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“Suba o primeiro degrau com fé. 

 Não é necessário que você veja toda a escada.  Apenas dê o primeiro passo”. 

.Martin Luther King 



RESUMO 

A hipertrofia compensatória ocorre devido à sobrecarga mecânica do músculo 

promovendo o aumento no tamanho da fibra muscular. A fotobiomodulação (FBM) tem 

demonstrado efeitos benéficos sobre o tecido muscular durante a hipertrofia 

compensatória. O objetivo desse estudo foi avaliar os efeitos da FBM sobre os 

marcadores inflamatórios Interleucina-6 (IL-6) e Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF-

α) e sobre a atividade das metaloproteinases do tipo 2 da matriz (MMP-2) durante o 

processo de hipertrofia por sobrecarga do músculo plantar de ratos. Metodologia: 

Foram utilizados 45 ratos wistar, pesando 250 g, divididos em 3 grupos: grupo 

controle, grupo hipertrofia e grupo hipertrofia com irradiação. A hipertrofia foi induzida 

através do modelo de ablação dos sinergistas do músculo plantar. A irradiação foi 

realizada com laser de baixa potência AsGaAl (λ 780 nm; 40mW; densidade de 

energia 10J/cm²; 10 segundos cada ponto, 8 pontos; 3,2J). Os grupos foram avaliados 

após 7 e 14 dias. Ao final do protocolo os músculos plantares foram removidos e 

encaminhados para análise dos marcadores inflamatórios por técnica de ELISA e por 

PCR em tempo real e a atividade das MMP-2 por técnica de zimografia. Resultados: 

A expressão proteica demonstrou que a FBM aumentou os níveis de IL-6 no grupo 

hipertrofia +LBP (H+LBP) quando comparado ao grupo hipertrofia (H) e reduziu o 

TNF-α nos grupos H e H+LBP quando comparado ao grupo Controle após 7 dias.  A 

expressão gênica demonstrou um aumento de IL-6 no grupo H+LBP quando 

comparado ao grupo H após 14 dias e um aumento de TNF-α no grupo H+LBP quando 

comparado ao grupo H após 7 dias. Em relação a atividade da MMP-2 houve aumento 

nos grupos H e H+LBP quando comparado ao grupo controle após 7 e 14 dias. 

Conclusão: A FBM no processo de hipertrofia compensatória modulou a expressão 

das citocinas inflamatórias IL-6 e TNF-α, contudo não alterou de forma significativa a 

atividade da MMP-2, nos períodos avaliados embora tenha demonstrado uma 

tendência de elevação após 14 dias. 

 

 

Palavras-Chave: Músculo esquelético, Hipertrofia, Terapia com luz de baixa 

intensidade, Citocinas, Fototerapia. 

 

 

 



ABSTRACT 

Compensatory hypertrophy occurs due to mechanical overload of the muscle 

promoting increase in muscle fiber size. Photobiomodulation (PBMT) has 

demonstrated beneficial effects on muscle tissue during compensatory hypertrophy. 

The objective of this study was to evaluate the effects of PBMT on the inflammatory 

markers Interleukin-6 (IL-6) and Tumor Necrosis Factor Alpha (TNF-α) and on the 

activity of matrix type 2 metalloproteinases (MMP-2) during the rat plantar muscle 

overload hypertrophy process. Methods: Wistar rats, weighing 250 g, were divided 

into three groups: control group, hypertrophy group and irradiation hypertrophy group. 

Hypertrophy was induced through the ablation model of plantar muscle synergists. The 

irradiation was performed with AsGaAl low-level laser (λ 780 nm; 40mW; energy 

density 10J/ cm²; 10 seconds each point; 8 points; 3,2J). The groups were evaluated 

after 7 and 14 days. At the end of the protocol, the plantar muscles were removed and 

sent for analysis of the inflammatory markers by Elisa and by real-time PCR technique 

and the activity of MMP-2 by zymography technique. Results: Protein expression 

increased IL-6 levels in the Hypertrophy + low-level laser theraphy  (H + LLLT) group 

when compared to the  hypertrophy group (H), a reduction was observed in the H group 

when compared to the Control group and reduction of TNF-α in the H and H + LLLT 

groups when compared to the Control group after 7 days. Gene expression 

demonstrated an increase of IL-6 in the H + LLLT group when compared to the H group 

after 14 days and an increase of TNF-α in the H + LLLT group when compared to the 

H group after 7 days.  MMP-2 activity increased in the H and H + LLLT groups when 

compared to the control group after 7 and 14 days. Conclusion: PBMT in the process 

compensatory hypertrophy modulated the expression of inflammatory cytokines IL-6 

and TNF-α, but did not significantly alter the activity of MMP-2 in the evaluated periods 

although it showed a tendency to increase after 14 days. 

 

 

 

Key words: Skeletal muscle, Hypertrophy, Low-intensity light therapy, Cytokines, 

Phototherapy. 
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1. CONTEXTUALIZAÇÃO 

        

O tecido múscular esquelético compõem cerca de 40% á 45% do peso corporal 

total(1). Este tecido apresenta grande capacidade adaptativa (plasticidade) é composto 

por fibras musculares e células satélites (CS) rodeadas por matriz extracelular 

(MEC)(2), o músculo esquelético é capaz de alterar suas características para atender 

às suas diversas demandas funcionais(3,4,5). 

       A adaptação neste tecido pode ocorrer por conta de uma sobrecarga mecânica 

aguda imposta as fibras musculares, favorecendo o aumento da síntese proteica, 

promovendo assim o aumento da área transversal da fibra muscular, bem como, da 

massa muscular(4,6,7). 

       O aumento do tamanho da fibra, ou seja, a hipertrofia, é necessária para permitir 

que o músculo atenda a demanda exigida para a geração de força(6).       Associado 

ao crescimento da fibra, ocorrem outras alterações no tecido muscular, como o 

remodelamento da matriz e o aumento do fluxo sanguíneo que são necessários para 

garantir a funcionalidade do músculo(4).   

 

1.1  HIPERTROFIA COMPENSATÓRIA 

      A literatura descreve algumas formas possíveis para alterar a demanda 

funcional de um músculo, dentre as quais estão: a sobrecarga por meio de exercícios 

e treinamento8, o alongamento e a mobilização(9,10) e a hipertrofia compensatória (HC), 

A técnica de HC, consiste na retirada cirúrgica dos músculos sinergistas(11-14). Neste 

estudo, utilizamos o modelo de HC, por ser um modelo que induz a um rápido aumento 

de massa muscular em um curto espaço de tempo, que resultam em alterações 

celulares e moleculares significativas (4,11,15,16). 

 

1.2 MODELO DE SOBRECARGA FUNCIONAL 

        O modelo de hipertrofia compensatória através da sobrecarga funcional, está 

bem descrito na literatura e portanto, é utilizado por diversos autores por permitir uma 

efetiva resposta hipertrófica e adaptativa do tecido muscular em poucos dias. A 

indução da HC, consiste na ablação dos músculos sinergistas através de 

procedimento cirúrgico, direcionando assim um excesso de carga mecânica sobre um 
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outro músculo que deverá se adaptar a essa sobrecarga(7,11,17). 

        Os músculos comumente utilizados no modelo de hipertrofia compensatória em 

ratos são os músculos sóleo e plantar, para isso retira-se o músculo gastrocnêmio em 

todas as suas porções (lateral e medial), sobrecarregando assim o músculo sóleo, ou 

retira-se os músculos gastrocnêmio e sóleo sobrecarregando-se o músculo plantar (4 

14,18,19). 

         O músculo esquelético apresenta fibras de dois tipos: as fibras rápidas que 

incluem os tipos IIa, IIb, IIx/IId e as fibras lentas que compreendem o tipo I(18,20), neste 

estudo, utilizamos o músculo plantar para gerar a sobrecarga funcional, a justificativa 

embasada na literatura para a utilização do músculo plantar, consiste no fato de que 

suas fibras são predominantemente compostas por fibras IID, além de tipo I: 8 ± 2%; 

tipo IIA: 19 ± 3% e tipo IIB/D: 74 ± 4%   e por sua rápida adaptação(11,20). Este músculo 

apresenta pouca quantidade de mitocôndrias uma vez que utiliza a via glicolítica, 

obtendo assim uma rápida resposta. A ablação dos sinergistas do músculo plantar 

promove uma sobrecarga de características crônica o que geram respostas 

hipertróficas com adaptação rápida envolvendo massa muscular, síntese de 

proteínas, sinalização e ativação de enzimas(14,15). 

       Um ponto importante a ser considerado no momento da cirurgia, é preservar a 

condição neurovascular do músculo, uma vez que um dano a essa região implica na 

perda da função motora muscular, bem como, no desenvolvimento da hipertrofia do 

músculo que sofrerá a sobrecarga(12). 

 

1.3 FUNÇÃO DAS CELULAS SATÉLITES NA HIPERTROFIA COMPENSATÓRIA 

 

Durante a hipertrofia compensatória ocorre a ativação das células satélites (CS), 

estas, são células precursoras miogênicas indiferenciadas que permanecem em 

estado quiescentes, entre a lâmina basal e o sarcolema das fibras musculares(2,21,22) 

23. Quando ativadas após algum tipo de dano tecidual, uma pequena parte retorna ao 

estado quiescente para restabelecer a população de CS, processo conhecido como 

auto renovação(24-25), enquanto uma outra parte migra para o local da lesão 

diferenciando-se em novas miofibras ou ainda unindo-se as miofibras pré-

existentes(23,26). 
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      Para que ocorra a hipertrofia é necessário que as miofibras incorporem novos 

mionúcleos as fibras já existentes, o que permite a fibra muscular aumentar o seu 

tamanho, caracterizando assim a hipertrofia(23,26). Além disso, a sobrecarga aguda no 

músculo faz com a área de secção transversa (AST) da fibra aumente seu tamanho, 

consequentemente aumentando a massa muscular(18) e a quantidade de 

mionúcleos(27). 

      O domínio mionuclear consiste em uma determinada área de citoplasma 

controlada por um único mionúcleo(28,29)., a quantidade de mionúcleos pode estar 

relacionada com a síntese proteica e com a incorporação de novos mionúcleos 

doados por outras células satélites(29).  

      As CS são ativadas frente a um estímulo de sobrecarga por exercício ou ainda 

por dano muscular(23). Quando ativadas, as CS saem do seu estado quiescente e dão 

sequência aos seguintes eventos: proliferação, diferenciação, migração e fusão com 

uma fibra adulta ou formação de uma nova fibra.(15,16,23,26). 

      A hipertrofia do músculo esquelético pode ocorrer através dos seguintes 

mecanismos: por ativação das CS em respostas a um estímulo agudo, como no caso 

da ablação sinérgica de determinados músculos ou através de realização de 

exercícios excêntricos de alta intensidade. É importante lembrar que estas são 

situações que favorecem o surgimento de lesões musculares(20). 

 

1.4 MEDIADORES INFLAMATÓRIOS NO MÚSCULO ESQUELÉTICO 

 

      O músculo esquelético é um orgão capaz de liberar e expressar citocinas(30,31). 

As citocinas compõem um grupo de polipeptídeos ou proteínas com ação 

imunorreguladora(32), produzidas por vários tipos de células, bem como, por células 

do sistema imunológico, elas incluem as interleucinas, os fatores estimuladores de 

crescimento, o fator de necrose tumoral, os fatores de crescimento, entre outros(33). 

Quando liberadas, essas citocinas medeiam a comunicação entre as células de forma 

local ou sistêmica(33) e podem ser liberadas por diversas células através de diversos 

estímulos(33). Por isso as citocinas são consideradas pleiotrópicas por influenciar 

vários tipos de células com diferentes efeitos de acordo com o tecido alvo(33). Diante 

de uma  lesão tecidual, ocorre uma inflamação local do tecido, com presença de 

citocinas que facilitarão o influxo das células de defesa como os neutrófilos, os 

linfócitos e os monócitos para o músculo(32).  
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Quando liberadas pelas fibras do músculo esquelético, esses mediadores 

inflamatórios são denominados de miocinas(31). As miocinas podem  exercer efeitos 

parácrinos (locais) ou endócrinos (sistêmicos)(31,34) e podem aumentar em quantidade 

durante um trauma, como também podem diminuir após a remissão do trauma(35).  

Durante o processo de hipertrofia muscular, há presença de marcadores 

inflamatórios, como por exemplo a interleucina-6 (IL-6) e o fator de necrose tumoral 

(TNF-α)(36). Broholm C et al. (2008)(37), relataram em seu estudo que o processo de 

contração muscular desempenha um papel de regulação das miocinas, a exemplo 

disto podemos destacar o papel da interleucina-6 (IL6)(38), a IL-6 é a primeira miocina 

que é produzida e liberada pela musculatura esquelética em resposta à contração 

muscular, sua ação ocorre tanto no tecido muscular como também em outros órgãos 

quando transportadas pela corrente sanguínea(34,37). Especificamente no músculo 

esquelético, a IL-6 pode agir como sensor de energia favorecendo a captação de 

glicose pelo músculo(34). A IL-6 é também responsável pela ativação das células 

satélites, aumentando sua proliferação, formando assim novas fibras denominadas 

mioblastos, promovendo aumento da massa muscular e consequente hipertrofia do 

músculo a partir da sinalização das células satélites(34). 

      Quando em níveis elevados, ou seja, logo após um estímulo, a IL-6 

desempenha uma importante função na proliferação das células musculares, já em 

níveis baixos, após cessar os estímulos, a IL-6 participa da diferenciação das células 

satélites então proliferadas(34). Assim certos estímulos imposto ao tecido muscular 

como o exercício, ou um estímulo advindo de uma sobrecarga funcional como ocorre 

na hipertrofia compensatória, podem desencadear a produção de IL-6 no tecido 

muscular, aumentando a quantidade de mionúcleos e promovendo um ambiente 

propício para o estímulo da síntese proteica(34).    

      A concentração de IL-6 no músculo esquelético, tem demonstrado relação ao 

estimulo para a liberação de outras citocinas com efeito  anti-inflamatório, como a (lL-

1ra) e a (IL10)(32), portanto, a IL-6 pode ainda apresentar efeitos regulatórios ou 

moduladores da inflamação sobre o tecido múscular(32).  

       Um estudo com camundongos deficientes de IL-6, demonstrou que não ocorreu 

hipertrofia das miofibras, após a sobrecarga do músculo plantar por ablação do tendão 

do gastrocnêmio, uma vez que não verificou-se um aumento significativo na AST das 

fibras musculares desses animais quando comparado à camundongos sem alteração 
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genética de IL-6, demonstrando a importância dessa citocina na hipertrofia por 

sobrecarga(39).  

Outra miocina importante para músculo esquelético é o fator de necrose tumoral 

alfa (TNF-α). Esta citocina encontra-se presente em casos de inflamação aguda, 

portanto é considerado um mediador precoce da inflamação(40). Apresenta-se também 

em  processos infecciosos e em muitas doenças em diversas partes do corpo 

humano(40,41). No que se diz respeito ao tecido muscular, o TNF-α relaciona-se 

diretamente com situações de lesão tecidual(42). 

O TNF-α é produzido pelo sistema imunológico e apresenta característica pró 

inflamatória(43), é liberado por monócitos, neutrófilos e macrófagos(5), sendo assim, 

pode contribuir para o processo de reparo muscular, através do influxos dessas 

células que realizarão a fagocitose e remoção do tecido danificado, melhorando assim 

as condições de reparo do tecido muscular e diminuindo a inflamação(32,44). Contudo, 

seu aumento, associa-se também a efeitos deletérios às células como ausência de 

proteção, diminuição do volume de massa muscular e apoptose celular(44), portanto é 

importante considerar sua quantidade no tecido muscular em diferentes situações 

como por exemplo na HC. Além disso está citocina  é capaz de favorecer a cascata 

de outras citocinas(43), como por exemplo a IL-6 por meio da ativação do fator nuclear 

Kappa B (NF-KB), influenciando no processo de diferenciação das células 

musculares(45). Um outro aspecto importante dessa citocina é mediar a fase 

proliferativa da miogenese(46). 

  

1.5 MATRIZ EXTRACELULAR - SUA IMPORTÂNCIA NO TECIDO MUSCULAR E 

FUNÇÂO DAS METALOPROTEINASES DA MATRÍZ 

         A matriz extracelular (MEC), é compreendida como uma estrutura dinâmica que 

confere suporte, proteção e estabilidade ao tecido muscular47. A MEC é composta por 

colágenos tipo I, III e IV, fibronectina, elastina, proteoglicanos e laminina(48). A 

degradação dos componentes da MEC, ocorrem através  de enzimas denominadas 

metaloproteinases da matriz (MMPs), sendo estas, enzimas dependentes de cálcio e 

zinco que participam diretamente no processo de remodelamento da matriz(48,49). 

        O remodelamento por meio da degradação dos componentes excessivos MEC, 

é de fundamental importância, uma vez que o excesso desses componentes como 

por exemplo o colágeno, que apesar de ser o principal componente da matriz com 
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importante papel no desempenho da função muscular, quando em excesso pode 

comprometer o desempenho e as características do tecido muscular devido a 

formação de tecido cicatricial (fribose), expondo assim o músculo a um aumento ao 

risco de lesão e/ou perda de função(49). 

As principais MMPs presentes no músculo esquelético são as MMP-2 e as MMP-

9, responsáveis por degradarem os colágenos tipos: IV, VII e X. Especificamente as 

MMP-2, participa da regeneração do músculo, degradando os componentes da lâmina 

basal e dessa forma, contribuindo para a migração, proliferação e diferenciação das 

CS (49,50). 

    As MMP-2 degradam e modulam a deposição do colágeno tipo IV, favorecendo 

uma melhor organização desse colágeno no tecido e contribuindo com a formação de 

novas fibras(51).  

        O colágeno do tipo IV, pode ser encontrado em grande quantidade na 

membrana basal, contribuindo para o remodelamento e arranjo tecido muscular e 

parece estar envolvido com a transmissão da força do músculo para o tendão durante 

a hipertrofia muscular(52), sendo este um importante aspecto a ser considerado, já que 

durante a hipertrofia compensatória ocorre intenso remodelamento da MEC. para 

atender as modificações decorrentes deste processo, contudo os mecanismos e vias 

de suporte que a MEC oferece durante a hipertrofia ainda não estão totalmente claros.   

  

1.6 LASER DE BAIXA POTÊNCIA 

O laser de baixa potência (LBP), tem sido utilizado como um recurso terapêutico 

nos tratamentos de diversas alterações musculoesquelética, devido a sua capacidade 

de apresentar uma resposta positiva na modulação dessas alterações conforme já 

descrito na literatura(4,49,53). 

O LBP apresenta um efeito fotobiomodulador sobre os tecidos em diferentes 

condições, favorecendo a proliferação celular(54) e a neoangiogenese(49). Esses efeitos 

biológicos, dependem dos parâmetros empregados, como comprimento de onda (λ), 

intensidade da potência (W/cm²), a energia (J), a densidade de energia (J/cm²), e o 

tempo do tratamento(49). Outro aspecto importante a ser considerado, é o tipo de 

tecido, uma vez que este, pode influenciar na absorção da luz pelos cromóforos 

presentes nas células. O efeito da irradiação do laser nos tecidos, ocorre através da 

absorção da luz, pelos fotorreceptores presentes nas células, estes podem modular 
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as reações bioquímicas e fotoquímicas nas células, promovendo assim diversas 

reações intracelulares que resultará na transferência de elétrons da cadeia 

respiratória, induzindo a síntese de adenosina trifosfato (ATP)(55). Essas tranferências 

de elétrons ocorrem nos cromóforos localizados dentro da mitocôndria, esse processo 

é definido como cadeia mitocondrial respiratória. 

Dentre os efeitos positivos do LBP, encontram-se a modulação da resposta 

inflamatória, da mionecrose, da síntese e produção de colágeno(49,51,56) e do 

remodelamento da MEC(51), além de apresentar efeitos positivos sobre os fatores de 

crescimento(57) e sobre a angiogenese(55). Em relação a modulação da resposta 

inflamatória  Alves et al. (2014)(54), demonstraram que o  uso do LBP no tecido 

muscular de ratos após a indução da lesão através de criolesão, diminuiu o processo 

inflamatório e a mionecrose e favoreceu de forma positiva a angiogenese, a atividade 

da MMP-2 e a organização e deposição do colágeno. Souza et al. (2011)(56), 

verificaram um aumento na quantidade de fibras de colágeno tipo I e III após 7 dias, 

observou também um aumento  da angiogenese e redução de mionecrose. No estudo 

de Ribeiro et al. (2015)(49), ao utilizar o LBP com comprimento de onda de 780nm, 

verificaram que houve redução do infiltrado inflamatório  após 3 dias, bem como da 

mionecrose após 1 e 3 dias, nesse mesmo estudo, evidenciou-se também um 

aumento no número de vasos sanguíneos  após 3 e 7dias, aumento das fibras 

imaturas após 7 dias, além de redução e organização do colágeno após 7 dias.  

Mesquita-Ferrari et al. (2011)(57) ao aplicar o LBP durante o processo de reparo 

muscular, verificaram uma modulação na expressão das citocinas TNF-α após 1 e 7 

dias e TGF-β após 7 dias, ambas as citocinas, apresentaram redução em sua 

expressão no período avaliado. 

Apesar de diversos estudos descritos na literatura mencionar muitos efeitos 

postivos do LBP sobre o tecido muscular durante a fase de reparo desse tecido, pouco 

há descrito sobre seus efeitos durante a hipertrofia compensatória. No estudo de 

Terena et al. (2015)(7), ao analisar o efeito do LBP 780nm sobre os aspectos 

morfológicos do tecido muscular durante o processo de hipertrofia compensatória por 

sobrecarga, verificaram um aumento na área de secção transversa das fibras  

musculares após 14 dias. Em um outro estudo, Terena et al.  (2018)(4),  demonstraram 

que durante a hipertrofia do músculo plantar de ratos induzida por ablação de seus 

sinergistas (gastrocnêmio e sóleo), houve: (1) aumento da área de secção transversa 

no grupo irradiado, (2) aumento no número de mionúcleos após 14 dias, (3) um 
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aumento do colágeno no grupo irradiado após 7 dias e uma diminuição após 14 dias.  

Observaram ainda maior organização das fibras colágenas nos tendões após 7 e 14 

dias ao compará-las com as fibras do grupo que não recebeu irradiação com LBP. 

Sabendo-se que o LBP apresenta efeitos fotobiomoduladores no músculo 

esquelético durante o processo de hipertrofia compensatória, analisar a interação 

desse recurso sobre os marcadores inflamatórios IL-6 e TNF-α assim como também 

sobre a atividade das MMP-2, durante o processo de hipertrofia compensatória, nos 

permite melhorar o entendimento dos mecanismos do LBP sobre o tecido muscular 

quando exposto a uma situação de sobrecarga. 

 

JUSTIFICATIVA  

         Clinicamente, o LBP é utilizado como um excelente recurso terapêutico diante 

de diversos danos musculares, por promover um bom efeito reparador sobre o tecido 

muscular(48,49,51,58). A hipertrofia compensatória é causada por lesões nervosas 

parciais e/ou por desequilíbrios que diminuam a ação dos músculos sinergistas, 

aumentando a sobrecarga em outros músculos que deverão se adaptar(7). 

Apesar de alguns estudos(4,7) demonstrar efeitos positivos do LBP durante o 

processo de hipertrofia compensatória do músculo esquelético, não há relatos na 

literatura sobre o efeito direto do LBP, sobre a modulação dos marcadores 

inflamatórios nem sobre a MMP-2 durante processo de hipertrofia por sobrecarga. 

Portanto a compreensão de como o LBP pode interferir sobre os marcadores 

inflamatórios e sobre as MMP-2 no processo de HC, nos permite ampliar o 

entendimento de ação desse recurso terapêutico, possibilitando estabelecer novos 

protocolos de tratamento que resultem em melhoria funcional durante a hipertrofia 

muscular compensatória por sobrecarga. 

Como hipótese, o LBP poderá interferir na hipertrofia por sobrecarga, modulando 

a expressão proteica de mediadores inflamatórios, e a ação das MMP-2 no tecido 

muscular durante esse processo, promovendo assim uma melhor resposta do tecido 

muscular, no que se diz respeito aos mecanismos envolvidos na hipertrofia por 

sobrecarga muscular. 
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2. OBJETIVO 

 

▪ Geral: Avaliar os efeitos do LBP (780 nm) sobre a expressão de mediadores 

inflamatórios e de metaloproteinase da matriz durante o processo de hipertrofia 

por sobrecarga no músculo plantar de ratos. 

 

▪ Específicos: Avaliar os efeitos do LBP (780 nm) sobre as citocinas IL-6 e TNF-

α durante o processo de hipertrofia por sobrecarga.  Avaliar os efeitos do laser 

de baixa potência sobre a atividade da MMP-2 no músculo plantar durante a 

hipertrofia por sobrecarga. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

O projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa Animal da 

Universidade Nove de Julho - UNINOVE (AN0013/2017) e os experimentos foram 

realizados em conformidade com as diretrizes do Conselho Nacional para o Controle 

de Experimentação Animal (CONCEA). 

 

   3.1.Animais 

 

Foram utilizados 45 ratos Wistar, machos, com idade de 2 meses e peso médio 

de 250g, mantidos no biotério da UNINOVE em caixas plásticas apropriadas, 

temperatura ambiente de 22°C, umidade relativa de 40%, luminosidade controlada 

com ciclo de 12h (claro/escuro) e comida e água ad libitum. 

 

   3.2.Grupos experimentais  

 

Os animais foram distribuídos aleatoriamente em 3 grupos experimentais.  

 

Exceto os animais do grupo I (Controle), os outros 40 animais fizeram parte tanto 

do grupo II (Hipertrofia), como do grupo III (Hipertrofia + LBP) respectivamente, pois 

a cirurgia foi realizada bilateralmente, possibilitando que um mesmo animal fizesse 

parte tanto do grupo II (pata direita sem irradiação), como do grupo III (pata esquerda 

com irradiação). A decisão em realizar a cirurgia bilateralmente, está embasada no 

resultado de em estudo de revisão sistemática realizado e publicado por nosso grupo 

de pesquisa (Terena et al.2017)(11). 

 

I. Grupo Controle: Os animais não foram submetidos a nenhum procedimento 

cirúrgico nem a irradiação com LBP. Os animais foram eutanasiados 1 dia 

após a cirurgia dos outros grupos. Os dois músculos plantares direito e 

esquerdo de cada animal foram removidos (n=10/ 5 animais); 

 

II. Grupo Hipertrofia (H): Os animais foram submetidos à ablação dos músculos 

sinergistas do músculo plantar (patas direitas). Não foram irradiados com LBP 
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e foram eutanasiados após 7 e 14 dias, sendo 20 amostras retiradas após 7 

dias de experimento e 20 amostras retiradas após 14 dias (n=40/ 40 animais); 

 

III. Grupo Hipertrofia +  Laser de Baixa Potência (H+LBP): Os animais foram 

submetidos à ablação dos sinergistas do músculo plantar e neste grupo foi 

realizada a irradiação com LBP na região do músculo plantar (patas 

esquerdas). Os animais foram eutanasiados após 7 e 14 dias, sendo 20 

amostras retiradas após 7 dias e 20 amostras retiradas após 14 dias (n=40/ 

40 animais). 

 

      Após a eutanásia as amostras musculares foram destinadas a análise dos          

mediadores inflamatórios IL-6 e TNF-α e para análise da atividade das MMP-2. 
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3.3. Fluxograma da metodologia do estudo 

 

      

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 
  
  

 

 

 

Estudo experimental in vivo 

 

II. Grupo 
Controle: 
 5 animais; 

 Utilizou-se as duas 
patas de cada 
animal; (n=10) 

II.Grupo 
Hipertrofia (H): 

40 animais; 
 Utilizou-se nesse 
grupo somente as 

patas direitas; 
(n=40) 

 
 

 
III.Grupo 

Hipertrofia + LBP 
(H+LBP) 

40 animais; 
 Utilizou-se nesse 
grupo somente as 
patas esquerdas; 

(n=40) 
 

Nos grupos H e 
H+LBP, 20 animais 
foram eutanasiados 

após 7 dias e 20 
animais após 14 

dias de experimento 
 

Nestes dois 
grupos utilizou-se 

os mesmos 
animais 

 
Patas direitas = 

grupo H 
 

Pastas esquerdas =  
grupo H+LBP 

 

 

45 Ratos Wistar 

Machos 

2 meses 

250 gramas 

 

 
As patas dos 

animais do grupo 
Controle e as patas 

dos animais do 
grupo Hipertrofia 

não foram irradiados 

 

Somente as patas 
do grupo H + LBP, 
foram irradiadas 1 
vez ao dia, durante 

7 ou 14 dias de 
acordo com o 

período 
experimental de 

cada grupo 

Grupos experimentais 

 

Ao término de cada período experimental seguiu-se:  

✓ Remoção do músculo plantar 

✓ Homogeneizado do tecido muscular 

✓ Análise dos tecidos por técnica de: 

• RT-PCR : Expressão gênica de IL-6 e TNF-α; 

• ElISA :Expressão proteica de IL-6 e TNF-α; 

• Zimografia : Atividade gelatinolítica de MMP-2. 

 
✓ Eutanásia dos animais  

✓ Retirada dos músculos 

 

Características dos 
animais e procedimentos 

 

Os animais do 
grupo Controle 

foram eutanasiados 
um dia após a 

cirurgia dos outros 
grupos 
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3.4. Procedimento cirurgico 

 O modelo da hipertrofia utilizado, consiste na remoção cirúrgica dos músculos 

sinergistas do músculo plantar, bilateralmente, impondo uma sobrecarga de trabalho 

funcional sobre esse músculo. Esta técnica cirúrgica foi usada inicialmente por 

Gutmann & Schiaffino & Hnazlikova em 1971(59)  e posteriormente  utilizada por Terada 

et al. 2012(15), Gordon et al. 2012(60), também foi descrita e utilizada por Terena et al. 

2017(11). 

 Os animais foram pesados e anestesiados com injeção intraperitoneal a base 

de Ketamina 10% (0,2/100g do animal) e Xilazina 2% (0,1/100g do animal).  Para 

aplicação da anestesia foram utilizadas seringas de modelo insulina. Em seguida foi 

realizada a tricotomia seguida da incisão longitudinal na região dorsal da pata traseira 

de ± 2cm e exposição do músculo gastrocnêmio. Esses tendões foram isolados e 

seccionados para permitir a remoção parcial do músculo. O mesmo procedimento foi 

realizado para o músculo sóleo, com cuidado para não causar lesões em nervos e 

vasos sanguíneos. O músculo plantar situado abaixo dos músculos removidos foi 

preservado e sofreu a sobrecarga funcional (figura 2).  

Após o procedimento cirúrgico, foi realizada a sutura das áreas incisadas 

utilizando-se fio de poliamida e os animais foram mantidos em gaiolas. 

 

Figura 2: Procedimento cirúrgico de ablação dos sinergistas para a hipertrofia do 

músculo plantar. (A) tricotomia da região posterior da pata traseira; (B) incisão de 2 

cm; (C) exposição e secção do tendão do m. gastrocnêmio lateral; (D) retirada parcial 
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do ventre muscular do m. gastrocnêmio lateral; (E) m. sóleo – retirada total; (F) retirada 

parcial do ventre muscular do m. gastrocnêmio medial; (G) m. plantar já isolado; (H) 

realização de sutura. (Terena et al.2017). 

 

 

3.5 . Irradiação com Laser de Baixa Potência (LBP) 

        Imediatamente após a cirurgia, e em todos os dias do experimento ( 7 ou 14 dias) 

de acordo com o período experimental, os animais foram irradiados com LBP com os 

seguintes parâmetros: (λ = 780 nm, com potência de saída de 40 mW e área do feixe 

de 0,04 cm2 (TwinLaser, MMOptics, São Carlos, Brasil), dose de 10J/cm2 por ponto, 

por 10 segundos cada ponto, energia total: 3,2J), conforme descrito na literatura(4,49,51, 

57). A irradiação foi unilateral (pata esquerda)(11),   

O equipamento e os parâmetros da irradiação utilizados estão na Figura 3 e 

tabela 1.  

  

                                    

              Figura 3: Equipamento utilizado para irradiação (terena et al. 2017) 
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Tabela 1: Parâmetros programados durante a irradiação  

Meio ativo Arseneto de Gálio e Alumínio (AsGaAl) 

Comprimento de onda 

Frequência do laser 

Área do feixe 

Potência média 

Densidade de potência 

Densidade de energia 

Energia por ponto 

Total de pontos 

Tempo por ponto 

Tempo total 

Energia total 

780 nm 

Contínuo 

0,04 cm2 

40 mW 

1 W/cm2 

10 J/cm2 

0.4 J 

8 pontos 

10 segundos 

80 segundos 

3.2 J 

 

Para o procedimento de irradiação os animais foram contidos manualmente, e a 

aplicação foi feita por técnica pontual, diretamente sobre a pele que recobre o músculo 

plantar, na região da incisão e ao redor da área, sendo oito pontos de irradiação(51,61). 

Para evitar refração do feixe o laser foi aplicado em um ângulo de 90o entre o emissor 

e a pele do animal (Figura 4). A potência de emissão da luz do laser foi aferida 

utilizando o “Laser Check power meter” (MM Optics – São Carlos – SP – Brasil). 

 

 

            

Figura 4: Procedimento de irradiação com LBP sobre a pele que recobre o músculo 

plantar. (8 pontos). (Terena et al. 2017) 
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3.6. Procedimento de eutanásia e coleta do material 

Após o período experimental de cada grupo (7 e 14 dias) os animais foram 

eutanasiados por overdose de anestésicos (2x a dose aplicada) na região 

intraperitonial. Os músculos plantares foram retirados, pesados em balança de 

precisão e utilizados para as análises dos mediadores inflamatórios IL-6 e TNF-α 

utilizando-se Kits de Elisa e seguindo a orientação do fabricante (R&D Systems). Para 

análise da expressão gênica, foi extraído o RNA total do músculo plantar e obtido o 

cDNA para a realização do PCR em tempo real utilizando primer específico para cada 

gene. Os músculos também foram utilizados para a análise da atividade de MMP-2 

por técnica de zimografia. 

 

3.7. Análise da expressão proteica de TNF-αe IL-6 por ELISA (Enzyme-

Linked Immunosorbent Assay) 

Os músculos plantares foram removidos e macerados em nitrogênio líquido, em 

seguida foram homogeneizados com tampão de extração RIPA e fluoreto de 

fenilmetilsulfonil (PMSF) 0.1 mM. O extrato tecidual foi centrifugado a 10.000 rpm por 

10 minutos a 4 °C, e o sobrenadante armazenado a -80°C até o momento da análise. 

A quantificação de proteínas existentes nas amostras foi realizada em NanoDrop 2000 

(Thermo Scientific), com comprimento de onda de 260 e 280 nm. Os níveis de IL-6 e 

TNF-α no extrato do músculo plantar dos animais foram avaliadas através do ensaio 

imunoenzimático ELISA, seguindo recomendações do kit comercial (R&D System, 

Minneapolis, EUA). 

  

    3.8. PCR em tempo real: expressão gênica dos marcadores inflamatórios 

IL- 6 e TNF-α 

 

3.8.1. Extração e controle de qualidade de RNA total 

 Para este procedimento foi utilizado entre 80-100 mg do tecido muscular, 

macerado em nitrogênio líquido. O tecido foi homogeneizado em 1 mL do reagente 

Trizol (Invitrogen, São Paulo, Brasil), para iniciar o isolamento do RNA total, seguindo 

as orientações do fabricante. Após a lise celular, foi adicionado as amostras 300 μL 

de clorofórmio gelado, incubado em temperatura ambiente por 3 minutos e 

centrifugadas a 10.200 rpm durante 15 minutos a 4°C, para separação das diferentes 
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frações (DNA, RNA e proteína) e a fase aquosa superior contendo o RNA total foi 

transferida para um novo microtubo. Em seguida, foi adicionado 750µL de álcool 

isopropílico gelado, incubado em temperatura ambiente por 10 minutos e centrifugado 

a 10.200 rpm durante 10 minutos a 4°C, para precipitação do RNA total. O 

sobrenadante foi descartado e 1 mL de álcool 75% gelado foi adicionado no 

precipitado de RNA total e centrifugado a 8.400 rpm durante 05 minutos a 4°C, após 

essa etapa o álcool foi descartado e o RNA total   ressuspendido em 20 µL água livre 

de RNAse tratada com 0,01% de DEPC (Dimetil pirocarbonato). A concentração do 

RNA total e pureza foi determinada em NanoDrop 2000 (Thermo Scientific) com 

comprimento de onda 260 e 280 nm, após as amostras foram armazenadas a -80°C. 

Para análise da integridade do RNA total, 1 µg de RNA foi analisado por meio de 

eletroforese em gel de agarose 1% não desnaturante, corado com brometo de etídeo. 

 

3.8.2. Síntese do DNA Complementar (cDNA)  

  O RNA total foi submetido à reação de transcrição reversa utilizando-se o High 

Capacity cDNA Reverse Transcriptions Kit (Applied Biosystems) para a obtenção do 

cDNA. Em um tubo de 0,5 ml foram adicionados 1 µg de RNA total, 1 µl de DNAse I, 

1 µl de 10X buffer DNAse do DNAse I amplication grade kit (Invitrogen) e água livre 

de RNAse tratada com 0,01% de DEPC para obter um volume total de 10 µl. Os 

reagentes foram misturados apropriadamente e incubados em temperatura ambiente 

por 15 minutos e, em seguida, adicionado 1 µl de 25 mM de EDTA e aquecidas em 

termociclador (Termociclador Mastercycler Gradient, Eppendorf AG, Hamburg, 

Alemanha) por 10 minutos a 65° para inibir atividade da DNAse. O mix foi adicionado 

a cada tubo, misturando adequadamente e, depois, incubado em termociclador 

(Termociclador Mastercycler Gradient, Eppendorf AG, Hamburg, Alemanha) por 10 

minutos a 65°C para inibir a atividade de DNAse. Então, foi preparado um mix para 

cada reação contendo 2 µl de 10X RT buffer, 0,8 µl de 25X dNTP Mix (100 mM), 2 µl 

de 10X RT Random Primers, 1 µl de RNAse Out (Invitrogen), 1 µl de MultiScribe™ 

Reverse Transcriptase e água livre de RNAse para obter volume final de 10 µl. O mix 

foi adicionado a cada tubo, misturando adequadamente e depois incubado em 

termociclador (Termociclador Mastercycler Gradient, Eppendorf AG, Hamburg, 

Alemanha) e submetido a 25°C por 10 minutos seguidos de 120 minutos a 37°C e 

85°C por 5 minutos. 
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      3.8.3. PCR em tempo real quantitativo (qRT-PCR)  

        As reações de qRT-PCR, para análise dos níveis de expressão dos genes  IL-6 

e TNF-α, foram realizados utilizando-se o termociclador 7500 Real-Time PCR System 

(Applied Biosystems Carlsbad, CA, USA), flouróforo SYBR® Green I (SYBR Green 

Master Mix®, Apllied Byosistems) e primers específicos para os genes estudados. 

Para normalização dos dados foram utilizados primers para GAPDH. 

 

Tabela 2: Sequência dos primers utilizados para análise da expressão dos níveis de 

mRNA nos diferentes grupos e períodos experimentais. 

Genes Primers 

GAPDH NM_017008.4 
F: 5’-GCATCCTGGGCTACACTGA-3’ 

R: 5’-CCACCACCCTGTTGCTGTA-3’ 

IL-6 NM_012589.2 
F: 5’-TCCAGTTGCCTTCTTGGGAC-3’ 

R: 5’-GTGTAATTAAGCCTCCGACTTG-3’ 

TNF-α NM_012675.3 
F: 5’-ACGTCGTAGCAAACCACCAA-3’ 

R: 5’-GCAGCCTTGTCCCTTGAAGA-3’ 

 

         Para a comparação dos dados entre os grupos, unidades arbitrárias foram 

calculadas da seguinte forma: Unidade Arbitrária= 2 - ∆∆CT, sendo ∆∆CT= ∆CT 

amostra – ∆CT controle (CT: ―threshold cycle‖). 

 

 

 

3.9    Análise da atividade das metaloproteinases (MMP-2) por Zimografia 

       O extrato tecidual do músculo plantar foi testado quanto à presença de atividade 

proteolítica, conforme descrito por Cleutjens et al.(1995)(62). As amostras musculares 

com aproximadamente 50 mg, foram homogeneizadas em 2 mL de tampão de 

extração (10 mM de ácido cacodílico, pH 5,0, 150 mM de NaCl, 1 μM de ZnCl2, 20 

mM de CaCl2, 1.5 mM de NaN3, e 0.01% de Triton X-100) com contínua 

homogeneização no gelo por um período de aproximadamente 5 minutos. O conteúdo 
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proteico total foi estimado usando o reagente Bradford (BioRad Laboratories, 

Hercules, CA, EUA) de acordo com o método descrito por Bradford (1976). 

Para o ensaio enzimático, 100 μg de proteínas foram resolvidas por eletroforese 

em gel de poliacrilamida (10%) com 1 mg/mL de gelatina bovina (Sigma Aldrich, St 

Louis, EUA). Após a eletroforese, o gel foi lavado 3 vezes durante 20 minutos em 

solução 2,5 % de Triton X-100 para remoção do SDS e incubado no tampão de 

substrato (50 mM de Tris-HCl, pH 8,0, 5 mM de CaCl2, 10 mM de ZnCl2 e 0,02 % de 

NaN3), a 37°C, durante aproximadamente 20 horas. Após este tempo, o gel foi corado 

com Coomassie Blue por 30 minutos e descorado com ácido acético: metanol: água 

(1: 4: 5) para visualização da atividade das bandas líticas. O gel foi então escaneado 

e a quantificação das bandas de atividade proteolítica foi realizada utilizando o 

software Image J (NIH). Os valores foram convertidos em unidades arbitrárias 

considerando o Grupo Controle igual a um51.  

 

 

 

  3.10. Análise dos resultados 

          Os valores foram testados quanto a sua normalidade pelo teste Kolmogorov-

Smirnov e os dados foram expressos em média e erro padrão da média pois aderiram 

à curva de Gauss. A comparação entre os grupos foi realizada pela ANOVA. O Teste 

de contraste (Póst-Hoc) utilizado foi o Tukey. Os resultados foram considerados 

estatisticamente significantes se p≤ 0,05 e foram analisados por meio do programa 

GraphPad Prism 5.00 (California, EUA).  
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RESUMO 

A hipertrofia compensatória ocorre devido à sobrecarga mecânica do músculo 

promovendo aumento no tamanho da fibra muscular. A fotobiomodulação (FBM) tem 

demonstrado efeitos benéficos sobre o tecido muscular durante a hipertrofia 

compensatória. O objetivo desse estudo foi avaliar os efeitos da FBM sobre os 

marcadores inflamatórios Interleucina-6 (IL-6) e Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF-

α) e sobre a atividade das metaloproteinases do tipo 2 da matriz (MMP-2) durante o 

processo de hipertrofia por sobrecarga do músculo plantar de ratos. Metodologia: 

Foram utilizados 45 ratos wistar pesando 250 g, foram divididos em 3 grupos: grupo 

controle, grupo hipertrofia e grupo hipertrofia com irradiação. A hipertrofia foi induzida 

através do modelo de ablação dos sinergistas do músculo plantar.  A irradiação foi 

realizada com laser AsGaAl (λ 780 nm; 40mW; densidade de energia 10J/cm²; 10 

segundos cada ponto, 8 pontos; 3,2J). Os grupos foram avaliados após 7 e 14 dias. 

Ao final do protocolo os músculos plantares foram removidos e encaminhados para 

análise dos marcadores inflamatórios por técnica de Elisa e por PCR em tempo real e 

a atividade das MMP-2 por técnica de zimografia. Resultados: A expressão proteica 

demonstrou um aumentou os níveis de IL-6 no grupo hiperetrofia +LBP (H+LBP) 

quando comparado ao grupo hipertrofia (H), verificou-se ainda uma redução no grupo 

H quando comparado ao grupo Controle e redução de TNF-α nos grupos H e H+LBP 

quando comparado ao grupo controle após 7 dias.  A expressão gênica demonstrou 

um aumento de IL-6 no grupo H+LBP quando comparado ao grupo H após 14 dias e 

um aumento de TNF-α no grupo H+LBP quando comparado ao grupo H após 7 dias.  

Em relação atividade da MMP-2 houve aumento nos grupos H e H+LBP quando 

comparado ao grupo controle nos períodos experimentais após 7 e 14 dias. 

Conclusão: A FBM no processo de hipertrofia compensatória modulou a expressão 

das citocinas inflamatórias IL-6 e TNF-α, contudo não alterou de forma significativa a 

atividade da MMP-2, nos períodos avaliados embora tenha demonstrado uma 

tendência de elevação após 14 dias. 

 

Palavras-Chave: Músculo esquelético, Hipertrofia, Terapia com luz de baixa 

intensidade, Citocinas, Fototerapia. 
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ABSTRACT 

Compensatory hypertrophy occurs due to mechanical overload of the muscle 

promoting increase in muscle fiber size. Photobiomodulation (PBMT) has 

demonstrated beneficial effects on muscle tissue during compensatory hypertrophy. 

The objective of this study was to evaluate the effects of PBMT on the inflammatory 

markers Interleukin-6 (IL-6) and Tumor Necrosis Factor Alpha (TNF-α) and on the 

activity of matrix type 2 metalloproteinases (MMP-2) during the rat plantar muscle 

overload hypertrophy process. Methods: Wistar rats weighing 250 g, were divided into 

three groups: control group, hypertrophy group and irradiation hypertrophy group. 

Hypertrophy was induced through the ablation model of plantar muscle synergists. The 

irradiation was performed with AsGaAl laser (λ 780 nm; 40mW; energy density 10J / 

cm², 10 seconds each point, 8 points, 3,2J). The groups were evaluated after 7 and 14 

days. At the end of the protocol, the plantar muscles were removed and sent for 

analysis of the inflammatory markers by Elisa and by real-time PCR technique and the 

activity of MMP-2 by zymography technique. Results: Protein expression increased 

IL-6 levels in the irradiation hypertrophy group (H + LBP) group when compared to the 

hypertrophy group (H), a reduction was observed in the group H when compared to 

the control group and reduction of TNF-α in the H and H + LBP groups when compared 

to the control group after 7 days. Gene expression demonstrated an increase of IL-6 

in the H + LBP group when compared to the H group after 14 days and an increase of 

TNF-α in the H + LBP group when compared to the H group after 7 days.  MMP-2 

activity increased in the H and H + LBP groups when compared to the control group 

after 7 and 14 days. Conclusion: PBMT in the compensatory hypertrophy process 

modulated the expression of inflammatory cytokines IL-6 and TNF-α, but did not 

significantly alter the activity of MMP-2 in the evaluated periods although it showed a 

tendency to increase after 14 days. 

 

 

 

Key words: Skeletal muscle, Hypertrophy, Low-intensity Light therapy, Cytokines, 

Phototherapy. 
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INTRODUÇÃO  

O músculo esquelético é um tecido que apresenta alta plasticidade, um exemplo 

dessa característica ocorre quando este tecido é exposto a uma sobrecarga mecânica 

aguda, apresentando um aumento na área transversal da fibra, esse tipo de 

adaptação é conhecido como hipertrofia muscular(4-7). 

O modelo de hipertrofia compensatória, consiste na ablação dos músculos 

sinergistas, direcionando assim um excesso de carga mecânica sobre um outro 

músculo que deverá se adaptar a essa sobrecarga (7,11,17). 

O processo de hipertrofia  muscular, é influenciado e modulado por diversos 

mediadores inflamatórios, como por exemplo a interleucina-6 (IL-6) e o fator de 

necrose tumoral (TNF-α)(36). Broholm C et al.(2008)(37), relataram em seu estudo que 

o processo de contração muscular desempenha um papel de regulação das 

citocinas(38), sendo a IL-6 é a primeira miocina que é liberada pela musculatura 

esquelética, em resposta à contração muscular(34,38,37). 

        O TNF-α encontra-se presente em casos de inflamação aguda(40,41) e no tecido 

muscular, relaciona-se com situações de lesão tecidual(42,43), pode contribuir para o 

processo de reparo muscular, através do influxos de células de defesa que realizarão 

a fagocitose do tecido danificado, melhorando assim as condições de reparo do 

músculo(32,44). Contudo, seu aumento, associa-se também a efeitos deletérios às 

células, como ausência de proteção, diminuição do volume de massa muscular e 

apoptose celular(44). 

Um outro aspecto importante durante a HC é o remodelamento da matriz 

extracelular (MEC), seu adequado remodelamento pode promover uma melhor 

organização e deposição de colágeno, que por sua vez, pode associar-se a prevenção 

de lesões, tendinopatias e fibrose. Contudo os mecanismos pelos quais a MEC 

contribui com o processo de  HC, não estão bem claros na literatura(63,64,65).  A MEC, 

é compreendida como uma estrutura dinâmica que confere suporte, proteção e 

estabilidade ao tecido muscular(47). A degradação de seus componentes, ocorrem 

através  de enzimas denominadas metaloproteinases da matriz (MMPs)(48,49). As 

MMP-2 degradam e modulam a deposição do colágeno tipo IV, favorecendo uma 

melhor organização desse colágeno no tecido e contribuindo com a formação de 

novas fibras e com o remodelamento tecidual(51,52). 

O laser de baixa potência (LBP), tem sido utilizado como um recurso terapêutico 
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em alterações musculoesquelética, conforme já descrito na literatura(7,48,51). O efeito 

da irradiação do LBP nos tecidos, ocorre através da absorção da luz, pelos 

fotorreceptores presentes nas células, estes podem modular as reações bioquímicas 

e fotoquímicas nas células, resultando na transferência de elétrons da cadeia 

respiratória, induzindo a síntese de adenosina trifosfato (ATP), esse processo é 

denominado como cadeia mitocondrial respiratória(55). 

Dentre os efeitos positivos do LBP no tecido muscular, encontram-se a 

modulação da resposta inflamatória, a síntese e produção de colágeno(49,51,56) e o 

remodelamento da MEC(51), além de apresentar efeitos positivos sobre os fatores de 

crescimento(57) e sobre a angiogenese(55). Mesquita-Ferrari et al (2011)(57) ao utilizar o 

LBP no tecido muscular, verificaram uma modulação na expressão das citocinas TNF-

α após 1 e 7 dias e TGF-β após 7 dias.  

Com relação a HC no estudo de Terena et al. (2015)(7), ao analisar o efeito do 

LBP 780nm sobre os aspectos morfológicos do músculo plantar durante o processo 

de HC, verificaram um aumento na AST  das fibras  musculares após 14 dias. Além 

disso, Terena et al. (2018)(4), também observaram: aumento da AST, aumento no 

número de mionúcleos após 14 dias, aumento do colágeno no grupo irradiado após 7 

dias e uma diminuição após 14 dias  e  melhor organização das fibras colágenas nos 

tendões após 7 dias. 

Sabendo-se que o LBP apresenta efeitos fotobiomoduladores no músculo 

esquelético durante o processo de HC e sabendo-se da importância das citocinas e 

mediadores chaves para esse processo, o objetivo do trabalho foi analisar a influência 

desse recurso sobre a modulação de IL-6 e TNF-α, assim como também sobre a 

atividade da MMP-2, durante o processo de HC, permitindo-nos assim melhorar o 

entendimento dos mecanismos do LBP sobre o tecido muscular quando exposto a 

uma situação de sobrecarga. 
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MATERIAIS E MÉTODOS 

 O projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa Animal da 

Universidade Nove de Julho - UNINOVE (AN0013/2017) e os experimentos foram 

realizados em conformidade com as diretrizes do Conselho Nacional para o Controle 

de Experimentação Animal (CONCEA). 

 

Animais 

 Foram utilizados 45 ratos Wistar, machos, com idade de 2 meses e peso médio 

de 250g, mantidos no biotério da UNINOVE em caixas plásticas apropriadas, 

temperatura ambiente de 22°C, umidade relativa de 40%, luminosidade controlada 

com ciclo de 12h (claro/escuro) e comida e água ad libitum. 

 

Grupos experimentais  

 Os animais foram distribuídos aleatoriamente em 3 grupos experimentais: 

          Exceto os animais do grupo I (Controle), os outros 40 animais fizeram parte 

tanto do grupo II (Hipertrofia), como do grupo III (Hipertrofia + LBP) respectivamente, 

pois a cirurgia foi realizada bilateralmente, possibilitando que um mesmo animal 

fizesse parte tanto do grupo II (pata direita sem irradiação), como do grupo III (pata 

esquerda com irradiação). A decisão em realizar a cirurgia bilateralmente está 

embasada no resultado de em estudo de revisão sistemática realizado e publicado 

por nosso grupo de pesquisa (Terena et al.2017)(11). 

 

 

• I.Grupo Controle: Os animais não foram submetidos a nenhum procedimento 

cirúrgico nem a irradiação com LBP. Os animais foram eutanasiados 1 dia após 

a cirurgia dos outros grupos. Os dois músculos plantar direito e esquerdo de 

cada animal foram removidos (n=10/ 5 animais); 

 

• II.Grupo Hipertrofia (H): Os animais foram submetidos à ablação dos 

músculos sinergistas do músculo plantar (patas direitas). Não foram irradiados 

com LBP e foram eutanasiados após 7 e 14 dias, sendo 20 amostras retiradas 
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após 7 dias de experimento e 20 amostras retiradas após 14 dias (n=40/ 40 

animais);  

 

•  III. Grupo Hipertrofia + Laser de Baixa Potência (H+LBP): Os animais foram 

submetidos à ablação dos sinergistas e neste grupo foi realizada a irradiação 

com LBP na região do músculo plantar (patas esquerdas). Os animais foram 

eutanasiados após 7 e 14 dias, sendo 20 amostras retiradas após 7 dias de 

experimento e 20 amostras retiradas após 14 dias (n=40/ 40 animais). 

 

      Após a eutanásia as amostras musculares foram destinadas a análise dos 

mediadores inflamatórios IL-6 e TNF-α e para análise da atividade das MMP-2. 

 

Procedimento cirúrgico 

       O modelo da hipertrofia, consiste na remoção cirúrgica dos músculos 

sinergistas do músculo plantar, bilateralmente, impondo uma sobrecarga de trabalho 

funcional sobre esse músculo. Esta técnica cirúrgica foi usada inicialmente por 

Gutmann & Schiaffino & Hnazlikova em 1971(59) e posteriormente  utilizada por Terada 

et al. 2012(15), Gordon et al. 2012(60), também foi descrita e utilizada por Terena et al, 

2017(11). 

     Os animais foram pesados e anestesiados com injeção intraperitoneal a base 

de Ketamina 10% (0,2/100g do animal) e Xilazina 2% (0,1/100g do animal).  Para 

aplicação da anestesia foram utilizadas seringas de modelo insulina. Em seguida, foi 

realizada a tricotomia seguida da incisão longitudinal na região dorsal da pata traseira 

de ± 2cm e exposição do músculo gastrocnêmio. Esses tendões foram isolados e 

seccionados para permitir a remoção parcial do músculo. O mesmo procedimento foi 

realizado para o músculo sóleo, com cuidado para não causar lesões em nervos e 

vasos sanguíneos. O músculo plantar situado abaixo dos músculos removidos foi 

preservado e sofreu a sobrecarga funcional. Após o procedimento cirúrgico, foi 

realizada a sutura das áreas incisadas utilizando-se fio de poliamida e os animais 

foram mantidos em gaiolas. 

 

Irradiação com Laser de Baixa Potência (LBP) 
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Imediatamente após a cirurgia, e em todos os dias do experimento (7 ou 14 

dias) de acordo com o período experimental, os animais foram irradiados com LBP 

com os seguintes parâmetros: (λ = 780 nm, com potência de saída de 40 mW e área 

do feixe de 0,04 cm2 (TwinLaser, MMOptics, São Carlos, Brasil), dose de 10J/cm2 por 

ponto, por 10 segundos cada ponto. energia total: 3,2J), conforme descrito na 

literatura(4,49,51,57). A irradiação foi unilateral (pata esquerda)(11) . Os parâmetros 

utilizados para irradiação estão descritos na tabela 1. 

 

Tabela 1: Parâmetros programados durante a irradiação  

Meio ativo Arseneto de Gálio e Alumínio (AsGaAl) 

Comprimento de onda 

Frequência do laser 

Área do feixe 

Potência média 

Densidade de potência 

Densidade de energia 

Energia por ponto 

Total de pontos 

Tempo por ponto 

Tempo total 

Energia total 

780 nm 

Contínuo 

0,04 cm2 

40 mW 

1 W/cm2 

10 J/cm2 

0.4 J 

8 pontos 

10 segundos 

80 segundos 

3.2 J 

 

Para o procedimento de irradiação, os animais foram contidos manualmente, e 

a aplicação foi feita por técnica pontual, diretamente sobre a pele que recobre o 

músculo plantar na região da incisão e ao redor da área, sendo oito pontos de 

irradiação(51,61). Para evitar refração do feixe o laser foi aplicado em um ângulo de 90o 

entre o emissor e a pele do animal. A potência de emissão da luz do laser foi aferida 

utilizando o “Laser Check power meter” (MM Optics – São Carlos – SP – Brasil). 
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Procedimento de eutanásia e coleta do material 

Após o período experimental de cada grupo (7 e 14 dias) os animais foram 

eutanasiados por overdose de anestésicos (2x a dose aplicada), em região 

intraperitoneal. Os músculos plantares foram retirados, pesados em balança de 

precisão e utilizados para as análises dos mediadores inflamatórios IL-6 e TNF-α 

utilizando-se Kits de Elisa e seguindo a orientação do fabricante (R&D Systems). Para 

análise da expressão gênica, foi extraído o RNA total do músculo plantar e obtido o 

cDNA para a realização do PCR em tempo real utilizando primer específico para cada 

gene. Os músculos também foram utilizados para a análise da atividade de MMP-2 

por técnica de zimografia. 

 

Análise da expressão proteica de TNF-αe IL-6 por ELISA (Enzyme-Linked 

Immunosorbent Assay) 

Os músculos plantares foram removidos e macerados em nitrogênio líquido, em 

seguida foram homogeneizados com tampão de extração RIPA e fluoreto de 

fenilmetilsulfonil (PMSF) 0.1 mM. O extrato tecidual foi centrifugado a 10.000 rpm por 

10 minutos a 4 °C, e o sobrenadante armazenado a -80°C até o momento da análise. 

A quantificação de proteínas existentes nas amostras foi realizada em NanoDrop 2000 

(Thermo Scientific), com comprimento de onda de 260 e 280 nm. Os níveis de IL-6 e 

TNF-α no extrato do músculo plantar dos animais foram avaliadas através do ensaio 

imunoenzimático ELISA, seguindo recomendações do kit comercial (R&D System, 

Minneapolis, EUA). 

 

PCR em tempo real quantitativo (qRT - PCR)  

         Para este procedimento foi utilizado entre 80-100 mg do tecido muscular, 

macerado em nitrogênio líquido. Em seguida, o tecido foi homogeneizado em 1 mL do 

reagente TRIzol (Invitrogen, São Paulo, Brasil), para iniciar o isolamento do RNA total, 

seguindo as orientações do fabricante. Após a lise celular, foi adicionado as amostras 

300 μL de clorofórmio gelado, incubado em temperatura ambiente por 3 minutos e 

centrifugadas a 10.200 rpm durante 15 minutos a 4°C, para separação das diferentes 

frações (DNA, RNA e proteína) e a fase aquosa superior contendo o RNA total foi 

transferida para um novo microtubo. Em seguida, foi adicionado 750µL de álcool 

isopropílico gelado, incubado em temperatura ambiente por 10 minutos e centrifugado 
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a 10.200 rpm durante 10 minutos a 4°C, para precipitação do RNA total. O 

sobrenadante foi descartado e 1 mL de álcool 75% gelado foi adicionado no 

precipitado de RNA total e centrifugado a 8.400 rpm durante 05 minutos a 4°C, após 

essa etapa o álcool foi descartado e o RNA total   ressuspendido em 20 µL água livre 

de RNAse tratada com 0,01% de DEPC (Dimetil pirocarbonato). A concentração do 

RNA total e pureza foi determinada em NanoDrop 2000 (Thermo Scientific) com 

comprimento de onda 260 e 280 nm, após as amostras foram armazenadas a -80°C. 

Para análise da integridade do RNA total, um µg de RNA foi analisado por meio de 

eletroforese em gel de agarose 1% não desnaturante ecorado com brometo de etídeo. 

         O RNA total foi submetido à reação de transcrição reversa utilizando-se o High 

Capacity cDNA Reverse Transcriptions Kit (Applied Biosystems) para a obtenção do 

cDNA. Em um tubo de 0,5 ml foram adicionados 1 µg de RNA total, 1 µl de DNAse I, 

1 µl de 10X buffer DNAse do DNAse I amplication grade kit (Invitrogen) e água livre 

de RNAse tratada com 0,01% de DEPC para obter um volume total de 10 µl. Os 

reagentes foram misturados apropriadamente e incubados em temperatura ambiente 

por 15 minutos e, em seguida, adicionado 1 µl de 25 mM de EDTA e aquecidas em 

termociclador (Termociclador Mastercycler Gradient, Eppendorf AG, Hamburg, 

Alemanha) por 10 minutos a 65° para inibir atividade da DNAse. O mix foi adicionado 

a cada tubo, misturando adequadamente e, depois, incubado em termociclador 

(Termociclador Mastercycler Gradient, Eppendorf AG, Hamburg, Alemanha) por 10 

minutos a 65°C para inibir a atividade de DNAse. Então, foi preparado um mix para 

cada reação contendo 2 µl de 10X RT buffer, 0,8 µl de 25X dNTP Mix (100 mM), 2 µl 

de 10X RT Random Primers, 1 µl de RNAse Out (Invitrogen), 1 µl de MultiScribe™ 

Reverse Transcriptase e água livre de RNAse para obter volume final de 10 µl. O mix 

foi adicionado a cada tubo, misturando adequadamente e depois incubado em 

termociclador (Termociclador Mastercycler Gradient, Eppendorf AG, Hamburg, 

Alemanha) e submetido a 25°C por 10 minutos seguidos de 120 minutos a 37°C e 

85°C por 5 minutos. 

  As reações de qRT-PCR, para análise dos níveis de expressão dos genes  IL-

6 e TNF-α, foram realizados utilizando-se o termociclador 7500 Real-Time PCR 

System (Applied Biosystems Carlsbad, CA, USA), flouróforo SYBR® Green I (SYBR 

Green Master Mix®, Apllied Byosistems) e primers específicos para os genes 

estudados. Para normalização dos dados foram utilizados primers para GAPDH. 

 



45 
 

Tabela 2: Sequência dos primers utilizados para análise da expressão dos níveis de 

mRNA nos diferentes grupos e períodos experimentais. 

 

Genes Primers 

GAPDH NM_017008.4 
F: 5’-GCATCCTGGGCTACACTGA-3’ 

R: 5’-CCACCACCCTGTTGCTGTA-3’ 

IL-6 NM_012589.2 
F: 5’-TCCAGTTGCCTTCTTGGGAC-3’ 

R: 5’-GTGTAATTAAGCCTCCGACTTG-3’ 

TNF-α NM_012675.3 
F: 5’-ACGTCGTAGCAAACCACCAA-3’ 

R: 5’-GCAGCCTTGTCCCTTGAAGA-3’ 

 

 Para a comparação dos dados entre os grupos, unidades arbitrárias foram 

calculadas da seguinte forma: Unidade Arbitrária= 2 - ∆∆CT, sendo ∆∆CT= ∆CT 

amostra – ∆CT controle (CT: ―threshold cycle‖). 

 

Análise da atividade das metaloproteinases (MMP-2) por Zimografia  

O extrato tecidual do músculo plantar foi testado quanto à presença de 

atividade proteolítica, conforme descrito por Cleutjens et al (1995)(62). As amostras 

musculares de aproximadamente 50 mg, foram homogeneizadas em 2ml de tampão 

de extração (10 mM de ácido cacodílico, pH 5,0, 150 mM de NaCl, 1 μM de ZnCl2, 20 

mM de CaCl2, 1.5 mM de NaN3, e 0.01% de Triton X-100) com contínua 

homogeneização no gelo por um período de aproximadamente 5 minutos. O conteúdo 

proteico total foi estimado usando o reagente Bradford (BioRad Laboratories, 

Hercules, CA, EUA) de acordo com o método descrito por Bradford (1976). 

        Para o ensaio enzimático, 100 μg de proteínas foram resolvidas por eletroforese 

em gel de poliacrilamida (10%) com 1 mg/ml de gelatina bovina (Sigma Aldrich, St 

Louis, EUA). Após a eletroforese, o gel foi lavado 3 vezes durante 20 minutos em 

solução 2,5 % de Triton X-100 para remoção do SDS e incubado no tampão de 

substrato (50 mM de Tris-HCl, pH 8,0, 5 mM de CaCl2, 10 mM de ZnCl2 e 0,02 % de 

NaN3), a 37°C, durante aproximadamente 20 horas. Após este tempo, o gel foi corado 
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com Coomassie Blue por 30 minutos e descorado com ácido acético: metanol: água 

(1: 4: 5) para visualização da atividade das bandas líticas. O gel foi então escaneado 

e a quantificação das bandas de atividade proteolítica foi realizada utilizando o 

software Image J (NIH). Os valores foram convertidos em unidades arbitrárias 

considerando o Grupo Controle igual a um(51).  

 

 

Análise dos resultados 

       Os valores foram testados quanto a sua normalidade pelo teste Kolmogorov-

Smirnov e os dados foram expressos em média e erro padrão da média pois aderiram 

à curva de Gauss. A comparação entre os grupos foi realizada pela ANOVA. O Teste 

de contraste (Pós-Hoc) utilizado foi o Tukey. Os resultados foram considerados 

estatisticamente significantes se p≤ 0,05 e foram analisados por meio do programa 

GraphPad Prism 5.00 (California, EUA). 

 

 

RESULTADOS 

Expressão proteica de IL-6 e TNF-α por ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent 

Assay) 

   Os resultados da expressão proteica por ELISA de IL-6 demonstraram que houve   

aumento nos níveis de IL-6 no grupo H + LBP, quando comparado ao grupo somente 

H e diminuição no grupo H quando comparado ao grupo Controle, não houve 

diferença entre o grupo Controle e o grupo H + LBP após 7 dias. Não houve diferença 

estatística entre os grupos experimentais após 14 dias (figura 5).  
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Figura 5. Expressão proteica dos níveis de IL-6 nos diferentes grupos, no período 

experimental de 7 (A) e 14 dias (B). Dados apresentados em média e erro-padrão da 

média.  (ANOVA/ Tukey) *p<0,05 vs controle; *p<0,05 vs hipertrofia.  

 

   

O resultado da expressão proteica por Elisa de TNF-α após 7 dias, 

demonstraram que houve redução nos níveis de TNF-α nos grupos hipertrofia H e H 

+ LBP, quando comparado ao grupo Controle. Não houve diferença na expressão 

proteica entre os grupos H e grupo H + LBP no período de 7 dias. Após 14 dias não 

foram encontradas diferenças estatísticas significantes entre os diferentes grupos 

experimentais (figura 6). 
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Figura 6. Expressão proteica dos níveis de TNF-α nos diferentes grupos e período 

experimental de 7 (A) e 14 dias (B). Dados apresentados em média e erro-padrão da 

média. (ANOVA/ Tukey) ***p<0,001 vs controle.   

 

Expressão gênica de IL-6 por PCR em tempo real 

O resultado da expressão gênica de IL-6 demonstrou que não houve diferença 

estatística significante dessa citocina após 7 dias entre os diferentes grupos 

experimentais. Já no período de 14 dias verificou-se um aumento de IL- 6 no grupo H 

+ LBP quando comparado ao grupo H. Não houve diferença entre os grupos Controle 

e grupo H, nem entre os grupos controle e H + LBP após 14 dias (Figura 7).  
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Figura 7. Expressão dos níveis de mRNA de IL-6 nos diferentes grupos e períodos 

experimentais de 7 (A) e 14 dias (B). Dados apresentados em média e erro-padrão 

da média. (ANOVA/ Tukey). *p<0,05 vs hipertrofia.  

 

 

 

Os resultados da expressão gênica da citocina TNF-α demonstraram que houve 

um aumento na expressão de TNF-α no grupo H + LBP, quando comparado ao grupo 

H após 7 dias. Não houve diferença entre os grupos Controle e H, nem entre os 

grupos Controle e H + LBP no período de 7 dias. Não houve diferença estatística 

significantes após 14 dias em nenhum dos grupos experimentais. (Figura 8).              
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Figura 8: Expressão proteica dos níveis de TNF-α nos diferentes grupos e período 

experimental de 7 (A) e 14 (B) dias. Dados apresentados em média e erro-padrão da 

média. (ANOVA/ Tukey). *p<0,05 vs hipertrofia. 

  

 

 

Análise da atividade da MMP-2 

Foram detectadas por técnica de zimografia duas bandas líticas 

correspondentes as formas pró (72 kDa) e ativa (64 kDa) da MMP-2 nas amostras 

musculares analisadas. Os resultados analisados permitiram verificar que houve um 

aumento na atividade da MMP-2 nos grupos H e H + LBP quando comparado ao grupo 

Controle após 7 e 14 dias e uma tendência ao aumento de atividade da MMP-2 no 

grupo H + LBP quando comparado ao grupo H após 14 dias, ainda que não tenha 

sido possível verificar uma diferença estatística significante entre os grupos H e H + 

LBP (figura 9). 
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Figura 9: Detecção da atividade gelatinolítica da MMP-2 em amostras musculares 

(100ug), dos diferentes grupos experimentais analisados, utilizando Zimografia.  (A): 

Detecção das bandas referentes às formas Pró e Ativa da MMP-2 (72 e 64 kDa, 

respectivamente) nos diferentes grupos experimentais. Padrão de peso molecular 

(P), grupo controle (C), grupo hipertrofia (H), grupo hipertrofia + laser (H + LBP) 

nos diferentes grupos e período experimental de 7 e 14 dias.  Em (B,C,D e E): 

quantificação das bandas líticas por densitometria após 7 e 14 dias. Dados 

apresentados em média e erro-padrão da média. (ANOVA/ Tukey) ***p<0,001 vs 

controle. 

 



52 
 

5.  DISCUSSÃO 

O músculo esquelético é um tecido que apresenta grande capacidade adaptativa 

(plasticidade)(5,66), sendo capaz de alterar suas características para atender sua 

demanda funcional, essa adaptação ocorre tanto nas estruturas contráteis como 

também no tecido conjuntivo sempre que algum tipo de sobrecarga funcional é 

imposta a este tecido(4). 

Neste estudo a forma escolhida para gerar uma sobrecarga funcional e 

consequente hipertrofia do músculo plantar, foi o modelo de ablação dos músculos 

sinergistas do músculo plantar(7). Dessa forma, o músculo plantar sofreu uma 

sobrecarga funcional demasiada, levando-o a mudanças morfológicas com 

características hipertrófica, o que nos permitiu avaliar como e quais seriam essas  

mudanças em um curto espaço de tempo. A escolha do músculo plantar está 

embasada na literatura e a justificativa dos autores para sua escolha se dá pela 

diversidade dos tipos de fibras presente nesse músculo (Tipo I: 8 ± 2%; Tipo IIA: 19 ± 

3%; Tipo IIB/D: 74 ± 4%), que lhe conferem diferentes respostas adaptativas(11). 

O uso de LBP é relatado na literatura e tem sido cada vez mais utilizado como 

recurso terapêutico sobre diversas condições a que o tecido muscular pode ser 

exposto. Estudos relatam efeitos positivos do LBP na modulação da resposta 

inflamatória, no aumento neoangiogenese e no remodelamento da MEC em situações 

de lesões musculares(49,51,56). No que se diz respeito a hipertrofia compensatória, 

ainda há pouco descrito na literatura, contudo os achados na literatura referente a 

hipertrofia muscular por sobrecarga, sugerem que o LBP pode modular positivamente 

esse processo, demonstrando alterações importantes na morfologia do tecido 

muscular, como o aumento na quantidade de mionucleos, aumento da AST e redução 

da área de colágeno(4,7,56). 

Neste estudo ao utilizar a irradiação infravermelha (780nm) sobre o músculo 

plantar, observou-se um aumento na expressão proteica da citocina IL-6 após 7 dias 

e uma diminuição da citocina TNF-α também após 7 dias. No período experimental de 

14 dias não observou-se alterações significantes na expressão proteica de IL-6 ou de 

TNF-α. Os resultados da expressão gênica da citocina IL-6, demonstraram que a 

irradiação com LBP infravermelho não promoveu o aumento de IL-6 após 7 dias, já 

em relação ao TNF-α verificou-se um aumento na expressão de mRNA após 7 dias 
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de irradiação. No período experimental de 14 dias houve um aumento na expressão 

gênica de IL-6 no grupo irradiado, em relação ao TNF-α não observou-se alteração no 

mRNA após 14 dias de irradiação. 

No que se diz respeito a citocina IL-6, a literatura é bem clara ao demonstrar sua 

importante participação para o aumento de massa muscular e regulação da hipertrofia 

muscular, segundo Song Gau et al. (2017)(67),  tanto a contração como a sobrecarga 

muscular, podem aumentar a concentração de IL-6 no tecido muscular, 

desempenhando assim uma função de regulação tanto do aumento de massa quanto 

na atrofia muscular. Em um estudo realizado por nosso grupo de pesquisa, Alves et 

al. (2016)(68), após induzir uma lesão muscular em ratos, também verificaram um 

aumento no mRNA de IL-6 após 14 dias de irradiação utilizando os mesmos 

parâmetros desse estudo. Os relatos desse estudo demonstram que o aumento de IL-

6, pode sugerir uma contribuição dessa citocina para diferenciação dos mioblastos, 

esses relatos podem explicar os dados obtidos no presente estudo, assim como os 

achados presente na literatura no que diz respeito a IL-6.  No estudo de Serrano et al. 

(2008)(39), ao induzir a hipertrofia compensatória no músculo plantar de camundongos, 

porém sem irradiação com LBP,  verificou-se uma indução da elevação de IL-6 após 

1, 3 e 14 dias de sobrecarga e uma diminuição após esse período. Estes resultados 

estão em concordância com os achados no presente estudo em que também 

evidenciou-se o aumento na expressão proteica de IL-6 após a irradiação com laser 

no período de  7 dias  e um aumento  na expressão de mRNA de IL-6 após 14 dias de 

HC associada a irradiação com LBP, demonstrando assim a importância e 

participação desta citocina para a manutenção e aumento da massa muscular, uma 

vez que essa citocina, participa do processo de proliferação e fusão das células 

musculares precursoras também chamadas de células satélites. Shiaffino et al. 

(2013)(20), relataram que a IL-6 desempenha um importante papel na fusão de 

mioblastos, promovendo assim o crescimento muscular durante a fase de 

diferenciação celular, isso porque a IL-6 é capaz de atuar sobre os mioblastos 

favorecendo sua proliferação e fusão a outras fibras musculares. A IL-6 pode ser 

liberada no músculo esquelético em reposta a algum tipo de sobrecarga ou estímulo 

advindo de um exercício, ativando assim as células satélites. Estas, são células 

indiferenciadas presente entre o sarcolema e lâmina basal da fibra muscular,  quando 

ativadas as células satélites podem entrar em processo de proliferação, diferenciação 
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e fusão ou formação de novas fibras musculares contribuindo assim com o processo 

de hipertrofia do músculo esquelético(69).  

Outro resultado evidenciado nesse estudo foi a diminuição na expressão proteica 

de TNF-α após 7 dias de irradiação. Diversos estudos atribuem a essa citocina uma 

característica pró-inflamatória, e no tecido muscular sua expressão pode associar-se 

com a ausência de proteção do tecido, diminuição do volume de massa muscular e 

apoptose celular(44). Estudos utilizando o LBP durante o processo de reparo das 

lesões teciduais do músculo esquelético de ratos, demonstraram significantes 

reduções do TNF-α associado a melhora do processo de reparo tecidual57. No estudo 

de Leal Junior et al. (2014)(70), ao aplicar o LBP com comprimento de onda de (904nm; 

densidade da potência 75mW/cm²; potência de saída de 15mW; energia total de 1,0J; 

tempo de 67 segundos) em camundongos mdx em um modelo de distrofia muscular, 

que promove intensa perda de massa muscular, verificaram que o LBP foi capaz de 

diminuir a expressão gênica de TNF-α após 14 semanas de irradiações com 5 

irradiações por semana, sugerindo que o LBP pode apresentar efeitos protetores 

sobre o tecido muscular no que se diz respeito a perda de massa muscular. Contudo, 

no presente estudo os resultados da expressão de mRNA de TNF-α após 7 dias, 

apontou um aumento dessa citocina. Tidball et al. (2010)(5), relatram  em seu estudo 

que os níveis  de TNF-α pode permanecer elevado após 14 dias em uma situação de 

dano muscular e necessidade de regeneração, sugerindo sua participação no 

processo regenerativo tecidual através da modulação da diferenciação e da 

proliferação das células musculares. No processo de HC também ocorre dano tecidual 

agudo, devido a ablação dos músculos sinergistas e a sobrecarga imposta sobre o 

músculo plantar, proporcionando danos as fibras musculares, o que poderia justificar 

o aumento de TNF-α encontrado no presente estudo após 7 dias de irradiação com 

LBP. Além disso, os macrófagos e neutrófilos também expressam TNF-α, induzindo 

assim o aumento de IL-6 pela ativação do (NF-KB) e tanto o TNF-α como a IL-6, 

possuem a capacidade de direcionar as células satélites até a área de lesão, 

promovendo a diferenciação dos mioblastos. Portanto o aumento encontrado na 

citocina TNF-α após 7 dias podem associar-se a esses aspectos. 

No que se diz respeito ao remodelamento da MEC, por intermédio da MMP-2, 

os resultados desse estudo, demonstraram que após irradiação no período de 14 dias 

houve uma tendência ao aumento da atividade da MMP-2 no grupo H + LPB quando 

comparado ao grupo H e um aumento nos grupos H e H+LBP, quando comparados 
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ao grupo Controle. Esses resultados vão de encontro ao estudo de Ribeiro et al. 

(2015)(49), que ao utilizar a irradiação com LBP (λ 780nm), densidade de energia 

10J/cm², potência de 40mW e 3,2J/cm² no músculo tibial anterior de ratos previamente 

a lesão muscular, observaram  um aumento da atividade da MMP-2 após 7 dias de 

irradiação associado a diminuição da área de colágeno. Em um outro estudo, Alves et 

al. (2014)(51), ao aplicar o LBP (λ 780nm), densidade de energia 10J/cm², potência de 

40mW e 3,2J/cm² de energia total, após o procedimento de criolesão também no 

músculo tibial anterior da ratos, verificaram um aumento na ação das MMP-2 após 7 

dias de irradiação.  Já o estudo de Terena et al. (2018)(4), relata que a irradiação com 

LBP (λ 780nm), densidade de energia 10J/cm², potência de 40mW e 3,2J/cm² de 

energia total, foi capaz de diminuir a quantidade de colágeno da MEC 14 dias após 

indução de hipertrofia compensatória, demonstrando a eficácia do LBP sobre o 

músculo esquelético também durante a sobrecarga muscular. Esses achados podem 

associar-se ao resultado encontrado no presente estudo em relação a tendência ao 

aumento da atividade da MMP-2 após 14 dias, uma vez que estas enzimas são 

responsáveis por degradar o excesso de colágeno da MEC e consequentemente, 

diminuir o risco de fibrose no tecido muscular, além de promover uma melhor condição 

de reparo do tecido, sendo estes, aspectos importantes diante de um processo de 

hipertrofia muscular(51). 

Em um outro estudo realizado por nosso grupo de pesquisa Terena et al. 

(2015)(7), ao aplicar o LBP com os mesmos parâmetros utilizados nesse estudo em 

músculo plantar de ratos submetidos a hipertrofia compensatória, verificaram um 

aumento no peso do músculo plantar após 14 dias de irradiações diárias, verificaram 

ainda um aumento na AST durante o mesmo período do experimento. Contudo, no 

estudo referido não foram analisados fatores e citocinas de crescimento envolvidos 

nesse processo. 

Assis et al. (2015)(71), ao realizar exercícios de treinamento de resistência  em 

ratos, 5 vezes por semana, durante 8 semanas, realizando irradiações após o 

treinamento, utilizando comprimento de onda de (808 nm, 30mW, 5,6 J de energia 

total, por 47 segundos), verificaram um aumento na AST do músculo sóleo e do 

músculo tibial anterior , quando compararam os grupos irradiados aos grupos não 

irradiados. Nesse estudo, não foi dado ênfase à modulação de citocinas ou da MMP-

2 após o treinamento de resistência seguido de irradiações. 
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Com base em todos os resultados descritos, fica claro que o uso do LBP sobre 

o músculo esquelético pode ser um importante recurso terapêutico promissor a ser 

utilizado durante a hipertrofia compensatória. 

 O presente estudo, veio preencher uma lacuna no conhecimento no que diz 

respeito a modulação de citocinas inflamatórias e enzimas importantes para o tecido 

muscular durante o processo de hipertrofia compensatória. 

Em conclusão a fotobiomodulação com laser infravermelho e com os parâmetros 

utilizados nesse estudo, modulou a ação das citocinas inflamatórias IL-6 e TNF-α após 

7 e 14 dias de irradiação. Além disso sugeriu uma possível resposta positiva da FBM 

sobre a atividade da MMP-2 após 14 dias de irradiação durante o processo de 

hipertrofia compensatória. 
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6.  CONSIDERAÇÕES FINAIS 

O presente estudo avaliou o efeito do FBM durante o processo de hipertrofia 

compensatória do músculo plantar de ratos sobre a expressão das citocinas 

inflamatórias e sobre o remodelamento da MEC e demonstrou que a FBM foi capaz 

de modular a expressão das citocinas IL-6 e TNF-α, bem como, sugeriu uma possível 

ação positiva sobre a enzima MMP-2 no tecido muscular no que diz respeito a HC. 

Estes resultados são de extrema importância para um direcionamento da utilização 

do LBP como recurso terapêutico durante diferentes tipos de lesões que necessitem 

de hipertrofia muscular, como por exemplo, em situações de acidentes que levem a 

um comprometimento muscular com perda dos estímulos de condução nervosa 

parciais, promovendo a perda de função muscular. Contudo, ainda são poucos os 

estudos demonstrando os efeitos da FBM sobre a hipertrofia compensatória muscular,  

estudos futuros que avaliem a distribuição e a quantidade de colágeno no músculo, 

poderão colaborar de forma pertinente com esse estudo, a fim de estabelecer a função 

do laser como recurso terapêutico sobre a qualidade do tecido, verificando-se assim 

o fenótipo das fibras musculares e avaliar com mais exatidão a funcionalidade 

muscular. 
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8. ANEXOS 
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