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RESUMO

A hipertrofia compensatéria (HC) ocorre devido a sobrecarga mecéanica imposta
ao musculo promovendo o aumento no tamanho de suas fibras. A
fotobiomodulacdo (FBM) tem demonstrado resultados positivos em modular
citocinas envolvidas na adaptacdo muscular necesséria durante a HC
promovendo o aumento da area de seccdo transversa e melhorando a
organizagdo do colageno. O objetivo desse estudo foi avaliar os efeitos do
treinamento aquatico (TA) e sua associacdo com FBM na sintese de citocinas e
aspectos morfolégicos do musculo plantar durante processo de HC em ratos
Wistar. Foram utilizados 26 ratos Wistar machos divididos em 3 grupos: (1)
Controle Hipertrofia compensatéria (HC) (n=6 animais; n=12 amostras - cirurgia
bilateral); (2) HC+TA n=20 amostras e (3) HC+TA + FBM local (FBML) (n=20).
Antes do procedimento cirargico os animais foram submetidos a adaptacdo em
TA por 5 dias de forma progressiva dia 1- 15min, dia 2- 30min, dia 3- 45min,
60min nos dois dias seguintes. A HC foi induzida pela ablagéo bilateral dos
musculos sinergistas do masculo plantar masculos gastrocnémio lateral e medial
do séleo. A FBM foi realizada com LBI AsGaAl 780 nm,10 J/cm?, 40 mW, 10 s, 8
pontos, 3.2 J de energia total. Os animais realizaram o TA em tanques de cloreto
de polivinila (PVC) 35cmx30cmx30cm com capacidade de 20L e temperatura
média de 31+/- 1°C com duracédo de 60 min/dia, 5 vezes por semana, durante 0s
7 e 14 dias. Ap0s esse periodo, os animais foram eutanasiados por overdose de
anestésicos e 0os musculos plantares foram removidos e utilizados para analise
do peso em relagéo ao peso corporal dos animais, andlise de expressao proteica
de TNF-a por ELISA e para andlise de aspectos morfolégicos incluindo o
didmetro das fibras e &area de seccao transversa (AST) por técnica de
histologia com coloracdo H&E. Os dados foram submetidos a anélise estatistica
e expressos em média e erro padrao da média sendo a comparacao entre 0s
grupos realizada pela ANOVA e pds-Hoc Tukey utilizando o programa Grap Pad
Prism 5.00 (Califérnia). Os resultados de massa muscular em relagdo ao peso
corporal dos animais demonstraram que nao houve diferenca entre 0s grupos
HC, HC+TA e grupo HC + TA + FBM em nenhum dos periodos experimentais. A
analise de expressao proteica por ELISA demonstrou que em 7 dias houve uma
reducdo nos niveis de TNF-a nos grupos HC+TA+FBM quando comparado ao
grupo Controle HC. Nao houve diferenca entre os grupos HC+ TA e grupo
HC+TA +FBM. Apoés 14 dias nao foram encontradas diferencas estatisticas entre
os diferentes grupos experimentais. Os resultados da andlise da AST das fibras
musculares demonstraram maiores valores de area apo6s 7 dias no grupo HC+
TA+FBM, quando comparado ao grupo HC+TA e menores valores de area no
grupo HC+TA quando comparado ao grupo Controle HC. Apés 14 dias maiores
valores de area foi observado no grupo HC+TA+FBM quando comparado ao
grupo HC + TA. A andlise quantitativa do diametro das fibras, demonstrou que
apos 7 dias ndo houve diferenca entre 0s grupos experimentais e apos 14 dias
houve um aumento nos grupos HC+TA e HC+TA+ FBM quando comparados ao
grupo HC. Em concluséo, a associacdo do TA associado a FBM modulou a
expressdo de TNF -a e aumentou a AST e o didmetro das fibras musculares.
Além disso, a TA realizado sem a associacdo da FBM, também promoveu o
aumento do diametro das fibras.

Palavras-chave: Fotobiomodulacdo; laser em baixa intensidade; hipertrofia,;
musculo esquelético, exercicios aquaticos, exercicios de resisténcia.



ABSTRACT

Compensatory hypertrophy (CH) occurs when a mechanical overload is imposed
on the muscle promoting an increase in the size of its fibers. The
photobiomodulation (PBM) with low intensity laser (LLLT) showed positive results
in modulating cytokines involved in muscle adaptation necessary during CH
promoting an increase in cross-sectional area and improving collagen
organization. The aim of this study was to evaluate the effects of aquatic training
and its association with PBM on cytokine synthesis and morphological aspects of
the plantar muscle during the CH process in Wistar rats. Twenty-six male Wistar
rats divided into 3 groups were used: (1) Control Compensatory Hypertrophy
(CH) n=6 animals; n=12 samples because the surgery is bilateral); (2)
Hypertrophy + Aquatic Training (CH+AT) n=20 samples and (3) Hypertrophy +
Aquatic Training + PBM (CH+AT+PBM) (n=20). Before the surgical procedure
the animals underwent adaptation in AT for 5 days progressively day 1- 15min,
day 2-30min, day 3- 45min, 60min the next two days. CH was induced by bilateral
ablation of the plantar muscle synergist muscles lateral gastrocnemius and
medial soleus. PBM was performed with AsGaAl 780 nm,10 J/cmz2, 40 mW, 10 s,
8 points, 3.2 J total energy. The animals performed the swimming exercises in
PVC polyvinyl chloride tanks 35cm x 30cm x 30cm with a capacity of 20L and an
average temperature of 31+/- 1°C. The animals swam for 60 min/day, 5 times a
week, during the 7 and 14 days. After this period, the animals were euthanized
by anesthetic overdose and the plantar muscles were removed and used for
weight analysis in relation to the animals' body weight, protein expression
analysis of TNF -a by ELISA and pananalysis of morphological aspects including
fiber diameter and cross-sectional area (CSA) by histology technique with H&E
staining. Data were tested for normality by Kolmogorov-Smirnov test and
expressed as mean and standard error of the mean. The comparison between
groups was performed by ANOVA. The Tukey contrast (post hoc) test was used.
All data were analyzed using the program Grap Pad Prism 5.00 (California) The
results of the muscle mass analysis in relation to the animals' body weight
showed that there was no difference between the CH, CH+AT and CH + AT +
PBM groups in any of the experimental periods. The protein expression analysis
by ELISA demonstrated that at 7 days there was a reduction in TNF-a levels in
the CH+AT+PBM groups when compared to the CH Control group. There was no
difference between the CH+AT group and the CH+AT+PBM group. After 14 days,
no statistical differences were found between the different experimental groups.
The results of the CSA analysis of the muscle fibers showed higher area values
after 7 days in the CH+AT+PBM group, when compared to the CH+AT group
CSA and smaller in area in the CH+AT group when compared to the Control CH
group. After 14 days, greater area values were observed in the CH+AT+PBM
group when compared to the CH + AT group. The quantitative analysis of fiber
diameter showed that after 7 days there was no difference between the
experimental groups and after 14 days there was an increase in the CH+AT and
CH+AT+PBM groups when compared to the CH group. In conclusion, TA
associated with PBM modulated the expression of TNF -a and increased CSA
and muscle fiber diameter. In addition, AT performed without the association of
PBM, also promoted the increase in fiber diameter.

Keywords: Photobiomodulation; low intensity laser; hypertrophy; skeletal
muscle; aquatic exercises; resistance exercises.
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1. INTRODUCAO

O mdasculo esquelético é um tecido com grande plasticidade
caracterizada pela habilidade de se adaptar a estimulos ambientais externos'-
2, O tecido muscular esquelético é composto por células musculares advindas
da diferenciacdo de células precursoras em miocitos e que se fundiram
formando as fibras musculares multinucleadas responsaveis por produzirem
forca e movimento durante o processo de contragcdo muscular 3.

Considerando o aspecto funcional, as fibras musculares podem ser
classificadas como rapidas ou fibras do tipo 1l (lla, llib, lIx/lid) e as lentas que
séo representadas pelas fibras do tipo I.

As células satélites (CS), sdo células tronco mononucleares, fusiformes,
localizadas paralelamente nas fibras musculares do masculo esquelético entre
o sarcolema e a lamina basal. Na literatura, desde sua descoberta ha mais de
cinco décadas aproximadamente, estuda-se qual a sua contribuicdo para a
manutencdo da massa muscular, regeneracdo e hipertrofia do musculo
esquelético®. No que diz respeito a hipertrofia, as CS séo responsaveis por
contribuir diretamente com o aumento da massa muscular. Dessa forma, frente
a um estimulo de sobrecarga por exercicio ou apés um dano muscular, essas
células sao ativadas e iniciam os eventos de proliferacdo, diferenciacao,
migracao e fusdo com a fibra adulta ou formagéo de uma nova fibra muscular®
67, Assim o processo de hipertrofia da fibra muscular esquelética decorre do
aumento da concentracdo das células satélites CS nas fibras®.

A hipertrofia do musculo esquelético pode envolver o0s seguintes
mecanismos: (1) ativacdo das CS em respostas a um estimulo agudo, como no
caso da ablacéo sinérgica de determinados musculos ou (2) a realizacdo de
exercicios excéntrico de alto impacto®. E importante destacar que estas sdo
situacdes relacionados a ocorréncia de micro lesdes proprias do processo
adaptativo da fibra muscular.
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MECANISMOS DE AGAO DAS CELULAS SATELITES NA HIPERTROFIA

1 - Fibra muscular com células satélites 4 - Diferenciagdo em Mioblastos
- - Miogenina
= - Myf-4
- IGF-1
T=—=__—=_ | Sarcomero - -
2 - Miotrauma 5 - Fusdo dos Mioblastos
3 - Ativagao e Proliferagao 6 - Fibra muscular regenerada
) i 2 MyoD l
yt Myt-5
ﬂ\ +— IGF-1
- ot IL-6
i — ] :

Created in BioRender.com bio

Figura 1: Esquema do processo de adaptacdo muscular apés um miotrauma.
Fonte: Extraida de Martinelli A (2022) desenvolvida em (https://biorender.com/)

(1) . Fibra muscular saudavel com células satélites em estado quiescente. (2). Representacio de dano na fibra
ap6s um miotrauma. (3). Células satélites ativadas e em proliferagdo. (4). Células satélites diferenciando-se
em mioblastos. (5). Migragdo, 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 fusio
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 fungdes.

A hipertrofia compensatéria HC do musculo esquelético € uma
adaptacdo que ocorre devido a sobrecarga mecéanica imposta ao musculo
promovendo o aumento no tamanho da fibra muscular®!!. Entre as formas para
0 aumento da demanda funcional para ganho de massa muscular destacam-se
a remocdo dos musculos sinergistas e a sobrecarga crbnica por meio de
exercicios de resisténcia de alta intensidade &!'. Estudos anteriores tém
demonstrado que a sobrecarga funcional é o principio fundamental utilizado
para promover a HC das fibras musculares em modelos experimentais 19-1° e
gue o musculo plantar geralmente € o musculo utilizado para induzir uma

sobrecarga mecanica em modelos experimentais de HC 10-11.14-15 Dessa forma,


https://biorender.com/
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a necessidade de adaptacdo neste musculo pode ocorrer quando uma
sobrecarga mecéanica € imposta devido a remocdo de seus sinergistas,
induzindo a sintese proteica excessiva, promovendo assim 0 aumento tanto da
area da fibra muscular quanto de seu diametro, que resultara no aumento da
massa muscular 10-11,

Na HC h& um aumento da demanda metabdlica e nessa situacdo a
angiogénese local é extremamente importante para suprir as necessidades do
musculo sobrecarregado. Além disso, devido ao excesso de carga, as fibras
musculares passam a exibir uma maior area de seccao transversa (AST) e
diametro das fibras %11, Martinelli et al. (2022)!, ao induzir a HC do musculo
plantar em ratos observaram um aumento da AST e do didmetro da fibra apos
7 e 14 dias da inducdo da HC. Terena et al. (2015)19, também observaram um
aumento da AST das fibras musculares do musculo plantar de ratos submetidos
a HC por 14 dias.

Outro evento que podera ocorrer € um aumento do peso Umido do
musculo. O estudo de Martinelli et al. (2022)*%, utilizando também o modelo de
HC do musculo plantar em ratos durante 14 dias, verificaram que o musculo
sobrecarregado e tratado com fotobiomodulagédo manteve sua massa muscular
semelhante ao volume da massa muscular do grupo controle. Terena et al.
(2015)%°, também encontraram um aumento do peso do musculo ao comparar
0 musculo sobrecarregado ao peso corporal do animal apés 14 dias da inducéo
da HC.

No contexto clinico, a HC acontece quando um musculo necessita
adequar-se diante de uma sobrecarga excessiva imposta em virtude da
auséncia ou diminuicdo da funcionalidade de seus sinergistas, que pode ser
decorréncia de lesdes nervosas parciais e desequilibrios musculares®. Além
disso, os acidentes automobilisticos e de outros tipos que podem causar uma
ruptura de um tendéo ou algum trauma muscular mais severo envolvendo 0s
nervos periféricos podem evoluir para uma condi¢cdo de HC 1618 |ndividuos
afetados por essas alteragBes musculares podem progredir para um déficit
funcional muscular.

O mdasculo esquelético € um tecido capaz de expressar diferentes
citocinas em resposta a contragcdo muscular, regeneragdo e processos

adaptativos?4+2°, Citocinas sdo proteinas de baixo peso molecular que iniciam
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sua acao através da ligacdo a receptores especificos, ativando alteracbes da
sintese do RNA e de proteinas do organismo. Possuem capacidade de atuar
de forma local, em células proximas ou podem ser secretadas pela corrente
sanguinea promovendo efeitos a distancia®®. Assim, as citocinas séo
importantes mediadores de varios aspectos da saude e da doenca, incluindo
metabolismo de glicose e lipidios e a hipertrofia e atrofia do musculo
esquelético 2°,

As citocinas interleucina seis IL-6, interleucina um beta IL1- e o fator
de necrose tumoral alfa TNF-a, sdo classificadas como citocinas inflamatorias
9, 2628 @ especificamente a IL-6, quando liberada no musculo esquelético é
capaz regular positivamente a massa muscular frente a situacbes que
requerem contracdes musculares repetidas, como durante a pratica de
exercicios resistidos ou em situagcdes de sobrecarga muscular excessiva.
Nessas condi¢des, ha uma sinalizagdo autdcrina e paracrina dessa citocina que
induzira a hipertrofia muscular através do controle, diferenciacéo e proliferacao
de midcitos °2°,

A IL-6 € a primeira citocina liberada pelo musculo esquelético, em
resposta a contracdo muscular 3. Essa citocina é capaz de ativar as CS,
contribuindo com o aumentando de sua proliferagdo, bem como formando
novas fibras, auxiliando assim no aumento da massa muscular que resultara
na hipertrofia do musculo a partir da sinalizacéo das células satélitess?.

Por outro lado, outras citocinas podem interferir negativamente na
manutencao e crescimento da massa muscular, a exemplo desse mecanismo
destacam-se o TNF-a e a IL1- 3. O TNF-a atua no musculo esquelético como
uma citocina relevante frente a reducédo da resposta hipertréfica do masculo e
consequente comprometimento da forca muscular, bem como, sobre a
diminuicdo da capacidade de resposta ao exercicio fisico % 3233,

Ja a IL1- B esta associada com a regulacdo de diversas citocinas
inflamatérias incluindo a IL-6 e 0 TNF-a 27. Além disso a IL1- B pode associar-
se e aos quadros de caquexia uma vez que esta citocina pode aumentar a
expressdo de genes catabdlicos ?’. Nesse sentido, o estudo de Braun et al.
2008 34, demonstraram que a IL1- B foi capaz de induzir a perda de massa

muscular em camundongos.
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Um outro estudo relatou que niveis séricos circulantes aumentados de
IL1- B esta associada a inflamagao muscular proprias da distrofia muscular de
Duchenne?,

Reconhecendo a atuacao dessas citocinas no musculo esquelético, é de
grande relevancia compreender os mecanismos de modulacdo dessas
miocinas sobre um musculo exposto a condi¢cdes que promovam algum tipo de
dano tecidual com necessidade de reparo, como pode ocorrer na HC devido a
sobrecarga aguda imposta sobre o musculo, que podera induzi-lo a algum tipo
de dano tecidual.

Outro aspecto importante em se tratando de reabilitacdo de pacientes é
conhecer os recursos ou as formas de intervencédo que possam contribuir com
esse processo adaptativo frente uma sobrecarga funcional com o objetivo de
tornar os musculos comprometidos mais funcionais, é o primeiro objetivo dos
profissionais que trabalham na area da reabilitagdo. Assim, os exercicios fisicos
podem ser praticas importantes para a recuperacao de individuos com esse
tipo de comprometimento muscular®.

Neste contexto surgem o0s exercicios realizados em meio aquatico. Os
efeitos biolégicos da imersdo em agua, que estdo relacionados com o0s
principios fundamentais da hidrodindmica, podem ser benéficos em
determinados contextos de treino fisico. Compreender esses efeitos e as
propriedades fisicas da agua, como densidade, pressdo hidrostatica e
flutuabilidade/empuxo, pode, portanto, ndo apenas ser benéfico nos programas
de condicionamento fisico, mas também em protocolos para recuperagao pos-
exercicio e/ou reabilitacdo funcional?t.

Os exercicios realizados no ambiente aquatico quando comparado ao
exercicio realizado no solo, podem otimizar o aumento do processo de
adaptacdo dos ajustes corporais que desempenham habilidades motoras
variadas, aprimorando assim a qualidade do comportamento motor22,

Alguns dos efeitos terapéuticos obtidos em um programa de exercicio
aquatico séo: reducdo de edema, diminuicdo do espasmo muscular, melhora
na amplitude de movimento, reeducacéo da marcha, independéncia funcional,
melhora da coordenacdo motora global, diminuicdo do impacto e da descarga

de peso sobre as articulagdes dentre outros 23,
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O estudo de Dimitrijevic et al. (2012) 22 relataram que os exercicios
realizados na agua séo facilitados devido a acao da gravidade ser menor. Em
adicdo, Torres et al. (2014)2, afirmaram que o treinamento aquatico também
pode produzir beneficio frente a reabilitacéo, otimizando a prevencéo de danos
musculares e dores apés o exercicio?!.

Ja Igarashi & Noagami et al. (2018) 24 descreveram que 0S exercicios
aquaticos melhoraram a dor e otimizaram a flexibilidade e a for¢ca muscular.

Com relagdo a sintese de citocinas, Gaia Giuriato et al. (2022)2,
demonstraram que o exercicio fisico aumenta as concentracdes circulantes de
citocinas inflamatorias especificas como a IL-6 e IL-1 .

Ainda com relacao a reabilitacdo do musculoesquelética, é importante
destacar os efeitos positivos da utilizacdo de recursos fototerapicos que tem
demonstrado na literatura efeitos positivos tanto para regeneracdo quanto para
processos adaptativos do tecido muscular, incluindo a HC. Neste sentido, a
fotobiomodulagdo FBM com laser de baixa intensidade LBI j& demonstrou
diversos efeitos positivos em alteracdes musculoesqueléticas distintas,
conforme ja descrito na literatura 910 35-38,

Os efeitos da FBM ocorrem através da absor¢cdo da luz pelos
fotorreceptores presentes nas células. Os fotorreceptores modulam as reacdes
bioquimicas e fotoquimicas nas células, promovendo a transferéncia de
elétrons da cadeia respiratoria, induzindo a sintese de adenosina trifosfato ATP,
esse processo € denominado como cadeia mitocondrial respiratéria 2.

Dentre os efeitos positivos da FBML aplicada de forma local no tecido
muscular, encontram-se a modulacdo da resposta inflamatoria, a sintese e
producédo de colageno 4%4! e o remodelamento da matriz extracelular MEC 42,
além de apresentar efeitos positivos sobre os fatores regulatérios miogénicos*?
e sobre a angiogénese apds lesdo muscular aguda *2. Mesquita-Ferrari et al.
(2011) %8 ao utilizarem o FBM apés lesdo aguda em tecido muscular, verificaram
uma diminuig&o na expresséao da citocina TNF-a apés 1 e 7 dias, no grupo lesao
com FBM em comparacdo ao grupo lesdo sem FBM. Além disso, houve
diminuicdo da citocina TGF-B aos 7 dias no grupo que recebeu a FBM em
comparacdo ao grupo lesdo sem FBM e apods 14 dias houve uma diminuicdo
significativa de TGF-B no grupo lesdo com FBM em comparagao ao grupo

controle. Em um modelo de HC, Terena et al. (2015)1°, analisaram o efeito da
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FBM A 780nm, 1W/cm?, 3,2 J, 80 seg, sobre os aspectos morfoldgicos do tecido
muscular durante o processo de HC por sobrecarga em ratos Wistar e
encontraram um aumento na area de secgdo transversa AST das fibras
musculares apés 14 dias. Em um outro estudo, Terena et al. (2018)%, utilizando
a FBM nos parametros: A 780nm, 1W/cm?, 3,2 J, 80 seg, aplicada em 8 pontos
ao redor do musculo plantar, demonstraram que durante a HC do musculo
plantar em ratos induzida por ablacdo de seus sinergistas (gastrocnémio e
s6leo), houve no grupo irradiado um aumento na quantidade de mionucleos
apos 14 dias, aumento do colageno no grupo irradiado apos 7 dias seguido de
uma diminuicdo apds 14 dias. Observou-se ainda melhor organizagdo das
fibras coldgenas nos tenddes apds 14 dias de irradiacdo ao compara-las com
as fibras do grupo que néo recebeu irradiacdo com FBM.

Martinelli et al. (2020)° observaram que a FBM infravermelha A 780nm,
1W/cmz2, 3,2 J, 80 seg, aplicada de forma local sobre o musculo plantar,
modulou positivamente citocinas inflamatérias chaves participantes no
processo de aumento e diminuicdo da massa muscular apos 7 e 14 dias de
inducdo da sobrecarga muscular. E Martinelli et al. (2022)*1, utilizando a FBML
aplicada de forma local sobre o masculo plantar ou aplicada de forma vascular
sistémica FBMV sobre um vaso sanguineo localizado na cauda de ratos Wistar,
verificaram que a forma sistémica aumentou a AST apds sete e 14 dias. Além
disso, apos sete dias, observou-se um aumento no diametro da fibra muscular
nos animais irradiados com FBMV e aos 14 dias observou-se um aumento no

diametro da fibra em ambos os grupos irradiados, FBM e FBMV.

Justificativa

A compreensédo de como a FBM associada ao protocolo de treinamento
aquatico podem interferir sobre aspectos relevantes a um musculo exposto a
uma sobrecarga funcional, bem como, avaliar os efeitos distintos apenas do
exercicio de resisténcia ou do exercicio associado a FBM frente a hipertrofia
compensatoéria, nos permite ampliar o entendimento de acdo dessas duas
formas de intervencao terapéuticas muito utilizadas na reabilitacéo, a FBM e
exercicios de resisténcia em meio aquatico, possibilitando determinar qual
protocolo de tratamento pode resultar na melhor resposta funcional do musculo

plantar quando submetido a hipertrofia compensatoria.
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N&o ha relatos dos efeitos da FBM quando aplicada de forma local
(FBML) associada a pratica de exercicios de resisténcia em meio aquatico
sobre as citocinas inflamatérias durante o processo de hipertrofia
compensatoria.

Estudos prévios de nosso grupo de pesquisa 2 1% 35 demonstraram
efeitos positivos da FBM durante o processo de HC, contudo néo foi aliada a
associacdo da FBM com a prética de exercicio que € constante em protocolos
de reabilitacdo utilizados clinicamente para a hipertrofia muscular. Assim de
forma inédita no presente estudo, associamos o uso da FBM, que ja
demonstrou ser uma terapia promissora frente ao processo de HC, a pratica de
treinamento aquético, o que nos permite investigar se tal associacdo pode
promover alteracdes moleculares e morfolégicas positivas em um musculo
exposto a uma sobrecarga excessiva como ocorre na HC.

Como hipotese o exercicio de resisténcia em meio aquatico associado ao
protocolo de FBM, podera interferir de forma positiva sobre os aspectos
moleculares importantes ao musculo esquelético. O exercicio em meio aquatico
associado ao protocolo de FBM, também podera influenciar nos aspectos
morfolégicos do muasculo plantar de ratos promovendo assim uma resposta
positiva no que diz respeito aos mecanismos que interferem diretamente na
hipertrofia compensatdria do muasculo plantar de forma a contribuir com o

aumento da massa muscular.
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2. OBJETIVOS

GERAL: Avaliar os efeitos do treinamento aquatico e sua associagdo com FBM
sobre a sintese de citocinas e aspectos morfolégicos do musculo plantar
durante processo de HC em ratos Wistar.

ESPECIFICOS: Avaliar os efeitos da FBM com laser em baixa intensidade
associado protocolo treinamento aquético durante HC do musculo plantar de

ratos Wistar no que se refere a:

e A massa muscular dos musculos plantares direitos e esquerdos;
e Expressao proteica da citocina inflamatoria TNF-q;
e Aspectos morfolégicos do musculo plantar incluindo:

v' Area de seccio transversa;

v Diametro das fibras
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3. METODOLOGIA

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da
Universidade Nove de Julho (UNINOVE) (protocolo CEUA n° 1664030522) e
os experimentos foram realizados em conformidade com as diretrizes do
Conselho Nacional para o Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA).
3.1 Animais

Foram utilizados 26 ratos machos, da linhagem Wistar (Rattus
norvegicus: var. albinus, Rodentia, Mammalia), com aproximadamente 8
semanas de vida e peso médio de 280g mantidos no biotério da (UNINOVE).

Os animais foram mantidos em caixas plasticas apropriadas, em
ambiente climatizado com temperatura controlada (22 a 25°C), umidade
relativa (40%), luminosidade controlada com ciclo de 12h (claro/escuro) e com
comida (NUTRILAB CR-1®) e agua ad libitum.

N&o houve necessidade de exclusao de nenhum animal de qualquer

um dos grupos experimentais.

Os animais foram distribuidos aleatoriamente nos seguintes grupos

experimentais:

3.2 Grupos Experimentais

e Grupo Controle Hipertrofia (HC): Os animais foram somente
submetidos a ablacdo bilateral dos musculos sinergistas do musculo
plantar (sem treinamento aquatico TA e sem FBM). Foram eutanasiados
apos 7 (n=3) e 14 dias (n=3) do inicio do experimento (n=6); (6 animais,
12 amostras/patas);

e Grupo Hipertrofia + Treinamento Aquatico (HC+TA): Os animais
foram submetidos a ablacdo dos musculos sinergistas do musculo
plantar bilateralmente e foram somente submetidos ao TA. Os animais
foram eutanasiados apés 7 (n=5) e 14 (n=5) dias do inicio do
experimento (n=20) (10 animais e 20 amostras);

e Grupo Hipertrofia + Treinamento Aquatico + FBM (HC+TA+FBM): Os
animais foram submetidos a ablacdo dos musculos sinergistas do

musculo plantar bilateralmente, ao TA. Nesse grupo os animais foram
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submetidos também ao protocolo FBM local na regido da posterior da
pata esquerda. Os animais foram eutanasiados ap6s 7 (n=5) e 14 (n=5)
dias do inicio do experimento (n=20) (10 animais e 20 amostras).
Destacamos que no presente estudo nao foi incluido o grupo hipertrofia
compensatoéria + FBM, com o intuito de diminuir o nimero de animais
utilizados no estudo conforme preconiza o CEUA, visto que este grupo
ja foi investigado em estudos anteriores em modelo de HC, que
avaliaram o efeito da FBM local sobre os aspectos moleculares e
morfolégicos dos musculos plantares de ratos durante o processo de
HC.

3.3 Fluxograma do estudo

Ratos Wistar,
MN=26

Grupo HC Grupo HC+ TA Grupo HC+TA+FBM
M= 6 N=10

odos experimentais 7 e 14 dias

Procedimento cindrgico ablacdo dos musculos plantares e eutanadsia

Aniilise histoldgica

AST, didmetro das fibras e relacdo das massas DfE

Figura 2: Fluxograma da metodologia de estudo incluindo os diferentes grupos,

periodos experimentais e analises realizadas.
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3.4 Procedimento Cirurgico

O procedimento cirurgico foi realizado conforme descrito previamente na
literatura 4% 2.0 modelo de HC utilizado no presente estudo, consiste na
remocao cirdrgica dos musculos sinergistas gastrocnémio e séleos do musculo
plantar, bilateralmente, impondo uma sobrecarga de trabalho funcional sobre
esse musculo %1% Os animais foram pesados e anestesiados com injecéo
intraperitoneal a base de Ketamina 10% (0,2 mL/100g do peso do animal)
(Dopalen, Vetbrands, Sao Paulo, Brasil) e Xilazina 2% (0,1 mL/100g do peso
do animal) (Anasedan, Vetbrands, S&o Paulo, Brasil). Para aplicacdo da
anestesia foram utilizadas seringas de modelo insulina. Em seguida foi
realizada a tricotomia seguida da inciséao longitudinal na regido dorsal das patas
traseira de + 2cm e exposicao do musculo gastrocnémio. Esses tenddes foram
isolados e seccionados para permitir a remocao parcial do masculo. O mesmo
procedimento foi realizado para o0 masculo séleo, com cuidado para ndo causar
lesBes em nervos e vasos sanguineos. O musculo plantar situado abaixo dos

musculos removidos foi preservado e sofrera a sobrecarga funcional.



Figura 3: Procedimento cirdrgico de ablacdo dos sinergistas para a hipertrofia do musculo
plantar. (A) incisdo longitudinal da regido posterior da pata traseira; (B) exposicéo, sec¢cdo do
tendao e(C) retirada parcial do m. gastrocnémio lateral (D) retirada parcial do ventre muscular
do m. gastrocnémio medial; (E) ablagdo do musculo séleo; (F) sutura na area da inciséo. Fonte:
proprio autor

ApOs o procedimento cirdrgico, foi realizada a sutura das areas incisadas
utilizando-se fio de poliamida Ethicon® e os animais foram mantidos em
gaiolas.

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

Com o objetivo de diminuir a sensibilidade dolorosa pds-operatério os
animais receberam administracdo subcutadnea 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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3.5 Protocolo de Treinamento Aquatico (TA)

O protocolo de TA foi realizado de acordo com o descrito por Beasi et al
(2021)*4. Dessa forma, foram utilizados tanques de cloreto de polivinila PVC
35cm x 30cm x 30cm com alga metalica e galvanizada, graduados em silk-
screen marcando de (1L a 18L) e sendo preenchido com agua até 20L de 4gua
31+/-1° aquecida com aquecedor portatil de agua (ebulidor) e controlada com
termdmetro digital e com uma profundidade de 20 cm. Durante a realizacdo do
protocolo de TA nao foi imposta carga sobre o corpo do animal. Na semana
anterior ao procedimento cirargico da HC, os animais foram submetidos a
adaptacdo ao ambiente aquatico e ao treinamento adaptativo da prética de
exercicio com aumento gradativo do tempo de treinamento. As sessfes de
adaptacao foram de 15 min no primeiro dia, 30 min no segundo dia, 45 min no
terceiro dia e a partir do quarto dia todas as sessoes tiveram duracédo de 60
min.

O treinamento efetivo ocorreu nos dias 3 a 7 apds a inducédo da HC nos
grupos avaliados em 7 dias n=5 sessbes de TAe nosdias3a 7 e 10 a 14 nos
grupos avaliados em 14 dias n=10 sessdes de TA, sempre no mesmo horario
e a cada 24h. Os animais do grupo HC + TA e grupo HC+ TA + FBM, realizaram
o treinamento por 5 ou 10 sessbes de 60 min cada, de acordo com o periodo
experimental de cada grupo que foi de 7 ou 14 dias. Durante o periodo de
realizacdo do TA, um pesquisador permaneceu observando o movimento dos
animais durante todo o treinamento, para se certificar que ndo houve periodos
de inatividade no tanque. Ao término das sessfes do protocolo de TA o0s
animais foram secos e aquecidos e retornaram as gaiolas. O dia da cirurgia foi
considerado o dia zero e nesse dia ndo houve treinamento. Nos dias 1 e 2 os
animais avaliados em 7 e 14 dias, nao foram submetidos ao protocolo de TA
afim de preservar o local da cirurgia. Nos dias 3 a 7 0os animais realizaram o
protocolo de TA, totalizando 5 dias de TA. No sétimo dia foi o término do
protocolo experimental dos animais dos grupos avaliados em 7 dias.

Assim, apds a ultima sesséo de TA dos grupos avaliados por 7 dias, 0s
animais foram eutanasiados. Na sequéncia, 0s animais dos grupos avaliados
em 14 dias néo realizaram treinamento nos dias 8 e 9. Nos dias 10 a 14, os

animais realizaram o TA totalizando 10 dias de treinamento. No décimo quarto
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dia apds a ultima sessao de treinamento, os animais foram eutanasiados.

3.6 Imagens do Protocolo do Treinamento Aquatico (TA)

=

Figura 4: (A) Dispositivo de TA preenchido com &agua; (B) Uso do ebulidor e
termbémetro; (C) Animais realizando o protocolo de TA e a demonstragdo da afericdo
de temperatura da é&gua; (D) Secagem manual e individual dos animais; (E)
Acomodacgdo dos animais em suas gaiolas sobre manta térmica. Fonte: proprio

autor.

3.7 Protocolo de Fotobiomodulacéo

Os animais do grupo HC + TA + FBM foram irradiados diariamente com
LBI apos a realizacdo do protocolo de TA com os parametros baseados em
estudos prévios % 135 tabela 1 utilizando o equipamento de LBI TwinLaser,
MMOptics, Sao Carlos, Brasil. A irradiacdo foi unilateral (pata esquerda),
diariamente até o término do periodo experimental 7 ou 14 dias. Para evitar
refracdo do feixe do laser aplicacdo sera realizada no angulo de 90°C entre o

emissor e a pele do animal (aplicacdo perpendicular). No inicio e final do
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procedimento experimental, a poténcia de emissao de luz do laser sera aferida

utilizando o Laser Checkpower meter (MM Optics, S&o Carlos SP, Brasil).

Figura 5: Procedimento de irradiacdo com LBI aplicado ao redor da sutura na

regido da pele que recobre o musculo plantar. Fonte: préprio autor

Tabela 1: Pardmetros dosimétricos utilizados na irradiacéo

Meio ativo

Arseneto de Galio e Aluminio (AsGaAl)

Comprimento de onda
Area do feixe

Poténcia média
Densidade de poténcia
Exposicao radiante
Energia por ponto
Total de pontos
Tempo por ponto
Tempo total

Energia total

780 nm

0,04 cm?

40 mW

1 W/cm?

10 J/cm?
04J

8 pontos

10 segundos
80 segundos

3.27J
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3.8 Procedimento de eutanasia e coleta do material

Apos o periodo experimental de cada grupo 7 e 14 dias, os animais foram
eutanasiados por overdose de anestésicos (2x a dose aplicada para a
anestesia), foi realizada assepsia, tricotomia, incisdo para exposicao total e
remocgcdo dos musculos plantares. Os musculos plantares foram coletados e
imediatamente pesados para analise da relacdo da massa muscular em
comparacdo ao peso corporeo do animal. Os musculos também foram
utilizados para a analises da expressao proteica de TNF-a por ELISA, utilizando
kits comerciais (R&D System, Minneapolis, EUA) e para analise histologica por
técnica de HE.

3.9 Analise da massa muscular

Apoés a eutanasia dos animais nos diferentes periodos de anélise, os
musculos plantares direito e esquerdo foram cuidadosamente removidos por
meio da ressecc¢ao do tendao de origem e da insercdo éssea e limpos conforme
descrito anteriormente. Os musculos foram pesados em uma balanga semi-
analitica e para cada animal foi calculada a relacdo de massa muscular em
comparacado ao peso corpéreo do animal como descrito anteriormente por
Terena et al. (2015)1°,

usando a seguinte formula:

r=—

PC
Sendo:

r: relacdo de massa muscular

m: massa muscular

PC: peso corporal

Para essa analise foram coletados os dados de 3 animais no grupo HC

e 5 animais dos grupos HC + TA e grupo HC + TA + FBM.
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3.10 Analise de expressdao proteica: ELISA (Enzyme-Linked

Immunosorbent Assay)

Amostras dos musculos plantares também foram submetidas a anélise
de expressao proteica das citocinas TNF-a. Para isso, os musculos foram
pesados e homogeneizados (Fisher Scientific® PowerGen 125) com tampao
de extracdo RIPA e fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF) 0.1 mM. Em seguida,
o extrato tecidual foi centrifugado a 10.000 rpm por 10 minutos a 4 °C, e 0
sobrenadante armazenado a -80°C até o momento da analise. A quantificacao
de proteina total nas amostras foi realizada em NanoDrop 2000 (Thermo
Scientific), com comprimento de onda de (260 e 280) nm. Os niveis de TNF-a
no extrato do masculo plantar dos animais foram avaliadas através do ensaio
imunoenzimatico ELISA, seguindo recomendacdes dos kits comerciais (R&D
System, Minneapolis, EUA). Para essa analise foram coletados os dados de 3

animais do grupo HC e 5 animais dos grupos HC + TA e grupo HC + TA + FBM.

3.11 Analise histolégica do tecido muscular

As amostras musculares foram também utilizadas para analise
morfolégica e para este procedimento 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
incubacbes em solugBes com concentracdo crescente de alcool etilico (70%,
80%, 90%) num periodo de 1h cada, passados 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¢oes
centrais posicionadas mais externamente no bloco. 3 cortes de 10um de
espessura foram realizados no microtomo (Leica RM2125, Nussloch,
Alemanha) sendo colocados em laminas de microscopia e mantidos em estufa
a 37°C durante 12 horas.

As laminas foram submetidas as colorac¢6es histologicas de hematoxilina

e eosina (HE) e avaliadas por microscopia de luz (microscépio Axioplan 2,
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Zeiss, Alemanha) para serem avaliados os seguintes aspectos morfoldgicos:
didametro das fibras musculares e area de seccao transversa (AST).

Para permitir a analise quantitativa destes aspectos foram consideradas 3
areas por lamina de 3 animais/grupo. 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 Anéalise de Resultados

Os dados foram testados quanto a sua normalidade pelo teste
Kolmogorov-Smirnov e foram expressos em média e desvio-padrdo se
aderirem a curva de Gauss ou mediana e intervalo interquartilico se nao
aderirem. A comparacao entre os grupos foi realizada pela ANOVA se os dados
forem paramétricos ou pelo Kruskal-Wallis se ndo paramétricos. O Teste de
contraste (P6s-Hoc) utilizado sera o Tukey. Os resultados foram considerados
estatisticamente significantes se p< 0,05 e foram analisados por meio do

programa GraphPad Prism 5.00 (California, EUA).
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RESUMO

A hipertrofia compensatoria (HC) ocorre devido a sobrecarga mecéanica imposta
ao mauasculo promovendo o0 aumento no tamanho de suas fibras. A
fotobiomodulacdo (FBM) tem demonstrado resultados positivos em modular
citocinas envolvidas na adaptacdo muscular necessaria durante a HC
promovendo o aumento da area de seccdo transversa e melhorando a
organizacdo do coldgeno. O objetivo desse estudo foi avaliar os efeitos do
treinamento aquatico (TA) e sua associacdo com FBM na sintese de citocinas
e aspectos morfoldégicos do musculo plantar durante processo de HC em ratos
Wistar. Foram utilizados 26 ratos Wistar machos divididos em 3 grupos: (1)
Controle Hipertrofia compensatoria (HC) (n=6 animais; n=12 amostras - cirurgia
bilateral); (2) HC+TA n=20 amostras e (3) HC+TA + FBM local (FBML) (n=20).
Antes do procedimento cirtrgico os animais foram submetidos a adaptacdo em
TA por 5 dias de forma progressiva dia 1- 15min, dia 2- 30min, dia 3- 45min,
60min nos dois dias seguintes. A HC foi induzida pela ablacdo bilateral dos
musculos sinergistas do musculo plantar musculos gastrocnémio lateral e
medial do séleo. A FBM foi realizada com LBI AsGaAl 780 nm,10 J/cm2, 40 mW,
10 s, 8 pontos, 3.2 J de energia total. Os animais realizaram o TA em tanques
de cloreto de polivinila (PVC) 35cmx30cmx30cm com capacidade de 20L e
temperatura média de 31+/- 1°C com duracdo de 60 min/dia, 5 vezes por
semana, durante os 7 e 14 dias. Apds esse periodo, os animais foram
eutanasiados por overdose de anestésicos e 0s musculos plantares foram
removidos e utilizados para analise do peso em relacdo ao peso corporal dos
animais, analise de expresséao proteica de TNF-a por ELISA e para andlise de
aspectos morfologicos incluindo o diametro das fibras e area de seccédo
transversa (AST) por técnica de histologia com colora¢do H&E. Os dados foram
submetidos a andlise estatistica e expressos em média e erro padrao da média
sendo a comparacao entre os grupos realizada pela ANOVA e pés-Hoc Tukey
utilizando o programa Grap Pad Prism 5.00 (Califérnia). Os resultados de
massa muscular em relacdo ao peso corporal dos animais demonstraram que
nao houve diferenca entre os grupos HC, HC+TA e grupo HC + TA + FBM em
nenhum dos periodos experimentais. A analise de expressao proteica por
ELISA demonstrou que em 7 dias houve uma redugéo nos niveis de TNF-a nos
grupos HC+TA+FBM quando comparado ao grupo Controle HC. Nao houve
diferenca entre os grupos HC+ TA e grupo HC+TA +FBM. Apoés 14 dias ndo
foram encontradas diferencas estatisticas entre os diferentes grupos
experimentais. Os resultados da andlise da AST das fibras musculares
demonstraram maiores valores de area ap0s 7 dias no grupo HC+ TA+FBM,
guando comparado ao grupo HC+TA e menores valores de area no grupo
HC+TA quando comparado ao grupo Controle HC. Apo6s 14 dias maiores
valores de &rea foi observado no grupo HC+TA+FBM quando comparado ao
grupo HC + TA. A analise quantitativa do diametro das fibras, demonstrou que
apos 7 dias nao houve diferenca entre os grupos experimentais e apos 14 dias
houve um aumento nos grupos HC+TA e HC+TA+ FBM quando comparados
ao grupo HC. Em concluséo, a associa¢do do TA associado a FBM modulou a
expressdo de TNF -a e aumentou a AST e o diametro das fibras musculares.
Além disso, a TA realizado sem a associa¢cdo da FBM, também promoveu o
aumento do diametro das fibras.

Palavras-chave: Fotobiomodulacdo; laser em baixa intensidade; hipertrofia;
musculo esquelético, exercicios aquaticos, exercicios de resisténcia.
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ABSTRACT

Compensatory hypertrophy (CH) occurs when a mechanical overload is
imposed on the muscle promoting an increase in the size of its fibers. The
photobiomodulation (PBM) with low intensity laser (LLLT) showed positive
results in modulating cytokines involved in muscle adaptation necessary during
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CH promoting an increase in cross-sectional area and improving collagen
organization. The aim of this study was to evaluate the effects of aquatic training
and its association with PBM on cytokine synthesis and morphological aspects
of the plantar muscle during the CH process in Wistar rats. Twenty-six male
Wistar rats divided into 3 groups were used: (1) Control Compensatory
Hypertrophy (CH) n=6 animals; n=12 samples because the surgery is bilateral);
(2) Hypertrophy + Aquatic Training (CH+AT) n=20 samples and (3) Hypertrophy
+ Aguatic Training + PBM (CH+AT+PBM) (n=20). Before the surgical procedure
the animals underwent adaptation in AT for 5 days progressively day 1- 15min,
day 2-30min, day 3- 45min, 60min the next two days. CH was induced by
bilateral ablation of the plantar muscle synergist muscles lateral gastrocnemius
and medial soleus. PBM was performed with AsGaAl 780 nm,10 J/cm?, 40 mW,
10 s, 8 points, 3.2 J total energy. The animals performed the swimming
exercises in PVC polyvinyl chloride tanks 35cm x 30cm x 30cm with a capacity
of 20L and an average temperature of 31+/- 1°C. The animals swam for 60
min/day, 5 times a week, during the 7 and 14 days. After this period, the animals
were euthanized by anesthetic overdose and the plantar muscles were removed
and used for weight analysis in relation to the animals' body weight, protein
expression analysis of TNF -a by ELISA and pananalysis of morphological
aspects including fiber diameter and cross-sectional area (CSA) by histology
technique with H&E staining. Data were tested for normality by Kolmogorov-
Smirnov test and expressed as mean and standard error of the mean. The
comparison between groups was performed by ANOVA. The Tukey contrast
(post hoc) test was used. All data were analyzed using the program Grap Pad
Prism 5.00 (California) The results of the muscle mass analysis in relation to the
animals' body weight showed that there was no difference between the CH,
CH+AT and CH + AT + PBM groups in any of the experimental periods. The
protein expression analysis by ELISA demonstrated that at 7 days there was a
reduction in TNF-a levels in the CH+AT+PBM groups when compared to the CH
Control group. There was no difference between the CH+AT group and the
CH+AT+PBM group. After 14 days, no statistical differences were found
between the different experimental groups. The results of the CSA analysis of
the muscle fibers showed higher area values after 7 days in the CH+AT+PBM
group, when compared to the CH+AT group CSA and smaller in area in the
CH+AT group when compared to the Control CH group. After 14 days, greater
area values were observed in the CH+AT+PBM group when compared to the
CH + AT group. The quantitative analysis of fiber diameter showed that after 7
days there was no difference between the experimental groups and after 14
days there was an increase in the CH+AT and CH+AT+PBM groups when
compared to the CH group. In conclusion, TA associated with PBM modulated
the expression of TNF -a and increased CSA and muscle fiber diameter. In
addition, AT performed without the association of PBM, also promoted the
increase in fiber diameter.

Keywords: Photobiomodulation; low intensity laser; hypertrophy; skeletal
muscle; aquatic exercises; resistance exercises.
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Introducéao

7

O mdasculo esquelético é um tecido com grande plasticidade
caracterizada pela habilidade de se adaptar a estimulos ambientais externos.!-

2, O tecido muscular esquelético é composto por células musculares advindas
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da diferenciacdo de células precursoras em miocitos e que se fundiram
formando as fibras musculares multinucleadas responsaveis por produzirem
forca e movimento durante o processo de contracdo muscular 3.

Considerando o aspecto funcional, as fibras musculares podem ser
classificadas como rapidas ou fibras do tipo Il (lla, llb, 1Ix/lid) e as lentas que
séo representadas pelas fibras do tipo I.

As CS, sdo células tronco mononucleares, fusiformes, localizadas
paralelamente nas fibras musculares do musculo esquelético entre o sarcolema
e alamina basal. Na literatura, desde sua descoberta ha mais de cinco décadas
aproximadamente, estuda-se qual a sua contribuicdo para a manutengédo da
massa muscular, regeneragdo e hipertrofia do muasculo esquelético®. No que
diz respeito a hipertrofia, as CS séo responsaveis por contribuir diretamente
com o aumento da massa muscular. Dessa forma, frente a um estimulo de
sobrecarga por exercicio ou apés um dano muscular, essas células sdo
ativadas e iniciam os eventos de proliferagéo, diferenciagéo, migragéo e fusao
com a fibra adulta ou formacdo de uma nova fibra muscular® 7. Assim o
processo de hipertrofia da fibra muscular esquelética decorre do aumento da
concentracdo das células satélites CS nas fibras®.

A hipertrofia do musculo esquelético pode envolver os seguintes
mecanismos: (1) ativacdo das CS em respostas a um estimulo agudo, como no
caso da ablacéo sinérgica de determinados musculos ou (2) a realizacédo de
exercicios excéntrico de alto impacto®. E importante destacar que estas sio
situacdes relacionados a ocorréncia de micro lesdes proprias do processo

adaptativo da fibra muscular®”’.
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MECANISMOS DE AGAO DAS CELULAS SATELITES NA HIPERTROFIA

1 - Fibra muscular com células satélites 4 - Diferenciagdo em Mioblastos
- - Miogenina
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Figura 1: Esquema do processo de adaptacdo muscular apés um miotrauma.
Fonte: Extraida de Martinelli A (2022)*Y desenvolvida em (https://biorender.com/)

(2) . Fibra muscular saudavel com células satélites em estado quiescente. (2). Representacio de dano na fibra
ap6s um miotrauma. (3). Células satélites ativadas e em proliferagdo. (4). Células satélites diferenciando-se
em mioblastos. (5). Migragdo, 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 fusio
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 fungoes.

A hipertrofia compensatéria HC do musculo esquelético € uma adaptacao
gue ocorre devido a sobrecarga mecanica imposta ao musculo promovendo o
aumento no tamanho da fibra muscular®!!. Entre as formas para o aumento da
demanda funcional para ganho de massa muscular destacam-se a remocao
dos masculos sinergistas e a sobrecarga crénica por meio de exercicios de
resisténcia de alta intensidade &**. Estudos anteriores tém demonstrado que a
sobrecarga funcional € o principio fundamental utilizado para promover a HC
das fibras musculares em modelos experimentais %15 e que o misculo plantar
geralmente € o musculo utilizado para induzir uma sobrecarga mecanica em
modelos experimentais de HC 10111415 Dessa forma, a necessidade de

adaptacdo neste musculo pode ocorrer quando uma sobrecarga mecanica é
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imposta devido a remoc¢ao de seus sinergistas, induzindo a sintese proteica
excessiva, promovendo assim o aumento tanto da area da fibra muscular
guanto de seu diametro, que resultara no aumento da massa muscular 111,

Na HC ha um aumento da demanda metabdlica e nessa situacdo a
angiogénese local é extremamente importante para suprir as necessidades do
musculo sobrecarregado. Além disso, devido ao excesso de carga, as fibras
musculares passam a exibir uma maior area de secgdo transversa AST e
diametro das fibras %11, Martinelli et al. (2022) 11, ao induzir a HC do musculo
plantar em ratos observaram um aumento da AST e do diametro da fibra apos
7 e 14 dias da inducdo da HC. Terena et al. (2015) *°, também observaram um
aumento da AST das fibras musculares do masculo plantar de ratos submetidos
a HC por 14 dias.

Outro evento que podera ocorrer € um aumento do peso umido do
musculo. O estudo de Martinelli et al. (2022)*!, utilizando também o modelo de
HC do musculo plantar em ratos durante 14 dias, verificaram que o muasculo
sobrecarregado e tratado com fotobiomodulacdo manteve sua massa muscular
semelhante ao volume da massa muscular do grupo controle. Terena et al.
(2015)9, também encontraram um aumento do peso do musculo ao comparar
0 musculo sobrecarregado ao peso corporal do animal apés 14 dias da inducgéo
da HC.

No contexto clinico, a HC acontece quando um musculo necessita
adequar-se diante de uma sobrecarga excessiva imposta em virtude da
auséncia ou diminuicdo da funcionalidade de seus sinergistas, que pode ser
decorréncia de lesGes nervosas parciais e desequilibrios musculares®. Além
disso, os acidentes automobilisticos e de outros tipos que podem causar uma
ruptura de um tend&o ou algum trauma muscular mais severo envolvendo 0s
nervos periféricos podem evoluir para uma condicdo de HC %618 Individuos
afetados por essas alteracdes musculares podem progredir para um déficit

funcional muscular.

O muasculo esquelético € um tecido capaz de expressar diferentes
citocinas em resposta a contragdo muscular, regeneracdo e pProcessos
adaptativos?#+2°. Citocinas sdo proteinas de baixo peso molecular que iniciam

sua acédo através da ligacdo a receptores especificos, ativando altera¢des da
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sintese do RNA e de proteinas do organismo. Possuem capacidade de atuar
de forma local, em células proximas ou podem ser secretadas pela corrente
sanguinea promovendo efeitos a distancia®. Assim, as citocinas séo
importantes mediadores de varios aspectos da saude e da doenca, incluindo
metabolismo de glicose e lipidios e a hipertrofia e atrofia do musculo
esquelético 2°,

As citocinas interleucina seis IL-6, interleucina um beta IL1- e o fator
de necrose tumoral alfa TNF-a, sdo classificadas como citocinas inflamatérias
9. 26-28 @ especificamente a IL-6, quando liberada no musculo esquelético é
capaz regular positivamente a massa muscular frente a situagcdes que
requerem contracbes musculares repetidas, como durante a préatica de
exercicios resistidos ou em situagcdes de sobrecarga muscular excessiva.
Nessas condi¢des, ha uma sinalizacdo autécrina e paracrina dessa citocina que
induzira a hipertrofia muscular através do controle, diferenciacéo e proliferacao
de midcitos °2°.

A IL-6 é a primeira citocina liberada pelo musculo esquelético, em
resposta a contracdo muscular 3°, Essa citocina é capaz de ativar as CS,
contribuindo com o aumentando de sua proliferacdo, bem como formando
novas fibras, auxiliando assim no aumento da massa muscular que resultara
na hipertrofia do musculo a partir da sinalizacéo das células satélitess?.

Por outro lado, outras citocinas podem interferir negativamente na
manutencao e crescimento da massa muscular, a exemplo desse mecanismo
destacam-se o TNF-a e a IL1- 3. O TNF-a atua no musculo esquelético como
uma citocina relevante frente a reducdo da resposta hipertréfica do masculo e
consequente comprometimento da forca muscular, bem como, sobre a
diminuicdo da capacidade de resposta ao exercicio fisico % 3233,

Ja a IL1- B esta associada com a regulagdo de diversas citocinas
inflamatérias incluindo a IL-6 e o TNF-a ?7. Além disso a IL1- B pode associar-
se e aos guadros de caquexia uma vez que esta citocina pode aumentar a
expressdo de genes catabdlicos ?7. Nesse sentido, o estudo de Braun et al.
2008 34, demonstraram que a IL1- B foi capaz de induzir a perda de massa

muscular em camundongos.



42

Um outro estudo relatou que niveis séricos circulantes aumentados de
IL1- B esta associada a inflamagao muscular proprias da distrofia muscular de
Duchenne?,

Reconhecendo a atuacao dessas citocinas no musculo esquelético, é de
grande relevancia compreender 0s mecanismos de modulacdo dessas
miocinas sobre um musculo exposto a condi¢cdes que promovam algum tipo de
dano tecidual com necessidade de reparo, como pode ocorrer na HC devido a
sobrecarga aguda imposta sobre o musculo, que podera induzi-lo a algum tipo
de dano tecidual.

Outro aspecto importante em se tratando de reabilitacdo de pacientes é
conhecer os recursos ou as formas de intervencédo que possam contribuir com
esse processo adaptativo frente uma sobrecarga funcional com o objetivo de
tornar os musculos comprometidos mais funcionais, é o primeiro objetivo dos
profissionais que trabalham na area da reabilitagdo. Assim, os exercicios fisicos
podem ser praticas importantes para a recuperacao de individuos com esse
tipo de comprometimento muscular®.

Neste contexto surgem o0s exercicios realizados em meio aquatico. Os
efeitos biolégicos da imersdo em agua, que estdo relacionados com o0s
principios fundamentais da hidrodindmica, podem ser benéficos em
determinados contextos de treino fisico. Compreender esses efeitos e as
propriedades fisicas da agua, como densidade, pressdo hidrostatica e
flutuabilidade/empuxo, pode, portanto, ndo apenas ser benéfico nos programas
de condicionamento fisico, mas também em protocolos para recuperacéo pos-
exercicio e/ou reabilitacdo funcional?t.

Os exercicios realizados no ambiente aquatico quando comparado ao
exercicio realizado no solo, podem otimizar o aumento do processo de
adaptacdo dos ajustes corporais que desempenham habilidades motoras
variadas, aprimorando assim a qualidade do comportamento motor22,

Alguns dos efeitos terapéuticos obtidos em um programa de exercicio
aquatico séo: reducdo de edema, diminuicdo do espasmo muscular, melhora
na amplitude de movimento, reeducacéo da marcha, independéncia funcional,
melhora da coordenacdo motora global, diminuicdo do impacto e da descarga

de peso sobre as articulagdes dentre outros 23,
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O estudo de Dimitrijevic et al (2012) 22 relataram que 0s exercicios
realizados na agua séo facilitados devido a acdo da gravidade ser menor. Em
adicdo, Torres et al. (2014) 2, afirmaram que o treinamento aquatico também
pode produzir beneficio frente a reabilitacéo, otimizando a prevencéo de danos
musculares e dores ap0s o exercicio?t,

Ja Igarashi & Noagami et al (2018) 24 descreveram que 0s exercicios
aquaticos melhoraram a dor e otimizaram a flexibilidade e a for¢ca muscular.

Com relagdo a sintese de citocinas,Gaia Giuriato et al (2022)2%,
demonstraram que o exercicio fisico aumenta as concentracdes circulantes de
citocinas inflamatdrias especificas como a IL-6 e IL-1 .

Ainda com relacao a reabilitacdo do musculoesquelética, é importante
destacar os efeitos positivos da utilizacdo de recursos fototerapicos que tem
demonstrado na literatura efeitos positivos tanto para regeneracéo quanto para
processos adaptativos do tecido muscular, incluindo a HC. Neste sentido, a
fotobiomodulagdo FBM com laser de baixa intensidade LBI j& demonstrou
diversos efeitos positivos em alteragdes musculoesqueléticas distintas,
conforme ja descrito na literatura 910 35-38,

Os efeitos da FBM ocorrem através da absor¢cdo da luz pelos
fotorreceptores presentes nas células. Os fotorreceptores modulam as reacdes
bioquimicas e fotoquimicas nas células, promovendo a transferéncia de
elétrons da cadeia respiratoéria, induzindo a sintese de adenosina trifosfato ATP,
esse processo € denominado como cadeia mitocondrial respiratéria 2.

Dentre os efeitos positivos da FBML aplicada de forma local no tecido
muscular, encontram-se a modulacdo da resposta inflamatoria, a sintese e
producédo de colageno 4%4! e o remodelamento da matriz extracelular MEC 42,
além de apresentar efeitos positivos sobre os fatores regulatérios miogénicos*?
e sobre a angiogénese apoés lesdo muscular aguda #?. Mesquita-Ferrari et al.
(2011) %8 ao utilizarem o FBM apés lesdo aguda em tecido muscular, verificaram
uma diminuig&o na expresséao da citocina TNF-a apés 1 e 7 dias, no grupo lesao
com FBM em comparacdo ao grupo lesdo sem FBM. Além disso, houve
diminuicdo da citocina TGF-B aos 7 dias no grupo que recebeu a FBM em
comparacdo ao grupo lesdo sem FBM e apods 14 dias houve uma diminuicdo
significativa de TGF-B no grupo lesdo com FBM em comparagao ao grupo

controle. Em um modelo de HC, Terena et al (2015)19, analisaram o efeito da
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FBM A 780nm, 1W/cm?, 3,2 J, 80 seg, sobre os aspectos morfoldgicos do tecido
muscular durante o processo de HC por sobrecarga em ratos Wistar e
encontraram um aumento na area de secgdo transversa AST das fibras
musculares apés 14 dias. Em um outro estudo, Terena et al. (2018)3, utilizando
a FBM nos parametros: A 780nm, 1W/cm?, 3,2 J, 80 seg, aplicada em 8 pontos
ao redor do musculo plantar, demonstraram que durante a HC do musculo
plantar em ratos induzida por ablacdo de seus sinergistas (gastrocnémio e
s6leo), houve no grupo irradiado um aumento na quantidade de mionucleos
apos 14 dias, aumento do colageno no grupo irradiado apos 7 dias seguido de
uma diminuicdo apds 14 dias. Observou-se ainda melhor organizagdo das
fibras coldgenas nos tenddes apds 14 dias de irradiacdo ao compara-las com
as fibras do grupo que néo recebeu irradiacdo com FBM.

Martinelli et al. (2020) ° observaram que a FBM infravermelha A 780nm,
1W/cmz2, 3,2 J, 80 seg, aplicada de forma local sobre o musculo plantar,
modulou positivamente citocinas inflamatérias chaves participantes no
processo de aumento e diminuicdo da massa muscular apos 7 e 14 dias de
inducédo da sobrecarga muscular. E Martinelli et al. (2022) 1%, utilizando a FBML
aplicada de forma local sobre o musculo plantar ou aplicada de forma vascular
sistémica (FBMV) sobre um vaso sanguineo localizado na cauda de ratos
Wistar, verificaram que a forma sistémica aumentou a AST apés sete e 14 dias.
Além disso, apds sete dias, observou-se um aumento no diametro da fibra
muscular nos animais irradiados com FBMV e aos 14 dias observou-se um
aumento no diametro da fibra em ambos os grupos irradiados, FBM e FBMV.

Assim, a compreensdo de como a FBM associada ao protocolo de
treinamento aquatico pode interferir sobre aspectos relevantes da adaptacao
de um musculo exposto a uma sobrecarga funcional € importante para ampliar
o entendimento sobre a acdo dessas duas formas de intervencao terapéuticas
muito utilizadas na reabilitacdo, a FBM e exercicios de resisténcia em meio
aquatico, possibilitando determinar qual protocolo de tratamento pode resultar
na melhor resposta funcional do muasculo plantar quando submetido a
hipertrofia compensatoria.

Também nao ha relatos dos efeitos da FBM quando aplicada de forma
local associada a pratica de exercicios em meio aquatico sobre as citocinas

inflamatorias durante o processo de hipertrofia compensatoria.
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Assim, de forma inédita, o objetivo do presente estudo foi avaliar os
efeitos do treinamento aquatico e sua associacdo com FBM sobre a sintese de
citocinas e aspectos morfolégicos do musculo plantar durante processo de HC

em ratos Wistar.

MATERIAIS E METODOS

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da
Universidade Nove de Julho (UNINOVE) (protocolo CEUA n° 1664030522) e
os experimentos foram realizados em conformidade com as diretrizes do

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

ANIMAIS

Foram utilizados 26 ratos machos, da linhagem Wistar (Rattus
norvegicus: var. albinus, Rodentia, Mammalia), com aproximadamente 8
semanas de vida e peso médio de 280g mantidos no biotério da (UNINOVE).

Os animais foram mantidos em caixas plasticas apropriadas, em
ambiente climatizado com temperatura controlada (22 a 25°C), umidade
relativa (40%), luminosidade controlada com ciclo de 12h (claro/escuro) e com
comida (NUTRILAB CR-1®) e 4gua ad libitum.

Os animais foram distribuidos aleatoriamente nos seguintes grupos

experimentais:

e Grupo Controle Hipertrofia: Os animais foram submetidos a ablacéo
dos musculos sinergistas do muasculo plantar de forma bilateral. Nao
foram irradiados com FBM e ndo foram submetidos ao protocolo de
exercicios e foram eutanasiados apos 7 (n=3) e 14 dias (n=3) do inicio
do experimento (n=6); (6 animais, 12 amostras);

e Grupo Hipertrofia + Treinamento Aquatico: Os animais foram
submetidos a ablagdo dos musculos sinergistas do musculo plantar
bilateralmente, bem como, submetidos ao protocolo de exercicios de

resisténcia em meio aquatico. Nesse grupo 0s animais nao foram
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submetidos a FBM. Os animais foram eutanasiados apos 7 (n=5) e 14

(n=5) dias do inicio do experimento (n=20) (10 animais e 20 amostras);

Grupo Hipertrofia + Treinamento Aquéatico + FBM: Os animais foram
submetidos a ablacdo dos musculos sinergistas do musculo plantar
bilateralmente, bem como, submetidos ao protocolo de exercicios de
resisténcia em meio aquético. Nesse grupo os animais foram
submetidos também ao protocolo FBM na regido da posterior da pata
esquerda. Os animais foram eutanasiados apos 7 (n=5) e 14 (n=5) dias

do inicio do experimento (n=20) (10 animais e 20 amostras)

Destacamos gue no presente estudo ndo foi incluido o grupo hipertrofia
compensatéria + FBM, com o intuito de diminuir o nimero de animais
utilizados no estudo conforme preconiza 0 CEUA, visto que este grupo
ja foi investigado em estudos anteriores em modelo de HC, que
avaliaram o efeito da FBM local sobre os aspectos moleculares e
morfolégicos dos musculos plantares de ratos durante o processo de
HC.
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Fluxograma do estudo

Ratos Wistar

M=26

Grupo HC+ TA
N=10

!

Grupo HC
M= 6

Grupo HCH+TA+FBM
M= 10

odos experimentais 7 e 14 dias

Procedimento cirdrgico ablagdo dos muscules plantares e eutanadsia

ica ELISA TNF-a

AST, digmetro das fibras e relacdo das massas DfE

Figura 2: Fluxograma da metodologia de estudo incluindo os diferentes grupos,

periodos experimentais e analises realizadas.

Procedimento Cirurgico

Os procedimentos cirargicos foram realizados conforme descrito na
literatura por Terada et al (2012) 12 e também descrito e utilizado por Terena et
al. (2017) 4 e Martinelli et al. (2021) °.

O modelo da hipertrofia utilizado no presente estudo, consiste na remog¢ao
cirirgica dos musculos sinergistas do masculo plantar, bilateralmente, impondo
uma sobrecarga de trabalho funcional sobre esse musculo 4%, Os animais
foram pesados e anestesiados com injecéo intraperitoneal a base de Ketamina
10% (0,2 mL/100g do peso do animal) (Dopalen, Vetbrands, Sao Paulo, Brasil)
e Xilazina 2% (0,1 mL/100g do peso do animal) (Anasedan, Vetbrands, Sao
Paulo, Brasil). Para aplicacdo da anestesia foram utilizadas seringas de modelo
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insulina. Em seguida foi realizada a tricotomia seguida da incisao longitudinal
na regido dorsal das patas traseira de + 2cm e exposicdo do musculo
gastrocnémio. Esses tenddes foram isolados e seccionados para permitir a
remocdo parcial do musculo. O mesmo procedimento foi realizado para o
musculo soleo, com cuidado para ndo causar lesbes em nervos e vasos
sanguineos. O musculo plantar situado abaixo dos musculos removidos foi

preservado e sofrera a sobrecarga funcional.

A

Figura 3: Procedimento cirlrgico de ablacdo dos sinergistas para a hipertrofia do musculo
plantar. (A) inciséo longitudinal da regiéo posterior da pata traseira; (B) exposicdo, seccdo do
tendéo e(C) retirada parcial do m. gastrocnémio lateral (D) retirada parcial do ventre muscular
do m. gastrocnémio medial; (E) ablacao do musculo sdleo; (F) sutura na area da inciséo. Fonte

do préprio autor.

Ap0s o procedimento cirdrgico, foi realizada a sutura das areas incisadas
utilizando-se fio de poliamida Ethicon® e os animais foram mantidos em
gaiolas.

A superficie ocular dos animais foi lubrificada com gaze embebida em
soro fisiologico (NaCl 0,9%) para evitar 0 ressecamento ocular. Os animais

foram mantidos em caixas plasticas sobre colchonete aquecido (36-37°C) para
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evitar hipotermia e permaneceram sob observacao até estarem livres do efeito
dos anestésicos.

Com o objetivo de diminuir a sensibilidade dolorosa pds-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.

Protocolo de Treinamento Aquatico

O protocolo de treinamento aquético foi realizado de acordo com o
descrito por Beasi et al (2021)*4. Dessa forma, foi utilizado tanque de cloreto de
polivinila PVC (35cm x 30cm x 30cm) com alca metalica e galvanizada,
graduado em silk-screen marcando de (1L a 18L) e sendo preenchido com agua
até 20L de 4gua 31+/-1° aquecida com aquecedor portétil de agua (ebulidor) e
controlada com termémetro digital de uso culinario, e com uma profundidade
de 20 cm. Durante a realizacdo do protocolo de treinamento ndo foi imposta
carga alguma sobre o corpo do animal. Na semana anterior ao procedimento
cirirgico para inducdo da hipertrofia compensatéria, os animais foram
submetidos a adaptacdo ao ambiente aquético e ao treinamento adaptativo da
pratica de exercicio com aumento gradativo do tempo de treinamento. As
sessfes de adaptacédo foram de 15 min no primeiro dia, 30 min no segundo dia,
45 min no terceiro dia e a partir do quarto dia todas as sessdes tiveram duracéo
de 60 minutos.

O treinamento efetivo ocorreu nos dias 3 a 7 apés a inducdo da
hipertrofia compensatoéria nos grupos avaliados em 7 diase nosdias3 a7 e 10
a 14 nos grupos avaliados em 14 dias, sempre no mesmo horario e a cada 24h.
Os animais do grupo HC + TA e grupo HC + TA + FBM, realizaram o
treinamento por 5 ou 10 sessbes de 60 min cada, de acordo com o periodo
experimental de cada grupo que foi de 7 ou 14 dias. Durante o periodo de
realizacdo do exercicio aquatico, um pesquisador permaneceu observando o
movimento dos animais durante todo o treinamento, para se certificar que néao
houve periodos de inatividade no tanque. Ao término das sessdes do protocolo
de TA os animais foram secos e aquecidos e retornaram as gaiolas. O dia da

cirurgia foi considerado o dia zero e nesse dia ndo houve treinamento. Nos dias
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1 e 2 os animais avaliados em 7 e 14 dias, ndo foram submetidos ao protocolo
de TA afim de preservar o local da cirurgia. Nos dias 3 a 7 os animais realizaram
0 protocolo de TA, totalizando 5 dias de TA. No sétimo dia foi o término do
protocolo experimental dos animais dos grupos avaliados em 7 dias.

Assim, ap0s a Ultima sesséo de treinamento dos grupos avaliados por 7
dias, os animais foram eutanasiados. Em sequéncia ao periodo experimental,
0s animais dos grupos avaliados em 14 dias nao realizaram treinamento nos
dias 8 e 9. Nos dias 10 a 14, os animais realizaram o TA totalizando 10 dias de
treinamento. No décimo quarto dia apos a ultima sessao de treinamento, 0s

animais foram eutanasiados.

Imagens do Protocolo do Treinamento Aquatico (TA)

|

Figuras 4: (A) Dispositivo de TA preenchido com agua; (B) Uso do ebulidor e
termdémetro; (C) Animais realizando o protocolo de TA e a demonstracdo da afericdo
de temperatura da é&gua; (D) Secagem manual e individual dos animais; (E)
Acomodac¢do dos animais em suas gaiolas sobre manta térmica. Fonte do préprio

autor.

Protocolo de Fotobiomodulacao
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Os animais do grupo HC + TA + FBM foram irradiados diariamente com
LBI apos a realizagdo do protocolo de TA com os parametros baseados em
estudos prévios %1135 conforme descritos na tabela 1, utilizando o equipamento
de LBI TwinLaser, MMOptics, Séo Carlos, Brasil. A irradiacédo foi unilateral (pata
esquerda), diariamente até o término do periodo experimental 7 ou 14 dias.
Para evitar refracdo do feixe do laser aplicacdo sera realizada no angulo de
90°C entre o emissor e a pele do animal (aplicagdo perpendicular). No inicio e
final do procedimento experimental, a poténcia de emisséao de luz do laser sera
aferida utilizando o Laser Checkpower meter (MM Optics, Sdo Carlos SP,
Brasil).

Figura 5: Procedimento de irradiacdo com LBI aplicado ao redor da sutura na

regido da pele que recobre o musculo plantar. Fonte do préprio autor.

Tabela 1: Pardmetros dosimétricos utilizados na irradiagéo

Meio ativo Arseneto de Galio e Aluminio (AsGaAl)
Comprimento de onda 780 nm

Area do feixe 0,04 cm?

Poténcia média 40 mwW

Densidade de poténcia 1 W/cm?
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Exposi¢do radiante 10 J/cm?
Energia por ponto 041J

Total de pontos 8 pontos
Tempo por ponto 10 segundos
Tempo total 80 segundos
Energia total 3.2J

Procedimento de eutanasia e coleta do material

Apos o periodo experimental de cada grupo 7 e 14 dias, os animais foram
eutanasiados por overdose de anestésicos (2x a dose aplicada para a
anestesia), foi realizada assepsia, tricotomia, incisdo para exposicao total e
remocdo dos musculos plantares. Os musculos plantares foram coletados e
imediatamente pesados para analise da relacdo da massa muscular em
comparacdo ao peso corporeo do animal. Os musculos também foram
utilizados para a andlises da expressao proteica de TNF-a, através do teste de
ELISA, utilizando o kit comercial (R&D System, Minneapolis, EUA). e para

analise histoldgica por técnica de HE.

Analise da massa muscular

Apoés a eutanasia dos animais nos diferentes periodos de anélise, os
musculos plantares direito e esquerdo foram cuidadosamente removidos por
meio da ressecc¢ao do tendao de origem e da insercdo éssea e limpos conforme
descrito anteriormente. Os musculos foram pesados em uma balangca semi-
analitica e para cada animal foi calculada a relacdo de massa muscular em

comparacao ao peso corporeo do animal usando a seguinte formula:

usando a seguinte formula:

Sendo:
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r: relacdo de massa muscular

m: massa muscular

PC: peso corporal

Para essa analise foram coletados os dados de 3 animais no grupo HC

e 5 animais dos grupos HC + TA e grupo HC + TA + FBM.

Andlise de expressado proteica: ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent

Assay)

Amostras dos musculos plantares também foram submetidas a
analise de expressao proteica da citocina TNF-a. Para isso, os musculos foram
pesados e homogeneizados (Fisher Scientific® PowerGen 125) com tampao
de extracdo RIPA e fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF) 0.1 mM. Em seguida,
o extrato tecidual foi centrifugado a 10.000 rpm por 10 minutos a 4 °C, e 0
sobrenadante armazenado a -80°C até o momento da analise. A quantificacédo
de proteina total nas amostras sera realizada em NanoDrop 2000 (Thermo
Scientific), com comprimento de onda de (260 e 280) nm. Os niveis de TNF-q,
no extrato do masculo plantar dos animais foram avaliadas através do ensaio
imunoenzimético ELISA, seguindo recomendacfes do kit comercial (R&D
System, Minneapolis, EUA). Para essa analise foram coletados os dados de 3

animais do grupo HC e 5 animais dos grupos HC + TA e grupo HC + TA + FBM.

Andlise histoldgica do tecido muscular

As amostras musculares foram também utilizadas para anélise
morfolégica e para este procedimento 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
incubacgbes em solugbes com concentracao crescente de alcool etilico (70%,

80%, 90%) num periodo de 1h cada, passados trés vezes em alcool absoluto e
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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¢oes
centrais posicionadas mais externamente no bloco. 3 cortes de 10um de
espessura foram realizados no microtomo (Leica RM2125, Nussloch,
Alemanha) sendo colocados em laminas de microscopia e mantidos em estufa
a 37°C durante 12 horas.

As laminas foram submetidas as colorag6es histologicas de hematoxilina
e eosina (HE) e avaliadas por microscopia de luz (microscépio Axioplan 2,
Zeiss, Alemanha) para serem avaliados os seguintes aspectos morfoldgicos:
didametro das fibras musculares e area de seccao transversa AST.

Para permitir a analise quantitativa destes aspectos foram consideradas 3
areas por lamina de 3 animais/grupo. Esses campos froam fotografados
utilizando um microscopio de luz convencional (Zeiss Axioplan2, Alemanha)
com aumento final de 400X, para permitir a contagem dos aspectos descritos.

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

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

Andalise de Resultados

Os dados foram testados quanto a sua normalidade pelo teste
Kolmogorov-Smirnov e foram expressos em média e desvio-padrdo se
aderirem a curva de Gauss ou mediana e intervalo interquartilico se nao
aderirem. A comparacao entre os grupos foi realizada pela ANOVA se os dados
forem paramétricos ou pelo Kruskal-Wallis se ndo paramétricos. O Teste de
contraste (P6s-Hoc) utilizado sera o Tukey. Os resultados foram considerados
estatisticamente significantes se p< 0,05 e foram analisados por meio do
programa GraphPad Prism 5.00 (California, EUA).

RESULTADOS

Anédlise darelacdo da massa muscular e peso corporal

Os resultados da analise de massa muscular e peso corporal demonstraram
gue nao houve diferenca significante entre os grupos Controle HC, HC + TA e
HC + TA + FBM apo0s 7 e 14 dias. (Figura 6 A e B).
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musculos plantares em relagdo ao peso corporal dos animais dos diferentes
grupos apés 7 el4 de HC. (ANOVA/Tukey).

Expresséo proteica de TNF-a por ELISA

Os resultados da expresséao proteica de TNF-a apés 7 dias demonstraram
gue houve reducao nos niveis desta citocina no grupo HC+TA + FBM, quando
comparado ao grupo Controle HC (p = 0,049). Neste periodo, ndo houve
diferenca na expressao proteica de TNF-a entre os grupos HC +TA e grupo
HC+ TA+FBM. ApoGs 14 dias ndo foram encontradas diferencas estatisticas

entre os diferentes grupos experimentais. Figura (7 A e B).
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Figura 7. Valores Médios * erro padrao da expresséo proteica da citocina TNF-
a nos diferentes grupos, no periodo experimental de 7 e 14 dias. (ANOVA/
Tukey), *p<0,05.

Andlise dos aspectos morfologicos por H&E
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Andlise qualitativa dos cortes histoldgicos € possivel verificar em 7 e 14
dias um aumento da AST e um aumento do diametro das fibras apos 14 dias
Nno grupo que recebeu o tratamento com FBM.

HC

HC + TA

HC + TA + FBM

Figura 8: Cortes histoldgicos transversais dos musculos plantares corados com
hematoxilina e eosina (400X); grupo controle HC, grupo HC + TA e grupo HC +
TA + FBM.

Hipertrofia das fibras musculares

Os resultados da analise quantitativa da AST das fibras musculares
demonstraram maiores valores de area apés 7 dias no grupo HC+ TA+FBM,
guando comparado ao grupo HC+TA (p = 0,0002) e menores valores de area
no grupo HC+TA quando comparado ao grupo Controle HC (p = 0,003). Apés
14 dias maiores valores de area foi observado no grupo HC+TA+FBM quando

comparado ao grupo HC + TA (p = 0,006). (Figura 9 A e B).
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Figura 9. Valores Médios * erro padrdo da area de seccédo transversa (AST)
nos diferentes grupos, apés 7 e 14 dias. (ANOVA/ Tukey), **p<0,01; **p<0,001

Os resultados da andlise quantitativa do diametro das fibras
demonstraram que apés 7 dias ndo houve diferenca entre 0s grupos
experimentais. Apos 14 dias houve um aumento no didmetro das fibras

musculares nos grupos HC + TA + FBM quando comparados ao grupo HC (p =
0,009) e HC + TA (p = 0,006). (Figura 10 A e B).
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Figura 10. Valores Médios + erro padrdo de histologia dos diametros das fibras

nos diferentes grupos, no periodo experimental de 7 e 14 dias. (ANOVA/
Tukey), *p<0,01.
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5. DISCUSSAO

Nos centros de reabilitacdo funcional, o primeiro objetivo dos
profissionais que atuam frente a essas situacdes de comprometimento
muscular é recuperar o musculo, a fim de garantir a funcionalidade do individuo.
Nesse contexto, a pratica de exercicios fisicos pode ser considerada como uma
das principais intervencdes terapéuticas que contribuem na melhora fisica dos
individuos com comprometimento muscular?®.

Outro recurso terapéutico que tem demonstrado excelente capacidade
modulatéria no processo de reabilitacdo de lesbes ou comprometimento
muscular € a FBM com LBI. A literatura destaca inUmeros estudos que relatam
efeitos positivos da FBM em diferentes fases de reabilitacdo do musculo apdés
lesdes aguda 38414243 apds lesdo nervosa periférica (LNP) 4950, durante a
inducéo de hipertrofia®1%:1135 entre outros. Assim, a FBM vem ganhando cada
vez mais destaque como opg¢ao de tratamento quando se busca a melhora
funcional de um musculo acometido por diferentes tipos de lesdes.

Diversos estudos envolvendo modelos experimentais, buscam entender
como ocorre o processo adaptativo do musculo esquelético em diferentes
situacdes a que esse tecido pode ser exposto. Com base nesses estudos, €
possivel mimetizar 0 que comumente observa-se na pratica clinica. Assim,
nesse estudo utilizamos o modelo de HC do musculo plantar de ratos Wistar ja
gue este é um modelo bem estabelecido e caracterizado na literatura 3° e
permite avaliar a resposta de adaptacao do musculo plantar quando exposto a
uma sobrecarga funcional em um periodo de poucos dias*%'%1'hem como
permite a associacdo com protocolo de TA.

Assim no presente estudo buscou-se avaliar a associacdo destes
recursos terapéuticos muito utilizados para a reabilitagcdo muscular de forma a
entender a interacdo entre eles e possivel otimizacdo de seus efeitos positivos
gue ja foram evidenciados quando utilizados separadamente. Desta forma,
avaliou-se os efeitos FBM associado ao TA sobre os aspectos moleculares e
morfolégicos do musculo plantar durante processo de HC em ratos Wistar.

De acordo com os resultados obtidos na analise de expresséao proteica,
observou-se que apos 7 dias, houve reducdo nos niveis de TNF-a no grupo

HC+TA+FBM, quando comparado ao grupo Controle + HC. No periodo
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experimental de 14 dias ndo houve alteracfes na expressao proteica de TNF-
a em nenhum dos grupos experimentais.

Um estudo anterior utilizando o mesmo modelo experimental de HC e
aplicando a FBM infravermelha, também demonstrou que apdés 14 dias de HC
nao houve diferenca na expressao proteica de TNF-a entre os diferentes grupos
experimentais® .Considerando que o TNF-a quando expresso no musculo pode
sinalizar um dano tecidual, bem como um comprometimento no processo de
reparo do tecido e prejuizo a manutengdo de massa muscular®3?33,0 achado
do presente estudo sugere que ambos 0s recursos terapéuticos embora nao
promoveram a reducado dessa citocina apos 14 dias, também n&o influenciaram
de forma negativa, uma vez que os niveis proteicos de TNF-a nos grupos
submetidos ao protocolo de TA ou ao protocolo de TA+FBM ndo aumentaram
apos 14 dias de avaliacdo. Dessa forma, tanto o TA quanto a associacdo deste
com a FBM, demonstraram ndo produzirem efeitos deletérios ao musculo
guando submetido a uma sobrecarga funcional excessiva em um periodo de
até 14 dias. Esta reducdo na expressdo proteica de TNF-a no grupo
HC+TA+FBM apds 7 dias, sugere um efeito positivo da associac¢édo do protocolo
de TA e da irradiacdo com LBI sobre a regulagédo da expressao de citocinas
como o TNF-q, visto que no presente estudo o grupo HC que néao realizou o TA
e ndo recebeu a FBM apresentou um aumento na expressao dessa citocina.
De acordo com a literatura, o TNF-a € uma citocina com caracteristica pro-
inflamatéria, e quando expressa no tecido muscular pode influenciar na
auséncia de protecao do tecido, além de promover a diminuicdo do volume de
massa muscular, bem como a apoptose celular. Frente a essas alteracdes
poderdo ocorrer a diminuicdo da AST das fibras e menor capacidade de
resposta ao exercicio fisico. Martinelli et al. (2020)° ao utilizarem o mesmo
modelo de inducdo HC do masculo plantar em ratos Wistar e imediatamente
apo6s a inducdo utilizaram a FBM (780 nm, 10 J/cm?, 40 mW, e 3.2 J/cm? de
energia total) e observaram uma reducao da expresséao proteica de TNF-a apds
7 dias. Esse achado evidencia o papel da FBM na reducéo desta citocina uma
vez que somente o TA (grupo HC+TA) néo foi capaz de induzir esta redugéo
sendo os niveis semelhantes ao grupo somente HC.

Outros estudos também observaram efeitos similares da FBM sobre a

expressdo de TNF-a em diferentes modelos experimentais*’-8. Leal Junior et
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al. (2014)*', aplicaram a FBM (904 nm, densidade de poténcia 75 mW/cm?,
poténcia média de 15 mW, energia de 1,0J; tempo de 67 segundos) em
camundongos mdx em um modelo de distrofia muscular e verificaram uma
diminuicdo de expresséo génica de TNF-a apds a realizagdo de um protocolo
de 14 semanas de irradiacdes com frequéncia de 5 irradiacdes por semana,
sugerindo assim um efeito protetor da FBM quando utilizada sobre o tecido
muscular exposto a uma condi¢do perda de massa muscular. Mesquita-Ferrari
et al. (2011)38 utilizando um modelo de lesdo muscular aguda em ratos Wistar
e utilizando ¢ a FBM com 0s mesmos parametros estabelecidos no presente
estudo, também verificaram a reducéo na expressao da citocina TNF-a apos 1
e 7 dias, os autores associaram essa reducdo a melhora do reparo tecidual.
Juntos, esses achados corroboram com os presentes achados e confirmam a
hipétese do que a FBM associada ao exercicio fisico realizado em meio
aquatico e a FBM podem favorecer a adaptacéo do tecido muscular por inibir o
aumento de citocinas que podem de forma negativa no aumento da massa
muscular e por consequéncia interferir também na funcionalidade do musculo.

Quanto a andalise histolégica da AST, os resultados permitiram observar
em 7 dias areas menores das fibras musculares no grupo HC+TA em relacéo
ao grupo somente HC. Contudo, um aumento da &area das fibras foi observado
no grupo submetido a HC +TA +FBM no mesmo periodo. Aos 14 dias, também
houve um aumento na AST das fibras musculares nos animais submetidos a
HC+TA+FBM, quando comparado ao grupo HC+TA. De acordo com esses
resultados, a pratica do TA isolada n&o induziu o aumento da AST
principalmente no intervalo de 7 dias. Apos 14 dias, embora ndo tenha ocorrido
um aumento, também néo se evidenciou a reducédo do tamanho da fibra, esse
achado supde que em 14 dias o TA pode auxiliar na manutencao do tamanho
da fibra muscular ja que nesse periodo ndo se observou a mesma reducédo. Em
adicdo, o grupo submetido a HC+TA+FBM demonstrou um aumento na AST
das fibras musculares tanto em 7 como em 14 dias, ressaltando a excelente
capacidade da FBM quando associada ao TA em atuar como um recurso
terapéutico capaz de aumentar a AST das fibras musculares durante o periodo
de maior aumento de massa muscular no processo de HC. A FBM também se
mostrou eficaz em aumentar a AST em estudos prévios como apdos LNP e leséo

medular (LM). Andreo et al (2020)**%°, usando a FBM com 0s mesmos
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parametros (A = 780 nm, 10 J/cm?, 40 mW, e 3.2 J/cm? de energia total), em
um modelo de lesdo nervosa periférica em ratos, realizando a aplicagdo da
FBM sobre o musculo tibial anterior ou sobre o nervo ciatico, ou ainda
realizando a aplicacdo sobre o musculo e sobre o nervo de forma simultanea,
encontraram um aumento da AST e do diametro das fibras musculares apés 21
e 28 dias de irradiacBes diarias.

Em adicdo, Tobelem et al. (2022)%, avaliaram os efeitos da FBM
infravermelha, aplicada de forma vascular, por 35 dias, sobre 0s aspectos
morfolégicos do musculo tibial anterior em um modelo de lesdo medular e
observaram que a FBM infravermelha aplicada de forma precoce, isto €,
aplicada imediatamente apds a inducdo da LM e ap0s 2h, apresentaram um
aumento da AST a partir da segunda semana de tratamento quando
comparadas as fibras dos grupos néo tratados com FBM.

Com relagdo a andlise do didmetro das fibras musculares, os resultados
demonstraram que em 7 dias nao houve diferenca entre 0S grupos
experimentais. Entretanto, em 14 dias um aumento do diametro das fibras
musculares foi observado em ambos os grupos que receberam algum tipo de
intervencao terapéutica quando comparados ao grupo controle, esses achados
destacam o beneficio tanto do TA quanto da FBM no aumento do didametro das
fibras musculares. Diversos estudos anteriores relataram a eficacia da FBM em
atuar sobre o tecido muscular frente as distintas situacdes a que esse tecido
pode ser exposto*?%4° No que diz respeito a HC, alguns estudos dedicaram-se
a avaliar a atuacédo apenas da FBM, sem a associacado de qualquer tipo de
exercicio fisico, e assim como no presente estudo, evidenciaram um efeito
positivo dessa terapia em promover o aumento do diametro e da AST das fibras
musculares. Martinelli et al. (2022)!*, usando FBM (A = 780 nm, 10 J/cm?, 40
mW, e 3.2 J/cm? de energia total), aplicada de forma local sobre a regido do
musculo plantar ou de forma vascular aplicada sobre um vaso sanguineo de
grosso calibre localizado na cauda do animal em um modelo de HC unilateral
do musculo plantar semelhante ao modelo utilizado no presente estudo (HC
bilateral), também encontraram um aumento da AST da fibra induzida pela
aplicagédo vascular da FBM apos 14 dias de irradiagdes. O mesmo estudo,
também evidenciou um aumento do diametro das fibras em apo6s 7 e 14 dias.

Os autores relataram que ambas as formas de aplicacdo contribuiram para o
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aumento da area e do diametro das fibras musculares favorecendo assim o
processo de HC.

Utilizando o mesmo modelo de HC do musculo plantar descrito no presente
estudo e o0 mesmo protocolo de FBM infravermelha (A = 780 nm, 10 J/cm?, 40
mW, e 3.2 J/cm? de energia total), aplicada de forma local sobre o misculo
plantar, Terena et al. (2015)!% também encontraram um aumento da AST da
fibora ap6s 14 dias de irradiagbes como observado nos grupos HC+TA e
HC+TA+FBM.

Outros estudos também relataram que tanto a FBM local quanto a FBM
vascular promoveram efeitos positivos sobre os aspectos morfologicos do
musculo e sobre o processo de reparo do tecido. Lopes et al (2021)°!, ao induzir
uma lesdo muscular aguda in vivo, verificaram que a FBM vascular (A =780nm,
40 mW, 3,2 J, sendo 1 ponto de aplicacdo sobre um vaso sanguineo localizado
na cauda do animal durante 80s), reduziu da area da lesdo muscular apés 5 e
7 dias, reduziu o edema apos 5 dias além de promover a formacao de novas
fibras musculares apos 7 dias.

Estudos prévios destacam a importancia tanto dos exercicios fisicos
guanto da FBM na resposta de adaptacéo, reparo e reabilitacdo do musculo
esquelético apds quaisquer demandas de sobrecarga, leséo tecidual ou mesmo
lesdo nervosa 2114042 Especificamente sobre os exercicios fisicos realizados
em meio aquatico, a literatura relata sua capacidade em otimizar a adaptacao
dos ajustes corporais responsaveis por diversas habilidades motoras??.Além
disso, estudos anteriores relataram que tais exercicios podem interferir de
maneira positiva no processo de reabilitacdo das desordens musculares por
otimizar a flexibilidade e a forca muscular e prevenindo danos musculares apés
a préatica de exercicios??2324 Da mesma forma muitos estudos enfatizam o uso
da FBM como uma terapia promissora, capaz de modular o musculo
esquelético, promovendo seu reparo e melhorando o processo de adaptacao
necessaria para gerar uma adequada resposta apds 0os acometimentos que
cursem com perda da funcionalidade do musculo®1%! Somando-se a esses
achados prévios, no presente estudo, as duas intervencdes, (TA e FBM),
principalmente quando associadas, mostraram-se capaz de influenciar no

aumento da fibra muscular.
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Os resultados da analise da relacdo de massa muscular demonstraram
gue nao houve diferenca entre os grupos Controle HC, HC +TA e HC + TA +
FBM em nenhum dos periodos experimentais.

Alguns estudos utilizando o mesmo modelo de HC associado a terapia com
FBM, porém sem a execucédo do protocolo de treinamento aquatico, avaliaram
os efeitos da FBM sobre a relacdo de massa muscular apés a indugéo da HC.
Terena et al. (2015)19, utilizando o modelo de HC em ratos Wistar e utilizando
a FBM infravermelha (A = 780 nm, 10 J/cm?, 40 mW, e 3.2 J/cm? de energia
total), aplicada em 8 pontos sobre o musculo plantar, assim como no presente
estudo ndo encontraram um aumento do peso do musculo quando comparado
ao peso corporeo dos animais apos 7 dias de sobrecarga muscular e de
tratamento com FBM. Porém, apés 14 dias de sobrecarga os autores
observaram um aumento da massa muscular nos grupos que receberam ou
nédo a FBM. J& Martinelli et al (2022)*!, submeteram o musculo plantar de ratos
Wistar a HC e aplicaram a FBM (A = 780 nm, 10 J/cm?, 40 mW, e 3.2 J/cm? de
energia total), sobre 0 masculo plantar ou sobre a cauda dos animais (aplicacéao
vascular), por 7 ou 14 dias. Em seguida, compararam a massa dos musculos
utilizando a relacdo esquerdo e direito (E/D) dos membros de cada musculo
para determinar a relacdo de massa entre o musculo que recebeu a sobrecarga
e 0 musculo que nao recebeu sobrecarga. O estudo relatou que em 7 dias nao
houve diferenca no volume de massa muscular entre 0s grupos submetidos HC
tratados ou ndao com FBM. Contudo, apés 14 dias de irradiacdes, observou-se
gue a massa muscular dos grupos que néo recebeu a FBM e do grupo tratado
com FBM local, diminuiu quando comparados ao controle. Por outro lado, o
grupo tratado com FBM vascular manteve sua massa muscular semelhante a
massa muscular do grupo controle.

Um outro estudo, aplicou a FBM vermelha (A = 660 nm, 50 mW, 2 min,
durante 10 dias) em um modelo de lesdo nervosa periférica, e demonstraram
gque os animais tratados com FBM apresentaram um aumento da massa
muscular ao término do protocolo experimental®.

Esses achados diferem em parte dos resultados apresentados no presente
estudo. De acordo com os resultados aqui obtidos, é possivel sugerir que
embora o TA e a FBM ndo aumentaram a massa muscular, também néo

demonstraram ser terapias que atuem de forma negativa sobre o musculo, no
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sentido de promover a reducdo do volume da massa muscular apés uma
sobrecarga. I1sso porque, em nenhum momento os grupos tratados com FBM
e/ou TA evidenciaram a reducédo da massa muscular quando comparados ao

grupo controle.

6. CONCLUSAO

Os resultados demonstraram que a associacdo da FBM e TA induziram
os melhores efeitos durante a HC do musculo plantar quando comparado ao
TA isolado, incluindo a reducéo de TNF-a, e o aumento da AST e do didmetro
das fibras musculares. Além disso, o TA isoladamente também foi benéfico
para o tecido muscular, uma vez que induziu manutencdo do diametro das
fibras. Esses resultados sdo extremamente relevantes quando se considera as
diferentes possibilidades de intervencgéao terapéutica ou a associagao de ambas
as terapias que se mostraram capazes de atuar de forma positiva no tratamento
das desordens musculares comumente observadas em musculos que sofram

uma sobrecarga excessiva como ocorre na HC.

Limitacdes de estudo e perspectivas futuras

No presente estudo nos limitamos a estabelecer um protocolo de
treinamento aquatico (TA), com base em um Unico estudo, isso devido a
divergéncia e inconsisténcia dos dados metodoldgicos relatados nos estudos
encontrados na literatura que ndo permitem a reproducdo adequada do
método. Assim, outros estudos deverdo ser realizados a fim de somar-se aos
nossos achados, bem como, a fim de preencher a lacuna cientifica sobre as
divergéncias encontradas na literatura, no que diz respeito a reproducéo de
protocolo de TA, permitindo assim padronizar um protocolo adequado, pratico

e confiavel, tal como estabelecemos no presente estudo.

Conflito de interesse

Os autores declaram nao ter conflito de interesse.
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8. Anexo )
8.1 Anexo A. Certificado de aprovacdo da Comissao de Etica no Uso de
Experimentagcdo Animal

UNINOVE Comisséo de Etica no

X X X N Uso de Animais
Universidade Nove de Julho

CERTIFICADO

Certificamos gue a proposta intitulada *Efeito da fotoblomodulacio associada ao exercicio de resisténcia em meio aquatico durante
o processo de hipertrofia compensatiria do misculo plantar em ratos Wistar *, protocolada sob o CEUA n2 1664030522 o ooozas),
sob a responsabilidade de Raguel Agnelll Mesquita Ferrarl e equipe; VALERIA DE ARAUND FERREIRA GREGIO DE SOUZA - que
envolve a producdo, manutengdo efou utilizagio de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem),
para fins de pesguisa cientifica ou ensino - estd de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto
6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal
{CONCEA), e foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Nove de Julho (CEUAJUNINOVE) na reunido
de 25M05/2022.

We certify that the proposal “Effect of photobiomodulation associated with resistance exercise in aguatic environment during the
process of compensatory hypertrophy of the plantar muscle in Wistar rats “, utilizing 26 Heterogenics rats (26 males), protocol
number CELA 1664030522 oo ooazss), under the responsibility of Raguel Agnelll Mesquita Ferrar and team; VALERMA DE ARALYO
FERREIRA GREGIO DE SOUZA - which inwolves 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
11.79%4 of October 8, 2008, Decree 6899 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/UNINGVE) in the meeting of 05/25/2022.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)
Vigéncia da Proposta: de 06/2022 a 12/2022 Area: Biofotiinica Aplicada As Ciéncias da Salde
Origem: Biotério - Unidade Vergueira

Espécie: Ratos heterogénicos sexg:  Machos idade: Ha 8 semanas N: 26
Linhagem: Wistar Peso: 20022109

Local do experimento: Biotério da Universidade Move de Julho. Rua Vergueiro, 235249 - Liberdade, 530 Paulo 5P

S50 Paulo, 08 de junho de 2022

¢
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/
Prof. Dr. Rodrigo Labat Marcos Profa. Dra. Stella Regina Zamuner
Coardenador da Comiss3o de Etica na Uso de Animals Vice-Coordenadora da Comissdo de Etica na Uso de Animals
Universidade Nove de Julho Universidade Nove de Julho

Fosa ergueirs, F35,045 - 128 andar - Liberdade - CEP 315044001 - Sho Pauly/SP - bel: 55 {11) 3385-0000
Hoririz de atendimente: 20 a &% das 11030 bs 19h : e-mail:
A



8.2 Anexo B. 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.

The ARRIVE Essential 10

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

ARIVE The ARRIVE guidelines 2.0: author checklist

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.

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

3.2
31

Sample size

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

b. 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.

c. For each analysis, report the exact value of nin each experimental group.

31

3.1

3.9,3.10 and 3.11

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.

b. 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.

3.1

3.1

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).

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

Statistical
methods

L

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

b. 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.

3.12

3.12

Experimental
animals

o

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

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

341
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

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 w w w

42

not reported
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The Recommended Set

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 P age 7
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.

b. Explain how the animal species and model used address the scientific
objectives and, where appropriate, the relevance to human biology.

Objectives 13 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 15 Provide details of housing and husbandry conditions, including any environmental

husbandry enrichment. 3 . 1
Animal care and 16 a. Describe any interventions or steps taken in the experimental protocols to
monitoring reduce pain, suffering and distress. 3 4
b. Report any expected or unexpected adverse events.
c. Describe the humane endpoints established for the study, the signs that were 34
monitored and the frequency of monitoring. If the study did not have humane
endpoints, state this.
Not reported
Interpretation/ 17 a. Interpret the results, taking into account the study objectives and hypotheses,
scientific current theory and other relevant studies in the literature. 4
implications et . < : ’
b. Comment on the study limitations including potential sources of bias,
limitations of the animal model, and imprecision associated with the results. 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 reponed

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. List all funding sources (including grant identifier) and the role of the funder(s)
in the design, analysis and reporting of the study. 4

NC [pereriaii i
[l Refinement & Recuction www.ARRIVEguidelines.org
3 R of Animals in Research
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