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Resumo

O musculo estriado esquelético desempenha funcdes essenciais, como a manutencao da
postura e a movimentacao do corpo humano. Devido a sua extensdo e alta demanda, €
especialmente suscetivel a lesdes, embora possua uma notavel capacidade de
regeneracdo. A fotobiomodulacdo (FBM) tem demonstrado resultados positivos nha
regeneragdo muscular e isso tem garantido muito destaque por se tratar de um recurso
nao invasivo e com auséncia de efeitos colaterais contudo a grande maioria dos estudos
se refere a aplicacdo local da FBM (FBML). Mais recentemente, estudos com a
fotobiomodulagcdo vascular (FBMV) também descrevem os efeitos positivos sobre a
regeneragdo muscular. O objetivo deste estudo é avaliar o efeito da FBMV sobre aspectos
morfoldgicos e expressao de proteinas envolvidas no trofismo muscular durante o processo
de regeneracdo apoOs inducdo de lesdo muscular aguda em modelo animal. Foram
utilizados 65 ratos Wistar, divididos em quatro grupos experimentais (1- controle, 2- leséo,
3 -FBMV pré+lesao, 4- lesdo+FBMV-po6s). A FBMV foi aplicada com contato, de forma
transcutaneo sobre a veia/artéria caudal dos animais utilizando os seguintes parametros
(780nm; 40mW; 0,04 cm2; 80 J/cm2; 3,2J). Os musculos tibiais anteriores (TA) dos animais
foram criolesionados bilateralmentre com a aplicacdo de bastéo resfriado em nitrogénio
(10segundos/2X) e a eutanasia foi realizada nos periodos de analise de 1, 2, 5 e 7 dias.
Os musculos TA foram coletados para andlise de diametro e area de secgéo transversa
das fibras musculares por meio das laminas de H&E. A analise de expressdo génica de
fatores como Miostatina e MuRF-1 foi realizada por gPCR. Todos os resultados foram
submetidos a analise estatistica (ANOVA/Tukey). Os resultados mostraram que, em
relacdo ao didmetro muscular e aos niveis de AST, o tratamento com FBMV pré-lesdo
apresentou reducao no primeiro dia, enquanto os grupos Lesédo e FBMV pds-leséo exibiram
aumento significativo em relagdo ao controle. Nos dias dois e cinco, 0s grupos tratados
com FBMV mostraram reduc&o nos parametros em relagdo ao grupo Lesao. No sétimo dia,
os valores nos grupos tratados aproximaram-se aos do controle, enquanto o grupo Leséo
manteve reducdo persistente no didmetro e aumento nos niveis de AST. Quanto a
expressao de MuRF-1 e miostatina, o grupo lesdo resultou em aumento significativo da
expressao de ambas em 1, 2 e 5 dias em comparacao aos grupos, controle, FBMV pré-
lesdo e FBMV pés-lesdo. Apds sete dias, os niveis de miostatina foram aumentados no
grupo tratados previamente em relacdo ao grupo controle, lesdo e FBMV poés-leséo,
enquanto a expressédo de MuRF-1 permaneceu elevada no grupo lesdo. Em concluséo, a
fotobiomodulagéo vascular (FBMV) demonstrou efeitos positivos na regeneracéo muscular,
modulando parametros morfologicos e a expressao de proteinas como miostatina e MuRF-
1. O tratamento pré-lesdo mostrou impacto no sétimo dia mais significativo, enquanto a
aplicacdo pés-lesao favoreceu a recuperacédo progressiva, reduzindo danos musculares e
AST. Ambos os protocolos aproximaram o0s resultados aos niveis de controle no sétimo
dia, destacando o potencial da FBMV como uma abordagem terapéutica ndo invasiva para
lesbes musculares.

Palavras-chave: Fotobiomodulac&o vascular, lesdo muscular, Fotobiomodulacéo, reparo
muscular, fatores reguladores miogénicos



Abstract

Skeletal striated muscle plays essential roles, such as maintaining posture and facilitating
human body movement. Due to its size and high demand, it is particularly susceptible to
injuries, although it possesses a remarkable capacity for regeneration. This process is
complex and involves the expression of myogenic transcription factors at different stages.
Photobiomodulation (PBM) has shown positive results in muscle regeneration, gaining
attention as a non-invasive treatment with no reported side effects. Most studies focus on
locally applied PBM (LPBM), proving effective when applied either before or after injury.
More recently, vascular photobiomodulation (VPBM) has also shown promising effects in
this context, leading to increased research interest. This study aims to evaluate the effects
of VPBM, alone or combined with LPBM, on tissue morphology, muscle fiber phenotype
determination, and the expression of myogenic factors and proteins involved in muscle
trophism during the regeneration process after the induction of acute muscle injury in an
animal model. A total of 105 Wistar rats were used, divided into six experimental groups:
(2) control, (2) injury, (3) VPBM pre-injury, and (4) post-injury + VPBM. VPBM was applied
transcutaneously and pointwise over the animals' caudal artery/vein. using the following
parameters for both treatments (780 nm; 40 mW,; 0.04 cmz?; 80 J/cm?; 3.2 J). The anterior
tibial (AT) muscles of the animals were cryolesioned bilaterally by applying a nitrogen-
cooled rod (10 seconds/2X), and euthanasia was performed at 1, 2, 5, and 7 days post-
injury. AT muscles were collected for diameter and cross-sectional area analysis of muscle
fibers through H&E-stained slides. Gene expression analysis of factors such as Myostatin,
and MuRF-1 was performed by gPCR. The data were submitted to statistical analysis
(ANOVA/Tukey). The results showed that after 1 day, the pre-injury FBMV treatment
showed a decrease while the Lesion and post-injury FBMV groups exhibited an increase in
comparison to the control group. At 2 and 5 days, the treated groups showed a reduction in
diameter compared to the Lesion group. By day 7, the treated groups reached values similar
to the control, while the Lesion group showed a reduction. Regarding AST, on day 1, the
pre-injury FBMV treatment showed a decrease , while the Lesion and post-injury FBMV
groups exhibited an increase. On day 2, no significant differences were observed between
the groups. After 5 days, the Lesion and post-injury FBMV groups showed a significant
increase, whereas the preventive treatment maintained values close to the control. By day
7, the FBMV-treated groups displayed AST values higher than the Lesion group but close
to the control. With respect to the expression of MuRF-1 and myostatin, the injury group
exhibited a significant upregulation of both proteins at 1, 2, and 5 days compared to the
control, pre-injury FBMV, and post-injury FBMV groups. At seven days, myostatin levels
remained elevated in the pre-treatment group compared to the control, injury, and post-
injury FBMV groups, whereas MuRF-1 expression remained consistently elevated in the
injury group. In conclusion, vascular photobiomodulation (FBMV) demonstrated beneficial
effects on muscle regeneration by modulating morphological parameters and the
expression of key proteins such as myostatin and MuRF-1. The pre-injury treatment
exhibited a more pronounced impact at seven days, whereas post-injury application
facilitated progressive recovery, mitigating muscle damage and reducing AST levels. Both
treatment protocols effectively approximated the outcomes to control levels by the seventh
day, underscoring the potential of FBMV as a non-invasive therapeutic strategy for muscle
injuries.

Key-words: Vascular photobiomodulation, muscle injury, photobiomodulation, muscle
repair, myogenic regulatory factors
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1. CONTEXTUALIZACAO

O sistema musculoesquelético € uma estrutura complexa e importante
composta por musculos, ligamentos, cartilagens, nervos e tecido conjuntivo. Essas
estruturas desempenham um papel crucial na fungcdo motora, equilibrio, postura e
protecdo (1). Dada a sua extensao, representa o tecido mais abundante em nosso
corpo, desempenhando um papel essencial na realizacdo de movimentos por meio
de contracdes, bem como exerce fungbes contrateis nos 6rgaos internos (2).

Existem trés tipos distintos de musculos: o musculo liso, o estriado cardiaco
e 0 estriado esquelético. O musculo estriado esquelético possui a funcéo de gerar
forca e movimento rapido por meio de contracdo das fibras musculares, que
envolve a utilizagdo de energia quimica armazenada na forma da molécula de alta
energia adenosina tri-fosfato (ATP) e o estimulo (potencial de acdo) gerado por
neurdnios motores (3,4). As fibras musculares sdo compostas por inumeras células
multinucleadas, envoltas pelo endomisio, uma fina membrana de tecido conjuntivo
e um tecido mais denso denominado de perimisio, formando um fasciculo de fibras
com cada camada envolta pela matriz extracelular. O conjunto dos fasciculos
finalmente reinem e formam estruturalmente o masculo estriado esquelético sendo
este envolvido também por tecido conjuntivo denominado epimisio (4,5).

O tecido muscular apresenta alta capacidade de regeneracdo devido a
presenca de células precursoras miogénicas, as células satélites musculares (CS),
dispostas entre o sarcolema e a lamina basal da fibra muscular normalmente em
estado quiescente e ativadas em resposta a lesdo. Ao serem ativadas, as CS
prontamente proliferam e diferenciam em mioblastos para reparar a area lesionada
ou até a formacédo de novas fibras musculares (6,7).

As fibras musculares podem ser classificadas em diferentes fenétipos de
acordo com a predominancia determinada pela via metabdlica de obtencdo de
energia. As fibras do tipo | (contracdo lenta) sdo altamente vascularizadas e
resistente a fadiga, promovem forga de contracéo suficiente por periodos de longa
duragao, utilizando o metabolismo predominantemente oxidativo como fonte de
energia (2,4).Em contraste, as fibras do tipo Il promovem forca de contracao rapida
e sao subdivididas entre tipo lla, sendo uma fibra intermediaria, rapida e resistente

a fadiga e utiliza o metabolismo oxidativo-glicolitico e a fibra do tipo llb,
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caracterizada como uma fibra rapida com baixa resisténcia a fadiga e, exibe altos
niveis de forca muscular e, portanto, utiliza o metabolismo glicolitico para obtencéo
de energia(2,4,8).

Algumas proteinas ganham destaque e desempenham importantes funcdes
no musculo esquelético incluindo a miostatina e MuRF-1 (Muscle RING Finger-1)
sdo proteinas-chave envolvidas na regulacdo do trofismo muscular,
desempenhando papéis distintos na regeneracdo muscular.

A miostatina, é uma proteina da familia TGF-B (transforming growth factor
beta) e atua como um regulador negativo do crescimento muscular (9). Ela inibe a
proliferacdo e a diferenciacdo de células satélites, fundamentais para a
regeneracdo muscular, sendo responsavel por regular negativamente o
crescimento muscular. Devido a seu papel inibitério sobre o processo de
diferenciacdo das células musculares, desfavorece o processo de hipertrofia, ou
seja, sua expressao exerce efeitos anti-anabdlicos (9,10).

ApOs uma lesdo muscular, os niveis de miostatina tendem a aumentar
inicialmente, limitando o crescimento muscular como parte do equilibrio
homeostatico. Contudo, sua reducdo subsequente é essencial para permitir a
regeneracao eficiente, promovendo a formacéo de novas fibras musculares. (11)

MuRF-1 é uma proteina ligase ubiquitina E3, crucial no sistema ubiquitina-
proteassoma, responsavel pela degradacao de proteinas musculares danificadas
ou desnecessarias sendo um importante sinalizador da atrofia muscular.(12)

Durante os estagios iniciais da regeneracdo, MuRF-1 € altamente expressa
para eliminar proteinas comprometidas devido ao dano muscular. Com o0 avancgo
do processo regenerativo, sua expressao diminui, permitindo a sintese proteica e a
recuperagéo do tecido muscular(13).

Considerando o importante papel destas proteinas no trofismo muscular,
niveis elevados e sustentados de miostatina ou MuRF-1 podem atrasar a
regeneracdo muscular, levando a atrofia e a uma recuperacdo inadequada
(9,14,15).

A modulacdo dessas proteinas pode acelerar o processo regenerativo,
promovendo um melhor equilibrio entre degradacgéo e sintese proteica. Estudos tém
explorado a inibicdo da miostatina e a regulacdo de MuRF-1 como potenciais

estratégias terapéuticas para melhorar a regeneracdo muscular em condi¢des de
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lesbes agudas, doengas musculoesqueléticas ou mesmo em casos de sarcopenia
(16-19)

A miostatina e a MuRF-1 também desempenham papéis importantes na
regulacao do tipo de fibra muscular, influenciando a composicao e a funcionalidade
do tecido muscular durante o processo de regeneracdo. A miostatina tende a
favorecer fibras do tipo | (oxidativas, de contracéo lenta) ao inibir o crescimento
muscular e a diferenciacdo em fibras do tipo Il (glicoliticas, de contracao
rapida)(20).

Apbés uma lesdo, a reducdo nos niveis de miostatina pode favorecer a
formacéo de fibras do tipo Il, que sdo mais susceptiveis a regeneracao rapida e
maior capacidade contratil, embora mais propensas a fadiga. Esse equilibrio é
critico para a recuperacéo funcional do musculo.(21,22)

O Muscle Ring Finger-1 (MuRF-1) € uma proteina presente nos trés tipos de
musculos, com maior predominancia no musculo esquelético. Esta diretamente
associada a atrofia muscular, sendo considerada uma reguladora chave em
comparacao com outras isoformas (23). MuRF-1 esté envolvida na degradacédo de
proteinas especificas associadas a fibras musculares do tipo Il. Durante periodos
de atrofia ou regeneracédo, niveis elevados de MuRF-1 podem levar a reducédo
preferencial de fibras do tipo I, promovendo um perfil mais oxidativo (tipo 1) (23,24)

Durante o processo regenerativo, a regulacdo de MuRF-1 é essencial para
evitar a perda desproporcional de fibras do tipo Il, garantindo a recuperacao
equilibrada do tecido muscular. Assim a proporcéo entre fibras do tipo | e 1l pode
ser influenciada pela expresséo dessas proteinas, especialmente em condi¢fes de
lesdo ou atrofia. Em condi¢cdes de homeostase, a expressdo de MuRF-1 é baixa,
mas aumenta significativamente em resposta a estressores que induzem a atrofia,
como a sinalizacéo de citocinas inflamatdérias, estresse oxidativo e glicocorticoides
(25-27).

Apesar da alta capacidade de regeneracédo do tecido musculoesquelético,
em algumas situagdes, a regeneracdo completa pode nao ocorrer, dependendo do
tipo e extensao da lesdo. Isso pode levar a formacao de tecido cicatricial, resultando
em fibrose muscular e comprometimento funcional (28)

No contexto do reparo muscular, a fotobiomodulacdo (FBM) tem sido
amplamente estudada devido ao seu potencial para acelerar a regeneracao de

tecidos danificados e reduzir a inflamacdo. A FBM é uma terapia baseada no uso
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de luz ndo ionizantes, incluindo lasers e LEDs, geralmente na faixa visivel e infra
vermelho proximo, para estimular processos biol6gicos e promover a regeneracao
celular e tecidual. A luz aplicada penetra nos tecidos, sendo absorvida por
cromoforos celulares, como a citocromo ¢ oxidase nas mitocdndrias, o que leva ao
aumento da producao de ATP, modulacdo de espécies reativas de oxigénio (ERO)
e liberacdo de fatores de sinalizacao celular (29,30)

Os resultados positivos advindos do emprego da FBM estéo intrinsecamente
associados as caracteristicas do Laser em baixa intensidade (LBI), tais como sua
monocromaticidade e estreita regido espectral, 0 que assegura um controle mais
eficaz da quantidade de energia entregue ao tecido. Destaca-se a seguranca
terapéutica inerente ao método, uma vez que este é ndo invasivo, de facil aplicacédo
e com menor possibilidade de riscos (31,32). A fotobiomodulagé&o local (FBML) tem
apresentado efeitos significativamente positivos em modelos experimentais e
clinicos, demonstrando sua capacidade de induzir respostas teciduais,
especialmente ao utilizar comprimentos de onda vermelho e infravermelho
(28,33,34). Essa abordagem possui um potencial significativo na modulacdo do
reparo tecidual (33), promocdo de analgesia(35), modulacdo da resposta
inflamatoria (36), reducdo do edema (37) e remodelacdo da matriz extracelular
(MEC) por meio da sintese e organizacéao das fibras de colageno (31,38).

A FBML também demonstrado na literatura efeitos positivos quando aplicada
antes do acometimento ou indugdo de lesbes musculares, ou seja, de forma
preventiva. Adabbo et al (2016) (34), em modelo animal de aplicacdo prévia da
FBML e indugdo da criolesdo do musculo TA e exercicio aerdbio observaram que
essa forma de irradiacdo induziu melhor recuperacdo muscular, apontando como
principal justificativa a capacidade de induzir a angiogénese, garantindo uma
melhor vascularizagéo da regidao lesionada e melhora da oxigenacao tecidual, e
com efeitos analgésicos e anti-inflamatorios.

Adicionalmente, a FBML tem se mostrado promissora no processo de
regeneracao de lesbes musculares, acelerando o reparo muscular e preservando a
funcdo das fibras musculares, devido a sua capacidade de modular mediadores
pro-inflamatorios (35). De Lima et al. (2018) relataram que a aplicacdo da FBML,
tanto antes quanto apds a lesdo, resultou em efeitos mais expressivos na

modulacdo de CPM, calcineurina e miostatina na fase final do reparo muscular (16).
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Com relacéo a aplicagédo do LBI em tecidos bioldgicos, ja se sabe que sua
aplicacao local direta na lesdo gera beneficios terapéuticos (39-41). Entre os
meétodos de aplicacdo, destaca-se a forma vascular ndo-invasiva (FBMV), que
envolve a irradiacdo transcutanea ou sublingual, derivada da irradiagao
intravascular (ILIB, Intravascular Laser Irradiation of Blood). Embora a literatura
ainda seja limitada, estudos clinicos e experimentais tém mostrado resultados
promissores, como analgesia, melhora da circulacdo sanguinea, reducdo da
inflamacdo, modulacdo do sistema imunoldgico e beneficios para desordens
musculoesqueléticas e doencas sistémicas(32,38,42).

A FBML apresenta efeitos positivos ja estabelecidos na literatura quando
aplicada antes de uma leséo, contribuindo para o reparo muscular (16,33,34,43).
Neste contexto, a FBMV também se mostra promissora, devido a sua acgéo
sistémica e resultados positivos em modelos experimentais de lesdo medular (44),
hipertrofia muscular compensatodria (45) e lesdo muscular aguda, com efeitos mais
pronunciados quando aplicada previamente (42).

Estudos experimentais indicam beneficios da FBMV no reparo muscular.
Lopez et al. (2021) (42) justificaram as limitagfes da aplicacao local da FBML, como
o tempo necesséario e a dificuldade de prever os locais a serem irradiados.
Aplicando a FBMV de forma transcutanea sobre a veia/artéria caudal de ratos
Wistar com criolesdo no musculo tibial anterior, observaram uma modulacdo de
marcadores bioquimicos relacionados a lesdo muscular, com efeitos mais
pronunciados quando a FBMV foi aplicada antes da lesdo. A técnica também
reduziu a mionecrose e o infitrado inflamatorio, além de aumentar a
neovascularizacdo, sugerindo que a aplicacdo sisttmica da FBMV influencia
positivamente o reparo muscular, modulando fun¢gdes quimicas e fisiologicas.

O estudo recente de Malavazzi et al. (2024) (46) demonstrou que a aplicacao
preventiva de FBMV promoveu efeitos significativos nos parametros séricos
hematoldgicos e leucocitarios, além de aspectos histologicos do remodelamento
tecidual. A FBMV, tanto preventiva quanto terapéutica, foi capaz de modular
marcadores inflamatorios, favorecendo o processo de reparo muscular.

Martinelli et al. (2022) (45) compararam o uso da FBML (780 nm, 40 mW,
0,04 cm?, 0,4 J, 80 s) e da FBMV (780 nm, 40 mW, 0,04 cm?, 3,2 J, 80 s),

observando que a aplicacdo vascular aumentou o diametro e a area de seccgao
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transversal das fibras musculares durante a hipertrofia muscular compensatoria em
modelo animal, melhorando a adaptacdo do musculo as demandas funcionais.

Tobelem et al. (2023)(44) publicaram recentemente um estudo sobre a
influéncia da FBMV (780 nm, 40 mW, 0,04 cmz, 3,2 J, 80 s) na recuperacao motora
de ratos com lesdo medular, mostrando que a aplicacao precoce (2 horas apos a
lesé@o) favoreceu a recuperacédo funcional e morfolégica do masculo e da estrutura
neural, reduzindo a area da leséo.

Ramos et al. (2018) (47)observaram os efeitos positivos da FBMV (660 nm,
0,1 mW, 0,028 cm?, 90 J/cm?, 900 s) em um modelo in vivo de lesdo cutanea,
melhorando a qualidade e deposicéo de fibras colagenas. Além disso, estudos que
utilizaram LED (850 nm, 30 mW, 3,2 J) aplicados sobre a veia/artéria caudal em
modelo de criolesdo muscular demonstraram reducéo da inflamacéo, aumento de
fibras musculares imaturas, reducao da atividade de MMP-2 e aumento das fibras
colagenas durante o reparo muscular apés lesdo aguda(39).

Assim, o estabelecimento de protocolos com a Fotobiomodulacdo Local
(FBML) e a Fotobiomodulagéo Vascular (FBMV) para a prevencao e tratamento de
lesbes musculares tem se mostrado promissor. Essas técnicas oferecem uma
solugcdo ndo invasiva, com menor impacto sistétmico em comparacdo a
medicamentos, além de poderem ser utilizadas como terapias complementares.
Com seus diversos beneficios, essas intervencdes sao particularmente vantajosas
na recuperacdo de quedas, cirurgias em idosos, no manejo de doencas
musculoesqueléticas e, especialmente, para atletas, que apresentam maior risco
de lesGes musculares.

Portanto, explorar a aplicacdo da FBMV na modulacdo de proteinas chave
envolvidas no trofismo muscular, bem como na recuperacao direcionada ao perfil
de fibras musculares, pode contribuir significativamente para avangos em
estratégias terapéuticas personalizadas, com beneficios clinicos amplos e potencial

para melhorar a qualidade de vida dos pacientes.
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2. OBJETIVO

2.1 Geral
Avaliar o efeito da FBMV sobre os aspectos morfologicos e expresséo de

proteinas envolvidas no trofismo muscular durante o processo de

regeneracao apos a inducdo de lesdo muscular aguda em modelo animal.

2.2 Especificos
Avaliar o efeito da FBMV, sobre:

v Os aspectos morfologicos de didametro e area de seccao transversa das
fibras musculares do m. tibial anterior em processo de regeneracéo apos
lesdo aguda em cortes histolégicos corados com H&E.

v A expressao génica de fatores envolvidos no trofismo muscular
(miostatina e MuRF-1) por qPCR.
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3. METODOLOGIA

3.1Desenho do estudo e aspectos éticos (ADD)

Este estudo experimental foi conduzido no laboratério de pesquisa do
Programa de Mestrado e Doutorado em Medicina — Biofotbnica, localizado na
Unidade Vergueiro (3° Andar Subterrdneo) da Universidade Nove de Julho
(UNINOVE). Este estudo foi conduzido de acordo com as normas do National
Animal Experimentation Control Council (CONCEA). Todas as medidas
apropriadas foram tomadas para minimizar a dor, o desconforto e o estresse nos
animais. Este estudo soO foi iniciado ap6és aprovacdo do Animal Use Ethics
Committee (CEUA) sob o niumero de protocolo 1273010623 (ANEXO 1).

3.2 Local

Os experimentos foram realizados no laboratério de pesquisa do PPG em
Biofotbnica Aplicada a Ciéncias da Saude da Universidade Nove de Julho

(UNINOVE) no campus Vergueiro.

3.3 Delineamento experimental

Foram utilizados 65 ratos machos, da linhagem Wistar (Rattus norvegicus:
var. albinus, Rodentia, Mammalia), com doze semanas de vida, mantidos no
biotério da UNINOVE. Os animais foram mantidos em caixas plasticas apropriadas,
em ambiente climatizado com temperatura controlada (22 a 25°C), umidade relativa
(40%), luminosidade controlada com ciclo de 12h (claro/escuro) e com comida
(NUTRILAB CR-1®) e 4gua ad libitum.

Os animais foram distribuidos aleatoriamente nos seguintes grupos
experimentais:

v Grupo 1 — Controle: Os animais nao irradiados e nao lesionados
(n=5);

v Grupo 2 — Leséo sem tratamento: Os animais foram lesionados no
musculo tibial anterior (TA) e submetidos a posicionamento do
equipamento laser desligado (n=20);
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v Grupo 3 - FBMV prévia + Leséo: submetidos a FBMV prévia (com os
mesmos parametros dosimétricos) 24 horas antes da criolesdo do
musculo TA (n=20);

v Grupo 4 — Lesdo + FBMV pos: lesionados no musculo TA e
submetidos ap6s 2h a FBMV (com 0sS mesmos parametros

dosimétricos) (n=20).
Os animais dos grupos 2, 3 e 4 foram eutanasiados apos 1, 2, 5 e 7 dias

apos a leséo, sendo 5 animais de cada grupo por periodo. Os animais do grupo

controle (1) foram eutanasiados sem distincdo de periodo experimental.
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Figura 1 Fluxograma do procedimento experimental
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23



3.4Procedimentos

3.4.1 Procedimento de Criolesao

Os procedimentos cirargicos foram realizados conforme descrito na literatura
(19,22,35-37). Os animais foram pesados e em seguida anestesiados com
administragao intraperitoneal de 1 mL/kg de 1% ketamina HCL (Dopalen,
Vetbrands, Sdo Paulo, Brasil) e 2% xilazina (Anasedan, Vetbrands, Sdo Paulo,
Brasil). Para aplicacdo da anestesia foram utilizadas seringas com agulhas
ultrafinas (modelo insulina, BD, Juiz de Fora, MG, Brasil). Posteriormente a inducao
anestésica, os animais foram posicionados em uma superficie plana e foi realizada
a assepsia e tricotomia da area a ser operada.

O madsculo tibial anterior (TA), de ambas as patas posteriores, foi exposto
cirurgicamente e submetido ao procedimento de criolesdo. Este procedimento
consiste em resfriar a extremidade de uma haste metalica plana (3 mm de
diametro), em nitrogénio liquido durante o periodo de 30 segundos e aplica-la por
duas vezes na superficie ventral do musculo exposto, cada aplicacdo com 10
segundos de duracao. Apos este procedimento foi realizada a sutura na area da
incisédo com fio de poliamida (5.0).

Os animais tiveram a superficie ocular lubrificada com gaze embebida em
soro fisioldgico (NaCl 0,9%) para evitar o ressecamento ocular, mantidos em caixas
plasticas sobre colchonete aquecido (36-37 °C) para evitar hipotermia e ficaram sob
observacéo até estarem livres do efeito dos anestésicos.

Com o0 objetivo de diminuir a sensibilidade dolorosa pds-operatorio 0s
animais receberam administracdo subcutanea de analgésico dipirona 50 mg/kg e

tramadol 5 mg/kg (Cloridrato de tramadol a 2%) a cada 8 horas, durante 3 dias.

3.4.2 Fotobiomodulacgéo Vascular (FBMV)

Foi utilizado um laser de diodo de Arseneto de galio e aluminio (AlGaAs)
Twin-laser® (MM Optics, Sado Carlos, SP, Brasil). A irradiacdo da FBMV foi
realizada em modo pontual, sobre um Unico ponto, e em contato com a veia/artéria
na cauda dos animais. em angulacdo de 90 graus com a ponteira do equipamento

de laser em contato com o tecido utilizando os parametros descritos na tabela 2.
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Tabela 1 Parametros dosimétricos da FBMV

Caracteristicas FBEMYV
_ 780
Comprimento de onda [nm]
Modo de Funcionamento continuo
40
Poténcia [mW]
0,23
Diametro de abertura [cm]
o 1000
Irradiincia na abertura [mW/cm?]
, ) 0,04
Area do feixe [cm?]
Tempo de exposigio [s] 80
80
Exposigdo Radiante [J/cm?]
Numero de pontos irradiados 1
Energia por ponto [J] 3,2
Energia total irradiada [J] 3,2

Técnica de aplicagdo

contato direto

A irradiacdo seguiu os parametros dosimétricos descritos por Lopez et al.
(2022) (42) e Malavazzi et al. (2024) (46). Foi realizada uma aplicagdo

perpendicular, em um angulo de 90° em relacédo ao emissor e a pele do animal,

para evitar a refragcdo do feixe de laser. A FBMV foi aplicada 24 horas antes da

leséo no grupo FBMV prévia + lesdo, ou 2 horas apos a lesdo nos grupos leséo +

FBMYV e lesdo sem tratamento. A irradiacao foi realizada a cada 24 horas para os

animais do grupo sem lesdo + FBMV. O tratamento teve intervalos de 24 horas,

totalizando 1, 2, 5 e 7 sessdes para 0s grupos avaliados nos tempos experimentais

de 1, 2, 5 e 7 dias, até 0 momento da eutanasia de cada grupo experimental. A
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poténcia de emisséo do laser foi verificada usando o "Laser Check power meter"
(MM Optics, Sdo Carlos — SP, Brasil) no inicio e no final do procedimento

experimental.

3.4.3 Eutanasia dos Animais e Remocao dos Musculos

Os animais foram eutanasiados apés cada periodo experimental (1,2,5e 7
dias), utilizando uma superdose de anestésico. Para a remocdo do musculo TA, foi
realizada assepsia, tricotomia e incisdo para exposicao e remocao total do tecido
muscular. Os muasculos TA de ambas as patas foram coletados (D — analise e E —
exp. G) e seccionados ao meio, sendo mantidos sob refrigeracdo (-80° C) para

posterior avaliacdo da expressao génica.

3.5 Analise Qualitativa e Quantitativa das Fibras Musculares

As amostras musculares foram fixadas em solucdo de formaldeido,
desidratadas com alcoois, e fixadas com xilol (Reagen) e parafina (Paraplast,
Sigma). Em seguida, cortes de 10 um de espessura foram obtidos com um
micrétomo e corados com hematoxilina e eosina (H&E). As amostras foram
examinadas em microscoépio de luz (Axioplan 2, Zeiss, Alemanha) para determinar
a area de seccao transversa (CSA) e o diametro das fibras musculares. Os campos
foram fotografados em microscopio de luz convencional (Axioplan 2, Zeiss,
Alemanha) com aumento de 400X. As imagens foram analisadas no programa
ImageJ (National Institute of Health - NIH, EUA). Foram analisadas cinco areas por
lamina padronizado em quadrante superior, inferior, lateral direita e esquerda de
cinco animais por grupo, com um total de 100 fibras por area para as andlises de
CSA e diametro.
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3.6 Anédlise por PCR em Tempo Real

O tecido muscular extraido foi inicialmente macerado em nitrogénio liquido,
utilizando-se uma amostra do musculo tibial anterior pesando entre 80 e 100 mg.
Posteriormente, o material foi homogeneizado em 1 mL de reagente TRIzol
(Invitrogen, S&o Paulo, Brasil) para isolamento do RNA total. Apds a lise celular,
300 pL de cloroférmio gelado foram adicionados, seguidos de incubagdo a
temperatura ambiente por 3 minutos. O material foi entdo centrifugado a 10.200
rpom por 15 minutos a 4°C, e o sobrenadante contendo o RNA total foi
cuidadosamente transferido para um novo microtubo. Para precipitagdo do RNA,
750 pL de alcool isopropilico gelado foram adicionados, com incubacgéo a
temperatura ambiente por 10 minutos, seguida de centrifugacdo a 10.200 rpm por
10 minutos a 4°C.
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Apbs a centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado, e 1 mL de &lcool 75%
gelado foi adicionado ao precipitado de RNA total. A amostra foi entédo centrifugada
a 8.400 rpm por 5 minutos a 4°C. Em seguida, o alcool foi cuidadosamente
descartado, e o RNA total foi ressuspendido em 20 pL de agua livre de RNAse. As
amostras foram armazenadas a -80°C.

A integridade do RNA total foi avaliada por eletroforese em gel de agarose a
1% contendo brometo de etidio, enquanto sua quantificacdo foi realizada no
NanoDrop 2000 (Thermo Scientific) com medigbes nas absorbéncias de 260 e 280
nm. Para evitar contaminacdo por DNA gendmico, todas as amostras foram
tratadas com DNAse (Invitrogen).

Todas as solucdes utilizadas foram preparadas com agua livre de RNAse
tratada com 0,01% de DEPC, e todo o material plastico e as vidrarias foram
previamente tratados para prevenir contaminacéo por RNAse.

3.6.1 Sintese de DNA complementar (cDNA)

O RNA foi submetido a reacdo de transcricdo reversa utilizando o High
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems) para obtencéo do
cDNA. Em um tubo de 0,5 ml, foram adicionados 1 pl de RNA total, 1 yl de DNAse
I, 1 yl de tampao 10x do kit "DNAse | Amplification Grade" (Invitrogen) e agua livre
de RNAse tratada com 0,01% de DEPC, completando o volume total de 10 ul. Os
reagentes foram misturados e incubados a temperatura ambiente por 15 minutos.
Em seguida, foi adicionado 1 ul de EDTA (25 nM) e a mistura foi aquecida em
termociclador (7500 Real-Time PCR System, Applied Biosystems) por 10 minutos
a 65°C para inativar a atividade da DNAse.

Para a obtencéo do cDNA foi preparado um mix para cada reacao contendo:
2 yl de tampao RT 10x, 0,8 yl de dNTP Mix 25X (100 nM), 2 pyl de Random Primers
10x RT, 1 pl de RNAse Out (Invitrogen), 1 ul de MultiScribe™ Reverse
Transcriptase e agua livre de RNAse para um volume final de 10 pl. O mix foi
adicionado a cada tubo, misturado adequadamente e incubado em termociclador
(7500 Real-Time PCR System, Applied Biosystems), submetido as seguintes
condigdes: 25°C por 10 minutos, 37°C por 120 minutos e 85°C por 5 minutos.
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3.6.2 gPCR
Para a analise de expressdo génica, trés amostras de cada grupo foram

analisadas em duplicata para todos os genes. As reacfes foram realizadas
utilizando oligonucleotideos iniciadores ("primers forward e reverse") especificos
para as proteinas Miostatina e MuRF1 para ratos. O gene constitutivo utilizado
como controle foi o GAPDH. Além do cDNA das amostras, foi utilizado o SYBR
Green Master Mix (Power SYBR™ Green PCR Master Mix, Applied Biosystems,
Carlsbad, CA, EUA), e as placas foram processadas no equipamento
QuantStudio 1 Real-Time PCR System. A quantificacéo foi realizada utilizando o
meétodo 2 — AACT (Livak et al., 2001), utilizando o grupo controle como amostra

referéncia.

Tabela 2 Condi¢des da reagéo e programa de qPCR

Ciclos Temperatura (°C) Tempo
Desnaturacao Inicial 1 95 4 min
1 95 10s
40 1 60 30s
1 95 15s
1 60 1h
1 95 15 min
Tabela 3. Primers utilizados
Gene GenBank Access Primers 5" — 3’
F: TGTCTGGAGGTCGTTTCCG
MuRF-1 Q00T R: ATGCCGGTCCATGATCACTT
. . F: CTACCACGGAAACAATCATTA
Muostatina NM_005253.2 R: AGCAACATTTGGGCTTTCCAT
F: GCATCCTGGGCTACACTGA
GAPDH Al DI EEE S R: CCACCACCCTGTTGCTGTA
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3.7 Andlise estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando o Software GraphPad Prism
9.3.0 (San Diego, CA, USA). O teste de normalidade Shapiro Wilk foi utilizado
para determinacdo da distribuicdo de dados. Para os dados paramétricos e
normalizados foram expressos em meédia e erro padrdo e foram analisados
estatisticamente utilizando o teste One Way (ANOVA) seguido do teste post hoc

de Tukey. O nivel de significancia adotado foi de 5%.

4 RESULTADOS

4.1 Analises morfoldgicas qualitativas das fibras musculares por HE

A figura 4 exibe imagens representativas dos aspectos morfoldgicos de
cada grupo experimental nos periodos de 1, 2, 5 e 7 dias. O grupo controle
apresentou morfologia preservada, sem sinais de lesdo ou presenca de células
inflamatérias, com fibras musculares poligonais, multiplos ndcleos periféricos e
discreta vascularizacdo como esperado. O grupo lesdo apresentou fibras
musculares poligonais com morfologia periférica irregular, presenca de leséo e
células inflamatérias em todos os tempos experimentais, além de edema
intersticial moderado nos dias 2 e 5. Os aspectos morfolégicos do grupo com
tratamento prévio ressaltam a presenca de lesdo e células inflamatorias em
todos os tempos experimentais em maior quantidade em 2 dias, apresenta fibras
musculares poligonais e areas com fibras periféricas irregulares, presenca de
edema intersticial moderado nos dias 1, 2 e 5. O grupo com tratamento pos leséo
apresentou morfologia poligonal, presenca de células inflamatérias em todos os

periodos e evidenciou edema intersticial especialmente nos dias 1, 2 e 5.
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Figura 4. Avaliagcdo morfoldgica dos cortes histoloégicos por eosina e hematoxilina (H&E). Imagens
representativas de cada grupo e periodo experimental (magnificacdo: 100x). FBMV,
fotobiomodulagéo vascular.
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4.2 Andlise morfoldgicas quantitativas relativa ao trofismo das fibras musculares
por HE

4.2.1 Diametro

Os resultados obtidos para o diametro das fibras musculares estao
apresentados na figura 5. No dia 1, a analise do diametro das fibras musculares
revelou uma reducdo no grupo FBMV pré-lesdo em relacdo ao grupo lesédo e
lesdo+FBMV pés, semelhante ao comportamento observado na area de seccao
transversa (AST) (figura 6). Nos grupos Lesao e FBMV pos-lesdo, houve aumento
do didmetro das fibras musculares em comparacéo ao controle.

Apbs 2 dias, o grupo que recebeu irradiacéo prévia apresentou uma reducao
no diametro das fibras musculares em relacdo ao grupo lesao, enquanto houve um
aumento no grupo Lesdo em relacdo aos demais grupos lesionados e tratados.

No dia 5, os grupos tratados (FBMV pré e pos-lesdo) apresentaram uma
reducdo no didmetro das fibras musculares em relacdo ao grupo somente leséo.
Neste periodo os resultados demonstraram a persisténcia do aumento no didmetro
no grupo Lesdo em comparagéo ao controle.

Apos 7 dias, todos os grupos tratados com FBMV exibiram valores de
diametro das fibras musculares que néo diferiram do grupo controle e apresentaram

aumento em relagéo ao grupo Leséo.
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Figura 5. Andlise quantitativa do diametro (um) das fibras musculares avaliados nos grupos
Controle, Lesdo, FBMV pré + Lesao e Lesdo + FBMV pds nos dias 1, 2, 5 e 7. Dados expressos em
média £ (ANOVA/Tukey). FBMV, fotobiomodulacdo vascular. * P <0,05 vs Controle. # p <0,05 vs
Lesdo. $ P <0,05 vs FBMV pré + Leséo.

4.2.2 Area de Seccéo Transversa

Os resultados de AST (figura 6) indicaram que, no dia 1, o grupo que recebeu
FBMV preventivo apresentou valores de AST semelhantes aos do controle. Em
contraste, 0s grupos, lesao e lesdo + FBMV pos-tratamento exibiram um aumento
nos niveis de AST em relacédo ao controle e somente lesdo. No dia 2, ndo houve
diferenca estatistica entre todos 0s grupos experimentais.

Apos 5 dias, observou-se um aumento significativo da AST nos grupos leséao
(p = 0,0037) e lesédo + FBMV pds-tratamento (p < 0,0001) em comparagdo com o
grupo controle, sendo o aumento mais acentuado no grupo lesdo + FBMV pos-
tratamento. O grupo tratado pés-lesdo também apresentou um aumento em relagéo
ao grupo com tratamento preventivo (p = 0,0095). Porém o grupo com tratamento
preventivo apresentou valores de AST préximos ao controle.
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Apés 7 dias, ambos os grupos tratados com FBMV demonstraram aumento

da AST em comparacdo com o0 grupo somente lesdo, sem diferenca significativa

entre os tratamentos preventivo e pés-lesdo e ao grupo controle.
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Figura 6. Anélise da Area de Seccdo Transversa (um) das fibras musculares nos grupos Controle,
Lesdo, FBMV pré + Lesao e Lesdo + FBMV pods nos dias 1, 2, 5 e 7. Dados expressos em média
(ANOVA/Tukey). FBMV, fotobiomodulagéo vascular. * P <0,05 vs Controle. # p <0,05 vs Lesao. $

P <0,05 vs FBMV pré + Leséo.

4.3 Analise de expressdo génica de Miostatina e MURF-1 por gPCR

4.3.1 Expressao de Miostatina

Os resultados do gPCR para miostatina estdo apresentados na Figura 7. No

primeiro e segundo dia, foi identificado um aumento significativo do grupo lesdo em

relacéo ao grupo controle (p = 0,003). Adicionalmente, houve reducao significativa

na expressao de miostatina em ambos os grupos tratados de forma preventiva e

terapéutica (FBMV pré + lesao [p = 0,0298 e p = 0,010, respectivamente] e lesdo +

FBMV pos [p = 0,0287 e p = 0,003, respectivamente]) em comparagdo ao grupo

lesdo.
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No quinto dia, os grupos controle e lesionados e tratados FBMV pré + lesé@o e
lesdo + FBMV pods apresentaram niveis reduzidos de miostatina em relacdo ao
grupo lesado, porém nao apresentaram diferenca estatistica entre eles.

Apos sete dias, houve um aumento nos niveis de miostatina no grupo FBMV
pré + lesdo em comparacdo aos grupos controle (p = 0,000162) e nos grupos
lesionados sem tratamento (leséo, p = 0,0166) e tratado de forma terapéutica (leséo

+ FBMV pés, p = 0,0053).
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Figura 7. Expressdo génica de Miostatina normalizada pela expressédo do grupo Leséo e avaliada
nos grupos Controle, FBMV pré + Leséo e Lesdo + FBMV pos nos dias 1, 2, 5 e 7. Dados expressos
em média + erro padrao (ANOVA/Tukey). FBMV, Fotobiomodulagéo vascular * p <0,05 vs Controle,
# p <0,05 vs Lesdo, $ p <0,05 vs FBMV pré + Leséo.
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4.3.2 Expressao génica de MuRF-1
Os resultados do gPCR para MuRF-1 estdo apresentados na Figura 8. No

primeiro dia, 0 grupo lesdo apresentou aumento relativo na expressdo em

comparacao ao grupo controle (p = 0,0031). Adicionalmente, o grupo lesdo + FBMV
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pés exibiu reducdo na expressdo de MuRF-1 em comparacédo ao grupo leséo (p =
0,0099).

N&o foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre os
grupos experimentais apos dois dias. No entanto, foi possivel identificar a resposta
de forma semelhante a apresentada no primeiro dia experimental.

No quinto dia, foi identificado 0 aumento na expressao do grupo lesdo em
comparacao ao grupo controle e, especialmente, ao grupo FBMV pés-lesdo (p =
0,0430 e p = 0,0133, respectivamente).

Por fim, no sétimo dia, tanto o grupo tratado com FBMV pré-lesdo quanto o
grupo tratado com FBMV pos-lesdo apresentaram uma reducdo significativa na
expressdo de MuRF-1 em comparacgéo ao grupo lesdo (p = 0,0105 e p < 0,0001,
respectivamente).

Adicionalmente, vale ressaltar que ndo houve diferenca na expresséo de

MuRF-1 entre os grupos lesionados e tratados nos periodos avaliados.

Dia 1 Dia 2

Controle
Controle

Lesdo
Lesdo

FBMV pré + Lesao

inni

Lesdo + FBMV pos

mRNA MuRF-1
=}
1

Expressao relativa
mRNA MuRF-1
Expressao relativa

0.54 #

0.0-

Dia 5 Dia7

Controle 4 Controle

Les&o Lesdo

-
o

1oL
1 |

-
]
mm FBMV pré + Lesdo
==

-
o
1
1 F

Lesao + FBMV pés

mRNA MuRF-1
o
1

Expressao relativa
o
1
mRNA MuRF-1
Expressao relativa
-

o
o
I
=
2
1

0.0- 0.0-

Figura 8. Expresséo génica de MuRF-1 normalizada pela expressao do grupo Leséo e avaliada nos
grupos Controle, FBMV pré + Lesédo e Lesao + FBMV pds nos dias 1, 2, 5 e 7. Dados expressos em
média + erro padrdo (ANOVA/Tukey). FBMV, Fotobiomodulacéo vascular * p <0,05 vs Controle, # p
<0,05 vs Leséo.
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5 DISCUSSAO

A recorréncia de lesbes musculares, tanto em atletas quanto em individuos
sedentérios, representa um desafio significativo a capacidade de regeneracao do tecido
muscular, resultando em prejuizos funcionais, como reducdo do desempenho fisico,
comprometimento da execucdo de atividades diarias e diminui¢cdo da qualidade de vida.
Esses impactos tém incentivado a busca por tratamentos adjuvantes capazes de otimizar
0 reparo e promover uma regeneracdo muscular mais eficiente.

Neste contexto, a FBM local tem sido amplamente empregada na prética clinica,
demonstrando efeitos positivos no reparo e regeneracdo muscular. Entre seus beneficios
estao o estimulo a angiogénese, o controle da ativacdo de células satélites musculares e
a modulacdo do processo inflamatério. Por outro lado, a fotobiomodulagdo vascular
(FBMV) destaca-se como uma abordagem que nédo requer previsibilidade de aplicacdo
antes da leséo e, ao irradiar células sanguineas, tém mostrado efeitos promissores na
recuperacao muscular em estudos mais recentes. Vale ressaltar que o mecanismo de agéo
pela FBMV baseia -se na irradiacdo das células presentes no sangue, diferindo da FBML
que consiste em irradiar diretamente a estrutura muscular danificada e ainda sim, tem
demonstrado efeitos semelhantes ou até superiores a aplicagdo local (31,44-49).

O objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia da fotobiomodulagdo vascular
(FBMV) aplicada em diferentes momentos — antes da lesdo, em musculo saudavel, ou
apo6s uma lesédo aguda induzida — no modelo experimental de criolesdo do musculo tibial
anterior. O estudo buscou investigar a modulagéo de aspectos morfolégicos relacionados
ao trofismo muscular, bem como a expressdo de proteinas-chave envolvidas nesse
processo.

Para isso, foram utilizados parametros dosimétricos previamente validados na
fotobiomodulacéo local (FBML) (33,50), que ja demonstraram efeitos positivos no reparo
muscular. Além disso, foram considerados estudos recentes que utilizaram a FBMV e
relataram resultados promissores na recupera¢do muscular (42,46)

Apesar do avango nas investigagdes, ainda existe uma lacuna no conhecimento
sobre os efeitos especificos da FBMV na modulacdo dos aspectos morfologicos
musculares, como a area de seccdo transversa (AST) e o diametro das fibras,
especialmente neste modelo experimental. Embora poucos estudos comparem
diretamente os efeitos da FBMV em parametros morfologicos, a fotobiomodulagéo, tanto
local quanto vascular, tem consistentemente demonstrado beneficios no reparo
muscular(41,51).

Recentemente, Bertin et al. (2022) (52), utilizando um modelo de lesdo nervosa

periférica completa para inducdo de atrofia no musculo tibial anterior, observaram que a
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FBML (830 nm, 30 mW, 0,4 mJ/cm?, Gnico ponto no local da leséo, 480 J) produziu efeitos
protetores significativos aos 5 e 14 dias, com valores proximos aos basais ja no quinto dia.

Adicionalmente, estudos conduzidos pelo nosso grupo de pesquisa anteriormente,
como o de Andreo et al. (2020)(53), utilizando um modelo de lesdo de nervo periférico e
aplicando os mesmos parametros do presente estudo (780 nm; 10 J/cm?; 40 mW; energia
total de 3,2 J/cm?), combinaram a aplicacdo da FBML ao longo do trajeto do nervo ciatico
e no musculo tibial anterior, bem como de forma isolada em musculo ou nervo. Os
resultados demonstraram que a FBML foi eficaz em aumentar a area de seccéo transversa
(AST) e o didmetro das fibras musculares ap6s 3 e 4 semanas de tratamento.

Além disso, Martinelli et al. (2022) (45), em um modelo de hipertrofia compensatéria,
compararam os efeitos da FBMV (780 nm, 40 mW, 80 J/cm?, 1 ponto aplicado sobre a
veia/artéria caudal, total de 3,2 J) com os da FBML (780 nm, 40 mW, 10 J/cm2 por ponto,
8 pontos, total de 3,2 J). O estudo revelou que ambas as modalidades induziram aumento
na area de seccdao transversa (AST) e no diametro das fibras musculares, com efeitos mais
pronunciados observados na aplicacdo da FBMV em relacédo a FBML aos 7 e 14 dias.

Adicionalmente, Tobelem et al. (2023) (44), em um modelo de lesdo medular
espinhal, avaliaram a aplicacdo da FBMV (780 nm, 40 mW, 80 J/cm?, 1 ponto aplicado
sobre a veia/artéria caudal, total de 3,2 J) realizada 2 horas apés a lesdo. Os resultados
demonstraram aumento significativo na AST e no didmetro das fibras musculares aos 7,
14 e 21 dias. Considerando que os parametros dosimétricos utilizados sdo os mesmos do
presente estudo, os achados refor¢gam os efeitos positivos da FBMV na andlise quantitativa
da regeneragdo muscular. No presente estudo, os resultados demonstraram um
comportamento semelhante com relagdo AST apoés 1 e 5 dias uma vez que observou-se
um aumento no grupo tratado com FBMV poés-lesdo em relacdo aos grupos controle e
lesédo, enquanto o grupo tratado previamente com FBMV manteve-se com valores
semelhantes ao controle. Apos 7 dias, ambos 0s grupos tratados, seja pré ou pés-leséo,
apresentaram aumento em relacdo ao grupo apenas lesdo, também atingindo niveis
semelhantes aos da condicdo controle. Esses achados corroboram os resultados obtidos
por Tobelem et al. (2023) e Martinelli et al. (2022) (44,45), destacando o efeito positivo da
FBMV no aumento da AST de forma dependente do tempo.

Diferentemente dos resultados de Tobelem et al. (2023)(44), que relataram uma
diminuicdo nos grupos com lesdo medular espinhal (SCI), com ou sem tratamento, em
relacdo ao controle no primeiro dia, sem diferencas estatisticas aos 3 e 7 dias, o0 presente
estudo revelou que o tratamento prévio a lesdo promoveu uma modulacdo positiva do
diametro das fibras musculares, apresentando comportamento semelhante ao observado
na AST. Nos grupos Lesédo e FBMV poés-lesdo, houve aumento do didmetro em relacao ao

controle apés 1 dia, com persisténcia dessa modulacéo aos 2 dias.
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Apoés 5 dias, o grupo com FBMV prévia manteve a modulagédo constante, enquanto
0 grupo tratado com FBMV pés-lesdo apresentou aumento em relacdo ao controle e
reducdo em comparacao ao grupo leséo. Ja aos 7 dias, todos os grupos tratados com
FBMV exibiram modulacdo e aumento em relacdo ao grupo apenas leséo, corroborando
os resultados de Martinelli et al. (2022) (45).

Esses achados reforcam que o tratamento com FBMV, especialmente apés a leséo,
€ eficaz em aumentar o didmetro das fibras musculares. Além disso, a aplicacéo prévia a
lesdo apresenta um efeito protetor, mitigando o impacto inicial e, ao longo do tempo,
promovendo o aumento do didmetro das fibras, possivelmente devido a uma adaptagéo
muscular mais eficiente.

A literatura corrobora esses resultados, evidenciando em diferentes modelos
experimentais a capacidade da FBM de aumentar tanto o didmetro quanto a area de
seccao transversa (AST) das fibras musculares. Esse efeito pode ser atribuido as
propriedades bioestimuladoras da FBM, que incluem a ativagéo e proliferacdo de células
satélites musculares, a inducdo de angiogénese, a modulag¢éo do processo inflamatorio e
a regulacdo da expressao de fatores de crescimento (31,46,49).

Considerando as proteinas avaliadas neste estudo, que desempenham papéis
essenciais na regeneracdo muscular e na determinagao do fenétipo das fibras musculares,
observou-se que a FBMV foi capaz de modular sua expressdo nos diferentes grupos
experimentais analisados.

Em condi¢des normais, 0 MuRF-1 apresenta baixa expressao, o que € benéfico em
situacdes fisiologicas. Contudo, sua superexpressdo em resposta a estimulos catabdlicos
cronicos pode levar & degradagdo de proteinas contrateis, resultando em atrofia
muscular(13,15). No presente estudo, foi observado um comportamento constante quanto
a expressao relativa dos grupos ao decorrer dos dias experimentais. No grupo leséo,
verificou-se um aumento expressivo nos niveis de expressdo em todos o0s tempos
experimentais, principalmente em relacdo ao controle. Este comportamento pode ser
explicado, devido ao papel do MURF - 1 no processo de diferenciacdo muscular (13). O
comportamento dos grupos tratados pré e poés - lesdo se manteve inferior ao grupo lesao,
com efeitos pronunciados no grupo com tratamento pés durante todos os tempos
experimentais, sugerindo um efeito modulatorio.

O aumento da expressédo de MuRF-1 pode ser atribuido ao seu papel no processo
de diferenciacdo muscular. Esse comportamento sugere uma resposta inicial adaptativa
que favorece o reparo e a regeneracao do tecido muscular, estabilizando-se a medida que
0 processo regenerativo avanca (13).

Nossos resultados demonstram que a modulacdo negativa dos grupos tratados (pré

e pés-lesdo) com FBMV ocorre apds 7 dias, coincidindo com o aumento na AST e no
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didmetro das fibras musculares nesses grupos, em compara¢ao ao grupo lesionado. Esses
achados sugerem que a FBMV, de forma tempo-dependente, é capaz de regular 0s niveis
de expressdo de MuRF-1, contribuindo para o retorno do tamanho das fibras musculares
a condicao pré-leséo.

Resultados semelhantes foram relatados por Yonghua et al. (2024) (54), que
utilizaram FBML (632,8 nm; 43,88 mW; 6 J/cm?, 10 min; continuo) em um modelo
experimental de caquexia induzida por adenocarcinoma de célon em camundongos uma
vez que observaram aumento da AST e melhora da atrofia muscular por meio da regulacdo
negativa de MuRF-1 nos grupos com indugdo de caquexia apos 12 dias, destacando a
capacidade da FBM de modular o reparo muscular.

Em se tratando da miostatina, uma proteina pertencente a superfamilia TGF- que
regula negativamente o crescimento muscular em condi¢des fisiologicas e inibe fatores de
transcrigdo essenciais para o desenvolvimento muscular, como MyoD e miogenina (9,55).
Nossos achados demonstraram que o tratamento com FBMV foi capaz de reduzir a
expressao de miostatina em até 5 dias, previamente ou pos lesdo. No entanto, em 7 dias,
foi observado aumento expressivo do grupo com tratamento prévio, diferenciando
estatisticamente dos grupos controle e leséo.

Em contrapartida, a FBMV pés-les@o apresentou expressdo semelhante ao grupo
lesionado e reduzido quanto ao tratamento prévio. O aumento da expressao de miostatina
no grupo FBMV prévia em 7 dias, sugere a otimizacdo do processo de reparo. Essa
hipotese é reforgada pelos resultados de AST e didmetro das fibras musculares, que néo
evidenciaram impacto negativo no tamanho das fibras, especialmente considerando que a
superexpressdo de miostatina estd associada a reducdo da area miofibrilar e da massa
muscular (14).

Esses achados sugerem que a aplicacdo prévia de FBMV promove uma resposta
mais robusta de modulagdo da miostatina nos primeiros dias, evoluindo para niveis
aumentados durante a fase de reparo. Ja a aplicagdo pos-leséo reduziu progressivamente
a expressdo de miostatina até 5 dias, 0 que é benéfico nessa fase, considerando seu papel
inibitério no aumento da massa muscular, favorecendo assim a hipertrofia ou hiperplasia
(9,14).

Estudos anteriores, como o de De Lima et al. (2018) (16), que utilizaram 0s mesmos
parametros do presente estudo em aplicacao local, também relataram reducdo dos niveis
de miostatina no terceiro dia no grupo com irradiacdo prévia. Contudo, apés 14 dias, os
niveis estabilizaram, enquanto a combinacao de tratamento prévio e pés-lesdo resultou em
aumento de expressdo. Apesar dessas diferencas, a aplicacdo de FBMV prévia ou poés-
lesdo apresentou efeitos consistentes na literatura, incluindo modulacdo do processo

inflamatério, organizacdo do colageno, reducdo da mionecrose e estimulo a
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neovascularizacdo(42,46,47). No entanto, a aplicagdo prévia mostrou efeitos mais

pronunciados, reforcando seu potencial como estratégia terapéutica.

6 CONSIDERACOES FINAIS

Em concluséo, a terapia com FBMV infravermelho com os parametros utilizados
neste estudo, foi capaz de modular o tamanho das fibras musculares em relagéo a AST e
didmetro em conjunto com a modulagdo negativa de fator de trofismo (MURF-1) e fator
regulatério negativo (Miostatina), ndo havendo diferenca entre aplicagdo de FBMV prévia

ou pos lesdo na fase de reparo muscular.
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