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RESUMO

A atrofia do tecido muscular estriado esquelético € um processo complexo causado
por um desequilibrio entre a degradacéo e sintese de proteinas miofibrilares, levando
a reducdo da forca muscular e a qualidade de vida dos individuos. Esforgos
consideraveis tém sido dedicados ao estabelecimento de novos tratamentos para uma
aplicacéo clinica efetiva e segura para o tratamento da atrofia muscular. Dentre os
recursos terapéuticos disponiveis, a terapia por apresenta um grande potencial, visto
que é frequentemente utilizada como estratégia terapéutica promissoras para a
reabilitacdo do tecido muscular estriado esquelético, entretanto, ainda ndo ha um
consenso sobre os melhores parametros de aplicagdo no tratamento da atrofia
muscular. Dessa forma, o objetivo do presente estudo foi avaliar e comprar a resposta
in vivo da PBMT a laser nos comprimentos de onda vermelho e infravermelho na
atrofia muscular em modelo de imobilizacdo em ratos. Foram utilizados 32 ratos
Wistar, machos, divididos em 4 grupos (n = 8): Grupo controle (C); Grupo imobilizado
(ImC); Grupo imobilizado submetido a PBMT a laser no comprimento de onda
vermelho (ImR); Grupo imobilizado submetido a PBMT a laser no comprimento de
onda infravermelho (ImIR). O membro posterior direito foi imobilizado em extensao por
5 dias. Para a PBMT a laser, foi utilizado equipamento (A = 660 e 808 nm; P = 30 mW,
t =47 s; D = 50 J/cm?) aplicados em dois pontos no musculo gastrocnémio (cranial e
caudal). Os tratamentos se iniciaram imediatamente apGs a retirada da imobilizacéo,
com intervalos de 24 horas, totalizando 9 sessdes. Para avaliacdo e comparacédo dos
efeitos dos tratamentos foram realizadas analises histologicas, e da area de peffil,
densidade celular e histoquimica de ATPase. Os resultados histologicos
demonstraram nos animais imobilizados sem tratamento fibras em formato variado,
infiltrado de células inflamatérias, espessamento do tecido conjuntivo, reducdo do
perfil e aumento da densidade das fibras musculares. Ainda, foi possivel verificar uma
modulacdo do processo inflamatério e um menor espessamento do tecido conjuntivo
intramuscuscular com aplicacdo do laser, entretanto, esses resultados foram mais
pronunciados no grupo com aplicagéo do laser infravermelho, associado com achados
morfologicos de fibras em regeneracdo e aumento do numero de fibras oxidativas
(fibras do tipo I). Assim, podemos concluir que PBMT a laser em ambos os
comprimentos de onda foram eficazes em alterar a morfologia do musculo
gastrocnémio submetido a atrofia em modelo experimental de imobilizacdo, reduzindo
o infiltrado inflamatdrio e a formacé&o de tecido conjuntivo intramuscular, sendo que no
ImIR, os resultados sem mostraram mais evidente por aumentar as fibras musculares
em regeneracdo e o numero de fibras oxidativas, se mostrando como um recurso
promissor no tratamento clinico de atrofia muscular.

Palavras-chave: terapia de fotobiomodulacdo; laser de baixa intensidade; atrofia

muscular; imobilizacao.



ABSTRACT

Atrophy of skeletal striated muscle tissue is a complex process caused by an imbalance
between the degradation and synthesis of myofibrillar proteins, leading to a reduction in
muscle strength and the quality of life individuals. Considerable efforts have been
devoted to establish new treatments for an effective and safe clinical for treatment of
muscle atrophy. Among the available therapeutic resources, photobiomodulation
therapy (PBMT) has great potential, as it is often used as a promising therapeutic
strategy for the rehabilitation of skeletal striated muscle tissue, however, there is no
consensus on the best parameters in the treatment of muscle atrophy. Thus, the aim of
the present study was to evaluate the in vivo response of PBMT to laser at red and
infrared wavelengths in muscle atrophy in an immobilization model in rats. 32 male
Wistar rats were used, divided into 4 groups (n = 8): control group (C); Immobilized group
(ImC); Immobilized group submitted to PBMT laser at red wavelength (ImR); Immobilized
group submitted to laser PBMT at the infrared wavelength (ImIR). The left hind limb was
immobilized in extension for 5 days. For laser PBMT, equipment was used (A = 660 and
808 nm; P =30 mW,; t =47 s; D = 50 J/cm?) applied at two points in the gastrocnemius
muscle (cranial and caudal). Treatments started immediately after removal of the
immobilization, with 24-hour intervals, totaling 9 sessions. To evaluate and compare the
treatments, histological analysis were performed, as well as the profile area, cell density
and ATPase histochemistry. Histological results showed fibers of varied shape,
infiltration of inflammatory cells, and thickening of the connective tissue, reduced profile
and increased density of muscle fibers in all immobilized animals. Furthermore, it was
possible to verify a modulation of the inflammatory process and a lesser thickening of
the intramuscular connective tissue in both ImR and ImIR groups, however, these results
were more pronounced in the ImIR group, associated with morphological findings of
regenerating fibers and an increase in the number of fibers oxidative (type I fibers). Thus,
we can conclude that laser PBMT at both wavelengths were effective in changing the
morphology of the gastrocnemius muscle subjected to atrophy in an experimental
immobilization model, reducing the inflammatory infiltrate and the formation of
intramuscular connective tissue. However, Rl promoted a more evident positive effect
by increasing regenerating muscle fibers and the number of oxidative fibers, which may
be a promising resource in the clinical treatment of muscle atrophy.

Keywords: photobiomodulation therapy; low-intensity laser; muscle atrophy;

immobilization.



DIVULGACAO E TRANSFERENCIA DE CONHECIMENTO

A atrofia muscular esquelética pode ocasionar limitagdes funcionais e reducao
da qualidade de vida do individuo acometido. A busca por ferramentas terapéuticas
gue atenuem esse processo traz significativa importancia terapéutica. Embora existam
alguns estudos mostrando o efeito positivo do PBMT a laser em altera¢gdes do tecido
muscular esquelético, os parametros de aplicacdo ainda nao inconclusivos.

Nesse estudo apresentamos evidéncias de que a PBMT a laser no
comprimento de onda vermelho e infravermelho por 9 dias consecutivos foram
capazes de promover mudancas na morfologia do musculo gastrocnémio submetidos
a atrofia em modelo experimental de imobilizacdo, reduzindo o infiltrado inflamatério
e a formacdo de tecido conjuntivo intramuscular. Além disso, a PBMT a laser
infravermelho promoveu efeitos positivos mais evidentes por aumentar as fibras
musculares em regeneracao e o numero de fibras oxidativas. Este tipo de evidéncia
experimental é necessario para o desenho de outros ensaios clinicos envolvendo o
uso de PBMT em disturbios que acometem o sistema musculoesquelético, e para

estabelecer um tratamento terapéutico eficaz a ser utilizado na pratica clinica.
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1 INTRODUCAO

A perda de massa muscular ou atrofia muscular esquelética pode ser
clinicamente detectada em idosos, situacdes de desuso e imobilizagédo prolongada e
em diversas condigfes clinicas como o cancer, diabetes mellitus, doencas cardiacas
e pulmonares, sindrome de imunodeficiéncia adquirida (HIV), sepse, denervacgéao,
distrofias musculares e na doenca de coronavirus de 2019 (COVID-19) causada pelo
coronavirus 2 (SARS-CoV-2) (BODINE; BAEHR, 2014; LEE; JUN, 2019; ROSA-
CALDWELL et al., 2019; MORLEY et al., 2020).

Estima-se que esse tipo de alteracdo musculoesquelética aumentou 46% nos
altimos anos devido ao envelhecimento populacional e internacdes prolongada. Os
desfechos funcionais sado heterogéneos, enquanto alguns individuos se recuperam
totalmente, outros experimentardo fraqueza muscular persistente. A atrofia
sustentada resulta em limitacBes funcionais, diminuicdo das taxas de emprego e
qualidade de vida (MARCH et al., 2014; BEAUDART et al., 2017; GRUET et al., 2017,
LEE et al., 2019).

Atualmente, a terapia por fotobiomodulacdo (PBMT, do inglés,
photobiomodulation therapy) através de lasers (amplificacdo de luz por emisséo
estimulada de luz) e LEDs (diodos emissores de luz) tem sido considerada uma
técnica segura e eficiente para o tratamento de uma variedade de doencas e lesdes
musculoesquelética pois apresenta propriedade moduladora do processo inflamatorio,
analgésica e reparadora (KOU et al., 2019).

Sabe-se que a luz monocromética penetra nos tecidos e sdo absorvidas por
fotorreceptores celulares especificos, denominados croméforos promovendo diversas
modificacdes celulares e moleculares (CHUNG et al., 2012; de FREITAS; HAMBLIN,
2016), como incremento do potencial de membrana mitocondrial e sintese de
adenosina trifosfato (ATP), estimulando a transcri¢cdo de diversos genes responsaveis
por aumentar o sistema de defesa antioxidante endégeno, prevenir e reparar danos
musculares, assim como otimizar o desempenho de fibras musculares (ASSIS et al.,
2013; FERRARESI et al., 2012; FERRARESI et al., 2015).

Embora haja alguns estudos mostrando o efeito positivo do PBMT a laser em
alteracdes do tecido muscular esquelético, algumas questbes referentes a atrofia

muscular na imobilizacdo ainda n&o sao conhecidos. Em particular, ha caréncia de
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estudos na literatura investigando o efeito de diferentes comprimentos de onda da
PBMT a laser no tratamento da atrofia muscular.

Nesse contexto, foi levantada a hipétese de que a PBMT a laser poderia
influenciar o metabolismo celular, aumentando a bioenergética tecidual, atenuando o
processo de protedlise muscular, constituindo-se em um tratamento adequado e
eficaz a ser utilizado na pratica clinica. Nesse sentido, pesquisas que tenham como
objetivo desenvolver intervencdes terapéuticas destinadas a atenuar o processo de
atrofia, estimular o processo regenerativo, assim como favorecer a recuperagao
estrutural e funcional do tecido muscular sdo de extrema importancia. Um modelo
experimental de atrofia muscular por imobilizacdo gessada foi realizado um estudo
focado em avaliar os efeitos da PBMT no comprimento de onda vermelho e

infravermelho por meio de analises histopatoldgica e histoquimica do tecido muscular.
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2 OBJETIVOS

Avaliar e comparar a resposta in vivo da PBMT a laser nos comprimentos de
onda vermelho e infravermelho na atrofia muscular em modelo de imobilizagdo em

ratos.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Investigar os efeitos da PBMT a laser nos comprimentos de onda
vermelho e infravermelho sobre aspectos morfol6gicos e morfométricos
do musculo esquelético na atrofia.

e Analisar e comparar a agdo da PBMT a laser nos comprimentos de onda
vermelho e infravermelho sobre caracteristicas histoquimicas do tecido

muscular na atrofia.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 MUSCULO ESQUELETICO E ATROFIA MUSCULAR

O musculo esquelético é o principal constituinte do sistema muscular, um dos
maiores sistemas organicos do corpo, respondendo por 40-50% do peso corporal total
(BROOK et al., 2016). Esse, contribui para uma variedade de funcdes corporais,
sendo que sua principal funcdo é converter energia quimicas em energia mecanica
para gerar forca e poténcia, manter a postura e produzir movimentos. (FRONTERA,
OCHALA, 2015; WOLFE, 2006).

Os musculos esqueléticos sdo derivados de células precursoras do mesoderma
paraxial embrionario a partir de somitos originados nas laterais do tubo neural durante
a embriogénese dos vertebrados (CHAL et al., 2018). Os somitos desenvolvem-se de
forma rostro-ventral e as células somiticas iniciam a expressao de genes progenitores
que irdo ativar programas de diferenciacdo miogénica (CHAL; POURQUIE, 2017;
HUBAUD; POURQUIE, 2014) formando os mi6tomos, que subsequentemente se
fundem formando os miotubos e as fibras musculares (CHAL et al., 2018). Além disso,
€ conhecido que o crescimento muscular pos natal ocorre devido a presenca de
células satélites (CS), célula precursora miogénica localizadas na periferia das fibras
musculares entre a lamina basal e o sarcolema, as quais se diferenciam, proliferam-
se e se fundem com as fibras pré-existentes (FRONTERA; OCHALA, 2015; MUSARO;
CAROSIO, 2017).

O sistema muscular esquelético apresenta células denominadas fibras
musculares ou midcitos, de caracteristicas contrateis, cilindricas e alongadas,
estriadas com nucleos periféricos e multinucleada. O citoplasma ou sarcoplasma é
constituido principalmente por miofibrilas contrateis que se estendem por toda fibra e
o arranjo das mesmas sao responsaveis pelas estriacdes transversais e formacao das
unidades funcionais do musculo denominadas de sarcémeros. Estes sdo compostos
principalmente por duas proteinas: os filamentos grossos de miosina e os filamentos
finos de actina. E através da interacdo desses dois filamentos de proteina ocorre o
fendbmeno de contracdo muscular (actina deslizando sobre a miosina) (ONO, 2010).

Sabe-se que no tecido muscular esquelético existem trés camadas de tecido
conjuntivo (também chamado de tecido conectivo) que se unem nas extremidades dos

musculos para formar os tenddes e/ou fixam em outras estruturas. Estes tecidos sé&o
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organizados da seguinte forma: epimisio - camada externa, que separa o musculo dos
tecidos e 6rgados adjacentes, aderido a fascia muscular (profunda) que envolve todo
musculo esquelético e contém muitos vasos saguineos e nervos; perimisio - envolve
os feixes de fibras musculares, dividindo o madsculo em compartimentos internos,
fasciculos (feixe) musculares; endomisio - camada mais interna que envolve cada
célula (miofibra) muscular (MONTE ALEGRE et al., 2012) (Figura 1).

Figura 1 — Organizacéao estrutural dos musculos estriados esqueléticos
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Fonte: Timmons et al. (2009)

As fibras musculares deste tecido diferem em sua composicdo molecular e
propriedades estruturais e funcionais (SCHIAFFINO; REGGIANI, 2011). Estas, podem
ser classificadas com base na velocidade de contracdo, capacidade metabdlica e
expressao da cadeia pesada de miosina (MyHC) (SPANGENBURG; BOOTH, 2003).
Classicamente, as fibras sdo descritas em fibras vermelhas (tipo I) ou brancas (tipo
II). As fibras vermelhas, ricas em mitocéndrias e mioglobinas, com metabolismo
oxidativo e atividade tonica e as fibras brancas, pobre em mitocéndrias e mioglobinas,
com metabolismo glicolitico e atividade fasica (SCHIAFFINO, 2011).
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E possivel encontrar na literatura diversos subtipos de fibras musculares,
diferindo nas diferentes espécies, entre os individuos e ainda nas diferentes regiées
do corpo. Neste sentido, quatro principais tipos de fibras distribuidos em musculos do
corpo de mamiferos foram descritos: Tipo |, lla, lIx/d e lIb (JAGOE; GOLDBERG, 2001,
SCHIAFFINO; REGGIANI, 2011). As fibras do tipo lIx tém o tempo de contragéo e
relaxamento semelhantes as das unidades lla e llb, e sua resisténcia a fadiga é
intermediaria entre as lla e IIb (SCHIAFFINO; REGGIANI, 2011).

Tabela 1 — Classificacao das fibras musculares

Ic\:/lildl—?ic? Pesada da Miosina Tipo | Tipo lla Tipo b
Velocidade de Contracao Contracao lenta Contracéo lenta Contracdo rapida
Metabolismo Oxidativo Oxidativo Glicolitico
Cor (Anatomia) Vermelha Vermelha Branca
oot | b |

Fonte: Adaptacédo de Spangenburg e Booth, (2003)

O tecido muscular esquelético apresenta alta capacidade de se adaptar
funcionalmente e estruturalmente dependendo de suas demandas funcionais,
condi¢cBes conhecidas como plasticidade neuromuscular. Varios fatores que podem
intervir na arquitetura e/ou na composicao fibrilar da musculatura estriada esquelética,
tais como, como exercicios (FINK et al.,, 2018; FINK et al., 2018), suplementos
nutricionais e compostos quimicos (AOKI et.al., 2006; BAPTISTA et al.,, 2017),
doencas (COHEN et al., 2015; JOGLEKAR et al., 2015). Estes fatores geralmente
podem induzir adaptacdes do tipo hipertrofia, hipotrofia e até a atrofia muscular.

A hipertrofia é caracterizada pelo aumento no volume do tecido, apresentando
células com quantidade aumentada de proteinas estruturais e de organelas, que
resulta em aumento do tamanho do 6rgéo; a hipotrofia é a reducdo no volume do
tecido ou de células; e a atrofia é a reducao funcional de um 6rgao, com reducéao do
volume ou do nimero de células, pela perda de substancia celular (BOONYAROM;
INUI, 2006; HINDI et al., 2013).
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A atrofia do musculo esquelético é caracterizada por um desequilibrio entre a
sintese e a degradacéo proteica (protedlise), com um aumento da degradacédo, sendo
considerada a principal causa de perda da massa muscular decorrente de reducéo da
area das fibras musculares e/ou reducédo da quantidade de fibras musculares (YAO et
al., 2015; GAO et al., 2018).

Diversas situagdes podem estar associadas a um estado catabdlico, incluindo
as adaptacfes devido condi¢des fisioldgicas do organismo como envelhecimento,
jejum prolongado, inatividade, imobilismo, bem como condi¢des patologicas tais como
desnervacdo, septicemia, diabetes, caquexia, microgravidade, AIDS, alteracoes
renais, sepse, doenca sistémica, lesdes térmicas e medulares, doencas degenerativas
(BOONYAROM; INUI, 2006; BODINE; BAEHR, 2014; LEE; JUN, 2019).

Nestes processos varias alteragcdes ocorrem no tecido muscular como o
encolhimento das miofilbras devido a reducdo das proteinas contrateis, organelas e
citoplasma, reducdo da area de secao transversa (AST) da fibra muscular, transicao
das fibras de contracdo lenta (tipo I) para as fibras de contracdo rapida (tipo Il) e
aumento da resisténcia a insulina e degradacéao de proteinas miofibrilares (ZHANG et
al., 2007; SCHIAFFINO et al. 2013; BODINE & BAEHR, 2014; WANG et al., 2017).

Estudos mostram que o imobilismo/desuso (umas das razdes frequentes
encontradas clinicamente) levam a uma atrofia muscular de aproximadamente 0,5%
da massa muscular total por dia (WALL; VAN LOON, 2013). Da Silva et al. (2006),
demostraram que apdés quatro dias de imobilizacdo do tornozelo de ratos ocorrem
alteracdes dos sarcomeros das fibras musculares do tipo I, e que no sétimo dia foi
observado uma diminuicdo do diametro das fibras musculares, aumento da densidade
do tecido conjuntivo intramuscular e diminuicdo do glicogénio em diversos musculos
da perna (JARVINEN et al., 2002; DA SILVA et al., 2006).

O mecanismo de protedlise envolve a ativacéo de diversas vias celulares, tais
como, as vias lisossdmicas, dependente de calcio e o sistema ubiquitina-proteossoma
(UPS) (SCICCHITANO et al., 2015; BAEHR et al., 2017). Dentre todas as vias
envolvidas na atrofia muscular, a sistema UPS é a principal via reguladora de
degradacdo de proteinas intracelulares no musculo esquelético (JAGOE;
GOLDBERG, 2001; BODINE; BAEHR, 2014; SCICCHITANO et al., 2015; BAEHR et
al., 2017). Pesquisas demonstram que a atrofia muscular que ocorre na imobilizagao
esta associada a ativagdo das vias do sistema UPS (AOKI et al., 2006; WALL et al.,
2014).
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O UPS contribui para a atrofia muscular por meio de uma reducéo na sintese
de proteina e/ou aumento da degradagado da mesma. A acgéo proteolitica do UPS é
dependente de ATP e envolve trés enzimas distintas na quebra de proteinas
miofibrilares: a ligase E1 (enzima ativadora de ubiquitina), ligase E2 (enzima de
conjunc¢éao da ubiquitina) e a ligase E3 (enzima ubiquitina-ligase) (GAO et al., 2018).

Sabe-se que durante o processos de atrofia muscular a ubiquitina ligase 3 é
considerada a enzima de regulagdo primaria da protedlise muscular.Nessas
condigdes ha um aumento das enzimas musculo-especificas conhecidas como:
muscle RING finger 1 (MuRF1) e muscle atrophy F-box (MAFbx, também conhecida
como atrogina-1) (BROOKS; MYBURGH, 2014; GAO et al., 2018).

MuRF1 e atrogina -1 (MAFbx) desempenham um papel essencial no inicio do
processo da atrofia, visto que € observado um aumento da expressao de ambos em
varios modelos de atrofia muscular (WALL et al., 2014; BAEHR et al., 2017). Estudos
mostram que a atrogina-1 atua na diminuigdo da sintese proteica visto que esta
inibinde a formacdo dos miotubos apds bloqueio da MyoD. MuRF1 interage
preferencialmente com proteinas estruturais e promove a degradagao de proteinas do
sarcomero incluindo titina, miosina, nebulina e troponina; também atua no controle da
degradagao de outras proteinas musculares (GAO et al., 2018).

Baptista et al. (2017) demostraram que trés dias apds a imobilizacdo do
membro pélvico, os niveis de mRNA de MuRF1, foram elevados em 3,5 vezes no
musculo s6leo em ratos. Resultados semelhantes foram encontrados em humanos,
apos a imobilizacdo do joelho, a expressdo de mMRNA do MuRF1 aumentou apdés 5
dias no musculo vasto lateral, e a expressao de mRNA da atrogina-1 aumentou ap6s
5 e 14 dias de desuso (WALL et al., 2014).

3.2 REGENERACAO MUSCULAR APOS ATROFIA

No processo de regeneracdo muscular € necessario a participacdo de uma
pequena populacéo de células mononucleadas ou estaminais, as CS, que fazem com
gque o musculo esquelético seja dinamico e capaz de responder aos estimulos
fisiologicos ou patologicos. Estas células séo frequentemente encontradas estado de
quiescente e serdo ativadas pela acdo coordenada de fatores regulatério miogénicos

(MRFs), fazendo com que estas voltem ao ciclo celular em resposta as necessidades
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de renovag&do mionuclear e hipertrofia da miofibra, restabelecendo a arquitetura das
fibras musculares atrofiadas (FRONTERA; OCHALA, 2015).

Os MRFs sédo compostos por: Myf5, MRF4 (Myf6), MyoD e miogenina (MyoG),
0S quais sao fatores de transcricdo nuclear controlados por diversos genes musculo-
especificos. Estas proteinas pertencem a uma familia selecionada de fatores de
transcricdo basico hélice-alca-hélice (basic helix-loop-helix - bHLH) (HERNANDEZ-
HERNANDEZ et al., 2017; ZAMMIT, 2017).

Devido seus diferentes papéis essenciais desempenhados durante a
embriogénese e miogénses pods-natal, os MRFs foram divididas em dois grupos
funcionais. Os MRFs primarios, MyoD e Myf-5 sdo reguladores essenciais da
determinacdo da linhagem muscular estriada esquelética (KABLAR et al., 1999;
ABREU et.al., 2017; HERNANDEZ-HERNANDEZ et al., 2017; YAMAMOTO et al.,
2018). J&4 os MRFs secundérios, miogenina e MRF4 atuam como fatores de
diferenciacdo miogénica, e mediam a expressao do fenétipo terminal (KABLAR et al.,
1999; HERNANDEZ-HERNANDEZ et al., 2017).

A MyoD e miogenina tém papéis fundamentais, respectivamente, nas fases
precoce e tardia da miogénese durante o reparo muscular (ABREU et.al., 2017). A
MyoD aparece em um estdgio inicial de ativacdo e proliferacdo de mioblastos,
participando ativamente até a diferenciagdo de tais células. J& a miogenina esta
envolvida em um estagio posterior na diferenciacdo (HERNANDEZ-HERNANDEZ et
al., 2017).

Russo et al. (2010), provocaram desnervacdo em musculo de ratos Wistar e
observaram que esse processo leva a altas taxas de degradacéao de proteinas e atrofia
muscular e que a MyoD tem uma importante funcdo relacionada a ativacdo e
proliferacéo de células satélites na regeneracdo muscular.

A ativacéo e proliferagdo das CS sdo marcadas pela expressao aumentada da
proteina MyoD, com pico em sua produgéo decorridos trés dias apds uma leséo. A
inducao de MyoD e Myf6 comega a ocorrer dentro de duas a seis horas da lesao e a
de Myf5 €& mais tardia com picos dentro de 5 dias da lesdo e tem expresséo
semelhante para miogénica (SHI; GARRY, 2006).
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3.3 TERAPIA POR FOTOBIOMODULACAO (PBMT)

A PBMT tem sido considerada uma técnica segura e eficiente para o tratamento
clinico de uma variedade de doencas e distarbios musculoesqueléticos uma vez que
possui, do ponto de vista clinico, propriedades analgésicas, moduladora da inflamacgéo
e reparadoras (NAKANO et al., 2009).

Sabe-se que a terapia por PBMT passou por diferentes denominacfes na
literatura cientifica nos ultimos anos, destacando a terapia laser de baixa intensidade
(LLLT), laser de baixa poténcia, laserterapia e fototerapia (ANDERS et al., 2015). De
acordo com a literatura atual, existem dois principais motivos para o uso do termo
PBMT: a terapia ndo abrange somente a luz por laser (monocromética e coerente),
mas também os diodos emissores de luz (LEDs — ndo coerente) como esse tipo de
terapia; a terapia é capaz de gerar efeitos de inibitérios a nivel celular, bem como
efeitos de estimulatérios, modulando processos biolégicos intracelulares
(HEISKANEN; HAMBLIN, 2018).

Desta forma, PBMT é uma terapia que emprega a utilizacdo de luz nao
ionizantes, incluindo lasers ou LEDs, no espectro visivel e invisivel uma (DE FREITAS;
HAMBLIN, 2016). Essa terapia frequentemente utiliza dispositivos com comprimentos
de onda na faixa de 600 a 1000 nm, de modo pulsado ou continuo, densidade de
poténcia (irradiancia) entre 1 a 5 W/cm? e poténcia de saida entre 1 a 500 mW para
evitar efeitos térmicos nos tecidos (HUANG et al., 2009). A irradiacdo no espectro
eletromagnético do visivel varia em torno de 600 a 690 nm, enquanto o invisivel
encontra-se entre 700 a 904 nm (BENSADOUN; NAIR, 2015).

Foi comprovado que a interacdo da luz vermelha e infravermelha préxima com o
tecido ocorre através de cromoéforos enddgenos (fotorreceptores primarios), com
destaque para os centros de cobre da citocromo ¢ oxidase (CCO), IV complexo da
cadeia de transporte de elétrons mitocondriais, ocasionando efeitos biofisicos e
biogquimicos e consequentes efeitos terapéuticos (ANDERS et al., 2015; KARU, 2010).

E mostrado que a PBMT é capaz de aumentar a producdo de adenosina
trifosfato (ATP) e de espécies reativas de oxigénio (ROS) e como consequéncia
promove 0 aumento do metabolismo energético da célula, modular condicdes
inflamatdrias e o0 estresse oxidativo e nitrativo do tecido, assim como alterar a
expressdo de genes especificos (HEISKANEN; HAMBLIN, 2018; HAMBLIN, 2017,
2018).
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Em nosso grupo, demonstramos que a PBMT é capaz de reduzir a resposta
inflamatoria apos lesdo muscular esquelética (ASSIS et al., 2013), articular (ASSIS et
al., 2018) e melhorar a angiogénese em retalhos cutaneos (MARTIGNAGO et al.,
2019), levando a resultados favoraveis na regeneracéo tecidual.

Entretanto, deve-se destacar que o potencial terapéutico desta modalidade é
dependente da aplicacdo de parametros de tratamento adequados, tais como,
comprimento de onda, densidade de energia, poténcia, irradiancia, numero e tempo
da sessdo, assumindo a existéncia de uma dosimetria Otima para sua acao
biomoduladora (De FREITAS; HAMBLIN, 2016; FERRARESI et al., 2016)

Os mecanismos da PBMT sobre o tecido muscular ainda ndo estdo muito bem
elucidados, entretanto, pode-se observar na literatura atual que o mesmo que a luz é
capaz de gerar efeitos benéficos neste tecido, tais como promover melhora no
metabolismo energético, ganho de massa muscular (sintese de proteinas
miofibrilares), regeneragdo muscular, reducdo do dano e dor muscular na fase inicial
e tardia, assim como atenuac¢éo do processo de atrofia muscular (FERRARESI et al.,
2012; FERRARESI et al., 2015; FERRARESI et al., 2016).

Foi possivel identificar na literatura um efeito protetor do PBMT na atrofia
induzida por desnervacao diversos estudos experimentais (GIGO-BENATO et al.,
2010; SILVA-COUTO et al., 2012; ROCHKIND; SHAINBERG, 2013; SHEN et al.,
2013; MUNIZ et al., 2015; MANDERLBAUN-LIVNAT et al., 2016; ANDREO et al.,
2020). No estudo de Gigo-Benato et al. (2010), investigou se a influéncia dos lasers
no comprimento de onda vermelho e infravermelho em um modelo experimental de
lesdo por esmagamento do nervo ciatico. As analises demostraram que ambos 0s
comprimentos de onda foram capaz de acelerar a recuperacgao funcional e prevenir a
atrofia muscular. Resultados similares foram identificados por Shen et al. (2013),
utilizando a PBMT na prevencao da atrofia muscular. Lakyova“ et al. (2010), utilizando
a PBMT em um modelo de atrofia muscular por isquemia e reperfusdo (I/R), foi
possivel verificar que essa estimulou a neovascularizacao, além do efeito modulador
do processo inflamatério e protetor contra a atrofia muscular e necrose do musculo
apos a I/R. Rochkind e Shainberg. (2013) observaram que a PBMT foi eficaz em
preservar o musculo desnervado, mantendo a atividade de creatina quinase (CK) e a
guantidade receptores de acetilcolina. Outros grupos confirmaram os resultados
positivos da PBMT em outros modelo experimental de atrofia muscular descritos na
tabela 1.
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Em suma, os relatos supracitados sugerem que a PBMT tem o potencial
positivo quando aplicado no tecido muscular em processo de atrofia.

No entanto, mesmo apds décadas de pesquisas continuas, algumas questdes
ainda permanecem em relacdo ao efeito da PBMT na atrofia muscular. Portanto, neste
trabalho, abordamos algumas dessas questdes néo resolvidas. Em primeiro lugar, o
estudo compara os efeitos de 2 comprimento de onda (vermelho e infravermelho) na
atrofia muscular induzida por imobilizacdo articular. Aplicamos PBMT por 9 dias
consecutivos, imediatamente apds a retirada da imobilizacdo, mimetizando um
tratamento precoce. Em segundo lugar, avaliamos a morfologia e histoquimica do

tecido muscular, uma caracteristica proeminente neste modelo experimental.



29

Tabela 2: Sintese de dados obtidos em publica¢des referente ao uso da PBMT na atrofia muscular

Tipo de Modelo de | Parametros de dosimetria o Principais resultados
Autor Ano . . ~ AvaliacOes
estudo atrofia e numero de sessdes encontrados
i AsGaAl: 830 nm: 60 mW: 0.3 cm? 180 s, Angills_e Histoquimica ATPgse A PBMT promoveu o (re)crescimento de _flt_)r_as
n Suspensdo do (Miofibras e capilares), e | musculares nas regides profundas e superficiais,
Nakano et al. 2009 Experimental o por ) s . " : R - x
membro pélvico n 8 At imunoistoquimica de BrdU e enzimas | que pode estar relacionada a proliferacdo de
14 dias consecutivos no m. gastrocnémio > AT A
para IGF-I e bFGF células satélites musculares e a angiogénese.
AlGalnP, 660nm e GaAlAs,780 nm, A PBMT de 660 nm (10 e 60 J/cm?) foi capaz de
Gigo-Benato et Esmagamento  do | continuo 40mWw, 4mm? (10, 60 e 120 | Analise dacaminhada, anélise histolégica | acelerar ~a  recuperagdo  funcional e
al 9 2010 Experimental nervo Jiem?. PBMT no local da lesdo por 10 dias | e morfométrica do musculo tibial e do | neuromuscular, e a atividade da MMP apds
' Cidtico consecutivos nervo, MMP no musculo. inducéo da atrofia
pos-leséo e sacrificados 28 dias.
Niveis de lactato desidrogenase (LD),
Isquemia e cLe:;;ﬂgtivaqumase das(CK)‘ 22;3:32 A PBMT tem efeito protetor contra o processo
Lakyova“ et al 2010 Experimental regerfuséo (I/IR) do AlGalnP; 670 nm; 40 mW/cm2, 4 Jem’ golimorfonucleares fibra  muscular, 11 R ) ATEE0aR AT L, 2Te (ML ETEy €
membro pélvico 4x ao dia até o sacrificio. necrose e neovascularizacio no corpo do necrose do_ m~uscuk,), ‘alem de estimular a
At 5 g neovascularizagio apos a I/R.
m. gracil. Imunoistoquimica do fator
crescimento vascular endotelial (VEGF)
. x AlGalnP, 660nm e GaAlAs, 780 nm, | Andlises funcional do n. ciatico, A atividade gas. MMPs o msculo SOI?O
Silva-Couto et - Leséo do nervo . 2 R - : i alcangaram niveis normais, entretanto, néo
2012 Experimental P continuo 40mW, 4mm?, (10, 60 ou 120 J/ | histolégica, morfométrica e zimografica .
al. Ciatico cma); do misculo soléo obteve melhora funcional do nervo lesado e nem
’ 0 padréo atrofico do musculo irradiado.
Experimental Denervacio HeNe, 632,8 nm, 35 mW, 30 min, por 14 Durante os primeiros 21 dias para o nivel de
Rochkind; 2013 In dpu %0 (Se mengto do nervo dias consecutivos, e sacrificados nos dias | Espectrofotométrico especifico de CK e | atividade dos receptores de acetilcolina AChR e
Shainberg. auce >€g 7,14,21,30, 60,120 e 210. PBMTnom. | AChR os primeiros 30 dias para atividade da creatina
Cirurgica ciatico). L .
gastrocnémio quinase CK.
GaAlAsP; 660 nm ,50 m\W, em 2 pontos na As avaliagdes histomorfométricas, a fungéo
. Transeccdo de 15 | incisdo cirdrgica ao longo do nervo ciatico, | Anéalise de caminhada e eletrofisiolégica. | motora, a reagdo eletrofisiolégica demonstra que
Shen et al. 2013 Experimental o : 7 . - S e
mm nervo ciético. 2 minutos diarios por 10 dias consecutivos. | Analise histomorfométrica a PBMT pode acelerar o reparo de um nervo
Doze semanas ap6s o implante periférico, e a uma reducéo na atrofia muscular
Cerlas; BU [, e Nos grupos treinados (irradiados ou néo), ocorreu
x d 50 mW, 28s, 0.028 cm?, 1.7 W/cm?, e 1.4- | Analise morfométrica (AST), densidade grup S diminuica densidad
Assis et al. 201 e I IT.ranseCan do J, em dois pontos da articulagdo do joelho | das fibras musculares e gumgrgto ke Tle uma diminuigao na .eni‘; ade
s AT 'ga”?e”“’ cruzado esquerdo (medial e lateral), 3x por semana, | Imunoistoquimica para MuRF-1 e 46 ULIE (fEEtE, O ©F WUpeE trgmg LS G
anterior. ~ o - - irradiados por PBMT demonstraram diminuigdo
24 sessbes no m. tibial anterior. Atrogina -1 - o .
de MurF1 e imunoexpresséo da atrogina-1.
GaAlAs; 780 nm, continuo, 30 mW, | Analise morfolégica e morfométrica | Apés 4 semanas, a morfologia muscular
Muniz et al. 2015 Experimental Lesdo do n. cidtico. 15J/cm?, 3 pontos, 20s, 0.6J, 6 sessdes /48 | (AST), e imunoistoquimica (NADH e | apresentou melhora nos grupos tratados por

h no m. tibial anterior

SDH).

PBMT.
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Lesdo parcial em 3

GaAlAs;780 nm, 14 dias consecutivos.

Avaliacdo histoldgica e evolucédo

PBMT aumentou a atividade bioquimica e
melhorou a recuperagdo morfoldgica do misculo

:\i/\lxir::?? ;um- AU Sy pontos do n. ciatico TPBM no nervo e no m. gastrocnémio. funcional do musculo afetado.
GaAlAs; 830 nm, 35, 70, 140 e 280 )/ cm?, Anélise funcional da marcha, Anélise de 3 i
Andraus et al. 2017 Experimental Lesdo don. cidtico. | por 21 dias consecutivos nos m. | [l oara MMP-2 PBMT restaurou a funcdo neuromuscular, ativou
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4. MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi desenvolvido laboratério de morfologia, do Departamento de
Educacéo fisica da Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita (UNESP) -
Campus Rio Claro, sendo aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita com parecer n® 5937
(Anexo - A).

4.1 ANIMAIS DE EXPERIMENTACAO

Para a execucdo do estudo proposto, foram utilizados 32 ratos (Rattus
norvegicus albinus, Rodentia, Mammalia), da linhagem Wistar, machos, com
aproximadamente trés meses de idade e massa corpérea média de +340g,
provenientes do Biotério de Botucatu, Universidade Estadual Paulista Julio de
Mesquita (UNESP). Os animais foram mantidos no Biotério de Experimentacdo do
Instituto de Biociéncias da UNESP — Campus Rio Claro.

Durante todo o periodo experimental permaneceram em gaiolas coletivas,
apropriadas de polipropileno padrao, transparentes, agrupados em quatro animais por
gaiola, sob condicBes ambientais controladas (ruidos, ciclo claro/escuro de 12 horas,
temperatura na faixa de 22°-27°C, ambiente higienizado), recebendo racéo
balanceada e &gua filtrada a vontade. Todos os animais foram submetidos a
ambientacdo com o local e com a pesquisadora responsavel pelos procedimentos,
diariamente, por periodo de 5 dias consecutivos e todo experimento seguiu as
recomendac0des éticas do Guide for Care and Use of Laboratory Animals (NATIONAL
RESEARCH COUNCIL, 1996).

4.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os animais foram pesados e distribuidos aleatoriamente em 4 grupos
experimentais (n = 8):

- Controle Basal (CG): animais ndo foram submetidos a imobilizacdo e ndo receberam

nenhum tipo de tratamento.
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- Imobilizado (ImC): animais foram submetidos a imobilizacdo, mas ndo receberam
nenhum tipo de tratamento.

- Imobilizado e tratado com laser vermelho (ImR): animais foram submetidos a
imobilizacéo e tratados com PBMT a laser no comprimento de onda vermelho de 660
nm.

- Imobilizado e tratado com laser infravermelho (ImIR): animais foram submetidos a
imobilizacéo e tratados com PBMT a laser no comprimento de onda infravermelho de
808 nm.

4.3 MODELO EXPERIMENTAL DE ATROFIA MUSCULAR POR IMOBILIZACAO
ARTICULAR

O modelo experimental de atrofia muscular por imobilizacéo foi realizado de
acordo com os principios éticos de instrumentacéo animal, sob condicfes padrdes de
assepsia e anestesia geral. Foi administrada, via intraperitoneal, uma dose Unica da
associacdo de Ketamina (95 mg/Kg) e Xilazina (12 mg/Kg). Apds a inducao
anestésica, os animais foram posicionados em uma superficie plana com a extensao
dos quatro membros e foi realizada a tricotomia digital do membro pélvico direito. Em
seguida, foi realizada a antissepsia com auxilio de gaze estéril embebida em iodo
degermante 2% seguido de alcool 70% no membro que seria imobilizado. Dando
sequéncia, para realizacado da imobilizacdo monolateral do membro posterior direito
foi utilizado uma tala e um gesso na posicao de extensdo total plantar e de joelho
conforme descrito por Aoki et al. (2006) e Baptista et al. (2017), mantido por 5 dias
consecutivos. Por fim, os animais foram alocados nas caixas de origem, com livre
acesso a agua e racao e foram monitorados pela pesquisadora responsavel pelo
experimento até o retorno completo da anestesia e da mesma forma diariamente até

a eutanasia.



Figura 2- llustracdo representativa do modelo de imobilizag&o articular

Fonte: autoria propria.

4.4 PROTOCOLO DA PBMT A LASER
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Para os grupos irradiados, foi utilizado o aparelho portétil de laser de baixa
intensidade (Photon lase Ill, DMC®, Sao Carlos, SP, Brasil). Foi utilizado o

comprimento de onda de 660 nm (Arseneto de Galio, indio, Alumino e Fésforo —

INnGaAIPAs) e 808 nm (Arseneto de Galio-Aluminio — GaAlAs), emissao continua,

poténcia de saida de 30 mW, area do feixe de 0,028 cm?, dose de 50 J/cm?, densidade

de poténcia ou irradiancia de 1,07 mW/cm?, energia de irradiacéo pontual de 1,4 J e

tempo de irradiacéo de 47 segundos (Tabela 3).

Tabela 3 - Parametros de tratamento com PBMT a laser

Parametros

Semicondutores

Diodo de Arseneto, Galio, indio, Aluminio e Fosforo
(InGaAlPAs) e Diodo de Arseneto de Galio-Aluminio

(GaAlAs)
Comprimento de onda 660 e 808 nm
Poténcia dptica de saida 30 mW
Duracdo da exposicao 47 s
Area da secco transversal do feixe 0,028 cm?
Fluéncia 50 J/cm?
Energia 1,41
Irradiancia 1,07 mW/cm?
NUmero de pontos 2
Modo de Emissdo Continuo

Técnica de aplicacéo

Contato com a pele do animal

NUmeros de sessoes

9 dias consecutivos
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A irradiacdo foi realizada imediatamente apos a retirada da imobilizacao pela
técnica pontual, em 2 ponto do musculo gastrocnémio (cranial e caudal), a com
intervalo de 24 horas entre as sessfes, por um periodo de 9 dias consecutivos,
totalizando 9 sessdes. O local da aplicacao foi tricrotomizado antes da irradiacéo. Os
parametros utilizados seguiram as recomendacfes da World association of laser
therapy (WALT, 2010) e de acordo com estudo Assis et al., 2013.

Figura 3 - llustracao do protocolo da PBMT a laser

Fonte: autoria prépria.

4.5 EUTANASIA DOS ANIMAIS E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

Ao término do periodo experimental, os animais foram submetidos a eutanasia
(injecao intraperitonial de ketamina 285 mg/kg e xilazina 36 mg/kg). Para constatar a
morte dos mesmos, foram realizadas as verificacbes do batimento cardiaco,
frequéncia respiratoria e reflexos que devem estar ausentes no animal. Em seguida,
o musculo gastrocnémio medial direito foi retirado, fixados em isopentano por 40 s
(para manutencédo da morfologia), identificado e mantido em temperatura -80°C até a
realizacdo dos cortes.

Foram realizados cortes transversais seriados das amostras com 7 um de
espessura através de um micrétomo criostato a - 25°C (Leica CM1850, Germany). As
laminas foram coradas com Hematoxilina-Eosina (H.E.) para realizacdes das analises
morfologica, da area de perfil e densidade celular. Além disso, foi realizada analise
histoquimica (ATPase 9.4). Todas as analises foram realizadas de maneira cega, por
dois pesquisadores treinados (LA e SG).
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4.6 ANALISES DOS CORTES

4.6.1 Analise histoldgica descritiva

A analise qualitativa do tecido muscular foi realizada por meio de laminas
coradas com H.E. Um corte por lamina foi escolhido de maneira aleatéria e foram
analisados em trés campos distintos com aumento de 200 X. Para tal analise, foi
utilizado um microscépio de luz (Carl Zeiss, Oberkochen, Germany) e foram
observados o0s seguintes critérios: organizacdo das fibras e morfologia da fibra,

infiltrado inflamatério, tecido conjuntivo.

4.6.2 Analise da area de perfil e densidade celular

A analise quantitativa da area de perfil e densidade celular foram realizadas em
laminas de H.E. Foi realizado fotos de trés campos (aumento de 200 X) e utilizado um
sistema-teste (frame) de area conhecida de 360.000 um? (600 x 600 um), cujos valores
de area foram convertidos para 0,36 mm? (0,6 x 0,6 mm). Dos quatro lados desse
frame, dois apresentavam linhas continuas (consideradas “linhas proibidas”) e dois
apresentavam linhas pontilhadas, consideradas linhas permitidas.

Para a densidade celular (nimero de células por mm?) as fibras contidas no
interior do frame foram quantificadas, sendo que as células que tangenciavam a “linha
proibida” eram desconsideradas e as que tangenciavam a linha pontilhada foram
contabilizadas. Todas as células contabilizadas na densidade celular também foram
consideradas para a medida da sua area de perfil celular (mm?). Para isso, utilizou-se

a um sistema de imagem computadorizado (software Axio Vision 4.8) (Figura 4).
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Figura 4: Esquema representativo da andlise quantitativa da Area do Perfil Celular

(um?) e Densidade Celular (n° de fibras/mm?)
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Seccdes transversais do musculo gastrocnémio, corado em H.E. As Fibras marcadas em verde
representam as contabilizadas, e as ndo contabilizadas, marcadas em vermelho.

Fonte: autoria propria.

4.6.3 Analise histoquimica das fibras musculares tipo l e ll

Para a analise quantitativa de histoquimica as laminas foram incubadas por 30
min a 37°C em uma solugéo contendo 10 mg de ATP dissolvida em 2 gotas de agua
destilada adicionada com 10 ml de tampéo de glicina / NaCl CaCl2 e atingindo o pH
para 9,4 adicionado com DDT. Em seguida, lavamos os cortes em agua destilada e
incubamos por 2 minutos em cloreto de cobalto a 2% por 3 vezes. Novamente,
lavamos em &agua destilada, desidratamos em séries ascendentes de alcool (70, 90,
95 e 100%) e clareamos em xilol (DUBOWITZ, 1985).

Para a andlise da densidade de fibras musculares do tipo | e Il foi escolhido um
corte de cada animal e fotografados trés campos, com objetiva de 40x, usou-se um
sistema-teste (frame) de area conhecida (600 x 600 um), descrito acima, assim como

um sistema de imagem computadorizado (software Axio Vision 4.8).
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4.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados estatisticamente por meio de técnicas descritivas,
na forma de médias e desvios-padrao. O teste de normalidade de Shapiro-Wilk’s foi
utilizado para todas as variaveis. Nos casos em que houve distribuicdo normal da
amostra, as comparacdes entre os grupos foram feitas utilizando ANOVA com post
hoc de Tukey. Nos casos ndo paramétricos, o teste de Kruskall-Wallis com post hoc
de Dunn foi adotado. As analises foram realizadas no software GraphPad Prism,
versao 6.01(GraphPad Software, San Diego CA, EUA). Para as conclusdes das

analises estatisticas foi utilizado o nivel de significancia de 5% (p < 0,05).
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5. RESULTADOS

5.1 ANALISE HISTOPATOLOGICA DESCRITIVA

Na Figura 5, estdo apresentados os achados histologicos obtidos a partir da
andlise qualitativa descritiva. A analise histopatologica revelou que o grupo CG
apresentou estruturas de tecido muscular estriado esquelético normal, exibindo fibras
musculares com aspecto poligonal regular, tamanho homogéneo, nucleos periféricos
e fibras de organizacédo equidistantes entre si e na distribuigédo fascicular normal. Para
0os animais imobilizados (ImMC, ImR e ImIR), foram observadas alteracdes
morfologicas, incluindo fibras musculares com formato variado e tamanho irregular,
infiltrado inflamatéria e espessamento do tecido conjuntivo intramuscular mais
evidente no perimisio. Nos grupos tratados com PBMT a laser (ImMR e ImIR)
apresentaram achados histolégicos semelhantes, com reduzida quantidade de
infiltrado de células inflamatdrios e menor espessamento de tecido conjuntivo quando
comparado aos animais imobilizados que ndo receberam tratamento. Essas
modificagcdes foram mais evidenciadas no grupo ImIR que apresentaram reduzido
infiltrado inflamatdrio, leve espessamento de tecido conjuntivo e foi possivel observar
fibras musculares com ndcleo central, que se assemelham a fibras em regeneracéao,

guando comparado ao grupo ImR.
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Figura 5 — Fotomicrografias representativas da analise histopatologica descritiva

Grupo controle basal (CG); Grupo imobilizado (ImC); Grupo imobilizado submetido a PBMT a laser
vermelho (ImR); Grupo imobilizado submetido a PBMT a laser infravermelho (ImIR); Infiltrado
inflamatério (cabeca de seta); Fibras em regeneracdo (seta); Tecido conjuntivo intramuscular
(asterisco). Coloragao H.E. Barra de escala 50 um

5.2 ANALISE DA AREA DE PERFIL CELULAR

A Figura 6 ilustra os valores obtidos para a analise da area de perfil. Foi observado
uma reducgéo da area do perfil celular no grupo ImC (p = 0,0131), ImR (p = 0,0285) e
ImIR (p = 0,0019) quando comparado ao grupo CG. Nenhuma outra diferenca
estatistica foi observada entre os demais grupos experimentais.
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Figura 6 — Gréfico representativo dos resultados da andlise da area de perfil.
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Grupo controle basal (CG); Grupo imobilizado (ImC); Grupo imobilizado submetido a PBMT a laser
vermelho (IMR); Grupo imobilizado submetido a PBMT a laser infravermelho (ImIR); * p < 0,005 vs CG
(teste de Kruskall-Wallis com post hoc de Dunn).

5.3 ANALISE DENSIDADE CELULAR

Os valores obtidos na andlise de densidade celular podem ser observados na
Figura 7. Houve um aumento da densidade celular no grupo ImC (p = 0,002), ImR (p
= 0,0156) e ImIR (p = 0,0017) quando comparado ao CG. Nenhuma outra diferenca

estatistica foi observada entre os demais grupos experimentais.
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Figura 7 — Grafico representativo dos resultados das avaliacGes da densidade
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Grupo controle basal (C); Grupo imobilizado (ImC); Grupo imobilizado submetido & PBMT a laser
vermelho (IMR); Grupo imobilizado submetido a PBMT a laser infravermelho (ImIR); * p < 0.005 vs CG

(teste de Kruskall-Wallis com post hoc de Dunn).

5.4 ANALISE DESCRITIVA DAS FIBRAS TIPO | E Il

A Figura 8 apresentam os resultados da avaliagdo morfoldgica das fibras do
tipo | e Il. No grupo CG é possivel identificar fibras do tipo | e do tipo Il. Entretanto,
nos grupos imobilizados observa-se um predominio de fibras do tipo || comparado ao

GC. Nenhuma outra diferenca foi observada entre os grupos imobilizados.
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Figura 8 — Imagem representativos dos resultados das avaliagdes das fibras tipo | e

Grupo controle basal (CG); Grupo imobilizado (ImC); Grupo imobilizado submetido & PBMT a laser
vermelho (ImR); Grupo imobilizado submetido & PBMT a laser infravermelho (ImIR); Fibras tipo |
(asterisco); Fibras tipo Il (cabeca de seta); Coloragdo ATPase 9,4. Barra de escala =100 ym

5.5 ANALISE DA DENSIDADE DE FIBRAS DO TIPO |

Na avaliacdo da densidade de fibras do tipo | representado na Figura 9 foi
observado uma reducédo nos grupos experimentais imobilizados ImC (p = 0,002) e ImR
(0,003) quando comparado ao grupo CG. Além disso, foi observado um aumento na
densidade de fibras do tipo um no grupo ImIR quando comparado ao grupo ImC (p =
0,002) e ImR (p = 0,029).
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Figura 9 — Gréficos representativos dos resultados das densidades de fibras do tipo |
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Grupo controle basal (C); Grupo imobilizado (ImC); Grupo imobilizado submetido a PBMT a laser
vermelho (ImR); Grupo imobilizado submetido a PBMT a laser infravermelho (ImIR); * p < 0.005 vs CG
e #p <0.005 vs ImIR (teste de Kruskall-Wallis com post hoc de Dunn).

5.6 ANALISE DA DENSIDADE DE FIBRAS DO TIPO I

Com relacéo as fibras do tipo Il observado na Figura 10, foi possivel verificar
um aumento das mesmas nos grupos imobilizados (ImC, ImR e ImIR) quando

comparado ao grupo CG. Nenhuma diferenca adicional foi observada.
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Figura 10 — Gréficos representativos dos resultados das densidades de fibras do tipo Il
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Grupo controle basal (C); Grupo imobilizado (ImC); Grupo imobilizado submetido a PBMT a laser
vermelho (ImR); Grupo imobilizado submetido a PBMT a laser infravermelho (ImIR); * p < 0.005 vs CG
(teste de Kruskall-Wallis com post hoc de Dunn).
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6. DISCUSSAO

Considerando a necessidade de fornecer subsidios para a implementagéo de
planos de intervencbes mais especificos e direcionados para a reabilitacdo de
pacientes com atrofia muscular, o intuito do presente trabalho foi avaliar e comparar
os efeitos da PBMT a laser no comprimento de onda vermelho e infravermelho na
atrofia muscular esquelética em modelo experimental de ratos. Os principais
resultados mostraram que o tratamento com PBMT a laser em ambos o0s
comprimentos de onda foram capazes de reduzir o infiltrado inflamatério e a
guantidade de tecido conjuntivo intramuscular. Destaca-se que esses achados foram
mais pronunciados no grupo ImIR, sendo possivel observar achados morfolégicos de
fibras musculares em regeneracdo e aumento do namero de fibras oxidativas (fibras
do tipo 1) quando comparado aos demais grupo imobilizados.

Como descrito anteriormente, a atrofia muscular continua sendo um desafio
clinico prevalente e os métodos utilizados para a reabilitacdo, muitas vezes ainda séo
insuficientemente compreendidos. Para investigar 0os complexos mecanismos
celulares e moleculares acionados por diferentes tipos de tratamentos, modelos
animais tém sido utilizados, sendo a técnica de imobilizacdo, a mais frequentemente
utilizado para inducdo de atrofia muscular. Neste modelo, o desuso do membro
ocasiona uma reducao da tensdo muscular, o que iniciara um processo de degradacéo
do conteldo proteico com consequente diminuicdo da area de seccéo transversal da
fibra muscular, além de reducéo de reservas de glicogénio muscular, proliferacdo de
tecido conjuntivo intramuscular, diminuicdo da transmissdo neuromuscular e
comprometimento na producao de forca (ZHANG et al., 2007; GOMES et al., 2005).
Ainda, este tipo de imobilizacdo pode resultar modificacbes na relagdo forca-
comprimento em conformidade com a posicdo em que o musculo é posicionado
durante a imobilizacdo, sendo que de acordo com Shah et al. (2001), a imobilizacéo
com a musculatura em posicao encurtada ocasionara uma diminui¢cdo na quantidade
de sarcomeros. Estudos anteriores revelam que esse tipo de alteracdo morfologica
muscular € mais pronunciado no periodo de duas ou trés semanas apds imobilizagao
em posigao de encurtamento (GOMES et al., 2004: WILLIAMS et al., 1978). Por outro
lado, ha trabalhos que apontam significativas adaptagdes musculares entre 1 e 7 dias
apos imobilizacdo (JARVINEN et al., 1992; AHTIKOSKI et al., 2003).
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A andlise histologica do presente estudo condiz com os achados morfologicos
dos estudos supracitadas, visto que nos animais que foram submetidos ao modelo de
imobilizacdo articular por 5 dias pode-se observar na musculatura analisada a
presenca de infiltrado de células inflamatorias, fibras musculares com formato variado
e tamanho irregular, reducédo do perfil e aumento da densidade de fibras musculares,
além de espessamento do tecido conjuntivo intramuscular. Evidéncias mostram que
no estagio inicial do processo de atrofia pela imobilizacéo, a proteélise muscular esta
diretamente associada ao aumento de citocinas pro-inflamatorias (destaque para
TNF-a e IL-1B) que ocasionam a ativacao das vias do sistema UPS (AOKI et al., 2006;
WALL et al., 2014). Ademais, a proliferacdo do tecido conjuntivo intramuscular esta
vinculada a uma reducédo da tenséo ativa e passiva muscular, que ocorre durante a
imobilizacdo, associado a modificacdes na atividade dos fibroblastos que aumentam
a sintese de tecido conjuntivo intramuscular, principalmente na imobilizacdo por
encurtamento, corroborando com os achados observados no presente estudo
(WILLIAMS et al., 1978). Jarvinen et al. (2002) descrevem que um aumento da
densidade de tecido conjuntivo no periodo de 2 dias ap0s a imobilizacdo e sugerem
que a reducdo da carga mecanica muscular esta vinculada com a producéo de fatores
de crescimento que estimulam a sintese de coldgeno. Os mesmos autores descrevem
que as observacdes morfolégicas relacionadas ao aumento do tecido conjuntivo
intramuscular ocasionam uma barreira mecanica que interfere o fluxo sanguineo dos
capilares as fibras musculares, acentuando o processo de atrofia.

Curiosamente, no presente estudo, apés o tratamento com PBMT a laser
aplicada em dois pontos no musculo gastrocnémio, os animais apresentaram reduzido
infiltrados inflamatérios e menor espessamento do tecido conjuntivo quando
comparado aos ImC. Ainda, também foi possivel verificar que os animais ImIR
apresentaram menos infiltrado inflamatério, menor espessamento do tecido conjuntivo
e presenca de fibras musculares em regeneracéo (fibras com nucleo central) quando
comparado ao ImR.

A aplicagdo da PBMT sobre o tecido muscular mediante alteragdes troficas tem
sido objeto de intenso estudo cientifico nos ultimos anos (AMARAL et al., 2001,
MESQUITA-FERRARI et al., 2011; RAMOS et al., 2012). Nesses estudos, observa-se
a utilizacdo da PBMT dentro das faixas destinadas a luz visivel e/ou infravermelho
proximo. Dentro deste contexto, sugere-se que a principal atuagdo da PBMT no tecido

muscular no processo de atrofia, esteja relacionado ao efeito de que a terapia é capaz
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de modular o processo inflamatorio, inibir a ativagdo do sistema UPS e estimular a
proliferagdo de células satélites responsaveis pela miogénese e formacao de novas
fibras musculares (GONCALVES et al., 2020). Estudos em diversos modelos mostram
que esta abordagem terapéutica € capaz de induzir a expressdao de proteinas
reguladoras do ciclo celular e ativar células satélites (BEN-DOV et al., 1999; SHEFER
et al.,, 2001; NAKANO et al., 2009), estimular formagao de miotubos (BIBIKOVA,;
ORON, 1994), promover a angiogénese (IYOMASSA et al., 2009), aumentar o numero
e de fibras em regeneracéo e a densidade e atividade mitocondrial (NAKANO et al.,
2009; AMARAL et al. 2001; SILVEIRA et al., 2009), além de melhorar a organizacdo
de fibras musculares regeneradas (CRESSONI et al., 2008). Desta forma, todos esses
estimulos ocasionados pela acdo da PBMT no tecido muscular podem explicar os
achados morfolégicos observados nos musculos que foram ao tratamento com laser.

Ainda, os efeitos mais pronunciados no presente estudo observado no grupo
ImIR, possa estar relacionado com a capacidade de maior penetragcdo no tecido em
comparacao ao ImR, que poderia intensificar a transferéncia de elétrons dentro do
citocromo de um maior numero de células e, consequentemente estimular mais
fatores nucleares responsaveis por modular o processo inflamatério, estimular e
miogénese e inibir vias relacionadas a protedlise muscular. Muniz et al. (2015) e
Mandelbaum-Livnat et al. (2016) também descrevem que o laser infravermelho
proporcionou atenuacao da atrofia muscular em estudos experimentais. Utilizando um
modelo de atrofia muscular induzida por desuso (suspensdo do membro pélvico),
Nakano et al. (2009) demostraram que o tratamento com PBMT ocasionou no
comprimento de onda infravemermelho (830 nm) proporcionou um aumento no
diametro das miofibras e no nimero de capilares, e ainda aumentou significativamente
a proliferacéo de células satélite e miofibras do musculo atrofiado. Ainda, Kou et al.
(2019) relataram que a PBMT atenuou a progressao da atrofia muscular induzida por
desuso, devido ao fato da terapia aumentar a proliferacdo de células satélites e
protecdo a apoptose da mesma. Mais recentemente, Svobodova et al. (2019)
demonstraram que a PBMT (808 e 905 nm) resultaram em efeitos positivos na
preservacao da atrofia muscular induzida apds lesdo medular. Ademais, em modelo
de atrofia muscular induzida apos transecc¢éo do ligamento cruzado anterior, Assis et
al. (2015), verificou que a PBMT (808 nm) foi capaz de aumentar significativamente a
area da secdo muscular, diminuir na densidade da fibra muscular e a expressao de

atrogina-1 e Murf-1, proteina responsaveis pela proteolise da fibra muscular.
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Com relagdo a menor quantidade de tecido conjuntivo observadas no presente
estudo nos animais submetidos a PBMT, com destaque para o infravermelho, pode-
se inferir que a terapia preveniu a deposicdo do tecido fibroso, favorecendo a
recuperacdo do musculo esquelético. Como supracitado, excessiva deposicdo de
coldgeno entre os capilares e as membranas das miofibras, que reduz suporte
nutricional das fibras musculares, prejudicando a regeneragdo muscular. Assis et al.,
2013, utilizando verificaram que a PBMT a laser no comprimento de onda
infravermelho exerceu efeito biolégico positivo no tecido muscular em regeneracao,
pois reduziu a expressao de TGF-B com consequentemente redu¢cdo do acumulo de
coladgeno local, prevenindo a deposi¢éo de tecido fibroso e favorecendo a recuperacao
do musculo esquelético.

Adicionalmente, é conhecido que periodos de desuso muscular promovem
alteracbes mitocondriais marcantes que contribuem para o comprometimento do
metabolismo da fibra muscular. E relatado que as fibras musculares oxidativas (tipo
I) representam ser as mais vulneraveis a atrofia muscular quando comparado as fibras
glicoliticas (tipo Il). No presente estudo, observou-se uma reducéo das fibras do tipo |
nos grupos imobilizados e um aumento das fibras do tipo Il, demonstrando que a
imobilizacdo ocasionou um predominio de fibras glicoliticas. Interessantemente, o
musculo irradiado com a PBMT infravermelha, observou-se uma maior quantidade de
fibras oxidativas quando comparado aos demais grupos imobilizados. Estudos prévios
sugerem que a PBMT demonstra ser eficaz em reestabelecer as vias bioenergéticas
do metabolismo muscular, aumentando a sintese de ATP e reduzindo os produtos
finais do estresse oxidativo (HEISKANEN; HAMBLIN, 2018; HAMBLIN, 2017, 2018).
Ainda, ha evidéncias de que a irradiacdo promove a proliferacdo e a fusdo de
mitocondrias, aumentando a densidade mitocondrial e o tamanho das mesmas no
tecido (ANDERS et al., 2015; KARU, 2010). Assim, acredita-se que esses efeitos
podem repercutir positivamente durante a reabilitagdo do muasculo atrofiado, visto que
a luz pode ter proporcionado um incremento energético da fibra muscular mantendo
assim o numero de fibras oxidativas musculares observadas no presente estudo.

Baseado nos resultados observados no presente estudo, pode-se observar que
o periodo de 5 dias de imobilizacdo foi suficiente para ocasionar significativas
alteracbes morfolégicas caracteristica de atrofia muscular. O tratamento
imediatamente apos a retirada da imobilizacdo, utilizando a PBMT a laser vermelho e

infravermelho, foram capazes de induzir uma resposta tecidual adequada para
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modular os sinais de atrofia muscular, sendo esses resultados mais evidenciados com
o infravermelho.

Ainda, como parte do esfor¢o continuo de mobilizar ferramentas clinicas (ndo
invasivo, relativamente barato, e sem efeitos colaterais relatados) com potencial para
atenuar a atrofia muscular decorrente do imobilismo, esse estudo oferece razdes
convincentes para explorar os potenciais efeitos da PBMT infravermelha como
prevencbes de complicacbes associadas a atrofia. Entretanto, é necessario a
averiguacdo, através de estudos experimentais e clinicos controlados e
randomizados, com intuito de validar se esse e outros espectros de luz poderiam ser

benéficos na prevencdo e/ou atenuacgédo da atrofia muscular.
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7. CONCLUSAO

Nesse estudo apresentamos evidéncias de que:

A PBMT a laser vermelho e infravermelho foram capazes de promover
mudancas na morfologia do musculo gastrocnémio submetidos a atrofia em modelo
experimental de imobilizagdo, reduzindo o infiltrado inflamatério e a formacédo de
tecido conjuntivo intramuscular.

A PBMT a laser infravermelho promoveu efeitos positivos mais evidentes por
aumentar as fibras musculares em regeneracdo e o numero de fibras oxidativas. Este
tipo de evidéncia experimental & necessario para o desenho de outros ensaios clinicos
envolvendo o uso de PBMT em distarbios que acometem o sistema

musculoesquelético.
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Efeito do ultrassom terapéutico na lesdo do musculo tibial anterior em ratos - XXVI
Congresso Brasileiro de Engenharia Biomédica CBEB, 2018
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Efeito da corrente australiana na fibora muscular apés atrofia do masculo séleo em
ratos - XXVI Congresso Brasileiro de Engenharia Biomédica CBEB, 2018

= =

XXVI Congresso Brasileiro
de Engenharia Biomédica

SILMA RODRIGUES GONCALVES

participou da XXVI edicdo do Congresso Brasileiro de Engenharia Biomédica (CBEB 2018)

-

_ CERTIFICADO

i

Certificamos que

=

que aconteceu no periodo de 21 a 25 de outubro de 2018, no Centro de Convencdes do hotel Atlantico Buzios, em
Buzios, RJ, na qualidade de Apresentador(a) do trabalho: Efeito da Corrente Australiana na Fibra Muscular apés
Inducdo de Atrofia do Masculo Séleo em Ratos, de autoria de: SILMA RODRIGUES GONCALVES, KELLEN CRISTINE
DE ALMEIDA, SORAIA SALMAN, MARCELO CAVENAGHI DA SILVA, CARLOS ALBERTO ANARUMA, CARLA TIM,
LIVIA ASSIS.

Rio de Janeiro, 10 de dezembro de 2018
FAGT Pt (A

Rodrigo P.B. Costa-Felix, MSc DSc
Presidente do CBEB 2018

Patrocinio Apoio Realizagio
*EW%EM i ABIMO & @cveg  Blwmee i (ow seifar DIV SBEB

Analise morfométrica do musculo gastrocnémio induzido a atrofia muscular e tratado
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Effectiveness of photobiomodulation therapy and aerobic exercise training on articular
cartilage in an experimental model of osteoarthritis in rats In: Photonic Diagnosis and
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Abstract

Osteoarthntis (OA) is the most common disease of the knee joints in adults throughout the world
Photobiomodulation (PBM) and physical exercise have been studied for clinical treatment of OA, even though
the effects and action mechanisms have not yet been clarified. The aim of this study was to evaluate the
effects of PBM and aerobic exercise (associated or not) on degenerative modifications and inflammatory
mediators in articular cartilage using an experimental model of knee OA. Forty male Wistar rats were randomly
divided into 4 groups: OA animals without treatment (OAC); OA plus aerobic exercise training (OAT); OA
animals plus PBM treatment (OAP); OA plus aerobic exercise training and PBM treatment (OATP). The
exercise training (treadmill, 16m/min; 50 min/day) and the PBM treatment started 4 weeks after the surgery, 3
days/week for 8 weeks. The results showed that all treated groups showed a lower degenerative process
measured by OARSI system and higher thickness values. Moreover, aerobic exercise and PBM (associated or
not) decreased INOS expression and increased IL-10 expression in OAT and OATL compared to OAC
Furthermore, a lower TGF-f expression was observed in associated therapies. These results suggest that
PBM and aerobic exercise training were effective in modulating inflammatory process and preventing cartilage
degeneration in knees in OA rats
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