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RESUMO

Devido ao seu papel funcional, o musculo esquelético representa um dos 6rgaos
mais lesionados do corpo. Contudo, este tecido possui alta capacidade
adaptativa e regenerativa garantida pela presenca das células satélites (CS) que,
apos a lesdo, passam pelas fases de proliferacdo, diferenciacao e fusdo para
recompor o musculo afetado. Os macréfagos desempenham papel crucial nesse
processo, modulando por meio de seus produtos, as diferentes fases do reparo
muscular. A fotobiomodulacdo (FBM) tem demonstrado, efeitos positivos sobre
o reparo muscular atuando na migracao e proliferacéo celular, assim como sobre
a sintese de mediadores inflamatérios em diferentes linhagens celulares de
macrofagos e de mioblastos. Assim, o objetivo desse estudo foi avaliar os efeitos
da FBM sobre a viabilidade, proliferacdo e diferenciacdo e sintese de éxido
nitrico (NO), IL-6 e TNF-a de células satélites musculares (C2C12)
indiferenciadas e induzidas a diferenciacdo quando cultivadas na presenca do
meio condicionado de macrofagos J774, ativados para perfil M1 (LPS e IFN-Y) e
irradiados com o0os mesmos parametros dosimétricos. Foram avaliados as
seguintes situacdes experimentais: (A) mioblastos C2C12 em meio de
proliferacdo (10% de soro fetal bovino - SFB): (1) C2C12 NI (n&o-irradiada) +
meio de proliferacéo, (2) C2C12 NI + meio condicionado de macréfagos (MM)
nao ativado, (3) C2C12 NI + M1 MM nao-irradiado, (4) C2C12-FBM + M1 MM
nao-irradiado, (5) C2C12 NI + M1 MM irradiado, (6) C2C12- FBM + M1 MM
irradiado; e (B) mioblastos C2C12 induzidas a diferenciacdo (2% soro de cavalo
- SC): (7) C2C12 NI + meio de diferenciagao, (8) C2C12 NI + MM néao ativado,
(9) C2C12 NI + M1 MM néo-irradiado, (10) C2C12-FBM + M1 MM néo-irradiado,
(11) C2C12 NI + M1 MM irradiado, (12) C2C12- FBM + M1 MM irradiado. As
irradiacGes foram realizadas utilizando laser Arseneto de Galio Aluminio (780
nm, 70 mW, 17,5 J/cm?, 1 J). Os mioblastos C2C12 indiferenciados (10% SFB)
e induzidos a diferenciacdo (2% SC - 72h) foram irradiados, plaqueados e
receberam o meio condicionado de macréfagos nas concentragdes finais de 30
e 50% (v/v) e foram incubados em 37°C, 5% CO: por 24 e 48h. Foram avaliados
a viabilidade, proliferacédo celular e a sintese de NO através a técnica de MTT,
Cristal Violeta e Griess, respectivamente, a sintese de IL-6 e TNF-a foi avaliada

pela técnica de ELISA. A diferenciacdo dos mioblastos foi avaliada por meio da



contagem de nucleos e indice de fusdo usando os corantes May Grunwald e
Giemsa. Foram realizados trés experimentos independentes. Todos o0s
resultados foram submetidos a andlise estatistica. Os resultados demonstraram
gue o tratamento com FBM pode gerar efeitos positivos no que se refere ao
aumento da viabilidade e proliferacdo de CS na fase proliferativa apés 48h
cultivadas em maior concentragéo (50%) de meio condicionado M1 irradiado e
aumento da viabilidade de CS em fase de diferenciacdo apos 48h cultivadas em
diferentes concentracbes e aumento da proliferacédo (48h) cultivado em menor
concentracdo (30%) de meio condicionado de macrofagos M1 irradiados.
Promoveu reducdo de NO em CS irradiadas em suas diferentes fases em
diferentes concentracdes de meio condicionado de macréfagos M1 irradiados
apos 24 e 48h. Reducédo da sintese das citocinas pré-inflamatorias em ambas
concentracbes de meio condicionado de macréfagos M1 irradiado, como:
reducdo IL-6 em CS irradiadas em fase de proliferacéo apds 24 e 48h de cultivo
e reducdo da sintese de TNF-a apos 48h em CS irradiadas nas fases de
proliferacédo e diferenciacdo. E no favorecimento do processo de diferenciacéo
(indice de fusdo) de CS indiferenciadas e irradiadas (24 e 48h) e diferenciadas
e irradiadas (48h) cultivadas em diferentes concentragdes de meio condicionado
de macréfagos M1 também irradiados. Em conclusdo, a FBM pode gerar efeitos
positivos em células satélites musculares em suas diferentes fases, quando
cultivadas em meio a diferentes concentracdes de produtos de macrofagos de
perfil pro-inflamatorio (M1) também submetidos a irradiacio nos mesmos
parametros, no que se refere a reducdo da sintese de NO e citocinas
inflamatoérias e no favorecimento do processo de diferenciacdo das células

satélites musculares (indice de fusédo).

Palavras-chave: células satélites musculares, lesdo muscular aguda,

macrofagos, meio condicionado, fotobiomodulagao.



ABSTRACT

Due to their functional role, skeletal muscles represent the most common organ
susceptible to injuries. However, this tissue has a high adaptive and regenerative
capacity due to the presence of satellite muscle cells (SC) that, after an acute
injury, are able to activate, proliferate, differentiate and fuse to reconstitute the
area that is injurie. The macrophages have a great influence and importance to
the skeletal muscle regeneration process, since the products secreted by them
can influence the different stages of muscle repair. Photobiomodulation (PBM)
has been demonstrated in the literature, positive effects in the process of muscle
repair in the modulation of migration and cell proliferation viability, such as the
synthesis of inflammatory mediators in different cell lines of macrophages and
myoblasts. In the present study, the aim was to evaluate the effects of PBM in
cell viability, proliferation and differentiation and synthesis of nitric oxide (NO), IL-
6 and TNF-a on satellte muscle cells (C2C12) in undifferentiated and
differentiated stages cultivated in a presence of activated M1 (LPS and IFN-Y)
J774 macrophages profile conditioned medium irradiated with same dosimetric
parameters. The groups were evaluated under the experimental conditions: (A)
proliferation C2C12 myoblasts condition (10% Fetal Bovine Serum - FBS): (1)
C2C12 NI (non-irradiated) + proliferation medium, (2) C2C12 NI + non-activated
macrophage conditioned medium (MM), (3) C2C12 NI + M1 MM non-irradiated,
(4) C2C12- PBM+ M1 MM non-irradiated, (5) C2C12 NI + M1 MM irradiated, (6)
C2C12-PBM + M1 MM irradiated; and (B) myoblasts C2C12 in differentiation
condition (2% Horse Serum — HS): (7) C2C12 NI (non-irradiated) + differentiation
medium, (8) C2C12 NI + non-activated MM, (9) C2C12 NI + M1 MM non-
irradiated, (10) C2C12- PBM+ M1 MM non-irradiated, (11) C2C12 NI + M1 MM
irradiated, (12) C2C12-PBM + M1 MM irradiated. ). The irradiation was performed
once using an aluminum-gallium-arsenide (780 nm, 70 mW, 17,5 J/cm?, 1 J).
Myoblasts C2C12 were cultivated in proliferation medium (10% FBS) and a
differentiation medium process were induced by replacing the proliferation
medium to differentiation medium (2% HS — 72h), they were irradiated, seeded
in plates and received 30 and 50% (v/v) of macrophage conditioned-medium and
cells were incubated at 37°C, 5% CO2for 24 and 48h. At the end of this period
the cell viability, proliferation and the NO synthesis were assessed using MTT,



Crystal Violet and Griess method respectively and IL-6 and TNF-a synthesis were
assessed using ELISA. Myoblasts differentiation was evaluated by nuclear
distribution and fusion index May-Grunwald and Giemsa staining. Three
independent experiments were performed. All results were analyzed statistically.
The cells treated with PBM showed positive effects as regards in enhance of cell
viability and proliferation of undifferentiated SC after 48h cultivated in a higher
concentration (50%) of M1 conditioned medium irradiated and enhance in C2C12
differentiated viability (48h) cultivated in both concentrations and enhance
proliferation (48h) when cultivated in lower concentration (30%) of M1l
macrophage conditioned medium irradiated. Decreased NO synthesis of
irradiated SC in proliferation and differentiation stages when was cultivated in
both concentrations of M1 macrophages conditioned medium after 24 and 48h.
At protein level, showed a pro-inflammatory cytokines decreased when cultivated
in both concentrations, such as: IL-6 decreased in undifferentiated SC treated
with PBM after 24 and 48h and TNF-a decreased after 48h of undifferentiated
and differentiated SC. And PBM showed an advantage of differentiation process
(index fusion) of undifferentiated SC (24 and 48h) and differentiated SC (48h)
when cultivated in both concentrations of M1 macrophages conditioned médium
irradiated. In conclusion, the PBM can generate positive effects in satellite muscle
cells cultivated in a microenvironmetal with differents concentrations of products
secreted by pro-inflammatory (M1) macrophages also irradiated with same
dosimetric parameters, in relation to decrease in NO syntesis and inflammatory
citokines and in the advantage of differentiation process of satellite muscle cells

(fusion index).

Keywords: satellite muscle cells, acute muscle injury, macrophages, conditioned

medium, photobiomodulation.



SUMARIO

Listadetabelas . ... 16
LiSTA A FIQUIAS ..uuuiiiiiiiiiiiiiiiitee e neees 17
Lista de abreViaCles ... .oooo i e 20
1. INTRODUGAO ... ..ottt st 23
1.1. Células satélites, processo inflamatério e papel dos macréfagos no reparo
0 LU oL U] = T P 23
1.2. Fotobiomodulacédo (FBM) no processo inflamatorio e reparo muscular..... 26
1.2.1 Efeitos da FBM sobre macrofagos e seus produtos............ccceevvveennn. 27

1.2.2 Efeitos da FBM sobre células precursoras miogénicas e células

SALEIILES ... 28
2. JUSTIFICATIVA et e e e e e e e r e e e e e e e e eanes 30
3. OBUJETIVOS ..ottt e e e e e e e e e e e e e e e e e eanes 32
0 I 7 = - | PSRRI 32
3.2 ESPECITICOS. ..eeeiiieei et 32
4, METODOLOGIA ...ttt e e e e e e e r e e e e e e e eanes 33
4. 1. CURUIas CEIUIAIES ........ccoviiiiiiiiiiieee e 33

4.1.1. Inducéo a diferenciacdo celular de mioblastos C2C12..................... 34

4.1.2. Diferenciacao fenotipica (ativacdo) dos macréfagos J774 para perfil
M1 34
4.2. Tratamento das células utilizando a FBM ..........cccccccvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee 34
4.3. Grup0oS EXPEIMENTAIS ......ceeeeeeeieeiiiici e e ee e e e e e e e e e e e e araas 37

4.4, Condicionamento do meio DMEM a partir do cultivo de macréfagos ativados

PArA PEITIT ML ... 39
4.5. Definicdo da concentrac@o de meio condicionado de macréfagos de perfil

M1 para o cultivo das CElulas C2CL2 .........ooviiiiiiiiiiiiiee e 39
4.6. Tratamento das células C2C12 com o meio condicionado por macrofagos
........................................................................................................................... 40
4.7.Ensaio de Viabilidade celular - MTT ... 41
4.8. Proliferagcao celular — Cristal Violeta ..............uuueiiiiiiiiiiiiiiicieeeeeeeein, 41
4.9. Andlise da sintese de OXido NItHCO ........c.cceeevieeieieece e 42
4.10. Dosagem proteica das citocinas IL-6 € TNF-Ql ..........ccccvvvviiiiiiiiiiiiinnnnnn. 43

4.10.1. Normalizacdo das amostras de acordo com a proteina total................ 44



4.11. Coloragdo May-Grunwald € GIEMSA..........cccevvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeee 44

4.11.1. Calculo da distribuiGao de NUCIEOS .........cooviiiiiiiiiiiieeee e 45
4.11.2. Calculo do indice de fUSA0 .........cccevviiiiiiiiiiiiiieeeeeee 45
4.1, ANAlISE ESTAliSHICA. ....cceviiiiiiiiiiiiiiiieieeee e 45
5. RESULTADOS ... e e e e e e e e e e 46

5.1. Definicdo da concentracdo dose-resposta para o cultivo das células C2C12
em meio condicionado de macrofagos de perfil M1 .........cccoooiiiiiiiiiiiinnnn, 46
5.2. Efeito da FBM sobre a viabilidade das células C2C12 cultivadas em meio
condicionado de macrofagos perfil ML ... 50
5.2.1. Viabilidade de mioblastos indiferenciados ..........cccceeevvveviiiiiiiinieeeeeeeeeens 50
5.2.2. Viabilidade de mioblastos apos o processo de inducéo a
IfEIENCIAGAD......ce e e 53
5.3. Efeito da FBM sobre a proliferacédo das células C2C12 cultivadas em meio
condicionado por macréfagosperfil ML ..o, 55
5.3.1. Proliferacdo de mioblastos indiferenciados ...............cccccvvvivviiinneeennn. 55

5.3.2. Proliferacdo de mioblastos apds o processo de inducéo a

(o[ (=T =1 [or = Lo Lo S 58
5.4. Efeito da FBM sobre a sintese de 0xido Nitrico ............cccoeeeeeeeeeeieeeeeee. 61
5.4.1. Sintese de NO por mioblastos indiferenciados ...................cccceeee. 61

5.4.2. Sintese de NO por mioblastos apds o processo de inducao a

IfErENCIAGAOD. ..o e oo 64
5.5. Efeito da FBM sobre a producao de CitoCinas ............cccceevvvevviiiiniieeeeeeennn, 67
5.5.1. ProduG80 de IL-6......ccooieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 67
5.5.1.1. Producéo de IL-6 por mioblastos indiferenciados....................... 67
5.5.1.2. Producao de IL-6 por mioblastos induzidos a diferenciacéo..... 70

5.5.2. ProducC80 de TNF-Q......uuuiiiiiieiieeieece e 73
5.5.2.1. Producéo de TNF-a por mioblastos indiferenciados................... 73

5.5.2.2. Producédo de TNF-a por mioblastos induzidos a diferenciagdo 77

5.6. Analise morfolégica quantitativa e qualitativa por May-Grunwald e

(71T 7= 80
5.6.1. Analise de mioblastos indiferenciados ............ccccoevvvieeiiiiiiiiiiiinieee, 80
5.6.2. Andlise de mioblastos induzidos a diferenciagao................cccccoeeee. 88

5.7. Tabelas resumo dos resultados dos experimentos.............cceuvveeeeveivnneennns 96

5.7.1. Tabela resumo dos resultados de mioblastos indiferenciados.......... 96



5.7.2. Tabela resumo dos resultados de mioblastos induzidos a

AIfErENCIAGAD ... 97
B. DISCUSSAD .. ettt 08
7. CONSIDERAGCOES FINAIS .....ooiiiiiieeeceee e 107

8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.......ccooeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 109



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Resumo dos estudos, parametros e resultados do tratamento
utilizando a FBM em diferentes tipos de macrofagos............cccuvveeveeeieeeiiiiinnnee. 27
Tabela 2. Resumo dos estudos, parametros e resultados do tratamento
utilizando a FBM em células da linhagem C2C12 ...........cccceeiieiieeiiiiiiiiiiie e, 29
Tabela 3. Pardmetros dosimétricos utilizados para o tratamento da FBM

Tabela 4. Descricdo dos grupos experimentais conforme as fases das células
satélites musculares (linhagem C2C12), meio condicionado -cultivadas e
tratamentos COM FBIM ... 38
Tabela 5. Resumo dos resultados de experimentos com mioblastos
indiferenciados cultivados em meio condicionadode macrofagos.................... 96
Tabela 6. Resumo dos resultados de experimentos com mioblastos induzidos a

diferenciacao cultivados em meiocondicionado de macréfagos..............ccee...e. 97



LISTA DE FIGURAS

Fig 1. Concentracdo dose-resposta sobre a viabilidade e sintese de 6xido nitrico
para o cultivo das células C2C12 indiferenciadas e induzidas a diferenciacdo em

meio condicionado de macréfagos ativados paraperfil M1 ..........cccccoeeviiinnnnee. 47

Fig 2. Efeito da FBM sobre a viabilidade de mioblastos C2C12 indiferenciados
cultivados em 30% de meio condicionado de macréfagos ativados para perfil M1

tAMBDEM IMTAIATOS. ..o, 50

Fig 3. . Efeito da FBM sobre a viabilidade de mioblastos C2C12 indiferenciados
cultivados em 50% de meio condicionado de macrofagos ativados para perfil M1
tambem irradiadosS.........ooovviiiiiiie e 51

Fig 4. Efeito da FBM sobre a viabilidade de mioblastos C2C12 induzidos a
diferenciacao cultivados em 30% de meio condicionado de macrofagos ativados
para perfil M1 também irradiados. ..........ccooeiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 53

Fig 5. Efeito da FBM sobre a viabilidade de mioblastos C2C12 induzidos a
diferenciacao cultivados em 50% de meio condicionado de macrofagos ativados
para perfil M1 também irradiados. ..........ccooeiiiiiiiiiiiiiieeeee e 54

Fig 6. Efeito da FBM sobre a proliferagdo de mioblastos C2C12 indiferenciados
cultivados em 30% de meio condicionado de macrofagos ativados para perfil M1
tambem irradiadosS. ........oooveiiiiiiieeeee 56

Fig 7. Efeito da FBM sobre a proliferacdo de mioblastos C2C12 indiferenciados
cultivados em 50% de meio condicionado de macrofagos ativados para perfil M1

tAMBDEM IMTAIATOS. ... 57

Fig 8. Efeito da FBM sobre a proliferacdo de mioblastos C2C12 induzidos a
diferenciacéo cultivados em 30% de meio condicionado de macrofagos ativados

para perfil M1 também irradiados. ..........cooovriiiiiiiiee e 59

Fig 9. Efeito da FBM sobre a proliferacdo de mioblastos C2C12 induzidos a
diferenciacéo cultivados em 50% de meio condicionado de macrofagos ativados

para perfil M1 também irradiados. ............uuuuuumiiiiiiiiiiiiiii s 60



Fig 10. Efeito da FBM sobre a sintese de 6xido nitrico de mioblastos C2C12
indiferenciados cultivados em 30% de meio condicionado de macréfagos

ativados para perfil M1também irradiados ...........ccoouvviiiiiiiiiiiicecce e, 62

Fig 11. Efeito da FBM sobre a sintese de 6xido nitrico de mioblastos C2C12
indiferenciados cultivados em 50% de meio condicionado de macréfagos
ativados para perfil MLtambém irradiados ..........ooooiviiiiiiiieeiiiieeee e 63

Fig 12. Efeito da FBM sobre a sintese de 6xido nitrico de mioblastos C2C12
induzidos a diferenciagdo cultivados em 30% de meio condicionado de

macrofagos ativados para perfil M1 também irradiados ............cccccccceeieeeeeeeeennn, 65

Fig 13. Efeito da FBM sobre a sintese de 6xido nitrico de mioblastos C2C12
induzidos a diferenciagdo cultivados em 50% de meio condicionado de

macrofagos ativados para perfil M1 também irradiados ............cccccccceeeeeieeeeeennn, 66

Fig 14. Efeito da FBM a producao de IL-6 de mioblastos C2C12 indiferenciados
cultivados em 30% de meio condicionado de macrofagos ativados para perfil M1

tAMBDEM IMTAIATOS. ... e 68

Fig 15. Efeito da FBM sobre a producdo de IL-6 de mioblastos C2C12
indiferenciados cultivados em 50% de meio condicionado de macréfagos

ativados para perfil M1também irradiados. .............oovveiiiiiieiiiiiicce e, 69

Fig 16. Efeito da FBM sobre a producéo de IL-6 de mioblastos C2C12 induzidos
a diferenciacdo cultivados em 30% de meio condicionado de macréfagos

ativados para perfil M1também irradiados. .........oooocuiiiiiiiiieeiieeeee e 71

Fig 17. Efeito da FBM sobre a producéo de IL-6 de mioblastos C2C12 induzidos
a diferenciagdo cultivados em 50% de meio condicionado de macréfagos
ativados para perfil M1também irradiados. .........ooooiiiiiiiiiiieeiiieeeee e 72

Fig 18. Efeito da FBM sobre a producdo de TNF-a de mioblastos C2C12
indiferenciados cultivados em 30% de meio condicionado de macrofagos
ativados para perfil M1também irradiados. ..........cooouvveiiiiiiieiiiiiicie e, 75

Fig 19. Efeito da FBM sobre a producdo de TNF-a de mioblastos C2C12
indiferenciados cultivados em 50% de meio condicionado de macrofagos
ativados para perfil M1também irradiados. ..........cooevvveiiiiieiiiieeeccee e 76



Fig 20. Efeito da FBM sobre a producédo de TNF-a de mioblastos C2C12
induzidos a diferenciagdo cultivados em 30% de meio condicionado de

macrofagos ativados para perfil M1 também irradiados ............ccccccccceeiieieeeeeenn, 78

Fig 21. Efeito da FBM sobre a producédo de TNF-a de mioblastos C2C12
induzidos a diferenciagdo cultivados em 50% de meio condicionado de
macroéfagos ativados para perfil M1 também irradiados ...........ccccccevevviiiniinnnnnnn. 79

Fig 22. Analise morfoldgica, distribuicdo de nucleos e indice de fusdo dos
mioblastos indiferenciados e tratados, cultivados por 24h em 30% de meio

condicionado de macréfagos ativados para perfil M1 também irradiados 81

Fig 23. Analise morfolégica, distribuicdo de nudcleos e indice de fusdo dos
mioblastos indiferenciados e tratados, cultivados por 48h em 30% de meio

condicionado de macréfagos ativados para perfil M1 também irradiados 83

Fig 24. Analise morfolégica, distribuicdo de nudcleos e indice de fusdo dos
mioblastos indiferenciados e tratados, cultivados por 24h em 50% de meio

condicionado de macréfagos ativados para perfil M1 também irradiados 85

Fig 25. Analise morfolégica, distribuicdo de nudcleos e indice de fusédo dos
mioblastos indiferenciados e tratados, cultivados por 48h em 50% de meio

condicionado de macréfagos ativados para perfil M1 também irradiados 87

Fig 26. Analise morfolégica, distribuicdo de nudcleos e indice de fusdo dos
mioblastos induzidos a diferenciacdo e tratados, cultivados por 24h em 30% de

meio condicionado de macrofagos ativados para perfil M1 também irradiados 89

Fig 27. Analise morfolégica, distribuicdo de nudcleos e indice de fusédo dos
mioblastos induzidos a diferenciacdo e tratados, cultivados por 48h em 30% de

meio condicionado de macrofagos ativados para perfil M1 também irradiados 91

Fig 28. Analise morfologica, distribuicdo de nudcleos e indice de fusdo dos
mioblastos induzidos a diferenciacdo e tratados, cultivados por 24h em 50% de

meio condicionado de macroéfagos ativados para perfil M1 também irradiados 93

Fig 29. Analise morfologica, distribuicdo de nudcleos e indice de fusdo dos
mioblastos induzidos a diferenciacdo e tratados, cultivados por 48h em 30% de

meio condicionado de macroéfagos ativados para perfil M1 também irradiados 95



LISTA DE ABREVIACOES

ANOVA Analise de variancia

C2C12 Linhagem de células musculares derivadas de camundongos

CK Creatino-quinase

cm? centimetro quadrado

COz2 Dioxido de carbono

COX-2 Ciclooxigenase 2

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (Meio Eagle Modificado por
Dulbecco)

E. Coli Escherichia coli

EDTA Acido etilenodiamino tetra-acético

FBM Fotobiomodulacao

GaAlAs Arseneto de Galio-Aluminio

IFN-y Interferon gama

IL-1a Interleucina 1 alfa

IL-18 Interleucina 1 beta

IL-2 Interleucina 2

IL-4 Interleucina 4

IL-6 Interleucina 6

IL-8 Interleucina 8

IL-12 Interleucina 12

iINOS Oxido nitrico sintase induzida

J Joule

Jlcm? Joules por centimetro quadrado

J774 Linhagem celular de macréfagos tumorais derivados de sarcoma

de camundongos Balb/c

LBI Laser em baixa intensidade
LPS Lipopolissacarideo

mL mililitro

mm milimetro

mM milimolar

min minuto

mw miliwatts



mW/cm? milliwatt por centimetro quadrado

M1 Macroéfagos de fendtipo 1

M2 Macrofagos de fendétipo 2

MM Meio condicionado de macréfagos
NF-KB Fator nuclear kappa beta

nm nandmetros

NO Oxido nitrico

PBS Phosphate-buffered saline (solugéo salina tamponada com fosfato)
pH Potencial hidrogénico

rpm Rotacdes por minuto

ROS Espécies reativas de oxigénio

SC Soro de cavalo

SFB Soro fetal bovino

Thl Citocina pro-inflamatoria do tipo 1
Th2 Citocina anti-inflamatéria do tipo 2
TNF-a Fator de necrose tumoral alfa

ML microlitros

°C graus Celsius



23

1. INTRODUCAO

1.1. Células satélites, processo inflamatério e papel dos macréfagos no

reparo muscular

O musculo esquelético € composto, principalmente, pelas células
musculares e por células nervosas com papel de inervar este tecido e garantir
sua funcéo contratil, transformando a forca em movimento. Devido ao seu papel
funcional, o musculo esquelético representa um dos 6rgaos mais lesionados do
corpo’?. Contudo, este tecido possui alta capacidade adaptativa e regenerativa
garantida pela presenca de células mononucleadas progenitoras conhecidas
como células satélites (CS), que tem a capacidade de proliferacdo e
diferenciacdo e que podem fundir-se as regides lesionadas em fibras musculares
ja existentes ou gerar novas fibras musculares'->.

As CS estéo localizadas na periferia do musculo esquelético maduro,
entre a lamina basal e o0 sarcolema e participam diretamente do processo de
reparo tecidual uma vez que, apés uma lesdo muscular, juntamente com o
processo inflamatério, elas serdo ativadas e denominadas mioblastos®’. Devido
aos danos causados a membrana das células musculares e ativacdo das células
satélites ha a liberacdo de moléculas quimioatrativas, antes armazenadas, que
medeiam o inicio da resposta inflamatoria e induzem o intenso recrutamento das
células de defesa para a area lesionada®®.

ApoOs a lesdo muscular os neutréfilos sédo as primeiras células mieloides a
invadir a area, atingindo concentracdo maxima em cerca de quatro a seis horas
e apresentando declinio apds esse periodo. Essa prévia invasao possibilita a
mudanca no microambiente da lesdo direcionando outras células de defesa,
como os macréfagos, para a regiao através de fatores quimioatrativos (como 0s
debris das fibras lesionadas contendo componentes enddgenos, extracelulares
e fragmentos de DNA) que se ligam a receptores de membrana de macro6fagos
induzindo a populagéo para o perfil pro-infamatorio ou M1. Assim, macrofagos
com alta atividade fagocitaria e capazes de sintetizar varios mediadores pro-
inflamatérios invadem o local do musculo lesionado, alcangando elevadas
concentragdes apos 24 horas e permanecem em elevada concentragcdo por um

periodo de cerca de dois dias.
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Os macroéfagos sé@o considerados células-chave efetoras e moduladoras
da resposta imune na geracéo e resolucdo do processo inflamatoério e reparo
tecidual, devido suas caracteristicas de plasticidade e diversidade fenotipica.
Suas fungbes sdo baseadas nos sinais do microambiente, composto por
diversas citocinas, fatores de crescimento e padrbes moleculares associados a
patdgenos e padrdes moleculares associados a danos (PMAPs e DAMPS)
durante as diferentes fases do processo inflamatério do tecido. Seus objetivos
sdo defender, recuperar e manter a homeostase tecidual, através do
remodelamento e reparo®10.

A resposta inflamatéria apés a lesdo apresenta predominante ativacédo do
fenotipo pro-inflamatério M1, conhecida como ativacdo classica. Suas fungdes
sdo associadas a ativagcdo de citocinas tipo Tul na habilidade e
representatividade em induzir a perpetuacdo da resposta inflamatéria e seus
marcadores caracteristicos, possuindo acado pro-regenerativa durante a
fagocitose das fibras musculares necrosadas, para regeneracdo destas ou
formacéo de novas®.

Posteriormente, h4 o aumento de outra populacdo de macrofagos, de
caracteristica reparadora (perfil M2), que atinge concentracdo pico em quatro
dias pés-lesdo e se mantem significantemente elevada por dias®*L.

A identificacdo dos macréfagos em diferentes fendtipos busca sua
categorizacdo de acordo com a extensa variedade de suas fungdes, onde a
definicdo como M1 e M2 pode ser um modelo limitado devido a complexidade de
suas caracteristicas. Em qualquer momento avaliado apos a lesédo, o infiltrado
inflamatério consiste em uma combinacdo dos macréfagos em diferentes
estados de ativacdo, expressando marcadores associados ao fenétipo M1 e M2
simultaneamente, porém apresentam predominancia tempo-dependente apos a
ocorréncia da lesdo®*2.

Dentre as citocinas envolvidas na fase aguda da inflamacéo, a IL-6 é
considerada como citocina multifuncional, desenvolvendo importante papel na
resposta imune inata e adquirida. Possui influéncia na miogénese, atuando como
fator estimulador da proliferacdo de células precursoras miogénicas e,
consequentemente, inibindo o processo de diferenciacédo® 314,

O TNF-a é outro mediador da resposta inflamatéria primariamente

sintetizado por macréfagos e age diretamente como um indutor da expresséao e
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sintese de citocinas de carater inflamatorio atuando, como a IL-6, na
amplificacdo do processo inflamatério!3. Foi evidenciado que os mioblastos
também expressam essa citocina constitutivamente. Ambas as citocinas IL-6 e
TNF-a atuam induzindo a proliferacdo e migracdo de mioblastos, a
guimioatracéo de células mieloides, e em altas concentracdes inibem a fase de
fusdo dos mioblastos e afetam sua diferenciacéo inicial em miotubos®1516,

Os macrofagos de fendtipo M1 geram uma intensa conversdo de L-
arginina em L-citrulina, que é um potente produtor de moléculas efetoras como
espécies reativas de oxigénio (ROS) e 6xido nitrico (NO)>®,

O NO é uma espécie reativa de nitrogénio produzida enzimaticamente
pela 6xido nitrico sintase (NOS). No musculo esquelético, as isoformas (iNOS,
NNOS e eNOS) a partir da converséo de L-arginina em L-citrulinal’. Na condigéo
fisioldgica o masculo esquelético sintetiza esta molécula em baixas
concentracfes, porém a inflamacéao gera incremento da producao de NO dado o
aumento da expressado de iINOS°,

O NO ¢é capaz de favorecer a ativacdo e proliferacdo das CS
imediatamente apos a lesdo, dada sua caracteristica de vasodilatacéo local, para
a manutencdo do pool de reserva celular em seu estado quiescente, assim
prevenindo o esgotamento das mesmas em casos de lesbes musculares
severast?9, A literatura também evidencia que o NO é um ativador primario das
CS, sendo importante molécula capaz de transformar os estimulos mecanicos
em sinais moleculares?'.

As concentracdes adequadas deste mediador também sao necessérias
para que durante o processo de reparo muscular, envolvendo a fase de fuséo
dos mioblastos a miotubos, estudo?! demonstrou que a inibicdo farmacoldgica
da NOS mantem as células em processo de proliferacdo e o tratamento de
mioblastos C2C12 com um farmaco doador de oxido nitrico demonstrou relacéo
dose-dependente na significante reducdo da Vviabilidade celular®?. A
concentragdo baixa a moderada de NO €& capaz de exercer efeito contra o
estresse oxidativo, dano e morte celular, poréem a producédo exacerbada no
musculo esquelético induz um ambiente de carater oxidativo, sendo que a
producdo de altos niveis destes produtos podem promover dano ao tecido

muscular>6:19,
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A mudanca no fenétipo dos macréfagos M1 para M2 possui importante
impacto no microambiente do tecido muscular, onde previamente realizada a
remocdo de residuos celulares e ativacdo das ceélulas satélites que iniciam o
estagio de diviséo celular visando a reposicéo das células satélites quiescentes
e, posteriormente ocorre a expansao simétrica dos mioblastos, essa transicéo é
capaz de promover a diferenciagéo e crescimento das fibras musculares visando
a recuperacdo tecidual*®. No estagio seguinte, a diferenciagéo inicial promove o
alinhamento das células precursoras miogénicas para se fundir, na fase terminal
do reparo muscular, em miotubos*?3. A inibicdo do recrutamento do fenétipo pro-
inflamatorio (M1) ao local da lesdo causa o prolongamento do estado necrético
das fibras musculares, bem como a depleg&o do fenétipo anti-inflamatorio (M2)
no processo de reparo muscular € capaz de reduzir o didmetro de fibras
musculares imaturas. Assim, indicando o papel indispensavel dos macrofagos

no processo de reparo musculart®,

1.2. Fotobiomodulagdo (FBM) no processo inflamatorio e reparo muscular

Buscando alternativas que favorecam a modulacdo do processo de reparo
muscular, a FBM utilizando laser em baixa intensidade (LBI) se destaca
demonstrando efeitos positivos sobre suas diferentes fases, inclusive no que se
refere a modulacdo das CS e de macrofagos.

A FBM interage com diferentes cromoéforos na célula e em especial com
a enzima terminal da cadeia transportadora de elétrons mitocondrial, citocromo
c oxidase (CCO), induzindo um aumento na producéo de ATP através da enzima
ATP sintase. A citocromo C oxidase € o fotorreceptor primario por conter
cromoéforos que absorvem a luz monocromatica tanto no espectro vermelho
guanto infravermelho do laser, sendo responsavel pela transducdo de sinais
iniciais em células e tecidos?25. Recente estudo de Karu (2014)%, sugere a
também a influéncia da irradiacédo sobre canais iGnicos presentes na membrana
de células excitaveis e ndo excitaveis. Esses canais, sdo proteinas que formam
poros através da bicamada lipidica de células eucariontes e permitem a

passagem de ions entre 0s meios intra e extra celulares.
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Estudos in vitro demonstraram que a FBM apresentou resultados positivos
tanto no que se refere a modulacdo de células musculares quanto de células

inflamatérias, e em especial os macréfagos?’—0,

1.2.1 Efeitos da FBM sobre macréfagos e seus produtos

Estudo utilizando a linhagem de macréfagos J774 cultivada com LPS e
IFN-y para mimetizar o processo inflamatério e essas células irradiadas com
laser em 660 nm (15 mW, 7,5 J/cm?) e 780 nm (70 mW, 3 J/cm?), onde ambos
0S grupos ativados e irradiados com esses diferentes parametros apresentaram
resultados semelhantes no que se referem a atividade mitocondrial?’.

Fernandes et al.?® demonstraram, a partir da ativagdo para fenétipo M1
dos macrofagos de linhagem J774, que o laser no comprimento de onda 780 nm
(70mw, 1750 mW/cm?, 2,6 J/cm?, 0,08 J) proporcionou reducdo mais acentuada
na expressdo de TNF-q, iINOS, e na sintese proteica de TNF-a e COX-2. Por
outro lado, a irradiacdo com 660 nm, (15 mW, 375 mW/cm?, 7,5 J/cm?, 0,22 J)
foi capaz de reduzir a expresséao e sintese de IL-6.

Outros estudos?®2, in vitro, mostraram os efeitos do laser sobre a
polarizacdo de macrofagos J774 ativados para perfil M1, onde a irradiacdo no
espectro infravermelho (780 nm, 17,5 J/cm?, 70 mW, 1 J) foi capaz de reduzir
significantemente a expresséao e sintese de citocinas de carater pré-inflamatorio
IL-6 e TNF-a02°,

Gavish et al. (2008)3! evidenciaram, em células de linhagem RAW 264.7
ativados com LPS que a irradiacédo com laser infravermelho (780 nm, 2 mW/cm?,
2,2 Jilcm?) gerou a reducgdo da expresséo de MCP-1 e das citocinas IL-1B, IL-1q,
IL-10, IL-6, porém apresentou aumento da sintese de NO 12 horas apds o
tratamento.

Na tabela a seguir estdo aglutinados os estudos in vitro que avaliaram o
efeito do laser infravermelho (780 nm) em diferentes linhagens e culturas
primarias de macréfagos, assim como os que utilizaram a linhagem J774 que ja

foram descritos.
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Tabela 1. Resumo dos estudos, parametros e resultados do tratamento in vitro utilizando

a FBM em diferentes tipos de macrofagos.

Densidade Densidade Efeitos
. Comprimento  Poténcia de Energia . . observados
Artigo . de energia Células _ .
de onda (nm) (mW) poténcia J) (3/cm?) (1=aumento;
(mW/cm?) |=reducgiao)
lexpresséo
génica de MCP-
GAVISH et 780 B 2 _ 29 Linhagem 1, IL-1B, IL-1q,
al. (2008)3t ’ RAW 264.7  IL-10, IL-6. 1
secrecdo de NO
apo6s 12h.
Cultura
priméria de
macrofagos . .
SOUSA et i lsintese proteica
al. (2009)% 780 70 1750 0,21 3 Ia}vado de TNF-a
peritoneal
ativados
com LPS
Macréfagos
J774 |AM apds 1 dia e
SOUZA et 780 70 1750 0,08 3 ativados 1 AM ap6s 3 dias
al.(2014) P
comLPS e de ativagao
INFy
Macréfagos Al _expresséo
FERNAND 3774 ge”'g"i"ngST nea
ES et al 780 70 1750 0,08 2,6 ativados reducdo na
28
(2015) COTNII:PS € sintese de TNF-a
v e COX-2 e IL-6
1.2.2 Efeitos da FBM sobre células precursoras miogénicas e células
satélites

Mesquita-Ferrari et al.®® evidenciaram que a FBM utilizando o laser

infravermelho (780 nm, 10 mW e 5 J/cm?) promoveu um aumento da viabilidade

de mioblastos C2C12 induzidos a diferenciacdo apds 24, 48 e 72 horas do

tratamento. E avaliada também, nesse estudo, a atividade de CK apresentou

aumento apos 72 horas quando comparada ao grupo controle.

Outro estudo in vitro evidenciou que o laser AsGaAl nos parametros de
830nm (37 mw, 0,3 J/cm?), 685nm (36,2 mW, 0,6 J/cm?) e 670nm (1,2 J/cm?)

induziu aumento na taxa de proliferacédo de células precursoras miogénicas de
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cultura priméaria de 84,3%, 70,6% e 56,8%, respectivamente34. Entretanto,
Ferreira et al. (2009)%® e Mesquita-Ferrari et al. (2011)3¢ avaliaram o efeito do
tratamento com laser ,utilizando diversos parametros, nos comprimentos de
onda de 660 nm (15 mW, 37,5 mW/cm?e 3,8 J/cm?; 25 mW, 62,5 mW/cm?e 6,3
Jicm?; 40 mW, 100 mW/cm? e 10 J/cm?) e 780 nm 15 mW, 37,5 mW/cm? e 3,8
J/icm?; 40 mW, 100 mW/cm? e 10 J/cm?; 70 mW, 175 mW/cm?e 17,5 J/lcm?) e
nao evidenciaram alteracao da proliferacdo de mioblastos da linhagem C2C12,

cultivados sem a inducéo de diferenciacéao.

Estudo avaliando os efeitos do tratamento com laser dual infravermelho
(808~980 nm, 3W, 22,8 J/cm?, 53 s) em células C2C12 induzidas a diferenciacéo
apresentou, no que se refere a sinalizagdo mitocondrial, aumento da atividade
da enzima AMPK e de p38 MAPK?’,

Por outro lado, quando avaliado o cultivo de mioblastos C2C12
indiferenciados em meio condicionado de macrofagos J774 ativados para perfil
M1 e posteriormente irradiado (660 e 780 nm, em 20, 40 e 70 mW), nao
apresentaram diferencas na analise da diferenciacdo em relacao as células que

foram ativadas e nao tratadas=0.

Na tabela a seguir estdo demonstrados estudos in vitro, previamente
descritos, os parametros utilizados e resumo dos resultados observados

utilizando laser infravermelho para tratamento de células da linhagem C2C12.
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Tabela 2. Resumo dos estudos, parametros e resultados do tratamento in vitro utilizando
a FBM em células da linhagem C2C12.

Densidade Densidade Efeitos
: Comprimento  Poténcia de Energia . observados
Artigo A de energia _ .
de onda (nm) (mW) poténcia ) (3/cm?) (1=aumento;
(mW/cm?) |=reducéo)
15 37,5 3,8 Sem diferencas
significativas na
FERREIRA 780 40 100 - 10 viabilidade celular
et al, 2009 .
apos 24h em
70 175 17,5 todos 0s grupos.
Sem diferencas
15 37,5 3,8 significativas na
MESQUITA- proliferacéo
FERRARI et 780 40 100 - 10 celular para todos
al, 201136 0s parametros e
70 175 17,5 perlodos~de
incubacéo.
MESQUITA- 1 viabilidade
FERRARI et 780 10 0,25 0,2 5 celular. tatividade
al, 20153 de CK (72h).
1 sinalizagéo
NGUYEN et ; e
al., 2014%7 ~808-980 3000 - - 22,8 mitocondrial:

AMPK, p38 MAPK

Os resultados apresentados mostram a capacidade instituida da FBM e
seu desempenho sobre os macrofagos ativados para fenétipo pro-inflamatorio e
sobre mioblastos C2C12, porém ndo ha estudos que apresentem os efeitos
dessa ferramenta terapéutica sobre os produtos de macréfagos ativados para o
perfil M1 e o que é gerado em células C2C12 também irradiadas quando s&o
cultivadas nesse microambiente, no que se se refere a viabilidade e proliferacdo
celular, os efeitos das citocinas e 6xido nitrico produzidos sobre a diferenciacéo
dos mioblastos. Assim, no ambito de atuagdo da FBM na regeneragédo muscular

durante o processo inflamatdrio, estudos se fazem necessarios?>38,
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2. JUSTIFICATIVA

Os macréfagos sdo apontados como importantes células durante o reparo
muscular, por coordenarem as fases inflamatoria, proliferativa e de
remodelamento tecidual apds a lesdo. J& as células precursoras miogénicas sao
responsaveis pela recomposicdo da &rea lesionada e regeneracdo, levando a
recomposicao do tecido muscular. A FBM tem demonstrado papel relevante com
efeitos positivos na modulacdo do reparo muscular de forma segura e
eficaz3233353940  Porém, poucos estudos exploraram seus efeitos sobre
macréfagos e sobre a relacdo destas células com as células precursoras

miogénicas.

Essa dissertagdo visou mimetizar in vitro a condi¢gao que acontece in vivo
guando o tratamento com a FBM é aplicada no tecido muscular para a
recuperacdo das lesdes agudas, uma vez que esta terapia modularia tanto a

células musculares quanto as células inflamatorias.
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3. OBJETIVOS

3.1.Geral

Avaliar, in vitro, os efeitos da FBM sobre células satélites musculares
indiferenciadas e induzidas a diferenciacdo quando cultivadas na presenca de
meio condicionado de macréfagos, ativados para perfil M1 e irradiados com 0s

mesmos parametros dosimétricos.

3.2 Especificos

Avaliar os efeitos da FBM em mioblastos C2C12 indiferenciados e
induzidos a diferenciacédo cultivados em meio condicionado de macréfagos J774
ativados para perfil M1 e irradiados com os mesmos parametros dosimétricos,

no que se refere a:

e Sintese de 6xido nitrico (NO);

e Viabilidade celular;

e Proliferacdo celular;

e Sintese proteica de citocinas: Interleucina-6 (IL-6) e Fator de Necrose
Tumoral-a (TNF-a);

e Indice de fusio;

e Avaliacdo qualitativa da morfologia celular e andlise inferencial da
distribuicdo de nucleos de mioblastos C2C12, através de: células

mononucleadas, binucleadas e multinucleadas.
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4. METODOLOGIA

Este estudo foi realizado no laboratorio de Pesquisa do Programa de
Mestrado e Doutorado em Biofotbnica aplicada as Ciéncias da Saude da

Universidade Nove de Julho — UNINOVE, Campus Vergueiro, Sdo Paulo-SP.

4.1.Culturas celulares

Foi utilizada a linhagem de células precursoras miogénicas C2C12
(derivada de camundongos) doada pelo Prof. Dr. Ernesto Belizario ambos do
Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&o Paulo (ICB-USP) e a
linhagem de macréfagos J774 (derivada de camundongos BALB/c) que foi doada

pelo Prof. Dr. Carlos Pelleschi Taborda.

As células foram cultivadas no meio de cultura de Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM, Vitrocell, Campinas, SP, Brasil), pH 7,4 contendo 10% de soro
fetal bovino (Vitrocell, Campinas, SP, Brasil) para ambas as linhagens (C2C12 e
J774).

As culturas foram mantidas em estufa (HEPA class 3110, Thermo Electron
Corporation, OH, EUA) a 37°C, numa atmosfera tmida contendo 5% de CO2. A
monitorizagéo do crescimento celular foi realizada a cada 24 horas, utilizando-
se microscopio invertido de fase (Eclipse TE 2000U, Nikon, Melville, NY, EUA).

O subcultivo foi realizado em fluxo laminar (Linha 400, Pachane,
Piracicaba/SP, Brasil) sempre que a monocamada celular atingir o ponto de
subconfluéncia para a perpetuacéo da linhagem. Para tanto, o sobrenadante foi
removido, as células lavadas com tampao PBS 1X (NaCl 140mM; KCI 2,5mM;
Na2HPO4 8mM; KH2PO4 1,4mM; pH 7.4). Os mioblastos C2C12 foram tratados
com solucéo de tripsina 0,1%/EDTA durante 5 minutos a 37°C e ap0s incubagéo
realizada nova lavagem com meio. Os macréfagos J774 foram desaderidos em
PBS 1X utilizando o scraper cell (TPP, Sui¢a). Em seguida ambas as culturas
foram centrifugadas a 1200 rpm a 10°C por 5 minutos (Centrifuga Excelsa 4-
280R, Fanem, Séo Paulo, SP, Brasil) e posteriormente ressuspendidas em 1mL
de meio DMEM.
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A viabilidade celular, bem como a contagem do niumero de células durante
0 subcultivo e anteriormente aos ensaios, foi avaliada em camara de Neubauer
corando as células com Azul de Trypan (0,4%). Foram utilizadas nos ensaios

somente as culturas com viabilidade superior a 95%.

4.1.1 Inducgéo a diferenciagdo celular de mioblastos C2C12

As células C2C12, apés sua expansao também foram cultivadas em meio
de diferenciagdo, composto por DMEM (Vitrocell, Campinas, SP, Brasil) com a
adicdo de 2% (v/v) de soro de cavalo (SC) durante o periodo de 72 horas em
estufa a 37°C. A troca do SFB por SC, quando cultivadas pelo periodo descrito,
€ capaz de induzir a diferenciacdo das células C2C12 através saida do ciclo
celular e por sua mudanca morfolégica na formacdo de miotubos (células

multinucleadas)*~43.

4.1.2 Diferenciacdo fenotipica (ativacdo) dos macréfagos J774 para perfil
M1

Para induzir a diferenciacdo para o fenétipo M1, a cultura de macréfagos
J774 foi tratada com solugcdo de DMEM contendo LPS de Escherichia coli
026:B6 (Sigma, St Louis, MO) a 1,0ug/mL3143 e Interferon-gama (IFN-Y - Sigma,
St Louis, MO) a 0,2ug/mL333445 O meio DMEM foi suplementado com 5% de
soro fetal bovino (SFB) e a cultura permaneceu nesta condi¢cdo por 2 horas
(periodo de ativacdo)3!. Para isso os macréfagos foram divididos em trés grupos
em placas de Petri de 60mm, sendo: controle (ndo-ativado e ndo-irradiado), M1

(ativado e nao-irradiado) e M1+ FBM (ativado e irradiados).

4.2. Tratamento das células utilizando a FBM

As culturas de macréfagos J774 dos grupos experimentais foram
irradiadas 2 horas®? ap6s o inicio da sua ativacdo utilizando o aparelho Twin-
laser (MM Optics, Sdo Carlos, SP, Brasil). As células da cultura C2C12
indiferenciadas foram irradiadas apds demonstrar viabilidade adequada

conforme métodos descritos no item 4.1. E as células C2C12 submetidas a
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inducdo a diferenciacdo foram irradiadas 72 horas apds a incubagdo meio

contendo soro de cavalo (2% v/v).

Devido a ampla variedade da escolha dos parametros dosimétricos
(comprimento de onda, poténcia, irradiancia, exposicao irradiante, energia, entre
outros), a literatura se mostra incipiente em relacdo aos efeitos da FBM sobre
macréfagos, células satélites musculares e outros tipos celulares, e apresentam
efeitos diversos e por vezes antagénicos*44°,

Assim, nesse contexto as escolhas parameétricas foram baseadas em
estudos in vivo de reparo muscular de lesbes agudas de Guimarées et al.
(2016)#°, Souza et al. (2018)*% e Andreo et al. (2018)*/, considerando os notaveis
efeitos obtidos na utilizacdo do laser no espectro infravermelho (780 nm). Em
relacdo a utilizacdo da FBM em modelos in vitro de macrofagos J774 e células
satélites musculares C2C12, foram utilizados os mesmos parametros (780 nm)
dos estudos de Mesquita-Ferrari et al. (2015)33, (70 mW, 17,5 J/cm?) Mesquita-
Ferrari et al. (2011)%, Fernandes et al. (2015) ?e (15 s, 1 J) estudos ainda ndo

publicados.
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Tabela 3. Parametros dosimétricos utilizados para o tratamento da FBM.

Comprimento de onda (nm) 780
Largura espectral (nm) 10
Modo de funcionamento Continuo
Poténcia (mW) 70
Polarizagao Random
Diametro de abertura (cm) 0,23
Irradidncia na abertura (mW/cm?) 1750
Area do feixe (cm?) 0.04
Tempo (s) 15
Exposicdo radiante (J/cm?) 17,5
Numero de pontos irradiados 1
Area irradiada (cm?) 0,04
Técnica de aplicagao Contato
Numero de sessoes e frequéncia 1
Energia total (J) 1

As irradiacbes foram realizadas apenas uma vez em tubos de
centrifugacdo contendo o precipitado celular posicionando a ponteira do
equipamento laser perpendicular & base do tubo, de modo que a luz atingisse
diretamente o pellet de células antes que ultrapassasse o meio de

cultura?8:33:3536,

Todos os experimentos foram realizados em ambiente de penumbra para
nao sofrer interferéncia da luz externa. As células dos grupos ndo tratados

sofreram a mesma manipulagdo, mas nao foram irradiadas com laser.
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As culturas de C2C12, acrescida ou ndao do meio condicionado de

macrofagos foram cultivadas conforme métodos descritos nos itens 4.4 e 4.6.

4.3. Grupos experimentais

Os grupos experimentais para a avaliagdo do efeito da FBM sobre a
cultura de células precursoras miogénicas cultivadas em meio condicionado de
macrofagos ativados para perfil M1 foram descritos abaixo e representados de

forma direta na tabela 4.

(A) Células C2C12 cultivadas em meio de proliferacao:

1 — C2C12 néo irradiada (NI) em meio de proliferacdo: Mioblastos C2C12
indiferenciados e nao-tratados, que receberam meio DMEM suplementado com
10% SFB.

2 — C2C12 NI em meio condicionado de macréfagos (MM) néo-ativado:
Mioblastos C2C12 indiferenciados e nao-tratados, que receberam 30 e 50% de

sobrenadante de macréfagos J774 ndo ativados.

3 — C2C12 NI em MM M1 néo-irradiado: Mioblastos C2C12 indiferenciados e
ndo-tratados, que receberam 30 e 50% de sobrenadante de macréfagos J774

ativados para perfil M1 n&o-irradiados.

4 — C2C12-FBM em MM M1 néao-irradiado: Mioblastos C2C12 indiferenciados
e tratados com a FBM, que receberam 30 e 50% de sobrenadante de macréfagos

J774 ativados para perfil M1 n&o-irradiados.

5 - C2C12 NI em MM M1 irradiado: Mioblastos C2C12 indiferenciados e néo-
tratados que receberam 30 e 50% de sobrenadante de macréfagos J774

ativados para perfil M1 e irradiados.

6 — C2C12-FBM em MM M1 irradiado: Mioblastos C2C12 indiferenciados e
tratados com a FBM, que receberam 30 e 50% de sobrenadante de macréfagos

J774 ativados para perfil M1 e irradiados nos mesmos parametros.

(B) Ceélulas C2C12 previamente induzidas a diferenciagao:
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7 — C2C12 NI em meio de diferenciacdo: Células C2C12 induzidas a
diferenciacédo, ndo-tratadas, que receberam meio DMEM suplementado com 2%
SC.

8 — C2C12 NI em MM néo-ativado: Células C2C12 induzidas a diferenciacao,
nao-tratadas, que receberam 30 e 50% de sobrenadante de macréfagos J774

nao ativados.

9 - C2C12 NI em MM M1 néo-irradiado: Células C2C12 induzidas a
diferenciagdo, ndo-tratadas, que receberam 30 e 50% de sobrenadante de

macréfagos J774 ativados para perfil M1 ndo-irradiados.

10 — C2C12-FBM em MM M1 ndo-irradiado: Células C2C12 induzidas a
diferenciacao e tratadas com a FBM que receberam 30 e 50% de sobrenadante

de macréfagos J774 ativados para perfil M1 ndo-irradiados.

11 - C2C12 Nl em MM M1 irradiado: Células C2C12 induzidas a diferenciacao,
ndo-tratadas, que receberam 30 e 50% de sobrenadante de macrofagos J774

ativados para perfil M1 e irradiados.

12 - C2C12-FBM em MM M1 irradiado: Ceélulas C2C12 induzidas a
diferenciacao e tratadas com a FBM que receberam 30 e 50% de sobrenadante
de macréfagos J774 ativados para perfil M1 e irradiados nos mesmos

parametros.
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Tabela 4. Descricao dos grupos experimentais conforme as fases das células satélites

musculares (linhagem C2C12), meio condicionado cultivadas e tratamentos com FBM.

C2C12 com !\/I.eio Meio
Grupos . _C2C12_ diferenciacao condlcm?ado condicionado de
indiferenciada . . de macrofagos .
induzida . macrofagos M1
nao ativados
A-1 + - - -
A-2 + - + -
A-3 + - - -
A-4 + FBM - + -
A-5 + - - + FBM
A-6 + FBM - - + FBM
B-7 - + - -
B-8 - + + -
B-9 - + - -
B-10 - + FBM - -
B-11 - + - + FBM
B-12 - + FBM - + FBM

4.4.Condicionamento do meio DMEM a partir do cultivo de macrofagos

ativados para perfil M1

As culturas de macrofagos foram ativadas por 2 horas conforme descrito
anteriormente, apos este periodo foram lavadas (4 vezes) com meio sem Soro
fetal bovino, irradiadas (conforme grupo experimental) e, em seguida, foram
incubadas por 24 horas em meio contendo 5% de SFB. O meio de cultivo das
diferentes placas entdo foi recolhido, apés o periodo de incubacado, e

denominado meio condicionado*142,

4.5.Definicdo da concentracdo de meio condicionado de macréfagos de

perfil M1 para o cultivo das células C2C12

Os efeitos dos macrofagos, bem como dos produtos por eles secretados,
podem ser considerados benéficos ou deletérios dependendo da fase do
processo inflamatorio, da quantidade presente dessas células de defesa e o tipo
de tecido acometido. Estudo*! sugere ainda que esses efeitos podem ser

mensurados, em estudos in vitro, e possuem resposta dependente da
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concentragdo do sobrenadante de macréfagos na qual as células de interesse
forem cultivadas.

Para isso, foi realizada a ativagdo apenas do grupo M1 (ativados e néo-
irradiados) e apo6s a coleta do meio condicionado, como descrito em 4.1.2 e 4.4.
Assim, foi empregado nas células C2C12 indiferenciadas e induzidas a
diferenciacdo, previamente semeadas (1x10% por poco) em placas de 96 pocos
de fundo chato (TPP, Trasadingen, Schaffhausen, Suiga) o meio condicionado
nas seguintes concentracdes finais (v/v): 100%, 70%, 50%, 30% e 20%%42:43.48:49,
sendo 0 meio complementar composto pelo meio de cultivo das células C2C12
nas diferentes condi¢des (10% SFB para células C2C12 indiferenciadas ou 2%
SC para células C2C12 previamente induzidas a diferenciacé@o). As células foram
entdo incubadas pelos periodos de 24 e 48 horas em estufa a 37°C. Apés esse
periodo, o sobrenadante contido nos pocos foi coletado e realizada a remocéo

das células mortas com lavagem utilizando PBS pH 7,4.

Para a dosagem da sintese de Oxido nitrico das amostras, foi utilizado o
meétodo de Griess, conforme descrito no item 4.8. Para a avaliacao da viabilidade
celular das células C2C12 de todos os grupos foi realizado o ensaio utilizando a

técnica de MTT (conforme descrito em 4.6).

4.6. Tratamento das células C2C12 com o meio condicionado por

macroéfagos

Os mioblastos C2C12 derivam de musculo esquelético de camundongos,
exibem a maioria das caracteristicas dos mioblastos normais e diferenciam-se

em cultura, propiciando um bom modelo para estudar a regeneragdo muscular*,

As células C2C12, previamente cultivadas em meio DMEM com 10% de
soro fetal bovino (indiferenciadas) e com 2% de soro de cavalo por 72 horas
(inducéo de diferenciacéo) e irradiadas (conforme grupo experimental) foram
semeadas (1x10* por poco) em placas de 96 pocos de fundo chato (TPP,

Trasadingen, Schaffhausen, Suica).

Foram adicionados 30 e 50% dos devidos meio condicionado por

macrofagos (como descrito no item 5.1), tratados ou ndo com laser, conforme
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tabela 4, e cultivadas por 24 e 48 horas em estufa a 37°C%.. A escolha das
concentragfes de meio condicionado por macrofagos foi baseada na viabilidade,
bem como da sintese de o6xido nitrico das células C2C12 indiferenciadas e

induzidas a diferenciacdo quando estas foram incubadas em M1 MM.

4.7. Ensaio de Viabilidade celular - MTT

Para determinar a viabilidade celular foi utilizada a técnica de MTT (3-[4,5-
dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide — CAS 57360-69-7 —
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)*45 O MTT é reduzido pela enzima
succinato desidrogenase a cristais de formazan na mitocéndria como, também,
no nucléolo, lisossomos e complexo de Golgi podendo relacionar diretamente

seu teor dada a analise colorimétrica com a viabilidade celular.

As células (1x10* por poco), de todos 0S grupos experimentais
previamente incubadas em placas de 96 pocos de fundo chato (TPP,
Trasadingen, Schaffhausen, Suica) mantidas em seus devidos meios
condicionados, conforme tabela 4, analisados apos 24 e 48 horas de incubacéo.
Cada grupo foi analisado em quadruplicata e os testes realizados 3 vezes de

forma independente.

Transcorrido o tempo experimental, 0 sobrenadante contido nos pogos foi
armazenado e a remocdo das células mortas se deu com lavagem utilizando
PBS pH 7,4. A cada poco foi adicionado 50uL da solucéo de MTT 0,5% (p/v) e
incubado por 3h em estufa (HEPA class 3110, Thermo Electron Corporation) a
37°C, fluxo de 5% de CO:2 e atmosfera umida. Transcorrido o tempo, o conteddo
de cada poco foi lisado com 100uL de Isopropanol (Synth, Diadema, SP, Brasil)
para solubilizacdo dos cristais. Por fim, a leitura da densidade 6ptica (620nm) foi
realizada em Leitor de Microplacas (Anthos2020®, Anthos Labtec Instruments,
Wals, Austria).

4.8. Proliferacao celular — Cristal Violeta

As células (1x10* por poco), de todos o0s grupos experimentais

previamente incubadas em placas de 96 pocos de fundo chato (TPP,
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Trasadingen, Schaffhausen, Suica) mantidas em seus devidos meio
condicionado, conforme tabela 4, analisados apés 24 e 48 horas de incubacéo.
Cada grupo foi analisado em quadriplicata e os testes foram realizados trés

vezes de forma independente.

Transcorrido o tempo experimental, o0 sobrenadante contido nos pogos foi
coletado, armazenado e a remocao das células mortas foi dada com lavagem
utilizando PBS pH 7,4. A cada poco foi adicionado 40puL da solugéo do corante
Cristal Violeta na concentracéo de 5% (p/v) em 20% de metanol (v/v) e incubado
por 15 minutos em temperatura ambiente. Passado o tempo, os poc¢os foram
lavados duas vezes com agua destilada para a retirada do excesso de corante.
As células foram lisadas e o contetdo solubilizado acrescentando 100uL de
Metanol (Synth, Diadema, SP, Brasil) em cada poc¢o. Apés homogeneizacéo, foi
determinada a densidade Optica (620nm) em Leitor de Microplacas
(Anthos2020®, Anthos Labtec Instruments, Wals, Austria).

4.9. Analise da sintese de Oxido Nitrico

Para avaliar a producdo de O6xido nitrico pelas células C2C12
indiferenciadas e induzidas a diferenciacdo de todos 0s grupos experimentais,
foi utilizado o método de Griess. Esta técnica permite detectar e quantificar, por
espectrofotometria, nitrito organico em amostras a partir da cor vermelho-intenso
(composto diazo) formado apés a reacdo do Nitrito com Sulfonilamida em meio

acido (reacao de Griess).

As células (1x10* por pogo), de todos 0S grupos experimentais
previamente incubadas em placas de 96 pocos de fundo chato (TPP,
Trasadingen, Schaffhausen, Suica) mantidas em seus devidos meio

condicionado, conforme tabela 4, analisados apos 24 e 48 horas de incubacao.

Transcorrido o tempo de incubacéo, 50uL do sobrenadante foi coletado e
transferido rapidamente, num ambiente de penumbra, para uma nova placa de
96 pocos (TPP), totalizando quatro pogos por grupo experimental. A curva
padrao de Nitrito foi composta de solu¢bes DMEM suplementado com 10% SFB
ou 2% SC + Nitrito nas concentrac¢des de 0, 5, 10, 20, 40, 80 e 160 pM, partindo
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de uma solucao estoque concentrada de 10mM de Nitrito. Em seguida, 50uL de
reagente de Griess foi adicionado por poco. Apds 10 minutos em obscuridade,
foi determinada a absorbancia (492nm) em leitor de microplacas (Anthos2020).
Foram realizados 3 experimentos independentes com a quadruplicata de cada

grupo experimental.

4.10. Dosagem proteica das citocinas IL-6 e TNF-a

A citocinas Interleucina-6 e Fator de Necrose Tumoral-a séo proteinas
pro-inflamatéria com papel de quimioatracéo de células mieloides e satélites e
aumentar a proliferacdo de mioblastos®. Entretanto, segundo Tidball®>, sua
presenca pode inibir tanto a progressao das células satélites no estagio inicial da

diferenciacdo quanto a fusdo dos mioblastos em miotubos*6:4748,

A partir dos sobrenadantes das células C2C12 indiferenciadas e induzidas
a diferenciacéo, dos diferentes grupos experimentais, a dosagem proteica foi
realizada por meio da técnica de imunoensaio — ELISA, utilizando o kit comercial
(Biolegend®, San Diego, USA).

Para esta andlise as células C2C12 (1x10%) indiferenciadas e induzidas a
diferenciacdo foram previamente incubadas em placas de 96 pocos de fundo
chato (TPP, Trasadingen, Schaffhausen, Suica) e mantidas em seus devidos

meios condicionados, conforme tabela 4.

ApOs 24 e 48 horas de cultivo das células C2C12 em contato com o meio
condicionado por macrofagos dos diferentes grupos experimentais, o0
sobrenadante de cada grupo foi empregado na quantificacéo proteica de IL-6 e
TNF-a. Para a técnica de ELISA sanduiche, foram utilizados os kits comerciais
para IL-6 (Biolegend mouse IL-6-ELISA MAX™ Standard Sets-431301, Pacific
Heights Blvd., San Diego, CA 92121), TNF-a (Biolegend mouse TNF-a - ELISA
MAX™ Standard Sets -430901, Pacific Heights Blvd., San Diego, CA 92121)
seguindo os protocolos descritos pelo fabricante. Foram realizados trés

experimentos independentes.
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4.10.1 Normalizacdo das amostras de acordo com a proteina total

Para a correcdo das variacbes das analises, a proteina total foi
guantificada em um NanoDrop 2000 (ThermoScientific) a partir de uma amostra
do sobrenadante de todos os grupos experimentais, nos diferentes periodos de
avaliacdo (24 e 48h). A dosagem de proteina total (mg/mL), de cada grupo, foi
entdo utilizada como proporcao para a os valores de absorbancia obtidos a partir

da dosagem proteica de IL-6 e TNF-a.

4.11. Coloracdo May-Grunwald e Giemsa

Para verificar a morfologia apdés os procedimentos experimentais, foi
realizada a coloracdo das células através da técnica de coloracao utilizando os
corantes May-Grunwald e Giemsa. Esse método possibilita evidenciar os
nucleos e a estrutura dos mioblastos e miotubos, assim como calcular os indices
de fusdo devido o processo de diferenciacéo celular e a proporcao da distribuicdo

de nucleos de acordo com a fase de proliferagdo ou diferenciacédo das CS 0.

Para isso, as células C2C12 (1x10% por poco) indiferenciadas e induzidas
a diferenciacdo foram incubadas em placas de 96 pocos nas diferentes
condicdes experimentais, conforme tabela 4, pelos periodos de 24 e 48 horas.
Cada grupo foi analisado em quadruplicata e os testes foram realizados trés

vezes de forma independente.

Apoés os periodos de incubacédo, o sobrenadante contido nos pocos foi
coletado e as células foram lavadas com PBS gelado. As células foram fixadas
adicionando em cada poco 40 uL de alcool metilico (Synth, Diadema, SP, Brasil)
por 5 minutos e as placas foram secas durante 10 minutos em fluxo laminar. Em
seguida adicionado 40uL do corante May-Grunwald (Renylab, Barbacena, MG,
Brasil) diluido 1:3 em solucdo tampé&o sédio-fosfato (1 mM NaH2PO4 e 1mM
NaH2POa4, pH 5,8) por 5 minutos, os poc¢os foram lavados duas vezes com agua
destilada e, na sequéncia, incubados em 40uL do corante Giemsa (Renylab,
Barbacena, MG, Brasil) diluido 1:20 em solucéo tampé&o sédio-fosfato durante 10
minutos. Posteriormente, os pogos foram lavados 2x com PBS e as placas foram

secas em temperatura ambiente para posterior observacao.
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As imagens foram obtidas de cinco campos aleatorios dos pocos dos
diferentes grupos experimentais utilizando-se o microscopio invertido de fase

(Eclipse TE), com magnificacéo 40X5,

4.11.1 Calculo dadistribui¢cdo de nucleos

Com o auxilio do plugin Cell Counter do software Image J (National
Institute of Health - NIH, EUA), através das imagens obtidas, foi realizada a
contagem da quantidade total de nucleos presentes em cada um dos campos
fotografados.

Os nucleos contidos nas imagens foram subdivididos em trés classes:
mioblastos mononucleados, mioblastos binucleados (fusdo de dois nucleos) e
miotubos multinucleados (>2 nucleos). A distribuicdo de nucleos (%) por campo
foi calculada: ([nUmero de nucleos compondo os mioblastos ou miotubos por
campo] / [total de nucleos presente por campo] x 100)%%52, Posteriormente a

meédia dos cinco campos foi calculada.

4.11.2 Calculo do indice de fusao

Para o calculo do indice de fusdo foram considerados os valores (%)
obtidos nas classes dos mioblastos binucleados e miotubos multinucleados por
campo (descrito no item 4.11.1.), esses valores foram entdo somados e

posteriormente calculada a média.

4.1. Anélise Estatistica

A distribuicdo da normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de
Kolmogorov-Smirnov. Todos os valores foram expressos em média + desvio
padrdo e a comparacao entre os tratamentos foi verificada utilizando o teste de
Variancia de uma via (one-way analyses of variance, ANOVA). A significancia
estatistica entre os grupos experimentais foi verificada pelo teste de Tukey com
nivel de aceitacdo igual ou superior a 95%. Os dados foram analisados

utilizando-se o software GraphPad Prism 5.01.
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5. RESULTADOS

5.1. Definicdo da concentracdo dose-resposta para o cultivo das células
C2C12 em meio condicionado de macrofagos de perfil M1

Na avaliacédo da viabilidade das células C2C12 indiferenciadas cultivadas
em meio condicionado de macréfagos J774 ativados para o perfil M1 apds 24h
de incubacdo (Figura 1A), o grupo das células indiferenciadas apresentou
reducdo na viabilidade (p<0,001) quando sao cultivadas em uma concentracéo
de 100% de M1 MM comparado ao grupo cultivado em meio de proliferacédo
(controle). O mesmo grupo, 100% M1 MM, também apresentou reducéo
significativa na viabilidade em relagéo aos demais grupos cultivados em menores
concentracbes de meio condicionado M1 (p<0,001). Entre os demais grupos
experimentais ndo houve diferencas estatisticas.

Apos 48h de incubacdo (Figura 1B), as células C2C12 continuaram a
apresentar reducdo da viabilidade quando cultivadas em 100% M1 MM em
comparacgdo ao grupo somente em meio de proliferacéo (p<0,001). Foi possivel
observar um aumento crescente da viabilidade dos grupos que receberam
menores concentracdes de M1 MM (p<0,001). Ja quando os demais grupos sao
comparados ao grupo que recebeu o meio de proliferacéo (controle) houve uma
reducéo significativa na viabilidade nos grupos 70 (p<0,01), 50 (p<0,05) e 20%
(p<0,05) e valores préximos ao grupo proliferacdo no que foi usado 70% e 30%
M1 MM (p<0,01).

Em relacdo ao NO, apds 24 e 48h houve um aumento da sintese nos
grupos que receberam M1 MM em relacdo ao grupo cultivado apenas na
presenca de meio de proliferacdo, sendo esse mais pronunciado nos grupos que
receberam maiores concentracdes de M1 MM (Figura 1A e 1B). Em 48h o grupo
gue recebeu 20% M1 MM apresentou valores semelhantes ao grupo que néo
recebeu M1 MM. Os grupos em todas as concentragbes foram capazes de
apresentar diferenca estatistica em relacdo aos grupos que receberam 100 e
70% M1 MM (p<0,001). O grupo que recebeu 30% M1 MM apresentou reducao
na sintese de 6xido nitrico em comparacéo ao grupo que recebeu 50% M1 MM
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(p<0,01). Por outro lado, o grupo que recebeu 20% M1 MM apresentou aumento
da sintese de 6xido nitrico em relacdo ao grupo 30% M1 MM (p<0,01).

O tratamento com meio condicionado de macréfagos ativados para perfil
M1 de mioblastos que foram previamente induzidos a diferenciagédo (72h em 2%
SC) nado apresentou diferencas estatisticas entre os grupos em 24h de cultivo
(Figura 1C). Porém apoOs 48h (Figura 1D) foi possivel observar aumento
crescente da viabilidade dos grupos que receberem menores concentragdes em
relacdo ao grupo 100% M1 MM (p<0,001). O grupo 70% M1 MM também
apresentou reducéo na viabilidade comparado ao grupo 20% M1 MM (p<0,01).
N&o houve diferencas estatisticas entre os demais grupos.

Referente a sintese de NO apo6s 24h de cultivo, as células C2C12
induzidas a diferenciacéo cultivadas nas diferentes concentracbes de M1 MM
apresentaram aumento da producdo em relacdo ao grupo em meio de
diferenciacao (p<0,01) e valores semelhantes ao grupo 30% M1 MM (p<0,05).
As células cultivadas em 30% M1 MM apresentaram menor sintese de NO em
relacdo aos grupos em maiores e menor concentracdes (p<0,01).

Apbs 48h de incubacao, os grupos em maiores concentracdes (100 e 70%
M1 MM) apresentaram aumento da sintese de NO em relac¢éo ao grupo cultivado
apenas em meio de diferenciacao (p<0,01). J& os grupos que receberam 50%
(p<0,01), 30 e 20% (p<0,001) apresentaram decrescente reducdo em relacao a
100% de M1 MM.
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Fig 1. Concentracao dose-resposta sobre a viabilidade e sintese de 6xido nitrico para o cultivo
das células C2C12 indiferenciadas e induzidas a diferenciacdo em meio condicionado de
macrofagos ativados para perfil M1. Viabilidade celular e sintese de éxido nitrico de mioblastos

C2C12 (1x104 célula/poco) indiferenciados (A e B) e dos grupos C2C12 previamente induzidas
a diferenciagéo (C e D) quando cultivados em 100, 70, 50, 30 e 20% de meio condicionado de
macrofagos J774 ativados para perfil M1 (LPS +IFN-y por 2h), com meios complementares de
proliferacédo e diferenciacdo - avaliacdo apos 24 e 48h ap0s a adigdo do meio condicionado.
Viabilidade celular avaliada pelo método de MTT. Sintese de 6xido nitrico avaliado pelo método
de Griess. Barras representam médias e erro padrao. (ANOVA/Tukey). Abreviagdes: MM, meio
condicionado de macrofagos.
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Para a escolha da concentragdo de meio condicionado de macrofagos
ativado para perfil M1 empregados no cultivo de células satélites musculares, foi
empregado como critério a resposta a viabilidade celular e sintese de oOxido
nitrico. Segundo Kravchenko et al*® os macréfagos ativados
predominantemente para a via classica (M1) possui efeitos citotéxicos sobre
mioblastos e miotubos principalmente devido a intensa sintese de 6xido nitrico e
ativacdo da subclasse da enzima NO-sintase induzida, causando assim o

agravamento do dano ao tecido muscular.

Considerando que os grupos que receberam 100% M1 MM demonstraram
brusca reducéo da viabilidade celular de mioblastos indiferenciados e induzidos
a diferenciacéo, assim como altos niveis de sintese de oxido nitrico, esta néo foi
considerada uma concentracdo ideal para demais experimentos. Ja a
concentracdo de 70% M1 MM no que se refere ao Oxido nitrico, apresentou
niveis de sua sintese ainda elevados, bem como a reducéo da viabilidade celular
em relacdo as menores concentragbes de M1 MM avaliadas, levando em
consideracao as células em suas diferentes situacfes de cultivo. Bem como a
concentracdo de 20% M1 MM apresentou diversas variagcbes tempo-
dependentes na sintese de Oxido nitrico e viabilidade celular e demonstrou
instabilidade em seus resultados, ndo podendo ser considerada ideal para a

utilizacdo nesse estudo.

Assim, de acordo com Saclier et al.*1, considerando que as respostas das
células sao dependentes da concentracdo do meio condicionado de macréfagos,
foram avaliadas as concentracdes de 50 e 30% M1 MM, demonstrando que estas
foram capazes de apresentar viabilidade ideais, assim como o0s niveis de sintese

de oxido nitrico das células C2C12 apds os periodos avaliados.
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5.2. Efeito da FBM sobre a viabilidade das células C2C12 cultivadas em

meio condicionado de macrofagos perfil M1

5.2.1 Viabilidade de mioblastos indiferenciados

As células C2C12 indiferenciadas quando cultivadas em 30% de meio
condicionado de macréfagos (Figura 2), por um periodo de 24h, de todos os
grupos experimentais avaliados demonstraram reducdo na viabilidade celular
guando comparados ao grupo C2C12 NI que recebeu o meio de proliferacao
(p<0,001). O grupo C2C12 NI que recebeu MM néo ativado também apresentou
maior viabilidade celular em comparacédo ao grupo C2C12 NI que recebeu M1
MM irradiado (p<0,05). Nao houve diferenca estatistica entre os demais grupos
C2C12 que foram tratados ou ndo com FBM e que receberam os diferentes

meios condicionados ativados para perfil M1 também irradiados.

Ja nas culturas incubadas por 48h (Figura 2) todos 0s grupos, em excecao
ao grupo C2C12-FBM que recebeu M1 MM ndao-irradiado, demonstraram
reducdo na viabilidade dos mioblastos C2C12 em relagdo ao grupo C1C12 NI
gue recebeu o meio de proliferacdo. Nao houve diferenca estatistica entre os

demais grupos.

Quando os mioblastos C2C12 indiferenciados foram cultivados em 50%
de meio condicionado de macrofagos (Figura 3), na avalicdo ap6s 24h do
periodo de incubacgéo, o grupo C2C12-FBM que recebeu M1 MM néao-irradiado
apresentou aumento na viabilidade relacao as células dos grupos: C2C12 NI que
recebeu MM néo ativado (p<0,05), C2C12 NI que recebeu M1 MM né&o irradiado
(p<0,01) e ao grupo C2C12 NI que foi empregado o M1 MM irradiado (p<0,01).

Apbs 48h de incubacdo o grupo C2C12 NI que recebeu MM néo ativado
apresentou reducao na viabilidade dos mioblastos quando comparado ao grupo
C2C12 NI que recebeu o meio de proliferacéo (p<0,05). Ja o efeito da FBM foi
capaz de causar aumento da viabilidade celular em ambos os grupos C2C12 NI
que recebeu o M1 MM irradiado (p<0,05) e o grupo C2C12-FBM que recebeu o
M1 MM irradiado (p<0,001) em relagdo aos grupos C2C12 NI que receberam
MM nao ativado e M1 MM néo irradiado. Quando ambas as células foram
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irradiadas, como o grupo C2C12-FBM que recebeu M1 MM irradiado foi capaz
de apresentar aumento na viabilidade celular em relacdo aos grupos em que
apenas uma das linhagens celulares receberam o tratamento, porém este

aumento néo foi estatisticamente significante.
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Fig 2. Efeito da fotobiomodulacdo (FBM) sobre a viabilidade de mioblastos C2C12
indiferenciados cultivados em 30% de meio condicionado de macréfagos ativados para perfil M1

também irradiados. Ensaio MTT de mioblastos C2C12 (1x104 célula/poco) tratados com FBM
(de acordo com grupos experimentais) com adicdo dos meios condicionados de macréfagos
J774 ativados com LPS +IFN-y por 2 horas (M1) e irradiados com laser nos mesmos parametros
(conforme grupo experimental) - avaliacdo com 24 e 48h de incubacdo apés irradiacbes de
mioblastos e plagueamento com devidos meio condicionado. As mesmas letras representam
diferenca significante entre grupos. Barras representam médias e desvio padrdo. Abreviacgoes:
FBM, fotobiomodulagao; MM, meio condicionado de macrofagos.
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Fig 3. Efeito da FBM sobre a viabilidade de mioblastos C2C12 indiferenciados cultivados em
50% de meio condicionado de macréfagos ativados para perfil M1 também irradiados. Ensaio

MTT de mioblastos C2C12 (1x104 célula/poco) tratados com FBM (de acordo com grupos
experimentais) com adi¢cdo dos meios condicionados de macréfagos J774 ativados com LPS
+IFN-y por 2 horas (M1) e irradiados com laser nos mesmos paradmetros (conforme grupo
experimental) - avaliacdo com 24 e 48h de incubac¢é@o apoés irradiacdes de mioblastos e
plagueamento com devidos meio condicionado. As mesmas letras representam diferenca
significante entre grupos. Barras representam médias e desvio padrdo. Abreviacdes: FBM,
fotobiomodulac¢do; MM, meio condicionado de macréfagos.
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5.2.2 Viabilidade de mioblastos ap6s o processo de inducdo a

diferenciacéao

Os mioblastos previamente induzidos a diferenciagdo em 2% de SC por
72h que foram cultivados em 30% de meio condicionado de macréfagos (Figura
4), quando avaliados apo6s o periodo de 24h de incubacdo os grupos C2C12 NI
gue receberam ambos M1 MM néo irradiado e irradiado apresentaram reducéo
da viabilidade celular em relagdo ao grupo C2C12 NI que recebeu o meio de
diferenciacgao (p<0,01). Os grupos C2C12-FBM, mantiveram a viabilidade celular
independente do meio condicionado que receberam, ndo apresentando
diferencas estatisticas em relacdo ao grupo que recebeu o meio de diferenciacao
(controle).

Apés 48h de incubacdo o grupo C2C12-FBM cultivado em M1 MM
irradiado apresentou aumento na viabilidade celular em comparacdo a todos
grupos experimentais (p<0,001). Houve também aumento da viabilidade das
células do grupo C2C12 NI cultivadas em M1 MM irradiado comparado ao grupo
C2C12 NI que recebeu M1 MM néo-irradiado (p<0,01).

Quando os mioblastos C2C12 foram cultivados em 50% de meio
condicionado de macréfagos (Figura 5), apés 24h de incubacédo foi possivel
observar uma tendéncia ao aumento da viabilidade dos grupos que receberam
tratamento com FBM, porém esses aumentos ndo foram estatisticamente
significantes. N&o houve diferenca estatistica entre os demais grupos
experimentais.

ApoOs 48h de incubacdo o grupo C2C12-FBM cultivado em M1 MM
também irradiado apresentou aumento na viabilidade das células quando
comparado aos grupos: C2C12 NI que recebeu MM né&o ativado (p<0,05), C2C12
NI cultivado em M1 MM né&o-irradiado (p<0,001) e C2C12 NI que recebeu M1

MM irradiado (p<0,01). Nao houve diferenca estatistica entre os demais grupos.
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Fig 4. Efeito da FBM sobre a viabilidade de mioblastos C2C12 induzidos a diferenciacio
cultivados em 30% de meio condicionado de macréfagos ativados para perfil M1 também
irradiados. Ensaio MTT de mioblastos C2C12 induzidos a diferenciacdo em 2% SC por 72h

(1x104 célula/poco) tratados com FBM (de acordo com grupos experimentais) com adi¢cdo dos
meios condicionados de macréfagos J774 ativados com LPS +IFN-y por 2 horas (M1) e
irradiados com laser nos mesmos parametros (conforme grupo experimental) - avaliagdo com 24
e 48h de incubacdo apOs irradiagbes de mioblastos e plaqueamento com devidos meio
condicionado. As mesmas letras representam diferenca significante entre grupos. Barras
representam médias e desvio padrdo. Abreviagdes: FBM, fotobiomodulagdo; MM, meio
condicionado de macrofagos.
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Fig 5. Efeito da FBM sobre a viabilidade de mioblastos C2C12 induzidos a diferenciacdo
cultivados em 50% de meio condicionado de macréfagos ativados para perfil M1 também
irradiados. Ensaio MTT de mioblastos C2C12 induzidos a diferenciacdo em 2% SC por 72h

(1x104 célula/poco) tratados com FBM (de acordo com grupos experimentais) com adi¢cdo dos
meios condicionados de macréfagos J774 ativados com LPS +IFN-y por 2 horas (M1) e
irradiados com laser nos mesmos parametros (conforme grupo experimental) - avaliagdo com 24
e 48h de incubacdo apOs irradiagbes de mioblastos e plaqueamento com devidos meio
condicionado. As mesmas letras representam diferenca significante entre grupos. Barras
representam médias e desvio padrdo. Abreviagdes: FBM, fotobiomodulagdo; MM, meio
condicionado de macrofagos.
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5.3. Efeito da FBM sobre a proliferacédo das células C2C12 cultivadas em

meio condicionado por macrofagos perfil M1

5.3.1 Proliferacdo de mioblastos indiferenciados

As células C2C12 indiferenciadas quando cultivadas em 30% de meio
condicionado de macrofagos (Figura 6), na avaliacdo de 24h de incubacéo,
apresentam reducao na proliferacdo celular de todos os grupos experimentais
guando comparados ao grupo C2C12 NI que recebeu o meio de proliferacao.

Apo6s 48h de incubacdo o grupo C2C12 NI que foi cultivado em meio de
proliferacdo ainda demonstrou maior proliferacdo comparado aos demais grupos
experimentais (p<0,001). O grupo C2C12-FBM que foi cultivado em M1 MM néo-
irradiado apresentou maior proliferacéo celular comparado ao grupo C2C12 NI
que recebeu M1 MM néo-irradiado (p<0,01). Ndo houve diferenca estatistica

entre os demais grupos.

Quando os mioblastos C2C12 foram cultivados em 50% de meio
condicionado de macrofagos (Figura 7) apés 24h de incubacéo, o grupo C2C12
NI que recebeu meio de proliferacdo aumento significativo em relacdo aos
grupos C2C12 NI que recebeu M1 MM néo-irradiado e o grupo C2C12 NI
cultivado em M1 MM irradiado (p<0,05). O grupo C2C12-FBM que foi cultivado
em M1 MM nao-irradiado apresentou maior proliferacao celular em comparacgéo
aos grupos C2C12 NI que recebeu M1 MM néo-irradiado e o grupo C2C12 NI
gue recebeu M1 MM irradiado (p<0,05).

J& nas culturas incubadas por 48h o grupo C2C12 NI que recebeu meio
de proliferacdo apresentou maior proliferacdo que os demais grupos (p<0,001)
em excegao ao grupo C2C12-FBM cultivado em M1 MM também irradiado, este
gue também apresentou maior proliferacéo celular quando comparado a todos
0s demais grupos experimentais (p<0,001). Além do mais o grupo C2C12 NI que
foi cultivado M1 MM ndao-irradiado apresentou menor taxa de proliferacio
guando comparado aos grupos que receberam em alguma das células o
tratamento com laser, como em C2C12-FBM que recebeu M1 MM nao-irradiado
e C2C12 NI que recebeu M1 MM irradiado (p<0,05).
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Fig 6. Efeito da FBM sobre a proliferacdo de mioblastos C2C12 indiferenciados cultivados em
30% de meio condicionado de macrofagos ativados para perfil M1 também irradiados. Ensaio

Cristal Violeta de mioblastos C2C12 (lxlo4 célula/poco) tratados com FBM (de acordo com
grupos experimentais) com adigdo dos meios condicionados de macréfagos J774 ativados com
LPS +IFN-y por 2 horas (M1) e irradiados com laser nos mesmos parametros (conforme grupo
experimental) - avaliacdo com 24 e 48h de incubacé@o apoés irradiagfes de mioblastos e
plagueamento com devidos meio condicionado. As mesmas letras representam diferenca
significante entre grupos. Barras representam médias e desvio padrdo. Abreviagbes: FBM,
fotobiomodulacdo; MM, meio condicionado de macréfagos.



58

Proliferacao celular - Mioblastos indiferenciados cultivados em
50% de meio condicionado de macréfagos
24h

0.20+
E
< 0.1541
o
<
10,
3 0409 22 od
(g —T— Eﬁ bd
2
$ 0.054
'

0.00 [ C2C12 NI + meio de proliferagdo

Grupos experimentais 3 C2C12 NI+ MM néo ativado
48h = C2C12 NI+ M1 MM néo-irradiado
C2C12-FBM + M1 MM n&o-irradiado
0.20 " Em C2C12 NI+ M1 MM irradiado
a,.nc,

£ _l_C NN C2C12-FBM + M1 MM irradiado
< 0.154
g cfi
L ae T
S 0.10- O
[=]
g b,Lth
% 0.05-
E

0.00 .

Grupos experimentais

Fig 7. Efeito da FBM sobre a proliferacdo de mioblastos C2C12 indiferenciados cultivados em
50% de meio condicionado de macrofagos ativados para perfil M1 também irradiados. Ensaio

Cristal Violeta de mioblastos C2C12 (lxlo4 célula/poco) tratados com FBM (de acordo com
grupos experimentais) com adicdo dos meios condicionados de macréfagos J774 ativados com
LPS +IFN-y por 2 horas (M1) e irradiados com laser nos mesmos parametros (conforme grupo
experimental) - avaliacdo com 24 e 48h de incubacdo apos irradiacdes de mioblastos e
plagueamento com devidos meio condicionado. As mesmas letras representam diferenca
significante entre grupos. Barras representam médias e desvio padrdo. Abreviagbes: FBM,
fotobiomodulagdo; MM, meio condicionado de macrofagos.
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5.3.2 Proliferacdo de mioblastos ap6s o processo de inducéo a
diferenciacéao
Os mioblastos previamente induzidos a diferenciagdo em 2% de SC por
72h que foram cultivados em 30% de meio condicionado de macrofagos (Figura
8), quando avaliados apds 24h de incubacéo, o grupo C2C12 NI cultivada em
meio de diferenciacédo apresentou maior taxa de proliferacdo quando comparado
aos grupos C2C12 NI que recebeu M1 MM néo-irradiado (p<0,01) e C2C12 NI
gue recebeu M1 MM irradiado (p<0,05). Nao houve diferenca estatistica entre os

demais grupos nesse periodo.

Apos 48h de incubacgéo, o grupo C2C12 NI incubado em M1 MM néo-
irradiado apresentou reducdo na proliferacdo celular quando comparado aos
demais grupos experimentais. O grupo C2C12-FBM que recebeu M1 MM
irradiado demonstrou que quando ambas as células sdo tratadas apresentam
maior proliferagdo comparada aos grupos C2C12 NI cultivada em MM nao
ativado e C2C12 NI que recebeu M1 MM néao-irradiado (p<0,001) e quando
comparado aos grupos em que apenas uma das linhagens foi irradiada como
em: C2C12-FBM que recebeu M1 MM néo-irradiado (p<0,01) e C2C12 NI
cultivado em M1 MM irradiado (p<0,05).

A proliferagao celular avaliada em mioblastos induzidos a diferenciagéo
(2% SC — 72h) cultivados em 50% de meio condicionado de macréfagos (Figura
9), ndo apresentam diferenca estatistica entre 0s grupos experimentais quando

avaliados apos 24h de incubacéo.

No entanto, apés 48h, as células do grupo C2C12 NI cultivadas em meio
de diferenciagéo apresentaram maior taxa de proliferacdo quando comparadas
aos grupos: C2C12 NI cultivada em MM n&o ativado (p<0,01), C2C12 NI
cultivada em M1 MM néo-irradiado (p<0,001), C2C12-FBM cultivada em M1 MM

nao-irradiado (p<0,05) e C2C12 NI cultivada em M1 MM nao-irradiada (p<0,01).
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J& o grupo C2C12-FBM que recebeu M1 MM também irradiado apresentou maior
taxa de proliferacdo quando comparado ao grupo C2C12 NI cultivada em M1 MM
nao-irradiado, ou seja, em que nenhuma das células foram irradiadas (p<0,05).
Este grupo também ndo demonstrou diferenca estatistica quando comparado ao

grupo C2C12 NI que recebeu meio de diferenciagéo.
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Fig 8. Efeito da FBM sobre a viabilidade de mioblastos C2C12 induzidos a diferenciacio
cultivados em 30% (A) e 50% (B) de meio condicionado de macréfagos ativados para perfil M1
também irradiados. Ensaio MTT de mioblastos C2C12 induzidos a diferenciagdo em 2% SC por

72h (1x104 célula/poco) tratados com FBM (de acordo com grupos experimentais) com adicdo
dos meios condicionados de macréfagos J774 ativados com LPS +IFN-y por 2 horas (M1) e
irradiados com laser nos mesmos parametros (conforme grupo experimental) - avaliagdo com 24
e 48h de incubacdo apés irradiacbes de mioblastos e plagueamento com devidos meio
condicionado. As mesmas letras representam diferenca significante entre grupos. Barras
representam médias e desvio padrdo. Abreviagdes: FBM, fotobiomodulagdo; MM, meio
condicionado de macrofagos.
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Proliferagao celular - Mioblastos induzidos a diferenciacédo cultivados em
50% de meio condicionado de macréfagos

C2C12 NI + meio de diferenciagcdo
C2C12 NI + MM néo ativado
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Fig 9. Efeito da FBM sobre a viabilidade de mioblastos C2C12 induzidos a diferenciacio
cultivados em 30% (A) e 50% (B) de meio condicionado de macréfagos ativados para perfil M1
também irradiados. Ensaio MTT de mioblastos C2C12 induzidos a diferenciagdo em 2% SC por

72h (1x104 célula/poco) tratados com FBM (de acordo com grupos experimentais) com adicdo
dos meios condicionados de macrofagos J774 ativados com LPS +IFN-y por 2 horas (M1) e
irradiados com laser nos mesmos parametros (conforme grupo experimental) - avaliagdo com 24
e 48h de incubagcdo apOs irradiagbes de mioblastos e plaqueamento com devidos meio
condicionado. As mesmas letras representam diferenca significante entre grupos. Barras
representam médias e desvio padrao. Abreviagbes: FBM, fotobiomodulacdo; MM, meio

condicionado de macrofagos.
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5.4 Efeito da FBM sobre a sintese de 6xido nitrico
5.4.1 Sintese de NO por mioblastos indiferenciados

Os mioblastos indiferenciados quando cultivados em 30% de meio
condicionado de macrofagos (Figura 10), apos 24h de incubacéo o grupo C2C12
NI que recebeu o meio de proliferacdo demonstrou baixa producdo da sintese
de NO e reducédo significativa quando comparado aos demais grupos
experimentais. Quando ha ativacdo dos macréfagos para o perfil M1 e nenhum
tratamento com FBM, observado no grupo C2C12 NI cultivado em M1 MM néo-
irradiado, ha aumento acentuado da sintese de NO quando comparado a todos
0S grupos experimentais (p<0,001). Ainda o grupo C2C12-PBM que recebeu M1
MM também irradiado apresentou maior producdo de Oxido nitrico em
comparacao ao grupo C2C12 NI cultivado em M1 MM ndao ativado.

ApoOs 48h de incubacédo o grupo C2C12 NI que recebeu M1 MM néo-
irradiado ainda demonstrou maior producdo de NO em relagdo aos demais
grupos (p<0,01) em excecédo ao grupo C2C12 NI que recebeu M1 MM irradiado.
Ja o grupo C2C12-FBM que recebeu o M1 MM ndao-irradiado teve reducdo na
sintese de NO quando comparado ao grupo C2C12 NI cultivado em M1 MM
irradiado (p<0,001). Quando uma ou ambas as células foram irradiadas
apresentaram valores semelhantes ao grupo C2C12 NI em meio de proliferacao,

nao apresentado diferenca estatistica entre 0s grupos.

A sintese de NO dos grupos de mioblastos indiferenciados que foram
cultivados em 50% de meio condicionado de macrofagos (Figura 11), apés 24h
de incubacéo, o grupo C2C12 NI cultivado em meio de proliferacdo apresentou
menor producdo de NO em comparacdo aos demais grupos experimentais
(p>0,001) com excecao quando comparado ao grupo C2C12 NI que recebeu MM
nao ativado. O grupo C2C12 NI cultivado em M1 MM néo-irradiado apresentou
producdo aumentada de NO em comparacdo a todos 0s grupos experimentais
(p<0,001). JA4 o grupo C2C1l2-FBM gque recebeu M1 MM néo-irradiado
apresentou maior producdo de NO quando comparado ao grupo C2C12 NI
cultivado em MM néo ativado (p<0,01) e ao grupo C2C12-FBM cultivado em M1
MM também irradiado (p<0,05).
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Apés 48h de incubagdo, o grupo C2C12 NI cultivado e meio de
proliferacdo apresentou menor producdo de NO quando comparado aos grupos:
C2C12 NI que recebeu MM néo ativado (p<0,01), C2C12 NI que recebeu M1 MM
nao-irradiado (p<0,001) e C2C12 NI que recebeu M1 MM néo-irradiado (p<0,01).
O grupo C2C12 NI cultivado em M1 MM néao-irradiado ainda apresentou maior
producdo de NO quando comparado aos demais grupos experimentais. Houve
reducdo na sintese de NO quando ambas as células séo tratadas com o laser,
como o grupo C2C12-FBM cultivado em M1 MM também irradiado em

comparacao ao grupo C2C12-FBM que recebeu em M1 MM néo-irradiado
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Fig 10. Efeito da FBM sobre a sintese de éxido nitrico de mioblastos C2C12 indiferenciados
cultivados em 30% de meio condicionado de macrofagos ativados para perfil M1 também

irradiados. Ensaio pelo método de Griess através do sobrenadante de mioblastos C2C12 (1x104
célula/pocgo) tratados com FBM (de acordo com grupos experimentais) com adicdo dos meios
condicionados de macréfagos J774 ativados com LPS +IFN-y por 2 horas (M1) e irradiados com
laser nos mesmos parametros (conforme grupo experimental) - avaliagcdo com 24 e 48h de
incubacgdo apds irradiacbes de mioblastos e plagueamento com devidos meio condicionado. As
mesmas letras representam diferenca significante entre grupos. Barras representam médias e
desvio padrao. Abreviacdes: FBM, fotobiomodulagdo; MM, meio condicionado de macréfagos.
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Fig 11. Efeito da FBM sobre a sintese de 6xido nitrico de mioblastos C2C12 indiferenciados
cultivados em 50% de meio condicionado de macrofagos ativados para perfil M1 também

irradiados. Ensaio pelo método de Griess através do sobrenadante de mioblastos C2C12 (1x104
célula/pocgo) tratados com FBM (de acordo com grupos experimentais) com adicdo dos meios
condicionados de macrofagos J774 ativados com LPS +IFN-y por 2 horas (M1) e irradiados com
laser nos mesmos parametros (conforme grupo experimental) - avaliacdo com 24 e 48h de
incubacdo apds irradiacbes de mioblastos e plagueamento com devidos meio condicionado. As
mesmas letras representam diferenca significante entre grupos. Barras representam médias e
desvio padrao. Abreviacdes: FBM, fotobiomodulagdo; MM, meio condicionado de macréfagos.
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5.4.2 Sintese de NO por mioblastos induzidos a diferenciacéao

Os mioblastos previamente induzidos a diferenciacdo em 2% de SC por
72h que foram cultivados em 30% de meio condicionado de macréfagos (Figura
12), quando avaliados ap0s o periodo de 24h de incubacéo, o grupo C2C12 NI
cultivado em M1 MM néo-irradiado apresentou maior sintese de NO quando
comparado aos grupos: C2C12 NI em meio de diferenciacao (p<0,001), C2C12
NI em MM ndo ativado (p<0,05), C2C12-FBM em M1l MM néo-irradiado
(p<0,001) e menor producdo comparado a C2C12 NI em M1 MM irradiado
(p<0,001). J& o grupo C2C12 NI cultivado em M1 MM irradiado apresentou maior
sintese de NO em comparacao a todos 0s grupos experimentais (p<0,001).

Apos 48h de incubacéo os grupos C2C12 NI em meio de diferenciacao e
C2C12-FBM em M1 MM também irradiado ndo apresentaram diferenca
estatistica entre eles, porem demonstraram menor sintese de NO quando
comparado a todos os outros grupos experimentais. Nao houve diferenca
estatistica entre os demais grupos.

Quando as células C2C12 induzidas a diferenciacao foram cultivadas em
50% de meio condicionado de macrofagos (Figura 13), na avaliagdo apds 24h
de incubacao, o grupo C2C12 NI cultivado em M1 MM nao-irradiado apresentou
maior producdo de NO comparado aos grupos: C2C12 NI em meio de
diferenciacdo (p<0,001), C2C12 NI em MM néo ativado (p<0,001) e as células
gue foram tratadas nos grupos C2C12-FBM em M1 MM néo-irradiado (p<0,001)
e C2C12-FBM cultivado em M1 MM também irradiado (p<0,001). O grupo C2C12
NI cultivado em M1 MM néo-irradiado apresentou maior sintese de NO
comparado a todos os grupos experimentais (p<0,001). Quando ambas as
células foram irradiadas, como o grupo C2C12-FBM cultivado em M1 MM
irradiado apresentou maior producédo de NO quando comparado ao grupo C2C12
NI cultivado em M1 MM irradiado (p<0,001).

Na avaliagdo de 48h ap0s a incubacdo o grupo C2C12 NI que recebeu
MM nédo ativado apresentou diferenca estatistica com os demais grupos
experimentais, exceto o grupo C2C12-FBM incubado em M1 MM néo-irradiado.
Ja o grupo C2C12 NI cultivado em M1 MM nao-irradiado apresentou aumento na
sintese de NO em comparacdo aos grupos C2C12-FBM em M1 MM né&o-
irradiado (p<0,001) e ao grupo C2C12-FBM cultivado em M1 MM também
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irradiado (p<0,05). Também o grupo C2C12-FBM cultivado em M1 MM irradiado
teve reducdo na producdo de NO comparado ao grupo C2C12 NI em M1 MM

irradiado (p<0,01). N&o houve diferenca estatistica entre os demais grupos.
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Fig 12. Efeito da FBM sobre a sintese de 6xido nitrico de mioblastos C2C12 induzidos a
diferenciagdo cultivados em 30% de meio condicionado de macréfagos ativados para perfil M1
também irradiados. Ensaio pelo método de Griess através do sobrenadante de mioblastos

C2C12 induzidos a diferenciacdo em 2% SC por 72h (1x104 célula/poco) tratados com FBM (de
acordo com grupos experimentais) com adicdo dos meios condicionados de macréfagos J774
ativados com LPS +IFN-y por 2 horas (M1) e irradiados com laser nos mesmos parametros
(conforme grupo experimental) - avaliacdo com 24 e 48h de incubacdo apoés irradiacbes de
mioblastos e plagueamento com devidos meio condicionado. As mesmas letras representam
diferenca significante entre grupos. Barras representam médias e desvio padrdo. Abreviacdes:
FBM, fotobiomodulagdo; MM, meio condicionado de macrofagos.
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Fig 13. Efeito da FBM sobre a sintese de Oxido nitrico de mioblastos C2C12 induzidos a
diferenciagdo cultivados em 50% de meio condicionado de macrofagos ativados para perfil M1
também irradiados. Ensaio pelo método de Griess através do sobrenadante de mioblastos

C2C12 induzidos a diferenciacdo em 2% SC por 72h (1x104 célula/poco) tratados com FBM (de
acordo com grupos experimentais) com adicdo dos meios condicionados de macrofagos J774
ativados com LPS +IFN-y por 2 horas (M1) e irradiados com laser nos mesmos parametros
(conforme grupo experimental) - avaliacdo com 24 e 48h de incubacdo apés irradiacbes de
mioblastos e plagueamento com devidos meio condicionado. As mesmas letras representam
diferenca significante entre grupos. Barras representam médias e desvio padrao. Abreviacdes:
FBM, fotobiomodulagdo; MM, meio condicionado de macro6fagos.
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5.5 Efeito da FBM sobre a producéao de citocinas
5.5.1 Producéo de IL-6
5511 Producao de IL-6 por mioblastos indiferenciados

Na avaliacdo dos mioblastos indiferenciados que foram cultivados em
30% de meio condicionado de macréfagos (Figura 14), apds 24h de incubacéo,
as células do grupo C2C12 NI em MM né&o ativado produziu menos IL-6 em
relagéo ao grupo C2C12 NI em M1 MM nao-irradiado (p<0,01) e maior producao
comparado as células C2C12 NI em meio de proliferacdo (p<0,01), C2C12 NI
em M1 MM irradiado (p<0,01) e C2C12-FBM em M1 MM irradiado (p<0,05). Ja
0 grupo C2C12 NI cultivado em M1 MM néo-irradiado produziu mais IL-6
comparado aos demais grupos experimentais. Os grupos C2C12 NIl em M1 MM
irradiado e C2C12-FBM cultivado em M1 MM também irradiado apresentaram
menor produgédo de IL-6 em relacdo ao grupo C2C12-FBM em M1 MM néo-
irradiado (p<0,01).

J& nas culturas incubadas por 48h, todos os grupos demonstraram
diferencas estatisticas entre eles. O grupo C2C12 NI em M1 MM néo-irradiado
ainda produziu mais IL-6 quando comparado aos demais grupos experimentais.
Os grupos em que uma ou ambas as culturas celulares foram tratadas com FBM
apresentaram decrescente producdo de IL-6, assim o grupo C2C12-FBM
cultivado em M1 MM também irradiado produziu menos que C2C12-FBM em M1
MM nao-irradiado (p<0,001) e C2C12 NI em M1 MM irradiado (p<0,05).

Os mioblastos indiferenciados que foram cultivados em 50% de meio
condicionado de macréfagos e avaliados apos 24h de incubacao (Figura 15), as
células do grupo C2C12 NI em meio de proliferacdo produziram menos IL-6
guando comparado aos demais grupos experimentais exceto o grupo C2C12 NI
em M1 MM irradiado. Ja o grupo C2C12-FBM em M1 MM néao-irradiado
apresentou maior producédo que todos 0s grupos experimentais, exceto C2C12
NI em M1 MM néo-irradiado. J&4 quando ambas as células foram tratadas do
grupo C2C12-FBM em M1 MM irradiada produziram mais IL-6 que as células do
grupo C1C12 NI em M1 MM irradiado (p<0,05).

Apoés 48h de incubacédo, as células do grupo C2C12 NI em MM néo

ativado geraram mais producéo de IL-6 quando comparado a todos 0s grupos



69

experimentais (p<0,001). J& as células do grupo C2C12 NI em M1 MM né&o-
irradiado produziram mais IL-6 comparado aos grupos que foram tratadas
(p<0,001). As células do grupo C2C12-FBM cultivada em M1 MM irradiado
produziram menos IL-6 em relagdo aos grupos C2C12-FBM em M1 MM néo-
irradiado e C2C12 NI em M1 MM irradiado, mas esta reducdo nao foi

estatisticamente significante.
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Fig 14. Efeito da FBM sobre a producéo de IL-6 de mioblastos C2C12 indiferenciados cultivados
em 30% de meio condicionado de macrofagos ativados para perfil M1 também irradiados.
Sintese proteica de IL-6 pelo método ELISA no sobrenadante das culturas de células C2C12

(1x104 célula/poco) tratadas com FBM (de acordo com grupos experimentais) com adicdo dos
meios condicionados de macréfagos J774 ativados com LPS +IFN-y por 2 horas (M1) e
irradiados com laser nos mesmos parametros (conforme grupo experimental) - avaliagdo com 24
e 48h de incubacdo apds irradiacbes de mioblastos e plaqueamento com devidos meio
condicionado. As mesmas letras representam diferenga significante entre grupos. Barras
representam médias e desvio padrdo. Abreviagdes: FBM, fotobiomodulagdo; MM, meio
condicionado de macrofagos.
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Sintese proteica de de IL-6 - Mioblastos indiferenciados cultivados em
50% de meio condicionado de macréfagos
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Fig 15. Efeito da FBM sobre a produc¢éo de IL-6 de mioblastos C2C12 indiferenciados cultivados
em 50% de meio condicionado de macréfagos ativados para perfil M1 também irradiados.
Sintese proteica de IL-6 pelo método ELISA no sobrenadante das culturas de células C2C12

(1x104 célula/poco) tratadas com FBM (de acordo com grupos experimentais) com adicdo dos
meios condicionados de macréfagos J774 ativados com LPS +IFN-y por 2 horas (M1) e
irradiados com laser nos mesmos parametros (conforme grupo experimental) - avaliagdo com 24
e 48h de incubacdo apés irradiacbes de mioblastos e plagueamento com devidos meio
condicionado. As mesmas letras representam diferenga significante entre grupos. Barras
representam médias e desvio padrdo. Abreviagdes: FBM, fotobiomodulagdo; MM, meio

condicionado de macrofagos.
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55.1.2 Producéo de IL-6 por mioblastos induzidos a diferenciacao

Os mioblastos previamente induzidos a diferenciacdo em 2% de SC por
72h que foram cultivados em 30% de meio condicionado de macrofagos (Figura
16) do grupo C2C12 NI em M1 MM néo-irradiado produziram menos IL-6 em
relacdo aos demais grupos experimentais (p<0,001). J& o grupo C2C12-FBM em
M1 MM ndao-irradiado apesentou também diferenca estatistica apresentando
maior producéo de IL-6 em comparacdo com 0s demais grupos experimentais e
as células do grupo C2C12 NI em M1 MM n&o-irradiado também produziram
menos (p<0,001). O grupo C2C12-FBM cultivado em M1 MM também irradiado
apresentou maior sintese de IL-6 comparado as células do grupo C2C12 NI em
M1 MM irradiado (p<0,05).

Apos 48h de incubacdo todos 0s grupos experimentais apresentaram
diferenca estatistica entre si. Os grupos que foram tratados produziram menos
IL-6 quando comparados as células do grupo C2C12 NI em MM néo ativado
(p<0,001) e mais IL-6 quando comparados ao grupo C2C12 NI em M1 MM néao-
irradiado (p<0,001).

Quando as células C2C12 induzidas a diferenciacdo foram cultivadas em
50% de meio condicionado de macréfagos (Figura 17), na avaliacdo apos 24h
de incubagéo, os grupos C2C12 em meio de diferenciacdo e C2C12 em MM nao
ativado apresentaram diferenga estatistica com os demais grupos experimentais.

J& as células do grupo C2C12-FBM em M1 MM ndao-irradiado produziram mais
IL-6 quando comparado ao grupo C2C12 NI em M1 MM néo-irradiado (p<0,05).
N&o houve diferencas estatisticas na sintese de IL-6 entre os grupos irradiados.

Apbs 48h de incubacéo, as células do grupo C2C12 NI em meio de
diferenciacdo produziram menos IL-6 quando comparadas as células dos demais
grupo experimentais (p<0,001). Ja o grupo C2C12 em MM nao ativado produziu
mais IL-6 em comparacdo a todos 0s grupos, exceto comparado ao grupo
C2C12-FBM em M1 MM nao-irradiado (p<0,001). As células do grupo C2C12-
FBM em M1 MM né&o-irradiado sintetizaram mais IL-6 que os grupos: C2C12 NI
em M1 MM néo-irradiado, C2C12 Nl em M1 MM irradiado e C2C12-FBM em M1

MM também irradiado (p<0,001). N&o houve diferenca estatistica entre os

demais grupos.
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Sintese proteica de IL-6 - Mioblastos induzidos a diferenciagao cultivados

em 30% de meio condicionado de macrofagos
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Fig 16. Efeito da FBM sobre a sintese de IL-6 de mioblastos C2C12 induzidos a diferenciagdo
cultivados em 30% de meio condicionado de macrofagos ativados para perfil M1 também
irradiados. Sintese proteica de IL-6 pelo método ELISA no sobrenadante das culturas de células

C2C12 induzidos a diferenciacdo em 2% SC por 72h (1x104 célula/poco) tratados com FBM (de
acordo com grupos experimentais) com adicao dos meios condicionados de macréfagos J774
ativados com LPS +IFN-y por 2 horas (M1) e irradiados com laser nos mesmos parametros
(conforme grupo experimental) - avaliacdo com 24 e 48h de incubacdo apoés irradiacdes de
mioblastos e plagueamento com devidos meio condicionado. As mesmas letras representam
diferenca significante entre grupos. Barras representam médias e desvio padrao. Abreviagdes:
FBM, fotobiomodulagdo; MM, meio condicionado de macrofagos.
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Sintese proteica de IL-6 - Mioblastos induzidos a diferenciacao cultivados em
50% de meio condicionado de macroéfagos
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Fig 17. Efeito da FBM sobre a sintese de IL-6 de mioblastos C2C12 induzidos a diferenciagao
cultivados em 50% de meio condicionado de macréfagos ativados para perfil M1 também
irradiados. Sintese proteica de IL-6 pelo método ELISA no sobrenadante das culturas de células

C2C12 induzidos a diferenciacdo em 2% SC por 72h (1x104 célula/poco) tratados com FBM (de
acordo com grupos experimentais) com adicdo dos meios condicionados de macréfagos J774
ativados com LPS +IFN-y por 2 horas (M1) e irradiados com laser nos mesmos parametros
(conforme grupo experimental) - avaliacdo com 24 e 48h de incubacdo apos irradiacdes de
mioblastos e plaqueamento com devidos meio condicionado. As mesmas letras representam
diferenca significante entre grupos. Barras representam médias e desvio padrdo. Abreviacdes:
FBM, fotobiomodulagao; MM, meio condicionado de macro6fagos.
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5.5.2 Producéao de TNF-a
5521 Producédo de TNF-a por mioblastos indiferenciados

Na avaliacdo da sintese proteica de TNF-a por mioblastos indiferenciados
gue foram cultivados em 30% de meio condicionado de macréfagos (Figura 18),
apos 24h de incubacéao, as células dos grupos C2C12 NI em meio de proliferacao
e C2C12 NI em MM néo-ativado produziram menos em relacdo aos demais
grupos cultivados em meio condicionado ativado (p<0,001). As células do grupo
C2C12 NI em M1 MM né&o-irradiado apresentaram maior sintese de TNF-a em
relacdo a todos grupos experimentais, porem essa diferenca néo foi
estaticamente significante. Nao houve diferenca estatistica entre os grupos que
foram irradiados.

Apos 48h de incubacéo, as células do grupo C2C12 NI em meio de
proliferagdo ainda produziram menos TNF-a comparado aos demais grupos
experimentais (p<0,001). J& o grupo C2C12 NI em MM néo ativado apenas néo
demonstrou diferenca estatistica quando comparado ao grupo C2C12-FBM em
M1 MM irradiado, onde as células desses grupos apresentaram semelhante
produgéo de TNF-a. As células do grupo C2C12 NI em M1 MM né&o-irradiado
produziram mais TNF-a em relagdo aos grupos C2C12 NI em M1 MM irradiado
(p<0,01) e C2C12-FBM em M1 MM irradiado (p<0,001). Ja quando ambas as
células foram tratadas, no grupo C2C12-FBM em M1 MM irradiado, produziram
menos TNF-a em relagdo aos grupos em que apenas uma das linhagens foram
irradiadas, como em C2C12-FBM cultivado em M1 MM néo-irradiado (p<0,01) e
C2C12 Nl em M1 MM irradiado (p<0,05).

Quando os mioblastos C2C12 indiferenciados foram cultivados em 50%
de meio condicionado de macréfagos e a sintese de TNF-a avaliada apés 24h
de incubacéo (Figura 19) os grupos C2C12 NI em meio de proliferacdo e C2C12
NI em MM néo ativado produziram menos que 0s demais grupos experimentais
(p<0,001). J& as células do grupo C2C12 NI em M1 MM néo-irradiado
produziram menos TNF-a em relagdo ao grupo C2C12-FBM em M1 MM também
irradiado (p<0,05). N&o houve diferenca estatistica entre os grupos que foram
irradiados.

Na avaliacdo apos 48h de incubacdo, as células do grupo C2C12 em meio

de proliferacdo produziram menos TNF-a quando comparado a todos os grupos
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experimentais (p<0,001). As células do grupo C2C12 NI em MM M1l néo-
irradiado produziram mais TNF-a comparado aos grupos C2C12 NI em MM nao
ativado (p<0,001) e C2C12 NI em M1 MM irradiado (p<0,05). Quando as células
foram irradiadas nos grupos C2C12-FBM em M1 MM nao-irradiado e C2C12-
FBM em M1 MM irradiado produziram mais TNF-a comparado ao grupo C2C12
NI em MM néo ativado (p<0,01). Ja quando ambas as linhagens foram tratadas
no grupo C2C12-FBM cultivadas em M1 MM irradiado produziram mais TNF-a
comparado ao grupo C2C12 NI em M1 MM irradiado (p<0,05).
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Sintese proteica de TNFa - Mioblastos indiferenciados cultivados em
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Fig 18. Efeito da FBM sobre a producdo de TNF-a de mioblastos C2C12 indiferenciados
cultivados em 30% de meio condicionado de macrofagos ativados para perfil M1 também
irradiados. Sintese proteica de TNF-a pelo método ELISA no sobrenadante das culturas de

células C2C12 (1x104 célula/poco) tratadas com FBM (de acordo com grupos experimentais)
com adi¢&o dos meios condicionados de macrofagos J774 ativados com LPS +IFN-y por 2 horas
(M1) e irradiados com laser nos mesmos parametros (conforme grupo experimental) - avaliagdo
com 24 e 48h de incubacédo apés irradiacdes de mioblastos e plaqueamento com devidos meio
condicionado. As mesmas letras representam diferenca significante entre grupos. Barras
representam médias e desvio padrdo. Abreviacdes: FBM, fotobiomodulacdo; MM, meio
condicionado de macrofagos.
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Fig 19. Efeito da FBM sobre a producdo de TNF-a de mioblastos C2C12 indiferenciados
cultivados em 50% de meio condicionado de macrofagos ativados para perfil M1 também
irradiados. Sintese proteica de TNF-a pelo método ELISA no sobrenadante das culturas de

células C2C12 (1x104 célula/poco) tratadas com FBM (de acordo com grupos experimentais)
com adi¢cdo dos meios condicionados de macrofagos J774 ativados com LPS +IFN-y por 2 horas
(M1) e irradiados com laser nos mesmos parametros (conforme grupo experimental) - avaliagéo
com 24 e 48h de incubacédo ap6s irradiacdes de mioblastos e plaqueamento com devidos meio
condicionado. As mesmas letras representam diferenca significante entre grupos. Barras
representam médias e desvio padrdo. Abreviacdes: FBM, fotobiomodulacdo; MM, meio
condicionado de macrofagos.
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5522 Producado de TNF-a por mioblastos induzidos a diferenciacao

Os mioblastos previamente induzidos a diferenciacédo, em 2% de SC por
72h gque foram cultivados em 30% de meio condicionado de macréfagos (Figura
20), na avaliacdo de 24h de incubacdo, os grupos C2C12 NI em meio de
diferenciacdo e C2C12 NI em MM néo ativado produziram menos TNF-a que 0s
demais grupos experimentais. Ndo houve diferenca estatistica entre os grupos
gue foram irradiados.

Apoés 48h de incubacdo os grupos C2C12 NI cultivado em meio de
diferenciacdo e C2C12-FBM em M1 MM irradiado produziram menos TNF-a que
0s demais grupos experimentais e nao tiveram diferenca estatistica entre eles.
Nao houve diferenca estatistica entre os demais grupos.

A sintese proteica de TNF-a avaliada em mioblastos induzidos a
diferenciacdo (2% SC — 72h) cultivados em 50% de meio condicionado de
macrofagos (Figura 21) ap6s 24h de incubacgéo apresentaram menos producao
nos grupos C2C12 NI em meio de diferenciacdo e C2C12 NI em MM né&o ativado
em relacdo aos demais grupos experimentais (p<0,001). Nado houve diferenca
estatistica entre os grupos que foram irradiados.

Apos 48h de incubacéo, as células do grupo C2C12 NI em meio de
diferenciacdo produziram menos TNF-a que os demais grupos experimentais
(p<0,001). Ja o grupo C2C12 NI em M1 MM ndao-irradiado produziu mais TNF-a
comparado aos grupos C2C12 NI em MM néo ativado (p<0,05) e C2C12-FBM
em M1 MM também irradiado (p<0,05). Nao houve diferenca estatistica entre os

demais grupos.
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Sintese proteica de TNFa - Mioblastos induzidos a diferenciacéo cultivados
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Fig 20. Efeito da FBM sobre a sintese de TNF-a por mioblastos C2C12 induzidos a diferencia¢éo
cultivados em 30% de meio condicionado de macrofagos ativados para perfil M1 também
irradiados. Sintese proteica de TNF-a pelo método ELISA no sobrenadante das culturas de

células C2C12 induzidos a diferenciagdo em 2% SC por 72h (1x104 célula/poco) tratados com
FBM (de acordo com grupos experimentais) com adicdo dos meios condicionados de macréfagos
J774 ativados com LPS +IFN-y por 2 horas (M1) e irradiados com laser nos mesmos parametros
(conforme grupo experimental) - avaliacdo com 24 e 48h de incubacdo apés irradiacbes de
mioblastos e plagueamento com devidos meio condicionado. As mesmas letras representam
diferenca significante entre grupos. Barras representam médias e desvio padrao. Abreviacdes:
FBM, fotobiomodulagao; MM, meio condicionado de macro6fagos.
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Fig 21. Efeito da FBM sobre a sintese de TNF-a por mioblastos C2C12 induzidos a diferenciacéo
cultivados em 50% de meio condicionado de macréfagos ativados para perfil M1 também
irradiados. Sintese proteica de TNF-a pelo método ELISA no sobrenadante das culturas de

células C2C12 induzidos a diferenciagdo em 2% SC por 72h (1x104 célula/poco) tratados com
FBM (de acordo com grupos experimentais) com adicdo dos meios condicionados de macréfagos
J774 ativados com LPS +IFN-y por 2 horas (M1) e irradiados com laser nos mesmos parametros
(conforme grupo experimental) - avaliacdo com 24 e 48h de incubacao apos irradiagdes de
mioblastos e plaqueamento com devidos meio condicionado. As mesmas letras representam
diferenca significante entre grupos. Barras representam médias e desvio padrdo. Abreviacgdes:
FBM, fotobiomodulagao; MM, meio condicionado de macro6fagos.
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5.6 Analise morfolégica quantitativa e qualitativa por May-Grunwald e

Giemsa

5.6.1 Analise de mioblastos indiferenciados

Os mioblastos indiferenciados cultivados em 30% de meio condicionado
de macrofagos, na avalicdo apés 24h de incubacéo (Figura 22H), o grupo C2C12
NI em meio de proliferacdo presentou menor indice de fusdo quando comparado
aos demais grupos experimentais (p<0,001) exceto ao grupo C2C12 NI em M1
MM n&o-irradiado. As células do grupo C2C12 NI em M1 MM irradiado
apresentou maior indice de fusdo em relacdo ao grupo C2C12 NI em MM nao
ativado (p<0,01). J& o grupo C2C12 NI em M1 MM néo-irradiado apresentou
menor indice de fusdo quando comparado a todos 0s grupos que receberam
tratamento com fotobiomodulagdo: C2C12-FBM em M1 MM néo-irradiado
(p<0,01), C2C12 NI em M1 MM irradiado (p<0,001) e C2C12-FBM em M1 MM

irradiado (p<0,001). Nao houve diferencas estatisticas entre os grupos tratados.

As imagens morfologicas representativas de cada grupo podem ser
observadas nas figuras 22A-22F. A analise descritiva da distribuicdo de nucleos

de cada grupo experimental pode ser observada na figura 22G.
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Fig 22. Andlise morfoldgica, distribuicdo de nucleos e indice de fusdao dos mioblastos
indiferenciados e tratados, cultivados por 24h em 30% de meio condicionado de macréfagos
ativados para perfil M1 também irradiados. Coloragdo dos mioblastos C2C12 por May-Grunwald

e Giemsa nas culturas de células (1x104 célula/poco) tratadas com FBM (de acordo com grupos
experimentais) com adi¢cdo dos meios condicionados de macréfagos J774 ativados para pefrfil
M1 e irradiados com laser nos mesmos parametros (conforme grupo experimental) — avaliagéo
e calculos com 24h de incubacéo apos irradiagées de mioblastos e plaqueamento com devidos
meio condicionado. As imagens apresentam a morfologia dos mioblastos nas diferentes
condicdes experimentais (letras A,B,C.D.E.F). Andlise descritiva (%) da distribuicdo de nicleos
(letra G). indice de fusdo de miotubos (letra H). As mesmas letras representam diferenca
significante entre grupos. Barras representam médias e desvio padrdo. Abreviacbes: FBM,
fotobiomodulagéo; MM, meio condicionado de macrofagos.
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J& apos 48h de incubacdo em 30% de meio condicionado, as células do
grupo C2C12-FBM em M1 MM néo-irradiado apresentou diferenca no indice de
fusdo (Figura 23H) em relacdo a todos os demais grupos experimentais,
apresentando maior indice de fusdo comparado aos grupos com células nao
tratadas (p<0,001) e menor indice comparado aos grupos das células que foram
tratadas (p<0,001). As células dos grupos C2C12 NI em M1 MM irradiado e
C2C12-FBM em M1 MM irradiado néo tiveram diferenca estatistica entre eles,
mas ambos apresentaram maior indice de fusdo comparado aos grupos que nao

foram tratados com laser (p<0,001).

As imagens morfologicas representativas de cada grupo podem ser
observadas nas figuras 23A-23F. A analise descritiva da distribuicdo de nucleos

de cada grupo experimental pode ser observada na figura 23G.
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Fig 23. Andlise morfologica, distribuicdo de nudcleos e indice de fusdo dos mioblastos
indiferenciados e tratados, cultivados por 48h em 30% de meio condicionado de macréfagos
ativados para perfil M1 também irradiados. Coloracdo dos mioblastos C2C12 por May-Grunwald

e Giemsa nas culturas de células (1x104 célula/poco) tratadas com FBM (de acordo com grupos
experimentais) com adigdo dos meios condicionados de macr6fagos J774 ativados para perfil
M1 e irradiados com laser nos mesmos paradmetros (conforme grupo experimental) — avaliagdo
e calculos com 48h de incubacéo apos irradiagées de mioblastos e plaqueamento com devidos
meio condicionado. As imagens apresentam a morfologia dos mioblastos nas diferentes
condicdes experimentais (letras A,B,C.D.E.F). Andlise descritiva (%) da distribuicdo de nucleos
(letra G). Indice de fusdo de miotubos (letra H). As mesmas letras representam diferenca
significante entre grupos. Barras representam médias e desvio padrdo. Abreviacbes: FBM,
fotobiomodula¢éo; MM, meio condicionado de macro6fagos.
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Quando as células C2C12 indiferenciadas foram cultivadas em 50% de
meio condicionado de macrofagos, na avaliacdo apos 24h de incubacéo, as
células do grupo C2C12 NI em meio de proliferacdo apresentaram menor indice
de fuséo (Figura 24H) em relacdo aos demais grupos experimentais (p<0,001)
exceto ao grupo C2C12-FBM em M1 MM ndo-irradiado. Ja o grupo C2C12 NI
em MM nao ativado apresentou aumento significativo comparado aos grupos
C2C12 NI em M1 MM néo-irradiado e C2C12-FBM em M1 MM né&o-irradiado
(p<0,001). As células do grupo C2C12 NI em M1 MM néo-irradiado
apresentaram maior indice de fusdo comparado ao grupo C2C12-FBM em M1
MM néo-irradiado (p<0,01) e menor indice de fusdo comparado aos grupos:
C2C12 NI em M1 MM irradiado (p<0,001) e C2C12-FBM em M1 MM irradiado
(p<0,01).

Dos grupos em que as células foram tratadas, o grupo C2C12-FBM em
M1 MM néo-irradiado apresentou menor indice de fusdo em relacdo aos grupos
C2C12 NI em M1 MM irradiado e C2C12-FBM em M1 MM irradiado (p<0,001).
O grupo C2C12 NI em M1 MM irradiado teve maior indice de fusdo em relagéo

aos demais grupos experimentais tratados ou ndo com laser (p<0,001).

As imagens morfologicas representativas de cada grupo podem ser
observadas nas figuras 24A-24F. A analise descritiva da distribuicdo de nucleos

de cada grupo experimental pode ser observada na figura 24G.
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Fig 24. Andlise morfoldgica, distribuicdo de nucleos e indice de fusdao dos mioblastos
indiferenciados e tratados, cultivados por 24h em 50% de meio condicionado de macréfagos
ativados para perfil M1 também irradiados. Coloracdo dos mioblastos C2C12 por May-Grunwald

e Giemsa nas culturas de células (1x104 célula/poco) tratadas com FBM (de acordo com grupos
experimentais) com adicdo dos meios condicionados de macréfagos J774 ativados para perfil
M1 e irradiados com laser nos mesmos parametros (conforme grupo experimental) — avaliagdo
e calculos com 24h de incubacéo apos irradiagées de mioblastos e plaqueamento com devidos
meio condicionado. As imagens apresentam a morfologia dos mioblastos nas diferentes
condicdes experimentais (letras A,B,C.D.E.F). Andlise descritiva (%) da distribuicdo de nicleos
(letra G). indice de fusdo de miotubos (letra H). As mesmas letras representam diferenca
significante entre grupos. Barras representam médias e desvio padrdo. Abreviagbes: FBM,
fotobiomodulagéo; MM, meio condicionado de macréfagos.
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J& ap0s 48h de incubacdo em 50% de meio condicionado de macréfagos,
o indice de fusédo (Figura 25H) das células do grupo C2C12 NI em meio de
proliferacdo apresentaram reducdo significativa em relacdo aos grupos tratados
com FBM (p<0,001). Os grupos C2C12 NI em MM néo ativado e C2C12 NI em
M1 MM néo-irradiado apresentaram diferenca estatistica entre eles (p<0,01) e
ambos apresentaram menor indice de fusdo em comparagdo aos grupos

tratados (p<0,001).

Ja os grupos em que as células foram irradiadas, os grupos C2C12-FBM
em M1 MM néo-irradiado e C2C12 NI em M1 MM irradiado nao apresentaram
diferenca estatistica no indice de fusédo entre eles, porem grupo C2C12-FBM
cultivado em M1 MM irradiado apresentou maior indice de fusdo em relacédo aos
grupos C2C12-FBM em M1 MM né&o-irradiado (p<0,05) e C2C12 NI em M1 MM
irradiado (p<0,001).

As imagens morfologicas representativas de cada grupo podem ser
observadas nas figuras 25A-25F. A analise descritiva da distribuicdo de nucleos

de cada grupo experimental pode ser observada na figura 25G.
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Fig 25. Andlise morfologica, distribuicdo de nuacleos e indice de fusdo dos mioblastos
indiferenciados e tratados, cultivados por 48h em 50% de meio condicionado de macréfagos
ativados para perfil M1 também irradiados. Coloracdo dos mioblastos C2C12 por May-Grunwald

e Giemsa nas culturas de células (1x104 célula/poco) tratadas com FBM (de acordo com grupos
experimentais) com adicdo dos meios condicionados de macréfagos J774 ativados para perfil
M1 e irradiados com laser nos mesmos parametros (conforme grupo experimental) — avaliacdo
e célculos com 48h de incubacao apds irradiacdes de mioblastos e plagueamento com devidos
meio condicionado. As imagens apresentam a morfologia dos mioblastos nas diferentes
condi¢cBes experimentais (letras A,B,C.D.E.F). Andlise descritiva (%) da distribuicdo de ndcleos
(letra G). indice de fusdo de miotubos (letra H). As mesmas letras representam diferenca
significante entre grupos. Barras representam médias e desvio padrdo. Abreviagfes: FBM,
fotobiomodulagao; MM, meio condicionado de macro6fagos.
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5.6.2 Analise de mioblastos induzidos a diferenciacdo

Na avaliacédo do indice de fusdo (Figura 26H) dos mioblastos induzidos a
diferenciacdo e cultivados, por 24h, em 30% de meio condicionado de
macrofagos, o grupo C2C12 NI em MM néo ativado apresentou maior indice de
fusdo em relacdo aos demais grupos experimentais (p<0,001 e p<0,05 vs.

C2C12 NI em meio de diferenciacéo).

As células do grupo C2C12 NI em M1 MM néo-irradiado apresentaram
maior indice de fusdo em relacdo aos grupos tratados: C2C12-FBM em M1 MM
nao-irradiado (p<0,001), C2C12 Nl em M1 MM irradiado (p<0,001) e C2C12-FBM
em M1 MM irradiado (p<0,001).

Quando avaliados os grupos de células que foram tratadas com FBM, o
grupo C2C12-FBM em M1 MM néo-irradiado nao apresentou diferenca
estatistica em relagdo aos outros grupos que tiveram as células irradiadas. Ja o
grupo C2C12-FBM em M1 MM irradiado apresentou maior indice de fusdo em

relacdo ao grupo C2C12 NI em M1 MM irradiado (p<0,01).

As imagens morfologicas representativas de cada grupo podem ser
observadas nas figuras 26A-26F. A andlise descritiva da distribuicdo de nucleos

de cada grupo experimental pode ser observada na figura 26G.



90

C2C12 NI + MEIO DE C2C12 NI + C2C12 NI +
DIFERENCIACAO MM NAO ATIVADO M1 MM NAO-IRRADIADO
L L : -
~— “"‘ .)‘

e >3
- T
e ot o
24h C2C12-FBM + C2C12 NI +
M1 MM NAO-IRRADIADO M1 MM IRRADIADO
I 2 ST -, = >
A5 Y &

- ”d‘, i

} s A
24h
_ 100+ — —
e - D | E [ Mononucleadas
$2 8od [ @ Binucleadas
3 -
S¢E Il Multinucleadas
€ o
g - 60
23
S2 40
59
2o
= E 20
ac
=
0 Meio de MM-naoI M1-MM |M1-MM M1-MM |M1-MM
diferenc.| ativado NI irradiado NI irradiado
C2C12NI C2C12-FBM G

24h

30
C2C12 NI + meio de diferenciagéo

ae,fgh

C2C12 NI + MM n&o ativado
C2C12 NI+ M1 MM n&o-irradiado
C2C12-FBM + M1 MM néo-irradiado

(%)

C2C12 NI+ M1 MM irradiado
dhkl

pneEnld

C2C12-FBM + M1 MM irradiado
bf,i

indice de fusdo

c,g,jl

&

Grupos experimentais H

Fig 26. Analise morfolégica, distribuicdo de nucleos e indice de fusdo dos mioblastos induzidos
a diferenciacéo e tratados, cultivados por 24h em 30% de meio condicionado de macréfagos
ativados para perfil M1 também irradiados. Coloracdo das células C2C12 induzidas a

diferenciacdo (2% SC-72h) por May-Grunwald e Giemsa nas culturas (1x104 célula/poco)
tratadas com FBM (de acordo com grupos experimentais) com adicao dos meios condicionados
de macrofagos J774 ativados para perfil M1 e irradiados com laser nos mesmos parametros
(conforme grupo experimental) — avaliacdo e célculos com 24h de incubacao apés irradiacdes
de mioblastos e plagueamento com devidos meio condicionado. As imagens apresentam a
morfologia das células nas diferentes condi¢cdes experimentais (letras A,B,C.D.E.F). Andlise
descritiva (%) da distribuicdo de nucleos (letra G). indice de fusdo de miotubos (letra H). As
mesmas letras representam diferencga significante entre grupos. Barras representam médias e
desvio padrdo. Abreviacdes: FBM, fotobiomodulacdo; MM, meio condicionado de macréfagos.
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Os mioblastos induzidos a diferenciagao e cultivados em 30% de meio
condicionado de macrofagos, durante 48h, apresentaram maior indice de fuséo
(Figura 27H) dos grupos C2C12 NI em meio de diferenciacdo e C2C12-FBM em
M1 MM irradiado em relacéo aos demais grupos experimentais (p<0,001), porém

ndo apresentaram diferenca estatistica entre eles.

As células do grupo C2C12 NI em M1 MM nao-irradiado tiveram menor
indice de fusdo em relacéo aos demais grupos experimentais (p<0,01 vs. C2C12
em MM ndo ativado e C2C12-FBM em MM néo-irradiado), exceto ao grupo

C2C12 Nl em M1 MM irradiado.

Os grupos em que as células foram irradiadas, C2C12-FBM em M1 MM
nao-irradiado e C2C12 NI em M1 MM irradiado, ndo apresentaram diferenca

estatisticas no indice de fusdo entre eles.

As imagens morfologicas representativas de cada grupo podem ser
observadas nas figuras 27A-27F. A analise descritiva da distribuicdo de nucleos

de cada grupo experimental pode ser observada na figura 27G.
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Fig 27. Analise morfoldgica, distribuicdo de ndcleos e indice de fusdo dos mioblastos induzidos
a diferenciacao e tratados, cultivados por 48h em 30% de meio condicionado de macréfagos
ativados para perfil M1 também irradiados. Coloracdo das células C2C12 induzidas a

diferenciagdo (2% SC-72h) por May-Grunwald e Giemsa nas culturas (1x104 célula/poco)
tratadas com FBM (de acordo com grupos experimentais) com adicdo dos meios condicionados
de macrofagos J774 ativados para perfil M1 e irradiados com laser nos mesmos parametros
(conforme grupo experimental) — avaliagao e calculos com 24h de incubagdo ap0s irradiacdes
de mioblastos e plagueamento com devidos meio condicionado. As imagens apresentam a
morfologia das células nas diferentes condi¢cdes experimentais (letras A,B,C.D.E.F). Andlise
descritiva (%) da distribuicdo de nucleos (letra G). indice de fusdo de miotubos (letra H). As
mesmas letras representam diferenca significante entre grupos. Barras representam médias e
desvio padrao. Abreviacdes: FBM, fotobiomodulagdo; MM, meio condicionado de macro6fagos.
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Quando os mioblastos C2C12 induzidos a diferenciacao foram cultivados
em 50% de meio condicionado de macréfagos e incubados por 24h (Figura 28H),
as células dos grupos C2C12 NI em meio de diferenciacdo e C2C12 NI em MM
ndo ativado tiveram maior indice de fusdo em relacdo aos demais grupos

experimentais (p<0,001) e diferenca estatistica entre eles (p<0,001).

Ja o grupo C2C12 NI em M1 MM néo-irradiado apresentou maior indice
de fusdo apenas comparado ao grupo C2C12 NI em M1 MM irradiado (p<0,01)

entre os grupos que foram submetidos a fotobiomodulacao.

Quando comparados 0s grupos irradiados, as células do grupo C2C12-
FBM em M1 MM ndo-irradiado apresentaram maior indice de fusdo comparado
ao grupo C2C12 NIl em M1 MM irradiado (p<0,05) e menor indice em relacédo ao
grupo C2C12-FBM em M1 MM irradiado (p<0,05). J& o grupo C2C12-FBM em
M1 MM irradiado apresentou maior indice de fusdo quando comparado ao grupo
C2C12 NI em M1 MM irradiado (p<0,001).

As imagens morfologicas representativas de cada grupo podem ser
observadas nas figuras 28A-28F. A analise descritiva da distribuicdo de nucleos

de cada grupo experimental pode ser observada na figura 28G.
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Fig 28. Andlise morfoldgica, distribuicdo de nucleos e indice de fusdo dos mioblastos induzidos
a diferenciacao e tratados, cultivados por 24h em 50% de meio condicionado de macréfagos
ativados para perfil M1 também irradiados. Coloracdo das células C2C12 induzidas a

diferenciacdo (2% SC-72h) por May-Grunwald e Giemsa nas culturas (1x104 célula/poco)
tratadas com FBM (de acordo com grupos experimentais) com adicdo dos meios condicionados
de macrofagos J774 ativados para perfil M1 e irradiados com laser nos mesmos parametros
(conforme grupo experimental) — avaliagdo e calculos com 24h de incubacéo apés irradiagcdes
de mioblastos e plagueamento com devidos meio condicionado. As imagens apresentam a
morfologia das células nas diferentes condi¢cdes experimentais (letras A,B,C.D.E.F). Analise
descritiva (%) da distribuicdo de nucleos (letra G). indice de fusdo de miotubos (letra H). As
mesmas letras representam diferenca significante entre grupos. Barras representam médias e
desvio padrao. Abreviac¢des: FBM, fotobiomodula¢éo; MM, meio condicionado de macré6fagos.
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Ja o indice de fuséo das células C2C12 induzidas a diferenciagédo foram
cultivadas em 50% de meio condicionado de macréfagos durante 48h (Figura
29H), o grupo C2C12 NI em meio de diferenciacdo apresentou maior indice de
fusdo em relacdo aos demais grupos experimentais, exceto ao grupo C2C12-

FBM em M1 MM irradiado que apresentaram indices similares.

J& o grupo C2C12 NI em MM ndao ativado apresentou menor indice de
fusdo em relagdo as células dos grupos C2C12 NI em meio de diferenciacéo e
C2C12-FBM em M1 MM irradiado (p<0,01) e maior indice em relagdo comparado

aos demais grupos experimentais (p<0,001).

O grupo C2C12 NI em M1 MM néo-irradiado apenas nao apresentou

diferenca estatistica em relacéo ao grupo C2C12-FBM em M1 MM néo-irradiado.

Quando as células foram submetidas a fotobiomodulacdo, os grupos
C2C12-FBM em M1 MM néo-irradiado tiveram menor indice de fusdo em relacéo
ao grupo C2C12-FBM em M1 MM irradiado (p<0,001).

As imagens morfologicas representativas de cada grupo podem ser
observadas nas figuras 29A-29F. A andlise descritiva da distribuicdo de nucleos

de cada grupo experimental pode ser observada na figura 29G.
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Fig 29. Analise morfolégica, distribuicdo de nucleos e indice de fusdo dos mioblastos induzidos
a diferenciacéo e tratados, cultivados por 48h em 50% de meio condicionado de macréfagos
ativados para perfil M1 também irradiados. Coloracdo das células C2C12 induzidas a

diferenciacdo (2% SC-72h) por May-Grunwald e Giemsa nas culturas (1x104 célula/poco)
tratadas com FBM (de acordo com grupos experimentais) com adicao dos meios condicionados
de macrofagos J774 ativados para perfil M1 e irradiados com laser nos mesmos parametros
(conforme grupo experimental) — avaliacdo e célculos com 24h de incubacao apés irradiacdes
de mioblastos e plagueamento com devidos meio condicionado. As imagens apresentam a
morfologia das células nas diferentes condi¢cdes experimentais (letras A,B,C.D.E.F). Andlise
descritiva (%) da distribuicdo de nucleos (letra G). indice de fusdo de miotubos (letra H). As
mesmas letras representam diferencga significante entre grupos. Barras representam médias e
desvio padrdo. Abreviacdes: FBM, fotobiomodulacdo; MM, meio condicionado de macréfagos.
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5.7 Tabelas resumo dos resultados dos experimentos
5.7.1 Tabelaresumo dos resultados de mioblastos indiferenciados

Os resultados dos experimentos realizados com mioblastos
indiferenciados cultivados em 30 e 50% de meio condicionado de macréfagos

incubados por 24 e 48 horas estédo aglutinados na tabela n°5.

Tabela 5. Resumo dos resultados de experimentos com mioblastos indiferenciados cultivados

em meio condicionado de macréfagos

Viabilidade Proliferagao Sintese de Sintese de Sintese de
celular celular NO IL-6 TNF-a
[30%] | [50%] | [30%] | [50%] | [30%] | [50%] | [30%] | [50%] | [30%] | [50%]
MM MM MM MM MM | MM | MM | MM | MM | MM
Comparagdo entre grupos sem tratamento com FBM

pro(I:if‘SazgﬁNcl)?(nzzr?;i:I:rem 24h-| | 24h-ns| 24h-| | 24h-ns | 24h -1 | 24h -ns| 24h -1 | 24h -1 | 24h -1 | 24h -1
I e e 48h-] | 48h- | | 48h-| | 48h-| |48h-ns|48h-1T|48h-1 |48h-1 | 48h-1 |48h-1
proc“ig:gé”; i";;i:’lgfem 24h-] | 2ah-ns| 24h-| | 24h-| |24h-1 |24h-7 |24h-1 |24h-1 |24h-1 |24h-1
L A oEo rradiade | 48N -1 [48h-ns| 48h-| | 48h-| |48h-1 |48h-7 |48h-T |48h-T |48h-1 |48h-1
ati(\::gtlJZXN(!ZeCTZNII\I“Iner:(I)VI L | 28h-ns | 28h-ns | 24h-ns | 24h-ns |24h-7 | 24h-7 |24h-1 | 24h-ns| 24h-1 | 24h-7
M hao rondindn 48h-ns | 48h-ns | 48h-ns | 48h-ns | 48h -1 | 48h -1 | 48h-1 |48h- | | 48h -1 | 48h-1

Comparacao entre grupos tratados com FBM

f::;i:c: ;"gzhé'iz'vl':';"“;l'i‘r’n 24h-ns | 24h -1 | 24h-ns| 24h-] |24h-| [24h-] | 24h-| | 24h - ns| 24h - ns | 24h - ns
MM naocirradiade | 48h-ns | 48h-ns | 48h- T | 48h-1 |48h-| |48h-] |48h-| |48h- | |48h-ns |48h-ns
ircrzzil:d':'xegmlz “I\/llll\:la;él\(:ll 24h-ns | 24h -ns| 24h-ns | 24h-ns | 24h-| | 24h-| | 24h-| | 24h -] | 24h - ns| 24h - ns
M iradindo 48h-ns | 48h- 1| 48h-ns | 48h-1T |48h-ns |48h-| |48h-| |48h-] | 48h- | [48h- |
Iff:;ﬁ;\ﬂ ;’22“(’:'112“’;';'“;'5;:“ 24h-ns | 24h-ns| 24h-ns | 24h-ns | 24h-| | 24h-| | 24h - | | 24h - ns| 24h - ns| 24h -1
L MV irvadinde 48h-ns | 48h- 1| 48h-ns | 48h-1 |48h-| |48h-| |48h-| |48h- | | 48h- | |48h-ns
frzrgzlza:li& E'Z"CTZIN“I"m";‘; 24h-ns | 24h-| | 24h-ns | 24h-1 | 24h-ns| 24h-ns | 24h-| | 24h-| | 24h-ns | 24h-ns
MM irradiado 48h-ns | 48h-ns | 48h-ns | 48h-ns | 48h- 7T |48h-ns | 48h -] | 48h-ns | 48h-ns | 48h-ns
o e 20" | 24h s | 24h-ns | 24h-ns | 24h-ns | 2ah-ns | 2ah - | 2ah -] | 2ah-1 | 2ah - ns| 24h-ns
M1 MM irradiado 48h-ns | 48h-ns | 48h-ns | 48h-T | 48h-ns|48h-]| | 48h-] |48h-ns |48h- | | 48h-ns
irracdzigi ';‘(' CeZmC 1“:_1FQAMMem 24h-ns | 24h-ns | 24h-ns | 24h-ns | 24h-ns | 24h - ns| 24h - ns| 24h -7 | 24h - ns| 24h - ns
M1 MM irradiado 48h-ns | 48h-ns | 48h-ns | 48h-T |48h-ns|48h- | |48h- | |48h-ns |48h- ]| |[48h-T

O grupo experimental em vermelho é o que apresentou: aumento (1), ou reducao (]) em relacao
ao grupo em preto. Diferenca nado significante (ns); FBM. fotobiomodulacdo; MM, meio
condicionado de macréfagos; NI, ndo irradiado; [ ], concentracao.
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5.7.2 Tabela resumo dos resultados de mioblastos induzidos a

diferenciacéao

Os resultados dos experimentos realizados com mioblastos induzidos a
diferenciacdo cultivados em 30 e 50% de meio condicionado de macrofagos

incubados por 24 e 48 horas estao aglutinados na tabela n°6.

Tabela 6. Resumo dos resultados de experimentos com mioblastos induzidos a diferenciagédo

cultivados em meio condicionado de macrofagos

Viabilidade Proliferacao Sintese de Sintese de Sintese de
celular celular NO IL-6 TNF-a

30%] | [50%] | [30%] | [50%] | [30%] | [50%] | [30%] | [50%] | [30%] | [50%]
MM MM MM MM MM MM MM MM MM MM

Comparagio entre grupos sem tratamento com FBM

C2C12 NI em meio de
diferenciagdao X C2C12 NI
em MM nado ativado

24h-ns | 24h-ns | 24h-ns | 24h - ns| 24h - ns| 24h -ns| 24h -ns| 24h -1 | 24h-T | 24h -7
48h-ns | 48h-ns | 48h-ns | 48h- | | 48h-1 | 48h- | | 48h- 1 | 48h-1 | 48h-T | 48h -7

C2C12 NI em meio de
diferenciagao X C2C12 NI
em M1 MM nao-irradiado

24h-| | 24h-ns | 24h-] | 2dh-ns| 24h-17 | 24h -1 | 24h-| | 24h -7 | 24h -1 | 24h -1
48h-ns | 48h-ns | 48h-| | 48h- | | 48h-T | 48h-ns | 48h -] | 48h-T | 48h-ns | 48h -T

C2C12 Nl em MM nao
ativado X C2C12 Nl em M1
MM nao irradiado

24h-ns | 24h-ns | 24h-ns| 24h-ns | 24h -1 | 24h-1 | 24h -] | 24h -7 | 24h-T | 24h -7
48h-ns | 48h-ns | 48h- | | 48h-ns | 48h-ns | 48h -7 | 48h-| | 48h-] | 48h-ns | 48h -7

Comparagao entre grupos tratados com FBM

C2C12 Nl em M1 MM néo-
irradiado X C2C12-FBM em
M1 MM nao-irradiado

24h-ns | 24h-ns | 24h -ns| 24h-ns | 24h-| | 24h-| | 24h -7 | 24h -7 | 24h-ns | 24h-ns
48h-ns | 48h-ns | 48h- 7T | 48h-ns | 48h-ns | 48h-| | 48h -1 | 48h-] | 48h-ns | 48h-ns

C2C12 Nl em M1 MM nao-
irradiado X C2C12 Nl em M1
MM irradiado

24h -ns| 24dh-ns | 24h -ns| 24h-ns | 24h -1 | 24h -7 | 24h-T | 24h-ns | 24h-ns | 24h-ns
48h -1 | 48h-ns | 48h- 1T | 48h-ns | 48h-ns | 48h-ns | 48h -1 | 48h-ns | 48h-ns | 48h-ns

C2C12 Nl em M1 MM nao-
irradiado X C2C12-FBM em
M1 MM irradiado

24h - ns| 24h - ns| 24h - ns| 24h - ns| 24h - ns| 24dh-ns | 24h -7 | 24h-ns | 24h - ns| 24h - ns
48h -1 |48h-1|48h-17|48h-1|48h-| | 48h-ns| 48h-1T | 48h-ns | 48h- | | 48h- |

C2C12-FBM em M1 MM
ndo-irradiado X C2C12 NI
em M1 MM irradiado

24h-ns | 24h-ns | 24h-ns | 24h-ns | 24h -7 | 24h -1 | 24h -7 | 24h - ns| 24h-ns | 24h-ns
48h-ns | 48h-ns | 48h-ns | 48h-ns | 48h-ns | 48h -1 | 48h -1 | 48h- | | 48h-ns | 48h-ns

C2C12-FBM em M1 MM
nao-irradiado X C2C12-FBM
em M1 MM irradiado

24h -ns| 24h-ns | 24h - ns| 24h-ns | 24h -ns| 24h -1 | 24h -7 | 24h - ns| 24h - ns| 24h -ns
48h -1 | 48h-ns | 48h -1 | 48h-ns | 48h- | | 48h-ns | 48h -1 | 48h- | | 48h- | | 48h-ns

C2C12 Nlem M1 MM
irradiado X C2C12-FBM em
M1 MM irradiado

24h -ns| 24h -ns| 24h -ns| 24h-ns | 24h-| | 24h -] | 24h -7 | 24h-ns | 24h -ns| 24h-ns
48h -1 | 48h- 1 | 48h-1|48h-ns | 48h-| | 48h-] | 48h -7 | 48h-ns | 48h- | | 48h - ns

O grupo experimental em vermelho é o que apresentou: aumento (1), ou reducéo (|) em relacéo
ao grupo em preto. Diferenca néo significante (ns); FBM. fotobiomodulacdo; MM, meio
condicionado de macréfagos; NI, ndo irradiado; [ ], concentracao.
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6. DISCUSSAO

A regeneracdo muscular apés lesédo € atribuida a sinais intrinsecos do
musculo estriado esquelético, conferindo suas caracteristicas de plasticidade e
alta capacidade de regeneracdo. Capacidade dada pela presenca das células
satélites musculares, estas que apds as lesfes sdo ativadas, proliferam e
passam por fases de diferenciacdo e fusdo, para gerar o reparo da regido

lesionada ou formar novas fibras musculares®1°,

7

Esse processo também é modulado por sinais extrinsecos, atribuidos
principalmente aos macrofagos. Esses que sdo derivados de mondcitos
presentes na circulagdo sanguinea e estdo presentes durante todo 0 processo
de leséo e reparo e/ou regeneracdo. Possuem importante papel de acordo com
o fenotipo predominante e os produtos por eles secretados no microambiente da

lesdo®3:54,

Em resposta a lesdo muscular, as distintas populacdes de macréfagos
possuem acbes e secretam produtos de carater pré-inflamatério e anti-
inflamatorio, populacbes que sdo denominados fendtipos M1 e M2,
respectivamente, associados as fases do processo de regeneracéo
muscular>374L, E importante ressaltar que os fendtipos ndo sdo0 expressos
isoladamente. Os macréfagos sdo encontrados em seus diferentes estados de
ativacdo em qualquer momento avaliado ap6s a lesdo, mas que apresentam
predominancia de uma ou outra populacdo e podem ser avaliados através de

marcadores de superficie celular associados aos perfis M1 e M25.

Em resposta a lesdo aguda, os macrofagos de perfil M1 séo recrutados e
0s produtos por eles secretados auxiliam na ativagéo, proliferacdo e migracéo
das células satélites musculares. Em modelo in vitro a ativacdo para esse perfil,
conhecida como ativacdo classica, pode ser induzida através da adicdo as
células de LPS e INF-y, promovendo a producao de citocinas pro-inflamatoérias
(IL-6 e TNF-a) e espécies reativas de oxigénio e intermediarios de

nitrogénio?#1.15.31,53,

Os macrofagos participam na amplificacdo do processo inflamatorio nos

periodos apods a lesédo e também sdo capazes de atenuar a exacerbacéo desse
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processo, a fim de evitar danos ao tecido. Ou seja, podem ter efeitos benéficos

ou deletérios dependendo do contexto?!®.

Foi demonstrado que a auséncia de macréfagos no ambiente de lesé@o e
regeneracdo muscular, causa a reducdo da expressao de fatores regulatorios
miogénicos (miogenina e MyoD), assim como 0 aumento da expressdo de
citocinas e quimiocinas proé-inflamatoérias, incluindo IL1-B, TGF-B1, TNF-a e

RANTES, durante as fases tardias da regeneracdo muscular®®.

A transicao tardia e prolongada do fenétipo predominante dos macréfagos
M1 presentes no tecido muscular apés a lesdo, como a persisténcia da presenca
de citocinas inflamatérias, prejudicam o processo de regeneracéo. Assim, sendo
essencial a adequada mudanca na prevaléncia desse perfil pré-inflamatério para
um cendrio que induz a fase regenerativa®. Dentre as formas terapéuticas para
o tratamento de lesGes musculares e do envolvimento do processo inflamatoério
na fase aguda, a FBM tém evidenciado efeitos em diversos tipos celulares, se

tratando de avaliagdes in vitro?7:28:33,36,37,57,58

O presente estudo, procurou mimetizar esse tema, por meio de avaliacbes
in vitro, o efeito da FBM (780 nm) sobre células satélites musculares C2C12 em
suas fases de proliferacéo e diferenciacdo, quando séo cultivadas em meio aos
produtos (meio condicionado) de macréfagos J774 ativados para perfil M1
irradiados com os mesmos parametros dosimétricos. Buscou-se avaliar a
viabilidade, proliferacdo, indice de fuséo (diferenciacdo) e morfologia celular,

assim como a sintese de NO e das citocinas IL-6 e TNF-a.

Devido a ampla variedade da escolha dos parametros dosimétricos
(comprimento de onda, poténcia, irradiancia, exposicao irradiante, energia, entre
outros), faz com que as publicacfes encontradas quando avaliados os efeitos da
FBM sobre macroéfagos, células satélites musculares e outros tipos celulares,
apresentem efeitos diversos e por vezes antagOnicos**#°. Assim, gerando
complexidade nas escolhas paramétricas, quando o objetivo do estudo foi que
ambas as linhagens celulares utilizadas fossem tratadas de forma semelhante,
mimetizando a situag&o ocorrida in vivo quando a irradiagdo abrange o tecido
muscular lesionado e os macrofagos presentes na fase aguda do processo

inflamatério, porém neste contexto dando destaque aos macréfagos?8-33.35,
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Nos resultados do presente estudo, houve compatibilidade no padrao de
comportamento das SC em seu estado proliferativo em meio a um
microambiente constituido por macréfagos de carater pré-inflamatério e seus
produtos®>415°, Apds o cultivo de células satélites musculares em fase de
proliferacdo em meio a diferentes concentracbes dos produtos de macrofagos
gue foram ativados para perfil M1, foi observado o aumento da sintese de NO e
das citocinas IL-6 e TNF-a (periodos de 24 e 48h). Nao houve diferenca
estatistica no indice de fusdo desses grupos, podendo correlacionar o aumento

das citocinas e a permanéncia das células mononucleadas.

Wau et al. (2003)%° relataram que a polarizacdo de macréfagos (LPS), de
linhagem RAW-264.7, acarretou em alta producdo de NO e sintese de TNF-q,
IL-1B e IL-10. Assim como Fernandes et al. (2015) 28 relataram aumento na
expresséo de TNF-a e INOS e na producéao proteica de IL-6, COX-2 e TNF-a em
culturas de macréfagos J774 ativados com LPS e IFNy.

Neste contexto, autores3! demonstraram que o laser infravermelho (780
nm, 2mW/cm?, 2,2 J/cm?) foi capaz de reduzir a expressdo génica de IL-6 e
outras citocinas de carater inflamatério, quando macréfagos murinos RAW 264.7
foram polarizados em altas concentra¢des de LPS (1ug/mL), como utilizado no
presente estudo. Isto também foi evidenciado em macréfagos peritoneais de
camundongo ativados com IFN-y (20 pg/mL) e LPS (10 ng/mL) e irradiados com
laser 780 nm, uma vez que estes apresentaram menor producdo de TNF-a em

comparacgédo aos macréfagos ativados e néo irradiados®2.

Fernandes et al. (2015)?8 relataram que o tratamento com FBM (780 nm)
gerou diminuicdo da expressao génica e producdo de IL-6 e TNF-a e da

expresséao de iINOS por macrofagos J774 ativados com LPS e IFNy.

Em relacdo a viabilidade dos mioblastos C2C12 indiferenciados, foi
possivel observar no presente estudo que apresentaram reducdo (24 e 48h)
quando cultivados em 30% meio condicionado ativado para perfil M1 e houve
maior indice de fusdo apds 24h quando cultivadas em 50% (M1 MM). ApGs o
tratamento com FBM, ha o aumento da viabilidade das células cultivadas em

50% de meio condicionado de macréfagos M1 quando apenas a C2C12 foi
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irradiada (24h), quando apenas os macréfagos foram irradiados (48h) e quando

ambas as células foram irradiadas (48h).

Os resultados do efeito da FBM sobre a proliferacéo celular de mioblastos
indiferenciados, mostraram que as culturas em que apenas a C2C12 foi irradiada
houve reducéo na proliferacéo apés 24h na condicdo 50% de meio condicionado
M1 e aumento em ambas as concentracdes (30 e 50%) apds 48h de incubacéao.
Os grupos em que apenas os macréfagos M1 foram irradiados e no que ambas
as células foram irradiadas houve um aumento da proliferacdo quando cultivadas
em 50% de meio condicionado apos 48h, evidenciando o efeito benéfico do

tratamento com FBM em ambos tipos celulares.

Ja em relacdo a FBM envolvendo células C2C12, Monici et al. (2013)8°
utilizaram laser de modo pulsado no comprimento de onda infravermelho (808 e
905 nm) em mioblastos indiferenciados e nao encontrou diferengas na
viabilidade celular, porém apresentou reducéo da proliferacao celular e aumento
de MyoD e associacdes as mudancas na morfologia celular apresentando
formacdo de estruturas relacionadas a miotubos e células apresentando dois ou
mais nucleos. Ferreira et al. (2018)%' também relataram que 6h apds o
tratamento com laser vermelho (660 nm, 20mW) demonstrou reducdo da
migracdao e proliferacdo, porém sem afetar a viabilidade celular. Contudo nestes
dois estudos citados as células foram avaliadas sem a presenca de fatores

produzidos por macréfagos.

Ferreira et al. (2009)3° e Mesquita-Ferrari et al. (2011)% compararam os
efeitos do laser 660 e 780 nm (em diferentes exposi¢cdes irradiantes, entre elas,
17,5 J/cm? para 780 nm e 70mW — mesmos parametros utilizados neste estudo)
em mioblastos C2C12 em meio de proliferacdo e sob deficiéncia nutricional. A
FBM néo apresentou diferencas sobre a viabilidade e proliferagédo celular apos

24, 48 e 72h nestes contextos avaliados.

Ja Mesquita-Ferrari et al. (2015)33 observaram que a irradiacédo (780 nm,
10mW) possibilitou 0 aumento da atividade de CK (72h) e da viabilidade celular
apos 24, 48 e 72h de incubacéo de células C2C12 induzidas a diferenciacao. A
atividade de CK é uma andlise direta dessa importante enzima marcadora do

processo de diferenciacdo de células musculares.
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As células C2C12 previamente induzidas a diferenciacdo apresentam
reducdo da viabilidade celular apenas quando cultivadas em 30% de meio
condicionado M1 e reducéo da proliferacdo quando cultivadas em 30% (24 e
48h) e 50% (48h). Houve reducédo do indice de fusdo dessas células nessas
situacdes, assim como a predominio das células mononucleadas. Ha aumento
da viabilidade e proliferacdo apenas quando recebem 30% de meio condicionado
de macréfagos irradiados apos 48h. Em um periodo de 48h de incubacao, em
ambas concentracdes de meio condicionado de macrofagos M1 irradiados, as
células C2C12 diferenciadas e tratadas com FBM apresentaram aumento da
viabilidade e proliferacdo, evidenciando mais uma vez o efeitos positivo do

tratamento quanto feito concomitantemente sobre os dois tipos celulares.

Os mioblastos induzidos a diferenciacdo cultivados em meio condicionado
de macrofagos M1, ambos sem intervencédo da FBM, apresentam reducdo da
proliferacdo celular e sintese de IL-6 e aumento da sintese de NO e TNF-a
(apenas em 24h) quando avaliados em menor concentracdo de meio
condicionado de macréfagos M1 (30%) e reducédo da proliferacdo celular (48h),
aumento da sintese de NO (24h), IL-6 e TNF-a quando cultivados em maior
concentracdo de meio condicionado de macréfagos M1 (50%).

Um estudo prévio, avaliando fatores capazes de aumentar niveis da
producédo de citocinas pro-inflamatérias, demonstrou que ROS, incluindo o NO,
estimulam a producéo de IL-6 em células C2C12 diferenciadas®?. Assim como,
Chen et al. (2007)% observaram que mioblastos em fase proliferativa possuem
expressdo constitutiva de TNF-a e mioblastos durante as fases iniciais da

diferenciacdo demonstram aumentar a expressao dessa citocina.

Os resultados presentes obtidos nesse estudo, evidenciaram que a FBM
€ capaz de reduzir a sintese de NO em ambas as situacbes avaliadas
(proliferagédo e diferenciagdo), contudo sendo mais evidente em algumas
condi¢des mais especificas. Com relagdo aos mioblastos C2C12 indiferenciados
houve uma reducdo quando um tipo celular ou ambos foram tratados com FBM,
em todos os periodos avaliados. J&4 na situagdo de diferenciacdo, quando
somente as células musculares foram tratadas e cultivadas em 30% (24h) e 50%

(24 e 48h) de meio condicionado M1, apresentaram reduc¢éo na sintese de NO.
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Por outro lado, a irradiacéo apenas dos macréfagos M1 apresentou aumento de
NO ap0s 24h de incubacdo em ambas as concentracdes de meio condicionado.
E quando ambas as linhagens celulares foram tratadas, apds 48h, o grupo em

menor concentragcdo (30%) apresentou reducédo da sintese de NO.

O tratamento apresentou claramente uma reducdo das citocinas
inflamatérias e do NO condizente com os estudos de Fernandes et al. (2015)% e
Silva et al. (2016)2 que evidenciaram os efeitos da FBM em macréfagos na

modulacédo de citocinas inflamatorias e sintese de NO.

Estudo avaliando a citoxicidade através do co-cultivo de células
musculares e macroéfagos ativados para perfil M1, demonstraram que o aumento
da producéo de NO, gerados através dos macréfagos ativados, resultam na lise
celular de miotubos em fase de diferenciacdo através do aumento da atividade
de iINOS. Porém, baixos niveis da producédo de NO possuem efeito citoprotetor,
demonstrando que o NO possui efeitos dose-dependente sobre células
musculares®’. Dessa forma os resultados obtidos neste estudo sédo desejaveis

para um processo de reparo mais efetivo.

Gavish et al. (2008)3! verificou que o tratamento com laser (780nm)
causou o aumento da producdo de NO de macréfagos murinos RAW 264.7
ativados com LPS. Esse estudo correlaciona o efeito da FBM diretamente com
a concentracdo de LPS que os macrofagos foram polarizados, ou seja, que o
tratamento com laser e seus efeitos modulatérios sdo diretamente proporcionais
a intensidade do processo inflamatério que a lesdo pode acometer um tecido.
Estes autores demonstraram que ha maiores efeitos inibitérios causados pela
FBM durante a intensa resposta inflamatoria e que os efeitos podem ser minimos

ou néo observados em situagdes de homeostasia.

Os mioblastos C2C12 indiferenciados, apresentaram redugdo de IL-6
guando apenas a C2C12 foi tratada com FBM apos 24 e 48h (30% M1 MM) e
48h (50% M1 MM). O unico grupo (24h em 50% M1 MM) que ndo apresentou
reducdo de IL-6, apresentou nesse mesmo periodo menor indice de fusdo, com
predominancia de células mononucleadas. Nas culturas que apenas o0s
macrofagos M1 foram irradiados houve reducéo de IL-6 e TNF-a (somente em

48h) em ambas as concentragdes de meio condicionado. As citocinas avaliadas,
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apos o tratamento das células J774 M1 e C2C12 com 0S mesmos parametros,
apresentaram reducédo de IL-6 e TNF-a (somente apds 48h) quando cultivados
em 30% de meio condicionado M1 irradiado e quando cultivados em 50%.
apresentaram reducao de IL-6 (48h) e aumento de TNF-a (24h).

Com relacdo a producdo proteica das citocinas de células C2C12
previamente induzidas a diferenciacéo, a FBM gerou aumento da sintese de IL-
6 quando foram cultivadas em menor e maior concentracdo de meio
condicionado M1 néo irradiado e reducao apenas em 50% de meio condicionado
M1 irradiado (maior concentracéao) apos 48h de cultivo. Quando os macréfagos
M1 foram irradiados, o meio condicionado destes em menor concentracéo (30%)
sobre C2C12 induzidas a diferenciacgéo tratadas e nao tratadas com FBM gerou
um aumento da sintese de IL-6 (24 e 48h).

O efeito da irradiacdo sobre a sintese de TNF-a, das células C2C12
induzidas a diferenciacao, foi apenas observado quando ambas as linhagens
celulares foram tratadas com FBM e cultivadas durante 48h em menor e maior

concentracdo do meio condicionado M1 irradiado.

Assim, neste estudo o aumento dos niveis de producdo de NO e das
citocinas avaliadas também evidenciam o predominio de mioblastos
mononucleados e no que se refere ao indice de fusdo ndo apresentou diferenca
estatistica. Nesse sentido, de acordo com a literatura, a presenca dos produtos
dos macrofagos desse fendtipo pode ter mentido as células precursoras
miogénicas em estado de proliferacdo, prevenindo sua diferenciacéo

prematura*?.

Durante a fase aguda do processo inflamatorio, as citocinas TNF-a, IL-1,
IL-6 e IL-8, produzidas nessa fase, se ligam a receptores de membrana e ativam
enzimas responsaveis pela producdo de ROS, amplificando a sintese de seus

intermediarios?.

Quando comparados os mioblastos indiferenciados e induzidos a
diferenciacdo cultivados em seus meios respectivos (controle), pode ser
observado acentuado aumento da sintese de IL-6 em células diferenciadas.
Estudo avaliando a expressédo e producéo de IL-6, utilizando um modelo de in

vitro de contragdo com estimulador de pulso elétrico, em células C2C12 em suas
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diferentes fases, demonstraram que a sintese dessa citocina ndo pode nem ao
menos ser detectada em culturas de mioblastos indiferenciados do grupo
controle, porém foi mais expressa quando quantificada em culturas de células

C2C12 induzidas a diferenciagao®.

Analisando conjuntamente a indice de fusdo, assim como a descri¢céo
inferencial da distribuicdo de nucleos, 0s grupos apresentaram maior ou menor
fusdo de nucleos celulares de acordo com a presenca das citocinas avaliadas.
Foi possivel identificar um padréao de fusédo inversamente proporcional, no cultivo
de ambas as concentragfes, relacionando a sintese de IL-6 por mioblastos
indiferenciados e a sintese de TNF-a por mioblastos induzidos a diferenciacao.
Os grupos de mioblastos indiferenciados apresentaram maior indice de fuséo
guando apresentaram menor sintese de IL-6, assim como 0s grupos de
mioblastos induzidos a diferenciagdo apresentaram maior indice de

diferenciacdo quando haviam menor sintese de TNF-a.

Saclier et al. (2013)* relataram que o bloqueio de IL-6 em meio
condicionado de macréfagos M1, tal como baixas concentracdes de TNF-a sobre
células precursoras miogénicas humanas, induzem o aumento da formacéo de
miotubos. Apresentando reducdo no indice de fusdo de mioblastos e inibiu a
formacao de grandes miotubos (>10 nucleos). Estudos também demonstraram
gue a adicdo de TNF-a exdgeno causa efeito inibitério durantes as fases de

diferenciacdo de mioblastos3.

Alguns resultados deste estudo mostraram diferencas em relacdo as
descri¢cles na literatura, devido aos efeitos da FBM serem encontradas em cada
linhagem celular, nas caracteristicas descritas, de forma isolada. Ndo ha
estudos, até o momento, que avaliem o efeito da FBM (780 nm) em células
satélites musculares cultivadas em meio condicionado de macrofagos ativados
para perfil M1 também submetidas a irradiacdo com 0os mesmos parametros.
Estudos ressaltam que h& variagdo nos efeitos de sobrenadantes de culturas
macrofagos sobre mioblastos e que estes ndo possuem capacidade de
mimetizar totalmente o ocorrido in vivo, sendo que os resultados dependem do
perfil de ativacdo dos macrofagos utilizados, bem como sua origem (linhagem ou

cultura primaria), e ainda da presenca de soro no meio de cultivo®4148, Contudo,
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esta analise nos traz informag6es importantes sobre um panorama que seria o

mais préximo do desejavel.

Assim, o conjunto de resultados desta dissertacdo permite inferir que o
tratamento com FBM (780 nm) pode gerar efeitos positivos em células satélites
musculares em suas diferentes fases, quando cultivadas em meio a diferentes
concentracfes de produtos de macrofagos de perfil pro-inflamatério (M1)
também submetidos a irradiagdo nos mesmos parametros, no que se refere a
reducdo de NO e citocinas inflamatérias e no favorecimento do processo de

diferenciacdo das células musculares (indice de fuséo).
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7. CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo avaliou os efeitos da fotobiomodulacdo sobre células
satélites musculares em seus estados de proliferacéo e diferenciagéo, cultivadas
em diferentes concentracdes de produtos secretados por macrofagos ativados
para perfil pro-inflamatério, que também foram irradiados com 0s mesmos
parametros dosimétricos. O tratamento com a fotobiomodulagéo foi capaz surtir
efeitos na viabilidade e proliferacéo celular, propiciar o processo de diferenciacéo
das células satélites musculares, além de promover a reducéo da sintese de NO

e de citocinas de carater inflamatoério envolvidas no processo inflamatério agudo.

Como o processo de regeneracao muscular é dividido em diferentes fases
e ha concomitante mudanca do fenotipo dos macréfagos envolvidos durante
esse processo, o estudo futuro de outros aspectos envolvendo marcacado das
células satélites com imunofluorencéncia, expressdo génica de citocinas
inflamatérias, anti-inflamatdrias e de enzimas envolvidas na sintese de espécies
reativas de oxigénio, expressao de fatores regulatérios miogénicos, assim como
a marcacao da superficie de macréfagos para a determinacdo do fenotipo
prevalente, entre outros, tornam-se essenciais para o entendimento desse

Processo.

Neste contexto, os dados desse estudo séo relevantes para que estudos
posteriores possam oferecer melhor entendimento dos mecanismos moleculares
envolvidos no efeito da fotobiomodulacdo, in vitro, sobre células satélites
musculares em um microambiente de lesdo aguda proporcionado por

macrofagos também submetidos a irradiacao.
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