
de glicose associada ao diabetes mellitus. Aléem disso, a FBM tem sido indicada como
possivel estratégia terapéutica coadjuvante no tratamento de doengas neuronais
(LIANG; LIU; XING, 2012; OLIVEIRA; SANTOS-EICHLER; DALE, 2019).
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PROPOSICAO

O laser foi criado na década de 60, a partir de entdo essa e outras fontes de
luzes com semelhante espectro de radiagdo como o LED foram desenvolvidas e
aplicadas para diversos fins. No campo da medicina, os lasers de alta poténcia foram
rapidamente introduzidos para realizacdo de cirurgias com o intuito de cortar, e até
mesmo destruir tecidos. Por conseguinte, com novos estudos, a possibilidade
terapéutica dessa luz alargou-se, surgindo a fotobiomodulagcdo com o uso do laser de
baixa intensidade e o LED, os quais promoveram cicatrizacdo de feriadas,
neovascularizagao e melhora do desempenho muscular.

Atualmente, além dos efeitos ja citados da fotobiomodulacdo, os quais
encontram-se em nivel local, projetam-se novas perspectivas de aplicacdo da luz a
elucidacdo dos efeitos terapéuticos em nivel sistémico. Portanto, o interesse em
verificar o comportamento sérico da glicose e a sintese de glicogénio no organismo
vivo. Dessa forma, a apoiar outros estudos com essa problematica e, principalmente,
contribuir para uma nova alternativa de tratamento para pacientes diabéticos.

Nesse intuito, a hipotese do presente estudo considerou que a FBM aplicada
sobre 0os musculos de ratos ndo diabéticos diminui a glicemia (efeito sistémico) e

aumenta a concentracao de glicogénio dos musculos irradiados.



23

MATERIAL E METODOS

Trata-se de estudo experimental, aleatorizado, com uso de terapia placebo
(sham). O desenho do estudo foi escolhido para garantir que haja imparcialidade na
alocacdo dos animais em cada grupo experimental e na aplicacdo das diferentes
intervengdes ou terapias (doses de fotobiomodulagao). Todos os animais foram
posicionados da mesma maneira para receberem a irradiacdo por fotobiomodulacéo,
seja ela placebo (sham) ou efetiva (10 J/cm?, 30 J/cm?, 60 J/cm?).

Para este estudo, foram utilizados 24 ratos Wistar (Rattus norvegicus),
machos, com idade de oito a 14 semanas, nao diabético, com massa corpdrea entre
350 a 550 gramas, fornecidos pelo biotério da Universidade do Sagrado Coracao. Os
animais foram alocados no biotério da Universidade do Sagrado Coracédo (USC),
Bauru/SP, em caixas plasticas, contendo trés animais por caixa para que nao
houvesse restricdo de movimento, em temperatura ambiente de 22°C, com regime de
12 horas de claro e escuro, controlado por temporizador. Agua e racdo foram
fornecidas ad libitum.

O estudo foi aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais — CEUA da
Universidade Brasil, Sdo Paulo, SP, sob o registro de nimero 1900038 (ANEXO A), e
seguiu as normas do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal —

CONCEA-MCT para a conduta em pesquisa experimental com animais.

Grupos experimentais

Os animais foram distribuidos igualmente e aleatoriamente em quatro grupos
para se investigar os efeitos da dose-reposta da fotobiomodulagédo por LEDs de baixa
intensidade sobre os niveis glicémicos em funcdo do tempo (tempo-resposta), bem
como a concentracdo de glicogénio muscular 24 horas apés a fotobiomodulagéo. A
figura 3 representa o desenho experimental.

e Sham (n=6): animais ndo irradiados por fotobiomodulacdo efetivamente
(apenas simulacdo) sobre os membros posteriores e dorso;

e Fotobiomodulacdo 10 J/cm? (n=6): animais irradiados com dose de 10 J/cm?
sobre os membros posteriores e dorso;

e Fotobiomodulacdo 30 J/cm? (n=6): animais irradiados com dose de 30 J/cm?

sobre os membros posteriores e dorso;
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e Fotobiomodulacdo 60 J/cm? (n=6): animais irradiados com dose de 60 J/cm?

sobre os membros posteriores e dorso.

Figura 03— Desenho experimental
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AN
r Glicemia N Glicogénio
Sham Pré/ 1 hora/ 3 horas/ 6 horas 24 horas
=
@ FBM
2, 10 J/cm2 Pré/ 1 hora/ 3 horas/ 6 horas 24 horas
wn
=¥
: <
=) FBM
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\60 J/cm Pré/ 1 hora/ 3 horas/ 6 horas 24 horas

Fonte: Autoria Prépria

Fotobiomodulacdo (FBM) por LEDs (light-emitting diode therapy) de baixa intensidade. Dose-resposta
da FBM (sham, 10 J/cm?, 30 J/cm?, 60 J/cm?) e tempo-resposta (pré-irradiagdo, 1h apés, 3h apds, 6h
apos).

Fotobiomodulacéo por LED (light-emitting diodes) de baixa intensidade

A irradiacdo dos animais com fotobiomodulacdo por LEDs (light-emitting
diode) foi realizada com um arranjo de 69 LEDs [35 vermelhos (630 = 10 nm); 34
infravermelhos (850 + 20 nm)] com area de 40 cm?, especialmente desenvolvido para
esse estudo. O arranjo de LEDs foi posicionado a uma distancia de 45 mm do animal
ou do medidor de poténcia optica PM100D Thorlabs® equipado com sensor S130C
(area de 0,7 cm?), o qual foi utilizado para calibrar os parametros da fotobiomodulacéo.
A irradiacdo durou 90 segundos (10 J/cm?), 270 segundos (30 J/cm?) ou 540 segundos
(60 J/cm?), de acordo com os parametros fixos e descritos na tabela 1 e grupos
experimentais da figura 3. A terapia placebo (apenas simulagéo) teve duracéo de 90
segundos. Os animais foram imobilizados manualmente, sem 0 uso de anestesia
sobre o dorso, e posicionados em decubito ventral sob o arranjo de LEDs, o qual

irradiou a regido do dorso, gliteo e membro posteriores dos animais (Figuras 04 ). As
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doses utilizadas nos animais seguiram propostas de ensaios clinicos anteriores
(FUKUOKA et al.2016; SILVA et al., 2018; PEPLOW e BAXTER, 2013).

Figura 04 — FMB por LED

\\\/\iJ//

Fonte: Autoria propria

Tabela 1- Parametros da fotobiomodulacao por LEDs (light-emitting diode) de baixa
intensidade.

(continua)

NUumero de LEDs (arranjo): 69 (34 infravermelho-IR e 35 vermelho-RED)
Comprimento de onda: 850 + 20 nm (IR) and 630 + 10 nm (RED)

Area de cada LED: 0,2 cm?

Frequéncia de pulso: continuo

Poténcia Optica de cada LED: 50 mW (IR) e 25 mW (RED)

Poténcia Optica (arranjo): 1.700 mW (IR) e 875 mW (RED)

Poténcia Optica (arranjo) sobre os animais: 70 mW (IR) e 10 mW (RED)
Tamanho do arranjo de LEDs: 40 cm?

Densidade de poténcia (sobre o dorso dos animais): 114 mW/cm?
Tempo de tratamento: 90 seg/ 270 seg/ 540 seg

Densidade de energia sobre o dorso dos animais: 10 J/cm?; 30 J/cm?; 60 J/cm?
Modo de aplicacdo: sem contato

Distancia aos animais ou ao medidor de poténcia 6ptica: 45 mm

Fonte: Autoria Prépria
Grupo Sham néo recebeu a fotobiomodulacdo de forma efetiva, apenas simulagéo.
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Todos os animais foram submetidos a tricotomia dos membros inferiores e
dorso até a regido lombar baixa, evitando que os pelos dos animais interferissem na

aplicacao da fotobiomodulagéo.

Glicemia

A coleta de sangue da cauda dos animais foi realizada por meio da
perfuracdo cutanea com lanceta estéril, uma Unica vez em cada momento de
avaliacdo. A dosagem de glicose foi conduzida em glicosimetro digital (Accu-Chek,
Roche) com a analise de uma gota de sangue. Essa avaliagdo ocorreu nos momentos
pré-irradiacdo, 1 hora, 3 horas e 6 horas apos a fotobiomodulagéo por LEDs de baixa
intensidade. Vale ressaltar que os animais receberam agua e racéo ad libitum até o
momento imediatamente antes da FBM. Apoés a irradiacédo, todos os animais ficaram
em jejum e sem acesso a agua por seis horas (Ultima coleta sanguinea para mensurar
a glicemia). Os dados foram analisados por 2 pesquisadores cegados para a coleta
de dados.

Procedimentos de anestesia, cirurgia e sacrificio

Todos os animais foram submetidos a anestesia, cirurgia e sacrificio apés 24
horas da irradiacdo por fotobiomodulacdo. Para a anestesia intraperitoneal, foi
utilizada a proporcdo de 40 mg/Kg (massa do animal) de ketamina (Dopalen;
Vetbrands; Séao Paulo; Brasil), e 20 mg/Kg (massa do animal) de xilazina (Anasedan;
Vetbrands; S&o Paulo; Brasil) (MARTIGNAGO et al., 2019).

Apdés anestesia, a cirurgia foi realizada para a retirada do musculo gluteo
maximo, o qual foi congelado imediatamente em nitrogénio liquido e posteriormente
armazenado em freezer -80°C até as analises de glicogénio muscular. Em seguida,
apos a cirurgia, os animais foram sacrificados com uma dose letal de anestésico (duas
vezes a concentragdo utilizada para anestesia inicial) (MARTIGNAGO et al., 2019).

Os sinais vitais (batimentos cardiacos, frequéncia respiratéria e reflexos)

foram avaliados para a certificacdo da morte dos animais.
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Glicogénio muscular

O glicogénio muscular foi mensurado em 300 mg (em média) de tecido, o qual
foi pesado em balanca analitca (METTLER TOLEDO, modelo XS204) e
homogeneizado com 6N NaOH na propor¢ao de 50 mg/ ml. Uma curva padrao foi
preparada usando etanol absoluto (100%), K2SO4 (10%), fenol (4,1%) e 1 mM de
glicose (2%) de acordo com DUBOIS et al. (1951). A densidade Optica foi mensurada
em espectrofotometro a 480 nm (HACH DR, modelo 4000U UV-VIS) e os dados foram
normalizados por miligrama de tecido muscular de cada animal. Todos o0s
procedimentos foram realizados por pesquisador cegado para os resultados de
glicemia dos animais, e os dados foram analisados por pesquisador cegado para a

coleta de dados.

Analise estatistica

As variaveis de desfechos foram analisadas quanto a normalidade de
distribuicdo dos dados pelo teste de Shapiro-Wilk e homogeneidade das variancias
pelo teste de Levene. Analise de variancia de uma via (ANOVA one-way) foi realizada
para comparacao intergrupos para o desfecho glicogénio. Para a glicemia, foi
realizada uma andlise de variancia de duas vias (ANOVA two-way) de medidas
repetidas de (dose-resposta: 4 diferentes tratamentos; e tempo-resposta: 4 niveis ou
medidas repetidas — pré irradiacédo, 1 hora, 3 horas e 6 horas apds a irradiacao) para
comparacao intergrupos e intragrupos. Quando encontrada interacao significativa, foi
utilizado o post hoc de Tukey HSD.

A variabilidade da média da glicemia foi calculada, a partir da média dos
valores glicémicos ao longo de 6 horas para cada grupo e depois o desvio padrdo
dessas médias. As analises de correlacdo entre a glicemia e a concentracao de
glicogénio foram realizadas utilizando o Coeficiente de Correlacdo de Pearson. Para
essas analises, foi utilizado o desvio-padrdo médio da glicemia de cada animal ao
longo das 6 horas (momentos pré, 1h, 3h, 6h) apds inicio do jejum e irradiagdo com
FBM. O nivel de significancia adotado foi de 5%. O programa estatistico utilizado para

a analise dos dados foi o Statistica.
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RESULTADOS

A figura 05 apresenta o efeito da fotobiomodula¢éo (FBM) por LEDs sobre os
niveis glicémicos dos animais nas doses de 10 J/cm?, 30J/cm?, 60J/cm? e no grupo
sham. Para cada grupo foi verificado o valor da glicemia em 04 momentos: pré-
irradiacdo, 1h, 3h e 6h apdés FBM.

Verificou-se no grupo sham que houve diferencga significativa na concentragéo
sérica de glicose entre os momentos pré, 1h apos (p=0,0001) e 3h (p=0,0001) apds a
simulacdo da irradiacdo. Houve aumento da glicemia 1h e 3h apds a simulacdo da
irradiacdo em relacdo ao momento pré. Para o grupo de animais submetidos a FBM
na dose 10 J/cm?, ndo houve diferenca estatistica na glicemia entre os momentos pré,
1h (p=0,999), 3h (p=0,096) e 6 h (p=0,999) apls a irradiacdo. Para o grupo tratado
com 30 J/cm? houve diferenca significativa nos niveis glicémicos dos momentos pré,
1h (p=0,018) e 3h (p=0,0003) apobs a irradiacdo com elevacao da glicose sérica nesses
momentos. Por fim, foi verificada diferenca significativa entre os niveis glicémicos dos
animais submetidos a dose de 60 J/cm? nos momentos pré e 1h apds irradiacdo
(p=0,0002), retornando aos niveis basais (pré-irradiacdo) nos momentos 3h e 6h apés
a FBM.

Quanto a andlise intergrupos, houve diferenca significativa entre os niveis
glicémicos dos animais no momento de 1h apés a FBM apresentando-se mais elevada
no grupo sham em relacdo ao grupo de 10 J/cm? (p=0,0002) e grupo de 30 J/cm? (p=
0,002). Com a dose de 60 J/cm? a glicose elevou-se 1h ap6s a FBM, assumindo
valores semelhantes ao sham e estatisticamente maior que dose de 10J/cm?
(p=0,002) e 30 J/cm? (p=0,004), nesse momento. Ap6s 3h, foi verificado maior valor
da glicemia do grupo sham comparado ao grupo 10 J/cm? (p= 0,0009). Os demais
grupos 30 e 60 J/cm? obtiveram valores glicémicos menores que o grupo sham, porém
sem diferencas estatisticas. Apés 6h da FBM, a glicose sérica assumiu valores
semelhantes ao basal para todos os grupos. Esses resultados estdo representados

na figura 06.
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Figura 05- Efeito da fotobiomodulacdo por LEDs sobre os niveis glicémicos de ratos
nao diabéticos.
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Figura 05. * Diferenca significativa (p<0,05) intragrupo (compara¢do entre o momento pré e o0s

momentos 1h, 3h e 6h). #Diferenga significativa (p<0,05) em relacdo ao grupo sham. &Diferenca
significativa (p<0,05) em relag&o ao grupo 60 J/cm?.
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A figura 06 mostra a concentracdo muscular de glicogénio dos animais do
grupo controle e daqueles expostos a fotobiomodulacdo. Verificou-se maior
concentragédo de glicogénio muscular dos animais tratados com as trés diferentes
doses de FBM em relagdo ao grupo sham (p<0,001). Observou-se ainda que 0s
animais submetidos as doses de 10 Jicm? e 60 J/cm? apresentaram maior

concentragcdo muscular de glicogénio em relacdo ao grupo 30 J/cm? (p<0,001).

Figura 06- Efeito da fotobiomodula¢c&o por LEDs sobre a concentragdo muscular de
glicogénio de ratos nao diabéticos.
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Figura 06. “S” diferencas significativas (p<0,05) entre sham versus 10 J/cm?, sham versus 30 J/cm?,

sham versus 60 J/cm?. “30 J/cm?” diferenca significativa (p<0,05) entre 10 J/cm? versus 30 J/cm?, e 30
J/icm? versus 60 J/cm?.
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A tabela 2 apresenta a variabilidade média dos niveis glicémicos de cada
animal ao longo de 6 horas (momentos pré irradiacéo, 1h, 3h e 6h apods irradiacéo) de
cada grupo experimental: 13,03 mg/dL (sham); 5,92 mg/dL (10 J/cm2); 7,77 mg/dL (30
J/icm2) e 9,07 mg/dL (60 J/cm2). No entanto, excluindo o tempo de 1h apoés irradiacéo
para o grupo 60 J/cm2, é possivel verificar uma menor variabilidade dos niveis

glicémicos (5,54 mg/dL), algo que ndo ocorreu para o grupo 30 J/cm2 (9,06 mg/dL).

Tabela 2 - Variabilidade média dos niveis glicémicos dos animais ao longo de 6 horas.

Dose Variabilidade glicémica (mg/dL)
Sham 13,03

10 J/cm? 5,92

30 J/cm? 7,77

60 J/cm? 9,07

60 J/cm? 5,54*

Fonte: Autoria préopria
*Valor da variabilidade média da glicemia excluindo o tempo de 1 horas apés a FBM a dose de 60
Jicmz,

Na figura 07, verificou-se que houve uma associacdo muito significativa, e
inversamente proporcional (hipétese do estudo) entre a variabilidade dos niveis
glicémicos e a quantidade de glicogénio muscular. Quanto menor a variabilidade dos
niveis glicémicos de cada animal ao longo de 6 horas, maior foi a concentracéao
muscular de glicogénio dos animais submetidos a fotobiomodulagdo quando
comparados ao grupo sham. A correlagcdo mais forte entre essa variabilidade da
glicemia e concentracéo de glicogénio ocorreu para a dose de 10 J/cm? (r de Pearson=
-0,94; p<0,001) (painel A), seguido pela dose de 30 J/cm? (r de Pearson= -0,84;
p<0,001) (painel B), e 60 J/cm? (r de Pearson= -0,73; p=0,006) (painel C). A correlacédo
entre os niveis glicémicos e concentracdo de glicogénio muscular em modelo com

todos os grupos (as 3 doses de FBM) foi de r de Pearson= -70, p<0,001 (painel D).
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Figura 07- Efeito da variabilidade dos niveis glicémicos sobre a concentracéo

muscular de glicogénio de ratos nao diabéticos submetidos ao tratamento sham ou

fotobiomodulacéo por LEDs com doses de 10, 30 e 60 J/cm?.
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Figura 07. Painel A: relacédo entre variabilidade glicEmica e concetracdo de glicogénio muscular ao
longo de 6 horas entre os grupos sham e 10J/cm2. Painel B: relagdo entre variabilidade glicémica e
concentracdo de glicogénio muscular ao longo de 6 horas entre os grupos sham e 30J/cm2. Painel C:
relacdo entre variabilidade glicémica e concentracdo de glicogénio muscular ao longo de 6 horas entre
0s grupos sham e 60J/cm2. Painel D: relacdo entre variabilidade glicémica e concetracéo de glicogénio
muscular ao longo de 6 horas entre os grupos sham e todas as doses de fotobiomodulacéo.
Abreviacdes: R de Pearson = Coeficiente de Correla¢éo de Pearson.
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DISCUSSAO

O presente estudo avaliou o efeito de dose e tempo resposta da
fotobiomodulacdo (FBM) por LEDs de baixa intensidade sobre a glicemia e a
concentracdo muscular de glicogénio em ratos ndo diabéticos, bem como a existéncia
de relacdo entre estas variaveis de desfecho para demonstrar a acdo sistémica da
FBM. A dose de 10 J/cm? promoveu os menores niveis glicémicos e a maior
homeostasia glicémica, ou seja, menor flutuacéo ou variacao dos niveis glicémicos ao
longo de 6 horas, comparado aos grupos sham, 30 e 60 J/cm? (dose e tempo-
resposta). No entanto, vale ressaltar que, excluindo os resultados de 1h para o grupo
de 60 J/cm?, a variabilidade dos niveis glicémicos foi muito similar ao grupo de 10
J/icm?2. Também, os grupos de 10 J/cm? e 60 J/cm? foram 0s grupos com o maior
incremento de glicogénio muscular, enquanto o grupo irradiado com 30 J/cm? diminuiu
significativamente seus niveis de glicogénio muscular comparado as doses de 10
J/icm? e 60 J/cm?, caracterizando assim uma dose-resposta trifasica da FBM. Por fim,
houve uma correlacdo negativa, forte e significativa entre a variabilidade dos niveis
glicémicos (ao longo de 6h) e a sintese (concentracdo) de glicogénio muscular,
indicando que quanto menor a variacado glicémica, maior a sintese de glicogénio
muscular.

A dose 10 J/cm? induziu menor glicemia e discretas alteracdes glicémicas
apos os animais serem submetidos ao jejum e a FBM, ou seja, a glicemia foi mantida
a valores proximos aos niveis basais, podendo, portanto, ser considerada benéfica
para o controle glicémico. Nesse contexto, Peplow e Baxter, 2013) verificaram que
doses semelhantes de irradiacédo por laser de baixa intensidade (10,2 e 20,4 J/cm?)
aplicados na regido inguinal de ratos diabéticos tem potencial para amenizar a
doenca, fato demonstrado pela reducédo da frutosamina plasmatica, um marcador de
proteinas glicadas no plasma sanguineo. Os resultados de Fukuoka et al., 2016)
também corroboram esses achados prévios, pois observaram uma reducdo na
concentracédo sérica de glicose de animais diabéticos apds fotobiomodulag&o por laser
de baixa intensidade na regido de glandulas salivares.

A FBM parece estimular a funcdo mitocondrial por meio do aumento da
atividade da citocromo c oxidase, enzima chave da cadeia transportadora de elétrons,
favorecendo a sintese de ATP nesta organela. Nesse contexto, Vieira et al. ( 2018)
verificaram que a FBM aumenta a atividade da citrato sintase, enzima chave do ciclo

de Krebs, que esta intimamente relacionada a citocromo c¢ oxidase. Dessa forma,
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parece ocorrer maior atividade deste ciclo com a FBM, aumentando a utilizacdo de
glicose para sintese de ATP, o que pode contribuir para sua redu¢cdo no sangue.
Também, a irradiacéo por LEDs na faixa do infravermelho pode melhorar a resisténcia
insulinica, contribuindo para o controle glicémico nos animais, como previamente
demonstrado por nosso grupo de pesquisa (SILVA et al., 2018).

Outros mecanismos pelos quais a fotobiomodulac&o pode ter contribuido para
a reducédo da glicemia dos animais diz respeito a atenuacao da via JNK (quinase c-
Jun n-terminal), relacionado ao desenvolvimento de resisténcia a insulina. Além disso,
a FBM pode estimular a fosforilagdo das proteinas quinase B (AKT) e substrato da
AKT 160 (AS160), com maior translocacéao do transportador de glicose 4 (GLUT-4)
para a membrana plasmatica e consequente maior captacao de glicose para o meio
celular, reduzindo suas concentragdes séricas (SILVA et al., 2018). Corroborando com
esses mecanismos de acdo, outro estudo in vitro de diabetes induzida por
neurotoxicidade da glicose em neurdnios verificou que a FBM é capaz de ativar as
vias de sinalizacdo da AKT ( OLIVEIRA; SANTOS-EICHLER; DALE, 2019), como
previamente demonstrado por nosso grupo de pesquisa (SILVA et al., 2018).

Alguns estudos clinicos randomizados ja utilizaram a FBM para o controle dos
niveis glicémicos. OLIVEIRA et al. (2019) avaliaram o efeito da FBM por LEDs (850
nm) em individuos com diabetes mellitus tipo 2 e verificaram que a combinacéo entre
exercicio fisico e FBM promoveu reducéo na concentragcdo sérica pode ser decorrente
da melhoria da resisténcia a insulina, ja evidenciada previamente por redugdo nos
valores do indice HOMA-IR (Homeostasis Model Assessment-Insulin Resistance)
(DUARTE et al., 2015; FUKUOKA et al., 2016; SILVA et al., 2018), ou seja, a FBM
pode ter aumentando a responsividade dos tecidos a insulina como ja descrito
previamente (YOSHIMURA; SABINO; RIBEIRO, 2016).

Além dos mecanismos de acédo da FBM aplicada sobre o tecido muscular para
o0 controle dos niveis glicémicos previamente mencionados, o0 presente estudo
investigou se a glicose sanguinea, uma vez translocada para o meio intracelular,
poderia ser utilizada para a sintese de glicogénio no musculoesquelético. Os animais
submetidos a fotobiomodulagdo apresentaram maiores concentragdes de glicogénio
muscular comparados ao grupo sham, pois 0s grupos tratados com as doses 10 e 60
Jicm? tiveram as maiores concentracdes de glicogénio. Resultados semelhantes de
incremento de sintese de glicogénio muscular foram reportados previamente quando
a FBM foi aplicada diretamente sobre o tecido muscular submetido a exercicio fisico
(PATROCINIO et al., 2013; FERRARESI et al., 2015c), bem como quando aplicada
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diretamente sobre o pancreas, promovendo um efeito sistémico (TATMATSU-ROCHA
et al., 2017).

Nos estudos prévios que combinaram exercicio fisico e FBM (PATROCINIO
et al., 2013; FERRARESI et al., 2015c) o transporte de glicose para dentro da célula
provavelmente foi otimizado, ndo apenas pelo exercicio fisico, que é conhecido por
melhorar a sensibilidade dos tecidos a insulina, mas também por uma maior
fosforilacdo de AKT (proteina quinase B) e de seu substrato (AS160) para finalmente
proporcionar maior translocacao do transportador de glicose dependente de insulina
GLUT-4 (SILVA et al.,, 2018) No presente estudo, a FBM pode ter estimulado o
transporte da glicose para dentro da célula via GLUT-4 sem qualquer acdo de
exercicio fisico (SILVA et al.,, 2018), bem como estimulado a velocidade de
fosforilagdo da glicose via glicose-6-fosfato, glicose-1-fosfato e difosfoglucose de
uridina (UDP-glicose) para a sintese de glicogénio (PERSEGHIN et al., 1996). Ainda,
nesse processo de sintese de glicogénio, a energia da FBM aplicada, de acordo com
a dose-resposta, pode ter alterado a relacéo entre as formas ativa (1) e inativa (D) da
enzima glicogénio sintase (IVY, 1991), favorecendo a forma ativa e uma maior sintese
de glicogénio.

O comportamento trifasico de sintese de glicogénio muscular estimulada pela
FBM foi intrigante e sem comparacdes diretas na literatura. Porém, comportamentos
trifasicos ja foram reportados na literatura previamente (SHARMA et al., 2011). Os
autores verificaram que a FBM por laser de baixa intensidade (810 nm), induziu um
aumento significativo na producdo de EROs (espécies reativas de oxigénio) em
neurdnios corticais primarios de ratos com dose de 3 J/cm?. Dose de 10J/cm? diminuiu
concentracdo de EROs, e dose de 30 J/cm? estimulou um segundo aumento
significativo na concentracdo EROs comparado a 10 J/cm?.

A analise de correlacdo entre a variabilidade dos niveis glicémicos dos
animais de todos 0s grupos, e a concentracado de glicogénio muscular, mostrou uma
correlacdo inversamente proporcional (negativa) entre essas variaveis de desfecho.
Ou seja, houve maior sintese de glicogénio a medida que houve menor variabilidade
dos niveis glicémicos dos animais. No entanto, destacamos também as comparacdes
entre 0o grupo sham e cada uma das doses de FBM aplicadas. Mais uma vez,
comparado ao grupo sham (padréao esperado de resposta fisioldgica), foi identificado
gue quanto menor a variabilidade dos niveis glicémicos dos animais irradiados com
FBM (destaque para 10 J/cm?), maior foi a sintese de glicogénio muscular [Fig 04].

Apesar da dose de 60 J/cm? demonstrar o menor valor de correlacéo (r de Pearson -
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0,73) entre os grupos de FBM, guando se exclui os dados de 1h, temos uma
variabilidade glicémica significativamente menor que resulta em maior correlagao (r
de Pearson de -91; p<0,001).

Os resultados do presente estudo sugerem que a FBM pode ter um papel
muito importante no controle dos niveis glicémicos (efeito sistémico), e o seu possivel
mecanismo de acdo é a inducdo de maior sintese de glicogénio muscular
independente da realizacdo de exercicio fisico. Esses resultados podem ter grande
importancia para futuros estudos sobre diabetes mellitus, ou mesmo na recuperagao

muscular pos-exercicio, onde a sintese de glicogénio se faz importante.
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CONCLUSAO

Esse estudo mostrou uma clara dose-resposta e tempo-resposta da
fotobiomodulacdo (FBM) por LEDs de baixa intensidade no controle glicémico (efeito
sistémico) e aumento de sintese de glicogénio muscular em ratos. Esses resultados
podem nortear estudos futuros que investiguem mais profundamente os mecanismos
moleculares de regulacédo do metabolismo da glicose e sintese de glicogénio mediado
pela FBM em modelos animais e possivelmente em humanos. Além disso, amplia as
alternativas de doses efetivas (10, 30 e 60 J/cm?), as quais podem ser verificadas

posteriormente em estudos com animais diabéticos.



ANEXO -A

UNIVERSIDADE

BRvSIL

RESOLUCAO - PARECER
COMISSAO DE ETICA PARA USO DE ANIMAIS - CEUA
PROTOCOLO  N°- 1900038

TITULO DO PROJETO

FEITOS AGUDOS DA FOTOBIOMODULACAO SOBRE A GLICEMIA E A CONCENTRACAO DE GLICOGENIO
MUSCULAR DE RATOS.

RESPONSAVEL
Nome completo Cleber Ferraresi
Instituigao Universidade Brasil
Unidade Itaquera
Departamento Engenharia Biomédica
SOLUCAQO -

A Comussdo de Etica no Uso de Ammas - CEUA, na sua reumido de 1209/2019

, APROVOU os procedimentos éticos apresentados neste Protocolo,

Yl

Assinatura - coordenadora da comissdo

Céssia Mana Barroso Orlandi

38



39

ANEXO B

Comprovante de submissao do artigo

JPHOTOBIOL_2018_1467 | Full length arficle

Can photobiomodulation therapy (PBMT) control blood glucose
levels and alter muscle glycogen synthesis?

Cleber Post-graduation program in Biemedical Engineering, Universidade Brasil, 5P, Brazil, Rus
J, TpFile Fenaresi | Caroina Fonseca, 235, Sio Paulo, Brazi, Brazil

Status: Under Review {3 days) | Submitted: 17/Mow/2019

Crvenviswy '{h Filez i Messages

Other Authors Show Details

kenia mendes (Post-Graduation Pragram in Biomedical Engineering,
Universidade Brasil, S30 Paulo, Brazil), Rodrigo Leal de Paiva Contact Ed
Carvslhe (Laboratory of Physiclogy and Human Performance, S30
Faulo State University — UNESE, Bauru, Sao Paulo), Geraldo Marco
Rosa Junior (Universidade do Sagrado Coragae (USC), Baury, Sao
Paulo), Beatriz Antonizssi Tavares (Universidade do Saprado
Coragdo (USC), Bauru, 530 Faulo), Luis Henrique Simionato
{Universidade do Sagrade Coragdo (USC), Bauru. 530 Paulo),
Carlos Henngue Fachin Boroluci (Universidsde do Sagrado
Coragio (USC), Baur, S30 Paule), Claudio Tellez (Post-Graduation
Program in Biomedical Enginesring, Uniwersidade Brasil, S3c Paulo)

Abstract

Photobiomedulstion therapy (PBMT) has many effects on the energy metabolisr of musculoskelstal tissue, such
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ghucoss evaluestions during the pre-irradistion period, 1h, 3h and &h after PEMT. Muscle ghycopen synthesis was
measured 24h sfier PBMT. This PEMT used a cluster of 88 LEDs (light-ernitting diodes) with 35 red (630 2 10
nm) and 34 infrared (250 £ 20 nmj; 114 m¥Wem2 for 80s (100/cmd), 2705 (200icm2), 540s {60)'erm) applied on
the back and hind legs of the animals. The 100fem2 group showed lower blood gluzos=s levels and vanability over
& hours {5.92 mg/dL) compared to the sham (12.03 mg/dL), 300/em2 (7.77 mpidL} and 80 Jiem2 (8.07 mgidL)
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