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RESUMO 

A hipertrofia compensatória (HC) ocorre devido à sobrecarga mecânica imposta 
ao músculo promovendo o aumento no tamanho de suas fibras. A 
fotobiomodulação (FBM) tem demonstrado resultados positivos em modular 
citocinas envolvidas na adaptação muscular necessária durante a HC 
promovendo o aumento da área de secção transversa e melhorando a 
organização do colágeno.  O objetivo desse estudo foi avaliar os efeitos do 
treinamento aquático (TA) e sua associação com FBM na síntese de citocinas e 
aspectos morfológicos do músculo plantar durante processo de HC em ratos 
Wistar. Foram utilizados 26 ratos Wistar machos divididos em 3 grupos: (1) 
Controle Hipertrofia compensatória (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 cirúrgico os animais foram submetidos a adaptação 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 ablação bilateral dos 
músculos sinergistas do músculo plantar músculos gastrocnêmio lateral e medial 
do sóleo. 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+/- 1ºC com duração de 60 min/dia, 5 vezes por semana, durante os 
7 e 14 dias. Após esse período, os animais foram eutanasiados por overdose de 
anestésicos e os músculos plantares foram removidos e utilizados para análise 
do peso em relação ao peso corporal dos animais, análise de expressão proteica 
de TNF-α por ELISA e para análise de aspectos morfológicos incluindo o 
diâmetro das fibras e área de secção transversa (AST) por técnica de 
histologia com coloração H&E. Os dados foram submetidos a análise estatística 
e expressos em média e erro padrão da média sendo a comparação entre os 
grupos realizada pela ANOVA e pós-Hoc Tukey utilizando o programa Grap Pad 
Prism 5.00 (Califórnia). Os resultados de massa muscular em relação ao peso 
corporal dos animais demonstraram que não houve diferença entre os grupos 
HC, HC+TA e grupo HC + TA + FBM em nenhum dos períodos experimentais. A 
análise de expressão proteica por ELISA demonstrou que em 7 dias houve uma 
redução nos níveis de TNF-α nos grupos HC+TA+FBM quando comparado ao 
grupo Controle HC. Não houve diferença entre os grupos HC+ TA e grupo 
HC+TA +FBM. Após 14 dias não foram encontradas diferenças estatísticas entre 
os diferentes grupos experimentais. Os resultados da análise da AST das fibras 
musculares demonstraram maiores valores de área após 7 dias no grupo HC+ 
TA+FBM, quando comparado ao grupo HC+TA e menores valores de área no 
grupo HC+TA quando comparado ao grupo Controle HC. Após 14 dias maiores 
valores de área foi observado no grupo HC+TA+FBM quando comparado ao 
grupo HC + TA. A análise quantitativa do diâmetro das fibras, demonstrou que 
após 7 dias não houve diferença entre os grupos experimentais e após 14 dias 
houve um aumento nos grupos HC+TA e HC+TA+ FBM quando comparados ao 
grupo HC. Em conclusão, a associação do TA associado a FBM modulou a 
expressão de TNF -α e aumentou a AST e o diâmetro das fibras musculares. 
Além disso, a TA realizado sem a associação da FBM, também promoveu o 
aumento do diâmetro das fibras.  
 
Palavras-chave: Fotobiomodulação; laser em baixa intensidade; hipertrofia; 
músculo esquelético, exercícios aquáticos, exercícios de resistência. 



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/cm², 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+/- 1ºC. 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 -α 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-α 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 -α 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. INTRODUÇÃO 
 
  O músculo esquelético é um tecido com grande plasticidade 

caracterizada pela habilidade de se adaptar a estímulos ambientais externos1-

2. O tecido muscular esquelético é composto por células musculares advindas 

da diferenciação de células precursoras em miócitos e que se fundiram 

formando as fibras musculares multinucleadas responsáveis por produzirem 

força e movimento durante o processo de contração muscular 3.   

Considerando o aspecto funcional, as fibras musculares podem ser 

classificadas como rápidas ou fibras do tipo II (IIa, IIb, IIx/IId) e as lentas que 

são representadas pelas fibras do tipo I. 

     As células satélites (CS), são células tronco mononucleares, fusiformes, 

localizadas paralelamente nas fibras musculares do músculo esquelético entre 

o sarcolema e a lâmina basal. Na literatura, desde sua descoberta há mais de 

cinco décadas aproximadamente, estuda-se qual a sua contribuição para a 

manutenção da massa muscular, regeneração e hipertrofia do músculo 

esquelético6. No que diz respeito a hipertrofia, as CS são responsáveis por 

contribuir diretamente com o aumento da massa muscular. Dessa forma, frente 

a um estímulo de sobrecarga por exercício ou após um dano muscular, essas 

células são ativadas e iniciam os eventos de proliferação, diferenciação, 

migração e fusão com a fibra adulta ou formação de uma nova fibra muscular1, 

6-7. Assim o processo de hipertrofia da fibra muscular esquelética decorre do 

aumento da concentração das células satélites CS nas fibras5.  

  A hipertrofia do músculo esquelético pode envolver os seguintes 

mecanismos: (1) ativação das CS em respostas a um estímulo agudo, como no 

caso da ablação sinérgica de determinados músculos ou (2) a realização de 

exercícios excêntrico de alto impacto8. É importante destacar que estas são 

situações relacionados a ocorrência de micro lesões próprias do processo 

adaptativo da fibra muscular. 
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Figura 1: Esquema do processo de adaptação muscular após um miotrauma. 
Fonte: Extraída de Martinelli A (2022) desenvolvida em (https://biorender.com/) 
 

(1) . Fibra muscular saudável com células satélites em estado quiescente. (2).  Representação de dano na fibra 

após um miotrauma. (3). Células satélites ativadas e em proliferação. (4). Células satélites diferenciando-se 

em mioblastos. (5). Migração, alinhamento e fusão dos mioblastos ao local do miotrauma severo (necrose), a 

fim de formar uma nova fibra. No miotrauma adaptativo (excesso de sobrecarga), ocorrerá a migração e fusão 

dos mioblastos à fibra pré-existente promovendo o reparo das microlesões da fibra danificada e/ou para 

adicionar mionúcleos favorecendo a síntese proteica e consequentemente a hipertrofia da fibra muscular. (6). 

Fibra muscular regenerada com célula satélite quiescente apita a exercer suas funções.  

 
 

 

  A hipertrofia compensatória HC do músculo esquelético é uma 

adaptação que ocorre devido à sobrecarga mecânica imposta ao músculo 

promovendo o aumento no tamanho da fibra muscular9-11. Entre as formas para 

o aumento da demanda funcional para ganho de massa muscular destacam-se 

a remoção dos músculos sinergistas e a sobrecarga crônica por meio de 

exercícios de resistência de alta intensidade 8-11. Estudos anteriores têm 

demonstrado que a sobrecarga funcional é o princípio fundamental utilizado 

para promover a HC das fibras musculares em modelos experimentais 10-15 e 

que o músculo plantar geralmente é o músculo utilizado para induzir uma 

sobrecarga mecânica em modelos experimentais de HC 10-11,14-15. Dessa forma, 

https://biorender.com/
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a necessidade de adaptação neste músculo pode ocorrer quando uma 

sobrecarga mecânica é imposta devido a remoção de seus sinergistas, 

induzindo a síntese proteica excessiva, promovendo assim o aumento tanto da 

área da fibra muscular quanto de seu diâmetro, que resultará no aumento da 

massa muscular 10-11. 

        Na HC há um aumento da demanda metabólica e nessa situação a 

angiogênese local é extremamente importante para suprir as necessidades do 

músculo sobrecarregado. Além disso, devido ao excesso de carga, as fibras 

musculares passam a exibir uma maior área de secção transversa (AST) e 

diâmetro das fibras 10-11. Martinelli et al. (2022)11, ao induzir a HC do músculo 

plantar em ratos observaram um aumento da AST e do diâmetro da fibra após 

7 e 14 dias da indução da HC. Terena et al. (2015)10, também observaram um 

aumento da AST das fibras musculares do músculo plantar de ratos submetidos 

a HC por 14 dias. 

Outro evento que poderá ocorrer é um aumento do peso úmido do 

músculo. O estudo de Martinelli et al. (2022)11, utilizando também o modelo de 

HC do músculo plantar em ratos durante 14 dias, verificaram que o músculo 

sobrecarregado e tratado com fotobiomodulação manteve sua massa muscular 

semelhante ao volume da massa muscular do grupo controle.  Terena et al. 

(2015)10, também encontraram um aumento do peso do músculo ao comparar 

o músculo sobrecarregado ao peso corporal do animal após 14 dias da indução 

da HC. 

          No contexto clínico, a HC acontece quando um músculo necessita 

adequar-se diante de uma sobrecarga excessiva imposta em virtude da 

ausência ou diminuição da funcionalidade de seus sinergistas, que pode ser 

decorrência de lesões nervosas parciais e desequilíbrios musculares9. Além 

disso, os acidentes automobilísticos e de outros tipos que podem causar uma 

ruptura de um tendão ou algum trauma muscular mais severo envolvendo os 

nervos periféricos podem evoluir para uma condição de HC 16-18. Indivíduos 

afetados por essas alterações musculares podem progredir para um déficit 

funcional muscular.  

 O músculo esquelético é um tecido capaz de expressar diferentes 

citocinas em resposta a contração muscular, regeneração e processos 

adaptativos24-25. Citocinas são proteínas de baixo peso molecular que iniciam 
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sua ação através da ligação a receptores específicos, ativando alterações da 

síntese do RNA e de proteínas do organismo. Possuem capacidade de atuar 

de forma local, em células próximas ou podem ser secretadas pela corrente 

sanguínea promovendo efeitos à distância30. Assim, as citocinas são 

importantes mediadores de vários aspectos da saúde e da doença, incluindo 

metabolismo de glicose e lipídios e a hipertrofia e atrofia do músculo 

esquelético 25. 

            As citocinas interleucina seis IL-6, interleucina um beta IL1-β e o fator 

de necrose tumoral alfa TNF-α, são classificadas como citocinas inflamatórias 

9, 26-28 e especificamente a IL-6, quando liberada no músculo esquelético é 

capaz regular positivamente a massa muscular frente a situações que 

requerem contrações musculares repetidas, como durante a prática de 

exercícios resistidos ou em situações de sobrecarga muscular excessiva. 

Nessas condições, há uma sinalização autócrina e parácrina dessa citocina que 

induzirá a hipertrofia muscular através do controle, diferenciação e proliferação 

de miócitos 9,29. 

             A IL-6 é a primeira citocina liberada pelo músculo esquelético, em 

resposta à contração muscular 30.  Essa citocina é capaz de ativar as CS, 

contribuindo com o aumentando de sua proliferação, bem como formando 

novas fibras, auxiliando assim no aumento da massa muscular que resultará 

na hipertrofia do músculo a partir da sinalização das células satélites31. 

Por outro lado, outras citocinas podem interferir negativamente na 

manutenção e crescimento da massa muscular, a exemplo desse mecanismo 

destacam-se o TNF-α e a IL1- β. O TNF-α atua no músculo esquelético como 

uma citocina relevante frente a redução da resposta hipertrófica do músculo e 

consequente comprometimento da força muscular, bem como, sobre a 

diminuição da capacidade de resposta ao exercício físico 9, 32-33. 

 Já a IL1- β está associada com a regulação de diversas citocinas 

inflamatórias incluindo a IL-6 e o TNF-α 27. Além disso a IL1- β pode associar-

se e aos quadros de caquexia uma vez que esta citocina pode aumentar a 

expressão de genes catabólicos 27. Nesse sentido, o estudo de Braun et al. 

2008 34, demonstraram que a IL1- β foi capaz de induzir a perda de massa 

muscular em camundongos.  
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            Um outro estudo relatou que níveis séricos circulantes aumentados de 

IL1- β está associada a inflamação muscular próprias da distrofia muscular de 

Duchenne28. 

Reconhecendo a atuação dessas citocinas no músculo esquelético, é de 

grande relevância compreender os mecanismos de modulação dessas 

miocinas sobre um músculo exposto a condições que promovam algum tipo de 

dano tecidual com necessidade de reparo, como pode ocorrer na HC devido à 

sobrecarga aguda imposta sobre o músculo, que poderá induzi-lo a algum tipo 

de dano tecidual.   

Outro aspecto importante em se tratando de reabilitação de pacientes é 

conhecer os recursos ou as formas de intervenção que possam contribuir com 

esse processo adaptativo frente uma sobrecarga funcional com o objetivo de 

tornar os músculos comprometidos mais funcionais, é o primeiro objetivo dos 

profissionais que trabalham na área da reabilitação. Assim, os exercícios físicos 

podem ser práticas importantes para a recuperação de indivíduos com esse 

tipo de comprometimento muscular19. 

Neste contexto surgem os exercícios realizados em meio aquático. Os 

efeitos biológicos da imersão em água, que estão relacionados com os 

princípios fundamentais da hidrodinâmica, podem ser benéficos em 

determinados contextos de treino físico. Compreender esses efeitos e as 

propriedades físicas da água, como densidade, pressão hidrostática e 

flutuabilidade/empuxo, pode, portanto, não apenas ser benéfico nos programas 

de condicionamento físico, mas também em protocolos para recuperação pós-

exercício e/ou reabilitação funcional²¹. 

 Os exercícios realizados no ambiente aquático quando comparado ao 

exercício realizado no solo, podem otimizar o aumento do processo de 

adaptação dos ajustes corporais que desempenham habilidades motoras 

variadas, aprimorando assim a qualidade do comportamento motor²². 

Alguns dos efeitos terapêuticos obtidos em um programa de exercício 

aquático são: redução de edema, diminuição do espasmo muscular, melhora 

na amplitude de movimento, reeducação da marcha, independência funcional, 

melhora da coordenação motora global, diminuição do impacto e da descarga 

de peso sobre as articulações dentre outros 23. 
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O estudo de Dimitrijevic et al. (2012) 22 relataram que os exercícios 

realizados na água são facilitados devido a ação da gravidade ser menor. Em 

adição, Torres et al. (2014)21, afirmaram que o treinamento aquático também 

pode produzir benefício frente a reabilitação, otimizando a prevenção de danos 

musculares e dores após o exercício21.  

Já Igarashi & Noagami et al. (2018) 24 descreveram que os exercícios 

aquáticos melhoraram a dor e otimizaram a flexibilidade e a força muscular.  

Com relação a síntese de citocinas, Gaia Giuriato et al. (2022)25, 

demonstraram que o exercício físico aumenta as concentrações circulantes de 

citocinas inflamatórias específicas como a IL-6 e IL-1 β.     

       Ainda com relação a reabilitação do musculoesquelética, é importante 

destacar os efeitos positivos da utilização de recursos fototerápicos que tem 

demonstrado na literatura efeitos positivos tanto para regeneração quanto para 

processos adaptativos do tecido muscular, incluindo a HC. Neste sentido, a 

fotobiomodulação FBM com laser de baixa intensidade LBI já demonstrou 

diversos efeitos positivos em alterações musculoesqueléticas distintas, 

conforme já descrito na literatura 9-10, 35-38.  

Os efeitos da FBM ocorrem através da absorção da luz pelos 

fotorreceptores presentes nas células. Os fotorreceptores modulam as reações 

bioquímicas e fotoquímicas nas células, promovendo a transferência de 

elétrons da cadeia respiratória, induzindo a síntese de adenosina trifosfato ATP, 

esse processo é denominado como cadeia mitocondrial respiratória 39.  

           Dentre os efeitos positivos da FBML aplicada de forma local no tecido 

muscular, encontram-se a modulação da resposta inflamatória, a síntese e 

produção de colágeno 40-41 e o remodelamento da matriz extracelular MEC 42, 

além de apresentar efeitos positivos sobre os fatores regulatórios miogênicos43 

e sobre a angiogênese após lesão muscular aguda 42. Mesquita-Ferrari et al. 

(2011) 38 ao utilizarem o FBM após lesão aguda em tecido muscular, verificaram 

uma diminuição na expressão da citocina TNF-α após 1 e 7 dias, no grupo lesão 

com FBM em comparação ao grupo lesão sem FBM. Além disso, houve 

diminuição da citocina TGF-β aos 7 dias no grupo que recebeu a FBM em 

comparação ao grupo lesão sem FBM e após 14 dias houve uma diminuição 

significativa de TGF-β no grupo lesão com FBM em comparação ao grupo 

controle. Em um modelo de HC, Terena et al. (2015)10, analisaram o efeito da 
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FBM λ 780nm, 1W/cm², 3,2 J, 80 seg, sobre os aspectos morfológicos do tecido 

muscular durante o processo de HC por sobrecarga em ratos Wistar e 

encontraram um aumento na área de secção transversa AST das fibras 

musculares após 14 dias. Em um outro estudo, Terena et al. (2018)35, utilizando 

a FBM nos parâmetros: λ 780nm, 1W/cm², 3,2 J, 80 seg, aplicada em 8 pontos 

ao redor do músculo plantar, demonstraram que durante a HC do músculo 

plantar em ratos induzida por ablação de seus sinergistas (gastrocnêmio e 

sóleo), houve no grupo irradiado um aumento na quantidade de mionúcleos 

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

uma diminuição após 14 dias. Observou-se ainda melhor organização das 

fibras colágenas nos tendões após 14 dias de irradiação ao compará-las com 

as fibras do grupo que não recebeu irradiação com FBM. 

 Martinelli et al. (2020)9 observaram que a FBM infravermelha λ 780nm, 

1W/cm², 3,2 J, 80 seg, aplicada de forma local sobre o músculo plantar, 

modulou positivamente citocinas inflamatórias chaves participantes no 

processo de aumento e diminuição da massa muscular após 7 e 14 dias de 

indução da sobrecarga muscular. E Martinelli et al. (2022)11, utilizando a FBML 

aplicada de forma local sobre o músculo plantar ou aplicada de forma vascular 

sistêmica FBMV sobre um vaso sanguíneo localizado na cauda de ratos Wistar, 

verificaram que a forma sistêmica aumentou a AST após sete e 14 dias. Além 

disso, após sete dias, observou-se um aumento no diâmetro da fibra muscular 

nos animais irradiados com FBMV e aos 14 dias observou-se um aumento no 

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

 

Justificativa 

A compreensão de como a FBM associada ao protocolo de treinamento 

aquático podem interferir sobre aspectos relevantes a um músculo exposto a 

uma sobrecarga funcional, bem como, avaliar os efeitos distintos apenas do 

exercício de resistência ou do exercício associado a FBM  frente a hipertrofia 

compensatória, nos permite ampliar o entendimento de ação dessas duas 

formas de intervenção terapêuticas muito utilizadas na reabilitação, a FBM e 

exercícios de resistência em meio aquático, possibilitando determinar qual 

protocolo de tratamento pode resultar na melhor resposta funcional do músculo 

plantar quando submetido a hipertrofia compensatória.  
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Não há relatos dos efeitos da FBM quando aplicada de forma local 

(FBML) associada a prática de exercícios de resistência em meio aquático 

sobre as citocinas inflamatórias durante o processo de hipertrofia 

compensatória.           

Estudos prévios de nosso grupo de pesquisa 9, 10, 35, demonstraram 

efeitos positivos da FBM durante o processo de HC, contudo não foi aliada a 

associação da FBM com a prática de exercício que é constante em protocolos 

de reabilitação utilizados clinicamente para a hipertrofia muscular. Assim de 

forma inédita no presente estudo, associamos o uso da FBM, que já 

demonstrou ser uma terapia promissora frente ao processo de HC, à prática de 

treinamento aquático, o que nos permite investigar se tal associação pode 

promover alterações moleculares e morfológicas positivas em um músculo 

exposto à uma sobrecarga excessiva como ocorre na HC. 

       Como hipótese o exercício de resistência em meio aquático associado ao 

protocolo de FBM, poderá interferir de forma positiva sobre os aspectos 

moleculares importantes ao músculo esquelético. O exercício em meio aquático 

associado ao protocolo de FBM, também poderá influenciar nos aspectos 

morfológicos do músculo plantar de ratos promovendo assim uma resposta 

positiva no que diz respeito aos mecanismos que interferem diretamente na 

hipertrofia compensatória do músculo plantar de forma a contribuir com o 

aumento da massa muscular. 
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2. OBJETIVOS 

 

GERAL: Avaliar os efeitos do treinamento aquático e sua associação com FBM 

sobre a síntese de citocinas e aspectos morfológicos do músculo plantar 

durante processo de HC em ratos Wistar.  

ESPECÍFICOS: Avaliar os efeitos da FBM com laser em baixa intensidade 

associado protocolo treinamento aquático durante HC do músculo plantar de 

ratos Wistar no que se refere a: 

 

 A massa muscular dos músculos plantares direitos e esquerdos; 

 Expressão proteica da citocina inflamatória TNF-α; 

 Aspectos morfológicos do músculo plantar incluindo: 

  Área de secção transversa; 

  Diâmetro das fibras 
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3. METODOLOGIA 

            O projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética 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 Experimentação 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 plásticas 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 água ad libitum.  

             Não houve necessidade de exclusão de nenhum animal de qualquer 

um dos grupos experimentais.  

 

            Os animais foram distribuídos aleatoriamente nos seguintes grupos 

experimentais: 

 

3.2 Grupos Experimentais  

 Grupo Controle Hipertrofia (HC): Os animais foram somente 

submetidos à ablação bilateral dos músculos sinergistas do músculo 

plantar (sem treinamento aquático TA e sem FBM). Foram eutanasiados 

após 7 (n=3) e 14 dias (n=3) do início do experimento (n=6); (6 animais, 

12 amostras/patas); 

 Grupo Hipertrofia + Treinamento Aquático (HC+TA): Os animais 

foram submetidos à ablação dos músculos sinergistas do músculo 

plantar bilateralmente e foram somente submetidos ao TA. Os animais 

foram eutanasiados após 7 (n=5) e 14 (n=5) dias do início do 

experimento (n=20) (10 animais e 20 amostras); 

 Grupo Hipertrofia + Treinamento Aquático + FBM (HC+TA+FBM): Os 

animais foram submetidos à ablação dos músculos sinergistas do 

músculo plantar bilateralmente, ao TA. Nesse grupo os animais foram 
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submetidos também ao protocolo FBM local na região da posterior da 

pata esquerda. Os animais foram eutanasiados após 7 (n=5) e 14 (n=5) 

dias do início do experimento (n=20) (10 animais e 20 amostras). 

Destacamos que no presente estudo não foi incluído o grupo hipertrofia 

compensatória + FBM, com o intuito de diminuir o número de animais 

utilizados no estudo conforme preconiza o CEUA, visto que este grupo 

já foi investigado em estudos anteriores em modelo de HC, que 

avaliaram o efeito da FBM local sobre os aspectos moleculares e 

morfológicos dos músculos plantares de ratos durante o processo de 

HC. 

 

 3.3 Fluxograma do estudo 

 

 

 

 

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

períodos experimentais e análises realizadas. 
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3.4 Procedimento Cirúrgico  

          O procedimento cirúrgico foi realizado conforme descrito previamente na 

literatura 4,9, 12.O modelo de HC utilizado no presente estudo, consiste na 

remoção cirúrgica dos músculos sinergistas gastrocnêmio e sóleos do músculo 

plantar, bilateralmente, impondo uma sobrecarga de trabalho funcional sobre 

esse músculo 4,9-10. Os animais foram pesados e anestesiados com injeção 

intraperitoneal a base de Ketamina 10% (0,2 mL/100g do peso do animal) 

(Dopalen, Vetbrands, São Paulo, Brasil) e Xilazina 2% (0,1 mL/100g do peso 

do animal) (Anasedan, Vetbrands, São Paulo, Brasil). Para aplicação da 

anestesia foram utilizadas seringas de modelo insulina. Em seguida foi 

realizada a tricotomia seguida da incisão longitudinal na região dorsal das patas 

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

isolados e seccionados para permitir a remoção parcial do músculo. O mesmo 

procedimento foi realizado para o músculo sóleo, com cuidado para não causar 

lesões em nervos e vasos sanguíneos. O músculo plantar situado abaixo dos 

músculos removidos foi preservado e sofrerá a sobrecarga funcional. 
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Figura 3: Procedimento cirúrgico de ablação dos sinergistas para a hipertrofia do músculo 
plantar. (A) incisão longitudinal da região posterior da pata traseira; (B) exposição, secção do 
tendão e(C) retirada parcial do m. gastrocnêmio lateral (D) retirada parcial do ventre muscular 
do m. gastrocnêmio medial; (E) ablação do músculo sóleo; (F) sutura na área da incisão. Fonte: 
próprio autor 

 

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

utilizando-se fio de poliamida Ethicon® e os animais foram mantidos em 

gaiolas. 

      A superfície ocular dos animais foi lubrificada com gaze embebida em soro 

fisiológico (NaCl 0,9%) para evitar o ressecamento ocular. Os animais foram 

mantidos em caixas plásticas sobre colchonete aquecido (36-37°C) para evitar 

hipotermia e permaneceram sob observação até estarem livres do efeito dos 

anestésicos. 

Com o objetivo de diminuir a sensibilidade dolorosa pós-operatório os 

animais receberam administração subcutânea de analgésico dipirona (50 

mg/kg) e Tramadol 5 mg/kg (Cloridrato de tramadol a 2%) a cada 8 horas, 

durante 3 dias. 

 



27 
 

3.5 Protocolo de Treinamento Aquático (TA) 

O protocolo de TA foi realizado de acordo com o descrito por Beasi et al 

(2021)44. Dessa forma, foram utilizados tanques de cloreto de polivinila PVC 

35cm x 30cm x 30cm com alça metálica e galvanizada, graduados em silk-

screen marcando de (1L a 18L) e sendo preenchido com água até 20L de água 

31+/-1° aquecida com aquecedor portátil de água (ebulidor) e controlada com 

termômetro digital e com uma profundidade de 20 cm. Durante a realização do 

protocolo de TA não foi imposta carga sobre o corpo do animal. Na semana 

anterior ao procedimento cirúrgico da HC, os animais foram submetidos a 

adaptação ao ambiente aquático e ao treinamento adaptativo da prática de 

exercício com aumento gradativo do tempo de treinamento. As sessões de 

adaptação 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 sessões tiveram duração de 60 

min.  

O treinamento efetivo ocorreu nos dias 3 a 7 após a indução da HC nos 

grupos avaliados em 7 dias n=5 sessões de TA e nos dias 3 a 7 e 10 a 14 nos 

grupos avaliados em 14 dias n=10 sessões de TA, sempre no mesmo horário 

e a cada 24h. Os animais do grupo HC + TA e grupo HC+ TA + FBM, realizaram 

o treinamento por 5 ou 10 sessões de 60 min cada, de acordo com o período 

experimental de cada grupo que foi de 7 ou 14 dias. Durante o período de 

realização do TA, um pesquisador permaneceu observando o movimento dos 

animais durante todo o treinamento, para se certificar que não houve períodos 

de inatividade no tanque. Ao término das sessões 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 não houve treinamento. Nos dias 1 e 2 os 

animais avaliados em 7 e 14 dias, não foram submetidos ao protocolo de TA 

afim de preservar o local da cirurgia. Nos dias 3 a 7 os 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, após a última sessão de TA dos grupos avaliados por 7 dias, os 

animais foram eutanasiados. Na sequência, os animais dos grupos avaliados 

em 14 dias não 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 após a última sessão de treinamento, os animais foram eutanasiados. 

 

3.6 Imagens do Protocolo do Treinamento Aquático (TA) 

 

Figura 4: (A) Dispositivo de TA preenchido com água; (B) Uso do ebulidor e 

termômetro; (C) Animais realizando o protocolo de TA e a demonstração da aferição 

de temperatura da água; (D) Secagem manual e individual dos animais; (E) 

Acomodação dos animais em suas gaiolas sobre manta térmica. Fonte: próprio 

autor. 

 

3.7 Protocolo de Fotobiomodulação 

Os animais do grupo HC + TA + FBM foram irradiados diariamente com 

LBI após a realização do protocolo de TA com os parâmetros baseados em 

estudos prévios 9; 11, 35   tabela 1 utilizando o equipamento de LBI TwinLaser, 

MMOptics, São Carlos, Brasil. A irradiação foi unilateral (pata esquerda), 

diariamente até o término do período experimental 7 ou 14 dias. Para evitar 

refração do feixe do laser aplicação será realizada no ângulo de 90°C entre o 

emissor e a pele do animal (aplicação perpendicular). No início e final do 
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procedimento experimental, a potência de emissão de luz do laser será aferida 

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

 

           

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

região da pele que recobre o músculo plantar. Fonte: próprio autor 

Tabela 1: Parâmetros dosimétricos utilizados na irradiação 

Meio ativo Arseneto de Gálio e Alumínio (AsGaAl) 

Comprimento de onda 780 nm 

Área do feixe 0,04 cm2 

Potência média 40 mW 

Densidade de potência 1 W/cm2 

Exposição radiante 10 J/cm2 

Energia por ponto 0.4 J 

Total de pontos 8 pontos 

Tempo por ponto 10 segundos 

Tempo total 80 segundos 

Energia total 3.2 J 
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3.8 Procedimento de eutanásia e coleta do material  

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

eutanasiados por overdose de anestésicos (2x a dose aplicada para a 

anestesia), foi realizada assepsia, tricotomia, incisão para exposição total e 

remoção dos músculos plantares. Os músculos plantares foram coletados e 

imediatamente pesados para análise da relação da massa muscular em 

comparação ao peso corpóreo do animal. Os músculos também foram 

utilizados para a análises da expressão proteica de TNF-α por ELISA, utilizando 

kits comerciais (R&D System, Minneapolis, EUA) e para análise histológica por 

técnica de HE. 

 

3.9 Análise da massa muscular 

Após a eutanásia dos animais nos diferentes períodos de análise, os 

músculos plantares direito e esquerdo foram cuidadosamente removidos por 

meio da ressecção do tendão de origem e da inserção óssea e limpos conforme 

descrito anteriormente. Os músculos foram pesados em uma balança semi-

analítica e para cada animal foi calculada a relação de massa muscular em 

comparação ao peso corpóreo do animal como descrito anteriormente por 

Terena et al. (2015)10. 

 usando a seguinte fórmula: 

𝑟 =
𝑚

𝑃𝐶
 

Sendo: 

r: relação de massa muscular 

m: massa muscular  

PC: peso corporal 

Para essa análise 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 Análise de expressão proteica: ELISA (Enzyme-Linked 

Immunosorbent Assay) 

 Amostras dos músculos plantares também foram submetidas a análise 

de expressão proteica das citocinas TNF-α. Para isso, os músculos foram 

pesados e homogeneizados (Fisher Scientific® PowerGen 125) com tampão 

de extração 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 o 

sobrenadante armazenado a -80°C até o momento da análise. A quantificação 

de proteína total nas amostras foi realizada em NanoDrop 2000 (Thermo 

Scientific), com comprimento de onda de (260 e 280) nm. Os níveis de TNF-α 

no extrato do músculo plantar dos animais foram avaliadas através do ensaio 

imunoenzimático ELISA, seguindo recomendações dos kits comerciais (R&D 

System, Minneapolis, EUA). Para essa análise foram coletados os dados de 3 

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

 

 

 

3.11 Análise histológica do tecido muscular   

As amostras musculares foram também utilizadas para análise 

morfológica e para este procedimento foram fixadas e mantidas em 

temperatura ambiente em formol tamponado a 10% (pH 7,4).  

Em seguida, foi realizada a desidratação do material por meio de 

incubações em soluções com concentração crescente de álcool etílico (70%, 

80%, 90%) num período de 1h cada, passados três vezes em álcool absoluto e 

três vezes em Xilol (Reagen). As amostras foram incubadas por 12h a 60ºC em 

parafina (paraplast, Sigma, USA) e incluídas transversalmente com as porções 

centrais posicionadas mais externamente no bloco. 3 cortes de 10μm de 

espessura foram realizados no micrótomo (Leica RM2125, Nussloch, 

Alemanha) sendo colocados em lâminas de microscopia e mantidos em estufa 

a 37°C durante 12 horas. 

        As lâminas foram submetidas às colorações histológicas de hematoxilina 

e eosina (HE) e avaliadas por microscopia de luz (microscópio Axioplan 2, 
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Zeiss, Alemanha) para serem avaliados os seguintes aspectos morfológicos: 

diâmetro das fibras musculares e área de secção transversa (AST). 

        Para permitir a análise quantitativa destes aspectos foram consideradas 3 

áreas por lâmina de 3 animais/grupo. Esses campos foram fotografados 

utilizando um microscópio de luz convencional (Zeiss Axioplan2, Alemanha) 

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

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

Health - NIH, EUA) e os dados foram submetidos à análise estatística.  

 

3.12 Análise de Resultados 

Os dados foram testados quanto a sua normalidade pelo teste 

Kolmogorov-Smirnov e foram expressos em média e desvio-padrão se 

aderirem à curva de Gauss ou mediana e intervalo interquartílico se não 

aderirem. A comparação entre os grupos foi realizada pela ANOVA se os dados 

forem paramétricos ou pelo Kruskal-Wallis se não paramétricos. O Teste de 

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

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

programa GraphPad Prism 5.00 (California, EUA). 
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RESUMO 

A hipertrofia compensatória (HC) ocorre devido à sobrecarga mecânica imposta 
ao músculo promovendo o aumento no tamanho de suas fibras. A 
fotobiomodulação (FBM) tem demonstrado resultados positivos em modular 
citocinas envolvidas na adaptação muscular necessária durante a HC 
promovendo o aumento da área de secção transversa e melhorando a 
organização do colágeno.  O objetivo desse estudo foi avaliar os efeitos do 
treinamento aquático (TA) e sua associação com FBM na síntese de citocinas 
e aspectos morfológicos do músculo plantar durante processo de HC em ratos 
Wistar. Foram utilizados 26 ratos Wistar machos divididos em 3 grupos: (1) 
Controle Hipertrofia compensatória (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 cirúrgico os animais foram submetidos a adaptação 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 ablação bilateral dos 
músculos sinergistas do músculo plantar músculos gastrocnêmio lateral e 
medial do sóleo. 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+/- 1ºC com duração de 60 min/dia, 5 vezes por 
semana, durante os 7 e 14 dias. Após esse período, os animais foram 
eutanasiados por overdose de anestésicos e os músculos plantares foram 
removidos e utilizados para análise do peso em relação ao peso corporal dos 
animais, análise de expressão proteica de TNF-α por ELISA e para análise de 
aspectos morfológicos incluindo o diâmetro das fibras e área de secção 
transversa (AST) por técnica de histologia com coloração H&E. Os dados foram 
submetidos a análise estatística e expressos em média e erro padrão da média 
sendo a comparação entre os grupos realizada pela ANOVA e pós-Hoc Tukey 
utilizando o programa Grap Pad Prism 5.00 (Califórnia). Os resultados de 
massa muscular em relação ao peso corporal dos animais demonstraram que 
não houve diferença entre os grupos HC, HC+TA e grupo HC + TA + FBM em 
nenhum dos períodos experimentais. A análise de expressão proteica por 
ELISA demonstrou que em 7 dias houve uma redução nos níveis de TNF-α nos 
grupos HC+TA+FBM quando comparado ao grupo Controle HC. Não houve 
diferença entre os grupos HC+ TA e grupo HC+TA +FBM. Após 14 dias não 
foram encontradas diferenças estatísticas entre os diferentes grupos 
experimentais. Os resultados da análise da AST das fibras musculares 
demonstraram maiores valores de área após 7 dias no grupo HC+ TA+FBM, 
quando comparado ao grupo HC+TA e menores valores de área no grupo 
HC+TA quando comparado ao grupo Controle HC. Após 14 dias maiores 
valores de área foi observado no grupo HC+TA+FBM quando comparado ao 
grupo HC + TA. A análise quantitativa do diâmetro das fibras, demonstrou que 
após 7 dias não houve diferença entre os grupos experimentais e após 14 dias 
houve um aumento nos grupos HC+TA e HC+TA+ FBM quando comparados 
ao grupo HC. Em conclusão, a associação do TA associado a FBM modulou a 
expressão de TNF -α e aumentou a AST e o diâmetro das fibras musculares. 
Além disso, a TA realizado sem a associação da FBM, também promoveu o 
aumento do diâmetro das fibras.  
Palavras-chave: Fotobiomodulação; laser em baixa intensidade; hipertrofia; 
músculo esquelético, exercícios aquáticos, exercícios de resistência. 
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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 
+ 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/cm², 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+/- 1ºC. 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 -α 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-α 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 -α 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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Introdução 

O músculo esquelético é um tecido com grande plasticidade 

caracterizada pela habilidade de se adaptar a estímulos ambientais externos.1-

2. O tecido muscular esquelético é composto por células musculares advindas 
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da diferenciação de células precursoras em miócitos e que se fundiram 

formando as fibras musculares multinucleadas responsáveis por produzirem 

força e movimento durante o processo de contração muscular 3.   

Considerando o aspecto funcional, as fibras musculares podem ser 

classificadas como rápidas ou fibras do tipo II (IIa, IIb, IIx/IId) e as lentas que 

são representadas pelas fibras do tipo I. 

    As CS, são células tronco mononucleares, fusiformes, localizadas 

paralelamente nas fibras musculares do músculo esquelético entre o sarcolema 

e a lâmina basal. Na literatura, desde sua descoberta há mais de cinco décadas 

aproximadamente, estuda-se qual a sua contribuição para a manutenção da 

massa muscular, regeneração e hipertrofia do músculo esquelético6. No que 

diz respeito a hipertrofia, as CS são responsáveis por contribuir diretamente 

com o aumento da massa muscular. Dessa forma, frente a um estímulo de 

sobrecarga por exercício ou após um dano muscular, essas células são 

ativadas e iniciam os eventos de proliferação, diferenciação, migração e fusão 

com a fibra adulta ou formação de uma nova fibra muscular1, 6-7. Assim o 

processo de hipertrofia da fibra muscular esquelética decorre do aumento da 

concentração das células satélites CS nas fibras5.  

 A hipertrofia do músculo esquelético pode envolver os seguintes 

mecanismos: (1) ativação das CS em respostas a um estímulo agudo, como no 

caso da ablação sinérgica de determinados músculos ou (2) a realização de 

exercícios excêntrico de alto impacto8. É importante destacar que estas são 

situações relacionados a ocorrência de micro lesões próprias do processo 

adaptativo da fibra muscular6,7. 
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Figura 1: Esquema do processo de adaptação muscular após um miotrauma. 
Fonte: Extraída de Martinelli A (2022)(11) desenvolvida em (https://biorender.com/) 
 

(2) . Fibra muscular saudável com células satélites em estado quiescente. (2).  Representação de dano na fibra 

após um miotrauma. (3). Células satélites ativadas e em proliferação. (4). Células satélites diferenciando-se 

em mioblastos. (5). Migração, alinhamento e fusão dos mioblastos ao local do miotrauma severo (necrose), a 

fim de formar uma nova fibra. No miotrauma adaptativo (excesso de sobrecarga), ocorrerá a migração e fusão 

dos mioblastos à fibra pré-existente promovendo o reparo das microlesões da fibra danificada e/ou para 

adicionar mionúcleos favorecendo a síntese proteica e consequentemente a hipertrofia da fibra muscular. (6). 

Fibra muscular regenerada com célula satélite quiescente apita a exercer suas funções.  

 
 

A hipertrofia compensatória HC do músculo esquelético é uma adaptação 

que ocorre devido à sobrecarga mecânica imposta ao músculo promovendo o 

aumento no tamanho da fibra muscular9-11. Entre as formas para o aumento da 

demanda funcional para ganho de massa muscular destacam-se a remoção 

dos músculos sinergistas e a sobrecarga crônica por meio de exercícios de 

resistência de alta intensidade 8-11. Estudos anteriores têm demonstrado que a 

sobrecarga funcional é o princípio fundamental utilizado para promover a HC 

das fibras musculares em modelos experimentais 10-15 e que o músculo plantar 

geralmente é o músculo utilizado para induzir uma sobrecarga mecânica em 

modelos experimentais de HC 10-11,14-15. Dessa forma, a necessidade de 

adaptação neste músculo pode ocorrer quando uma sobrecarga mecânica é 

https://biorender.com/
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imposta devido a remoção de seus sinergistas, induzindo a síntese proteica 

excessiva, promovendo assim o aumento tanto da área da fibra muscular 

quanto de seu diâmetro, que resultará no aumento da massa muscular 10-11. 

            Na HC há um aumento da demanda metabólica e nessa situação a 

angiogênese local é extremamente importante para suprir as necessidades do 

músculo sobrecarregado. Além disso, devido ao excesso de carga, as fibras 

musculares passam a exibir uma maior área de secção transversa AST e 

diâmetro das fibras 10-11. Martinelli et al. (2022) 11, ao induzir a HC do músculo 

plantar em ratos observaram um aumento da AST e do diâmetro da fibra após 

7 e 14 dias da indução da HC. Terena et al. (2015) 10, também observaram um 

aumento da AST das fibras musculares do músculo plantar de ratos submetidos 

a HC por 14 dias. 

 Outro evento que poderá ocorrer é um aumento do peso úmido do 

músculo. O estudo de Martinelli et al. (2022)11, utilizando também o modelo de 

HC do músculo plantar em ratos durante 14 dias, verificaram que o músculo 

sobrecarregado e tratado com fotobiomodulação manteve sua massa muscular 

semelhante ao volume da massa muscular do grupo controle.  Terena et al. 

(2015)10, também encontraram um aumento do peso do músculo ao comparar 

o músculo sobrecarregado ao peso corporal do animal após 14 dias da indução 

da HC. 

          No contexto clínico, a HC acontece quando um músculo necessita 

adequar-se diante de uma sobrecarga excessiva imposta em virtude da 

ausência ou diminuição da funcionalidade de seus sinergistas, que pode ser 

decorrência de lesões nervosas parciais e desequilíbrios musculares9. Além 

disso, os acidentes automobilísticos e de outros tipos que podem causar uma 

ruptura de um tendão ou algum trauma muscular mais severo envolvendo os 

nervos periféricos podem evoluir para uma condição de HC 16-18. Indivíduos 

afetados por essas alterações musculares podem progredir para um déficit 

funcional muscular.  

O músculo esquelético é um tecido capaz de expressar diferentes 

citocinas em resposta a contração muscular, regeneração e processos 

adaptativos24-25. Citocinas são proteínas de baixo peso molecular que iniciam 

sua ação através da ligação a receptores específicos, ativando alterações da 
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síntese do RNA e de proteínas do organismo. Possuem capacidade de atuar 

de forma local, em células próximas ou podem ser secretadas pela corrente 

sanguínea promovendo efeitos à distância30. Assim, as citocinas são 

importantes mediadores de vários aspectos da saúde e da doença, incluindo 

metabolismo de glicose e lipídios e a hipertrofia e atrofia do músculo 

esquelético 25. 

            As citocinas interleucina seis IL-6, interleucina um beta IL1-β e o fator 

de necrose tumoral alfa TNF-α, são classificadas como citocinas inflamatórias 

9, 26-28 e especificamente a IL-6, quando liberada no músculo esquelético é 

capaz regular positivamente a massa muscular frente a situações que 

requerem contrações musculares repetidas, como durante a prática de 

exercícios resistidos ou em situações de sobrecarga muscular excessiva. 

Nessas condições, há uma sinalização autócrina e parácrina dessa citocina que 

induzirá a hipertrofia muscular através do controle, diferenciação e proliferação 

de miócitos 9,29. 

             A IL-6 é a primeira citocina liberada pelo músculo esquelético, em 

resposta à contração muscular 30. Essa citocina é capaz de ativar as CS, 

contribuindo com o aumentando de sua proliferação, bem como formando 

novas fibras, auxiliando assim no aumento da massa muscular que resultará 

na hipertrofia do músculo a partir da sinalização das células satélites31. 

Por outro lado, outras citocinas podem interferir negativamente na 

manutenção e crescimento da massa muscular, a exemplo desse mecanismo 

destacam-se o TNF-α e a IL1- β. O TNF-α atua no músculo esquelético como 

uma citocina relevante frente a redução da resposta hipertrófica do músculo e 

consequente comprometimento da força muscular, bem como, sobre a 

diminuição da capacidade de resposta ao exercício físico 9, 32-33. 

 Já a IL1- β está associada com a regulação de diversas citocinas 

inflamatórias incluindo a IL-6 e o TNF-α 27. Além disso a IL1- β pode associar-

se e aos quadros de caquexia uma vez que esta citocina pode aumentar a 

expressão de genes catabólicos 27. Nesse sentido, o estudo de Braun et al. 

2008 34, demonstraram que a IL1- β foi capaz de induzir a perda de massa 

muscular em camundongos.  
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            Um outro estudo relatou que níveis séricos circulantes aumentados de 

IL1- β está associada a inflamação muscular próprias da distrofia muscular de 

Duchenne28. 

Reconhecendo a atuação dessas citocinas no músculo esquelético, é de 

grande relevância compreender os mecanismos de modulação dessas 

miocinas sobre um músculo exposto a condições que promovam algum tipo de 

dano tecidual com necessidade de reparo, como pode ocorrer na HC devido à 

sobrecarga aguda imposta sobre o músculo, que poderá induzi-lo a algum tipo 

de dano tecidual.   

Outro aspecto importante em se tratando de reabilitação de pacientes é 

conhecer os recursos ou as formas de intervenção que possam contribuir com 

esse processo adaptativo frente uma sobrecarga funcional com o objetivo de 

tornar os músculos comprometidos mais funcionais, é o primeiro objetivo dos 

profissionais que trabalham na área da reabilitação. Assim, os exercícios físicos 

podem ser práticas importantes para a recuperação de indivíduos com esse 

tipo de comprometimento muscular19. 

Neste contexto surgem os exercícios realizados em meio aquático. Os 

efeitos biológicos da imersão em água, que estão relacionados com os 

princípios fundamentais da hidrodinâmica, podem ser benéficos em 

determinados contextos de treino físico. Compreender esses efeitos e as 

propriedades físicas da água, como densidade, pressão hidrostática e 

flutuabilidade/empuxo, pode, portanto, não apenas ser benéfico nos programas 

de condicionamento físico, mas também em protocolos para recuperação pós-

exercício e/ou reabilitação funcional²¹. 

Os exercícios realizados no ambiente aquático quando comparado ao 

exercício realizado no solo, podem otimizar o aumento do processo de 

adaptação dos ajustes corporais que desempenham habilidades motoras 

variadas, aprimorando assim a qualidade do comportamento motor²². 

Alguns dos efeitos terapêuticos obtidos em um programa de exercício 

aquático são: redução de edema, diminuição do espasmo muscular, melhora 

na amplitude de movimento, reeducação da marcha, independência funcional, 

melhora da coordenação motora global, diminuição do impacto e da descarga 

de peso sobre as articulações dentre outros 23. 
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O estudo de Dimitrijevic et al (2012) ²² relataram que os exercícios 

realizados na água são facilitados devido a ação da gravidade ser menor. Em 

adição, Torres et al. (2014) ²¹, afirmaram que o treinamento aquático também 

pode produzir benefício frente a reabilitação, otimizando a prevenção de danos 

musculares e dores após o exercício²¹.  

Já Igarashi & Noagami et al (2018) 24 descreveram que os exercícios 

aquáticos melhoraram a dor e otimizaram a flexibilidade e a força muscular.  

Com relação a síntese de citocinas,Gaia Giuriato et al (2022)25, 

demonstraram que o exercício físico aumenta as concentrações circulantes de 

citocinas inflamatórias específicas como a IL-6 e IL-1 β.     

       Ainda com relação a reabilitação do musculoesquelética, é importante 

destacar os efeitos positivos da utilização de recursos fototerápicos que tem 

demonstrado na literatura efeitos positivos tanto para regeneração quanto para 

processos adaptativos do tecido muscular, incluindo a HC. Neste sentido, a 

fotobiomodulação FBM com laser de baixa intensidade LBI já demonstrou 

diversos efeitos positivos em alterações musculoesqueléticas distintas, 

conforme já descrito na literatura 9-10, 35-38.  

Os efeitos da FBM ocorrem através da absorção da luz pelos 

fotorreceptores presentes nas células. Os fotorreceptores modulam as reações 

bioquímicas e fotoquímicas nas células, promovendo a transferência de 

elétrons da cadeia respiratória, induzindo a síntese de adenosina trifosfato ATP, 

esse processo é denominado como cadeia mitocondrial respiratória 39.  

           Dentre os efeitos positivos da FBML aplicada de forma local no tecido 

muscular, encontram-se a modulação da resposta inflamatória, a síntese e 

produção de colágeno 40-41 e o remodelamento da matriz extracelular MEC 42, 

além de apresentar efeitos positivos sobre os fatores regulatórios miogênicos43 

e sobre a angiogênese após lesão muscular aguda 42.   Mesquita-Ferrari et al. 

(2011) 38 ao utilizarem o FBM após lesão aguda em tecido muscular, verificaram 

uma diminuição na expressão da citocina TNF-α após 1 e 7 dias, no grupo lesão 

com FBM em comparação ao grupo lesão sem FBM. Além disso, houve 

diminuição da citocina TGF-β aos 7 dias no grupo que recebeu a FBM em 

comparação ao grupo lesão sem FBM e após 14 dias houve uma diminuição 

significativa de TGF-β no grupo lesão com FBM em comparação ao grupo 

controle. Em um modelo de HC, Terena et al (2015)10, analisaram o efeito da 
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FBM λ 780nm, 1W/cm², 3,2 J, 80 seg, sobre os aspectos morfológicos do tecido 

muscular durante o processo de HC por sobrecarga em ratos Wistar e 

encontraram um aumento na área de secção transversa AST das fibras 

musculares após 14 dias. Em um outro estudo, Terena et al. (2018)35, utilizando 

a FBM nos parâmetros: λ 780nm, 1W/cm², 3,2 J, 80 seg, aplicada em 8 pontos 

ao redor do músculo plantar, demonstraram que durante a HC do músculo 

plantar em ratos induzida por ablação de seus sinergistas (gastrocnêmio e 

sóleo), houve no grupo irradiado um aumento na quantidade de mionúcleos 

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

uma diminuição após 14 dias. Observou-se ainda melhor organização das 

fibras colágenas nos tendões após 14 dias de irradiação ao compará-las com 

as fibras do grupo que não recebeu irradiação com FBM. 

 Martinelli et al. (2020) 9 observaram que a FBM infravermelha λ 780nm, 

1W/cm², 3,2 J, 80 seg, aplicada de forma local sobre o músculo plantar, 

modulou positivamente citocinas inflamatórias chaves participantes no 

processo de aumento e diminuição da massa muscular após 7 e 14 dias de 

indução da sobrecarga muscular. E Martinelli et al. (2022) 11, utilizando a FBML 

aplicada de forma local sobre o músculo plantar ou aplicada de forma vascular 

sistêmica (FBMV) sobre um vaso sanguíneo localizado na cauda de ratos 

Wistar, verificaram que a forma sistêmica aumentou a AST após sete e 14 dias. 

Além disso, após sete dias, observou-se um aumento no diâmetro da fibra 

muscular nos animais irradiados com FBMV e aos 14 dias observou-se um 

aumento no diâmetro da fibra em ambos os grupos irradiados, FBM e FBMV.   

Assim, a compreensão de como a FBM associada ao protocolo de 

treinamento aquático pode interferir sobre aspectos relevantes da adaptação 

de um músculo exposto a uma sobrecarga funcional é importante para ampliar 

o entendimento sobre a ação dessas duas formas de intervenção terapêuticas 

muito utilizadas na reabilitação, a FBM e exercícios de resistência em meio 

aquático, possibilitando determinar qual protocolo de tratamento pode resultar 

na melhor resposta funcional do músculo plantar quando submetido a 

hipertrofia compensatória.  

Também não há relatos dos efeitos da FBM quando aplicada de forma 

local associada a prática de exercícios em meio aquático sobre as citocinas 

inflamatórias durante o processo de hipertrofia compensatória.  
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Assim, de forma inédita, o objetivo do presente estudo foi avaliar os 

efeitos do treinamento aquático e sua associação com FBM sobre a síntese de 

citocinas e aspectos morfológicos do músculo plantar durante processo de HC 

em ratos Wistar.           

         

 

MATERIAIS E MÉTODOS  

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

Universidade Nove de Julho (UNINOVE) (protocolo CEUA nº 1664030522) e 

os experimentos foram realizados em conformidade com as diretrizes do 

Conselho Nacional para o Controle de Experimentação 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 plásticas 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 água ad libitum.  

            Os animais foram distribuídos aleatoriamente nos seguintes grupos 

experimentais: 

 Grupo Controle Hipertrofia: Os animais foram submetidos à ablação 

dos músculos sinergistas do músculo plantar de forma bilateral. Não 

foram irradiados com FBM e não foram submetidos ao protocolo de 

exercícios e foram eutanasiados após 7 (n=3) e 14 dias (n=3) do início 

do experimento (n=6); (6 animais, 12 amostras); 

 Grupo Hipertrofia + Treinamento Aquático: Os animais foram 

submetidos à ablação dos músculos sinergistas do músculo plantar 

bilateralmente, bem como, submetidos ao protocolo de exercícios de 

resistência em meio aquático. Nesse grupo os animais não foram 
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submetidos a FBM. Os animais foram eutanasiados após 7 (n=5) e 14 

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

 

 Grupo Hipertrofia + Treinamento Aquático + FBM: Os animais foram 

submetidos à ablação dos músculos sinergistas do músculo plantar 

bilateralmente, bem como, submetidos ao protocolo de exercícios de 

resistência em meio aquático. Nesse grupo os animais foram 

submetidos também ao protocolo FBM na região da posterior da pata 

esquerda. Os animais foram eutanasiados após 7 (n=5) e 14 (n=5) dias 

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

 
 

Destacamos que no presente estudo não foi incluído o grupo hipertrofia 

compensatória + FBM, com o intuito de diminuir o número de animais 

utilizados no estudo conforme preconiza o CEUA, visto que este grupo 

já foi investigado em estudos anteriores em modelo de HC, que 

avaliaram o efeito da FBM local sobre os aspectos moleculares e 

morfológicos dos músculos plantares de ratos durante o processo de 

HC. 
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Fluxograma do estudo 

 

 

 

 

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

períodos experimentais e análises realizadas. 

 

 
 

 

Procedimento Cirúrgico          

           Os procedimentos cirúrgicos 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) 9. 

         O modelo da hipertrofia utilizado no presente estudo, consiste na remoção 

cirúrgica dos músculos sinergistas do músculo plantar, bilateralmente, impondo 

uma sobrecarga de trabalho funcional sobre esse músculo 4,9-10. Os animais 

foram pesados e anestesiados com injeção intraperitoneal a base de Ketamina 

10% (0,2 mL/100g do peso do animal) (Dopalen, Vetbrands, São Paulo, Brasil) 

e Xilazina 2% (0,1 mL/100g do peso do animal) (Anasedan, Vetbrands, São 

Paulo, Brasil). Para aplicação da anestesia foram utilizadas seringas de modelo 
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insulina. Em seguida foi realizada a tricotomia seguida da incisão longitudinal 

na região dorsal das patas traseira de ± 2cm e exposição do músculo 

gastrocnêmio. Esses tendões foram isolados e seccionados para permitir a 

remoção parcial do músculo. O mesmo procedimento foi realizado para o 

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

sanguíneos. O músculo plantar situado abaixo dos músculos removidos foi 

preservado e sofrerá a sobrecarga funcional. 

 

Figura 3: Procedimento cirúrgico de ablação dos sinergistas para a hipertrofia do músculo 

plantar. (A) incisão longitudinal da região posterior da pata traseira; (B) exposição, secção do 

tendão e(C) retirada parcial do m. gastrocnêmio lateral (D) retirada parcial do ventre muscular 

do m. gastrocnêmio medial; (E) ablação do músculo sóleo; (F) sutura na área da incisão. Fonte 

do próprio autor. 

 

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

utilizando-se fio de poliamida Ethicon® e os animais foram mantidos em 

gaiolas. 

 A superfície ocular dos animais foi lubrificada com gaze embebida em 

soro fisiológico (NaCl 0,9%) para evitar o ressecamento ocular. Os animais 

foram mantidos em caixas plásticas sobre colchonete aquecido (36-37°C) para 
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evitar hipotermia e permaneceram sob observação até estarem livres do efeito 

dos anestésicos. 

Com o objetivo de diminuir a sensibilidade dolorosa pós-operatório os 

animais receberam administração subcutânea 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 Aquático 

O protocolo de treinamento aquático foi realizado de acordo com o 

descrito por Beasi et al (2021)44. Dessa forma, foi utilizado tanque de cloreto de 

polivinila PVC (35cm x 30cm x 30cm) com alça metálica e galvanizada, 

graduado em silk-screen marcando de (1L a 18L) e sendo preenchido com água 

até 20L de água 31+/-1° aquecida com aquecedor portátil de água (ebulidor) e 

controlada com termômetro digital de uso culinário, e com uma profundidade 

de 20 cm. Durante a realização do protocolo de treinamento não foi imposta 

carga alguma sobre o corpo do animal. Na semana anterior ao procedimento 

cirúrgico para indução da hipertrofia compensatória, os animais foram 

submetidos a adaptação ao ambiente aquático e ao treinamento adaptativo da 

prática de exercício com aumento gradativo do tempo de treinamento. As 

sessões de adaptação 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 sessões tiveram duração 

de 60 minutos.  

O treinamento efetivo ocorreu nos dias 3 a 7 após a indução da 

hipertrofia compensatória nos grupos avaliados em 7 dias e nos dias 3 a 7 e 10 

a 14 nos grupos avaliados em 14 dias, sempre no mesmo horário e a cada 24h. 

Os animais do grupo HC + TA e grupo HC + TA + FBM, realizaram o 

treinamento por 5 ou 10 sessões de 60 min cada, de acordo com o período 

experimental de cada grupo que foi de 7 ou 14 dias. Durante o período de 

realização do exercício aquático, um pesquisador permaneceu observando o 

movimento dos animais durante todo o treinamento, para se certificar que não 

houve períodos de inatividade no tanque. Ao término das sessões 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 não houve treinamento. Nos dias 
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1 e 2 os animais avaliados em 7 e 14 dias, não foram submetidos ao protocolo 

de TA afim de preservar o local da cirurgia. Nos dias 3 a 7 os 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, após a última sessão de treinamento dos grupos avaliados por 7 

dias, os animais foram eutanasiados. Em sequência ao período experimental, 

os animais dos grupos avaliados em 14 dias não 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 após a última sessão de treinamento, os 

animais foram eutanasiados. 

 

Imagens do Protocolo do Treinamento Aquático (TA) 

 

Figuras 4: (A) Dispositivo de TA preenchido com água; (B) Uso do ebulidor e 

termômetro; (C) Animais realizando o protocolo de TA e a demonstração da aferição 

de temperatura da água; (D) Secagem manual e individual dos animais; (E) 

Acomodação dos animais em suas gaiolas sobre manta térmica. Fonte do próprio 

autor. 

 

Protocolo de Fotobiomodulação 
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Os animais do grupo HC + TA + FBM foram irradiados diariamente com 

LBI após a realização do protocolo de TA com os parâmetros baseados em 

estudos prévios 9,11,35 conforme descritos na tabela 1, utilizando o equipamento 

de LBI TwinLaser, MMOptics, São Carlos, Brasil. A irradiação foi unilateral (pata 

esquerda), diariamente até o término do período experimental 7 ou 14 dias. 

Para evitar refração do feixe do laser aplicação será realizada no ângulo de 

90°C entre o emissor e a pele do animal (aplicação perpendicular). No início e 

final do procedimento experimental, a potência de emissão de luz do laser será 

aferida utilizando o Laser Checkpower meter (MM Optics, São Carlos SP, 

Brasil). 

 

 

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

região da pele que recobre o musculo plantar. Fonte do próprio autor. 

 

 

Tabela 1: Parâmetros dosimétricos utilizados na irradiação 

Meio ativo Arseneto de Gálio e Alumínio (AsGaAl) 

Comprimento de onda 780 nm 

Área do feixe 0,04 cm2 

Potência média 40 mW 

Densidade de potência 1 W/cm2 
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Exposição radiante 10 J/cm2 

Energia por ponto 0.4 J 

Total de pontos 8 pontos 

Tempo por ponto 10 segundos 

Tempo total 80 segundos 

Energia total 3.2 J 

 
 

 

Procedimento de eutanásia e coleta do material  

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

eutanasiados por overdose de anestésicos (2x a dose aplicada para a 

anestesia), foi realizada assepsia, tricotomia, incisão para exposição total e 

remoção dos músculos plantares. Os músculos plantares foram coletados e 

imediatamente pesados para análise da relação da massa muscular em 

comparação ao peso corpóreo do animal.  Os músculos também foram 

utilizados para a análises da expressão proteica de TNF-α, através do teste de 

ELISA, utilizando o kit comercial (R&D System, Minneapolis, EUA).  e para 

análise histológica por técnica de HE. 

Análise da massa muscular 

Após a eutanásia dos animais nos diferentes períodos de análise, os 

músculos plantares direito e esquerdo foram cuidadosamente removidos por 

meio da ressecção do tendão de origem e da inserção óssea e limpos conforme 

descrito anteriormente. Os músculos foram pesados em uma balança semi-

analítica e para cada animal foi calculada a relação de massa muscular em 

comparação ao peso corpóreo do animal usando a seguinte fórmula: 

usando a seguinte fórmula: 

𝑟 =
𝑚

𝑃𝐶
 

Sendo: 



53 
 

r: relação de massa muscular 

m: massa muscular  

PC: peso corporal 

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

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

 

 

Análise de expressão proteica: ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent 

Assay) 

        Amostras dos músculos plantares também foram submetidas a 

análise de expressão proteica da citocina TNF-α. Para isso, os músculos foram 

pesados e homogeneizados (Fisher Scientific® PowerGen 125) com tampão 

de extração 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 o 

sobrenadante armazenado a -80°C até o momento da análise. A quantificação 

de proteína total nas amostras será realizada em NanoDrop 2000 (Thermo 

Scientific), com comprimento de onda de (260 e 280) nm. Os níveis de TNF-α, 

no extrato do músculo plantar dos animais foram avaliadas através do ensaio 

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

System, Minneapolis, EUA). Para essa análise foram coletados os dados de 3 

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

 

 

 

 Análise histológica do tecido muscular   

As amostras musculares foram também utilizadas para análise 

morfológica 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 desidratação do material por meio de 

incubações em soluções com concentração crescente de álcool etílico (70%, 

80%, 90%) num período de 1h cada, passados três vezes em álcool absoluto e 
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três vezes em Xilol (Reagen). As amostras foram incubadas por 12h a 60ºC em 

parafina (paraplast, Sigma, USA) e incluídas transversalmente com as porções 

centrais posicionadas mais externamente no bloco. 3 cortes de 10μm de 

espessura foram realizados no micrótomo (Leica RM2125, Nussloch, 

Alemanha) sendo colocados em lâminas de microscopia e mantidos em estufa 

a 37°C durante 12 horas. 

        As lâminas foram submetidas às colorações histológicas de hematoxilina 

e eosina (HE) e avaliadas por microscopia de luz (microscópio Axioplan 2, 

Zeiss, Alemanha) para serem avaliados os seguintes aspectos morfológicos: 

diâmetro das fibras musculares e área de secção transversa AST. 

        Para permitir a análise quantitativa destes aspectos foram consideradas 3 

áreas por lâmina de 3 animais/grupo. Esses campos froam fotografados 

utilizando um microscópio de luz convencional (Zeiss Axioplan2, Alemanha) 

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

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

Health - NIH, EUA) e os dados foram submetidos à análise estatística. 

 

 

Análise de Resultados 

Os dados foram testados quanto a sua normalidade pelo teste 

Kolmogorov-Smirnov e foram expressos em média e desvio-padrão se 

aderirem à curva de Gauss ou mediana e intervalo interquartílico se não 

aderirem. A comparação entre os grupos foi realizada pela ANOVA se os dados 

forem paramétricos ou pelo Kruskal-Wallis se não paramétricos. O Teste de 

contraste (Pós-Hoc) utilizado será 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 

 Análise da relação da massa muscular e peso corporal 

    Os resultados da análise de massa muscular e peso corporal demonstraram 

que não houve diferença significante entre os grupos Controle HC, HC + TA e 

HC + TA + FBM após 7 e 14 dias. (Figura 6 A e B). 
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Figura 6. Valores Médios ± erro padrão da média da massa muscular dos 

músculos plantares em relação ao peso corporal dos animais dos diferentes 

grupos após 7 e14 de HC. (ANOVA/Tukey).  

 

Expressão proteica de TNF-α por ELISA  

 

         Os resultados da expressão proteica de TNF-α após 7 dias demonstraram 

que houve redução nos níveis desta citocina no grupo HC+TA + FBM, quando 

comparado ao grupo Controle HC (p = 0,049). Neste período, não houve 

diferença na expressão proteica de TNF-α entre os grupos HC +TA e grupo 

HC+ TA+FBM. Após 14 dias não foram encontradas diferenças estatísticas 

entre os diferentes grupos experimentais. Figura (7 A e B). 

 

 

 

 

Figura 7.  Valores Médios ± erro padrão da expressão proteica da citocina TNF-

α nos diferentes grupos, no período experimental de 7 e 14 dias. (ANOVA/ 

Tukey), *p<0,05. 

 

Análise dos aspectos morfológicos por H&E 
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           Análise qualitativa dos cortes histológicos é possível verificar em 7 e 14 

dias um aumento da AST e um aumento do diâmetro das fibras após 14 dias 

no grupo que recebeu o tratamento com FBM. 

 

 

 

Figura 8: Cortes histológicos transversais dos músculos 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 análise quantitativa da AST das fibras musculares 

demonstraram maiores valores de área após 7 dias no grupo HC+ TA+FBM, 

quando comparado ao grupo HC+TA (p = 0,0002) e menores valores de área 

no grupo HC+TA quando comparado ao grupo Controle HC (p = 0,003). Após 

14 dias maiores valores de área 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 padrão da área de secção transversa (AST) 

nos diferentes grupos, após 7 e 14 dias. (ANOVA/ Tukey), **p<0,01; ***p<0,001 

 

 

        Os resultados da análise quantitativa do diâmetro das fibras 

demonstraram que após 7 dias não houve diferença entre os grupos 

experimentais. Após 14 dias houve um aumento no diâmetro 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).  

 

 

 

Figura 10. Valores Médios ± erro padrão de histologia dos diâmetros das fibras 

nos diferentes grupos, no período experimental de 7 e 14 dias. (ANOVA/ 

Tukey), **p<0,01. 
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5. DISCUSSÃO  

          Nos centros de reabilitação funcional, o primeiro objetivo dos 

profissionais que atuam frente à essas situações de comprometimento 

muscular é recuperar o músculo, a fim de garantir a funcionalidade do indivíduo. 

Nesse contexto, a prática de exercícios físicos pode ser considerada como uma 

das principais intervenções terapêuticas que contribuem na melhora física dos 

indivíduos com comprometimento muscular19. 

        Outro recurso terapêutico que tem demonstrado excelente capacidade 

modulatória no processo de reabilitação de lesões ou comprometimento 

muscular é a FBM com LBI. A literatura destaca inúmeros estudos que relatam 

efeitos positivos da FBM em diferentes fases de reabilitação do músculo após 

lesões aguda 38,41,42,43, após lesão nervosa periférica (LNP) 49,50, durante a 

indução de hipertrofia9,10,11,35 entre outros. Assim, a FBM vem ganhando cada 

vez mais destaque como opção de tratamento quando se busca a melhora 

funcional de um músculo acometido por diferentes tipos de lesões. 

Diversos estudos envolvendo modelos experimentais, buscam entender 

como ocorre o processo adaptativo do músculo esquelético em diferentes 

situações a que esse tecido pode ser exposto. Com base nesses estudos, é 

possível mimetizar o que comumente observa-se na prática clínica. Assim, 

nesse estudo utilizamos o modelo de HC do músculo plantar de ratos Wistar já 

que este é um modelo bem estabelecido e caracterizado na literatura 35 e 

permite avaliar a resposta de adaptação do músculo plantar quando exposto a 

uma sobrecarga funcional em um período de poucos dias4,9,10,11bem como 

permite a associação com protocolo de TA. 

Assim no presente estudo buscou-se avaliar a associação destes 

recursos terapêuticos muito utilizados para a reabilitação muscular de forma a 

entender a interação entre eles e possível otimização de seus efeitos positivos 

que já foram evidenciados quando utilizados separadamente. Desta forma, 

avaliou-se os efeitos FBM associado ao TA sobre os aspectos moleculares e 

morfológicos do músculo plantar durante processo de HC em ratos Wistar.  

De acordo com os resultados obtidos na análise de expressão proteica, 

observou-se que após 7 dias, houve redução nos níveis de TNF-α no grupo 

HC+TA+FBM, quando comparado ao grupo Controle + HC. No período 
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experimental de 14 dias não houve alterações na expressão proteica de TNF-

α em nenhum dos grupos experimentais.  

Um estudo anterior utilizando o mesmo modelo experimental de HC e 

aplicando a FBM infravermelha, também demonstrou que após 14 dias de HC 

não houve diferença na expressão proteica de TNF-α entre os diferentes grupos 

experimentais9 .Considerando que o TNF-α quando expresso no músculo pode 

sinalizar um dano tecidual, bem como um comprometimento no processo de 

reparo do tecido e prejuízo a manutenção de massa muscular9,32,33,o achado 

do presente estudo sugere que ambos os recursos terapêuticos embora não 

promoveram a redução dessa citocina após 14 dias, também não influenciaram 

de forma negativa, uma vez que os níveis proteicos de TNF-α nos grupos 

submetidos ao protocolo de TA ou ao protocolo de TA+FBM não aumentaram 

após 14 dias de avaliação. Dessa forma, tanto o TA quanto a associação deste 

com a FBM, demonstraram não produzirem efeitos deletérios ao músculo 

quando submetido a uma sobrecarga funcional excessiva em um período de 

até 14 dias. Esta redução na expressão proteica de TNF-α no grupo 

HC+TA+FBM após 7 dias, sugere um efeito positivo da associação do protocolo 

de TA e da irradiação com LBI sobre a regulação da expressão de citocinas 

como o TNF-α, visto que no presente estudo o grupo HC que não realizou o TA 

e não recebeu a FBM apresentou um aumento na expressão dessa citocina. 

De acordo com a literatura, o TNF-α é uma citocina com característica pró-

inflamatória, e quando expressa no tecido muscular pode influenciar na 

ausência de proteção do tecido, além de promover a diminuição do volume de 

massa muscular, bem como a apoptose celular. Frente a essas alterações 

poderão ocorrer a diminuição da AST das fibras e menor capacidade de 

resposta ao exercício físico. Martinelli et al. (2020)9 ao utilizarem o mesmo 

modelo de indução HC do músculo plantar em ratos Wistar e imediatamente 

após a indução utilizaram a FBM (780 nm, 10 J/cm2, 40 mW, e 3.2 J/cm2 de 

energia total) e observaram uma redução da expressão proteica de TNF-α após 

7 dias. Esse achado evidencia o papel da FBM na redução desta citocina uma 

vez que somente o TA (grupo HC+TA) não foi capaz de induzir esta redução 

sendo os níveis semelhantes ao grupo somente HC. 

       Outros estudos também observaram efeitos similares da FBM sobre a 

expressão de TNF-α em diferentes modelos experimentais47-48. Leal Junior et 
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al. (2014)47, aplicaram a FBM (904 nm, densidade de potência 75 mW/cm2, 

potência média de 15 mW, energia de 1,0J; tempo de 67 segundos) em 

camundongos mdx em um modelo de distrofia muscular e verificaram uma 

diminuição de expressão gênica de TNF-α após a realização de um protocolo 

de 14 semanas de irradiações com frequência de 5 irradiações por semana, 

sugerindo assim um efeito protetor da FBM quando utilizada sobre o tecido 

muscular exposto a uma condição perda de massa muscular. Mesquita-Ferrari 

et al. (2011)38 utilizando um modelo de lesão muscular aguda em ratos Wistar 

e utilizando c a FBM com os mesmos parâmetros estabelecidos no presente 

estudo, também verificaram a redução na expressão da citocina TNF-α após 1 

e 7 dias, os autores associaram essa redução à melhora do reparo tecidual. 

Juntos, esses achados corroboram com os presentes achados e confirmam a 

hipótese do que a FBM associada ao exercício físico realizado em meio 

aquático e a FBM podem favorecer a adaptação do tecido muscular por inibir o 

aumento de citocinas que podem de forma negativa no aumento da massa 

muscular e por consequência interferir também na funcionalidade do músculo.  

        Quanto a análise histológica da AST, os resultados permitiram observar 

em 7 dias áreas menores das fibras musculares no grupo HC+TA em relação 

ao grupo somente HC. Contudo, um aumento da área das fibras foi observado 

no grupo submetido a HC +TA +FBM no mesmo período. 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 prática do TA isolada não induziu o aumento da AST 

principalmente no intervalo de 7 dias. Após 14 dias, embora não tenha ocorrido 

um aumento, também não se evidenciou a redução do tamanho da fibra, esse 

achado supõe que em 14 dias o TA pode auxiliar na manutenção do tamanho 

da fibra muscular já que nesse período não se observou a mesma redução. Em 

adição, 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 

terapêutico capaz de aumentar a AST das fibras musculares durante o período 

de maior aumento de massa muscular no processo de HC. A FBM também se 

mostrou eficaz em aumentar a AST em estudos prévios como após LNP e lesão 

medular (LM). Andreo et al (2020)49,50, usando a FBM com os mesmos 
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parâmetros (λ = 780 nm, 10 J/cm2, 40 mW, e 3.2 J/cm2 de energia total), em 

um modelo de lesão nervosa periférica em ratos, realizando a aplicação da 

FBM sobre o músculo tibial anterior ou sobre o nervo ciático, ou ainda 

realizando a aplicação sobre o músculo e sobre o nervo de forma simultânea, 

encontraram um aumento da AST e do diâmetro das fibras musculares após 21 

e 28 dias de irradiações diárias.  

Em adição, Tobelem et al. (2022)53, avaliaram os efeitos da FBM 

infravermelha, aplicada de forma vascular, por 35 dias, sobre os aspectos 

morfológicos do músculo tibial anterior em um modelo de lesão medular e 

observaram que a FBM infravermelha aplicada de forma precoce, isto é, 

aplicada imediatamente após a indução da LM e após 2h, apresentaram um 

aumento da AST a partir da segunda semana de tratamento quando 

comparadas as fibras dos grupos não tratados com FBM. 

Com relação a análise do diâmetro das fibras musculares, os resultados 

demonstraram que em 7 dias não houve diferença entre os grupos 

experimentais. Entretanto, em 14 dias um aumento do diâmetro das fibras 

musculares foi observado em ambos os grupos que receberam algum tipo de 

intervenção terapêutica quando comparados ao grupo controle, esses achados 

destacam o benefício tanto do TA quanto da FBM no aumento do diâmetro das 

fibras musculares. Diversos estudos anteriores relataram a eficácia da FBM em 

atuar sobre o tecido muscular frente as distintas situações a que esse tecido 

pode ser exposto42,9,49 No que diz respeito a HC, alguns estudos dedicaram-se 

a avaliar a atuação apenas da FBM, sem a associação de qualquer tipo de 

exercício físico, e assim como no presente estudo, evidenciaram um efeito 

positivo dessa terapia em promover o aumento do diâmetro e da AST das fibras 

musculares. Martinelli et al. (2022)11, usando FBM (λ = 780 nm, 10 J/cm2, 40 

mW, e 3.2 J/cm2 de energia total), aplicada de forma local sobre a região do 

músculo plantar ou de forma vascular aplicada sobre um vaso sanguíneo de 

grosso calibre localizado na cauda do animal em um modelo de HC unilateral 

do músculo plantar semelhante ao modelo utilizado no presente estudo (HC 

bilateral), também encontraram um aumento da AST da fibra induzida pela 

aplicação vascular da FBM após 14 dias de irradiações. O mesmo estudo, 

também evidenciou um aumento do diâmetro das fibras em após 7 e 14 dias. 

Os autores relataram que ambas as formas de aplicação contribuíram para o 
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aumento da área e do diâmetro das fibras musculares favorecendo assim o 

processo de HC.    

       Utilizando o mesmo modelo de HC do músculo plantar descrito no presente 

estudo e o mesmo protocolo de FBM infravermelha (λ = 780 nm, 10 J/cm2, 40 

mW, e 3.2 J/cm2 de energia total), aplicada de forma local sobre o músculo 

plantar, Terena et al. (2015)10, também encontraram um aumento da AST da 

fibra após 14 dias de irradiações 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 morfológicos do 

músculo e sobre o processo de reparo do tecido. Lopes et al (2021)51, ao induzir 

uma lesão muscular aguda in vivo, verificaram que a FBM vascular (λ =780nm, 

40 mW, 3,2 J, sendo 1 ponto de aplicação sobre um vaso sanguíneo localizado 

na cauda do animal durante 80s), reduziu da área da lesão muscular após 5 e 

7 dias, reduziu o edema após 5 dias além de promover a formação de novas 

fibras musculares após 7 dias.  

          Estudos prévios destacam a importância tanto dos exercícios físicos 

quanto da FBM na resposta de adaptação, reparo e reabilitação do músculo 

esquelético após quaisquer demandas de sobrecarga, lesão tecidual ou mesmo 

lesão nervosa 9,11,40,42. Especificamente sobre os exercícios físicos realizados 

em meio aquático, a literatura relata sua capacidade em  otimizar a adaptação 

dos ajustes corporais responsáveis por diversas habilidades motoras22.Além 

disso, estudos anteriores relataram que tais exercícios podem interferir de 

maneira positiva no processo de reabilitação das desordens musculares por 

otimizar a flexibilidade e a força muscular e prevenindo danos musculares após 

a prática de exercícios22,23,24 Da mesma forma muitos estudos enfatizam o uso 

da FBM como uma terapia promissora, capaz de modular o músculo 

esquelético, promovendo seu reparo e melhorando o processo de adaptação 

necessária para gerar uma adequada resposta após os acometimentos que 

cursem com perda da funcionalidade do músculo9,10,11.Somando-se a esses 

achados prévios, no presente estudo, as duas intervenções, (TA e FBM), 

principalmente quando associadas, mostraram-se capaz de influenciar no 

aumento da fibra muscular. 
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         Os resultados da análise da relação de massa muscular demonstraram 

que não houve diferença entre os grupos Controle HC, HC +TA e HC + TA + 

FBM em nenhum dos períodos experimentais.  

      Alguns estudos utilizando o mesmo modelo de HC associado a terapia com 

FBM, porém sem a execução do protocolo de treinamento aquático, avaliaram 

os efeitos da FBM sobre a relação de massa muscular após a indução da HC. 

Terena et al. (2015)10, utilizando o modelo de HC em ratos Wistar e utilizando 

a FBM infravermelha (λ = 780 nm, 10 J/cm2, 40 mW, e 3.2 J/cm2 de energia 

total), aplicada em 8 pontos sobre o músculo plantar, assim como no presente 

estudo não encontraram um aumento do peso do músculo quando comparado 

ao peso corpóreo dos animais após 7 dias de sobrecarga muscular e de 

tratamento com FBM. Porém, após 14 dias de sobrecarga os autores 

observaram um aumento da massa muscular nos grupos que receberam ou 

não a FBM. Já Martinelli et al (2022)11, submeteram o músculo plantar de ratos 

Wistar a HC e aplicaram a FBM (λ = 780 nm, 10 J/cm2, 40 mW, e 3.2 J/cm2 de 

energia total), sobre o músculo plantar ou sobre a cauda dos animais (aplicação 

vascular), por 7 ou 14 dias. Em seguida, compararam a massa dos músculos 

utilizando a relação esquerdo e direito (E/D) dos membros de cada músculo 

para determinar a relação de massa entre o músculo que recebeu a sobrecarga 

e o músculo que não recebeu sobrecarga. O estudo relatou que em 7 dias não 

houve diferença no volume de massa muscular entre os grupos submetidos HC 

tratados ou não com FBM. Contudo, após 14 dias de irradiações, observou-se 

que a massa muscular dos grupos que não 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 (λ = 660 nm, 50 mW, 2 min, 

durante 10 dias) em um modelo de lesão nervosa periférica, e demonstraram 

que os animais tratados com FBM apresentaram um aumento da massa 

muscular ao término do protocolo experimental52.  

      Esses achados diferem em parte dos resultados apresentados no presente 

estudo. De acordo com os resultados aqui obtidos, é possível sugerir que 

embora o TA e a FBM não aumentaram a massa muscular, também não 

demonstraram ser terapias que atuem de forma negativa sobre o músculo, no 
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sentido de promover a redução do volume da massa muscular após uma 

sobrecarga. Isso porque, em nenhum momento os grupos tratados com FBM 

e/ou TA evidenciaram a redução da massa muscular quando comparados ao 

grupo controle.  

 

6. CONCLUSÃO 
  
         Os resultados demonstraram que a associação da FBM e TA induziram 

os melhores efeitos durante a HC do músculo plantar quando comparado ao 

TA isolado, incluindo a redução de TNF-α, e o aumento da AST e do diâmetro 

das fibras musculares. Além disso, o TA isoladamente também foi benéfico 

para o tecido muscular, uma vez que induziu manutenção do diâmetro das 

fibras. Esses resultados são extremamente relevantes quando se considera as 

diferentes possibilidades de intervenção terapêutica ou a associação de ambas 

as terapias que se mostraram capazes de atuar de forma positiva no tratamento 

das desordens musculares comumente observadas em músculos que sofram 

uma sobrecarga excessiva como ocorre na HC. 

 

Limitações de estudo e perspectivas futuras 

        No presente estudo nos limitamos a estabelecer um protocolo de 

treinamento aquático (TA), com base em um único estudo, isso devido a 

divergência e inconsistência dos dados metodológicos relatados nos estudos 

encontrados na literatura que não permitem a reprodução adequada do 

método. Assim, outros estudos deverão ser realizados a fim de somar-se aos 

nossos achados, bem como, a fim de preencher a lacuna científica sobre as 

divergências encontradas na literatura, no que diz respeito a reprodução de 

protocolo de TA, permitindo assim padronizar um protocolo adequado, prático 

e confiável, tal como estabelecemos no presente estudo. 
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8. Anexo  
8.1 Anexo A. Certificado de aprovação da Comissão de Ética no Uso de 
Experimentação Animal 
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 8.2 Anexo B. Checklist 
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Apêndice. Comprovante de submissão do artigo científico à 
 Revista Conscientiae Saúde 
 

 

 
 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 


