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RESUMO

A atividade fisica, sistematizada e com acompanhamento profissional ou nao
profissional, estd4 diretamente relacionada a qualidade de vida e a prevencdo de
doencas. No entanto, acompanhado desse crescimento, 0 numero de lesbes
musculares também foi aumentado. Lesdes musculares podem ser causadas por
contusoes, estiramentos ou laceracdes. Mais de 90% de todas as lesdes relacionadas
a esportes sédo contusdes ou estiramento. Concentrar-se em cuidados preventivos
para reduzir o risco de lesdo, a exposicdo a terapia de fotobiomodulacédo (TFBM),
antes ou depois da atividade, pode proteger os tecidos vulneraveis dos danos
induzidos pelo exercicio e acelerar a recuperacdo. Fornece uma abordagem unica,
nao invasiva e nao farmacoldgica para reduzir a fadiga muscular. A andiroba (Carapa
guianensis) € uma planta medicinal tradicionalmente utilizada na Amazénia brasileira
com conhecida atividade anti-inflamatéria e ampla indicacdo em doencas de pele. O
6leo de andiroba é rico em &cidos graxos essenciais, incluindo o &acido linoléico, que
tem efeito sobre o transporte lipidico e 0 metabolismo in vivo, bem como para manter
afuncéo e aintegridade das membranas celulares. O objetivo deste estudo foi analisar
os efeitos da TFBM e 0leo de andiroba sobre marcadores de estresse oxidativo,
analise histolégica e niveis de citocinas pro-inflamatorias de ratos apos lesdo do
musculo tibial anterior. Ratos tratados com TFBM e 6leo de andiroba (concentracao
de 50%) apresentaram reducdo na peroxidacéao lipidica 6 e 24 horas ap6s o dano
muscular. O aumento da glutationa peroxidase foi observado no grupo TFBM, e
aumentou a superéxido dismutase em TFBM e TFBM mais 6leo de andiroba 48 horas
apos alesao. A andlise histologica mostrou discreto edema nos grupos TFBM e TFBM
e 6leo de andiroba. A necrose foi observada apenas no grupo com lesdo tecidual.
Uma reducéo estatisticamente significante de IL-6 e TNF-a foi observada 6, 24 e 48
horas apds a lesdo no grupo TFBM e 6leo de andiroba. Nossos achados sugerem
uma associacgao positiva de TFBM e 0leo de andiroba na diminuicdo da producéo de
mediadores inflamatérios. No entanto, mais estudos séo necessarios para concluir a
associacao positiva entre TFBM e 6leo de andiroba. Este fato pode favorecer as
comunidades ribeirinhas que ja utilizam o 6leo de andiroba diariamente, além de
proporcionar a comunidade cientifica novas opc¢des de tratamento, uma vez que 0s
efeitos antiinflamatérios da TFBM ndo sdo questionaveis, mas sua associacdo com
plantas medicinais € questionavel. ainda uma nova abordagem terapéutica, com
baixos custos e baixos efeitos colaterais.

Palavras- chaves: Terapia por fotobiomodulacdo. Fototerapia. Lesdo Muscular.
Contuséo. Andiroba



ABSTRACT

Physical activity, whether systematized and with professional or non-professional
follow-up, is directly related to quality of life and disease prevention. However,
accompanied by this growth, the number of muscular injuries was also increased.
Muscle injuries can be caused by bruising, stretches or lacerations. More than 90% of
all sports-related injuries are bruises or sprains. Foccusing on preventive care to
reduce the risk of injury, exposure to photobiomodulation therapy (PBMT), pre- or post-
activity, can protect vulnerable tissues to exercise-induced damage and speeding up
recovery. It provides unique, non-invasive and non-pharmacological approach to
reducing muscle fatigue. Andiroba (Carapa guianensis) is a medicinal plant
traditionally used in the Brazilian Amazon region with known anti-inflammatory activity
and extensive indication in skin diseases. Andiroba oil is rich in essential fatty acids,
including linoleic acid wich has effect on lipid transport and metabolism in vivo, as well
as for maintaining the function and integrity of cell membranes. The aim of this study
was to analyze the effects of PBMT and andiroba oil on oxidative stress markers,
histological analysis and proinflmmatory cytokine levels from rats after injury to
the anterior tibialis muscle. Rats treated with PBMT plus andiroba oil (50%
concentration) showed a reduction in lipid peroxidation 6 and 24 hours after muscle
damage. Increased of glutathione peroxidase was observed in PBMT group, and
increased superoxide dismutase in PBMT and PBMT plus andiroba oil 48 hours post-
injury. The histological analysis showed discrete edema in the PBMT and PBMT plus
andiroba oil groups. Necrosis was observed only in the group with tissue injury.
A statistically significant reduction in IL-6 and TNF-a were observed 6, 24 e 48 hours
after injury in the PBMT plus andiroba oil group. Our findings suggest a positive
association of PBMT and andiroba oil in decrease the production of inflammatory
mediators. However, further studies are necessary in order to conclude the positive
assotiation between PBMT and andiroba oil. This fact may favor riparian communities
that already uses andiroba oil on a daily basis injuries, as well as to provide to the
scientific Community with new treatment options, since the anti-inflammatory effects of
PBMT are not questionable, but its association with medicinal plants is still a new
therapeutic aproach, with low costs and low side effects.

Key- words: Photobiomodulation therapy .Phototherapy .Skeletal muscle injury
.Contusion. Andiroba
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1 CONTEXTUALIZACAO

1.1 LESAO MUSCULAR

A ampla divulgacdo dos beneficios do exercicio fisico nos ultimos anos tem
cada vez mais adeptos que nem sempre procuram orientacdo, e mesmo quando
orientados podem ser vitimados de lesdo muscular. A atividade fisica, seja
sistematizada e com acompanhamento profissional ou nado, esta diretamente
relacionada a qualidade de vida e prevencao de doencas (1). Porém, acompanhado
desse crescimento, aumentou-se também o quantitativo de lesGes musculares (2;3).

Sabe-se que as lesdes musculares podem ocorrer em diversas situagées como
na realizacdo de movimentos de explosdo muscular, por impacto direto, por
alongamento excessivo de segmento e ainda em situagcbes controladas -
experimentagéo (4).

As lesbes musculares podem ser causadas por contusdes, estiramentos ou
laceracdes. Mais de 90% de todas as lesdes relacionadas ao esporte sdo contusdes
ou estiramento. Ja as laceracdes musculares sdo as lesdes menos frequentes no
esporte (4;5). A contusao muscular ocorre quando o musculo é submetido a uma forca
compressiva e repentina, assim como uma pancada direta no muasculo. A lesao
muscular pode ser classificada em trés graus: leve, moderada e grave. Leséo leve
(grau 1) ocorre por estiramento ou contusao apresentando lesdes de poucas fibras
musculares, pouco edema, desconforto acompanhado de nenhuma ou perda minima
de forca muscular, apresentando pouca restricdo de movimento. Lesdo moderada
(grau Il) envolve maiores danos a musculatura com perda de funcéo importante, pode
apresentar contratura muscular. Lesdo grave (grau lll) considera-se uma leséo atraves
de toda a seccédo transversa do musculo, resultando completa perda de funcao
muscular (6;7;8;9).

Os sintomas da ocorréncia de uma lesdo muscular por impacto aparecem
imediatamente apds o trauma: dor na regido do impacto, aumento no volume do
musculo (causado por edema) e edema intersticial sem ruptura da fibra séo
caracteristicos desse quadro. Os sinais clinicos provocam uma queda ou
incapacidade de geracao de forca e reducao da coordenacdo de movimentos, sejam
estes para simples locomogao ou complexos movimentos esportivos (10). Qualquer

gue seja o objeto causador da lesao, as condigdes normais do tecido muscular sao



14

danificadas e a funcionalidade da unidade passa a ser comprometida. Com o objetivo
de reestabelecer as fungdes locais e o0 equilibrio homeostatico, imediatamente apds a
les&o inicia-se um intenso e importante processo inflamatorio, seguido de reparo. A
resposta inflamatéria representa uma complexa interacdo do sistema imunolégico
envolvendo os componentes celulares, teciduais, de vascularizagdo entre outros no
tecido muscular esquelético (11).

Na pratica esportiva de alto rendimento as lesbes musculares também séo
comuns, sendo essencial monitoramento do sistema imune de atletas, bem como o
treinamento, recuperacéo e nutricdo, onde tém-se evidenciado grande importancia na

preparacao para uma competicao (12;13).

1.2INFLAMA(;AO MUSCULAR E ESTRESSE OXIDATIVO

Os radicais livres séo espécies quimicas originadas do processo de oxidacao
gue ocorre de maneira natural ou por alguma disfuncéo biologica por meio de reacdes
guimicas que envolvam a presenca de oxigénio, caracterizados pela presenca de um
ou mais elétrons desemparelhados em sua ultima camada de valéncia (14,15).

O termo radical livre € amplo para classificar as espécies de radicais livres
produzidos no organismo, visto que ha espécies que ndo apresentam elétrons
desemparelhados, mesmo assim, apresentam grande potencial pro- oxidante das
estruturas bioldgicas (15,16)

Apbs a lesdo muscular inicial, ocorre inducéo de estresse oxidativo, fendmeno
este que pode ser definido como um desequilibrio entre a geracdo de espécies
reativas de oxigénio (ERO) e os mecanismos de defesa e reparo contra esses
compostos oxidantes. As fontes primarias de ERO incluem a mitocdndria, 0 aumento
da atividade das enzimas NADPH oxidase, xantina oxidase e ainda o metabolismo de
prostandides (17). As ERO sdo agentes oxidantes com alta reatividade, com
capacidade de induzir modificacdes em biomoléculas que resultardo em peroxidacao
lipidica, oxidac&o de proteinas e DNA (18).

Os antioxidantes sdo agentes responsaveis pela estabilizacdo de
radicais livres ocasionando uma reducédo e/ou inibicdo das lesdes ocasionadas nos
organismos pela acéo dos radicais. Os antioxidantes desenvolvem sua acdo mesmo
estando em baixas concentracdes, podem ser classificados como enddgenos
enzimaticos: Catalase (CAT), Superdxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase

(GPx), glutationa redutase (GR) e a glutationa reduzida (GSH) e enddgenos nao-
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enzimaticos: bilirrubina, horménios sexuais, melatonina. Coenzima Q, acido urido,
entre outros; e antioxidantes exdgenos: acido ascoérbico, a-tocoferol, 3-caroteno e
grupos fendlicos, estes adquiridos na alimentacdo ou via suplementacao alimentar
(19, 20,21,22,23)

1.3INFLAMAQAO MUSCULAR x CITOCINAS

A prética de exercicio continuo ou intermitente pode acarretar danos
musculares acompanhados por processo inflamatério (24,25,26,27). Os prejuizos
musculares induzidos podem gerar mutacdes agudas nas células do sistema imune,
fadiga, perda de forca, aumento de creatina quinase (CK) e citocinas inflamatdérias na
corrente sanguinea tais como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), e as
interleucinas-6 e 1-B (IL-6 e IL 1-B), além de causar dor muscular de inicio tardio
(DMIT) (13, 28, 29, 30).

Os marcadores bioquimicos de lesdo muscular e os sintomas do processo
inflamatorio apresentam pico entre 24 e 48 horas e podem causar fibrose deletéria ao
tecido, acompanhada de reducdo da funcdo muscular e perda de performance fisica
por um periodo de 5 a 7 dias (13, 25, 29, 31, 32, 33).

Descrito em outros estudos o processo de cicatrizacdo apresenta 3 fases
distintas (4, 34,35):

Fase Degenerativa: caracterizada pela ruptura e subsequente necrose das
fibras lesionadas, formacdo de hematoma e reacéo de células inflamatorias;

Fase de Reparo: consiste na fagocitose do tecido necrosado, regeneracédo das
miofibras e producado de tecido conjuntivo bem como a revascularizacédo capilar na
area lesionada;

Fase de Reparo e Remodelamento: maturacdo e regeneracdo das miofibras,
contracao e reorganizacao do tecido cicatricial e restauracao da capacidade funcional
muscular.

Procurando reduzir os efeitos deletérios que a lesdo muscular provoca ao
individuo em um fundamento cientifico ainda maior para a escolha de cada conduta
clinica, indmeros pesquisadores buscam esclarecer os mecanismos da resposta
inflamatoria e do processo de regeneracéo iniciados apos o dano tecidual muscular.
As terapias utilizadas na medicina esportiva e reabilitacdo sdo diversas, dentre as
guais podemos citar: terapia com ultrassom terapéutico, eletroterapia, RICE (repouso,

gelo, compresséao e elevacgdo), fototerapia com laser de baixa poténcia (LBP), terapia
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por Fotobiomodulag&o e a mais utilizada dentre todas, a terapia farmacoldgica (34,36,
37, 38, 39).

1.4 TRATAMENTOS
1.4.1 Terapia por fotobiomodulagéo (TFBM)

A terapia por fotobiomodulagdo era conhecida como terapia laser de baixa
intensidade, e os primeiros dispositivos utilizados foram o laser de rubi (694 nm) e o
laser HeNe (633 nm). A terminologia fotobiomodulagcao passou a ser usada
recentemente, pois o termo baixo poténcia, era muito subjetivo. Durante muito tempo,
0 mecanismo de agdo ndo estava claro, porém, nos ultimos anos tem demonstrado
ser uma interessante estratégia para acelerar o processo de regeneracao tecidual e
para reduzir a liberacdo de mediadores (40, 41,42,43, 44, 45).

De acordo com os autores, a terapia por fotobiomodulacdo ndo apresenta
efeitos ablativos ou térmicos, mas tem efeitos fotoquimicos, onde a luz absorvida
induz a alteracdo quimica nos tecidos. Geralmente é usado para a regeneracao do
tecido, reduzir o edema, inflamacéo e alivio da dor (46, 47, 48,49, 50).

Com foco atual em medidas preventivas para reduzir o risco de lesdes, a
exposicao a terapia por fotobiomodulagéo, pré ou pos atividades, pode proteger os
musculos vulneraveis a danos induzidos por exercicio e recuperacdo de velocidade,
a mesma, oferece meios unico, ndo invasivo e nao farmacologico de reduzir a fadiga
muscular (38, 39, 43, 45,51, 52).

1.4.2 Andiroba

A descoberta de plantas com finalidade terapéutica é reportada desde antes de
Cristo (a.C.) tendo sido inclusive descrito por Shen-Nung, considerado o pai da
medicina chinesa tradicional, que utilizava curativos com plantas e escreveu um
tratado denominado “O Herbario”, que menciona o uso de plantas. Durante varios
séculos, a base terapéutica da pratica médica foi a utilizacdo de plantas medicinais,
hoje denominadas como fitoterapia (53,54).

A andiroba (Carapa guianensisAublet) foi descrita pela primeira vez em 1775
na Guiana Francesa pelo botanico francés Jean-Baptiste Christopher Fuseé Aublet.
O dleo de andiroba é obtido das sementes que caem das arvores e possui alta

viscosidade, € rico em estearina e outros acidos graxos insaturados, principalmente
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palmitico, estearico, oléico, linoléico e behénico. Além disso, possui substancias como
triterpenos que tem acéo anti-inflamatoria (53).

A andiroba € uma planta medicinal tradicionalmente utlizada na regido
amazonica brasileira. Desta planta é extraido o 6leo de andiroba, que é composto por
acido miristico (TCM), acido palmitico, acido oleico e acido linoleico. Além disso,
apresenta Vitamina A e E, além de lecitina de soja. Apresenta acdo antiinflamatéria
com extensa indicacdo em patologias de pele. O acido Linoléico é importante para o
transporte e metabolismo de gorduras, assim como, na manutencdo da funcao e
integridade das membranas (55).

Oleos de origem vegetal, tais como acido oleico, linoleico e linolénico, sdo muito
utilizados em ferimentos para auxiliar a cicatrizacdo no Brasil (56). Os acidos graxos
apresentam 3 caracteristicas: sao componentes estruturais das membranas
biologicas, mensageiros intracelulares e geram adenosina trifosfato (ATP). Os acidos
graxos interferem no processo inflamatorio, sendo que a maioria destes eventos
ocorre via acido araquidonico como prostaglandinas, leucotrieno, tromboxanos e
lipoxinas (57).

A utilizacdo da Andiroba com o objetivo de melhorar o processo de cicatrizacao
e no tratamento de feridas vem sendo foco de diversos estudos de varios
pesquisadores dentre eles o de Brito et al (58), onde pesquisaram os efeitos da
aplicacdo do 6leo de Andiroba in natura em feridas cutaneas em ratos. Segundo os
autores, apesar da confirmacéo dos efeitos anti-inflamatérios, a aplicacdo do mesmo
gerou prejuizo no processo de cicatrizacdo com retardo da contracao e epitelizacao
das feridas. Pennaforte (59) avaliou a atividade anti-inflamatéria e analgésica de 6leos
de duas plantas amazobnicas (copaiba e andiroba) e em seu estudo apresentou que 0
Oleo de Andiroba possui atividade analgésica, antialérgica e anti-histaminica inibindo

a formacéo de edema local.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL
Verificar os efeitos da terapia por fotobiomodulagcédo e do 6leo de andiroba na leséo

muscular induzida por contusdo no musculo tibial de rato.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Mensurar a Peroxidacéo Lipidica pelo método TBARS.

- Determinar os niveis de Enzima catalase, a atividade da glutationa peroxidase e do
superoxido dismutase.

- Quantificar a presenca ou auséncia de edema, necrose e infiltrado celular por meio
da analise histologica da amostra.

- Avaliar os niveis de citocinas ( IL6 e tnf- a) por meio do método ELISA.
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3 RESULTADOS

3.1 ESTUDO | — Os efeitos da terapia por fotobiomodulagéo e da andiroba (carapa
guianensis) na lesdo muscular induzida por contusdo no musculo tibial de rato: Parte
1 - Estresse oxidativo e histologia

3.1.1 Introducéao

As aplicacbes clinicas da terapia por fotobiomodulagcdo (TFBM) vém
aumentando nos ultimos anos nas mais diversas doencas. A TFBM empregando
fontes de luz de baixa intensidade tem recebido interesse como estratégia preventiva
e de recuperacdo de lesdes induzidas por exercicio fisico ou trauma direto; por
apresentar efeitos anti-inflamatoérios, antélgicos e favorecer o reparo tecidual (39,
41,60, 61).

Os estudos de Borsa et al (51) e Leal- Junior et al (52), sugerem que os efeitos
da TFBM na prevencdo e recuperacdo do dano muscular induzido por exercicio
dependem da dose utilizada, sugerindo efeitos melhores quando utilizados 5 e 6
J/lcm2. Foi sugerido que pequenas doses de energia ndo possuem efeito, doses
intermediarias gerem efeitos e doses mais elevadas possam inibir a atividade celular
(48). Entretanto no estudo de Leal-Junior et al. (52) apontaram por meio de meta-
analise que, embora doses de 5 e 6 J sejam consideradas 6timas para tratamento dos
desfechos do dano muscular esquelético, existem resultados quando utilizadas doses
anteriormente consideradas de efeitos despreziveis (0,3 J por ponto de aplicacdo)
guanto doses aparentemente exacerbadas (41,7 J por ponto de aplicacao), porém
ainda sdo necessarios estudos com melhor controle metodologico para que se
confirmem esses dados.

O Brasil é um Pais que apresenta crescentes avancos cientificos ndo podendo
deixar de relevar a diversidade cultural do seu povo, com suas peculiaridades
regionais. Na Amazonia, mais especificamente nos estados do Para e Amazonas, a
populacdo, de uma forma geral, costuma utilizar medicamentos fitoterapicos como
plantas medicinais para o tratamento das mais variadas doencas. Esses
conhecimentos empregados, empiricamente, no cotidiano de diversas pessoas séo
oriundos da heranca cultural indigena, como terapéutica para rea¢des inflamatorias
agudas e cronicas. Dentre as plantas medicinais que sdo utilizadas com mais

freqiéncia na Amazobnia, encontram-se a andiroba e a copaiba que possuem
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crescente aplicacdo ndo sé terapéutica, como, também, na inddstria quimica e
cosmeética (58, 59,62).

O dleo da semente da andiroba é usado na medicina popular para diversas
doencas como contusbes, reumatismo, cicatrizacdo, e afec¢cdes da garganta
(faringite), dentre outras (58, 59,62).

O conhecimento dos mecanismos de agdo da TFBM, bem como a elucidagao
dos efeitos na variagédo dos parametros de aplicacéo, sobre a recuperagdo muscular;
associados as plantas medicinais ainda com poucos estudos a respeito, podem
promover o avanco do conhecimento na area. Nao obstante, a pesquisa experimental
pode oferecer subsidios a realizacao de futuros ensaios clinicos com melhor controle
metodoldgico para produzir prescricdes terapéuticas e adequadas a técnica, além de
possibilitar o desenvolvimento de novas associacdes aplicadas a recuperagdo do

dano muscular.

3.1.2 Material e Métodos
3.1.2.1 Aspectos éticos e modelo experimental

Todos os animais foram cuidados segundo a legislacdo nacional para
Procedimentos para o Uso Cientifico de Animais em vigor (Lei federal 11.794), o
estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Uso de Animais da Universidade do
Estado do Para (UEPA) por meio do protocolo n° 24/2016.

3.1.2.2 Animais

Foram utilizados 65 ratos (Rattus norvegicus), da linhagem Wistar, adultos,
com idade média de 80 dias ou 10 semanas (adulto em fase reprodutiva) e pesando
entre 280 a 350g; provenientes do Biotério do Instituto Evandro Chagas (IEC) e
transferidos ao biotério Luiz Carlos de Lima Silveira da Universidade do Estado do
Pard (UEPA), onde foram alocados em gaiolas de acrilico apropriadas com fundo
contendo maravalha, mantidos em ambiente de temperatura entre 22 e 25°C,
recebendo agua e racao ad libitium durante o periodo do experimento e ciclo de luz
noite/dia de 12 horas (h).

3.1.2.3 Grupos experimentais
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Os animais foram divididos por grupos aleatérios. Em 5 grupos experimentais
com analises temporais compreendendo 06, 12 e 48hs em cada grupo, com 5 animais
em cada analise temporal, totalizando 65 animais.

Os grupos experimentais foram utilizados de acordo com o protocolo de
tratamento descrito abaixo:

1. Grupo Controle (n=5): grupo de animais que nao foram submetidos a qualquer tipo
de procedimento.

2. Grupo Lesao (n=15): animais foram submetidos apenas ao protocolo de leséo.

3. Grupo de tratamento com terapia por fotobiomodulacdo (n= 15): grupo de animais
gue foram submetidos a leséo e tratados com a TFBM.

4. Grupo de tratamento com 0leo de andiroba (n=15): grupo de animais que foram
submetidos a lesao e tratados com o 6leo de andiroba.

5. Grupo de tratamento por terapia por fotobiomodulacéo e 6leo de andiroba (n=15):
grupo de animais que foram submetidos a leséo e tratados com a associacdo da TFBM

e 6leo de andiroba.

3.1.2.4 Inducéo da lesédo muscular por contusao

Os animais foram pesados e anestesiados por via intraperitoneal (i.p) com uma
associacdo de Ketamina e Xilazina (90 mg/Kg e 10 mg/Kg respectivamente).
Posteriormente, foram tricotomizados e foram randomizados em grupos e submetidos
ao protocolo de lesédo por contusdo, onde os animais foram posicionados em decubito
dorsal com leve rotacéo interna da articulacdo do quadril e flexéo plantar do tornozelo,
para que a pata direita se posicionasse em extensao, apoiada na parte inferior da
prensa lesionadora. Em seguida, um unico trauma foi realizado utilizando uma
prancha lesional, que compreende um bloco de peso de 200g com uma ponta
chanfrada 2 mm de largura, deixada cair a partir de 20cm, guiadas por meio de

suportes realizando a lesdo em um unico golpe no masculo tibial anterior.

3.1.2.5 Tratamentos
3.1.2.5.1 Terapia por fotobiomodulacéao (TFBM)
Os animais ap6és uma hora da contusdo foram imobilizados manualmente para

receber uma Unica irradiacdo da TFBM em contato com a pele na regido do ventre
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muscular do musculo tibial anterior, sendo 3 subgrupos temporais de 6h, 24h e 48h,
totalizando 15 animais. Posteriormente a cada fechamento do tempo de cada grupo
os animais foram anestesiados para pun¢do do sangue no ventriculo esquerdo,
seguida de uma dose letal para eutanasia e retirada do masculo.

O equipamento foi do modelo MR4, com o cluster SE25, ambos fabricados pela
empresa Multi Radiance Medical, fabricado em Solon - OH, USA, com o0s seguintes
parametros (Tabela 1).

Tabela 1. Parametros da Terapia de Fotobiomodulagdo (TFBM)

Numero de lasers 1 Super - pulsado de infravermelho
Comprimento de onda ( nm) 905 (£1)

Frequéncia (Hz) 250

Pico de poténcia (W) 25

Average mean optical output (mW) 0.625

Densidade de poténcia ( mW / cm2) 1.42

Densidade de energia (J/cm?) 0.011

Dose (J) 0.005

Tamanho do ponto de laser (cm?) 0.44

Numero de LEDs vermelhos 4 vermelhos

Comprimento de onda de LEDs vermelhos 640 (+10)

(nm)
Frequencia (Hz) 2

Comprimento de onda de LEDs vermelhos 15
(mW) — cada

Densidade de poténcia (mW/cm?) — cada 16.66
Densidade de energia (J/cm?) — cada 0.133
Dose (J) — cada 0.12

Tamanho do ponto de LED vermelho (cm?) — 0.9



cada
NUmero de LED infravermelhos

Comprimento de onda de LED infravermelhos

(nm)

Frequéncia (Hz)

Saida optica média (mW) — each
Densidade de poténcia (mW/cm?) — each
Densidade de energia (J/cm?) — each
Dose (J) - each

Tamanho de ponto de LED (cm2) — cada

Campo Magnético (mT)

Tempo de irradiacéo por site (S)

Dose total (J)

Dose total aplicada em grupo muscular (J)
Abertura do dispositivo (cm?)

Densidade de poténcia do dispositivo
(mW/cm?)

Densidade de energia do dispositivo (J/cm?)

Modo de aplicacao

23

4 Infravermelhos

875 (+10)

16
17.5
19.44
0.155
0.14
0.9

35

8

1.0
1.0
0.197

663.07

5.07

Cluster mantido estacionario em
contacto com a pele com um angulo

de 90 graus e uma ligeira pressao

Fonte: Multi Radiance Medical - OH, USA

3.1.2.5.2 Andiroba

No grupo Andiroba, apdés uma hora da lesdo por contusdo os animais foram

imobilizados manualmente para receber uma Unica aplicagdo topica do Oleo de
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andiroba em contato com a pele na regido do ventre muscular, sendo 3 subgrupos
temporais de 6h, 24h e 48h, totalizando 15 animais. Posteriormente a cada
fechamento do tempo de cada grupo os animais foram anestesiados para punc¢ao do
sangue no ventriculo esquerdo, seguida de uma dose letal para eutanasia e retirada
do musculo

A andiroba foi extraida e disponibilizada pela Empresa FAGRON e manipulada
na farmacia da empresa para obter concentracdo de 50%.

Caracterizacao do 6leo de Andiroba

A caracterizacdo do 6leo da Andiroba utilizado neste estudo foi realizada pelo
Farmacéutico MsC Luann W.P de Sena (CRF/PA: 4082), Mestre em Ciéncias
Farmacéuticas pela Universidade Federal do Para, colaborador no grupo do
laboratoério de Morfologia da Universidade do Estado do Para (Quadro 1 e 2)

Quadro 1- Determinacdo de Acidos graxos

Acidos Graxos Atomos de carbono Composicéao percentual
Miristico 14:00 0,33

Palmitico 16:00 28,03

Estearico 18:00 8.69

Oléico 18:10 49,08

Linoleico 18:20 11,03

Linolénico 18:30 1,35

Araquidinico 20:00 0,22

Beénico 22:00 0,34

Fonte: Pesquisa de Campo, 2018.

Quadro 2 - Dados Fisico-Quimicos do 6leo de Andiroba

indices Unidades Valores de Referéncia

indice de Acidez mg KOH/g 1,4 +/- 0,02

indice de peréxido Meq.perdx/100g 5,76 +/- 0,004
amostra

indice de saponificacdo | mg KOH/g 198,4 +/- 1,02

indice de lodo gl%/100g 69 +/- 0.09

Densidade g/mL a 50°C 0,98 +/- 0,001
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indice de refracéo 50°C 1,468 +/- 0,008
Fonte: Pesquisa de Campo, 2018.

3.1.2.5.3 Andiroba e Terapia por fotobiomodulacéao

Os animais apdés uma hora da lesdo foram imobilizados manualmente para
receber uma Unica irradiacdo TFBM em contato com a pele na regido do ventre
muscular, com os mesmos parametros do grupo TFBM e posteriormente a aplicagao
topica do 6leo de andiroba, semelhante ao grupo que somente recebeu a aplicacao
tépica do 6leo, sendo 3 subgrupos temporais de 6h, 24h e 48h, totalizando 15 animais.
Posteriormente a cada fechamento do tempo de cada grupo os animais foram
anestesiados para puncao do sangue no ventriculo esquerdo, seguida de uma dose

letal para eutanasia e retirada do musculo.

3.1.2.6 Retirada do muasculo, puncéo cardiaca, eutanasia e armazenamento

ApOs o periodo de tratamento, todos os animais, foram devidamente pesados
e anestesiados com Ketamina e Xilasina via intraperitoneal, para realizacdo da puncao
cardiaca. Na qual o animal ficava em decubito lateral direito, entre 0 4 ° a 6° espaco
intercostal, ocorria a introducdo da agulha previamente heparinizada no ventriculo
esquerdo para aspiracao de todo o sangue. Este foi submetido a centrifugacédo a 3000
rpm por cinco minutos, para obtencédo do soro (63).

Posteriormente o animal recebeu uma dose letal de anestésico, sendo
confirmada sua morte, seguiu realizando retirada do musculo tibial anterior (TA), onde
durante a dissecacdo, os musculos foram periodicamente gotejados com solucao
salina (NaCl 0,9%), para evitar ressecamento tecidual. Em seguida, a area
correspondente a lesédo foi dividida ao meio, porcao proximal e distal, com um corte
transversal (63). A porcao proximal foi utilizada para analise morfolégica e a porcao
distal ainda foi dividida por um corte horizontal, sendo as partes armazenadas, cada
uma, em eppendorf para a analise da peroxidacao lipidica. Em seguida, os musculos
e o0 soro do sangue centrifugado foram congelados e armazenados em freezer a -
80°C.

3.1.2.7 Histologia
As amostras foram fixadas em formol a 10% pelo periodo de 24 a 48h. Em

seguida, foram desidratas em alcool etilico absoluto, diafanizadas em xilol e incluidas
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em parafina. Os blocos de parafina foram confeccionados e submetidos a microtomia
a 5 ym. Os cortes histoldgicos em lamina de vidro sdo submetidos a desparafinizacao
em estufa a 80°C e em solu¢des de xilol. Em seguida, sédo hidratadas em &lcool etilico
absoluto e &gua corrente, para imersdo em hematoxilina e eosina. Por fim, sdo
desidratadas em alcool etilico absoluto e xilol, e é realizada a montagem com Balsamo
do Canadé e laminula. Posteriormente as laminas foram visualizadas no microscopio
Nikon Eclipse E200, nas objetivas 4x, 10x e 40x, com luz polarizada, sendo a leitura
realizada pelo Médico patologista Dr Edvaldo Lima Silveira (CRM2444), professor da
Universidade do Estado do Paré e colaborador do Laboratério de Morfologia; sendo
as anotacOes realizada pela autora do estudo quanto a presenca ou auséncia de

edema, necrose e infiltrado celular.

3.1.2.8 Homogenizagdo da amostra

A amostra do musculo tibial anterior coletado foi pesada em uma balanca de
precisdo, sendo seu peso ideal esteja entre 0,5g a 0,098g, onde foi colocada a mesma
guantidade de solucdo salina e submetida a homogeneizacdo por meio de um
homogeneizador automatico durante 20 segundos. Posteriormente, foi realizada a
centrifugacdo com parametros de 1200 rpm durante 3 minutos, apds a centrifugacao
retirou-se a parte sobrenadante, a qual foi transferida para dois eppendorf, e sendo

armazenados em um Freezer -80° até o dia da analise bioquimica (64).

3.1.2.9 Estresse Oxidativo
3.1.2.9.1 Mensuracéo da peroxidacéo lipidica pelo método TBARS (sangue e
musculo)

Para se determinar a concentracdo de substancias reativas ao acido
tiobarbitirico (TBARS), os produtos resultantes da peroxidacdo lipidica, foram
utilizados o método de Winterbourn, Gutteridge e Halliwell (64) modificados para
analise em espectofotometria.

O método baseia-se na alteracédo da coloracdo da amostra (plasma) quando a
mesma é colocada para reagir com o acido tiobarbiturico a 1 % na temperatura de 90
a 100 °C e em meio acido. Em tubos de propileno (PP) de 1,5 ml, sendo colocados 10
pL de BHT (solucéo etandlica a 2 %), 200 pL de HCI 25%, 200 pL de solucao de acido
tiobarbiturico (1%) dissolvido em solugcdo aquosa de NaOH a 0,05N e 200 pL de
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amostra. Sendo um branco comtodas as solugdes colocando-se, no lugar da amostra,
solucao salina 0,9%.

Posteriormente, os tubos contendo a mistura foram incubados em banho
fervente (100 °C) durante 15 minutos e resfriados em banho de gelo. Em seguida,
adicionou-se 618 puL de butanol em cada tubo e agitara em vortex até que houvesse
a transferéncia total da coloracdo résea da camada inferior para a superior. A mistura
foi centrifugada por 5 minutos a 12000 rpm até que a fase do butanol (sobrenadante)
torne-se limpida. Assim, retirou-se 200 pl de sobrenadante, e as amostras foram
distribuidas em duplicata em uma placa de 96 pocos. A placa foi introduzida em um
espectrofotometro, onde se mediu a absorbancia ao comprimento de onda de 532 nm.

A amplificacdo da peroxidacdo durante o ensaio foi prevenida pela adicdo de
um antioxidante (butil-hidroxi-tolueno- BHT). A concentracdo de TBARs foi
determinada utilizando-se o coeficiente de extingdo molar do MDA (e = 1,56 x 10-5 .
M-1.mL-1) (64).

Concentracdo de TBARs = Absorbéancia/1,56 x diluicdes

Para a determinacdo da concentracédo de proteinas das amostras foi utilizado
como padrao de referéncia solu¢des de albumina sérica bovina fracédo V (Sigma) e a
leitura da absorbancia foi feita a 595 nm. A leitura foi realizada utilizando esse
comprimento de onda, pois absorve a luz no espectro de cor azul, o que difere da

técnica do TBAR’s que absorve luz no espectro vermelho.

3.1.2.9.2 Catalase (CAT)

A determinacdo da enzima CAT realizou-se segundo a técnica de Aebi et al
(65). Por meio desta metodologia avaliou se a capacidade da enzima presente na
amostra converter H202 em agua e oxigénio. A leitura do decaimento de H202 foi
realizada por espectrofotometria no ultravioleta a 240 nm e os valores de CAT foram
expressos em unidade de catalase por g de proteinas (quantidade de catalase

necessaria para hidrolisar 1 pmol de H202 /min./g de proteina, a 37°C, ph 8).

3.1.2.9.3 Glutationa peroxidase
A determinacédo da atividade da glutationa peroxidase foi realizada de acordo
com o método de Flohé e Gunzler (66), no qual a reacdo é baseada na reducédo do

terc-butilhidroperoxido (t-BuOOH) pela oxidacdo da Glutationa reduzida (GSH) e
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formacé&o de Glutationa oxidada(GSSG), catalisada pela Glutationa peroxidase (GPx).
Assim, a medida consiste na oxidacao (verificada por meio da queda da absorbancia)
do Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) medido em 340 nm, uma vez
gue o NADPH ¢ utilizado na regeneracao da GSH pela enzima Glutationa redutase
(GR). Portanto, a velocidade de oxidacdo do NAPH é proporcional a velocidade de
producédo de GSSG a partir de GSH, catalisada pela GPx presente na amostra
analisada.

O procedimento técnico foi realizado por meio do preparo de um meio de reacao
contendo 25 mL de tampao fosfato (0,1 M pH 7,0), 8,6 mg de NADPH, 10 mL de acido
dietilenotriaminopentacético (DPTA,5 mM pH 7,0), 15 mL de &gua destilada, 24 mg de
GSH e 3,8 pl de GR 5U, sob refrigeracdo, no momento do ensaio. Posteriormente, em
temperatura ambiente, foram adicionados 10 pL de amostra de tert-Butyl
Hidroperoxide (t-BuOOH) em 1 mL de um meio de reag¢ado na cubeta. Os valores foram

expressos em pmol.min—1 .mL-1 .

3.1.2.9.4 Superoxido dismutase (SOD)

A técnica para determinacdo do teor de sodio deu inicio com o procedimento
de calcinacao para determinacéo de cinzas a partir da higienizacdo de cadinhos que
foram colocados na mufla por 1 hora. Apés esse periodo foram retirados da mufla e
resfriado no dessecador por 1 hora. Foi feito a pesagem de 10 mg da amostra que
foram liquidificado e diluido em agua destilada e levada pra o processo de
carbonizacao no bico de bunsen. Apés essa etapa, as amostras foram levadas para a
mufla onde permaneceram até se tornarem cinzas aptas para analise.

A quantidade de sodio presente em cada amostra foi determinada por titulacao

com nitrato de prata, de acordo com a metodologia do Instituto Adolfo Lutz (2005).

3.1.2.10 Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como médias + EPM e submetidos ao teste
Shapiro- Wilk, para verificagdo de normalidade. Os dados foram analisados
estatisticamente por meio do Programa Graph Pad Prisma 5, utilizando o teste de
analise de variancia (ANOVA), para as comparacdes entres 0s grupos, seguidos da
aplicacao de pés- teste de Tukey para multiplas comparacodes. O nivel de significancia

utilizado foi de 5%.
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3.1.3 Resultados

A seguir apresenta -se os dados referentes as andlises do estresse oxidativo e
antioxidantes.

Em relacdo a mensuragcdo da peroxidacdo lipidica pelo método TBARS no
musculo obteve- se diferenca estatisticamente significante no grupo terapia por
fotobiomodulacéo e andiroba nos tempos de 6h e 24h quando comparados aos
demais grupos, ndo apresentando nenhum grupo diferenca estatisticamente
significante nas 48h (Tabela 2). Quando a analise nos grupos foi realizada nos tempos
de observacéo e o grupo controle evidencia-se diferenca estatisticamente significante

no grupo terapia por fotobiomodulacéo e andiroba e no grupo leséao (Tabela 3).

Tabela 2- Mensuracao da peroxidacéo lipidica pelo método TBARS no musculo tibial
anterior de ratos em 3 espacos temporais submetidos a lesdo induzida do tipo
contuséo e apos aplicado a TFBM, o6leo de andiroba e TFBM mais 6leo de andiroba

N=65
: Inter)valo Método Média DP Minimo Maximo P-valor
Controle 0.218 0.0402 0.17 0.28
TFBM 0.208 0.0756 0.09 0.3
6h Andiroba 0.302 0.0944 0.22 0.46 0.0003*
TFBM e andiroba 0.108 0.0311 0.06 0.14
Lesdo 0.334 0.0713 0.21 0.38
Controle 0.218 0.0402 0.17 0.28
TFBM 0.248 0.1285 0.1 0.45
24h Andiroba 0.206 0.0537 0.13 0.28 0.0087*
TFBM e andiroba 0.104 0.02074 0.08 0.13
Lesdo 0.394 0.1958 0.17 0.7
Controle 0.218 0.0402 0.17 0.28
TFBM 0.224 0.0658 0.13 0.3
48h Andiroba 0.35 0.283 0.14 0.83 0.0605
TFBM e andiroba 0.394 0.0477 0.34 0.46
Lesdo 0.442 0.0776 0.32 0.53

Fonte: Pesquisa de Campo, 2018.
*Teste anova (p<0,05)

Tabela 3- Mensuracéo da peroxidacéo lipidica pelo método TBARS no musculo tibial
anterior de ratos entre 0s grupos experimentais submetidos a lesdo induzida do tipo
contusdo e apods aplicado a TFBM, 6leo de andiroba e TFBM mais 6leo de andiroba
(N=65)
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Intervalo Método Média DP Minimo Maximo P-valor
Controle 0.218 0.0402 0.17 0.28
6h 0.208 0.0756 0.09 0.3
TFBM 0.8914
24h 0.248 0.1285 0.1 0.45
48h 0.224 0.0658 0.13 0.3
Controle 0.218 0.0402 0.17 0.28
) 6h 0.302 0.0944 0.22 0.46
Andiroba 0.4132
24h 0.206 0.0537 0.13 0.28
48h 0.35 0.283 0.14 0.83
Controle 0.218 0.0402 0.17 0.28
. 6h 0.108 0.0311 0.06 0.14
TFBM e andiroba <0.0001*
24h 0.104 0.02074 0.08 0.13
48h 0.394 0.0477 0.34 0.46
Controle 0.218 0.0402 0.17 0.28
. 6h 0.334 0.0713 0.21 0.38
Lesdo 0.035*
24h 0.394 0.1958 0.17 0.7
48h 0.442 0.0776 0.32 0.53

Fonte: Pesquisa de Campo, 2018.
*Teste anova (p<0,05)

Em relagcdo a mensuracdo da peroxidacao lipidica pelo método TBARS no
sangue obteve- se diferenca estatisticamente no grupo lesédo no tempo de 24h,
guando comparados aos demais grupos, nao apresentando nenhum grupo diferenca
estatisticamente significante nas 06h e 48h (Tabela 4). Quando a analise nos grupos
foi realizada nos tempos de observacdo e o grupo controle evidencia-se diferenca

estatisticamente significante no grupo lesédo nas 24h (Tabela 5).

Tabela 4- Mensuracdo da peroxidacao lipidica pelo método TBARS no sangue de
ratos em 3 espacos temporais submetidos a lesdo induzida do tipo contusdo e apos
aplicado a TFBM, 6leo de andiroba e TFBM mais 6leo de andiroba (N=65)

Intervalo Método Média DP Minimo Maéaximo P-valor
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Controle 1.50 0.46 1.18 2.28
TFBM 1.96 1.07 0.90 3.73
6h Andiroba 2.09 0.39 1.65 2.47 0.6393
TFBM e andiroba 2.09 3.01 0.66 7.48
Leséo 0.87 0.46 0.34 1.55
Controle 1.50 0.46 1.18 2.28
TFBM 2.38 1.09 1.65 4.30
24h Andiroba 1.50 0.53 0.98 2.32  0.0014*
TFBM e andiroba 1.31 1.48 0.56 3.95
Lesdo 0.17 0.12 0.07 0.37
Controle 1.50 0.46 1.18 2.28
TFBM 2.21 1.16 1.46 4.25
48h Andiroba 1.13 0.70 0.00 1.82  0.0607
TFBM e andiroba 0.79 0.29 0.49 1.15
Lesdo 1.14 0.76 0.69 2.47

Fonte: Pesquisa de Campo, 2018.

*Teste anova (p<0,

05)

Tabela 5 - Mensuracao da peroxidacéo lipidica pelo método TBARS no sangue de
ratos entre os grupos experimentais submetidos a lesdo induzida do tipo contuséo e
apos aplicado a TFBM, o6leo de andiroba e TFBM mais 6leo de andiroba ( N=65)

Método Intervalo Meédia DP Minimo Maximo P-valor
TFBM Controle 1.50 0.46 1.18 2.28
6h 1.96 1.07 0.90 3.73
0.5290
24h 2.38 1.09 1.65 4.30
48h 221 1.16 1.46 4.25
Andiroba Controle 1.50 0.46 1.18 2.28
6h 2.09 0.39 1.65 2.47
0.0746
24h 1.50 0.53 0.98 2.32
48h 1.13 0.70 0.00 1.82
TFBM Controle 1.50 0.46 1.18 2.28
6h
2.09 3.01 0.66 7.48 0.6920
24h 131 1.48 0.56 3.95
48h 0.79 0.29 0.49 1.15
Lesdo Controle 1.50 0.46 1.18 2.28
6h 0.87 0.46 0.34 1.55
0.0054*
24h 0.17 0.12 0.07 0.37
48h 1.14 0.76 0.69 2.47

Fonte: Pesquisa de Campo, 2018.
*Teste anova (p<0,05)
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Em relacdo a mensuracdo de substancias antioxidantes obteve-se que em

relagdo a catalase nado evidenciou-se diferenca estatisticamente nos grupos em

relagdo aos tempos de observacdo (Tabela 6); e nem nos grupos de tratamento

guando analisados os tempos de observacéo e o grupo controle (Tabela 7).

Tabela 6 - Mensuracédo da catalase no musculo tibial anterior de ratos em 3 espacos
temporais submetidos a lesao induzida do tipo contusao e apés aplicado a TFBM, 6leo
de andiroba e TFBM mais 6leo de andiroba (N=65)

Intervalo Método Média DP Minimo Maximo P-valor
Controle 52.11 26.75 31.4 98.81
TFBM 58.17 19.88 34.79 89.88

6h Andiroba 29.574 16.41 3.44 48.60 0.3489
TFBM e andiroba 61.756 40.62 21.06 128.79
Lesao 50.774 17.60 32.75 71.43
Controle 52.11 26.75 31.4 98.81
TFBM 39.49 5.56 36.79 49.43

24h Andiroba 54.236 11.67 42.36 73.78 0.3160
TFBM e andiroba 36.61 12.07 18.48 47.13
Injury 45.078 16.33 34.82 73.86
Controle 52.11 26.75 31.4 98.81
TFBM 33.658 15.19 20.91 57.72

48h Andiroba 37.942 17.63 18.79 64.22 0.2181
TFBM e andiroba 36.38 12.80 23.42 50.37
Injury 73.526 25.31 50.60 114.4

Fonte: Pesquisa de Campo, 2018.
Teste anova (p<0,05)

Tabela 7- Mensuracédo da catalase no musculo tibial anterior de ratos entre 0s grupos
experimentais submetidos a lesdo induzida do tipo contusédo e apos aplicado a TFBM,

0leo de andiroba e TFBM mais 6leo de andiroba (N=65)

Intervalo Método Média DP Minimo  Maximo P-valor
Controle 52.11 26.75 314 98.81

TEBM 6h 58.17 19.88 34.79 89.88 0.2857
24h 39.49 5.56 36.79 49.43
48h 33.658 15.19 20.91 57.72
Controle 52.11 26.75 314 98.81

Andiroba 6h 29.574 16.41 3.44 48.6 0.5491
24h 54.236 11.67 42.36 73.78
48h 37.942 17.63 18.79 64.22

TFBM e andiroba Controle 52.11 26.75 314 98.81 0.4051
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6h 61.756 40.62 21.06 128.79

24h 36.61 12.07 18.48 47.13

48h 36.38 12.80 23.42 50.37

Controle 52.11 26.75 314 98.81

. 6h 50.774 17.60 32.75 71.43

Lesao 0.0501

24h 45.078 16.33 34.82 73.86

48h 73.526 25.31 50.6 114.4

Fonte: Pesquisa de Campo, 2018.
Teste anova (p<0,05)

Quanto a mensuracéo da glutationa peroxidase evidenciou-se que no grupo

TFBM apresentou diferenca estatisticamente nas 48h em relagdo aos demais grupos

no mesmo tempo de observacdo; e o Grupo Lesdo nas 6h (Tabela 8); e quando

analisados o grupo TFBM e andiroba nos tempos de observacéo e o grupo controle

observa-se que o grupo controle apresentou diferenca estatisticamente (Tabela 9).

Tabela 8 - Mensuracéo da glutationa peroxidase no musculo tibial anterior de ratos
em 3 espacos temporais submetidos a leséo induzida do tipo contusao e apés aplicado
a TFBM, oleo de andiroba e TFBM mais 6leo de andiroba (N=65)

Intervalo Método Média DP Minimo Maximo P-valor
Controle 0.82 0.37 0.42 1.35
TFBM 0.38 0.17 0.21 0.64

6h Andiroba 0.53 0.27 0.34 0.98 0.0386*
TFBM e andiroba 0.40 0.27 0.05 0.72
Lesdo 1.35 1.83 0.39 4.61
Controle 0.82 0.37 0.42 1.35
TFBM 1.00 1.50 0.11 3.64

24h Andiroba 0.65 0.14 0.47 0.85  0.2803
TFBM e andiroba 0.39 0.15 0.23 0.58
Lesdo 0.32 0.25 0.02 0.59
Controle 0.82 0.37 0.42 1.35
TFBM 0.92 1.52 0.08 3.61

48h Andiroba 0.88 0.21 0.58 1.16  0.0244*
TFBM e andiroba 0.56 0.17 0.34 0.75
Lesdo 0.85 0.38 0.52 1.46

Fonte: Pesquisa de Campo, 2018.
*Teste anova (p<0,05)
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Tabela 9 - Mensuracéo da glutationa peroxidase no musculo tibial anterior de ratos
entre 0s grupos experimentais submetidos a lesdo induzida do tipo contusdo e apos
aplicado a TFBM, 6leo de andiroba e TFBM mais 6leo de andiroba (N=65)

Método Intervalo Média DP Minimo Maximo P-valor
Controle 0.82 0.37 0.42 1.35
6h 0.38 0.17 0.21 0.64
TFBM 0.2702
24h 1.00 1.50 0.11 3.64
48h 0.92 1.52 0.08 3.61
Controle 0.82 0.37 0.42 1.35
) 6h 0.53 0.27 0.34 0.98
Andiroba 0.4059
24h 0.65 0.14 0.47 0.85
48h 0.88 0.21 0.58 1.16
Controle 0.82 0.37 0.42 1.35
i 6h 0.40 0.27 0.05 0.72
TFBM e andiroba 0.0008*
24h 0.39 0.15 0.23 0.58
48h 0.56 0.17 0.34 0.75
Controle 0.82 0.37 0.42 1.35
3 6h 1.35 1.83 0.39 4.61
Lesdo 0.0902
24h 0.32 0.25 0.02 0.59
48h 0.85 0.38 0.52 1.46

Fonte: Pesquisa de Campo, 2018.
*Teste anova (p<0,05)

Quanto a mensuracao da superoxido dismutase evidenciou-se que no grupo
lesdo apresentou diferenca estatisticamente nos 3 tempos de observacao (Tabela 10);
e quando analisados o grupo TFBM e andiroba e TFBM nos tempos de observacéo e
0 grupo controle observa-se que o0 grupo controle apresentou diferenca
estatisticamente significante, em relacdo ao grupo Lesao observa-se que nas 06h foi
estatisticamente diferente em relacdo aos outros tempos e o grupo controle (Tabela
11).
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Tabela 10 - Mensuracédo da superoxido dismutase no musculo tibial anterior de ratos
em 3 espacos temporais submetidos aleséo induzida do tipo contuséo e apos aplicado
a TFBM, 6leo de andiroba e TFBM mais 6leo de andiroba (N=65)

Intervalo Método Média DP Minimo Maximo P-valor

Controle 141.3 1.1 139.9 142.7
TFBM 130.1 1.2 128.7 132.0

6h Andiroba 140.9 1 139.4 142.1 < 0.0001*
TFBM e andiroba 133.8 1.4 131.8 135
Leséo 163.7 2 161.8 166.7
Controle 141.3 1.1 139.9 142.7
TFBM 130 1 129.3 131.8

24h Andiroba 140.7 1.6 138.1 142.2 < 0.0001*
TFBM e andiroba 134.2 1.2 133 136.1
Leséo 164.4 1.6 162.3 166.4
Controle 141.3 1.1 139.9 142.7
TFBM 130.8 1.8 128.9 133.7

48h Andiroba 141.4 0.9 140.4 142.6 < 0.0001*
TFBM e andiroba 135 2.1 133 138.1
Lesdo 161.7 1.4 160.3 163.5

Fonte: Pesquisa de Campo, 2018.
*Teste anova (p<0,05)

Tabela 11 - Mensuracéo da superoxido dismutase no musculo tibial anterior de ratos
entre 0s grupos experimentais submetidos a lesdo induzida do tipo contusao e apos
aplicado a TFBM, 6leo de andiroba e TFBM mais 6leo de andiroba (N=65)

Método Intervalo Média DP Minimo Maximo P-valor
Controle 141.3 1.1 139.9 142.7
6h 130.1 1.2 128.7 132.0
TFBM <0.0001*
24h 130 1 129.3 131.8
48h 130.8 1.8 128.9 133.7
Controle 141.3 1.1 139.9 142.7
. 6h 140.9 1 139.4 142.1
Andiroba 0.8019
24h 140.7 1.6 138.1 142.2
48h 141.4 0.9 140.4 142.6
Controle 141.3 1.1 139.9 142.7
6h 133.8 1.4 131.8 135
TFBM e <0.0001*
andiroba 24h 134.2 1.2 133 136.1
48h 135 2.1 133 138.1
Controle 141.3 1.1 139.9 142.7
. 6h 163.7 2 161.8 166.7
Lesao < 0.0001*
24h 164.4 1.6 162.3 166.4
48h 161.7 1.4 160.3 163.5

Fonte: Pesquisa de Campo, 2018.
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*Teste anova (p<0,05)

Em relacdo a analise histologica foram definidas a presenca ou auséncia de
edema, necrose e infiltrado celular. Quanto a presenca 100% da amostra de todos os
grupos apresentaram edema, sendo edema leve para os grupos FTBM e FTBM e
andiroba e os demais presenca de edema (Tabela 12).

Tabela 12 — Avaliacdo quanto a presenca ou auséncia de edema nas laminas da
histologia do musculo tibial anterior de ratos em 3 espacos temporais submetidos a
lesdo induzida do tipo contuséo e apoés aplicado a TFBM, 6leo de andiroba e TFBM
mais Oleo de andiroba (N=65)

Intervalo Método Presenca % Auséncia %
Controle 5 100.0 0 0.0

TFBM 5 100.0 0 0.0

6h Andiroba 5 100.0 0 0.0
TFBM e andiroba 5 100.0 0 0.0

Lesdo 5 100.0 0 0.0

Controle 5 100.0 0 0.0

TFBM 5 100.0 0 0.0

24h Andiroba 5 100.0 0 0.0
TFBM e andiroba 5 100.0 0 0.0

Lesdo 5 100.0 0 0.0

Controle 5 100.0 0 0.0

TFBM 5 100.0 0 0.0

48h Andiroba 5 100.0 0 0.0
TFBM 5 100.0 0 0.0

Lesdo 5 100.0 0 0.0

Fonte: Pesquisa de Campo, 2018.

Quanto a presenca ou auséncia de necrose observa-se que 0s grupos Lesao
nas 24h e 48h apresentaram em 100% da amostra a necrose, sendo 60% do grupo
Andiroba nas 48h; e 20% da amostra com necrose no grupo FTBM e andiroba nas 6
h e 24h (Tabelal3).
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Tabela 13 — Avaliagcdo quanto a presenca ou auséncia de necrose nas laminas da
histologia do musculo tibial anterior de ratos em 3 espacos temporais submetidos a
lesdo induzida do tipo contuséo e apoés aplicado a TFBM, 6leo de andiroba e TFBM
mais 6leo de andiroba (N=65)

Intervalo Meétodo Presenca % Ausencia %
Controle 0 0.0 5 100.0
TFBM 0 0.0 5 100.0
6h Andiroba 0 0.0 5 100.0
TFBM e andiroba 1 20.0 4 80.0

Leséo 0 0.0 5 0.0
Controle 0 0.0 5 100.0
TFBM 0 0.0 5 100.0
24h Andiroba 0 0.0 5 100.0
TFBM e andiroba 1 20.0 4 80.0

Lesdo 5 100.0 0 0.0
Controle 0 0.0 5 100.0
TFBM 0 0.0 5 100.0

48h Andiroba 3 60.0 2 40.0
TFBM e andiroba 0 0.0 5 100.0

Lesdo 5 100.0 0 0.0

Fonte: Pesquisa de Campo, 2018.

Quanto a presenca ou auséncia de infiltrado celular (neutrdéfilos) observou-se
em 20% da amostra do grupo andiroba nas 6h e 24h; e em 20% da amostra no grupo
lesdo nas 24h (Tabela 14).
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Tabelal4 - Avaliagdo quanto a presenca ou auséncia de infiltrado celular nas laminas
da histologia do musculo tibial anterior de ratos em 3 espacos temporais submetidos
a leséo induzida do tipo contusao e apés aplicado a TFBM, 6leo de andiroba e TFBM
mais Oleo de andiroba (N=65)

Intervalo Meétodo Presenca % Ausencia %
Controle 0 0.0 5 100.0
TFBM 0 0.0 5 100.0
6h Andiroba 1 20.0 4 80.0
TFBM e andiroba 0 0.0 5 100.0
Leséo 0 0.0 5 100.0
Controle 0 0.0 5 100.0
TFBM 0 0.0 5 100.0
24h Andiroba 1 20.0 4 80.0
TFBM e andiroba 0 0.0 5 100.0
Lesdo 1 20.0 4 80.0
Controle 0 0.0 5 100.0
TFBM 0 0.0 5 100.0
48h Andiroba 0 0.0 5 100.0
TFBM e andiroba 0 0.0 5 100.0
Lesdo 0 0.0 5 100.0

Fonte: Pesquisa de Campo, 2018.

3.1.4 Discusséo

As lesdes musculares esqueléticas sdo consequéncias comuns das atividades
esportivas e de trabalho. Dependendo da gravidade da leséo, eles podem afetar a
funcdo muscular, levando a atrofia, contratura, dor e aumento da probabilidade de
reincidencia de lesao (40,67,68,69).

Apdés uma lesdo, o processo de reparo muscular se inicia e se divide em fases
interdependentes: degeneracédo e inflamacéo, regeneracéo, fibrose / cicatrizacao e
remodelacéo (69). Durante a fase aguda, ocorre a locacdo de ERO, que séo produtos
do metabolismo oxidativo mitocondrial de células inflamatorias, endoteliais e
musculares (70).

A fase inflamatéria do processo de lesdo muscular € acompanhada por um
aumento na producado de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (ERO e ERN) e
uma reducdo na atividade de enzimas antioxidantes de defesa (71). Esse desequilibrio

entre pro-oxidantes e antioxidantes, em favor dos pré-oxidantes, pode gerar estresse
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oxidativo e nitrativo (72,73). Esses produtos génicos incluem citocinas pro-
inflamatdrias, fatores de crescimento, quimiocinas e moléculas de adeséao. A producao
de ERO em niveis adequados em combinacdo com fatores de crescimento e
citocinese € importante para o processo de reparo muscular devido a direcdo das
células precursoras miogénicas (células satélites) para o local da lesao (74).

A producdo excessiva desses mediadores pode ser prejudicial para a
reparacdo muscular, pois intensifica a inflamacéao e pode inibir a diferenciacéo e a
fusdo dos mioblastos, prejudicando a regeneracdo do tecido muscular (75,76). Os
altos niveis de ERO durante o periodo de tempo na area lesada podem causar dano
oxidativo e interfere negativamente na diferenciacdo de células musculares (36). As
ERO durante o processo de reparo muscular dependem da capacidade das enzimas
antioxidantes celulares, como a superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e
glutationa peroxidase (GPx), para controlar os seus efeitos nocivos (74). Estas
enzimas permitem um estado de equilibrio entre os niveis de ERO produzidos durante
0 metabolismo e eliminados pelo sistema antioxidante (77).

Neste estudo foram analisados 5 grupos experimentais sendo: grupo controle,
grupo andiroba, grupo TFBM, grupo TFBM e andiroba e grupo leséo, sendo a FTBM
na dose de total de 1J (5.07J/cm?) e o 6leo da Andiroba em 50%; onde evidenciou-
se que na mensuracdo da peroxidacao lipidica pelo método TBARS analisados do
musculo tibial anterior de ratos apds leséo induzida do tipo contusdo que nos grupos
de TFBM e andiroba nas 6h e 24h obteve reducéo dos niveis da peroxidacao lipidica
guando comparados com os demais grupos, ndo sendo evidente nas 48h. Quando
comparados 0s grupos de tratamento entre os seus tempos de observacgao (6h,24h e
48h) evidenciou-se que o grupo TFBM e andiroba nas 24h apresentou menor
peroxidacdo lipidica. O grupo Controle quando comparado com o grupo lesdo
evidenciou-se também menor peroxidacao lipidica. Quanto a nivel sistémico, neste
estudo quando mensurada a peroxidacéo lipidica a nivel de sangue, obteve-se
reducédo dos niveis da mesma no grupo leséo as 24h.

A TFBM demonstrou ser eficaz na reducdo da resposta inflamatéria, para
promover a reparacéao tecidual, atenuar a dor e reduzir a fadiga muscular em diversos
estudos tanto em modelos animais como em ensaios clinicos (78, 79, 80).

A TFBM produz um aumento de ERO em células normais, porem quando como
um tratamento para lesdo de tecidos ou danos musculares é capaz de reduzir 0s

marcadores de estresse oxidativo (45, 81,82,83).
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Em particular, a questdo se o Laser de baixa poténcia (LLLT) aumenta ou
diminui as espécies reativas de oxigénio e o estresse oxidativo permanece sem
resposta, ja que ha relatos apoiando ambos os lados da questéo (80, 84).

Rizzi et al. (85) demonstraram que o TFBM foi capaz de bloquear os efeitos de
espécies reativas de oxigénio (ERO) e reduzir a resposta inflamatdria induzida por
trauma. Liu et al. (86) observaram que a dose de TFBM de 8,4J (43J / cm2) apresentou
melhores resultados em relacdo ao dano muscular e ao estresse oxidativo, 24 e 48
horas, ap6s a inducao de lesdo muscular.

No estudo de Ribeiro et al (87) a peroxidacao lipidica aumentou na lesao, 780
+ leséo, 660 + lesdo +660 e 780 + lesdo +780 grupos em comparagdo com o grupo
controle e diminuiu no grupo 660 + lesdo em comparacédo ao grupo lesao apds um dia.
Além disso, houve um aumento na peroxidacao lipidica no grupo de lesdo em
comparagao ao grupo controle e uma diminuigdo na peroxidagéo lipidica em todos os
grupos de irradiacdo em comparacéo ao grupo de lesdo apos sete dias.

Yomaza et al. (88) utilizaram um modelo experimental de trauma muscular e
observaram que a LLLT (633nm, 4mW) durante sete dias consecutivos com doses de
4,8 e 9,6J por dia aumentou a atividade mitocondrial em fibras musculares, ativou
fibroblastos e macréfagos e estimulou a angiogénese. Eles concluiram que, com base
nisso, a LLLT aumenta e estimula a reparacdo do musculo esquelético

Silveira et al (89) causaram uma lesdo muscular traumatica por um unico
impacto contuso no masculo gastrocnémio de rato. TFBM (850 nm, 3 ou 5 J / cm2) foi
iniciado 2, 12 e 24 h ap0s trauma muscular e repetido por cinco dias. A locomocéo e
a funcdo muscular foram melhoradas pelo TFBM. TBARS, proteinas carbonilas,
superéxido dismutase, glutationa peroxidase e catalase, foram aumentados apos
lesdo muscular, estes aumentos foram prevenidos pelo TFBM.

Importante notar que os diferentes estudos [39, 40, 68, 90, 91], utilizando outros
modelos experimentais, mostram que o TFBM é eficaz independentemente do modelo
de lesdo muscular e do tempo experimental envolvido.

Até o momento ndo evidenciou-se na literatura estudos com a TFBM, 6leo de
andiroba ou outras plantas medicinais em lesédo induzida em animais. O Oleo da
andiroba que é composto por acido miristico (TCM), acido palmitico, acido oleico e
acido linoleico. Além disso, apresenta Vitamina A e E, além de lecitina de soja.

Apresenta acdo antiinflamatoria com extensa indicacdo em patologias de pele. O
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acido Linoléico é importante para o transporte e metabolismo de gorduras, assim
como, na manutenc¢ao da funcao e integridade das membranas (55).

Oleos de origem vegetal, tais como acido oleico, linoleico e linolénico, sdo muito
utilizados em ferimentos para auxiliar a cicatrizacdo no Brasil (56). Os acidos graxos
apresentam 3 caracteristicas: sdo componentes estruturais das membranas
biolégicas, mensageiros intracelulares e geram adenosina trifosfato (ATP). Os &cidos
graxos interferem no processo inflamatorio, sendo que a maioria destes eventos
ocorre via acido araquidénico como prostaglandinas, leucotrieno, tromboxanos e
lipoxinas (57).

Neste estudo evidenciou-se que a associacdo da TFBM e o 6leo de andiroba
reduziram os niveis de peroxidacao lipidica nas 6h e 24h, comparando o grupo
Controle com o grupo TFBM os niveis de peroxidagao lipidica foram préximos, bem
como no grupo andiroba nas 6h e 24h, porem no grupo andiroba as 48h e no grupo
TFBM e andiroba as 48h, evidenciou-se um aumento da peroxidacao lipidica.
Segundo Brito et al (58) apesar da confirmacdo dos efeitos antiinflamatorios, a
aplicacdo do mesmo gerou prejuizo no processo de cicatrizacdo com retardo da
contracao e epitelizacdo das feridas, este fator pode ser sugestivo do aumento da
peroxidacéo lipidica, o que poderia ser observado aumentando em novos estudos 0
tempo de observacao dos grupos. Pennaforte (59) avaliou a atividade anti-inflamatéria
e analgésica de oleos de duas plantas amazénicas (copaiba e andiroba) e em seu
estudo apresentou que o 6leo de Andiroba possui atividade analgésica, antialérgica e
anti-histaminica inibindo a formacéo de edema local.

Quanto a presenca de substancias antioxidantes em relacédo a mensuracao de
Catalase, Glutationa peroxidase, Superoxido dismutase. Neste estudo néao
evidenciou-se diferenca estatisticamente significante nos grupos analisados e nem
nos tempos de observacao de cada grupo em relacdo a catalase. Quanto a Glutationa
peroxidase evidenciou-se que no grupo TFBM apresentou diferenca estatisticamente
nas 48h em relacdo aos demais grupos no mesmo tempo de observacao; e o Grupo
Lesdo nas 6h; e quando analisados o grupo TFBM e andiroba nos tempos de
observacéao e o grupo controle observa-se que o0 grupo controle apresentou diferenca
estatisticamente. Ja em relacdo a superoxido dismutase evidenciou-se que no grupo
lesdo apresentou diferenca estatisticamente nos 3 tempos de observacéo; e quando
analisados o grupo TFBM e andiroba e TFBM nos tempos de observagéo e o grupo

controle observa-se que o0 grupo controle apresentou diferenca estatisticamente, em
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relagdo ao grupo Lesdo observa-se que nas 06h foi estatisticamente diferente em
relagéo aos outros tempos e o grupo controle.

Uma caracteristica peculiar da terapia fotobiomoduladora é a capacidade de
melhorar e acelerar o processo de cicatrizagéo, reduzir a dor e o edema (92,93)

Tomazoni et al (39), Rennd et al. (68), De Almeida et al.(90) e Rodrigues et al.
(91) observaram que o TFBM foi eficaz na redugéo da inflamag&o, melhorando a
organizacdo das fibras musculares e reduzindo a é&rea de necrose celular e
hemorragia no local da leséo.

Neste estudo evidenciou-se a presenca de edema em todos 0S grupos
experimentais. Quanto a presenca de necrose evidenciou-se no grupo Lesao nos
tempos de 24h e 48h, e no grupo andiroba as 48h, este fato pode ser sugerido pelo
aumento da inflamacé&o nas fases iniciais feita pela andiroba como sugerido por Brito
el al (58). E relacdo a presenca de infiltrado observa-se poucos casos, sendo 1 animal

no grupo andiroba 6h e 24h e 1 animal no grupo leséo as 24h.

3.1.5 Concluséo

Neste estudo com a terapia de fotobiomodulacao (1J) e o 6leo de andiroba
(50%de concentracédo), evidenciou-se que ocorreu reducdo dos niveis de peroxidacao
lipidica nos grupos de TFBM e andiroba nas 6h e 24h, aumento da glutationa
peroxidase nos grupo grupo TFBM (48h), quanto superoxido dismutase a TFBM e
andiroba e TFBM nos tempos de observacédo e o grupo controle observa-se que 0
grupo controle apresentou diferenca estatisticamente, em relacdo ao grupo Leséo
observa-se que nas 06h foi estatisticamente diferente em relacdo aos outros tempos
e 0 grupo controle. Apresentou também em relacéo a observacao histolégica: edema
discreto nos grupos TFBM e TFBM e andiroba, necrose no grupo lesao e baixo nimero
de infiltrado celular. Esses dados sugerem que a associacdo dos efeitos anti-
inflamatorios da TFBM e do 6leo da andiroba foram positivos em alguns dados, sendo
necessarios novos estudos com novas janelas terapéuticas do TFBM para observar
se a associacao é positiva. Este fato pode favorecer a comunidade ribeirinha que ja
utiliza o 6leo de andiroba nas lesfes do dia a dia, bem como elucidar a comunidade
cientifica de uma nova possibilidade de acao terapéutica, visto que os efeitos da TFBM
nao sao questionaveis quanto a capacidade anti-inflamatéria, porem em relacéo a
associacdo com plantas medicinais é uma nova proposta terapéutica, com baixos

custos e baixos efeitos adversos.
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3.2 ESTUDO I - Os efeitos da terapia por fotobiomodulacao e da andiroba (carapa
guianensis) na lesdo muscular induzida por contusdo no musculo tibial de rato: Parte
2- Citocinas
3.2.1 Introducéo

A terapia por fotobiomodulacdo (TFBM) para musculos visa beneficiar o
desempenho atlético e o treinamento, reduzir a dor muscular de inicio tardio, bem
como melhorar os sinais de dano muscular (creatina quinase) apds exercicio intenso
ou prolongado. Além disso, a TFBM também pode ser usado para tratar lesdes
musculares francas causadas por tensées musculares ou traumas (47).

O processo de regeneracdo muscular apos a lesdo muscular é complexo e
envolve sinalizacdo molecular e celular (94). A regeneracdo muscular envolve trés
fases: reparacdo da destruicdo e remodelacdo (95). Degeneracdo e inflamacéo
ocorrem durante os primeiros dias apos a lesdo (96). A resposta inflamatéria é
importante para uma regeneracdo osteomuscular positiva, caracterizada pela
liberacdo de neutrofilos, macréfagos e citocinas. Dos mediadores inflamatérios
liberados, o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) desempenha um papel-chave na
liberacdo de uma variedade de citocinas (por exemplo, interleucina [IL] -1, IL-6 e IL-
10), influenciando assim as outras fases da regeneracdo muscular (97,98,99).

Avancos na compreensdo dos mecanismos de acdo da TFBM em nivel
molecular e celular, forneceram uma justificativa cientifica para seu uso em multiplas
doencas. Embora as vias de sinalizacdo celular exatas responsaveis por essa acao
antiinflamatéria ainda ndo sejam completamente compreendidas, esta ficando claro
gue tanto os mecanismos locais quanto os sistémicos estédo operando. A reducéo local
do edema e reducdes nos marcadores de estresse oxidativo e citocinas pro-
inflamatorias estdo bem estabelecidas.

A andiroba (Carapa guianensisAublet) foi descrita pela primeira vez em 1775
na Guiana Francesa pelo botanico francés Jean-Baptiste Christopher Fuseé Aublet.
O o6leo de andiroba é obtido das sementes que caem das arvores e possui alta
viscosidade, € rico em estearina e outros acidos graxos insaturados, principalmente
palmitico, estearico, oléico, linoléico e behénico. Além disso, possui substancias como

triterpenos que tem agdo anti-inflamatoria (53).
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A andiroba é uma planta medicinal tradicionalmente utlizada na regiéo
amazonica brasileira. Desta planta é extraido o 6leo de andiroba, que é composto por
acido miristico (TCM), acido palmitico, acido oleico e acido linoleico. Além disso,
apresenta Vitamina A e E, além de lecitina de soja. Apresenta agéo antiinflamatoria
com extensa indicacdo em patologias de pele. O acido Linoléico é importante para o
transporte e metabolismo de gorduras, assim como, na manutencao da funcao e
integridade das membranas (55).

Diante do exposto o objetivo deste estudo € mensurar os niveis do fato de
necrose tumoral e da interleucina 6 apds trauma induzido em ratos por contusao
tratados com a TFBM, o 6leo de andiroba topico; e com a TFBM e o 6leo de andiroba
associados.

3.2.2 Material e Métodos
3.2.2.1 Aspectos éticos e modelo experimental

Todos os animais foram cuidados segundo a legislacdo nacional para
Procedimentos para o Uso Cientifico de Animais em vigor (Lei federal 11.794), o
estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Uso de Animais da Universidade do
Estado do Para (UEPA) por meio do protocolo n°® 24/2016.

3.2.2.2 Animais

Foram utilizados 65 ratos (Rattus norvegicus), da linhagem Wistar, adultos,
com idade média de 80 dias ou 10 semanas (adulto em fase reprodutiva) e pesando
entre 280 a 350g; provenientes do Biotério do Instituto Evandro Chagas (IEC) e
transferidos ao biotério Luiz Carlos de Lima Silveira da Universidade do Estado do
Pard (UEPA), onde foram alocados em gaiolas de acrilico apropriadas com fundo
contendo maravalha, mantidos em ambiente de temperatura entre 22 e 25°C,
recebendo agua e racao ad libitium durante o periodo do experimento e ciclo de luz
noite/dia de 12 horas (h).

3.2.2.3 Grupos experimentais
Os animais foram divididos por grupos aleatérios. Em 5 grupos experimentais
com analises temporais compreendendo 06, 12 e 48hs em cada grupo, com 5 animais

em cada analise temporal, totalizando 65 animais.
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Os grupos experimentais foram utilizados de acordo com o protocolo de
tratamento descrito abaixo:
1. Grupo Controle (n=5): grupo de animais que nao foram submetidos a qualquer tipo
de procedimento.

2. Grupo Lesao (n=15): animais foram submetidos apenas ao protocolo de leséo.

3. Grupo de tratamento com terapia por fotobiomodulagdo (n= 15): grupo de animais
que foram submetidos a lesédo e tratados com a fotobiomodulagéo.

4. Grupo de tratamento com 6leo de andiroba (n=15): grupo de animais que foram
submetidos a leséo e tratados com o 6leo de andiroba.

5. Grupo de tratamento por terapia por fotobiomodulacéo e 6leo de andiroba (n=15):
grupo de animais que foram submetidos a leséo e tratados com a associagdo da

terapia por fotobiomodulacéo e 6leo de andiroba.

3.2.2.4 Indugéo da lesédo muscular por contusao

Os animais foram pesados e anestesiados por via intraperitoneal (i.p) com uma
associacdo de Ketamina e Xilazina (90 mg/Kg e 10 mg/Kg respectivamente).
Posteriormente, foram tricotomizados e foram randomizados em grupos e submetidos
ao protocolo de leséo por contusao, onde os animais foram posicionados em decubito
dorsal com leve rotacéo interna da articulacdo do quadril e flexdo plantar do tornozelo,
para que a pata direita se posicionasse em extensdo, apoiada na parte inferior da
prensa lesionadora. Em seguida, um unico trauma foi realizado utilizando um mini
guilhotina, que compreende um bloco de peso de 200g com uma ponta chanfrada 2
mm de largura, deixada cair a partir de 20cm, guiadas por meio de suportes realizando

a lesdo em um unico golpe no musculo tibial anterior.

3.2.2.5 Tratamentos
3.2.2.5.1 Terapia por fotobiomodulacéao (TFBM)

Os animais ap6és uma hora da contusdo foram imobilizados manualmente para
receber uma Unica irradiacdo da terapia por fotobiomodulacdo (TFBM) em contato
com a pele na regido do ventre muscular do musculo tibial anterior, sendo 3 subgrupos
temporais de 6h, 24h e 48h, totalizando 15 animais. Posteriormente a cada

fechamento do tempo de cada grupo os animais foram anestesiados para punc¢ao do
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sangue no ventriculo esquerdo, seguida de uma dose letal para eutanasia e retirada
do musculo.

O equipamento foi do modelo MR4, com o cluster SE25, ambos fabricados pela
empresa Multi Radiance Medical, fabricado em Solon - OH, USA, com o0s seguintes
parametros (Tabela 15).

Tabela 15. Parametros da Terapia de Fotobiomodulacdo (TFBM)

Numero de lasers 1 Super - pulsado de infravermelho
Comprimento de onda ( nm) 905 (£1)

Frequéncia (Hz) 250

Pico de poténcia (W) 25

Average mean optical output (mwW) 0.625

Densidade de poténcia ( mW / cm2) 1.42

Densidade de energia (J/cm?) 0.011

Dose (J) 0.005

Tamanho do ponto de laser (cm?) 0.44

Numero de LEDs vermelhos 4 vermelhos

Comprimento de onda de LEDs vermelhos 640 (+10)

(nm)
Frequencia (Hz) 2

Comprimento de onda de LEDs vermelhos 15
(mW) — cada

Densidade de poténcia (mW/cm?) — cada 16.66
Densidade de energia (J/cm?) — cada 0.133
Dose (J) — cada 0.12

Tamanho do ponto de LED vermelho (cm?) — 0.9

cada

NUmero de LED infravermelhos 4 Infravermelhos



Comprimento de onda de LED infravermelhos

(nm)

Frequéncia (Hz)

Saida optica média (mW) — each
Densidade de poténcia (mW/cm?) — each
Densidade de energia (J/cm?) — each
Dose (J) - each

Tamanho de ponto de LED (cm2) — cada

Campo Magnético (mT)

Tempo de irradiacéo por site (S)

Dose total (J)

Dose total aplicada em grupo muscular (J)
Abertura do dispositivo (cm?)

Densidade de poténcia do dispositivo
(mW/cm?)

Densidade de energia do dispositivo (J/cm?)

Modo de aplicacao

47

875 (+10)

16
17.5
19.44
0.155
0.14
0.9

35

8

1.0
1.0
0.197

663.07

5.07

Cluster mantido estacionario em
contacto com a pele com um angulo

de 90 graus e uma ligeira pressao

Fonte: Multi Radiance Medical - OH, USA

3.2.2.5.2 Andiroba

No grupo Andiroba, apdés uma hora da lesdo por contusdo os animais foram

imobilizados manualmente para receber uma Unica aplicacdo topica do oOleo de

andiroba em contato com a pele na regido do ventre muscular, sendo 3 subgrupos

temporais de 6h, 24h e 48h, totalizando 15 animais. Posteriormente a cada

fechamento do tempo de cada grupo os animais foram anestesiados para punc¢ao do
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sangue no ventriculo esquerdo, seguida de uma dose letal para eutanasia e retirada
do musculo

A andiroba foi extraida e disponibilizada pela Empresa FAGRON e manipulada
na farmacia da empresa para obter concentracdo de 50%.

Caracterizacao do 6leo de Andiroba

A caracterizacdo do 6leo da Andiroba utilizado neste estudo foi realizada pelo
Farmacéutico MsC Luann W.P de Sena (CRF/PA: 4082), Mestre em Ciéncias
Farmacéuticas pela Universidade Federal do Para, colaborador no grupo do

laboratério de Morfologia da Universidade do Estado do Para (quadro 3 e 4)

Quadro 3- Determinacéo de Acidos graxos

Acidos Graxos Atomos de carbono Composicéao percentual
Miristico 14:00 0,33

Palmitico 16:00 28,03

Estearico 18:00 8.69

Oléico 18:10 49,08

Linoleico 18:20 11,03

Linolénico 18:30 1,35

Araquidinico 20:00 0,22

Beénico 22:00 0,34

Fonte: Pesq***
uisa de Campo, 2018.

Quadro 4 - Dados Fisico-Quimicos do 6leo de Andiroba

indices Unidades Valores de Referéncia

indice de Acidez mg KOH/g 1,4 +/- 0,02

indice de peréxido Meq.perox/100g 5,76 +/- 0,004
amostra

indice de saponificacdo | mg KOH/g 198,4 +/- 1,02

indice de lodo gl%/100g 69 +/- 0.09

Densidade g/mL a 50°C 0,98 +/- 0,001

indice de refracéo 50°C 1,468 +/- 0,008

Fonte: Pesquisa de Campo, 2018.

3.2.2.5.3 Andiroba e Terapia por fotobiomodulagéao
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Os animais apdés uma hora da lesdo foram imobilizados manualmente para
receber uma Unica irradiacdo TFBM em contato com a pele na regido do ventre
muscular, com os mesmos parametros do grupo TFBM e posteriormente a aplicacao
topica do 6leo de andiroba, semelhante ao grupo que somente recebeu a aplicacao
tépica do 6leo, sendo 3 subgrupos temporais de 6h, 24h e 48h, totalizando 15 animais.
Posteriormente a cada fechamento do tempo de cada grupo os animais foram
anestesiados para puncao do sangue no ventriculo esquerdo, seguida de uma dose

letal para eutanasia e retirada do musculo.

3.2.2.6 Retirada do musculo, eutanasia e armazenamento

ApOs o periodo de tratamento, todos os animais, receberam uma dose letal de
anestésico, sendo confirmada sua morte, seguiu realizando retirada do muasculo tibial
(TA), onde durante a dissecacao, os musculos foram periodicamente gotejados com
solucéo salina (NaCl 0,9%), para evitar ressecamento tecidual. Em seguida, a area
correspondente a leséo foi dividida ao meio, por¢cao proximal e distal, com um corte
transversal (63). A porcao proximal foi utilizada para analise morfologica e a porgao
distal ainda foi dividida por um corte horizontal, sendo as partes armazenadas, cada
uma, em eppendorf para Ensaio Imunolégico Enzimatico (TNF-alfa ILF-6). Em

seguida, os musculos foram congelados e armazenados em freezer a -80°C.

3.2.2.7 Homogenizacdo da amostra

A amostra do musculo tibial anterior coletado foi pesada em uma balanca de
precisdo, sendo seu peso ideal esteja entre 0,5g a 0,098g, onde foi colocada a mesma
guantidade de solucdo salina e submetida a homogeneizacdo por meio de um
homogeneizador automatico durante 20 segundos. Posteriormente, foi realizada a
centrifugacédo com parametros de 1200 rpm durante 3 minutos, apos a centrifugacéo
retirou-se a parte sobrenadante, a qual foi transferida para dois eppendorf, e sendo

armazenados em um Freezer -80° até o dia da analise (64).

3.2.2.8 Avaliacao dos niveis de citocinas por meio do método de ELISA
Apés a eutanasia o musculo tibial foi coletado e inserido no nitrogénio liquido e
posteriormente armazenado do freezer -80°C até o dia preparacdo e analise das

amostras. As dosagens das citocinas TNF-a e IL-6 nas amostras do tibial anterior
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foram realizadas pelo teste imunoenzimatico (ELISA), seguindo instrucdes do kit
comercial (Cloud-Clone Corp - USA).

Para o ensaio, foi utilizado placas de 96 pocos que foram sensibilizadas com
100 pl de anticorpo monoclonal (anticorpo de captura) na diluicdo de 1: 800 para o
TNF-a e de 1: 500 para a IL6 em solucéo de tampé&o de revestimento (Cat 1S049)
para placas que foram incubadas overnight em temperatura de -4°C por 18 horas.
Apbs este periodo, os pocos foram aspirados com pipeta multicanal e lavados com
350uL de solugao de trabalho de Wash Buffer (Cat 1IS049) que ficou descansando por
um periodo de um a dois minutos. Em seguida, foi retirada a solu¢céo de lavagem e as
placas foram viradas e colocadas em papel absorvente para remover o restante da
solucdo. Posteriormente, foi adicionado 200uL de solugado de trabalho de tampéo de
bloqueio (Cat 1IS049) em cada poco e incubada a 37 °C por 1lhora e meia. Apos esse
tempo, os pocos foram lavados novamente como descrito no passo anterior, agora as
placas estdo prontas para deteccédo das amostras.

Foram adicionados 100uL em duplicata de diferentes concentracbes de
padrdes na concentracao inicial de 1000 pg /ml para a TNF-a e 2000 pg/ ml para a IL-
6. Em seguida, foi realizada diluicdo em série do padrdo com solucao de trabalho do
reagente diluente 1(Cat 1S049) para obter uma curva padrao. Nos restantes dos pocos
foram adicionadas as amostras, selado com selador de placas e incubados por 1 hora
a 37°C.

Ao término do tempo as placas foram aspiradas e lavas uma vez como descrito
anteriormente. Em seguida, foram adicionados 100 yL do anticorpo de deteccéao
(Anticorpo anti-rato Biotinilado) previamente diluidos na solucéo de reagente diluente
2 (Cat 1S049) na proporcéo de (1: 1000 para a TNF-a e 1:500 para a IL6). A placa foi
coberta com selador de placas (Cat 1S049) e incubada por 1 hora. Apés esse periodo,
0s pocos foram aspirados e lavados 3 vezes com a solucdo de lavagem. Ao final
desse processo, foram adicionados 100 pL de Streptoavidina-HRP diluida
previamente em solucdo de reagente diluente 3 (Cat 1S049) na proporcéao (1:100)
tanto para TNF-a quanto para a IL-6. As placas foram cobertas com selador de placas
e incubado por 30 minutos em temperatura a 37°C. Ao final desse periodo, as placas
foram lavadas durante 5 vezes com a solucdo de lavagem como nos passos
anteriores. Ao término do processo, foram adicionados 90uL de substrato
Tetrametilbenzidina — TMB - (Cat 1S049) a cada poco e incubado por 15 minutos a

37°C protegido da luz. A reacgao foi interrompida quando adicionados 50uL de solugao
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de paragem (1mol / | de H2S0O4) a cada poco sob agitacao lenta. A leitura foi realizada

em leitor de ELISA (Espectrofotdmetro Ultraspec) utilizando filtro de 450 nm.

3.2.2.9 Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como médias + EPM e submetidos ao teste
Shapiro- Wilk, para verificagcdo de normalidade. Os dados foram analisados
estatisticamente por meio do Programa Graph Pad Prisma 5, utilizando o teste de
analise de variancia (ANOVA), para as comparacdes entres 0s grupos, seguidos da
aplicacdo de pGs- teste de Tukey para multiplas comparacdes. O nivel de significancia

utilizado foi de 5%.

3.2.3 Resultados

A seguir apresenta -se os dados referentes as andlises dos niveis da
Interleucina 6 (IL-6) e o fator de necrose tumoral (TNF-a) do musculo tibial anterior de
ratos submetidos a lesédo induzida do tipo contusédo que receberam tratamento por
meio da TFBM, do Oleo de andiroba topico, TFBM e d6leo de andiroba, sendo
observados também em relacdo ao grupo controle, onde os animais nao tiveram a
lesdo e nem tratamento; e 0 grupo leséo que foram submetidos ao dano muscular.

Em relacéo aos niveis de IL6 obteve- se diferenca estatisticamente significante
no grupo terapia por fotobiomodulacdo e andiroba no tempo de 48h quando
comparados aos demais grupos, apresentando também diferenca estatistica nos
grupos lesdo nas 6h e 24h (Tabela 16). Quando a analise nos grupos foi realizada nos
tempos de observacdo e o grupo controle evidencia-se diferenca estatisticamente
significante no grupo terapia por fotobiomodulacéo e andiroba e no grupo leséo nas
48h (Tabela 17).
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Tabela 16 - Mensuracdo dos niveis de IL-6 no musculo tibial anterior de ratos em 3
espacos temporais submetidos a lesdo induzida do tipo contusdo e apoés aplicado a
TFBM, 6leo de andiroba e TFBM mais 6leo de andiroba (N=65)

Intervalo Método Média DP Minimo Maximo  P-valor
Controle 0.97 0.3 0.67 1.47
TFBM 1.21 0.33 0.93 1.77

6h Andiroba 1.26 0.33 0.75 1.56 0.0039*
TFBM e andiroba 1.18 0.18 0.94 1.44
Leséo 0.47 0.37 0.04 0.89
Controle 0.97 0.3 0.67 1.47
TFBM 0.78 0.12 0.61 0.91

24h Andiroba 0.95 0.14 0.75 1.13 0.0099*
TFBM e andiroba 0.82 0.39 0.46 1.34
Leséo 0.32 0.34 -0.13 0.8
Controle 0.97 0.3 0.67 1.47
TFBM 0.97 0.35 0.56 1.5

48h Andiroba 1.09 0.3 0.6 1.38 < 0.0001*

TFBM e andiroba -0.01 0.34 -0.58 0.3
Lesdo 0.12 0.45 -0.65 0.45

Fonte: Pesquisa de Campo, 2018.
*Teste anova (p<0,05)
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Tabela 17- Mensuracgédo dos niveis de IL-6 no musculo tibial anterior de ratos entre os
grupos experimentais submetidos a lesdo induzida do tipo contusé@o e apés aplicado
a TFBM, 6leo de andiroba e TFBM mais 6leo de andiroba (N=65)

Intervalo Método Média DP  Minimo Maximo P-valor
Controle 0.97 0.3 0.67 1.47
6h 1.21 0.33 0.93 1.77
TFBM 0.1859
24h 0.78 0.12 0.61 0.91
48h 0.97 0.35 0.56 1.5
Controle 0.97 0.3 0.67 1.47
. 6h 1.26 0.33 0.75 1.56
Andiroba 0.3136
24h 0.95 0.14 0.75 1.13
48h 1.09 0.3 0.6 1.38
Controle 0.97 0.3 0.67 1.47
. 6h 1.18 0.18 0.94 1.44
TFBM e andiroba 0.0001*
24h 0.82 0.39 0.46 1.34
48h -0.01 0.34 -0.58 0.3
Controle 0.97 0.3 0.67 1.47
. 6h 0.47 0.37 0.04 0.89
Lesao 0.0142%*
24h 0.32 0.34 -0.13 0.8
48h 0.12 0.45 -0.65 0.45

Fonte: Pesquisa de Campo, 2018.
*Teste anova (p<0,05)

Em relacdo ao TNF- a observou-se que o grupo lesdo apresentou diferenca
estatisticamente significante nas 48h em relacéo aos grupos tratados e grupo controle,
nao sendo identificado diferenca estatisticamente significante nos demais tempos (6h
e 24h) (Tabela 18). Quando comparados os grupos de tratamento nos 3 tempos de
observacdo (6h, 24h e 48h) com o grupo controle evidenciou-se diferenca
estatisticamente significante nos grupos Andiroba(48h), andiroba e TFBM (48h) e no
grupo lesao (48h) (Tabela 19).
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Tabela 18 - Mensuracgéo dos niveis de TNF- a no musculo tibial anterior de ratos em
3 espacos temporais submetidos a lesdo induzida do tipo contusao e apés aplicado a
TFBM, 6leo de andiroba e TFBM mais 6leo de andiroba (N=65)

Intervalo Meétodo Meédia DP Minimo Maximo P-valor
Controle 0.87 0.2 0.57 1.12
TFBM 0.51 0.24 0.19 0.8

6h Andiroba 1.16 0.34 0.81 1.55 0.2033
*TFBM e andiroba 0.59 0.08 0.48 0.7
Lesdo 0.68 0.89 -0.07 2.16
Controle 0.87 0.2 0.57 1.12
TFBM 0.51 0.49 0.19 1.38

24h Andiroba 0.65 0.26 0.42 1.08 0.1284
*TFBM e andiroba 0.72 0.29 0.21 0.9
Lesdo 0.26 0.46 -0.54 0.62
Controle 0.87 0.2 0.57 1.12
TFBM 0.68 0.47 0.2 1.42

48h Andiroba 0.48 0.35 -0.1 0.8 0.0004*
*TFBM e andiroba 0.24 0.28 -0.2 0.57
Lesdo -0.28 0.36 -0.83 0.15

Fonte: Pesquisa de Campo, 2018.
*Teste anova (p<0,05)
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Tabela 19- Mensuracédo dos niveis de TNF- a no musculo tibial anterior de ratos entre
0S grupos experimentais submetidos a lesdo induzida do tipo contusdo e apos
aplicado a TFBM, 6leo de andiroba e TFBM mais 6leo de andiroba (N=65)

Intervalo Método Média DP Minimo Maximo P-valor
Control 0.87 0.2 0.57 1.12
6h 0.51 0.24 0.19 0.8
TFBM 0.4071
24h 0.51 0.49 0.19 1.38
48h 0.68 0.47 0.2 1.42
Controle 0.87 0.2 0.57 1.12
] 6h 1.16 0.34 0.81 1.55
Andiroba 0.0121*
24h 0.65 0.26 0.42 1.08
48h 0.48 0.35 -0.1 0.8
Controle 0.87 0.2 0.57 1.12
. 6h 0.59 0.08 0.48 0.7
TFBM e andiroba 0.0036*
24h 0.72 0.29 0.21 0.9
48h 0.24 0.28 -0.2 0.57
Controle 0.87 0.2 0.57 1.12
. 6h 0.68 0.89 -0.07 2.16
Lesdo 0.0192*
24h 0.26 0.46 -0.54 0.62
48h -0.28 0.36 -0.83 0.15

Fonte: Pesquisa de Campo, 2018.
*Teste anova (p<0,05)

3.2.4 Discusséo

Entre as terapias atuais, a terapia de fotobiomodulacdo € conhecida por ser
eficaz no tratamento de varios distirbios musculoesqueléticos, como osteoartrite,
tendinopatias, lombalgia, cervicalgia e fadiga muscular (41, 60, 79, 90, 100-112).
Estudos recentes demonstraram que o TFBM reduz a liberacdo de marcadores
inflamatorios (41, 90, 113) e acelera o processo de regeneracdo muscular (40, 114).
No entanto, pouquissimos estudos se concentraram nos efeitos da TFBM no processo
inflamatorio causado pela contusdo muscular, e ha um conhecimento limitado sobre a
otimizacdo dos parametros da TFBM e a posologia mais eficaz (38). Neste estudo
foram avaliados e comparados os efeitos da TFBM (905nm, 1J) e do 6leo da andiroba
topica em diferentes tempos de observacéo (6h,24h e 48h) analisando o TNF e IL6
durante um processo inflamatério agudo desencadeado por um modelo controlado de
lesdo musculoesquelética induzida por contusdo em ratos.

A IL-1 e o TNF séo conhecidos como citocinas pro-inflamatorias, por induzirem

a expressao de outras citocinas, como por exemplo a IL-2, e de mediadores que
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promovem a inflamag&o. Entretanto, sua principal importancia na imunidade reside
em sua capacidade de intensificar a ativagdo dos linfocitos T auxiliares por células
apresentadoras de antigeno. Adicionalmente, promovem a diferenciagdo das células
B, ativam neutréfilos, macréfagos e estimulam a hematopoiese (40). Sdo importantes
indutores da resposta de fase aguda e estimulam a secrec¢éo do fator de liberacdo da
corticotrofina, o qual ativa a liberacdo do hormdnio adrenocorticotréfico (ACTH) da
hipofise, induzindo por sua vez, a producéo de glicocorticoides pelas glandulas supra-
renais (93).

A IL-6 proporciona efeitos sinérgicos com a IL-1 e o TNF, porém néo induz a
producédo de qualquer outra citocina e possui efeito direto relativamente pequeno
sobre as células imunes em concentracoes fisioldégicas. Alguns autores sugerem que
sua principal funcdo imunoldgica consiste em potencializar os efeitos de outras
citocinas(115).

A citocina proé-inflamatéria IL-6 é conhecida por desempenhar um papel
importante na proliferacdo, diferenciacéo e fusdo de células musculares (116-118).
Além disso, a IL-6 esta diretamente envolvida na expressao de fatores de regulacdo
miogénica, responsaveis pela regeneracdo muscular (94).

A gravidade desse processo depende da intensidade e duracdo da resposta
inflamatoria (71). Assim, durante a reabilitacdo da lesdo muscular, abordagens
terapéuticas que visam evitar o dano oxidativo e diminuir o processo inflamatério
podem ser Uteis para promover o reparo e restabelecer a homeostase (40)

No estudo de Almeida et al (41), com a terapia Laser de baixa poténcia (TLBP)
de 904 nm com dose de 1 J diminui a liberac&o de citocinas pro-inflamatdrias na fase
inflamatoria aguda apos a contusdo muscular. Além disso, a TLBP foi melhor que a
aplicacao topica de diclofenaco e aplicacao local da crioterapia.

Tem sido relatado que a TFBM auxilia no processo de regeneracédo tecidual
(40, 114) e reduz a liberacdo de marcadores inflamatérios (41, 90, 113]. Silveira et al
(89) relata em seu estudo que a TFBM preveniu aumentos de IL-6 e IL-10

Tomazoni et al (38), demonstrou em seu estudo a efetividade da TFBM na
modulacao do processo inflamatério. A reducdo mediada pela TFBM na liberacdo de
marcadores inflamatérios, sendo esta independente da dosagem e do tempo
experimental avaliados. Segundo os autores, o TFBM alivia a resposta inflamatéria
aguda em baixas, intermediarias e altas doses, sendo a dose mais efetiva na

by

modulacdo do processo inflamatério associado a contusdo muscular no referido
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estudo a dose 3-J (107,1 J / cm2). A reducdo mediada pela TFBM na resposta
inflamatoéria pode ser atribuida a uma diminuicdo inicial na expressdo de TNF-q,
seguida pela inibicdo de citocinas envolvidas na inflamagédo da fase aguda (80,
119,120). Nos resultados de Tomazoni et al (38) indicam que a TFBM reduziu a
expressao de IL-6 e possivelmente acelerou o processo de regeneracgao tecidual apos
a contusao muscular.

A Andiroba, conhecida também como andirova, carapa, purga- de-santo- Inacio
e outros nomes, pertence a familia das meliaceas. O 6leo da andiroba é extraido por
prensagem de suas sementes. As principais substéncias ativas relacionadas com a
acdo anti-inflamatoria, sdo os limondides e triterpenos (121). Estudos demonstram
que tripertenos e limondides agem inibindo a COX-2, enzima responsavel pela
conversdo do acido aracdonico para as via das prostaglandinas, porém o exato
mecanismo é desconhecido (122,123).

Castello Branco Neto (124) comparando o efeito cicatrizante do 6leo de
andiroba, com a fracdo diclorometano da aroeira e grupo controle, em feridas abertas
na regido dorsocostal de ratos concluiu que ndo ocorreram diferencas significantes
nas densidades de colagenos jovens e de colagenos maduros entre 0S grupos; e o
estudo imunolégico das citocinas interleucina-1 (IL-1), interleucina-4 (IL-4) e fator de
necrose tumoral (TNF) nestes grupos também ndo apresentaram diferencas
significantes nos trés tempos de analises.

Neste estudo evidenciou-se que em relacdo aos niveis de IL6 obteve- se
diferenca estatisticamente significante no grupo terapia por fotobiomodulacdo e
andiroba no tempo de 48h quando comparados aos demais grupos, apresentando
também diferenca estatistica nos grupos lesado nas 6h e 24h. Quando a analise nos
grupos foi realizada nos tempos de observacdo e o grupo controle evidencia-se
diferenca estatisticamente significante no grupo terapia por fotobiomodulacdo e
andiroba e no grupo leséo nas 48h.

Em relacdo ao TNF- a observou-se que o grupo lesdo apresentou diferenca
estatisticamente significante nas 48h em relagéo aos grupos tratados e grupo controle,
nao sendo identificado diferenca estatisticamente significante nos demais tempos (6h
e 24h) . Quando comparados os grupos de tratamento nos 3 tempos de observacgao
(6h, 24h e 48h) com o grupo controle evidenciou-se diferenca estatisticamente
significante nos grupos Andiroba(48h), andiroba e TFBM (48h) e no grupo leséo (48h).

Os achados sugerem que a associacdo da TFBM e do 6leo de andiroba contribuiram
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para a modulag&o do processo inflamatorio nas 48h. Novos estudos com outras doses
terapéuticas do TFBM associados ao 6leo de andiroba sdo necesséarios para que

figuem melhor evidenciados os efeitos associados e isolados.

3.2.5 Concluséo

Neste estudo com a terapia de fotobiomodulacao (1J) e o 6leo de andiroba
(50%de concentracado), evidenciou-se que em relacdo aos niveis de IL6 obteve- se
diferenca estatisticamente significante no grupo terapia por fotobiomodulacéo e
andiroba no tempo de 48h quando comparados aos demais grupos, apresentando
também diferenca estatistica nos grupos lesao nas 6h e 24h. Em relacdo ao TNF- a
observou-se que os grupos de tratamento nos 3 tempos de observacéo (6h, 24h e
48h) com o grupo controle evidenciou-se diferenca estatisticamente significante nos
grupos Andiroba(48h), andiroba e TFBM (48h) e no grupo leséo (48h). Os achados
sugerem que a associacdo da TFBM e do 6leo de andiroba contribuiram para a
modulagdo do processo inflamatorio nas 48h. Novos estudos com outras doses
terapéuticas do TFBM associados ao 0leo de andiroba em outras concentracdes sao

necessarios para que figuem melhor evidenciados os efeitos associados e isolados.

4 CONSIDERAGOES FINAIS

Neste estudo com a terapia de fotobiomodulacao (1J) e o 6leo de andiroba
(50%de concentracéo), evidenciou-se que ocorreu reducao dos niveis de peroxidacao
lipidica quando analisado o musculo, nos grupos de TFBM e andiroba nas 6h e 24h,
aumento da glutationa peroxidase nos grupo grupo TFBM (48h), quanto superdxido
dismutase a TFBM e andiroba e TFBM nos tempos de observacéo e o grupo controle
observa-se que o0 grupo controle apresentou diferenca estatisticamente, em relacao
ao grupo Lesao observa-se que nas 06h foi estatisticamente diferente em relacéo aos
outros tempos e o grupo controle. Apresentou também em relacdo a observacgao
histolégica: edema discreto nos grupos TFBM e TFBM e andiroba, necrose no grupo
lesé@o e baixo numero de infiltrado celular.

Em relacdo aos niveis de IL6 obteve- se diferenca estatisticamente significante
no grupo terapia por fotobiomodulacdo e andiroba no tempo de 48h quando
comparados aos demais grupos, apresentando também diferenca estatistica nos
grupos lesé@o nas 6h e 24h. quanto aos niveis de TNF- a observou-se que 0s grupos

de tratamento nos 3 tempos de observacgao (6h, 24h e 48h) com o grupo controle
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evidenciou-se diferenca estatisticamente significante nos grupos Andiroba(48h),
andiroba e TFBM (48h) e no grupo leséo (48h).

Esses dados sugerem que a associacao dos efeitos anti-inflamatorios da TFBM
e do dleo da andiroba foram positivos em alguns dados, sendo necessarios novos
estudos com novas janelas terapéuticas do TFBM para observar se a associacao é
positiva. Este fato pode favorecer a comunidade ribeirinha que ja utiliza o 6leo de
andiroba nas les@es do dia a dia, bem como elucidar a comunidade cientifica de uma
nova possibilidade de acao terapéutica, visto que os efeitos da TFBM nao séo
guestionaveis quanto a capacidade anti-inflamatéria, porem em relagéo a associacao
com plantas medicinais € uma nova proposta terapéutica, com baixos custos e baixos

efeitos adversos.
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Abstract Musclo mjurios trigper an inflammatory process,
releasing, imporiast biochemical markers for tssue regesers-
tin. The use of non-steraidal anti-imflammatary drugs
(NEAIDS) 2 the trestmesd of chaies o promots pain pocl
o to musclo injury. NSAIDs exhibit soveral atheorso offecs
and their efficacy is guesticanble. Photebsomadulmion them-
i (FHMT) has hem demonssried @ elfectively modulae
inflmmmate il Fomn musculoskelkotal disosden asd
may bo usod ax an altemative o NSATDs. Hone, wo assessod
and compared the effects of differesd doses of PEMT
ingical MEAIDS on biechemical parameiers dunsg an souie
mflamenatory process gpenad by a controlled mods of
confmsin - mdeced rrasculoskelotal injury i rats. Musclo i
Jjury was induced by tmema to the asterior tibial muscle of
rale. Affer 1 h, rals were treaed with PRMT (B30 nins, contin-
s e, T m'W ol pasece, 3571 W.‘Lmz; 1. 3, amd B J: 100,
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struied that PEMT, 1 J(35.7 Dom™y, 3 1{107.1 Yom®), and 9
{E214 o) redueeal the expresion of temar necensis (ssior
alpbo (THF-a) and eycloomypomss-2 (C00-3) o ol all
assossodl times as compared 1o the mjury and dickofenac
gromps (@ < LO5L The diclofmac group sbowed reduced
lewels of C0OX-2 only im relation to ibe injury group
= I, OO proticin eaprzssion poramcd uncsnged
with all therapios cxcopt with FIRMT at a 3.0 doso at 12 h
o 0,05 comparned to the injery group). In addition, FREMT
{0, 3, and % 1) effectively medueed levds of cylakine TH -,
uivhirbeudkm (I3 1 {5, anad TL-46 ot all sesonsacd trinas as compan]
o the mjury amd diclofemac groups {p < 005). Thus, PEMT a
a L] dose win more effective than other doses af PEMT and
ingncal NEAIDE @ the madiilation of the inlamsaiony eo-
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Inirnduaction

Muscls mjuries during; sports & commaon [ 1, 2] and meny be
iriggered by differcnd mechamisms such as confusion,
stretching, aml Beeratom [3]. Howover, B assctiiad mur-
phuhgneal, mtabolic, and hichamcal dhanges s similar
megarilless of tho typo and mechanism of injury [4].

The process of mmsck: repescraten ol owisg mascke inju-
15 i conplex and involves moleculer asd colelar sipnaling
[5]. Muscls rogmoration involves throe phases destruction,
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