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RESUMO

A interag&o entre o sistema imune e o tecido determina o éxito do reparo muscular
apos a ocorréncia de lesbes. Com o envelhecimento, porém, a sarcopenia e a
imunosenescéncia tornam este processo mais lento e por vezes incompleto,
indicando a necessidade de recursos terapéuticos mais eficientes. Existem
evidencias de que a fotobiomodulacdo (FBM) potencializa o reparo muscular em
animais jovens, mas seu efeito ainda foi pouco avaliado em idosos. Esse trabalho
visa identificar se existe diferenca entre jovens e idosos no que se refere a
composi¢do das ceélulas do infiltrado inflamatorio presente no tecido muscular apés
lesdo aguda, bem como elucidar o papel da FBM sobre estes componentes e seus
produtos em animais idosos. Para isso, 30 ratos Wistar, com 20 meses de idade,
foram submetidos a criolesdo no musculo tibial anterior (TA), sendo a metade
tratada com FBM. A criolesdo foi realizada com duas aplicacdes diretas de um
bastdo metalico resfriado em nitrogénio liquido. Outros 15 ratos Wistar (2 meses de
idade) também foram submetidos a criolesdo. A FBM (780nm, 40mW, 3,2J) foi
aplicada diariamente em 8 pontos (10 segundos/ponto) nos animais idosos. Apos 1,
3 e 7 dias, os musculos dos animais jovens e idosos (tratados ou ndo com FBM)
foram avaliados quanto a presenca de neutréfilos (elastase+) e de macréfagos de
fendtipo M1 e M2 (CD68+; CD206+). Nos musculos dos animais idosos (tratados ou
nao com FBM) também foi avaliada a expressédo de IL-6, TNF-a e TGF-8 (por gPCR)
e de VEGF (por imunohistoquimica). A analise comparativa entre 0os animais jovens
e idosos demonstrou uma presenca menor de neutréfilos e de macréfagos M1 e M2
apos 1 dia no musculo dos animais idosos. Ja apos 3 dias, 0s idosos continuam
apresentando quantidade menor somente de macréfagos M2, enquanto que apoés 7
dias da lesdo, o numero de macrofagos M1 passa a ser maior nos ratos idosos. Nos
musculos de animais idosos tratados com FBM, foi possivel observar um menor
namero de neutréfilos apds 1 dia de tratamento e um maior numero de macréfagos
M1 e M2 apés 3 dias de tratamento. J4 ap6s 7 dias de tratamento, a quantidade de
macrofagos dos dois perfis foi menor nos musculos irradiados. A FBM também gerou
aumento na expressao genica de IL-6, TNF-a e TGF-B apds 3 dias de tratamento,
sendo que somente a expressao de TNF-a se manteve aumentada neste grupo apoés
7 dias de tratamento. A imunomarcacdo de VEGF também se mostrou aumentada

no grupo tratado com FBM nos periodos de 3 e 7 dias. As alteracdes encontradas na



composic¢do do infiltrado inflamatério nos muasculos dos individuos idosos certamente
colaboram para o prolongamento do processo inflamat6rio e o comprometimento do
reparo deste tecido quando comparado ao que ocorre com jovens. A FBM torna a
composicdo do infiltrado inflamatério e de seus produtos cronologicamente mais
proximas das observadas em animais jovens, o que ampliaria a chance da

ocorréncia de um reparo melhor e mais rapido em idosos.

Palavras chave: Envelhecimento, fotobiomodulacdo, macréfagos, citocinas, reparo

muscular.
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ABSTRACT

The interaction between the immune system and the tissue determines the success
of the muscle repair after the occurrence of injuries. With aging, however, sarcopenia
and immunosenescence make this process slower and sometimes incomplete,
indicating the need for more efficient therapeutic resources. There is evidence that
photobiomodulation (FBM) potentiates muscle repair in young animals, but its effect
has still been poorly evaluated in the elderly. This work aims to identify if there is a
difference between young and old in the composition of the cells of the inflammatory
infiltrate present in muscle tissue after acute injury, as well as to elucidate the role of
FBM on these components and their products in elderly animals. For this, 30 Wistar
rats, 20 months old, underwent cryoinjury in the anterior tibialis muscle (TA), the half
treated with FBM. Creoles were performed with two direct applications of a metallic
stick cooled in liquid nitrogen. Another 15 Wistar rats (2 months old) also underwent
cryosurgery. The FBM (780nm, 40mW, 3,2J) was applied daily in 8 points (10
seconds / point) in the elderly animals. After 1, 3 and 7 days, the muscles of young
and old animals (treated or not with FBM) were evaluated for the presence of
neutrophils (elastase +) and macrophages of phenotype M1 and M2 (CD68 +; CD206
+). The expression of IL-6, TNF-a and TGF-B (by gPCR) and VEGF (by
immunohistochemistry) was also evaluated in the muscles of the elderly animals
(treated or not with FBM). The comparative analysis between young and old animals
showed a lower presence of neutrophils and macrophages M1 and M2 after 1 day in
the muscle of the elderly animals. After 3 days, the elderly continue to present only
minor amounts of M2 macrophages, whereas after 7 days of injury, the number of M1
macrophages becomes greater in the elderly rats. In the muscles of elderly animals
treated with FBM, it was possible to observe a lower number of neutrophils after 1
day of treatment and a larger number of macrophages M1 and M2 after 3 days of
treatment. Already after 7 days of treatment, the amount of macrophages of the two
profiles was lower in the irradiated muscles. FBM also generated an increase in the
expression of IL-6, TNF-a and TGF-B after 3 days of treatment, with TNF-a
expression only being maintained in this group after 7 days of treatment.
Immunoblotting of VEGF was also increased in the FBM-treated group at the 3 and 7
day periods. The alterations found in the composition of the inflammatory infiltrate in
the muscles of the elderly certainly contribute to the prolongation of the inflammatory
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process and the repair impairment of this tissue when compared to that of young
people. FBM makes the composition of the inflammatory infiltrate and its products
chronologically closer to those observed in young animals, which would increase the

chance of a better and faster repair in the elderly.

Key words: Aging, photobiomodulation, macrophages, cytokines, muscle repair.
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1. INTRODUCAO

A sintese de indicadores sociais (SIS) de 2016 apresentada pelo IBGE
(Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica) aponta que entre 2005 e 2015, a
proporcao de pessoas com mais de 60 anos de idade, no Brasil, cresceu em
velocidade superior a média mundial, saindo de 9,8% para 14,3% estimando-se que
até 2025 o numero de pessoas com mais de 60 anos chegue a 31,8 milhdes,
enquanto esse numero limitava-se a 2 milhdes de pessoas no ano de 1950 1. As
projecdes atuais da Organizacdo Mundial da Saude estimam que até 2050 a
populacdo mundial considerada idosa (>60 anos) serd triplicada, saltando de 650
milhdes para até 2 bilhdes (aproximadamente 22% da populacao global), pela
primeira vez havera mais idosos que criangas menores que 15 anos. Esse aumento
continuo da populacéo idosa representa um grande desafio aos servicos de saude 2.
No que concerne a musculatura esquelética, por exemplo, o envelhecimento
leva a uma diminuicdo da massa muscular, definida como sarcopenia 3%, sendo essa
uma das principais causas do declinio progressivo da sua capacidade funcional .
Como consequéncia, a reducédo da for¢a e da disposic¢éao fisica, aumentam as
chances de restricdo as atividades associadas ao trabalho bem como as sociais 489,
Com a diminuicdo do estado funcional e a mobilidade prejudicada, hd um
maior risco de quedas e lesdes 19, sendo as les6es de ordem musculoesquelética as
mais comuns entre idosos .

ApOs a ocorréncia de uma lesdo, 0 musculo passard por um processo
denominado reparo muscular que envolve fases interdependentes, que podem ser
agrupadas em fase inflamatéria, proliferativa e de remodelamento. Todo esse
processo € orquestrado por células inflamatérias, com destaque para os neutréfilos e
macrofagos, que direcionam também a ativacdo e diferenciacdo das células
precursoras miogénicas (CPM) 1214,

A literatura descreve que o0 processo de reparo muscular € menos efetivo em
idosos e que essa deficiéncia deve estar associada tanto as alteragfes na ativagao e
diferenciacdo das CPM como as alteracdes nas células inflamatorias do sistema

imune 1523,
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1.1. PAPEL DAS CELULAS INFLAMATORIAS NO REPARO DO MUSCULO
ESQUELETICO

Apobs a ocorréncia da lesdo séo os neutrofilos os primeiros leucocitos a chegar ao
tecido. Além da fagocitose essas células sdo responsaveis pela liberacdo de
citocinas de carater pro-inflamatoério, radicais livres e enzimas, como a
mieloperoxidase (MPO) e as metaloproteinases de matriz (MMPS). Essas
substancias ao serem liberadas auxiliam na eliminacdo e degradacdo de restos
celulares oriundos da lesdo e do processo inflamatério %2427,

Estima-se que os neutréfilos (figura 1) cheguem ao tecido nas primeiras horas
apos a lesdo muscular e atinjam seu pico numérico em até 24 horas, quando sua
presenca decai rapidamente, sendo escassos apés 36 a 48 horas 1326,

Os macréfagos com perfil inflamatorio/fagocitico (M1) chegam ao tecido
lesionado e atingem concentracdes elevadas nas primeiras 24 horas (figura 1) apés
as lesdes aumentando em namero, até cerca de 2 dias, quando sua presenca atinge
0 pico e entdo comeca a declinar 1326, Estas células estdo associadas a &reas
teciduais onde ha proliferacédo de células precursoras miogénicas, estimulando a sua
proliferacéo e prevenindo sua diferenciacéo e fuséo 2°.

Os macrofagos M1 séo ativados classicamente pelas citocinas de perfil Thi,
como IFN-y e TNF-a. Além de participarem na remocdo de restos celulares, os
macrofagos M1 geram agentes oxidantes como o éxido nitrico (NO), produtos como
IL-6, IL-1B, VEGF, IL-13, altos niveis de TNF-a 1314.252829 @ enzimas como as MMPS
30-32

O fator de necrose tumoral (TNF-a) atua no recrutamento de neutréfilos e de
macréfagos ao sitio da lesédo, amplificando o quadro inflamatério 2. A interleucina 6
(IL-6), atua durante a inflamacéo inicial, desempenhando papel importante na
modulacéo, proliferacéo, diferenciacédo e fusdo de novas células musculares 343°, Ja
o fator de crescimento endotelial (VEGF) é um importante regulador da
angiogénese, sendo altamente mitogénico para as células endoteliais, possibilitando
que novos capilares se diferenciem na direcdo da area lesionada, auxiliando na
chegada de oxigénio e outros componentes importantes para 0O processo
regenerativo 36-38,

A fase inflamatdria mediada principalmente por neutrofilos e macrofagos é

fundamental para a regeneracdo bem-sucedida do musculo esquelético. No entanto,

19



a exacerbacdo ou a manutencdo do quadro inflamatério pode comprometer a
recuperacdo muscular 13,

Aproximadamente no terceiro/quarto dia apdés a lesdo, uma populacdo de
macrofagos de perfil ndo fagocitico, denominados M2, comeca a atingir
concentracdo elevada no masculo e perdura na area lesionada por muitos dias
13,1427,29.

A mudanca no fendtipo da maioria dos macrofagos que povoam o tecido
muscular apos a lesédo, de M1 (inflamatorio) para M2 (anti-inflamatorio, reparador) é
um evento chave no reparo tecidual. Essa transicdo acontece de acordo com a
reducdo de produtos inflamatérios e o consequente aumento de produtos anti-
inflamatorios (como IL-4, IL10, IL-13 e TGF-B) que irdo induzir a presenga majoritaria
de macréfagos de perfil M2 13.14.27,

Os macréfagos M2 produzem niveis elevados de produtos que podem ter
carater anti-inflamatério como IL-4, IL-10, TGF-B e a enzima arginase que converte
arginina (substrato para a sintese de NO) em ornitina e uréia. Este fendtipo é
majoritario nas areas musculares em regeneracdo onde ocorre a diferenciacdo de
células precursoras miogénicas que levara a regeneracéo das fibras lesionadas 26.
Além disso, a acdo dos macréfagos M2 ira reduzir a producdo espécies reativas de
oxigénio (NO e outras) e de enzimas, além de alterar o estado de ativagdo dos
macrofagos M1 diminuindo os danos que podem ser causados por uma
exacerbacédo ou pela presenca prolongada do quadro inflamatorio no sitio da lesdo

13,14,29,39

Neutroéfilos
Macrofagos M1
Macréfagos M2
— CélulaTreg
CélulaTCD8

4 5 6 7 8 9 10

Dias da lesao

Figura 1. Percentual de neutréfilos (PMN) e macrofagos de fenotipo M1 e M2 presentes no tecido
muscular de individuos jovens ap6s a ocorréncia da leséo (Adaptada de: Tidball, 2017).
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O fator de crescimento transformador beta (TGF-B) esta envolvido em
diversos processos durante o reparo muscular, desde a intensificacdo da inflamacéo
pés lesdo até o processo de fibrose, podendo assumir atividade pré ou anti-
inflamatéria dependendo da fase do reparo 32. A atividade pré-inflamatéria esta
ligada a sua atividade quimiotatica para macréfagos e linfocitos, além inducédo da
maturacdo e da sintese de TNF-a em mondcitos “°. Por outro lado, o TGF-B é capaz
de induzir a deposigéo progressiva da MEC e elevar a possibilidade de fibrose no
tecido, levando a um reparo incompleto se permanecer elevado por periodos
prolongados 3241,

Uma transicdo fenotipica de M1 para M2 lenta e/ou um namero muito elevado de
macréfagos M2 também favorecem a substituicdo de fibras musculares por tecido
fibroso 1342, Assim o controle temporal da presenca dos diversos fenétipos de

células imunes é fundamental para o sucesso do reparo.

1.2. CELULAS INFLAMATORIAS NO REPARO DO MUSCULO ESQUELETICO

EM IDOSOS

Assim como na musculatura jovem, o processo de reparo do masculo esquelético
em idosos depende da ac¢do conjunta das células imunes e das CPM 223,

No entanto, com o avanco da idade, ocorrem alteracbes significativas na
composicdo e nas funcbes das células imunes, processo que pode ser denominado
de imunosenescéncia 214344 muitas vezes caracterizado pela capacidade reduzida
em responder a novos antigenos e um nivel persistente de inflamacéo de baixo grau
423444546 porém efeito destas alteracdes sobre o processo de reparo muscular
ainda ndo esta bem elucidado e descricdes muitas vezes contraditérias sobre o
estado de imunosenescéncia 42346,

Com relacdo aos neutrofilos, por exemplo, existem relatos que relacionam o
envelhecimento a diminuicdo do numero de neutréfilos na circulagdo, enquanto
outros ndo relatam alteragées nesta quantificacdo 23#7. Por outro lado, ha relatos
que indicam que as principais fungdes destas células (fagocitose, acdo bactericida e
quimiotactismo) estariam diminuidas com o envelhecimento 234849,

Especificamente no reparo do musculo esquelético, Ghaly & Marsh (2010)
relataram acentuada diminuicdo da expressao proteica da enzima mieloperoxidase
(marcador de neutrofilos) do primeiro para o terceiro dia apés leséo por contusao em

ratos idosos °°. E recentemente, um estudo que avaliou a presenca de neutréfilos no
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tecido muscular de camundongos idosos ap0s 2 e 5 dias da ocorréncia de leséo,
demonstrou que o numero de neutrofilos foi maior no periodo de 2 dias, chegando a
niveis basais no periodo de 5 dias 5.

Com relacédo aos macréfagos, também existe grande discrepancia nos relatos 23,
sendo descrito por exemplo aumento, diminuicdo ou auséncia de alteracdo na
capacidade de fagocitose e na producdo de citocinas por estas células com o
avanco da idade, e predominancia ou ndo dos diferentes fenétipos de macréfagos
21,23,51-55

Foi relatado por exemplo que, no estado basal, os musculos de individuos idosos
possuem menos macréfagos inflamatorios, mas a mesma quantidade de macréfagos
de perfil anti-inflamatério que os de individuos jovens. Entretanto, a expressao de
citocinas de perfil pré-inflamatorio e anti-inflamatoério seria maior nos musculos de
idosos %6, Outro estudo ja demonstrou que o nimero de macréfagos de perfil M2 é
maior nos musculos de individuos idosos #2.

J& ap6s uma lesdo por exercicio, segundo Hamada e colaboradores (2005), o
namero de macrofagos de perfil pro-inflamatorio e anti-inflamatério e a expressao de
citocinas aumentariam no musculo dos individuos jovens, mas nao seriam alterados
em idosos °6. Qutro estudo, indicou ainda que a expressdo de citocinas pro-
inflamatorias, 2h apos uma leséo, foi maior em individuos idosos do que em jovens
57,

Ghaly&Marsh (2010) relataram acentuado aumento da expresséao proteica de
CD68 do primeiro para o terceiro dia apdés contusdo em ratos idosos *° e Sloboda et
al. (2018) também observaram, em camundongos idosos, que o humero de
macréfagos CD68+ e CD163+ foi maior, cinco dias apés leséo do que apés 2 dias °'.
Seguindo o que ocorre nos relatos sobre a presenca dos diferentes fenétipos
celulares, muitos estudos ligam a dificuldade de reparo do musculo esquelético de
individuos idosos a uma maior quantidade de células inflamatérias e seus produtos
442505158 No entanto, existem estudos, que relacionam essa dificuldade a uma
menor quantidade de mediadores, quando no comparativo com individuos jovens
45159 E jmportante considerar também que a permanéncia de macréfagos 460 de
ambos fenotipos por periodos mais longos no tecido lesionado de individuos idosos
levara certamente a lentidao ou a ineficiéncia do processo de reparo.
Além disso, deve ser considerado que a resposta das células imunes, em

especial dos macrofagos de individuos senis pode estar diminuida ou até ser
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contraria. a classicamente esperada para um determinado estimulo
(imunosenescéncia) o que também pode dificultar a resolucdo da lesdo 426163,
Assim, parece clara a necessidade de buscar recursos terapéuticos mais eficientes

para o tratamento de lesdes musculares em idosos.

1.3. PAPEL DA FOTOBIOMODULACAO (FBM) NO REPARO MUSCULAR

Dentre as intervencOes terapéuticas utilizadas para modular o reparo
muscular apés a ocorréncia de uma lesdo, a fotobiomodulacdo (FBM) tem
demonstrado resultados satisfatorios, principalmente na modulacdo da resposta
inflamatéria e aceleracéo do processo de reparo tecidual 356469,

A FBM consiste no uso de uma fonte de luz (laser ou LED) nos comprimentos
de onda vermelho ou infravermelho para auxiliar no processo de reparo tecidual
diminuindo da dor e a intensidade do processo inflamatério. Ao ser aplicada sobre o
tecido, a luz é absorvida por cromoforos celulares e desencadeia diferentes eventos
biolégicos que envolvem a producdo de energia pelas mitocéndrias. No entanto a
complexidade dessa modulacdo ainda ndo estéa totalmente esclarecida °.

Os efeitos da FBM no tecido muscular de individuos jovens, apés lesao
aguda, incluem a reducdo do edema, do influxo de leucdcitos, da mionecrose e
ainda alteracéo da expressédo de citocinas e enzimas pro-inflamatorias e uma melhor
a distribuicdo de colageno, acelerando o processo de reparo 33:66-68.71.72,

Ja4 com relacdo ao fendtipo das células inflamatérias, um estudo recente,
demonstrou que o tratamento de criolesdo no musculo TA de ratos jovens com FBM
(660 e 780nm, 70mW, 8J) foi capaz de reduzir o numero de macrofagos M1 (CD68+)
e aumentar o numero de macréfagos M2 (CD206+) em relagdo ao grupo controle
apos 2 dias da ocorréncia da lesdo. Ainda neste estudo, a expressao de IL-6 se
mostrou menor em 2 dias e maior apés 4 dias de tratamento no grupo que recebeu a
FBM quando da comparagéo com o nao tratado, enquanto que a expressao de TGF-
B foi maior nos animais que receberam tratamento com FBM do que no grupo néo
tratado nos periodos de 2, 4 e 7 dias. A expressdo de TNF-a nao apresentou
diferencas significantes entre os grupos 3.

Existem pouquissimos estudos avaliando os efeitos da FBM no reparo
muscular de ratos idosos e nao foi possivel localizar nenhum que caracterizasse o

fendtipo das células imunes durante este processo 7476,
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Pertille et al (2012) avaliaram o efeito da FBM (830nm, emisséao continua, 30
mW, 4J/cm?, aplicacdo diaria em dois pontos por 16s em cada) em ratos com 18
meses de idade que foram lesionados no musculo tibial anterior por meio de
contusdo. Depois de 21 dias de tratamento os autores observaram, por meio de
andlise histolégica, uma redugdo da area da lesdo e do infiltrado inflamatorio nos
tecidos irradiados quando comparados aos nao tratados. Ja a expressao de TGF-$3
nao foi diferente entre os animais irradiados e os ndo tratados, em nenhum dos
periodos avaliados (7 e 21 dias) 7.

Vatansever et al (2012) avaliaram os efeitos do tratamento com FBM (830nm,
30mW, 30J/cm?0,87J) aplicada por 5 dias consecutivos (primeira aplicacdo apds 24
horas da lesdo) em um uUnico ponto (diretamente sobre o local da criolesdo) em ratos
idosos (10 meses). Os autores relataram aumento da expressao génica de MyoD,
VEGF e do numero de capilares sanguineos no grupo lesionado e irradiado quando
comparado com o grupo somente lesionado, no periodo de 7 dias. Porém néo
observaram alteracbes na area de lesédo entre os grupos tratados e nao tratados
com FBM 7>,

Brito et al (2017) avaliaram os efeitos da FBM (780nm, 40mW, 10 J/cm?, 3,2J)
aplicada em 8 pontos (10 segundos cada) no musculo TA de ratos Wistar com 20
meses de idade que foram submetidos a criolesdo e observaram apés 7 dias de
tratamento por meio de andlise histolégica, uma reducdo no numero de células
inflamatorias, aumento de fibras imaturas e de novos vasos sanguineos, além de
uma melhor disposicdo das fibras de colageno no comparativo com o grupo de
animais que nado foram irradiados 6.

A fotobiomodulacdo, bastante utilizada na pratica clinica, ja apresenta
resultados satisfatorios no tratamento de lesées musculares em jovens. Com isso, €
possivel que seu uso seja também benéfico no tratamento da musculatura senil,

tornando o processo mais rapido e eficiente.
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2. JUSTIFICATIVA

Com o envelhecimento, ocorre um declinio natural no tamanho e nimero de
fibras musculares #° que acarreta redugcdo da massa muscular (sarcopenia) gerando
reducdo da forca e da disposicéo fisica 48°. Com isso ha prejuizo da mobilidade e
aumento do risco de quedas e lesdes musculoesqueléticas %1, Por outro lado, o
sistema imune, que coordena as diferentes etapas do reparo muscular, também
apresenta alteracdes na composicdo de suas células efetoras e em suas funcdes
acarretando uma menor capacidade de reparo em idosos #4446 indicando a
necessidade de recursos terapéuticos mais eficientes.

A fotobiomodulacédo (FBM) auxilia o processo de reparo muscular em jovens
reduzindo o edema, o influxo de leucécitos, a mionecrose e ainda altera a expressao
de citocinas e enzimas proé-inflamatorias e melhora a distribuicdo de colageno,
acelerando o processo de reparo 3566.68,69.77,

Em idosos, também ja existem algumas indicacbes de que a FBM gera
resultados favoraveis no reparo muscular’4’>® mas a compreensdo dos
mecanismos de acdo desta ferramenta ainda permanece pouco explorada, assim
como o conhecimento sobre a composi¢ao do infiltrado infamatério decorrente de

lesdes musculares nestes individuos.
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3. OBJETIVO

O objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos da FBM, com laser
infravermelho, sobre o fenétipo das células do infiltrado inflamatério e a expresséo
de mediadores inflamatérios durante reparo do tecido muscular esquelético de ratos

idosos apos lesao aguda.

3.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Comparar a presenca de neutrofilos, macréofagos M1 e M2, por meio da
imunohistoquimica, no musculo esquelético de ratos jovens e idosos submetidos
a lesdo aguda;

e Avaliar os efeitos da FBM (por meio de imunohistoquimica) sobre a presenca de

neutrofilos e dos diferentes perfis fenotipicos de macréfagos;
e Avaliar os efeitos da FBM sobre a expressao proteica de VEGF;

e Avaliar os efeitos da FBM sobre a expressao génica das citocinas TNF-a, TGF-f3,

e IL-6.
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4. MATERIAIS E METODOS

Os experimentos (figura 2) foram realizados no laboratorio de pesquisa do
PPG em Biofotonica Aplicada a Ciéncias da Saude da Universidade Nove de Julho
(UNINOVE) no campus Vergueiro. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no
Uso de Animais, CEUA, em 17 de marco de 2014 (AN 0002/2014 e An0026/2014).

Ratos Wistar (n=55)

|
| | [ [ I

Criolesdao sem Criolesdo sem Criolesdo com
Controle Controle
n=5 (lovem] tratamento n=5 {idoso] tratamento tratamento
n=15 (jovem) n=15 (idoso) n=15 (ratos idosos)
|
Tratamento com FBM 2 hs
apés a lesdo e com
aplicagdo diaria
|
Imunohistoquimica Imunohistoquimica Expressao génica

I |

Neutrofilos: anti-elastase

Neutrofilos: anti-elastase Macréf M1: anti-CD68 TNF-a
Macréfagos M1: anti-CD68 M acr’of agosMZ.. ar:‘I-CDZOG TGF-B
Macréfagos M2: anti-CD206 RCTRIRGV I eI IL-6

VEGF: anti VEGF

Figura 2. Fluxograma da parte experimental

4.1. AVALIACAO IN VIVO
4.1.1. Animais

Foram utilizados ratos (Rattus norvegicus: var. albinus, Rodentia, Mammalia)
machos, da linhagem Wistar, com vinte meses de idade (massa corporal 500+50
gramas) e com dois meses de idade (massa corporal de 200+20 gramas), mantidos
no biotério da UNINOVE em caixas plasticas apropriadas, temperatura ambiente
(22°C), umidade relativa (40%), luminosidade controlada com ciclo de 12h
(claro/escuro), com comida e agua ad libitum.

Os animais foram distribuidos aleatoriamente nos seguintes grupos
experimentais:

- Grupo 1 - Controle (idoso): Os animais ndo foram submetidos a nenhum
procedimento, e ap0s eutanasia, houve remoc¢édo do musculo tibial anterior direito
(TAD) (n=5);

27



- Grupo 2 - Criolesdo sem tratamento (idoso): Os animais sofreram crioleséo no
musculo TAD e nado receberam tratamento com FBM (n= 15);
- Grupo 3 - Criolesao tratado com FBM (idoso): Os animais sofreram criolesdo no
musculo TAD e foram tratados com FBM diretamente sobre a area correspondente
ao local da lesdo (n=15);
- Grupo 4 - Controle (jovem): Os animais ndo sofreram criolesdo no masculo TAD e
nao receberam tratamento com FBM (n= 5);
- Grupo 5 - Criolesdo sem tratamento (jovem): Os animais sofreram criolesédo no
musculo TAD e nao receberam tratamento com FBM (n= 15);

Os animais dos grupos criolesdo sem tratamento e crioleséo tratado com FBM
(grupos 2, 3 e 5) foram eutanasiados apds 1,3 e 7 dias. Os animais dos grupos

controles (1 e 4) foram eutanasiados sem distincdo de periodo experimental.

4.1.2. Procedimento de criolesao

Os procedimentos cirargicos foram realizados de acordo com trabalhos
anteriores 33787980 Qs animais foram pesados e em seguida anestesiados com
administracao intraperitoneal de 1 mL/kg de 1% ketamina HCL (Dopalen, Vetbrands,
Sédo Paulo, Brasil) e 2% xilazina (Anasedan, Vetbrands, Sado Paulo, Brasil). Para
aplicacdo da anestesia foram utilizadas seringas com agulhas ultra finas (modelo
insulina, BD, Juiz de Fora, MG, Brasil). Posteriormente a inducdo anestésica, 0s
animais foram posicionados em uma superficie plana e foi realizada a tricotomia da
regido correspondente ao musculo TAD.

O musculo TAD foi exposto cirurgicamente e submetido ao procedimento de
criolesdo, que consiste na aplicacdo de um bastdo metalico de extremidade plana (3
mm de diametro) resfriado previamente em nitrogénio liquido, diretamente na
superficie do musculo por 10 segundos. Apds o descongelamento da area (30
segundos), o procedimento foi repetido na mesma area por mais 10 segundos.
Terminado este procedimento, foi realizada a sutura com fio de poliamida (5,0) e os
animais foram mantidos em caixas plasticas em ambiente aquecido (37°C) até
ficarem conscientes. Para prevenir sofrimento, os animais receberam aplicacao
intraperitoneal do analgésico cloridrato de tramadol (5 mg/kg), 2 vezes ao dia por 3

dias seguidos.
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Figura 3: Procedimento de criolesdo. A: tricotomia da regido; B: incisdo cirargica; C: lesao com o
bastao previamente resfriado em nitrogénio liquido; D: leséo; E: sutura.

O modelo de lesdo muscular por meio de criolesdo foi o adotado para este
estudo devido ao fato deste ser um modelo no qual se consegue executar uma leséo
bem delimitada na superficie ventral do musculo, simulando uma contusdo muscular;

de forma padronizada e com pouca variabilidade em sua severidade ©®.

4.1.3. Fotobiomodulacéo (FBM)

A irradiacéo laser foi realizada utilizando o aparelho Twin Laser (MM Optics) e

0s parametros descritos com detalhes na tabela 1.

Tabela 1: Pardmetros dosimétricos da irradiacdo

PARAMETROS
Comprimento de onda [nm] 780
Largura espectral [nm] 10
Polarizacao aleatéria
Modo de Funcionamento continuo
Poténcia [mW] 40
Diametro de abertura [cm] 0,23
Irradiancia na abertura [mW/cm?] 1000
Area do feixe [cm?] 0,04
Tempo de exposi¢ao por ponto [s] 10
Densidade de Energia [J/cm?] 10
Energia [J] por ponto 0,4
NUmero de pontos irradiados 8
Energia total irradiada [J] 3,2
Técnica de aplicacao contato direto
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Para a irradiacdo, os animais foram contidos manualmente e foi utilizada a
técnica pontual e contato sobre a pele que recobre o musculo TAD na regido da
incisdo e ao redor da area da lesé@o, abrangendo 8 pontos ao redor da area da lesédo
(figura 4) ©e,

PO
[

Figura 4. Técnica pontual. Os circulos representam os locais que receberam o tratamento com FBM.

A irradiacao foi realizada com bases nos parametros descritos por Alves et al
(2014) %8 e Ribeiro et al (2015) 8! que observaram uma modulacéo positiva da FBM
sobre o reparo do musculo esquelético em ratos apos lesdo aguda. Dessa forma, foi
aplicada uma energia total de 3,2 J e tempo de 80 segundos por tratamento. Para
evitar refracdo do feixe do laser foi utilizado para aplicacdo o angulo de 90°C entre o
emissor e a pele do animal. O tratamento foi iniciado 2h apds o procedimento de
criolesdo e posteriormente, foi realizado, diariamente até o periodo de eutanasia de
cada grupo experimental. No inicio e final do procedimento experimental, a poténcia
de emissao de luz do laser foi aferida utilizando o “Laser Check power meter” (MM
Optics, Sdo Carlos — SP, Brasil).

4.1.4. Eutanasia dos animais e remoc¢ao dos musculos

Apoés cada periodo experimental (1, 3 e 7 dias), os animais foram
eutanasiados utilizando-se uma superdose de anestésico. Em seguida, os musculos
TAD foram retirados e seccionados ao centro, onde metade foi separado para as
imunomarcacdes e a outra para avaliacdo da expressao génica. O material separado
para imunomarcacgao foi imediatamente inserido em solugcédo de formol tamponado
(pH 8,0) a 10%, onde permaneceu por 24 horas até a inclusdo em parafina e a outra

parte foi mantida a refrigeragéo (-80° C).

4.2. IMUNOMARCACAO (ELASTASE, CD68, CD206 E VEGF)
Apo6s 24 horas em solugéao de formol (10%) os musculos foram seccionados

transversalmente na regido central da area lesionada, desidratados por meio de

30



banhos consecutivos em concentragbes progressivas de alcool, diafanizados e
incluidos em parafina. Foram realizados 03 cortes de 3um de espessura em
micrétomo (Leica RM2125, Nussloch, Alemanha) para avaliacdo da marcacdo de
anti-elastase, anti CD68, anti CD206 e anti VEGF. Os cortes foram colocados em
laminas de microscopia desengorduradas e silanizadas (3-aminopropiltrietoxi-silano,
Sigma Chemical, St Louis, MO, EUA). As laminas contendo os cortes histolégicos
foram inicialmente desparafinadas em xilol pré-aquecido em 60°C por 5 minutos e
hidratas com banhos sequenciais em solugdes alcodlicas com decrescentes
concentracbes de alcool (absoluto, 90%, 80% e 70%). ApOs a hidratagdo, as
laminas foram mantidas em agua destilada e lavadas com PBS.

Para as imunomarcacdes de CD68, CD206 e VEGF foi realizada a
recuperacdo antigénica em tampao citrato (pH 6,0) por 20 minutos a 90°C (em
panela) seguido por descanso de 30 minutos em temperatura ambiente (esta etapa
nao foi realizada para a marcacdo com elastase por ndo haver necessidade). Apés
este periodo, as laminas foram lavadas em solucdo de salina-fosfato tamponada
(PBS, pH 7,4) por 5 minutos. Os cortes foram imersos em solucdo de peroxido de
hidrogénio 0,3% por 5 minutos, por 3 vezes, visando o bloqueio da peroxidase
enddégena. Em seguida, os cortes foram lavados com PBS por 5 minutos e
incubados com o0s anticorpos primarios (tabela 2) anti CD68 (1:1000) para
identificacdo de macrofagos, anti CD206 (1:2000) identificagcdo de macréfagos do
perfil M2; e anti elastase (1:3500) para identificacdo de neutréfilos; e anti VEGF
(1:1900) por overnight em camara umida.

Apoés este periodo, as laminas foram lavadas sucessivamente por 5 minutos
com PBS e os cortes foram incubados em camara umida com anticorpo secundario
conjugado com peroxidase (Histofine, Simple Stain Rat MAX PO, Tsukiji, Tokyo,
Japan) por 30 minutos a temperatura ambiente. Apds novas lavagens com tampéao
PBS, a revelacdo da reacdo da peroxidase foi obtida com solugdo cromogena de
diaminobenzidina a 5 % (DAB, Abcam, Cambridge, MA, USA) por 5 minutos. Em
seguida as laminas foram lavadas por 10 minutos em agua corrente e 0s cortes
foram contra corados suavemente com hematoxilina de Mayer. As laminas do grupo

controle (animais sem lesao e tratamento) passaram pelo mesmo procedimento.
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Tabela 2. Anticorpos que foram utilizados

Anticorpos Clone Reatividade Titulacéo Incubacéao
Anti Elastase . Anti rato, camundongo e humano ) ,24. horas, camera
Policlonal . 1:3500 Umida, temperatura
(Abcam) produzido em coelho. .
ambiente
Anti CD68 Anti rato, camundongo, coelho e 24 horas, camera
onoclonal umano produzido em : Umida, temperatura
(Abcam) M lonal h duzid 1:1000 amid
camundongo. ambiente
Anti CD206 . Anti rato, camundongo e humano . ,24. horas, camera
Policlonal . 1:2000 Umida, temperatura
(Abcam) produzido em coelho. )
ambiente
Anti VEGF Anti rato, camundongo e humano 24 horas, camera
anta Cruz onoclonal ; : Umida, temperatura
Santa C Monoclonal id 9 g 1:1900 | amid p
Blotechnology) produzido em camunadongo. ambiente

4.3. ANALISE DA PRESENCA DE NEUTROFILOS E DIFERENTES FENOTIPOS
DE MACROFAGOS

A quantificac@o de neutrofilos e macrofagos foi obtida através da contagem de
células com marcacéo positiva evidenciada pelo DAB. Inicialmente, procedeu-se a
digitalizacdo de 6 campos histologicos, escolhidos aleatoriamente, representativos
da &rea da lesdo com aumento de 400 vezes. O procedimento de digitalizacdo foi
realizado utilizando um microscépio NIKON Eclipse E200 e camera acoplada
Premiere MA-88300 (NIKON) bem como software de aquisicdo de imagem TSview
(Informer Technologues). A quantificagdo numérica foi feita usando o plug-in “cell

counter” do programa ImagedJ 1.45 (free software, NIH, Bethesda, MD, US).

4.3.1. Quantificacdo da imunomarcacao de VEGF

A quantificacdo do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) foi obtida
por meio de porcentagem da area de marcacao evidenciada pelo DAB. Inicialmente,
procedeu-se a digitalizacdo de 6 campos histolégicos, escolhidos aleatoriamente em
regido representativa da area da lesdo, com o aumento original de 400X. O
procedimento de digitalizacéo foi realizado utilizando um microscopio NIKON Eclipse
E200 e camera acoplada Premiere MA-88300 (NIKON) bem como software de
aquisicdo de imagem TSview (Informer Technologues). A intensidade de luz foi
padronizada em todas as imagens, as quais foram mantidas em RGB, com

resolucéo de 2048 x 1536 pixels e extensao jpg.
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Figura 5. Exemplo de calculo da area de marcacao pelo DAB. A: corte histolégico com marcagao
evidenciada pelo DAB; B: deconvolucdo da imagem mostrada em A, evidenciando a marcacdo da
hematoxilina; C: deconvolucdo da imagem mostrada em A, evidenciando a marcacédo do DAB; D: a
imagem da deconvulacdo em marrom convertida para 8 bits; E: selecdo da &rea de marcacdo
(vermelho) utilizando a imagem demonstrada em D; quantificacio através do threshold.

Para obtencdo do percentual da area de marcacao, as imagens digitalizadas
foram abertas no software Image J (National Institute of Health - NIH, EUA) e
submetidas ao filtro de deconvolugdo RGB (plugin color deconvolution). Por esse
método, é possivel separar a cor do DAB e da hematoxilina, permitindo o calculo do
percentual da area marcada com mais fidelidade. Separando o DAB das demais
cores, a imagem foi convertida para 8 bits, os tons de cinza definidores da marcacgéao
pelo DAB foram selecionados e a area ocupadas por esses tons foi calculada (figura
4). Para todas as imagens foram adotadas o mesmo ajuste (180) com margem de

10% para mais ou para menos.

4.4. EXPRESSAO GENICA DE TNF-A, TGF-B E IL-6
4.4.1. Extragao e controle da qualidade do RNA total
Para este procedimento foram utilizados entre 80-100 mg do tecido muscular,

macerado em nitrogénio liquido. O tecido foi homogeneizado em 1 mL do reagente
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Trizol (Invitrogen, CA, USA), para o isolamento do RNA total, seguindo as
orientagdes do fabricante. Apos a lise, foram adicionados 200 uL de cloroférmio
gelado, e realizada incubacdo em temperatura ambiente por 03 minutos seguida de
centrifugacédo a 10.200 xg durante 15 minutos a 4°C, para separacao das diferentes
fracbes (DNA, RNA e proteina). A fase aquosa superior contendo o RNA total foi
transferida para um novo microtubo livre de DNAse/RNAse.

Em seguida, foram adicionados 500 pL de alcool isopropilico gelado, e
realizada incubacdo em temperatura ambiente por 10 minutos seguida de
centrifugag&o a 10.200 xg durante 10 minutos a 4°C para precipitacdo do RNA total.
O sobrenadante foi descartado e foi adicionado 700 pL de &lcool 75% gelado e
realizada nova centrifugacdo a 8.400 xg durante 5 minutos a 4°C. O alcool foi
descartado e o RNA total foi ressuspendido em 20 pL agua livre de RNAse tratada
com 0,01% de DEPC (Dimetil pirocarbonato). A concentracdo do RNA total e pureza
foram determinadas em NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, USA) com comprimento
de onda 260 e 280 nm e as amostras armazenadas a -80°C. Para analise da
integridade do RNA total, 1 pg de RNA foi analisado por meio de eletroforese em gel

de agarose 1% né&o desnaturante, corado com brometo de etideo.

4.4.2. Sintese do DNA Complementar (cDNA)

A sintese de cDNA foi realizada com 1 pg de RNA total, submetido a reacdo
de transcricdo reversa utilizando-se o High Capacity cDNA Reverse Transcriptions
Kit (Applied Biosystems), de acordo com as orientacbes do fabricante. Todas as

amostras receberam DNase | (Invitrogen, CA, EUA) para evitar a contaminacao.

4.4.3. PCR em tempo real quantitativo (qPCR)

As reacOes foram realizadas nas condi¢des de 50°C por 2 minutos, 95°
durante 10 minutos, seguidos de 40 ciclos de 95° durante 15 segundos e 60°C
durante 1 minuto utilizando o “SYBR Green Kit” (Applied Biosystems) no a ABI7500
Fast Real-Time System (ABI Prism, Applied Byosistems, Foster City, CA).

Os oligonucleotideos iniciadores (“primers forward e reverse”) especificos
para TNF-a, TGF-B8, IL-6 e GAPDH utilizados estdo descritos na tabela 3. A
quantificagéo foi realizada usando o método 2 - AACT J[Livak 2001] 8 e o grupo

controle foi usado como referéncia
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Tabela 3. Primers utilizados

Primer Forward (5’ — 3’) Reverse (3’ - 5’)
GAPDH GCATCCTGGGCTACACTGA CCACCACCCTGTTGCTGTA
IL-6 TCCAGTTGCCTTTCTTGGGA GTGTAATTAAGCCTCCGAG
TNF-a GCCCACGTTGTAGCCAATG GTTGTCTTTCAGCTTCACG
TGF-B TCCAACCCAGGTCCTTCCTAAAGT CCCCTGGAAAGGGCTCAACAC

4.5. ANALISE ESTATISTICA

O teste de Kolmogorov-Smirnov foi usado para determinar a distribuicdo dos
dados. Como a distribuicdo normal foi demonstrada em todas andlises, as
comparacdes foram realizadas pelo teste t com corre¢céo de Welch (GraphPad Prism
5.0, Califérnia, EUA), com 95% de confianga (p <0,05).
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5. RESULTADOS

5.1. COMPARATIVO DA EXPRESSAO DE ELASTASE (NEUTROFILOS) ENTRE
ANIMAIS JOVENS E IDOSOS NAO TRATDOS

Apoés 1 dia da lesao foi possivel observar uma quantidade menor de neutrofilos

no musculo TA dos animais idosos (p=0.0385) em relacdo aos animais jovens que

também ndo foram tratados. Nos periodos de 3 e 7 dias apds a lesdo ndo foram

observadas células positivas para elastase em ambos os grupos.
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Figura 6. Avaliacdo por imunohistoquimica de células elastase+ (neutréfilos). O namero de células
elastase+ foi avaliado em musculo lesado de ratos jovens e idosos apés 1, 3 e 7 dias. Uma
diminuicao significante foi encontrada no grupo idoso em comparac¢do com o grupo jovem (p=0,0385)
no primeiro dia. Dados expressos como média + SEM. Teste T com corre¢do de Welch. Os periodos
de 3 e 7 dias e grupo controle ndo estéo representados no grafico pois ndo houve marcacédo positiva
de células.

5.2. COMPARATIVO DA EXPRESSAO DE CD68 (MACROFAGOS M1) ENTRE
ANIMAIS JOVENS E IDOSOS NAO TRATADOS
Apoés 1 dia da leséo, foi possivel observar quantidade menor de macrofagos
M1 no muasculo TA dos animais idosos (p=0.0001) em relacdo aos animais jovens
gue também néo foram tratados. Apds 7 dias da leséo foi observado um numero
maior de macréfagos M1 no grupo de animais idosos em comparacdo aos jovens
apenas lesionados. A avaliacdo no periodo de 3 dias ndo apresentou diferenca

dignificante entre os grupos.
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Figura 7. Avaliagdo por imunohistoquimica de células CD68+ (macrofagos M1). O nimero de células
CD68+ foi avaliado em musculo lesado de ratos jovens e idosos apés 1, 3 e 7 dias. Um ndmero
menor de macrofagos M1foi encontrado no grupo idoso em comparacdo com O grupo jovem
(p=0,0001) no primeiro dia. Apds 7 dias o numero de macréfagos M1 foi maior (p=0.0001) nos
animais idosos em relac@o aos jovens. Dados expressos como média + SEM. Teste T com corregao
de Welch. Os periodos de 1, 3 e 7 dias e grupo controle ndo estédo representados no grafico pois ndo
houve marcacéo positiva de células.

5.3. COMPARATIVO DA EXPRESSAO DE CD206 (MACROFAGOS M2) ENTRE
ANIMAIS JOVENS E IDOSOS NAO TRATADOS
Apos 1 e 3 dias da lesédo foi possivel observar um menor numero de
macrofagos M2 no muasculo TA dos animais idosos (p=0.0001) em relacdo aos
animais jovens que também nao foram tratados. A avaliacdo no periodo de 7 dias

nao apresentou diferenca significante entre os grupos.
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Figura 8. Avaliacdo por imunohistoquimica de células CD206+ (macrofagos M2). O ndimero de
células CD206+ foi avaliado em musculo lesado de ratos jovens e idosos apés 1, 3 e 7 dias. Um
menor nimero de macréfagos M2 foi encontrado no grupo idoso em comparagdo com O grupo jovem
(p=0,0001) ap6s 1 e 3 dias (p=0.0001). ApGs 7 dias ndo houve diferenca entre os grupos. Dados
expressos como média + SEM. Teste T com corregao de Welch. Os periodos de 1, 3 e 7 dias e grupo
controle nao estao representados no grafico pois ndo houve marcacgéo positiva de células.

5.4. [EFEITO DA FBM NA EXPRESSAO DE ELASTASE (NEUTROFILOS) EM
ANIMAIS IDOSOS
Apés 1 dia da lesdo foi possivel observar uma reducdo no numero de
neutréfilos nos animais tratados com FBM (p=0,0149) em relacdo aos animais nao
tratados. Nos periodos de 3 e 7 dias apés a lesdo ndo foram observadas células

positivas para elastase em ambos 0s grupos.
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Figura 9. Avaliacdo por imunohistoquimica de células elastase+ (neutréfilos). Imagens
representativas (A) e andlise quantitativa (B). O nimero de células elastase+ foi avaliado em musculo
de animais idosos lesado tratado ou ndo com FBM apés 1, 3 e 7 dias. Um menor nimero de
neutrofilos foi encontrado no grupo FBM em comparacdo com o grupo lesdo (p=0,0149) no primeiro
dia. Os periodos de 3 e 7 dias e grupo controle ndo estédo representados no gréafico pois ndo foram
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encontradas células com marcacao positiva. Imagens com ampliagao 100x, escala 100um.. Dados
expressos como média + SEM. Teste T com correcdo de Welch.

5.5. EFEITO DA FBM NA EXPRESSAO DE CD68 (MACROFAGOS M1) EM
ANIMAIS IDOSOS
Apés 1 dia da lesdo ndo houve diferenca significante entres os grupos leséo e
lesdo com tratamento com FBM. No periodo de 3 dias, os animais que receberam a
FBM apresentaram maior numero de macrofagos M1 (p=0,0323) do que 0s nédo
tratados, ja apos 7 dias, os animais tratados com FBM apresentaram um numero
menor de macrofagos M1 (p=0,0494) em relagdo aos animais que nao foram

tratados.
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Figura 10. Avaliacdo por imunohistoquimica da presenca de células CD68+ (macréfagos M1).
Imagens representativas (A) e andlise quantitativa (B). O nimero de células CD68+ foi avaliado em
musculo lesado tratado ou ndo com FBM apo6s 1, 3 e 7 dias. Uma quantidade maior de células CD68+
foi encontrada no grupo FBM em comparacao com o grupo lesdo (p = 0,0323) no terceiro dia. No dia
7, o grupo tratado com FBM apresentou um nimero menor (p = 0,0494) de células CD68+ em relacao
ao grupo nao tratado. Imagens com ampliacdo 100x, escala 100um. Dados expressos como média *

39



SEM. Teste T com correcdo de Welch. O grupo controle ndo esta representado no grafico pois ndo
houve marcacéo positiva de células.

5.6. EFEITO DA FBM NA EXPRESSAO DE CD206 (MACROFAGOS M2) EM
ANIMAIS IDOSOS
Apés 1 dia da lesédo ndo houve diferenca significante entres os grupos lesao e
lesdo tratado com FBM. No periodo de 3 dias houve um maior nimero de
macréfagos M2 (p=0,0029) nos animais que receberam o tratamento, ja apds 7 dias,
0s animais tratados com FBM apresentaram um nuamero menor de macréfagos M2

(p=0,0002) em relacéo aos animais que nao foram tratados.
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Figura 11. Avaliacdo por imunohistoquimica da presenca de células CD206+ (macréfagos M2).
Imagens representativas (A) e andalise quantitativa (B). O nimero de células CD206+ foi avaliado em
musculo lesado tratado ou ndo com FBM apés 1, 3 e 7 dias. Uma maior quantidade de células
CD206+ foi encontrada no grupo FBM em comparac¢do com o grupo lesdo (p= 0,0029) no terceiro dia.
No dia 7, o grupo tratado com FBM mostrou um namero menor (p= 0,0002) de CD206+ que 0 grupo
nado tratado. Imagens com ampliagdo 100x, escala 100um. Dados expressos como média + SEM.
Teste T com correcdo de Welch. O grupo controle ndo esta representado no grafico pois ndo houve
marcacao positiva de células.
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Figura 12. Grafico comparativo entre jovens, idosos e tratados. Representacdo grafica dos ratos
jovens + lesdo; ratos idosos + lesdo; ratos idosos + lesédo + FBM. Dados expressos como média.
Teste T com correcdo de Welch. O grupo controle ndo esta representado no gréafico pois ndo houve
marcacao positiva de células.

5.7. EFEITO DA FBM NA EXPRESSAO DE VEGF EM ANIMAIS IDOSOS

N&o houve diferenca significante entre os grupos apds o periodo de 1 dia.
Apés 3 dias de tratamento a quantificacdo de VEGF foi maior (p=0,0120) no musculo
dos animais tratados com FBM em relacdo aos nao tratados. Esse fato, repetiu-se
no periodo seguinte (7 dias) com maior expressao (p=0,0425) de VEGF no musculo

tratado com FBM em relagdo ao mesmo periodo dos animais nao tratados.
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Figura 13. Avaliacdo por imunohistoquimica da expressdo de VEGF. Imagens representativas (A) e
analise quantitativa (B). O percentual de area marcada foi avaliado em musculo lesado tratado ou nédo
com FBM apods 1, 3 e 7 dias. Um maior percentual de marcacao foi encontrado no grupo FBM em
comparacao com o grupo de lesédo (p= 0,0120 e p=0,0425) no terceiro e sétimo dia. Imagens com
ampliagdo 100x, escala 100um. Dados expressos como meédia + SEM. Teste T com corregao de
Welch.

5.8. IMUNOMARCACAO NOS GRUPOS CONTROLES

Nos musculos dos grupos controle (jovens e idosos), ndo foram encontradas
marcagdes positivas para os anticorpos anti-elastase; anti-CD68; anti-CD206 e anti-
VEGF em todos periodos experimentais, conforme observado na imagem a seguir
(figura 9).
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Figura 14. Imagens histolégicas dos grupos controles demonstrando que ndo houve marcagéo
positiva para as imunomarcacoes realizadas. A — anti elastase; B — anti CD68; C — anti CD206; D —
anti VEGF. Aumento de 100x.
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5.9. EFEITO DA FBM NA EXPRESSAO DE RNAMDE IL-6 EM ANIMAIS
IDOSOS
A expressdao de RNAm de IL-6 foi maior (p=0,0002) no periodo de 3 dias no
musculo dos animais que receberam tratamento quando comparado ao grupo leséo.

Nos periodos de 1 e 7 dias nao houve diferenca significante entre os grupos.
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Figura 15. Expressdo génica quantitativa de IL-6. A expressdo foi avaliada em musculo lesado
tratado ou ndo com FBM apds 1, 3 e 7 dias. Uma maior (p=0,0002) expressao foi encontrada apés 3
dias no grupo tratado com FBM em relacdo ao grupo néo tratado. Dados expressos como média *
SEM. Teste T com correcdo de Welch.

5.10. EFEITO DA FBM NA EXPRESSAO DE RNAwmDE TNF-A EM ANIMAIS
IDOSOS
A expressdo de RNAmM de TNF-a foi maior nos muasculos dos animais que
receberam o tratamento com FBM quando comparados aos do grupo lesdo nos
periodos de 3 dias (p=0,0007) e 7 dias (p=0,0480). ApGs 1 dia de tratamento nao

houve diferencga significante entre os grupos.
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Figura 16. Expressdo génica quantitativa de TNF-a. A expressdo foi avaliada em musculo lesado
tratado ou ndo com FBM apoés 1, 3 e 7 dias. Uma maior expressdo foi encontrada apés 3 e 7 dias
(p=0,0007 e 0,0480) no grupo tratado com FBM em relagcdo ao grupo nao tratado. Dados expressos
como média + SEM. Teste T com corre¢do de Welch.

5.11. EFEITO DA FBM NA EXPRESSAO DE RNAmDE TGF-B EM ANIMAIS
IDOSOS
N&o houve diferenca na expressao de RNAmM de TGF-gB entre os grupos lesdo
e lesdo + FBM nos periodos de 1 e 7 dias, no entanto apos 3 dias de tratamento
houve uma expressao maior TGF- (p=0,0002) no grupo tratado com FBM quando

no comparativo com o grupo lesao.
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Figura 17. Expressdo génica quantitativa de TGF-B. A expressédo foi avaliada em musculo lesado
tratado ou ndo com FBM apés 1, 3 e 7 dias. Uma maior (p=0,0002) expresséo foi encontrada apds 3
dias no grupo tratado com FBM em relacdo ao grupo ndo tratado. Dados expressos como média +

SEM. Teste T com corre¢éo de Welch.
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6. DISCUSSAO

Os mecanismos que levam ao reparo muscular tém sido amplamente
explorados na literatura devido a consideravel ocorréncia de lesdes musculares na
populacdo e ao fato de que o reparo dessas condicbes € geralmente lento, muitas
vezes incompleto e acompanhado de fibrose, indicando a necessidade de um
tratamento terapéutico mais eficiente 278384 No entanto, s6 recentemente foi
completamente estabelecido que o0 processo de reparagdo muscular €
cronologicamente coordenado por diferentes populacdes de células imunes 2784,

Em individuos jovens, os neutréfilos colonizam o tecido muscular apés uma
lesdo aguda e atingem um pico no primeiro dia apés a ocorréncia da lesdo 278, A
seguir, os macréfagos (M1) tornam-se numerosos no local da lesdo, atingindo um
pico humérico no segundo dia, e o0 microambiente € dominado por mediadores proé-
inflamatdérios nesse periodo, como o IFN-y e o TNF-a 2789, Por volta do terceiro dia
apos a lesdo, a presenca de macréfagos inflamatérios comeca a diminuir e ocorre
um aumento na presenca do fenoétipo pré-regenerativo de macréfagos (M2). Essa
populacao torna-se predominante a partir do quarto dia apds a lesdo, com reducao
até o sétimo dia, mas o nimero permanece alto até 10 dias apds a lesdo 2789, A
expressdo do TNF-a € maior nos primeiros dois dias apds a lesdo 27, enquanto a
expressdo de IL-6 € maior no terceiro dia e permanece alta até o sétimo dia apos
uma lesdo aguda 3°. A expressdo do TGF-B parece ser maior no sétimo dia apds
uma lesdo aguda, diminuindo a partir de entdo 3. JA a expressdo de VEGF é
aumentada apoés o inicio da fase inflamatéria e pode perdurar por varios dias ¥’.

Os presentes achados revelaram que o musculo lesionado em animais idosos
abriga neutréfilos em menor nimero que os observados nos animais jovens, mas
gue cronologicamente atingem um pico numérico no primeiro dia apos a lesédo e néo
ocorrem nos dias subsequentes, o que € muito semelhante ao padrdo encontrado
em individuos jovens 2780, Ghaly & Marsh (2010) relataram acentuada reducéo na
expressao proteica da enzima mieloperoxidase, que € um marcador de neutrofilos,
do primeiro ao terceiro dia apdés uma lesdo por contusdo em ratos idosos ®°.
Recentemente, um estudo avaliando a presenca de neutréfilos no tecido muscular
de camundongos idosos, dois e cinco dias ap0s a ocorréncia de uma lesdo de
contracdo prolongada, demonstrou que o numero de neutréfilos foi maior apds dois

dias e retornou aos niveis basais apés cinco dias °!. A diferenga na presenca
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continuada de neutrdfilos entre os estudos citados e a presente investigacao pode
estar relacionada a magnitude e ao tipo de lesdo 2’ ou ao tipo de marcacgdo para a
identificacdo de neutrdfilos. No entanto, todos os trés modelos experimentais
demonstraram que a presenca de neutréfilos foi breve, como ocorre em individuos
jovens.

A presenca de macrofagos CD68+ (fendtipo M1) nos musculos de animais
idosos nao tratados foi maior no terceiro dia e diminuiu no sétimo dia, um padrao
cronoldgico semelhante ao padréo descrito para animais jovens submetidos a leséo
aguda 27738  Em individuos jovens, entretanto, o nimero desse tipo de célula
retorna aos niveis mais proximos aos basais apés sete dias, enquanto a presenca
de macrofagos M1 na presente investigacdo continuou sendo maior do que a
encontrada no primeiro dia apés a lesédo e superior a encontrada nos musculos de
animais jovens neste periodo, demonstrando a presenca dessas células por um
mais tempo em individuos idosos. Além disso na comparacdo com os individuos
jovens, o numero de macréfagos M1 foi menor no primeiro dia apés a lesdo nos
idosos, 0 que poderia indicar uma ativacdo mais lenta, ja que s6 no terceiro dia foi
possivel observar um numero de macréfagos M1 semelhante ao encontrado nos
musculos dos animais jovens. Ghaly & Marsh (2010) relataram um aumento
acentuado na expressao proteica de CD68 do primeiro para o terceiro dia ap6s uma
lesdo por contusdo em ratos idosos °° e Sloboda et al. (2018) também verificaram
que o numero de células CD68+ era maior cinco dias apds o alongamento da lesao
de contracdo em camundongos idosos do que apds dois dias 2.

O numero de macrofagos CD206+ (fenétipo M2) atingiu um pico no terceiro
dia e permaneceu praticamente ho mesmo nivel no sétimo dia nos animais idosos
ndo tratados. Na comparacdo com os individuos jovens, o numero de macrofagos
M2 foi menor nos idosos nos periodos de 1 e 3 dias, se igualando aos dos jovens
somente no periodo de 7 dias. O mesmo estudo citado acima °! relatou um nimero
maior de macréfagos M2 (CD163+) em um periodo posterior (5 dias) ap6s um
alongamento da leséo de contracdo em camundongos idosos. Em individuos jovens,
a ocorréncia de macrofagos M2 (CD206+) no tecido muscular lesionado atinge um
pico no quarto dia e depois diminui, permanecendo estavel por pelo menos sete
dias. Os macréfagos M2 (CD163+) permanecem elevados entre o quarto e o sétimo

dia ap6s a leséo 27:73.80,
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A presenca continuada de macréfagos M1 por periodo mais longo em animais
idosos pode indicar uma maior expressdo das citocinas produzidas por esses
macrofagos. No presente estudo, entretanto, a expressao de TNF-a e IL-6 foi maior
no primeiro dia (grupo controle), principalmente o TNF-a, e declinou rapidamente
nos dias seguintes. Em contraste, a expressao do TGF- permaneceu praticamente
inalterada durante todos os periodos experimentais. Sloboda et al. (2018)
encontraram uma reducao na expressao de iINOS, TNF-a, arginase 1 e IL-10 entre
dois e cinco dias apds um alongamento da lesdo de contracdo em camundongos
idosos °1. Hamada et al. (2005) verificaram que os niveis de mRNA para TNF-q, IL-6
(e ndo estatisticamente significante) e TGF-B foram aumentados trés dias apés uma
lesdo aguda excéntrica, mas foram menores nos homens mais velhos em
comparacdo aos homens mais jovens %°. Com o mesmo tipo de lesdo, Ghaly &
Marsh (2010), encontraram maior expressao proteica de TGF- no tecido muscular
de ratos idosos em comparacdo com ratos jovens, bem como um aumento na
marcacdo desta proteina entre o primeiro e terceiro dia apdés uma lesdo por
contusdo em ratos idosos 0.

Muitos pesquisadores associam a dificuldade em relacdo a reparacdo do
musculo esquelético em individuos mais velhos a um grau maior 442595158 oy menor
45159 da quantidade de células imunes e respectivos produtos no tecido lesado
comparada as quantidades encontradas em individuos mais jovens. Também é
importante considerar que a presenca continuada de ambos os fenoétipos de
macréfagos 480 por um periodo maior em individuos mais velhos certamente leva a
lentiddo ou ineficiéncia do processo de reparo. Além disso, a resposta de células
imunes, especialmente macrofagos, em individuos mais velhos pode ser diminuida
ou até mesmo contraria ao que é classicamente esperado para um dado fenémeno.
Esse fendmeno € conhecido como imunossenescéncia, 0 que também pode
dificultar a resolucéo do processo de lesdo 426163,

Em relacéo a cronologia do processo de reparacdo muscular em ratos jovens
apo0s uma lesdo aguda, o tecido apresenta maior area de infiltrado inflamatorio,
edema e mionecrose até o terceiro dia ap0s a lesdo e reducdo dos processos
inflamatérios no sétimo dia, com mionecrose escassa e a ocorréncia de fibras
musculares imaturas (°¢8). Relatos sobre o processo de reparo muscular em ratos
idosos também indicam que o tecido apresenta moderado infiltrado inflamatério

acompanhado por areas de necrose e edema até o terceiro dia apos a lesao, mas
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apresenta intenso infiltrado inflamat6rio e maior area de mionecrose no sétimo dia,
com um numero muito pequeno de fibras musculares imaturas, indicando a
perpetuacdo do processo inflamatério e consequente retardo no reparo 6. No
presente estudo, a permanéncia de um elevado niumero de macréfagos M1 apés 7
dias da lesdo e o menor numero de macrofagos M2 nos periodos inicias podem
auxiliar a entender a permanéncia da necrose tecidual mesmo apos 7 dias da
ocorréncia da lesédo muscular nos individuos idosos.

No presente estudo, o tecido muscular lesado tratado com FBM exibiu uma
modulagédo temporal e quantitativa nas diferentes células imunes, o que tornou o
processo de reparo em ratos idosos muito mais proximo do que ocorre em
individuos jovens 27:8% com redugdo do nimero de neutréfilos e aumento transitério
na quantidade de ambos os fendtipos de macrofagos no terceiro dia, seguido de
reducdo nos dois tipos no sétimo dia. A expressao génica de citocinas importantes
para o processo de reparo também foi aumentada de forma temporal. Aos trés dias
apos a lesédo, o aumento da expressao de TNF-a encontrado nos musculos tratados
com FBM pode ter contribuido para a intensificacdo do processo inflamatério,
coincidindo com a maior presenca de macréfagos M1 nesse periodo. O aumento na
expressdo do TGF-B (coincidindo com a presenga de macrofagos M2), que € uma
citocina que pode apresentar efeito antinflamatoério, mas que também tem papel
quimiotatico para linfécitos e macréfagos 27294184 também pode ter contribuido para
este quadro. Além disso, ambas as citocinas desempenham um papel importante na
estimulacdo da proliferacdo de células precursoras miogénicas 27%4, o que poderia
explicar o maior numero de fibras musculares imaturas descritas por Brito et al.
(2017) apoOs sete dias de tratamento para lesGes musculares em ratos idosos
(utilizando o mesmo modelo e parametros dosimétricos empregados no presente
estudo) 6. O aumento da expressdo de TGF-B apenas no periodo de trés dias no
grupo irradiado também pode ter também contribuido para melhor organizagéo
tecidual, conforme descrito Brito et al. (2017) 76, uma vez que essa citocina exerce
influéncia na regulacao da producéo de colageno s4. Pertille et al. (2012) verificaram
que o tratamento das lesGes de contusdo com fotobiomodulacdo (830nm, 30mW,
4J/cm?, 0,96J por tratamento e 21 sessdes) em ratos idosos levou a uma reducéo
significativa na area lesada apos 21 dias, mas ndo encontraram alteracdes na
expressao dos fatores reguladores miogénicos MyoD e miogenina, bem como TGF-

nos animais irradiados neste periodo 4. A diferenca na modulacdo do TGF-8 e
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diferencas nos resultados entre o estudo citado e a presente investigacdo estédo
muito provavelmente relacionados ao modelo de lesdo e intensidade, bem como aos
parametros de tratamento dosimétricos, como a densidade de energia. Os efeitos do
FBM dependem fortemente dos parametros dosimétricos empregados. Assim,
densidades de energia maiores ou menores que a ideal podem nao gerar um efeito
terapéutico ou podem ter efeitos contrarios aos desejados, o que € denominado
“efeito bifasico” 7°.

O aumento da expressdo de IL-6 no grupo lesionado tratado apenas com
FBM no terceiro dia também pode ter contribuido para o aumento do numero de
fibras imaturas relatadas Brito et al. (2017) aos sete dias ’¢, uma vez que esta
citocina também desempenha um papel importante na proliferacdo e diferenciacéo
de células precursoras miogénicas 8586,

A expressao proteica de VEGF apresentou-se aumentada apos 3 e 7 dias de
tratamento. Esse aumento pode ter contribuido com o aumento de novos vasos
sanguineos descritos por Brito et al (2017) apds 7 dias de tratamento com a FBM 76,
Vatansever et al. (2012) também relataram um aumento na expressdo de VEGF
apos 5 dias de tratamento com a FBM ’°, 0 que vai de encontro com o presente

resultado.
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7. CONCLUSOES

Os resultados da comparacdo da presenca de células infamatdrias nos
tecidos musculares de ratos jovens e idosos demonstram que:
- ApGs 1 dia da leséo, a presenca de neutrofilos, macrofagos M1 e macrofagos M2 é
menor em ratos idosos do que em jovens, o que pode indicar um menor grau de
ativacao ou maior lentidao de resposta.
- Apés 3 dias, o numero de macrofagos M1 é semelhante entre jovens e idosos, mas
0s macréfagos M2 sdo mais escassos nos musculos dos individuos idosos. Neste
periodo, enquanto em individuos jovens, os macréfagos M1 diminuem em proporcao
e o tecido passa a ser colonizado majoritariamente por macréfagos M2, em idosos, a
presenca de macrofagos M2 continua baixa. Este fato pode dificultar transicdo para
a fase de reparo, perpetuando o quadro pré-inflamatério.
- Ap6s 7 dias, os macréfagos M1 sdo mais numerosos nos musculos dos ratos
idosos do que nos dos ratos jovens. A permanéncia de macréfagos M1 em niveis
mais elevados neste periodo pode contribuir para uma inflamacdo prolongada,
capaz de comprometer o reparo, ampliando a necrose tecidual.

J4 a avaliacdo dos efeitos da FBM sobre as células inflamatérias e seus
produtos no no reparo muscular de individuos idosos mostraram que:
- A FBM foi capaz de diminuir a presenca de neutrofilos apés um dia de tratamento,
aumentar o niumero de macréfagos M1 e M2 apls trés dias de tratamento e,
posteriormente, diminuir o nimero dessas células no periodo de sete dias. Esta
modulacdo torna o processo de reparo mais préximo ao que ocorre em individuos
jovens no que concerne a presenca temporal dos diferentes tipos de células
inflamatérias.
- Somado a isso, a expressao génica de TNF-a, IL-6, TGF-8 e VEGF foram maiores
no grupo irradiado do que no grupo nao tratado no terceiro dia do periodo
experimental e apos sete dias de tratamento, apenas a expressao de TNF-a e VEGF
permaneceram maior no grupo irradiado do que no grupo nao tratado. O aumento
temporal na expressao de citocinas e fatores de crescimento pode estar ligado néo
somente a presenca de maior quantidade de células inflamatorias gerado pela FBM
(embora estes produtos ndo sejam exclusivamente produzidos por elas) como a

induc&o de maior ativagao destas células.
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Em resumo, existem diferencas significativas nos tipos e na quantidade das
células inflamatérias que estdo presentes no tecido muscular lesionado de ratos
jovens e de idosos. A FBM é capaz de alterar cronologicamente a presenca das
células inflamatodrias e de seus produtos durante o reparo muscular de ratos idosos,
tornando este processo mais semelhante ao que ocorre nos jovens, aumentando

sua velocidade e consequentemente as chances de regeneracéo tecidual.
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Abstract

Phaotobiomodulation {PEM) enhances muscle repair in aged animals, but its
effect on the modulation of the phenotype of immums cells has nat yet been
determined. Kats { 20-maonth-ald) were submitted to copoinjury of the tibialis
anterior muscle and were treated with PBAL After 1, 3 and 7 days, the musclas
were submitted to immunohistochemical anzlysis for the determination of
neutrophils and macrophage phenotypes. The muscles treated with PEM
exhibited 2 smaller number of neutrophils after one day of treatment and 2
greater number of bath Mi and M2 macrophages after three days of treatment.
The irradizted tissues exhibited 2 smaller amount of both macrophage
phenotypes after seven days of treatment. FEM producad temporzl alterations
in the phenatype of the inflammatory cells during muscle repair process in
advanced-zge animals, indicating that these machanisms may contribute to the
beneficizl effects of this therapy n the treatment of muscle injuries.

Keywords: Photobiomodulation, muscles, inflammation, advanced-aps,
SENESCEMOE

Topict eging, phe=notype, inflammatory cells, inflammetion, macrophapes,
neutrophils, rets, muscle injuries, lderhy, infitbretes,, tibialis arterior muscle,
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UNINOVE
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Uversdan Nove e Asho

Protocolo de Pesquisa referente ao Projeto a* Aa0002/2014

Tiwlo do Projeto; Avallagho do efeito do laser de baixa potencia no processo de reparo
munc_ullr em ankmiks senis.

——— -

[Orfentudor. Raquel Agnelli Mesquita Feerarl ) |

[ Alunos: Adriana de BrittoFelipe de Moura Messias =]

Objetivos:
Cleral « avaliar on efeitos do laser de baixa poténcia (LBP) sobre & expresalio gdnica de citocinm
inflamatdrias em nivel tecidual e celular durante a regenerglio do musculo esquelético de ratos iosos.
Especificos ~ situar o papel do LBP: (1) morfologia do tecido muscular, (2) remodelamento da
matriz extracelular por mejo da stividade de MMP2 ¢ deposigho ¢ distribuigio do coligeno. (3)
fendtipo do macrifagos localizados no sitio da lesio do tecido muscular; (4) sintese de citocines ¢
fatores de crescimento por macrofagos peritonesis.

Método: Serd realizado em roedores, submetidos & terupla LBP ¢ nccrose muscular esquelética
induzida por congelamento extremo.

Animais (procedéncia, raga, linkagem, nimero de awimais, pese, sexo): Ratos Wistar Rattus
novergicus albinus, machos; peso corporal de aproximadamente 400 g, tamanho amostral de 66
animais; orlundos do biowrio central da Uninove.

Os animais serdo distribuidos aleatoriamente em 035 grupos experimentais:

- Grupo | Controle: Os animais nlo serdo submetidos a nenhum procedimento, havendo remogio
do mdsculo tiblal anterior (TA) (n= 6);

- Grupo 2 Sham: Os animais scrfio apenas submetidos 30 procedimento de exposiclo do misculo
TA esquerdo (TAE) (n= 6);

- Grupo 3 Criolesio sem tratamento: Os animais serdo apenas criolesionados no mdsculo TA
dircito (TAD) ¢ estes nllo receberiio tratamento (=24 ),

- Grupo 4 Crioles3o tratado com LBP: Os animais serdio criolesionados no misculo TAD ¢ tratados
com LBP (n=24),

« Grupo § irmudiado com LBP: Os animais receberiio apenas a irradiagdo laser no misculo TAD
(0=6).

Os animais dos grupos irmdiado com LBP, cricleslo sem tratamento ¢ criolesdo tratado com LBP
serfio eutanasiados apds 1, 3, 5 ¢ 7 dias, sendo 24 amostras de cada grupo experimental destinadas &
andlise de expressio génica por PCR em tempo real ¢ determinacio do fendtipo de macréfagos por
himunoistoguimica. Os animais do grupo imadiado com LBP receberdo a aphicagdo diretamente sobre
n drea correspondente a0 local dos grupos criolesionados.
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Condigdes de alojamento ¢ nutrigdo: acondicionados em gasolas plisticss, com lemperatura smbicnte
de 22°C, wmidade relativa do ar de 40% ¢ ciclo clar/escuro de 12 homs. O animals terlo scowso
brrestrito o Agua e ragho,

Mediday para evitar extresse e/on dor nos animaly: Cada animal serd submetido & anestesia pré-
operstoria composte de mistura de Cetaming ¢ Xilazing. Clondrato de trumadol (30 mg/hkg por
gavagem de 12/12 homs durante 48 horas)

Procedimento Anextéxico e/ou Analgésico (incluir dose ¢ viax de adminbstragdo): Ndminitragho Lp
de mistura de Cetamina (B0mg/kg massa do animal) ¢ Xilazing ([ 0mgkyg de mama do saimal)

Ewtandsia; Superdosagem de anestésico Cetamina (240mp/kg massa do animal) e Xilazina (30mg'hyg
de mussa do animal).

Pertinéncta ¢ walor cientffico do estudo proposto: O estudo possus pertinéncia clentifica ¢
metodoldgica, que permitind coructerizar o papel da LBP no reparo tecidual ¢ modulacio imnflamaticia
da musculaturn estrinda esqueléticn.

Apresentudo u este Comitd para sndlise ética, fol considerado:

(X) Aprovade, sendo que este projeto deverd permanccer arquivade per 05 (clnce) anos sesta
Seeretaria.

{ ) Com pendéncin (relacionar), devendo o Pesquisador encaminhar as modificagdes sugeridas, ¢
inicior a coleta de dados somente apos a aprovagio do projeto por este Comitd.

() Nio-Aprovado

Comentirio;
< Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar a0 CEUA-UNINOVE, o relatério final sobre a

pesquisa (Lei Procedimentos para o Uso Cientifico de Animais - Lei N 11.794 -8 de outubro de
2008).

Sio Pavle, 17 de margo de 2014,

s
Prof. Dra. De Angelis
Coordenadora do Comité de Etica no Uso de Animais
Universidade Nove de Julho
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