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RESUMO

A hipertrofia compensatéria (HC), é uma adaptacao que ocorre no musculo em
resposta a sobrecarga, resultando no aumento do tamanho da fibra muscular.
A Fotobiomodulacédo (FBM), demonstrou efeitos positivos sobre o musculo
esquelético durante a HC incluindo a modulacdo de citocinas inflamatorias,
reducdo do colageno e aumento da area de seccao transversa (AST). O objetivo
deste estudo foi comparar os efeitos da FBM vascular transcutanea sistémica
(FBMV) e da FBM local (FBML) infravermelha sobre as alterac6es morfoldgicas
e funcionais no tecido muscular durante o processo de HC em ratos. Foram
utilizados 35 ratos Wistar, divididos em 4 grupos: Controle (n=5); Hipertrofia (H)
(n=10), Hipertrofia + Fotobiomodulacéo vascular (H + FBMV) (n=10) e Hipertrofia
+ Fotobiomodulagéo local (H + FBML) (10). A hipertrofia foi induzida pelo modelo
de ablacdo dos musculos sinergistas do musculo plantar. A FBML foi realizada
com um laser em baixa intensidade (AsGaAl, A 780 nm; 40 mW; densidade de
energia 10 J/cm? 10 segundos em cada ponto; 8 pontos sobre a regidao do
musculo plantar; 3.2 J) e a FBMV nos parametros de 80 J/cm? ,40mW, por 80
segundos em um dnico ponto, 3,2 J, aplicada sobre a veia caudal. Os animais
foram avaliados apés 7 e 14 dias de aplicacdo da FBM quanto a capacidade
funcional da marcha e a sensibilidade mecanica utilizando respectivamente o
teste de indice funcional do ciético (IFC) e o teste de von Frey. Apés essas
avaliacbes os animais foram eutanasiados e os musculos plantares foram
removidos e utilizados para as analises que incluiram a determinacédo da relagcéo
do peso dos musculos esquerdo e direito (D/E) e a analise dos aspectos
morfolégicos por técnica de histologia com coloracdo HE para determinacdo
da AST e diametro das fibras musculares A analise histolégica demonstrou um
aumento da AST apés 7 e 14 dias no grupo H+FBMV em comparacao ao grupo
somente H e um aumento da AST no grupo H+FBMV quando comparado ao
grupo H+FBML apdés 14 dias. Apos 7 dias houve um aumento no diametro das
fibras musculares no grupo H+FBMV quando comparado ao grupo H, e aos 14
dias um aumento do diametro das fibras foi encontrado em ambos os grupos que
receberam FBM (H+FBML e H+FBMV) quando comparados ao grupo nao
irradiado (H), sendo este aumento mais pronunciado no grupo FBMV em relacao
ao grupo FBML. A relacdo de massa (D/E) nos grupos H, H+FBML e H+FBMV
reduziu quando comparada ao grupo controle apos 7 dias. Aos 14 dias houve
reducao desta relacdo nos grupos H e H+FBML em comparacdo ao grupo
controle e manutencéo no grupo H+FBMV apresentando valores de massa que
nao diferiram dos valores do grupo controle. Com relacdo a sensibilidade
mecanica ambos o0s grupos H e irradiados apresentaram reducdo da
sensibilidade em relacdo ao grupo controle ap6s 7 e 14 dias e ndo houve
diferenga entre os grupos H, H+FBMV e H+FBML em nenhum dos periodos
experimentais. Na analise funcional da marcha (IFC), todos o0s grupos
apresentaram menor funcionalidade quando comparados ao grupo controle apos
7 dias. Em 14 dias ambos os grupos irradiados, FBML e FBMV restabeleceram
o indice normal de funcionalidade apresentando valores proximos aos do grupo
controle e o grupo H permaneceu com escores maiores quando comparado ao
grupo controle. Em conclusao, ambas as formas de irradiacdo modularam de
forma positiva o processo de recuperacao funcional e os aspectos morfolégicos
musculares durante a HC. A comparacédo de ambas as irradiacdes permitiram



evidenciar efeitos mais pronunciados da FBMV no que se refere ao aumento da
AST, diametro das fibras e manutencdo do volume de massa e resultados
semelhantes para as duas formas, local e vascular, no que se refere aos
aspectos de sensibilidade mecéanica e ao restabelecimento do indice normal de
funcionalidade da marcha.

Palavras-chave: Musculo plantar; hipertrofia; fotobiomodulac&o; terapia com luz

em baixa intensidade; fotobiomodulacao vascular.



ABSTRACT

Compensatory hypertrophy (CH) is an adaptation that occurs in the muscle in
response to overload, resulting in an increase in muscle fiber size.
Photobiomodulation (PBM) has demonstrated positive effects on skeletal muscle
during the HC process including modulation of inflammatory cytokines, collagen
reduction and increase in cross-sectional area (CSA). The aim of this study was
to compare the effects of systemic transcutaneous vascular photobiomodulation
(VPBM) and infrared local PBM (LPBM) on morphological and functional changes
in muscle tissue during the HC process in rats. Thirty-five Wistar rats were used,
divided into 4 groups: Control (n=5); Hypertrophy (H) (n=10), Hypertrophy +
vascular photobiomodulation (H + PBMV) (n=10) and Hypertrophy + local
photobiomodulation (H + LPBM) (10). Hypertrophy was induced by the ablation
model of the synergistic muscles of the plantar. Local PBM was performed with
a low-intensity laser (AsGaAl, A 780 nm; 40 mW; radiant exposure 10 J/cm?; 10
seconds at each point; 8 points over the plantar region; 3.2 J) and vascular PBM
at the parameters of 80 J/cm2 .40mW, for 80 seconds in a single point, 3.2 J,
applied over the caudal vein. The animals were evaluated after 7 and 14 days of
PBM application for gait functional capacity and mechanical sensitivity using the
sciatic functional index (SFI) test and the von Frey test, respectively. After these
evaluations, the animals were euthanized and the plantar muscles were removed
and used for analyzes that included the determination of the weight ratio of the
left and right muscles (L/R) and analysis of morphological aspects by histology
technique with staining H&E for determination of CSA and muscle fiber diameter.
Histological analysis showed an increase in CSA in the H+PBMV group
compared to the H group after 7 and 14 days and an increase in CSA in the
H+VPBM group when compared to the H+LPBM group after 14 days. After 7 days
there was an increase in muscle fiber diameter in the H+PBMV group when
compared to the H group, and at 14 days an increase in fiber diameter was found
in both groups that received PBM (H+LPBM and H +VPBM) when compared to
the non-irradiated group (H), this increase being more pronounced in the PBMV
group compared to the PBML group. The mass ratio (R/L) in groups H, H+LPBM
and H+VPBM reduced when compared to the control group after 7 days. At 14
days, there was a reduction in this relationship in groups H and H+LPBM
compared to the control group and maintenance in the H+VPBM group showing
mass values that did not differ from the values of the control group. Regarding
mechanical sensitivity, both H and irradiated groups showed a reduction in
sensitivity compared to the control group after 7 and 14 days and there was no
difference between groups H, H+VPBM and H+LPBM in any of the experimental
periods. In the functional analysis of gait (SFI), all groups showed lower
functionality when compared to the control group after 7 days. In 14 days, both
irradiated groups reestablished the normal functionality index, close to the control
group. Group H remained with higher scores when compared to the control group.
In conclusion, both forms of irradiation positively modulate the recovery process
and the morphological aspects of functionality during a HC. The comparison of
both irradiations showed more pronounced effects of VPBM with regard to the
increase in CSA, fiber diameter and maintenance of mass volume and similar
results for both forms, local and vascular, with regard to aspects of sensitivity
mechanics and the reestablishment of the normal index of gait functionality.



Keywords: Plantar muscle; hypertrophy; photobiomodulation; low-level light
therapy; vascular photobiomodulation.
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1. CONTEXTUALIZACAO

O musculo esquelético € um tecido dindmico e apresenta grande
capacidade adaptativa (plasticidade) sendo composto por fibras musculares e
células satélites (CS) rodeadas por matriz extracelular (MEC). Este tecido é
capaz de alterar suas caracteristicas para atender as suas diversas demandas
funcionais®-3).

A necessidade de adaptacdo neste tecido pode ocorrer frente a uma
sobrecarga mecanica imposta as fibras (necessidade funcional), favorecendo o
aumento da sintese proteica, promovendo assim 0 aumento da area transversal
da fibra muscular, bem como da massa muscular®5).

O aumento do tamanho da fibra, ou seja, a hipertrofia € necessaria para

permitir que o misculo atenda a demanda exigida para a geracéo de forca®).

1.1 MATRIZ EXTRACELULAR (MEC)

A MEC é uma estrutura dindmica que confere suporte e protecdo ao
musculo esquelético, bem como, favorece a sua funcéo contratil. E também
responsavel pela transmissdao e manutencdo de forca para o musculo
esquelético, assim sendo, a MEC pode influenciar tanto a funcdo basal do
musculo, como em sua capacidade de adaptacdo®. Além disso, por ser uma
estrutura com caracteristicas adaptativa, a MEC juntamente com o tecido
conjuntivo é capaz de responder as demandas funcionais a que o musculo é
exposto, adaptando-se funcionalmente e estruturalmente as sobrecargas
mecanica que incidam sobre o tecido muscular®. Durante o processo de
hipertrofia muscular, ha a necessidade de adaptacées na matriz extracelular
(MEC) e o aumento do fluxo sanguineo necessarios para garantir a
funcionalidade do misculo® 9.

Os principais componentes da MEC sao os colagenos tipo |, Il e IV, além
de laminina, fibronectina e proteoglicanos®1Y, que embora sejam
fundamentais para o adequado desempenho do mduasculo, devem ser
devidamente modulados no que diz respeito a sua deposicdo, organizacao e
degradacédo, uma vez que quando depositado em excesso ou de forma

desorganizada pode comprometer a funcionalidade e as caracteristicas do
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tecido muscular devido ao risco de formacdo de tecido cicatricial (fibrose),
condicao fortemente associada a maiores riscos de lesdo muscular, bem como
com a perda da funcédo do musculo@?13),

O colageno é a principal macromolécula presente na MEC sendo
sintetizada pelos fibroblastos e responsavel pela estrutura da MEC do muasculo
esquelético®14). As fibras colagenas sdo também as proteinas que estdo
intimamente ligadas com a capacidade de transmissao de forga tanto para o
musculo quanto para o tendédo frente as deformacdes que podem acometer o
tecido muscular®),

Sabe-se que diversos tipos de colageno sdo expressos durante o
desenvolvimento do musculo. Contudo, nas regiées do endomisio, perimisio e
epimisio de musculos adultos sdo encontradas de forma predominante os
colagenos do tipo | e 11l ©),

Quanto a organizacéo e disposicéo das fibras, observa-se que as fibras
de colageno se diferenciam ao longo do trajeto do musculo e podem estar
organizadas em padrao paralelo ou cruzado. Essas organizacBes parecem
estar relacionadas tanto com a carga colocada sobre o masculo quanto com a
etapa de remodelagdo do colageno(415),

O remodelamento da MEC é um evento extremamente importante em
qgualquer evento que demande a sintese ou a degradacédo de colageno, como
nas lesbes musculares agudas, treinamentos de resisténcia e em situacdes de
sobrecarga muscular excessiva como ocorre na hipertrofia compensatéria (HC)
(13), Nessas situaces, o excesso de deposicdo dos componentes da MEC,
pode induzir o tecido muscular a formacao de tecido cicatricial tornando-o mais
suscetivel a novas lesBes. Assim, o adequado remodelamento da MEC
promovera uma melhor organizacdo e deposi¢do de colageno reduzindo os
riscos de novas lesGes, tendinopatias e fibrose tecidual®3).

A degradacéo dos componentes excessivos da MEC se d& por intermédio
de enzimas denominadas como metaloproteinases (MMPs)11-12)  As MMPs
sao enzimas dependentes de zinco que participam ativamente no processo de
remodelamento da MEC realizando a degradacdo seletiva de seus
componentes617), Existem diversos tipos de MMPs, no musculo esquelético
as MMPs comumente encontradas sdo as MMPs dos tipos 2 e 9, capazes de

degradarem os colagenos do tipo IV e VIl e X, facilitando assim as etapas da
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miogénese muscular, bem como a angiogénese, sendo estas etapas
fundamentais para o adequado desenvolvimento do musculo esquelético 11:18),

Martinelli et al. (2020)*?), ao avaliarem a influéncia da fotobiomodulacédo
(FBM), sobre a atividade enzimatica da metaloproteinases do tipo 2 da matriz
(MMP-2), sobre o musculo plantar de ratos submetidos a hipertrofia
compensatoria (HC), observaram que tanto os animais tratados quanto os ndo
tratados com FBM aumentaram a atividade enzimatica da MMP-2 frente a
sobrecarga muscular, indicando a participacdo dessa enzima no controle da
degradacdo da quantidade de colageno depositada na matriz durante a

sobrecarga muscular.

1.2 MODELO DE HIPERTROFIA COMPENSATORIA

A hipertrofia compensatoria (HC), € resultante de uma sobrecarga imposta
ao musculo na auséncia de atividade de seus sinergistas (remog¢éo cirargica
dos sinergistas) sendo o modelo mais utilizado para estudar esse tipo de
sobrecarga (513, Nos ultimos anos, os musculos mais utilizados em modelos
de HC foram o musculo séleo e o musculo plantar (com remocéao cirargica dos
musculos gastrocnémio medial, lateral e do musculo séleo) e diversos autores
justificam a escolha do musculo plantar pela diversidade do seu tipo de fibras e
sua grande capacidade de adaptacdo®1°-21), A HC é uma adaptac&o necessaria
e de aspecto positivo, sempre que houver um comprometimento funcional da
musculatura circunvizinha ou de um ou mais musculos pertencentes ao mesmo
grupo muscular. Nesse sentido, a HC tem como objetivo substituir o trabalho
funcional dos musculos que sofreram algum tipo de dano e por esse motivo,
perderam sua capacidade funcional. Assim, para que a demanda muscular
continue a ser suprida, um outro musculo com funcdes preservadas entrard em
processo de HC para suprir a necessidade funcional dos musculos
comprometidos.

Na pratica clinica, a HC pode ocorrer devido as lesdes nervosas parciais
ou desequilibrio que diminuam a ag¢do dos mausculos sinergistas
sobrecarregando outros musculos que deverdo se adaptar 3. Tais eventos
podem ocorrer por meio de acidentes automobilisticos e / ou acidentes que
promovam uma ruptura de tendao, trauma muscular com esmagamento de um

musculo ??, bem como de seus nervos e doencas como a Esclerose Lateral
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Amiotrofica (ELA) que promove a atrofia de algumas fibras musculares e a HC
de outras. Nessa situacdo a HC ocorre devido ao comprometimento da
miogénese causada pela desnervagdo@. Assim, individuos acometidos por
esses tipos de alteracbes musculares podem evoluir com um certo grau de
déficit funcional dos musculos e de seus nervos.

Em condigcbes em que had o comprometimento da fungdo muscular
especialmente de membros inferiores, € comum ocorrer um impacto direto
sobre o padrdo de funcionalidade da marcha devido & fraqueza muscular.
Nesse contexto, avaliar cinematica de marcha e a sensibilidade mecéanica
podem auxiliar na identificagdo e confirmacdo dessas alteracbes frente ao
processo de HC, permitindo assim estabelecer novos protocolos de
tratamentos que resultem na melhoria da capacidade funcional. Recentemente
estudos experimentais em modelos de lesbes nervosas e musculares,
avaliaram esses aspectos por meio da analise funcional da marcha utilizando o
indice funcional do ciatico (IFC) e por meio da analise da sensibilidade
mecanica utilizando o teste de von Frey (teste mecanico)?*2"). Essas analises
permitem uma avaliacdo adequada tanto do comprometimento funcional

quanto da resposta de sensibilidade apés alteracdes musculares e nervosas.

1.3 PARTICIPACAO DAS CELULAS SATELITES NA HIPERTROFIA
COMPENSATORIA

O processo de crescimento e hipertrofia do muasculo envolve a
participacdo das células satélites (CS)?®. Estas sdo células precursoras
miogénica indiferenciadas que permanecem em estado quiescentes, entre a
lamina basal e o sarcolema das fibras musculares®9-3%). Quando ativadas, isto
€, apos algum tipo de dano tecidual advindo de uma sobrecarga aguda,
exercicio ou ainda por algum tipo de lesdo muscular, uma pequena parte
dessas células retorna ao seu estado quiescente para restabelecer a populacéo
de CS, processo conhecido como auto renovacgao(®2-33 35 enquanto outra parte
entram em processo de proliferacéo, diferenciacéo, migracéo e fusdo, dando
origem aos mioblastos que se fundirdo a uma fibra muscular adulta danificada
a fim de repara-la ou formardo uma nova fibra muscular reestabelecendo assim

a funcionalidade do tecido(®: 32 33),
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A hipertrofia do musculo esquelético pode ocorrer através dos seguintes
mecanismos: através de realizacdo de exercicios excéntricos de alta
intensidade ou por ativacdo das CS em respostas a um estimulo agudo, como
no caso da ablacéo sinérgica de determinados musculos. Em ambos os casos,
observa-se a participacdo das CS como mediadora desses eventos (36-38),

Durante a HC ha a necessidade de adaptacdo das fibras musculares no
que diz respeito as mudancas em seu tamanho e crescimento, resultando em
um aumento de sua area de seccao transversa (AST), bem como de seu
diametro @3, Além disso, na HC do musculo esquelético podem ocorrer lesGes
no tecido por conta da sobrecarga imposta sobre o musculo, bem como em
decorréncia da propria ablagdo sinérgica a fim de que o musculo sofra uma
sobrecarga funcional®?. Nessas situacdes, a ativacdo das CS é fundamental
tanto para o reparo das fibras frente as microlesdes préprias do miotrauma
adaptativo, quanto para o controle de crescimento e aumento das fibras

musculares(9: 40),

MECANISMOS DE AGAO DAS CELULAS SATELITES NA HIPERTROFIA

1 - Fibra muscular com células satélites 4 - Diferenciagao em Mioblastos
1 - o
- Miogenina
- - Myf-4
- IGF-1
= Sarcomero - -
2 - Miotrauma 5 - Fusdo dos Mioblastos
3 - Ativagao e Proliferagao 6 - Fibra muscular regenerada
] ﬁ 2 MyoD l
- - Myf-5
# — IGF-1
. . IL-6

Created in BioRender.com bio

Figura 1. Esquema representativo da adaptacdo muscular apés um miotrauma.
Fonte: Adaptado de Aguiar AF e Aguiar DH (2009)“D, desenvolvida em Biorender
(https://biorender.com/).
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(1) . Fibra muscular saudavel com células satélites em estado quiescente. (2). Representagdo de dano
na fibra apés um miotrauma. (3). Células satélites ativadas e em proliferagdo. (4). Células satélites
diferenciando-se em mioblastos. (5). Migragéo, alinhamento e fusdo dos mioblastos ao local do miotrauma
severo (necrose), a fim de formar uma nova fibra. No miotrauma adaptativo (excesso de sobrecarga),
ocorrerd a migragao e fusdo dos mioblastos a fibra pré-existente promovendo o reparo das microlesdes
da fibra danificada e/ou para adicionar mionucleos favorecendo a sintese proteica e consequentemente a
hipertrofia da fibra muscular. (6). Fibra muscular regenerada com célula satélite quiescente apita a exercer

suas funcoes.

1.4 FOTOBIOMODULGCAO LOCAL (FBML)

A fotobiomodulacdo (FBM) tem sido amplamente utilizada como um
recurso terapéutico frente as alteracdes musculoesqueléticas, conforme ja
descrito na literatura® 1014 25 O efeito da irradiacdo do laser em baixa
intensidade (LBI) nos tecidos, ocorre por meio da absor¢cdo da luz, pelos
fotorreceptores (cromoforos) presentes nas células, em especial a enzima
citocromo C oxidase (CCO), estes fotorreceptores podem modular as reactes
bioquimicas e fotoquimicas nas células, resultando na transferéncia de elétrons
da cadeia respiratoria, induzindo a sintese de adenosina trifosfato (ATP), esse

processo é denominado como cadeia respiratoria mitocondrial“2).
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MECANISMOS MOLECULARES DA FOTOBIOMODULAGAO

TECIDOS CELULA/\

FEIXE DE LUZ DO LASER
MEMBRANA CELULAR

CADEIA RESPIRATORIA MITOCONDRIAL

CITROCROMO C OXIDASE

\ \‘ £R0s \ ATP

SINALIZAGAO REDOX

SOBREVIVENCIA, PROLIFERAGAO B,
DIFERENCIAGAO CELULAR
-
—-——
-

MIGRAGAO CELULAR, REPARO E
REGENERAGAO TECIDUAL —

Created in BioRender.com bio

Figura 2: Mecanismo de acdo da FBM com laser em baixa intensidade (LBI): O
feixe de luz atravessa a membrana celular sendo absorvido pelos cromdéforos contidos
na cadeia respiratoria mitocondrial. Em sequéncia inicia-se uma cascata de eventos
gue podem incluir a liberacdo de oxido nitrico (NO), a producao de espécies reativas
de oxigénio (EROs) e o aumento na producdo de adenosina trifosfato (ATP). Esses
mediadores podem ativar os fatores de transcrigéo relacionados com a sobrevivéncia,
proliferacdo, diferenciacdo e migracdo celular, bem como com o reparo ou

regeneracdo tecidual.

Fonte: Adaptado de Avci P (2013)“3, desenvolvida em Biorender (https://biorender.com/).

Uma grande énfase tem sido dada a terapia com FBM aplicada de forma
local devido a sua capacidade de atuar sobre os tecidos promovendo a
regeneracao e a proliferacdo celular. A aplicacédo local da FBM, é realizada
diretamente sobre um tecido alvo e a area a ser irradiada deve ser delimitada,
a fim de garantir que a absorgéo da luz e seus efeitos, sejam limitados apenas

a area especifica de tratamento.
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Dentre os efeitos positivos da FBM aplicada de forma local no tecido
muscular, encontram-se a modulacdo da resposta inflamatéria, a sintese e
producdo de colageno@%l14 e o remodelamento da matriz extracelular
MEC(12), além de apresentar efeitos positivos sobre os fatores regulatérios
miogénicos e sobre a angiogénese apos lesdo muscular aguda®®- Mesquita-
Ferrari et al. (2011) ¥, ao utilizar a fotobiomodulacéo local (FBML) apds leséo
aguda em tecido muscular, verificaram uma modulacdo na expressao das
citocinas TNF-a apds 1 e 7 dias e TGF-3 apds 7 dias.

Com relacdo a HC Martinelli et al. (2020)® demonstraram que a FBML
(A 780nm, 1W/cm2, 3,2 J, 80s), promoveu a modulacao de citocinas envolvidas
no aumento da massa muscular, incluindo as citocinas interleucina seis (IL-.6)
e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a). No estudo de Terena et al. (2015)©®),
avaliou-se o efeito da FBML (A 780nm, 1W/cmz?, 3,2 J, 80s), sobre os aspectos
morfologicos do musculo plantar durante a HC e verificou-se um aumento na
AST das fibras musculares apés 14 dias. Além disso, Terena et al. (2018) (14
usando a FBML (A 780nm, 1W/cmz2, 3,2 J, 80s), observaram aumento no
namero de mionucleos apos 14 dias, aumento do colageno no grupo irradiado
apos 7 dias e uma diminuicdo ap6s 14 dias e melhor organizacédo das fibras

coldgenas nos tenddes apos 7 dias.

1.5 FOTOBIOMODULACAO VASCULAR

Outra modalidade de FBM que tem demonstrado bons resultados como
recurso terapéutico € a fotobiomodulagéo vascular (FBMV) transcutanea nao
invasiva, sendo realizada sobre a regido de grandes vasos sanguineos de
forma a induzir uma modulacao sistémica sem necessidade de determinacao
da &rea a ser tratada e abrangendo areas maiores. Esta forma de irradiacao
deriva da técnica de ILIB que caracteriza a Irradiacdo Intravascular do Sangue
com Laser ou (Intravascular Laser Irradiation of blood- ILIB) ),

A técnica de ILIB foi desenvolvida por volta de 1980 e consiste na
irradiacdo intravascular com laser de baixa intensidade (LBI) aplicada na
corrente sanguinea por meio das artérias e veias promovendo a ativacao
celular®”, O ILIB pode agir sobre o sistema imunoldgico, sobre os horménios
e promover a melhora do sistema vascular, bem como de outros sistemas do

organismo diminuindo assim os riscos de doencgas vasculares e indiretamente
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a reducdo de doencas em outros érgdos de forma sistémica®). Por ser capaz
de atuar em células sanguineas, nos horménios e sistema imunolégico o ILIB
pode influenciar todos os outros sistemas de um organismo®“®. Ao longo dos
anos, esta técnica foi aprimorada e a irradiacao que anteriormente era realizada
de forma intravascular (ILIB), passou a ser aplicada de maneira transcutanea
sendo denominada de irradiagcdo do sangue nao invasiva (non-invasive laser
irradiation of blood - NLIB) ou fotobiomodulacdo sistémica (FBMS)®“9),
Recentemente um novo termo que vem sendo utilizado para referir essa
mesma técnica é o termo Fotobiomodulacédo Vascular (FBMV) (46),

Lopez et al. 202169 avaliaram o efeito da FBMV (A 780nm, 1 W/cm?, 80
J/icm?, 3,2J) com um ponto de aplicacéo, sobre a veia caudal de ratos Wistar,
durante 80s em um modelo de lesdo muscular e encontraram um efeito positivo
dessa terapia sobre o edema, mionecrose, infiltrado inflamatorio, neoformacéao
de fibras musculares e sobre os marcadores bioquimicos presentes em
situacOes de lesbes musculares agudas.

Ramos et al. (2018)®4Y utilizando a FBMV (660nm, 100mW/cmz, 6,426 J),
aplicada na regido da artéria auricular de ratos Wistar em um processo inicial
de cicatrizacédo de feridas na pele do dorso dos animais, demonstraram uma
reducdo na &rea da ferida ap6s uma Unica aplicacdo de 15 minutos, além de
uma melhor deposicao das fibras de colageno nos animais tratados com FBMV.

Um estudo experimental usando a FBMV com os parametros de (A
650nm, 100mW, 45 J/cm?, por 30 minutos, sendo aplicada duas vezes ao dia,
6 dias por semana, durante 20 semanas, na artéria auricular de coelhos
hipercolestelorémicos demonstrou efeitos positivos como a melhora da
microcirculacao e reducdo dos niveis lipidicos do sangue®2.

Kilik et al. (2019)®% realizaram um estudo protedmico do plasma
sanguineo de ratos Wistar irradiados na area do coragao (artérias coronarias)
utilizando a FBMV infravermelha de forma transcutanea e verificaram que a
FBMV promoveu um aumento quantitativo das proteinas (haptoglobina,
hemopexina e fibrinogénio gama). Os autores correlacionam 0 aumento
encontrado dessas proteinas no sangue dos animais irradiados a um efeito
protetor da FBMS contra o estresse oxidativo e seus danos no organismo.

Estudos clinicos também demonstram efeitos positivos da FBMV em

varios aspectos ©456), Um estudo clinico utilizando a FBMV infravermelha (A
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808nm, 100 mW/cm?, e energia 9 J/cm?), com uma Unica aplicacéo por técnica
intravascular ap6s o processo de angioplastia, demonstraram redu¢des nos
niveis de interleucinas pro-inflamatérias (IL1-B e IL-6) e amento do nivel de IL-
1064,

Outro estudo clinico utilizando a FBMV no espectro vermelho (A 632nm,
4mW e energia de 14,4 J), por 1 hora, durante 15 dias, por técnica intravascular
em pacientes com lesdo medular crénica, demonstrou um aumento no nimero
de copias de DNA mitocondrial dos leucdcitos, aumento da sintese de ATP e
da capacidade antioxidante total do sangue além de diminuir o malondialdeido
(MDA) que é um subproduto da oxidacao lipidica e biomarcador do estresse
oxidativo. Os autores relataram que juntos esses dados sugerem uma resposta
positiva da FBMV sistémica na disfuncdo mitocondrial e no alivio do estresse
oxidativo nos pacientes com lesdo medular crénica®®).

No estudo de Kazemikhoo et al. (2016)®% foram demonstrados efeitos
positivos da FBMV intravenosa (630nm, poténcia de 1,5 mW, tamanho do ponto
de 0,01cm?, modo continuo), por 30 minutos sobre 0 metabolismo de individuos
diabéticos, como a reducao de arginina, cuja reducéo pode promover a ativacao
de 6xido nitrico, induzindo o relaxamento do endotélio vascular liso. Os autores
observaram também uma reducdo na expressdo do receptor do fator de
crescimento endotelial (RFCE), associando esse achado a uma melhora no
guadro de neuropatia e de seus danos secundarios em pacientes com diabetes

tipo 2.

JUSTIFICATIVA

Clinicamente a HC é causada por lesbes nervosas parciais e/ou por
desequilibrios que diminuem a a¢cdo dos musculos sinergistas, aumentando a
sobrecarga em outros musculos que deverdo se adaptar. Apesar do estudo de
Martinelli et al. (2020)(1® e Terena et al. (2018)(1% terem demonstrado efeitos
positivos da FBM durante o processo de HC, estes efeitos se referem apenas
a aplicacao local, ndo havendo relatos sobre seus efeitos quando aplicado
sistemicamente ou de forma vascular transcutanea (FBMV) e as comparacdes

com a aplicacéo local (FBML) sobre a resposta morfolégica e funcional do
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tecido muscular durante o processo de HC, incluindo aspectos como
sensibilidade mecanica, capacidade funcional e marcha.

Outro ponto ndo encontrado na literatura, diz respeito aos efeitos
comparativos da utilizacdo da FBM quando aplicado de forma vascular e de
forma local sobre os aspectos morfolégicos do musculo plantar apos a HC,
incluindo aspectos como a AST e o diametro da fibra. Portanto, a compreensao
de como a FBMV e a FBML podem interferir sobre esses aspectos, bem como
comparar os efeitos desses dois tipos de terapia, nos permite ampliar o
entendimento de acao desses recursos terapéuticos, possibilitando estabelecer
novos protocolos de tratamento que resultem em melhoria funcional durante a
HC por sobrecarga.

A principal diferenca entre essas duas formas de aplicacdo da FBM é que
a FBML, se restringe a aplicacdo pontual sobre uma area especifica de que
deve ser devidamente determinada para que o efeito ocorra diretamente no
tecido alvo, enquanto a FBMV ¢é aplicada sobre um grande vaso, em um Unico
ponto, sendo realizada sem a necessidade de delimitar uma area especifica de
tratamento. Além disso, a aplicacdo da FBMV assim como a FBML também é
realizada de forma néo invasiva e permite a realizacdo do protocolo sem a
necessidade de determinar a area local do tratamento, promovendo uma
modulacao dos tecidos envolvidos na adaptacdo da HC de forma mais ampla
uma vez que a aplicacdo serd sobre as células sanguineas (hemacias e
leucocitos periféricos).

Como hipétese, tanto o tratamento com FBMV quanto com FBML, poderéo
modular o processo de HC interferindo nos aspectos da sensibilidade mecéanica
e nos aspectos da capacidade funcional do musculo plantar. Além disso, a
FBMV e a FBML poderdo modular fatores de crescimento, citocinas e
processos celulares que podem determinar alteragbes morfoldégicas no
musculo plantar de ratos, favorecendo o aumento da massa muscular e a
capacidade de adaptacdo desse tecido frente a HC, bem como contribuindo
com a funcionalidade da marcha reduzindo o déficit funcional dos musculos
envolvidos no processo de HC, sendo estes aspectos extremamente

importantes e necessario a um musculo sobrecarregado.



29

2. OBJETIVOS

2.1. Geral
e Avaliar de forma comparativa os efeitos da FBM vascular e local sobre os
aspectos morfologicos e funcionais do tecido muscular durante o processo

de hipertrofia compensatoria do musculo plantar em ratos.

2.2. Especificos:
e Comparar os efeitos da FBMV ou FBML aplicadas por 7 e 14 dias durante o
processo de HC no que diz respeito a:

Aspectos morfolégicos das fibras musculares incluindo area de
seccdao transversa (AST) e diametro das fibras.

e Avaliacédo do grau de hipertrofia pela relagdo de massa muscular
Direito/Esquerdo.

e Sensibilidade mecéanica das patas traseiras nos animais utilizando

o teste de von Frey.

e Capacidade funcional dos membros posteriores dos animais

utilizando o indice funcional do ciético (IFC).
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3. METODOLOGIA

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da
Universidade Nove de Julho (UNINOVE) e protocolada sob o CEUA n°
4624150520 e os experimentos foram realizados em conformidade com as
diretrizes do Conselho Nacional para o Controle de Experimentagdo Animal
(CONCEA).

3.1 Animais
Foram utilizados 35 ratos machos Wistar (Rattus norvegicus: var. Albinus,
Rodentia, Mammalia), com idade de 2 meses e peso médio entre +/-250g até
+/-280g, mantidos no biotério da UNINOVE em caixas plasticas apropriadas,
temperatura ambiente de 22°C, umidade relativa de 40%, luminosidade
controlada com ciclo de 12h (claro/escuro) e comida (NUTRILAB CR-1®) e

agua ad libitum.

Os animais de cada um dos grupos foram mantidos em caixas plasticas
distintas e devidamente identificadas de acordo com o0 home do grupo a que
pertenciam a fim de evitar confusédo entre os grupos.

N&o houve necessidade de exclusdo de nenhum animal de qualquer um

dos grupos experimentais.

3.2 Grupos experimentais

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em 4 grupos experimentais:

1. Grupo controle: Os animais ndo foram submetidos a nenhum procedimento
cirargico ou a irradiagdo com LBI. Os animais foram eutanasiados ao sétimo ou

décimo quarto dia apos o inicio dos experimentos dos outros grupos (n=5).

2. Grupo Hipertrofia (H): Os animais foram submetidos a ablacdo dos
musculos sinergistas (gastrocnémio e sdleo) do musculo plantar. Nao foram
submetidos a FBM e foram eutanasiados ap6s 7 e 14 dias do inicio do

experimento (n=10).
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3. Grupo Hipertrofia + Fotobiomodulacdo Local (H+FBML): Os animais
foram submetidos a ablagc&o dos sinergistas do musculo plantar e neste grupo
foi realizada a irradiagdo com FBML na regido do muasculo plantar. Os animais

foram eutanasiados ap6s 7 e 14 dias do inicio do experimento (n=10).

4. Grupo Hipertrofia + Fotobiomodulacéao Vascular (H+FBMV): Os animais
foram submetidos a ablagc&o dos sinergistas do musculo plantar e neste grupo
foi realizada a irradiacdo com FBMV. Nesse grupo a irradiacéo foi realizada na
regido do dorso da cauda dos animais. Os animais foram eutanasiados apoés 7

e 14 dias do inicio do experimento (n=10).
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3.3 FLUXOGRAMA DO ESTUDO
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Figura 3: Fluxograma da metodologia de estudo incluindo os diferentes grupos,

periodos experimentais e analises realizadas.

3.4 Procedimento cirdrgico

O modelo de hipertrofia utilizado no presente estudo consiste na remocao
cirirgica dos musculos sinergistas do musculo plantar, impondo uma
sobrecarga de trabalho funcional sobre esse musculo. Esta técnica cirurgica foi
utilizada por Mc Carthy et al.2011%7 e também foi descrita e utilizada por
Terena et al. (2017)® e Martinelli A et al. (2020)13), No presente estudo foi
realizada a remocdo unilateral dos musculos sinergistas (somente pata
esquerda).

Os animais foram pesados e anestesiados com injecao intraperitoneal a
base de Ketamina 10% (0,2/100g do animal) e Xilazina 2% (0,1/100g do
animal). Para aplicacdo da anestesia foram utilizadas seringas de modelo
insulina. Em seguida foi realizada a tricotomia seguida da inciséo longitudinal
na regido dorsal da pata traseira de = 2cm e exposicdo do musculo

gastrocnémio. Esses tenddes foram isolados e seccionados para permitir a
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remocao parcial do musculo. O mesmo procedimento foi realizado para o
musculo s6leo, com cuidado para ndo causar lesbes em nervos e vasos
sanguineos (Figura 4). O musculo plantar situado abaixo dos musculos
removidos foi preservado e recebeu a sobrecarga funcional.

ApoOs o procedimento cirargico, foi realizada a sutura das areas incisadas
utilizando-se fio de poliamida (espessura 5.0; (Procare)).

A superficie ocular de cada animal foi lubrificada com gaze embebida em
soro fisiolégico (NaCl 0,9%) para evitar o ressecamento ocular, os animais
foram acomodados em caixas plasticas sobre colchonete aquecido (36-37 °C)
para evitar hipotermia e ficaram sob observagéo até estarem livres do efeito
dos anestésicos.

Com o objetivo de diminuir a sensibilidade dolorosa no pés-operatério os
animais receberam administracdo subcutanea de analgésico dipirona 50 mg/kg
e Tramadol 5 mg/kg (Cloridrato de tramadol a 2%) a cada 8 horas, durante 3

dias.
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Incisao %
longitudinal Isolamento e ablagédo Processo de ablagéo

do musc. gastrocnémio do musc. séleo

Preservagao do
musc. plantar

Regiéo dorsal da
pata esquerda

Sutura na area

da incisao
FBML FBMV
Irradiacao local l l Irradiagdo vascular
e pontual transcutanea

Figura 4: Procedimento cirtrgico de ablacdo dos musculos sinergistas (gastrocnémio e séleo),
para indugdo da HC do musculo plantar, demonstrando na sequéncia a incisdo na regido
cirdrgica, exposicdo e seccdo do musculo gastrocnémio lateral e medial, exposicéo e seccdo
do musculo séleo, masculo plantar preservado apés a retirada dos seus sinergistas, sutura na
area de inciséo e area irradiada com FBM de forma local ou vascular. Fonte do préprio autor,

desenvolvida no Inkscape (https://inkscape.org/pt/)

3.5 Protocolo de Fotobiomodulacao Vascular (FBMV)


https://inkscape.org/pt/
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Imediatamente apos a cirurgia, e em todos os dias do periodo experimental (7
ou 14 dias), os animais foram irradiados com um LBI (TwinLaser, MMOptics,
Séo Carlos, Brasil) aplicado sobre a cauda do animal sobre a regido da veia
caudal com os parametros descritos na tabela 1, de acordo com o descrito por
Martinelli A et al. (2020)3 e Terena et al.(2018)14), A dosimetria de (A = 780
nm, poténcia de saida média 40mW, area do feixe de 0,04 cm?, dose 80 J/cm?,
por 80 segundos em um unico ponto, 3,2 J), também foi baseada nos
parametros descritos por Alves et al. (2014)10, Mesquita e Ferrari et al.
(2011)“% e por Lopes et al.(2021)®9 que utilizou a FBMV infravermelha
aplicada em um unico ponto sobre a cauda de ratos em um modelo de leséo
muscular. Para o procedimento de irradiagdo, os animais foram contidos
manualmente e a aplicacao foi realizada diariamente por técnica pontual, sendo
um unico ponto diretamente sobre a pele do dorso da cauda dos animais
submetidos a HC do musculo plantar (Roshchina et al. (2003); Yamaikina et al.
(2012); Tomimura et al. (2014); da Silva et al. (2020)) 861, Para evitar refracéo
do feixe o laser foi aplicado em um angulo de 90° entre o emissor e a pele do
animal. Em ambas as irradiacdes a poténcia de emisséo da luz do laser foi
aferida utilizando o “LaserCheck power meter” (MM Optics — S&o Carlos — SP
— Brasil).

3.6 Protocolo de Fotobiomodulacéo Local (FBML)

Imediatamente apos a cirurgia, e em todos os dias do experimento (7 ou
14 dias), os animais foram irradiados com LBI (TwinLaser, MMOptics, Sao
Carlos, Brasil), com os seguintes parametros de acordo com o descrito por
Terena et al. (2018) @ e Martinelli et al. (2020)®3 (A = 780 nm, poténcia de
saida média 40 mW, area do feixe de 0,04 cm?, dose de 10J/cm? por ponto, por
10 segundos cada ponto, energia total: 3,2J). A dosimetria também foi baseada
nos parametros descritos por Alves et al. (2014)19 e Mesquita e Ferrari et al.
(2011)“9. Os parametros da irradiacéo utilizados estédo descritos na tabela 1.
A irradiacao foi unilateral (pata esquerda). Para o procedimento de irradiacao
os animais foram contidos manualmente, e a aplicacao foi feita por técnica
pontual, diretamente sobre a pele que recobre o masculo plantar na regido da

incisdo e ao redor da area, sendo oito pontos de irradiacdo (Martinelli A et al.
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(2020)3) e Terena et al. (2018))*4. Para evitar refracdo do feixe o laser foi
aplicado em um angulo de 90° entre o emissor e a pele do animal (Figura 3). A
poténcia de emissao da luz do laser foi aferida utilizando o “LaserCheck power
meter” (MM Optics — S&o Carlos — SP — Brasil)

Tabela 1: Parametros utilizados para a FBM local e vascular utilizando o LBI
durante o processo de hipertrofia compensatéria.

Meio ativo Arseneto de Galio e Aluminio (AsGaAL)
Modo de Local Vascular
Aplicacao

Local da Pata esquerda Dorso da cauda
irradiacéo

Comprimento 780nm 780nm

de onda

Frequéncia do Continuo Continuo
Laser

Area do feixe 0,04 cm? 0,04 cm?
Poténcia média 40 mwW 40 mW
Irradiancia na 1W/cm? 1W/cm?
Abertura

Exposicéo 10 J/cm? 80 J/cm?
Irradiante

Energia por 0,4J 10J
Ponto

Total de pontos 8 1
Tempo por 10 segundos 80 segundos
Ponto

Tempo total 80 segundos 80 segundos
De exposicéao

Energia total 3,21J 3,21J
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3.7 Andlise de sensibilidade mecéanica (Teste de von Frey)

A avaliagdo foi realizada ao sétimo ou décimo quarto dia apés a inducao
da HC, utilizando-se um analgesimetro digital (INSIGHT®RibeirdoPreto/SP,
Brasil). O teste consistiu em avaliar a sensibilidade mecéanica através do
aumento da pressao nas patas traseiras, por meio de um transdutor com
capacidade de 0,1-1000g e tempo de reacéo de 1ms, conectado a um contador
de forca digital expresso em gramas (Takasaki et al. (2000)©% e Andreo L et al.
(2019)©9). Os animais foram acomodados em caixas de acrilico, o piso da caixa
foi constituido por uma malha confeccionada com arame ndo maleavel de 1mm
de espessura que permitiu o acesso a superficie plantar das patas traseiras.
Nos trés dias que antecederem a coleta dos dados do teste de sensibilidade
mecanica, os animais foram habituados por uma hora no mesmo ambiente sem
nenhum tipo de interrupgdo sonora que interferisse na realizagdo do teste, com
o intuito de adapta-los ao ambiente. O contato do transdutor com a superficie
plantar foi realizado por meio de uma ponteira descartavel de polipropileno de
0,5 mm de diametro acoplada a ponta do transdutor, o investigador aplicou uma
forca linearmente crescente no centro das plantas das patas esquerdas dos
ratos através dos espacos da malha, até que o animal reproduzisse uma
resposta de retirada da pata estimulada. Os estimulos foram repetidos por 3
vezes e a média aritmética da resposta de retirada foi obtida a partir das trés
medidas. Para essa analise foram coletados os dados de 5 animais por grupo.
Os resultados do teste foram representados em grama.

3.8 Analise Funcional da marcha

Para a analise funcional de marcha ao sétimo ou décimo quarto dia do
experimento  foi utilizado o teste de Indice Funcional Ciatico
(IFC) (De Medinaceli et al. (1982)% e Bain et al. (1989)?7), a mesma analise
também foi descrita e utilizada por Andreo et al. (2019)®, Para obtenc&o das
pegadas, as patas dos animais foram mergulhadas em tinta, deixando a cor
azul impressa nas tiras de sulfite presente no percurso da passarela que 0s
animais caminharam. Antes do procedimento cirirgico, os animais foram
treinados a caminhar em um dispositivo contendo uma passarela com as

laterais fechadas e umabrigo escuro e coberto ao final de seu
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percurso (De Medinaceli et al. (1982)?% e Andreo L et al. (2019)?%). Os dados

do teste contendo as impressdes das patas foram digitalizadas e analisadas de

acordo com os parametros sugeridos por Bain et al. (1989)©") e Andreo et al.
(2019)@>),

Figura 5: Dispositivo de caminhada utilizado para a analise funcional da marcha.

Para essa analise foram coletados os dados de 5 animais por grupo. Os
dados do teste contendo as impressdes das patas foram digitalizadas e
analisadas de acordo com os parametros sugeridos por Bain et al. (1989)?") e
Andreo et al. (2019)®% conforme descritos a seguir: comprimento da pegada
(PL, ou print legth), abertura total dos dedos (do 1° ao 5° dedo — TS ou total
spread of toes) e abertura dos dedos intermediarios (do 2° ao 4° dedo IT ou

intermediate toes).

O IFC foi calculado a partir da formula:

IFC — 383 % <EPL - NPL) 1095 x (ETS - NTS) y (EIT - NIT)
- ’ NPL ' NTS ’ NIT
-8,8
FT — 379 % (EPL — NPL) 1044 x (ETS — NTS) 456 (EIT - NIT)
- ’ NPL ’ NTS ’ NIT
- 8,38
IFP = —174,9 x (EPL _ NPL) + 80,3 x (ETS _ NTS) 13,4
- ’ NPL ’ NTS ’



39

Sendo:

E: experimental

N: normal

PL: comprimento da pegada

TS: disténcia entre 0 1° e 0 5° dedo
IT: distancia entre 0 2° e 4° dedo
IFC: Indice Funcional do Ciatico
IFT: Indice Funcional do Tibial

IFP: indice Funcional do Peroneio (fibular)

Os valores proximos de zero correspondem a funcdo normal, enquanto o
aumento na negatividade do teste, indica maior disfungéo, sendo o valor -100
representativo de maxima disfuncéo (Bain et al. 1989)(").

3.9 Procedimento de eutanasia e coleta do material

Ao término do periodo experimental de cada grupo (7 e 14 dias), 0s animais
foram eutanasiados por overdose de anestésicos (2x a dose aplicada para
anestesia), ketamina (240 mg/kg) e xilazina (30 mg/kg). Os musculos plantares
foram retirados, pesados em balanca de precisao e utilizados para as andlises
da relacdo da massa muscular (D/E) e para andlise histologicas, incluindo
coloragéo por hematoxilina e eosina (HE).
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Figura 6: Linha do tempo do estudo demonstrando os 4 grupos experimentais; Intervengio

diaria por 7 ou 14 dias com FBMV ou FBML nos grupos tratados; Analises funcionais e

eutanasia realizadas ao sétimo ou décimo quarto dia do experimento.

Fonte do préprio autor, desenvolvida no Biorender (https://biorender.com/)

3.10 Andlise da relacdo de massa muscular

Apoés a eutanasia dos animais nos diferentes periodos de avaliacdo, os

musculos plantares direito e esquerdo foram cuidadosamente removidos por

corte do tenddo e insercdo Ossea e limpos conforme descrito por Shen et al.

(2013)62. Os musculos foram pesados em uma balanca semianalitica

utilizando-se o peso umido dos musculos e a massa muscular foi calculada para

cada animal usando a seguinte formula, conforme descrito por Shen et al.

(2013) ©2);

no qual

r: razao de massa muscular

O o


https://biorender.com/
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E: massa do musculo esquerdo (musculo submetido a HC)
D: massa do musculo direito (musculo ndo submetido a HC)

Para essa analise foram coletados os dados de 5 animais por grupo.

3.11 Analise qualitativa e quantitativa do tecido muscular

As amostras foram fixadas e mantidas em temperatura ambiente em
formol tamponado a 10% (pH 7,4).

Em seguida, foi realizada a desidratacdo do material por meio de
incubacdes em solugBes com concentracdo crescente de alcool etilico (70%,
80%, 90%) num periodo de 1h cada, imersas trés vezes em alcool absoluto e
trés vezes em Xilol (Reagen). As amostras foram incubadas por 12h a 60°C em
parafina (paraplast, Sigma, USA) e incluidas transversalmente com as por¢des
centrais posicionadas mais externamente no bloco. Cortes de 10um de
espessura foram obtidos utilizando o microtomo (Leica RM2125, Nussloch,
Alemanha) sendo transferidos em laminas de microscopia e mantidos em
estufa a 37°C durante 12 horas.

As laminas foram submetidas as colorac¢des histoldgicas de hematoxilina e
eosina (HE) e avaliadas por microscopia de luz (microscépio Axioplan 2, Zeiss,
Alemanha), sendo avaliados os seguintes aspectos morfolégicos: Diametro e

area de seccéo transversa (AST) das fibras musculares.

Diametro da fibra muscular

AST da fibra muscular

100 um

Figura 7: Demonstracdo da mensuracao do espaco da area de diametro da fibra e da

area de secgdo transversa (AST) da fibra muscular utilizando o programa ImageJ
(NIH).
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Para permitir a analise quantitativa destes aspectos foram consideradas

3 &reas por lamina de 3 animais/grupo. 100 fibras foram medidas em cada area

para analise do didmetro a da AST das fibras. Esses campos foram

fotografados utilizando um microscopio de luz convencional (Zeiss Axioplan2,

Alemanha) com aumento final de 400X, para permitir a contagem dos aspectos
descritos.

A analise foi realizada através do software Image J (National Institute of

Health - NIH, EUA) e os dados foram submetidos a analise estatistica.

3.12. Analise dos resultados

Os dados foram testados quanto a sua normalidade pelo teste
Kolmogorov-Smirnov e foram expressos em média e desvio-padrdo. A
comparacao entre os grupos foi realizada pela ANOVA (dados paramétricos).
O Teste de contraste (P6s-Hoc) utilizado foi o Tukey. Os resultados foram
considerados estatisticamente significantes se p< 0,05 e foram analisados por

meio do programa GraphPad Prism 5.00 (California, EUA)
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Resumo

A fotobiomodulacdo local (FBM) tem demonstrado efeitos positivos na
hipertrofia compensatoéria (HC) que representa uma adaptacdo que ocorre no
musculo como resposta a uma sobrecarga, resultando no aumento do diametro
das fibras musculares. O objetivo deste estudo foi comparar os efeitos da
fotobiomodulacéo vascular transcutanea sistémica (FBMV) e da FBM local no
tamanho da fibra muscular e no restabelecimento da marcha normal durante o
processo HC em ratos. Ratos Wistar foram divididos em quatro grupos: grupo
controle (n=5), grupo hipertrofia (H) (n= 10), grupo H + FBMV (n= 10) e grupo
H + FBM local (n= 10). A hipertrofia foi induzida pela ablacdo dos sinergistas
do musculo plantar, levando a um aumento da carga neste musculo. O FBMV
foi administrado sobre a veia caudal principal do rato e o FBM Local aplicado
em 8 pontos sobre a regido do musculo plantar. A area de secc¢édo transversal
(AST) e o diametro da fibra muscular, a capacidade funcional da marcha e a
sensibilidade mecénica, a relacao entre o peso dos musculos esquerdo e direito
(E/D), foram avaliados apoés sete e 14 dias. A FBMV induziu um aumento na
AST apds sete e 14 dias em comparacao com o grupo H e um aumento na AST
no grupo H+FBMV em comparacdo com o grupo H+FBML apds 14 dias. Aos
sete dias, um aumento no diametro da fibra muscular foi encontrado no grupo
H+FBMV em relacédo ao grupo H. Aos 14 dias, um aumento no diametro da fibra
foi encontrado em ambos os grupos H+FBML e H+FBMV em comparagéo com
0 grupo néo irradiado (H) e o aumento foi significativamente mais pronunciado
no grupo FBMV em comparagéo com o grupo FBML. A relacdo de massa D/E
nos grupos H, H+FBML e H+FBMV foi menor que a do grupo controle apds sete
dias. Aos 14 dias, observou-se reducédo da massa nos grupos H e H+tFBML em
comparacdo ao grupo controle, a massa muscular do grupo H+FBMV
permaneceu semelhante a do grupo controle. Em relacdo a sensibilidade
mecanica, tanto o grupo H quanto os grupos irradiados apresentaram reducao
da sensibilidade em relacao ao grupo controle apés sete e 14 dias. Na analise
funcional da marcha (IFC), os grupos tratados com FBM e o grupo néo tratado
apresentaram funcionalidade da marcha inferior ao grupo controle apés sete
dias. Aos 14 dias, a funcionalidade normal foi restabelecida em ambos os
grupos irradiados proximo aos valores do grupo controle. Em conclusao, ambas
as formas de irradiacdo modularam de forma positiva o0 processo de
recuperacao funcional e os aspectos morfolégicos musculares durante a HC. A
comparacao de ambas as irradiacbes permitiram evidenciar efeitos mais
pronunciados da FBMV no que se refere ao aumento da AST, diametro das
fibras e manutengcao do volume de massa e resultados semelhantes para as
duas formas, local e vascular, no que se refere aos aspectos de sensibilidade
mecanica e ao restabelecimento do indice normal de funcionalidade da marcha.

Palavras-chave: Musculo plantar; hipertrofia; Terapia com Luz de Baixa

Intensidade; fotobiomodulacéo; fotobiomodulacao vascular.
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ABSTRACT

The local photobiomodulation (PBM) has demonstrated positive effects on
compensatory hypertrophy (CH) which represents an adaptation that occurs in
muscle as a response to an overload, resulting in an increase in the diameter of
muscle fibers. The aim of this study was to compare the effects of the systemic
transcutaneous vascular photobiomodulation (VPBM) and the local PBM on
muscle fiber size and the reestablishment of normal gait during the CH process
in rats. Wistar rats were divided into four groups: control group (n= 5)
hypertrophy group (H) (n= 10), H + VPBM (n= 10) group and H + local PBM
group (n= 10). Hypertrophy was induced by ablation of the synergists of the
plantar muscle, leading to an increase in load on this muscle. VPBM was
administered over the rat’s main tail vein and Local PBM was applied on 8 points
over the plantar muscle region. The the cross-sectional area (CSA) and the
muscle fiber diameter, the functional gait capacity and mechanical sensitivity,
the ratio between the weight of the left and right (L/R were evaluated after seven
and 14 days. VPBM induced an increase in CSA after seven and 14 days in
comparison to the H group and an increase in CSA in the H+VPBM group
compared to the H+LPBM group after 14 days. At seven days, an increase in
muscle fiber diameter was found in the H+VPBM group compared to the H
group. At 14 days, an increase in the fiber diameter was found in both the
H+LPBM and H+VPBM groups compared to the non-irradiated group (H) and
the increase was significantly more pronounced in the VPBM group compared
to the LPBM group. The L/R mass ratio in the H, H+LPBM and H+VPBM groups
was lower than that of the control group after seven days. At 14 days, a
reduction in mass was found in the H and H+LPBM groups in comparison to the
control group, whereas the muscle mass in the H+VPBM group remained similar
to that of the control group. Regarding mechanical sensitivity, both the H and
irradiated groups exhibited a reduction in sensitivity in comparison to the control
group after seven and 14 days. In the functional gait analysis (SFl), the groups
treated with PBM and the untreated group had lower functioning than the control
group after seven days. At 14 days, normal functioning was reestablished in
both irradiated groups close to that of the control group. In conclusion, both
forms of irradiation positively modulate the recovery process and the
morphological aspects of functionality during a HC. The comparison of both
irradiations showed more pronounced effects of VPBM with regard to the
increase in CSA, fiber diameter and maintenance of mass volume and similar
results for both forms, local and vascular, with regard to aspects of sensitivity
mechanics and the reestablishment of the normal index of gait functionality

Keywords: Plantar muscle; hypertrophy; low-level light therapy;
photobiomodulation; vascular photobiomodulation.
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Introducéo

A notavel capacidade adaptativa do tecido muscular, faz deste um tecido
dinamico-63-64) capaz de alterar suas caracteristicas morfoldgicas com o
objetivo de suprir as suas diversas demandas funcionais®?®. Dentre estes
estimulos a sobrecarga funcional representa um estimulo mecéanico que age
como um sensor desencadeante da hipertrofia muscular®, que é evidenciada
quando a sintese de proteinas se sobrepde a sua degradac&o(©5-6),

Condicdes clinicas que cursam com a necessidade de HC incluem
acidentes automobilisticos, lesées musculares com ruptura de tendéo e/ou
tendinopatias, traumas musculares por esmagamento com comprometimento
dos nervos, lesGes nervosas parciais ou denervagao®? 7-68) Qutras situagdes
gue necessitam de HC incluem as doencas neurodegenerativas como a
Esclerose Lateral Amiotréfica (ELA) e, especificamente nesse caso, ha
degeneragcdo dos neurbnios com consequente atrofia muscular progressiva
devido a miogénese prejudicada pela desnervagéo que causa a sobrecarga das
fibras ainda ndo comprometidas, a fim de compensar a déficit das fibras ja
acometidas@®, Assim, individuos acometidos por esses tipos de alteractes
musculares, podem evoluir com graus variados de déficit funcional que poderéo
gerar um impacto negativo em sua qualidade de vida.

Um modelo experimental de hipertrofia compensatéria (HC) muito
utilizado para o estudo do processo de hipertrofia por sobrecarga funcional, se
da por meio da ablacdo dos musculos sinergistas causando sobrecarga no
musculo remanescente que devera se adaptar a essa nova demanda funcional
conforme demonstrado e caracterizado na literatura 314 69 De acordo com
Terena et al (2017) ®), o momento em que € observado maior hipertrofia, € no
periodo de 12 a 15 dias apdés a inducao da HC, que é evidenciada pelo aumento
da area de seccéo transversa (AST) das fibras, bem como de seu diametro.
Dessa forma, o modelo de HC tem sido amplamente utilizado por permitir a
observacéo das alterac6es morfoldégicas de um muasculo sobrecarregado em
um curto espaco de tempo.

Em condi¢cbes em que ha perda da funcdo muscular especialmente de
membros inferiores, € comum ocorrer um impacto direto sobre o padrdo de
funcionalidade da marcha devido & fraqueza muscular. Nesse contexto,

recursos que permitam o restabelecimento do tecido muscular apos alteracao
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da demanda funcional sdo de extrema importancia para reducéao dos aspectos
negativos relacionados a estas limitacées. Neste sentido, a fotobiomodulagao
(FBM) com Laser em Baixa Intensidade (LBI), tem sido grandemente utilizada
como um recurso terapéutico nas alteracbes musculoesqueléticas e
nervosas(3-14, 70-71),

Estudos utilizando a fotobiomodulacdo local (FBML), demonstraram
resultados positivos em diferentes processos de adaptacdo e recuperagao
neuromuscular incluindo uma melhora da capacidade funcional na marcha de
ratos apoés lesdo nervosa periférica®), melhora no remodelamento do tecido
conjuntivo (colageno) e efeitos positivos sobre a expressdo de mRNA e fatores
de crescimento apds lesdo muscular aguda® 44. Em modelos de HC a FBML
promoveu uma melhor organizacdo e deposicao do colageno, bem como a
modulacao de citocinas relevantes para o aumento da massa muscular(14-13),

Uma modalidade de FBM que tem demonstrado bons resultados como
recurso terapéutico é a fotobiomodulagdo vascular (FBMV) transcutanea,
sendo realizada de forma ndo invasiva sobre a regido de grandes vasos de
forma a induzir uma modulacao sistémica sem necessidade de determinacdo
da area a ser tratada e abrangendo areas maiores®®). Estudos anteriores
demonstraram alguns efeitos positivos da FBMV transcutanea ou intravascular
sobre os processos biolégicos em diferentes situagdes incluindo a reducao da
area de cicatrizacdo de feridas, melhora da microcirculagcdo e modulacéo de
citocinas apds angioplastia (61-52.54),

Kilik et al. (2019)®3 realizaram um estudo protedmico do plasma
sanguineo de ratos Wistar irradiados na area do coracao (artérias coronarias)
utilizando a FBMV infravermelha de forma transcutanea e verificaram que a
FBMV promoveu um aumento quantitativo das proteinas (haptoglobina,
hemopexina e fibrinogénio gama). Os autores correlacionam o0 aumento
encontrado dessas proteinas nos animais irradiados a um efeito protetor da
FBMV contra o estresse oxidativo e seus danos no organismo.

Em um estudo clinico utilizando a FBM intravascular no espectro
vermelho (A 632nm, 4mW e energia de 14,4 J), por 1 hora, durante 15 dias, em
pacientes com lesdo medular crénica, observou-se que a FBM promoveu o

alivio do estresse oxidativo e da disfungdo mitocondrial, por promover um
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reforco nas defesas antioxidantes e por melhorar a atividade mitocondrial das
células sanguineas ).

Poucos estudos avaliaram os efeitos da FBM durante o processo de HC
do musculo esquelético, ndo havendo relatos sobre seus efeitos quando
aplicado de forma vascular ou local sobre a recuperacao funcional do musculo
durante o processo de HC. Também néo héa relatos da aplicagdo da FBMV
transcutédnea sobre os aspectos morfolégicos do musculo plantar frente a HC,
nem tado pouco, relatos comparativos sobre os efeitos desses dois tipos de
terapia.

Como hipétese, é esperado que ambos os tipos de FBM atuem na HC
modulando os aspectos morfolégicos e funcionais do musculo, promovendo
uma resposta positiva no aumento da massa muscular e restabelecendo o
padrdo de funcionalidade da marcha durante o processo de HC do musculo
plantar. Assim, o objetivo do estudo foi comparar os efeitos da FBM aplicada
de forma vascular e local sobre os aspectos morfolégicos (AST e Diametro da
fibra muscular) e sobre o indice de massa muscular, sensibilidade mecéanica e
0s aspectos funcionais da marcha de ratos Wistar durante o processo de HC

do musculo plantar.

MATERIAIS E METODOS

A metodologia do estudo foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa
Animal da Universidade Nove de Julho - UNINOVE (CEUA n 4624150520) e
todos os experimentos foram realizados em conformidade com as diretrizes do

Conselho Nacional para o Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA).

ANIMAIS

Foram utilizados 35 ratos Wistar machos, com idade de 2 meses e peso
meédio entre +/-2509g até +/-280g, mantidos no biotério da UNINOVE em caixas
plasticas apropriadas, temperatura ambiente de 22°C, umidade relativa de
40%, luminosidade controlada com ciclo de 12h (claro/escuro) e comida e 4gua

ad libitum.

Grupos experimentais
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Os animais foram distribuidos aleatoriamente em 4 grupos experimentais
(controle) ou intervencao (cirurgia/tratamento) e analisados nos periodos de 7
e 14 dias ap0s inicio do protocolo

1. Grupo Controle: Animais ndo foram submetidos a procedimento cirurgico
el/ou irradiacdo com FBM e eutanasiados no sétimo ou décimo quarto dia
de experimento. Os musculos plantares bilateralmente foram removidos

(n=10/ 5 animais);

2. Grupo Hipertrofia (H): Os animais foram submetidos a ablacdo dos
musculos sinergistas (gastrocnémio e séleo) do musculo plantar (somente
pata esquerda). Nao foram submetidos a FBM e foram eutanasiados apdés
7(5 animais eutanasiados n=5) e 14 (5 animais eutanasiados n=5) dias do

inicio do experimento;

3. Grupo Hipertrofia + Fotobiomodulagéo Local (H+FBML): Os animais
foram submetidos a ablagcdo dos sinergistas do musculo plantar (somente
pata esquerda) e neste grupo foi realizada a irradiagdo com FBML na regido
do musculo plantar. Os animais foram eutanasiados apos 7 (5 animais
eutanasiados n=5) e 14 (5 animais eutanasiados n=5) dias do inicio do

experimento;

4. Grupo Hipertrofia + Fotobiomodulagéo Vascular (H+tFBMV): Os animais
foram submetidos a ablacdo dos sinergistas do musculo plantar (somente
pata esquerda) e neste grupo foi realizada a irradiacdo com FBMV. Nesse
grupo a irradiacao foi realizada na regidao do dorso da cauda dos animais.
Os animais foram eutanasiados apos 7 (5 animais eutanasiados n=5) e 14
dias (5 animais eutanasiados n=5) do inicio do experimento.

Procedimento cirargico

O modelo da HC usado no presente estudo consiste na remog¢ao cirdrgica
dos musculos sinergistas do musculo plantar, unilateralmente ou

bilateralmente, impondo uma sobrecarga de trabalho funcional sobre esse
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musculo. Esse modelo cirtrgico foi utilizado por Mc Carthy et al. (2011)®7), foi
descrito e utilizado por Terena et al. (2017)® e Martinelli et al. (2020)13),

No presente estudo foi feita a remocéo unilateral somente pata esquerda.
Os animais foram pesados e anestesiados com injecéo intraperitoneal a base
de ketamina 10% (0.2 mg/100 g do peso) e Xilazina 2% (0.1 mg/100 g do peso).
Em seguida, foi realizada a tricotomia seguida da incisédo longitudinal na regido
dorsal da pata traseira esquerda de + 2cm e exposicdo do musculo
gastrocnémio. Esses tenddes foram isolados e seccionados para permitir a
remocdo parcial do muasculo. O mesmo procedimento foi realizado
cuidadosamente para a remoc¢ao do muasculo séleo, evitando lesGes em nervos
e vasos sanguineos circunvizinhos. O musculo plantar situado abaixo dos
musculos removidos foi preservado e recebeu a sobrecarga funcional.

Apods o procedimento cirargico, foi realizada a sutura das areas incisadas
utilizando-se fio de poliamida (espessura 5.0; (Procare)).

A superficie ocular de cada animal foi lubrificada com gaze embebida em
soro fisiolégico (NaCl 0,9%) para evitar o ressecamento ocular, 0s animais
foram acomodados em caixas plasticas sobre colchonete aquecido (36-37 °C)
para evitar hipotermia e ficaram sob observacéo até estarem livres do efeito
dos anestésicos.

Com o objetivo de diminuir a sensibilidade dolorosa pds-operatoria 0s
animais receberam administracdo subcutanea de analgésico dipirona 50 mg/kg
e Tramadol 5 mg/kg (Cloridrato de tramadol a 2%) a cada 8 horas, durante 3
dias.
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Incisao

itudi Isolamento e ablagao P de ablaga s
longitudinal : X rocesso de ablagao Preservagdo do
..... do musc. gastrocnémio do musc. soleo s platar
Regido dorsal da
pata esquerda
Sutura na area
da incisao
FBML FBMV
Irradiacao local l l Irradiacado vascular
e pontual transcutanea

Procedimento cirargico de ablagdo dos sinergistas (musculos gastrocnémio e séleo), para
inducéo da hipertrofia do musculo plantar, demonstrando na sequéncia a incisédo na regido
cirdrgica, exposicdo e sec¢do do musculo gastrocnémio lateral e medial, exposi¢édo e seccao
do musculo séleo, musculo plantar preservado apés a retirada dos seus sinergistas, sutura na
area de inciséo e area irradiada com FBM de forma local ou vascular. Fonte do préprio autor,

desenvolvida no Inkscape (https://inkscape.org/pt/)

Procedimento de Fotobiomodulacédo Vascular (FBMV)
Imediatamente apds a cirurgia, e em todos os dias do periodo
experimental (7 ou 14 dias), os animais foram irradiados com um LBI


https://inkscape.org/pt/
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(TwinLaser, MMOptics, Sao Carlos, Brasil) aplicado sobre a veia caudal do
animal, com os parametros descritos na tabela 1, de acordo com o descrito por
Martinelli et al. (2020)*3 e Terena et al. (2018)4. A dosimetria também foi
baseada nos parametros descritos por Alves et al. (2014)10 e Mesquita e
Ferrari et al. (2011)“® e por Lopes 2021 ©9 que utilizou a FBMV infravermelha
aplicada em um unico ponto sobre a cauda de ratos em um modelo de leséo
muscular. Para o procedimento de irradiagdo, os animais foram contidos
manualmente e a aplicacao foi realizada diariamente por técnica pontual, sendo
um unico ponto diretamente sobre a pele do dorso da cauda dos animais
submetido a HC do masculo plantar, (Roshchina et al. (2003); Yamaikina et al.
(2012); Tomimura et al. (2014), da Silva et al. (2020) (%8-61)), Para evitar refracéo
do feixe o laser foi aplicado em um angulo de 90° entre o emissor e a pele do
animal. Em ambas as irradiacdes a poténcia de emisséo da luz do laser foi
aferida utilizando o “LaserCheck power meter” (MM Optics — Sdo Carlos — SP
— Brasil).

Procedimento de Fotobiomodulagéo Local (FBML)

Imediatamente apds a cirurgia, e em todos os dias do experimento (7 ou
14 dias), os animais foram irradiados com um LBI (TwinLaser, MMOptics, Séo
Carlos, Brasil), usando os parametros descritos na tabela 1 e de acordo com o
descrito por Martinelli et al. (2020)*® e Terena et al. (2018)4. A irradiacéo foi
realizada de forma unilateral (pata esquerda). Para o procedimento de
irradiacdo os animais foram contidos manualmente, e a aplicacéo foi realizada
por técnica pontual, diretamente sobre a pele que recobre o musculo plantar na
regido da incisdo e ao redor da &rea, sendo oito pontos de irradiagcdo (Martinelli
et al. (2020)13); Terena et al. (2018)%) Os animais avaliados por 7 dias,
receberam 7 irradiagbes e os animais avaliados por 14 dias receberam 14

irradiacOes realizadas diariamente.
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Tabela 1:Parametros utilizados para a FBM local e vascular utilizando o LBI

durante o processo de hipertrofia compensatéria.

Meio ativo Arseneto de Galio e Aluminio (AsGaAL)
Modo de Local Vascular
Aplicacéao

Local da Pata esquerda Dorso da cauda
irradiacéo

Comprimento
de onda

Frequéncia do
Laser

Area do feixe
Poténcia média

Irradiancia na
Abertura

Exposicéo
Irradiante

Energia por
Ponto

Total de pontos

Tempo por
Ponto

Tempo total
De exposicéao

Energia total

780nm

Continuo

0,04 cm?
40 mW

1W/cm?

10 J/cm?

0,4J

8

10 segundos

80 segundos

3,27

780nm

Continuo

0,04 cm?
40 mW

1W/cm?

80 J/cm?

10J

1

80 segundos

80 segundos

3,27

Andlise de sensibilidade mecanica (Teste de von Frey)

A avaliacgéo foi realizada ap6s 7 ou 14 dias da indugéo da HC, utilizando-

se um analgesimetro digital (INSIGHT®RibeirdoPreto/SP, Brasil). O teste

consistiu em avaliar a sensibilidade mecanica através do aumento da pressao

nas patas traseiras, por meio de um transdutor com capacidade de 0,1-1000g
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e tempo de reacdo de 1ms, conectado a um contador de forca digital expresso
em gramas®+2%, Os animais foram acomodados em caixas de acrilico, o piso
da caixa foi constituido por uma malha confeccionada com arame nao maleavel
de 1mm de espessura que permitiu 0 acesso a superficie plantar das patas
traseiras. Nos trés dias que antecederem a coleta dos dados do teste de
sensibilidade mecéanica os animais foram habituados por uma hora no mesmo
ambiente sem nenhum tipo de interrupc¢do sonora que interferisse na realizagao
do teste, com o intuito de adapta-los ao ambiente. O contato do transdutor com
a superficie plantar foi realizado por meio de uma ponteira descartavel de
polipropileno de 0,5 mm de didmetro acoplada a ponta do transdutor, o
investigador aplicou uma forga linearmente crescente no centro das plantas das
patas esquerdas dos ratos através dos espacos da malha, até que o animal
reproduzisse uma resposta de retirada da pata estimulada. Os estimulos foram
repetidos por 3 vezes e a média aritmética da resposta de retirada foi obtida a
partir das trés medidas. Para essa analise foram coletados os dados de 5

animais por grupo. Os dados foram representados em grama.

Anélise Funcional da marcha

Para a analise funcional da marcha ao sétimo ou décimo quarto dia do
experimento utilizou-se o teste de indice Funcional Ciatico (IFC)?%27), a mesma
analise também foi descrita e utilizada por Andreo et al. 2019®%), Para obtenc&o
das pegadas, as patas dos animais foram mergulhadas em tinta, deixando a
cor azul impressa nas tiras de sulfite presente no percurso da passarela que os
animais caminharam. Antes do procedimento cirargico, os animais foram
treinados a caminhar em um dispositivo contendo uma passarela com as
laterais fechadas e um abrigo escuro e coberto ao final de seu percurso(?6-2"),

Para essa analise foram coletados os dados de 5 animais por grupo. Os
dados do teste contendo as impressOes das patas foram digitalizadas e
analisadas de acordo com os parametros sugeridos por Bain et al. 1989¢") e
Andreo et al.(2019)@% conforme descritos a seguir: comprimento da pegada
(PL, ou print length), abertura total dos dedos (do 1° ao 5° dedo — TS ou total
spread of toes) e abertura dos dedos intermediarios (do 2° ao 4° dedo IT ou

intermediate toes).
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O IFC foi calculado a partir da formula:

IFC = 383 % (EPL — NPL) 1095 x (ETS - NTS) 133 (EIT — NIT)
N ’ NPL ’ NTS ’ NIT
-8,38
- 277 (EPL — NPL) 1044 (ETS — NTS) o (EIT — NIT)
= — X |\ ————— XN\ ———— X | ————
’ NPL ’ NTS ’ NIT
- 8,8
[FP = —174.9 (EPL _ NPL) +80,3 (ETS _ NTS) 13.4
= — X | — X | ——— —
’ NPL ’ NTS ’

Sendo:

E: experimental

N: normal

PL: comprimento da pegada

TS: distancia entre 0 1° e o0 5° dedo

IT: distancia entre o 2° e 4° dedo

IFC: indice Funcional do Ciatico

IFT: indice Funcional do Tibial

IFP: indice Funcional do Peroneio (fibular)

Os valores préximos de zero correspondem a fungédo normal, enquanto o
aumento na negatividade do teste, indica maior disfuncéo, sendo o valor -100

representativo de maxima disfuncgéo @7,

Procedimento de eutanésia e coleta do material

Ao término do periodo experimental de cada grupo (7 e 14 dias), os animais
foram eutanasiados por overdose de anestésicos ketamina (240 mg/kg) e
xilazina (30 mg/kg). Os musculos plantares foram removidos e encaminhados

para analise da massa muscular e analise histologica.
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Linha do tempo do estudo demonstrando os 4 grupos experimentais; Intervenc¢do diaria por 7
ou 14 dias com FBMV ou FBML nos grupos tratados; Analises funcionais e eutanasia realizadas
ao sétimo ou décimo quarto dia do experimento. Fonte do proprio autor, desenvolvida no
Biorender (https://biorender.com/)

Analise da massa muscular

Apés a eutanasia dos animais dos diferentes grupos e periodos de
avaliacdo, os musculos plantares direito e esquerdo foram cuidadosamente
removidos por corte do tendéo e insercdo 0ssea e limpos conforme descrito por
Shen et al. (2013)62. Os musculos foram pesados (peso Umido) em uma
balanca semianalitica e a massa muscular foi calculada para cada animal

usando a formula descrita por Shen et al. (2013)62):

-1
Il
2| &

no qual:

r: razdo de massa muscular


https://biorender.com/
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E: massa do musculo esquerdo (musculo submetido a HC)
D: massa do musculo direito (masculo ndo submetido a HC)

Para essa andlise foram coletados os dados de 5 animais por grupo.

Andlise histolégica do tecido muscular

As amostras foram fixadas e mantidas em temperatura ambiente em
formol tamponado a 10% (pH 7,4).

Em seguida, foi realizada a desidratacdo do material por meio de
incubacfes em solucbes com concentracao crescente de alcool etilico (70%,
80%, 90%) num periodo de 1h cada, imersas trés vezes em alcool absoluto e
trés vezes em Xilol (Reagen). As amostras foram incubadas por 12h a 60°C em
parafina (paraplast, Sigma, USA) e incluidas transversalmente com as porcdes
centrais posicionadas mais externamente no bloco. 3 cortes de 10um de
espessura foram realizados no microtomo (Leica RMZ2125, Nussloch,
Alemanha) sendo colocados em laminas de microscopia e mantidos em estufa
a 37°C durante 12 horas.

As laminas foram submetidas as coloracdes histologicas de hematoxilina
e eosina (HE) e avaliadas por microscopia de luz (microscopio Axioplan 2,
Zeiss, Alemanha) sendo avaliados os seguintes aspectos morfologicos: Area
de seccdo transversa (AST) e diametro das fibras musculares.

Para permitir a analise quantitativa destes aspectos foram consideradas
3 &reas por lamina de 3 animais/grupo, 100 fibras foram medidas em cada area
para andlise de AST e diametro das fibras. Os campos foram fotografados
utilizando um microscopio de luz convencional (Zeiss Axioplan2, Alemanha)
com aumento final de 400X, para permitir a contagem dos aspectos descritos.
A analise foi realizada através do software Image J (National Institute of Health
- NIH, EUA) e os dados foram submetidos a andlise estatistica.

Andlise estatistica
O teste de Kolmogorov-Smirnov foi usado para determinar anormalidade

dos dados. Como a distribuicdo gaussiana foi demonstrada, os dados foram
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expressos em média e erro padrdo da média. A comparacado dos grupos foi
realizada com ANOVA, seguido pelo teste post hoc de Tukey. Os dados foram
analisados usando o GraphPad Prism 5.00 programa (GraphPad Software, San

Diego, CA). O nivel de significancia estipulado foi de 5% (p<0,05).

RESULTADOS
Andlise dos aspectos morfologicos por H&E

Na analise qualitativa dos cortes histolégicos é possivel verificar em 7 e
14 dias um aumento da area de seccéo transversa (AST) e do diametro fibras
musculares, mais pronunciado nos grupos irradiados com FBM vascular (Figura
8).

Controle

Hipertrofia

Hipertrofia + FBMV

7 dias

14 dias

Figura 8: Cortes histolégicos transversais dos musculos plantares corados com
hematoxilina e eosina (400X); grupo controle; grupo Hipertrofia; grupo

Hipertrofia + FBML e grupo Hipertrofia + FBMV.
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Determinacao da hipertrofia das fibras musculares

Os resultados da andlise quantitativa da &rea seccao transversa (AST),
demonstraram um aumento apés 7 dias somente no grupo H + FBMV em
comparacao ao grupo H. Apos 14 dias, observou-se um aumento da AST das
fibras musculares no grupo H+ FBMV quando comparado ao grupo H e ao

grupo que recebeu a irradiacéo local (H+FBML). (Figura 9)

7 dias 14 dias
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Figura 9: Valores médios + erro padrdao da AST do musculo plantar dos
diferentes grupos experimentais avaliados apés 7 e 14 dias de HC. Anova -
Tukey, *p<0,05 vs controle; **p<0,01 vs hipertrofia e ***p<0,001 vs controle,

hipertrofia e hipertrofia +FBML.

Os resultados da analise quantitativa do diametro das fibras,
demonstraram que apés 7 dias houve um aumento no didametro das fibras
apenas no grupo H+FBMV quando comparado ao grupo H. J4 aos 14 dias, este
aumento foi observado em ambos os grupos irradiados H+FBML e H+FBMV
guando comparados ao grupo H. Além disso, este aumento foi estatisticamente
maior no grupo que recebeu a irradiacdo vascular (H+ FBMV) quando

comparado ao grupo local (H+FBML) (Figura 10).
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Figura 10: Valores médios + erro padréo do diametro das fibras musculares do
musculo plantar dos diferentes grupos experimentais avaliados apos 7 e 14 dias

de HC. Anova - Tukey, *p<0,05 vs hipertrofia + FBML; ***p<0,001 vs controle
e vs hipertrofia.

Andlise da relacdo de massa muscular esquerda/direita

Os resultados da analise de massa muscular, demonstraram uma reducao
nos grupos H, H+FBML e H+FBMV quando comparados ao grupo controle apés
7 dias. Nao houve diferenca entre os grupos H, H+FBML e H+FBMV apdés 7
dias. No periodo de 14 dias houve reducdo da massa muscular nos grupos H e
H+FBML quando comparados ao grupo controle. Enquanto no grupo H+FBMV
houve manutencédo da massa muscular, visto que néo diferiu estatisticamente
do grupo controle (Figura 11).
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Figura 11: Valores médios * erro padrdo da relacdo de massa muscular
esquerda/ direita do musculo plantar dos diferentes grupos experimentais
avaliados apés 7 e 14 dias de HC. Anova - Tukey, *p<0,05 e

**p<0,01 vs controle.

Analise de sensibilidade mecénica

Os resultados de sensibilidade mecénica demonstraram um aumento da
pressédo indicando um menor limiar de sensibilidade nos grupos H, H+FBML e
H+FBMV quando comparados ao grupo controle apds 7 e 14 dias. Nao foram
encontradas diferencas entre os grupos H e os grupos H+ FBM local e H+FBMV

em nenhum dos periodos experimentais (Figura 12).
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Figura 12: Valores médios * erro padréo da analise de sensibilidade mecéanica
das patas traseiras dos diferentes grupos experimentais avaliados ap6s 7 e 14
dias de HC. Anova - Tukey, **p<0,001 vs controle.

Analise funcional da marcha

Os resultados da analise funcional da marcha demonstraram que o grupo
controle, como esperado, apresentou o indice Funcional do Ciatico (IFC), indice
Funcional do Tibial (IFT) e indice Funcional do Peroneio (IFP) com valores
proximos a zero, que sao indicativos de marcha normal. Apés 7 dias, 0s grupos
H, H+FBML e H+FBMV demonstraram um aumento nos escores de IFC, IFT e
IFP quando comparados ao grupo controle indicando acometimento da marcha.
N&o houve diferenca significante entre os grupos H, H+FBML e H+FBMV apoés
7 dias. Ap6s 14 dias foram observados escores maiores no IFC, IFT e IFP do
grupo H quando comparado ao grupo controle. Contudo, ndo houve diferencas
significantes entre os grupos H+FBML e H+FBMV quando comparados ao

grupo controle evidenciando melhor funcionalidade da marcha nos grupos
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irradiados em relacéo ao que nao recebeu irradiacdo. Apos 14 dias nao houve

diferencas significantes entre os grupos H, H+FBL e H+FBMV (Figuras 13, 14

e 15).
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Figura 13: Valores médios * erro padrao da analise funcional da marcha pelo
indice Funcional do Ciatico (IFC) dos diferentes grupos experimentais avaliados

apos 7 e 14 dias de HC. Anova - Tukey, **p<0,01 e ***p<0,001 vs controle.
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Figura 14: Valores médios * erro padrao da analise funcional da marcha pelo
indice Funcional do Tibial (IFT) dos diferentes grupos experimentais avaliados
apos 7 e 14 dias de HC durante a HC. Anova - Tukey, *p<0,05; **p<0,01 e

***n<0,001 vs controle.
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Figura 15: Valores médios * erro padrdo da analise funcional da marcha pelo
indice Funcional do Peroneiro (IFP) dos diferentes grupos experimentais
avaliados apo6s 7 e 14 dias de HC. Anova - Tukey, *p<0,05; **p<0,01 e

***n<0,001 vs controle.
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5. DISCUSSAO

Em modelos experimentais, 0 masculo plantar € geralmente o musculo
de escolha para inducédo da HC, isso devido a sua diversidade nos diferentes
tipos de fibras. No presente estudo e em consonancia com a literatura, também
escolhnemos o mdusculo plantar como o modelo ideal para desencadear
uma resposta hipertréfica satisfatoria em um curto espaco de tempo como foi
observado em estudos prévios®1°:38) e confirmados pelos presentes achados
gue incluem aumento da AST e diametro da fibra.

O tempo estabelecido no presente estudo para o0 aumento da massa
muscular através do modelo de HC, foi definido de acordo com os achados na
literatura. Segundo Terena et al. 2017®) o periodo de maior hipertrofia nesse
modelo, ocorre entre 12 e 15 dias apos a cirurgia de ablacao sinérgica.

No presente estudo, avaliou-se os efeitos da FBMV sistémica n&o
invasiva e a comparagao destes com a forma local de FBM infravermelha
(780nm) no que se refere as caracteristicas de adaptacdo morfolégicas e
aspectos funcionais do musculo plantar durante a HC.

No processo de HC, busca-se 0 aumento da massa muscular para
melhor atender a demanda funcional a que um determinado musculo esteja
exposto. Nesse contexto, os resultados relacionados a AST demonstraram que
em 7 e 14 dias houve um aumento no grupo que recebeu a FBMV quando
comparado ao grupo H demonstrando que a forma de aplicacéo sistémica foi
eficiente neste aspecto tdo necessario para a adaptacao frente ao aumento de
demanda funcional. Além disso, em 14 dias o grupo FBMV evidenciou uma AST
maior que o grupo tratado com FBML, demonstrando mais uma vez um efeito
potencializado neste aspecto em relacdo a forma local de irradiagéo. De igual
modo, os resultados relacionados ao diametro das fibras demonstraram uma
influéncia positiva da irradiacdo vascular e local, visto que apo6s 7 dias um
aumento no didametro das fibras foi encontrado no grupo H+FBMV quando
comparado ao grupo somente H. Em 14 dias ambos os grupos irradiados
mostraram maior diametro de suas fibras musculares. O grupo FBMV
apresentou maior diametro em suas fibras que o grupo FBML evidenciando

assim o aspecto positivo da FBM infravermelha para o aumento da area da
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fibora, bem como, para o aumento do diametro das fibras musculares
favorecendo assim o processo de HC.

Quanto ao uso da FBMV como recurso terapéutico para o tratamento
das desordens musculares, Lopez et al. 202169, utilizando um modelo de leséo
muscular in vivo, avaliaram os efeitos da FBMV infravermelha (A =780nm, 40
mW, 3,2 J, 1 ponto de aplicacdo sobre a veia localizada na base da cauda do
animal e tempo de exposicdo de 80s), encontraram diversos efeitos positivos
tais como: reducdo da area da lesdo muscular apés 5 e 7 dias, formacéao de
novas fibras musculares imaturas ap6s 7 dias, reducdo do edema e melhor
organizagéo do tecido apos 5 dias da inducédo da lesdo nos animais tratados
com FBMV. Esses achados somam-se aos resultados do presente estudo
demonstrando a relevancia da FBMV na melhora dos aspectos morfoldgicos do
musculo frente aos processos de lesdes e/ou adaptacdes a que este tecido
pode ser exposto.

Estudos prévios que utilizaram a FBM aplicada apenas de forma local
sobre o musculo esquelético, também demonstraram que a FBM pode
influenciar no aumento da AST da fibra e de seu diametro. No estudo de Andreo
et al. (2020)("D, utilizando-se a FBM local em um modelo de lesdo nervosa
periférica em ratos com os mesmos parametros (A = 780 nm, 10 J/cm?, 40 mW,
e 3.2 J/cm? de energia total) aplicada sobre a regido do musculo tibial anterior
ou do nervo ciatico, ou ainda associando a aplicacdo sobre o musculo e sobre
0 nervo, encontraram um aumento da AST e do diametro das fibras musculares
apés 21 e 28 dias de irradiacGes diarias. Terena et al. (2015)®), usando FBM
aplicada de forma local (A = 780 nm, 10 J/cm?, 40 mW, e 3.2 J/cm? de energia
total) em um modelo de HC do musculo plantar semelhante ao modelo
utilizado, mas que difere pelo fato da HC ter sido induzida pela ablacao bilateral
dos musculos sinergistas, também encontraram um aumento da AST da fibra
apos 14 dias de irradiacdes.

Em um modelo de atrofia muscular por desuso Nakano et al. (2009)(3)
demonstraram que a FBML (A = 830nm, 60 mW; tamanho de ponto de 0,3 cm?,
por 180s), utilizada por 14 dias durante a fase de recuperacdo da atrofia,
embora nao tenha recuperado o diametro das fibras até aos valores normais
(grupo controle), promoveu um aumento no diametro das fibras no grupo

irradiado quando comparado ao grupo somente recuperacéo. Assim, 0s autores



68

sugerem que a FBM pode atuar de forma positiva na recuperacdo da atrofia
muscular por desuso. Juntos esses achados corroboram o0s resultados
encontrados no presente estudo, no que diz respeito a acdo da FBM em
interferir na resposta hipertréfica do musculo, promovendo alteracdes
importantes nas carateristicas morfolégicas de musculos acometidos por uma
sobrecarga mecanica.

A hipertrofia das fibras musculares é um evento comum e j4 esperado
em um mauasculo sobrecarregado. Vale ressaltar, porém, um achado
surpreendente no presente estudo ao observar que a FBM quando aplicada de
forma vascular transcutanea intensificou esse evento. Esse achado demonstra
uma excelente capacidade modulatéria da irradiacdo vascular em influenciar
na morfologia do musculo de forma positiva frente a HC tanto quanto a FBML,
que ja demonstrou ser eficaz no aumento da AST de um musculo
sobrecarregado ©).

Os resultados da analise da relacdo de massa muscular demonstraram
gue em 14 dias, somente a irradiacédo vascular (FBMV) foi capaz de promover
aumento da massa muscular apresentando valores semelhantes ao grupo
controle, demonstrando a melhor capacidade da FBMV em manter a massa
muscular préximo aos valores encontrados no grupo controle na segunda
semana do protocolo de FBM vascular.

Terena et al. (2015)®), relataram um aumento do peso muscular apds 14
dias de inducdo de HC nos animais que receberam ou ndo FBM local (A =
780 nm, 10 J/cm?, 40 mW, e 3.2 J/cm? de energia total). Porém, a comparacéo
do aumento de massa muscular desse estudo, foi feita em relacdo ao peso
corpéreo do animal, esse aspecto difere do método realizado no presente
estudo, em que usamos a relagédo esquerdo e direito (E/D) dos membros de
cada musculo para determinar a relacdo de massa entre um mausculo
sobrecarregado e um musculo ndo sobrecarregado. Nakano et al. (2009) (3,
utilizando laser infravermelho (A = 830nm, 60 mW; tamanho de ponto de 0,3
cm 2, por 180s) aplicado de forma local por 14 dias encontrou um aumento da
massa muscular em um modelo de atrofia muscular por desuso em ratos.

O estudo de Shen et al. (2013)®2), utilizando FBM vermelha (660 nm, 50

mW, 2 min, durante 10 dias) em um modelo de lesédo nervosa
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periférica, também encontraram um aumento da massa muscular do
musculo gastrocnémio nos animais que receberam a irradiagéo.

Com relacdo a HC, nenhum estudo até o momento investigou o potencial
da FBM aplicada de forma local ou vascular sobre o volume de massa
muscular utilizando a relacdo de massa dos membros (E/D), em um musculo
sobrecarregado comparando-o a um muasculo ndo sobrecarregado, por iSso
ndo foi possivel fazer comparacbes mais proximas do modelo utilizado no
presente estudo. Entretanto, um achado interessante no que diz respeito a
massa muscular do grupo submetido a FBMV por 14 dias, € que ndo houve
reducdo da massa muscular nesse grupo, como foi observado nos demais
grupos. Este é um dado relevante, visto que poderia indicar um efeito positivo
da FBM em manter a massa muscular do musculo sobrecarregado e tratado
com FBMV, que nesse estudo se manteve mais proximos aos valores
encontrados no grupo controle.

No presente estudo, nos limitamos a investigar o aspecto da relacéo de
massa muscular em um periodo de até 14 dias apés a inducdo de HC. Assim,
nao foi possivel determinar se a partir desse periodo poderia ocorrer um
aumento na relacdo de massa muscular no grupo irradiado de forma vascular.
Dessa forma, outros estudos poderdo investigar a aplicacdo dessa mesma
terapia frente a HC em um periodo mais longo de sobrecarga, a fim
de confirmar uma resposta satisfatéria da FBM vascular como terapia
coadjuvante para a manutencéo e/ou aumento da massa muscular.

Quanto a andlise de sensibilidade mecéanica, os achados do presente
estudo demonstraram uma reducédo do limiar de sensibilidade em todos os
grupos experimentais quando comparados ao grupo controle apds 7 e 14 dias.
N&o foram encontradas diferencas entre os grupos H e os grupos H + FBML ou
H+FBMV em nenhum dos periodos experimentais.

Estudos anteriores utilizaram a FBM aplicada apenas de forma local para
avaliar a sensibilidade mecanica em outros modelos experimentais. Andreo et
al. (2019)@®, submeteram ratos Wistar ao esmagamento do nervo ciatico e em
seguida utilizaram a FBM local (A = 780 nm, 10 J/cm2, 40 mW, e 3.2 J/cm? de
energia total) por 7, 14, 21 e 28 dias aplicada diretamente sobre a leséo nervosa
ou sobre o masculo tibial anterior ou ainda sobre o musculo e nervo e assim

como demonstrado no presente estudo, também observaram uma reducéo da
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sensibilidade mecanica no grupo irradiado sobre o nervo apés uma semana.
Os grupos irradiados sobre o muasculo ou sobre o musculo e nervo
demonstraram medidas aumentadas quando comparados aos outros grupos no
periodo de duas semanas. Ja Chen et al. (2014) " demonstraram que FBM
local (808 nm, 190 mW, 8J/cm?), foi capaz de promover aumentos tanto do
limiar mecénico como do limiar térmico em 4 e 8 dias de irradia¢des diarias em
ratos submetidos a compressao dos ganglios dorsais.

N&o ha relatos na literatura de estudos avaliando a sensibilidade
mecanica associada a FBM em modelos de HC. Contudo, a reducédo da
sensibilidade mecéanica encontrada nos grupos submetidos a HC tratados ou
ndao com FBM, pode indicar que diante do processo de HC ocorre um
comprometimento da sensibilidade mecéanica e que o restabelecimento da
sensibilidade proximos ao limiar normal, podera ocorrer em um intervalo maior
de tempo. Assim, um periodo maior de avaliacdo da sensibilidade mecéanica
frente a HC, se faz necessario para estabelecer se apds um periodo maior de
HC ocorre de fato o retorno da sensibilidade mecéanica, bem como, se a FBM
exerce ou nao influéncia como terapia coadjuvante no restabelecimento da
sensibilidade mecéanica.

Os resultados da andlise funcional da marcha, demonstraram que em 7
dias tanto os grupos irradiados quanto o grupo ndo irradiado apresentaram
reducao no IFC, IFT e IFP quando comparados ao grupo controle, esse fato foi
evidenciado pelo aumento na negatividade do teste. Ap6s 14 dias, o grupo H
permaneceu com seus valores negativos elevados quando comparado ao
grupo controle. Diferente disso, aos 14 dias os valores dos grupos tratados com
FBM mostraram-se sem diferenca em relacdo ao grupo controle no que diz
respeito ao aumento na negatividade dos testes, o que indicaria uma possivel
melhora da capacidade funcional da marcha nos animais tratados com FBM
local ou vascular apés 14 dias, visto que o grupo H permaneceu com seus
valores negativos elevados no mesmo periodo.

Estudos anteriores utilizando apenas FBM local associada ao teste de
capacidade funcional da marcha (IFC), em outros modelos experimentais como
o modelo de leséo nervosa periférica, encontraram uma melhora funcional da
marcha em varios periodos. Andreo et al. (2019)©®, encontraram uma resposta

positiva na capacidade da marcha de ratos com leséo no nervo ciatico tratados
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com FBM local (A = 780 nm, 10 J/cm?, 40 mW, e 3.2 J/cm? de energia total)
apos duas semanas de irradiacdes.

Wang et al. (2014)("9, usando FBM infravermelha (A =808 nm, 170 mW,
com 3 e 8 Jlcm?) por 20 dias, também em um modelo de lesdo nervosa
periférica, verificaram uma melhora da recuperacao funcional de ratos devido a
melhora do IFC, bem como, um aumento da amplitude de movimento no grupo
irradiado com 8 J.

Um outro estudo aplicou FBM vermelha (A =685 nm, 15 mW, 3J/cm?) em
ratos submetidos ao esmagamento do nervo ciatico e observaram uma melhora
no padrdo do movimento com aumento do IFC 14 e 21 dias apds o protocolo
de FBM({®), Ja Belchior et al. (2009)(""), assim como no presente estudo ndo
encontraram uma melhora significante no IFC de ratos com lesdo nervosa
periférica apos utilizagdo de FBM vermelha ((A =660 nm, 26,3 mW, 4 J / cm?)
no periodo de 7 e 14 dias, mas uma melhora do IFC foi observada apés 21
dias.

Outros modelos experimentais também adaptaram e utilizaram o IFC
para avaliar a funcdo dos membros posteriores em outras situacfes de
comprometimento do tecido muscular, como por exemplo apos lesdes
musculares ocasionadas por tensdo do musculo por estiramento. Ramos et al.
2012 (®, induziram o musculo tibial anterior de ratos a tensdo muscular por
sobrecarga, impondo um peso gradual de 150% do peso corporal do animal por
20 minutos, por duas vezes e aplicaram FBML infravermelha (810 nm 3,57 W
cm) 2. com dosesde 1J/cm?, 3/Jcm? 6J/cm?e 9J/cm? e tempos de
irradiacdo de 10, 30, 60 e 90 segundos, 1h apds a tensdo muscular, aplicada
sobre o ventre do musculo tibial anterior. Os animais foram submetidos ao IFC
apos 6, 12 e 24h. Os autores verificaram que a FBML com doses variando de
1-9 J/ cm?, melhorou o IFC 12 h apés a tensdo muscular.

De Paiva et al. 2013 ) submeteu ratos Wistar a tensdo muscular por
sobrecarga do musculo tibial anterior, em seguida realizaram o protocolo de
FBML (810 nm, 100 mW, 3 J/cm?) 1 h apés a lesdo. Ao avaliarem o IFC dos
animais, observaram uma melhora nos grupos tratados com FBML.

No presente estudo, avaliamos a interacdo da FBM associada ao
processo de HC em um periodo de até 14 dias, e ao final desse periodo foi

possivel observar um aumento permanente indicativo de piora no IFC, IFT e
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IFP no grupo H. Os grupos submetidos a FBM embora ndo apresentaram uma
reducdo na negatividade do teste, também ndo apresentaram um aumento, 0
que indicaria que uma melhora gradativa podera ocorrer em grupos tratados
com FBM por periodos mais longos, como em um periodo de 21 dias. Esse
guestionamento podera ser melhor elucidado em um estudo futuro. Contudo, o
fato de observarmos no presente estudo que os grupos tratados com FBM néao
apresentaram um aumento na negatividade do teste funcional ap6s 14 dias
guando comparados ao grupo controle, € um indicativo de que tanto a FBM
local quanto a FBM vascular podem favorecer a melhora da capacidade
funcional de musculos sobrecarregados e irradiado por 14 dias ou mais.

Até o momento nédo foi encontrado na literatura registro de estudo que
avaliou a capacidade modulatéria da FBM vascular, nem tdo pouco que
comparou a melhor resposta efetiva entre o protocolo de FBM aplicado de
forma vascular ou local sobre um musculo submetido a sobrecarga funcional.
Assim, esses novos achados podem contribuir para um melhor entendimento
dos mecanismos que envolvem a FBM em ambas as formas de aplicacdo, bem
como auxiliar na deciséo de qual desses protocolos mostram-se como a melhor
escolha terapéutica a ser explorada como possibilidade de intervengcdo nos
acometimentos das desordens musculares ocasionadas por sobrecarga

muscular.
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6. CONCLUSAO

A FBM induziu ao aumento da AST e do diametro da fibra muscular e
garantiu a manutencdo da massa do musculo plantar durante o processo de
HC, sendo esses efeitos potencializados na sua forma sistémica de aplicacéo
(FBMV). Além disso, a FBM demonstrou efeitos positivos no que diz respeito
aos aspectos funcionais da marcha, restabelecendo o indice normal de

funcionalidade préximos aos encontrados no grupo controle.

Limitacdes do estudo

Neste estudo, nos limitamos a avaliar os aspectos funcionais do musculo
plantar frente ao processo hipertrofia compensatéria em um periodo de até 14
dias. Assim, os achados referentes aos aspectos funcionais durante a
hipertrofia compensatéria como a razdo de massa muscular, sensibilidade
mecanica e capacidade funcional da marcha, poderdo ser melhores
esclarecidos em estudos posteriores que incluam um periodo de sobrecarga
muscular maior do que o estabelecido no presente estudo. Além disso, a
utilizacdo da FBMV € uma terapéutica inovadora, porém recente no que diz
respeito a sua capacidade de modulacdo do tecido muscular esquelético.
Dessa forma, outros estudos deverdo ser realizados a fim de confirmarem os
achados do presente estudo e preencher a lacuna cientifica no que diz respeito
aos efeitos dessa terapia frente as diversas alteracbes a que o musculo

esquelético pode ser exposto.
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8.1 Anexo A. Checklist

NOTE: Please save this file locally before filling in the table, DO NOT work on the file within your internet browser as changes will not be saved. Adobe
Acrobat Reader (available free here) is recommended for completion.

ARIVE The ARRIVE guidelines 2.0: author checklist

The ARRIVE Essential

These items are the basic minimum to include in a manuscript. Without this information, readers and reviewers
cannot assess the reliability of the findings.

Item

Recommendation

Section/line
number, or reason
for not reporting

Study design

For each experiment, provide brief details of study design including:

a. The groups being compared, including control groups. If no control group has
been used, the rationale should be stated.

o

The experimental unit (e.g. a single animal, litter, or cage of animals).

3.2
3.1

Sample size

. Specify the exact number of experimental units allocated to each group, and the
total numberin each experiment. Also indicate the total number of animals used.

o

Explain how the sample size was decided. Provide details of any a priori sample
size calculation, if done.

3.1and 3.2

Not reported

Inclusion and
exclusion
criteria

a. Describe any criteria used for including and excluding animals (or experimental
units) during the experiment, and data points during the analysis. Specify if these
criteria were established a priori. If no criteria were set, state this explicitly.

b. For each experimental group, report any animals, experimental units or data points
not included in the analysis and explain why. If there were no exclusions, state so.

2]

. For each analysis, report the exact value of n in each experimental group.

3.1
Not reported

3.9

Randomisation

a. State whether randomisation was used to allocate experimental units to control
and treatment groups. If done, provide the method used to generate the
randomisation sequence.

o

Describe the strategy used to minimise potential confounders such as the order
of treatments and measurements, or animal/cage location. If confounders were
not controlled, state this explicitly.

3.2

3.2

Blinding

Describe who was aware of the group allocation at the different stages of the
experiment (during the allocation, the conduct of the experiment, the outcome
assessment, and the data analysis).

Not reported

Outcome
measures

a. Clearly define all outcome measures assessed (e.g. cell death, molecular markers,
or behavioural changes).

o

For hypothesis-testing studies, specify the primary outcome measure, i.e. the
outcome measure that was used to determine the sample size.

Statistical
methods

. Provide details of the statistical methods used for each analysis, including
software used.

o

Describe any methods used to assess whether the data met the assumptions of
the statistical approach, and what was done if the assumptions were not met.

3.14
3.14

Experimental
animals

. Provide species-appropriate details of the animals used, including species, strain
and substrain, sex, age or developmental stage, and, if relevant, weight.

o

Provide further relevant information on the provenance of animals, health/immune
status, genetic modification status, genotype, and any previous procedures.

3.1

Experimental
procedures

For each experimental group, including controls, describe the procedures in enough
detail to allow others to replicate them, including:

a. What was done, how it was done and what was used.
b. When and how often.
c. Where (including detail of any acclimatisation periods).

d. Why (provide rationale for procedures).

Results

10

For each experiment conducted, including independent replications, report:

a. Summary/descriptive statistics for each experimental group, with a measure of
variability where applicable (e.g. mean and SD, or median and range).

b. If applicable, the effect size with a confidence interval.

Wlw 0 w w

14

not reported
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These items complement the Essential 10 and add important context to the study. Reporting the items in both sets
represents best practice.

Section/line

Item Recommendation number, or reason
for not reporting
Abstract 11 Provide an accurate summary of the research objectives, animal species, strain Pa e 9
and sex, key methods, principal findings, and study conclusions. g
Background 12 a. Include sufficient scientific background to understand the rationale and
context for the study, and explain the experimental approach. 1 2
b. Explain how the animal species and model used address the scientific
objectives and, where appropriate, the relevance to human biology. 1 : 2
Objectives 18 Clearly describe the research question, research objectives and, where 2
appropriate, specific hypotheses being tested.
Ethical 14 Provide the name of the ethical review committee or equivalent that has approved
statement the use of animals in this study, and any relevant licence or protocol numbers (if 3

applicable). If ethical approval was not sought or granted, provide a justification.

Housing and
husbandry

15

Provide details of housing and husbandry conditions, including any environmental
enrichment.

3.1

Animal care and
monitoring

16

a. Describe any interventions or steps taken in the experimental protocols to
reduce pain, suffering and distress.

b. Report any expected or unexpected adverse events.

c. Describe the humane endpoints established for the study, the signs that were
monitored and the frequency of monitoring. If the study did not have humane
endpoints, state this.

3.4
Not reported

Not reported

Interpretation/
scientific
implications

17

a. Interpret the results, taking into account the study objectives and hypotheses,
current theory and other relevant studies in the literature.

b. Comment on the study limitations including potential sources of bias,
limitations of the animal model, and imprecision associated with the results.

4
6

Generalisability/ 18 Comment on whether, and how, the findings of this study are likely to generalise
translation to other species or experimental conditions, including any relevance to human
biology (where appropriate). Not reported
Protocol 19 Provide a statement indicating whether a protocol (including the research
registration question, key design features, and analysis plan) was prepared before the study,
and if and where this protocol was registered. Not reported
Data access 20 Provide a statement describing if and where study data are available.
Not reported
Declaration of 21 a. Declare any potential conflicts of interest, including financial and non-financial.
interests If none exist, this should be stated. 6
b. Listall funding sources (including grant identifier) and the role of the funder(s)
in the design, analysis and reporting of the study. 4
NC [t
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8.2. Anexo B. Certificado de aprovacdo da Comisséo de Etica no Uso de

Experimentagcdo Animal

UNINOVE Comisséo de Etica no

¥ X N X ) Uso de Animais
Universidade Nove de Julha

CERTIFICADO

Certificamos gue a proposta intitulada “EFEITO COMPARATIVO DA FOTOBIOMODULACAD LOCAL E SISTEMICA SOBRE O MUSCULD
PLANTAR DE RATOS DURANTE O PROCESSO DE HIPERTROFLA COMPENSATORIA®, protocolada sob o CELA n® 4624150520 1o ooazs),
sob a responsabilidade de Raguel Agnelll Mesquita Ferrarl e equipe; Andréia Martinelli de Sigueira Araujo - que emvolve a
produgdo, manutencdo efou utilizagio de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de
pesquisa centffica ou ensino - estd de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.8949 de 15
de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacio Animal (CONCEA), e
foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Nove de Julho {CEUA/UNINOVE) na reuniio de
18/05/2020.

We certify that the proposal "COMPARATIVE EFFECT OF LOCAL AND SYSTEMIC PHOTOBIOMODULATION ON THE PLANTAR MUSCLE
OF RATS DURING THE COMPENSATORY HYPERTROPHY PROCESS®, utilizing 85 Heterogenics rats (85 males), protocol number CEUA
4624150520 o oooz2s), under the responsibility of Raguel Agnelll Mesquita Ferrar and team; Andréia Martinelli de Sigueira
Araujo - which involves the production, maintenance andfor use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum
Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8,
2008, Decree 6399 of july 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation
(CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Nove de Julho University (CEUA/UNINOVE] in the
meeting of 05192020,

Finalidade da Proposta: Pesquisa [Acadé&mica)
Wigéncia da Proposta: de 6//2020 a 12/2021 Area: Ciéncias da Reabilitagio
Origem: Biotério - Unidade Vergueiro

Espécie: Ratos heterogénicos sexg: Machos idade: Hal2 semanas N: 8S
Linhagem: Wistar Peso: 2402 2B0g

Local do experimento: Biokério da Universidade Mowve de Julho. Rua Vergueiro, 235/249 - Liberdade, 530 Paulo - SP.

530 Paulo, 10 de junho de 2020
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Prof. Dr. Rodrigo Labat Marcos Profa. Dra. Stella Regina Zamuner
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Universidade Nove de Julho Universidade Nove de Julho
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