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RESUMO

A terapia de fotobiomodulagédo (FBM) tem demonstrado bons resultados no que
se diz respeito a modulacao do processo inflamatério e no processo de reparo
muscular quando aplicada localmente. Contudo, sao poucos os estudos sobre
0s mecanismos de agdo da FBM vascular (FBMV), um método n&o-invasivo de
irradiagcao vascular, sobre o reparo muscular. Assim, o objetivo deste estudo foi
avaliar o efeito da FBMV utilizando o laser em baixa intensidade (LBI) sobre o
processo inflamatorio e o reparo do musculo esquelético de ratos quando
aplicado previamente ou apos lesdo muscular aguda induzida por crioles&o no
musculo tibial anterior (TA). Paralelamente, como objetivo secundario, foi



realizada uma revisao sistematica de literatura envolvendo a utilizacdo da FBMV
e ILIB (fotobiomodulagao sistémica) utilizando o LBl em modelos experimentais.
Foram utilizados ratos Wistar, avaliados nos seguintes grupos experimentais: (1)
Controle; (2) Nao lesionado + FBMV; (3) Leséo; (4) FBMV pré + Leséo; (5) Leséo
+ FBMV pos. A FBMV foi realizada de forma pontual, em contato transcutaneo
sobre a veia/artéria na base da cauda dos animais (780 nm; 40 mW; 0,04 cm?;
80 J/cm?). A eutanasia dos animais foi realizada nos tempos experimentais 1, 2,
5 e 7 dias apds a indugao das lesées. Os musculos TA foram coletados para
analises histolégica qualitativa e quantitativa por H&E e expressao proteica de
TNF-a e MCP-1 por ELISA. Amostras de sangue foram coletadas e submetidas
a um analisador hematolégico automatico quantitativo e contador diferencial de
leucdcitos. Os dados foram submetidos a analise estatistica (ANOVA/Tukey). Os
resultados apresentaram que a FBMV aplicada de forma prévia a lesédo induziu
o aumento de neutrdfilos circulantes (granuldcitos) apds 1 dia e um aumento de
monaocitos apos 2 e 5 dias em relagdo aos grupos Nao Lesionado + FBMV e
Lesdao. Um aumento eritrocitario, assim como na concentragédo de hemoglobina
foram observados no grupo N&o Lesionado + FBMV nos dias 1 e 2 em
comparagao ao grupo Lesdo. Nao houve diferencas na avaliagdo dos
componentes e coeficientes hematologicos, como o hematécrito, concentragéo
de plaquetas, plaquetocrito e a amplitude da distribuigdo de plaqueta quando
comparados todos os grupos experimentais. Em relagdo aos aspectos
histologicos, apenas o grupo FBMV pré + Lesao apresentou redugdo do numero
de células inflamatdrias apos 1, 5 e 7 dias e aumento de vasos sanguineos em
5 dias. Ambos os grupos FBMYV pré + Lesao e Lesao + FBMV pds apresentaram
reducdo da mionecrose em 1, 2 e 7 dias, aumento de fibras novas e imaturas
apo6s 5 e 7 dias, além da neovascularizagdo apoés 1, 2 e 7 dias. Com relagao a
expressao proteica, houve aumento de MCP-1 apds 1 e 5 dias e TNF-a apos 1,
2 e 5 dias no grupo Lesdo + FBMV pds em comparagdo aos demais grupos
experimentais. O grupo FBMV pré + Lesao apresentou aumento de MCP-1 apds
2 dias em comparagao aos grupos Nao Lesionado + FBMV e Controle. No dia 7,
0 grupo Lesado continuou a apresentar aumento de expressdo de MCP-1 em
relacdo aos grupos FBMV. Em conclusédo, a FBMV foi capaz de modular os
aspectos hematoldgicos, os leucdcitos circulantes, a expressao da quimiocina
MCP-1 e da citocina pro-inflamatéria TNF-a e o processo inflamatério
evidenciando reducao de mionecrose e restabelecimento da arquitetura tecidual
com aumento de fibras musculares novas e imaturas e neovascularizacao,
apresentando efeitos mais pronunciados quando a FBMV foi aplicada
previamente a lesdo muscular.

Palavras-chave: reparo muscular, criolesdo, fotobiomodulagao sistémica, ILIB,
laser em baixa intensidade

ABSTRACT

The photobiomodulation therapy (PBM) has shown positive effects concerning
the modulation of the inflammatory process and on the muscle repair process
when applied locally. However, there are few studies on the mechanisms of
action of vascular photobiomodulation (VPBM), a non-invasive method of
vascular irradiation, on muscle repair. Thus, the aim of this study was to evaluate
the effect of VPBM using low-level laser (LLL) on the inflammatory process and
skeletal muscle repair of rats when applied before or after cryoinjury-induced
acute muscle injury in the tibialis anterior (TA) muscles. Concomitantly, as a



secondary objective, a systematic literature review was performed involving the
use of non-invasive VPBM and ILIB (systemic photobiomodulation) using LLL in
experimental models (Appendix A). To conduct this study, Wistar rats were used
and evaluated in the following experimental groups: (1) Control; (2) Non-injured
+ VPBM; (3) Injured; (4) Prior VPBM + Injury; (5) Injury + post-PVBF. VPBM was
performed in transcutaneous contact over the vein/artery at the base of the tail of
the animals (780 nm; 40 mW,; 0.04 cm2; 80 J/cm2). Euthanasia of the animals
was performed at 1, 2, 5, and 7 days after induction of the injuries. TA muscles
were collected for qualitative and quantitative histological analysis by H&E and
protein expression of TNF-a and MCP-1 by ELISA. Blood samples were collected
and submitted to a quantitative automatic hematological analyzer and a leukocyte
differential counter. Data were subjected to statistical analysis (ANOVA/Tukey).
The results showed that VPBM applied prior to injury induced an increase in
circulating neutrophils (granulocytes) after 1 day and an increase in monocytes
after 2 and 5 days in relation to the Non-Injured + VPBM and Injured groups. An
increased in erythrocytes, as well as in hemoglobin concentration were observed
in the Non-Injured + VPBM group on days 1 and 2 in comparison to the Injured
group. There were no differences in the evaluation of hematological components
and coefficients, such as hematocrit, platelet concentration, platelet count, and
the amplitude of platelet distribution when comparing all experimental groups.
Regarding histological aspects, only the Prior VPBM + Injured group showed a
reduction in the number of inflammatory cells after 1, 5 and 7 days and an
increase in blood vessels at 5 days. Both groups, Prior VPBM + Injured and
Injured + VPBM after, showed a decrease of myonecrosis at 1, 2 and 7 days, an
increase of newly and immature fibers after 5 and 7 days, and neovascularization
after 1, 2 and 7 days. Regarding protein expression, there was an increase in
MCP-1 after 1 and 5 days and TNF-a after 1, 2, and 5 days in the Injured + VPBM
after group in comparison to the other experimental groups. The Prior VPBM +
Injured group showed increased MCP-1 production after 2 days in comparison to
the Non-Injured + VPBM and Control group. On day 7, the Injured group still
shows an increase in MCP-1 protein expression when compared to the VPBM
groups. In conclusion, VPBM was able to modulate hematological aspects,
circulating leukocytes, the protein expression of the chemokine MCP-1 and the
pro-inflammatory cytokine TNF-a and the inflammatory process, showing a
reduction of myonecrosis and restoration of tissue architecture with increase of
newly and immature muscle fibers and neovascularization, presenting more
pronounced effects when the VPBM was applied prior to the muscle injury.

Keywords: muscle repair, cryoinjury, systemic photobiomodulation, ILIB, low-

level laser
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M2 Macrofagos de fendétipo 2

nm nanémetros

NO Oxido nitrico

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

rpm Rotagdes por minuto

S Segundos

TA Tibial anterior

TGF- Fator de crescimento transformador B (do inglés, Transforming
Growth Factor)

TNF-a Fator de necrose tumoral alfa (do inglés, Tumor Necrosis Factor)
ML microlitros

°C graus Celsius
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1 Contextualizagao

O musculo estriado esquelético € um dos tecidos mais abundantes do
corpo humano e esta frequentemente suscetivel a lesdes incluindo as de origem
mecanica, isquémica, térmica, proveniente de danos neuroldgicos, entre outros
danos envolvendo agentes patogénicos (Yang and Hu, 2018). A lesdo muscular
€ caracterizada pela perda da integridade tecidual levando a destruicdo da
membrana plasmatica das fibras musculares e da lamina basal, causando o
influxo de calcio extracelular e consequentemente a degradagao proteica (James
G. Tidball, 2017; Yang and Hu, 2018).

O reparo em resposta ao exercicio e as lesdes ocorre pelo processo de
regeneracao da area lesionada, ou seja, a formagao de novas fibras musculares
que é possibilitada pela presencga das células satélites musculares (CS), também
denominadas células tronco musculares. Apds uma lesdo, ocorre a ativagao das
CS, antes em estado quiescente, que passam a proliferar sendo denominadas
de mioblastos e as subsequentes fases de diferenciagcdo que sao compostas
pela fusdo dos mioblastos, formacdo de miotubos e sua maturagdo em fibras
musculares (Chang and Rudnicki, 2014).

Devido aos danos causados a membrana das células musculares e
ativagao das CS, ha a liberacdo de moléculas quimioatrativas constitutivas (IL-
6), antes armazenadas, que medeiam o inicio da resposta inflamatéria e induzem
o intenso recrutamento das células de defesa para a area lesionada (Italiani and
Boraschi, 2014; Kroner et al., 2014). Esses mediadores de carater pré-
inflamatdrio transmitem a informacgao a medula 6ssea, um érgao linfoide primario
que atua na produgéo e reserva das células que compdem o sangue (Figura 1)
(Mercier et al., 2012). O fator estimulante de col6nia de granuldcitos (G-CSF) se
apresenta aumentado apés a lesao, assim atua em sinergia com outras citocinas
na mobilizagdo de células tronco hematopoiéticas, na mielopoiese e

principalmente na ativagao de neutrdfilos (Wright et al., 2015; Leitdo et al., 2019).
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Figura 1. Hematopoiese. Fonte: prépria (2020).

Os neutrdfilos sao as primeiras células mieloides a invadir a area de lesao,
atingindo concentragdo maxima em cerca de quatro a seis horas e apresentando
declinio apos esse periodo (Chazaud et al., 2003b; Mosser and Edwards, 2008;
Saclier et al., 2013; James G. Tidball, 2017). Essa prévia invasao possibilita a
mudanga no microambiente da lesdo direcionando outras células de defesa,
como os macrofagos, para a regiao através de fatores quimioatrativos (Saclier et
al., 2013).

As quimiocinas, citocinas com poder quimiotatico, também apresentam
um importante papel no processo atrativo leucocitario vascular para o
microambiente da les&o (Shireman et al., 2007). As quimiocinas da familia C-C
sdo reguladoras do recrutamento, migracdo e infiltragdo de
mondcitos/macrofagos, sendo a CCL2/MCP-1 (proteina quimioatrativa de
mondcitos do tipo 1) relacionada aos mioblastos por meio da ativagéo
extracelular da via de sinalizagdo Erk1/2 (Henningsen et al., 2011). Estudos
demonstraram que a MCP-1 pode ser secretada por células precursoras
miogénicas (mioblastos) (Chazaud et al., 2003a), neutrofilos e macréfagos
residentes (James G Tidball, 2017), desta forma apresentando fungdes auto- e

paracrina no processo de formacao dos miotubos e resultando no favorecimento
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e regulagcdo do processo de regeneragao muscular em resposta a lesao
(Henningsen et al., 2011).

Os macréfagos sao considerados células chave-efetoras no processo de
remodelamento tecidual. Sdo células prevalentes da resposta imune e
dominantes nas multiplas fases do processo de reparo muscular, incluindo a fase
inflamatdria e regenerativa (Arnold et al., 2007; Italiani and Boraschi, 2014;
James G. Tidball, 2017). Devido sua notavel caracteristica de plasticidade, sdo
capazes de responder aos sinais do microambiente onde se encontram e de
modificarem seu fendétipo a partir dos estimulos recebidos. Assim, os macréfagos
consistem em uma combinacdo de seus distintos estados de ativacéo,
expressando marcadores associados ao fenétipo M1 e M2 simultaneamente e
apresentando predominancia tempo-dependente para um deles (Mosser and
Edwards, 2008; Italiani and Boraschi, 2014; Wynn and Vannella, 2017).

Os macréfagos sao recrutados para o local da lesdo muscular a fim de
fagocitar os restos celulares advindos de produtos endogenos, DNA
provenientes das células musculares necrosadas e os componentes da matriz
extracelular (MEC), a fim de favorecer o microambiente para o desenvolvimento
de um novo tecido (Bosurgi et al., 2011; Novak et al., 2014). Moléculas,
especialmente citocinas, possuem a capacidade de se ligarem aos receptores
de membrana do tipo toll-like (TLRs), resultando na ativagdo classica dos
macrofagos para o fenotipo M1 (CD68+, CD80+, Gpr18, Fpr2). A ativagao para
esse perfil celular é caracterizada pela producdo de mediadores e produtos de
carater pro-inflamatério como espécies reativas de nitrogénio e oxigénio e
citocinas, sendo eles o 6xido nitrico (NO), fator de necrose tumoral (TNF),
interleucinas -1B3, -6, -23, além do aumento da atividade enzimatica da
mieloperoxidase (MPO) e as metaloproteinases de matriz (MMPs) (Bosurgi et
al., 2011; Novak and Koh, 2013; Italiani and Boraschi, 2014; James G. Tidball,
2017).

A IL-6 é considerada uma citocina multifuncional, desempenhando
importante papel no tecido muscular durante a resposta imune inata e adquirida.
Ambas as citocinas IL-6 e TNF-a possuem influéncia diretamente no aumento
da proliferagdo e migracdo de mioblastos e, quando em altas concentragoes,
causando a inibi¢do do processo de diferenciagao inicial em miotubos (Chazaud
et al., 2003b; Saclier et al., 2013).
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No periodo de trés a quatro dias apdés a ocorréncia da lesdo, ha
sobreposi¢ao dos mediadores de carater pro-inflamatorio por citocinas de carater
anti-inflamatério, bem como fatores de crescimento, que atuam estimulando a
expressao dos macrofagos para o perfil M2 (CD163+/CD206+, Egr2, Arg1).
Neste momento os macréfagos consistem em uma populagdo nao-fagocitica
capaz de estimular, por meio de seus produtos, o processo de reparo tecidual
(IL-4, IL-10, TGF-B, baixas concentragdes de TNF-a e a enzima arginase - que
converte arginina em ornitina e uréia) principalmente na indugdo da fase de
diferenciacado e fusdo dos mioblastos e na formagdo de miotubos no tecido
muscular (Mosser and Edwards, 2008; Saclier et al., 2013; James G. Tidball,
2017; Wynn and Vannella, 2017).

Estudos in vitro demonstram que as interleucinas -4 e -10 (IL-4 e IL-10)
sdo importantes citocinas responsaveis pela polarizagdao dos macrofagos para
perfil M2, apresentando autorregulagcado na perpetuagao desse fenoétipo (Saclier
et al., 2013; James G. Tidball, 2017; de Brito Sousa et al., 2019). O fator de
crescimento transformador beta (TGF-f) possui efeito multifuncional durante o
reparo muscular, desde acdo imununorregulatéria durante a fase pro-
inflamatdria até os processos de ativacao e diferenciagao das CS. Por outro lado,
o TGF-B €& mais conhecido por ser um potente fator pré-fibrinogénico e
importante regulador de fibrose tecidual por meio do controle da sintese,
remodelamento e degradagao da MEC, bem como influenciando a expressao
das metaloproteinases de matriz (MMPs) (Mosser and Edwards, 2008; Delaney
et al., 2017). Os fibroblastos sdo responsaveis pela produgcdo dos componentes
da MEC, com o objetivo de reconstruir as propriedades estruturais e reforcar a
funcao contratil do tecido muscular (Delaney et al., 2017). Sendo que o acumulo
de alguns componentes da MEC, podem resultar em fibrose tecidual (Kim and
Lee, 2016; Delaney et al., 2017). Assim, enzimas proteoliticas possuem a fungao
essencial na digestdo de componentes individuais da MEC, as MMPs (Kim and
Lee, 2016).

A mudanga no fenétipo dos macrofagos M1 para M2 possui importante
impacto no microambiente do tecido muscular. A inibigdo do recrutamento do
fendtipo pré-inflamatério (M1) ao local da lesdo resulta no prolongamento do
estado necrético das fibras musculares (Tedesco et al., 2010; Saclier et al., 2013;

Fernandes et al., 2015). Por outro lado, a deplegao do fendtipo anti-inflamatorio
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(M2) no processo de reparo é capaz de reduzir o didametro de fibras musculares
imaturas (Tedesco et al., 2010; Saclier et al., 2013). Diante de condi¢des
controladas, o musculo lesionado é capaz de regenerar e apresentar morfologia
e funcionalidade semelhantes ao tecido integro, porém, esse processo pode
sofrer alteragdes como a desregulacédo da ativacao fenotipica, influxo tecidual
dos macrofagos e apresentar ineficacia e propensdo ao desenvolvimento de
fibrose desse tecido (Rodriguez et al., 2010; Tedesco et al., 2010; Fernandes et
al., 2015; Kim and Lee, 2016).

Na busca de estratégias terapéuticas para um reparo mais efetivo, a
fotobiomodulacdo (FBM) utilizando diferentes fontes de luz como o laser em
baixa intensidade (LBI) ou diodo emissor de luz (LED), ja comprovou na literatura
seus efeitos terapéuticos benéficos durante o processo inflamatério e no reparo
de lesbes musculares (Assis et al., 2013; Ribeiro et al., 2015; Adabbo et al., 2016;
Alves et al., 2016; de Melo et al., 2016; Ferraresi et al., 2016; Brito et al., 2017;
de Lima Rodrigues et al., 2018; Souza et al., 2018). Esses efeitos em sua grande
maioria se referem a aplicagdo local da FBM, diretamente no local da lesdo
muscular, tanto em modelos experimentais (Assis et al., 2013; Ribeiro et al.,
2015; Adabbo et al., 2016; Alves et al., 2016; de Melo et al., 2016; Brito et al.,
2017; de Lima Rodrigues et al., 2018; Souza et al., 2018) como também em
diversos estudos clinicos (Ferraresi et al., 2015; L. Ramos et al., 2018; de Marchi
et al., 2019; De Paiva et al., 2019; Dornelles et al., 2019).

A FBM apresenta um efeito modulador sobre inumeros tecidos, sob
diferentes condigdes, tendo como principio a absorcao dos fétons da fonte de luz
incidida pelos fotorreceptores (cromoforos) presentes nas células e, que por
meio de fotoquimica, promove alteragdes bioquimicas intracelulares (Karu,
2014). Dentre os diferentes cromoéforos celulares, ha interagdo em especial com
a enzima terminal da cadeia transportadora de elétrons mitocondrial, a citocromo
C oxidase (CCO), resultando em aumento na produgcdo de ATP através da
enzima ATP sintase. A CCO é um fotorreceptor primario por conter cromoforos
que absorvem a luz monocromatica em seus diferentes espectros, sendo
responsavel pela transducdo de sinais iniciais a niveis celulares e teciduais
(Kreslavski et al., 2012; Karu, 2014; de Freitas and Hamblin, 2016).

Dentre os efeitos benéficos da FBM destacam-se a modulagdo do

processo inflamatorio no tecido muscular apos a lesdo, principalmente
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evidenciada pela redugao do infiltrado inflamatério local (Francga et al., 2013;
Alves et al., 2014; Brito et al., 2017; Andreo et al., 2018; Souza et al., 2018) e
pela modulacdo de mediadores inflamatérios e das células do sistema imune
incluindo a redugéo da expressao génica de TNF-a, TGF-B (Mesquita-ferrari et
al., 2010) e IL-6 (Souza et al., 2018), além do aumento da expressao de IL-1(
(Souza et al., 2018) e da producgao proteica de IL-1pB, IL-6 e TNF-a (Assis et al.,
2013; De Almeida et al., 2014; Mantineo et al., 2014); modulagéo e a otimizagéo
da transigao fenotipica dos macrofagos (Andreo et al., 2018; Souza et al., 2018;
Silva Junior et al., 2019).

Estudos também demonstraram efeitos positivos da FBM na morfologia
do tecido muscular apés o processo de lesado, incluindo a redugcado da area de
mionecrose (Brito et al., 2017; Souza et al., 2018) e area da lesdo (Adabbo et al.,
2016), angiogénese (Alves et al., 2014; Adabbo et al., 2016; Brito et al., 2017;
Andreo et al., 2018; Souza et al.,, 2018) e aumento do numero de fibras
musculares imaturas (Alves et al., 2014; Brito et al., 2017; Souza et al., 2018),
além dos efeitos positivos na composicdo estrutural da MEC apresentando
aumento da atividade gelanolitica da MMP-2 e melhor organizagao do colageno
(Alves et al., 2014; Brito et al., 2017; Andreo et al., 2018) e reducao da area de
fibrose muscular (Francga et al., 2013).

Em se tratando de aplicagdo da FBM antes da inducdo da lesé&o, ou seja,
em tecido saudavel, foi evidenciado que o LBl aplicado de forma local apresentou
resultados positivos no que se refere a reducéo da expressao de IL-6 (Alves et
al., 2016), redugéo do infiltrado inflamatério, da mionecrose, favorecimento da
angiogénese e no aumento de fibras imaturas, assim como o aumento da
atividade enzimatica da MMP-2 e consequente melhora na deposicdo e
organizagao do colageno (Ribeiro et al., 2015). Além disso, foi verificado que a
FBM com LBI previamente a lesdo também modulou o estresse oxidativo no
tecido muscular em processo de reparo reduzindo a peroxidacao lipidica e
aumentando a atividade de enzimas envolvidas no estresse oxidativo (Ribeiro et
al., 2016), e de proteinas envolvidas no trofismo muscular (calcineurina e cadeias
pesadas de miosina) além de induzir redugdo de fatores de crescimento que
atuam negativamente na regulagdo do crescimento muscular (miostatina) (de
Lima Rodrigues et al., 2018).
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Na pratica clinica, ainda existe controvérsia com relagdo ao melhor
protocolo a ser utilizado. Dados da literatura evidenciam a possibilidade de
utilizacdo da FBM prévia com intuito de redugéo de danos/lesées ou melhora do
reparo das mesmas (Leal Junior et al., 2009; Baroni et al., 2010; De Almeida et
al., 2011; de Almeida et al., 2012). Contudo, os resultados ainda sao incipientes
no que se refere a descricdo dos mecanismos envolvidos quando realizada a
aplicacao da fototerapia em diferentes regimes (unicamente pré ou tratamento
previamente e pos associados). Estudos com aplicagdo prévia da FBM em
humanos demonstraram efeitos positivos sobre a fadiga muscular como reducao
de creatina quinase (CK) (Leal Junior et al., 2009; Baroni et al., 2010; De Almeida
et al., 2011; De Marchi et al., 2012), de lactato sanguineo (Leal Junior et al.,
2009) de lactato desidrogenase (LDH) (Baroni et al., 2010; De Marchi et al.,
2012) do estresse oxidativo pela modulagao de SOD (De Marchi et al., 2012),
aumento do desempenho muscular, além de atenuagao na diminuigao da forga
(Baroni et al., 2010) e da fadiga muscular (Leal Junior et al., 2009), evidenciando
os resultados benéficos da aplicacdo prévia do laser também em humanos e
fortalecendo a necessidade do entendimento dos mecanismos envolvidos nessa
modulagao positiva de forma a ajustar a melhor opg¢ao temporal a ser adotada
para a FBM.

Dentre os distintos métodos de aplicacdo da FBM, no ano de 1981, os
cientistas soviéticos foram os primeiros a registrar o uso da irradiagcao
intravascular do sangue utilizando o LBI (do inglés Intravascular or Intravenous
Laser Irradiation of Blood — ILIB). Desenvolvida inicialmente para o tratamento
de doencgas cardiovasculares e na melhora das propriedades reoldgicas
sanguinea, & amplamente utilizada no oriente médio e Asia como ferramenta
terapéutica de doengas de nivel sistémico (Weber et al., 2007; Kazemi Khoo et
al., 2013), que consiste na irradiagédo utilizando um cateter introduzido no vaso
sanguineo para a passagem da fibra 6tica do LBl (Kazemikhoo et al., 2016).
Porém, essa técnica foi aperfeicoada para permitir sua utilizacdo de uma forma
nao-invasiva, aplicada sobre os vasos sanguineos de grosso calibre (artérias e
veias), sendo nesse caso denominada de forma externa, transdérmica ou
transcutanea, ou ainda, fotobiomodulagao sistémica (FBMS) (Moskvin, 2017) ou

fotobiomodulagao vascular (FBMV) (Fernandes et al., 2021; Lopez et al., 2022).
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A FBMS tem demonstrado influéncia positiva no tratamento de diversas
doencas, com efeitos sobre as células sanguineas, sobre o plasma e diversos
componentes estruturais endoteliais (Mikhailov, 2009), além de modular as
células do sistema imune e neuroenddcrino, apresentando ndo apenas influéncia
sobre o sistema vascular, mas sobre todos os demais sistemas do organismo
(Mikhailov, 2009, 2015; Momenzadeh et al., 2015).

Estudos clinicos conduzidos evidenciaram que o ILIB possui efeitos no
tratamento de doencas metabdlicas, apresentando como resultado final o reparo
tecidual de ulceras em pacientes com diabetes mellitus tipo Il (Kazemi Khoo et
al., 2013; KazemiKhoo and Ansari, 2014; Kazemikhoo et al., 2016). Kazemi Khoo
et al. (2013) avaliaram o uso do ILIB inserida através da veia cubital média (405
nm, 1,5 mW, 20 minutos de exposi¢ao/sessédo por 10 a 15 sessdes) e
apresentaram a reducao dos niveis plasmatico de histidina, alanina e arginina,
que sao aminoacidos diretamente envolvidos na hiperglicemia e resisténcia a
insulina e, em adigéo, detectaram a reducéo dos niveis de glicose apds cada
sessao do tratamento. Vale ressaltar que o balanco 6xido nitrico sintase
(NOS)/arginina/arginase se mostra necessario, pois a arginina € metabolizada
por ambas enzimas na sintese de 6xido nitrico (NO) ou ornitina, sendo que o NO
em altos niveis acarreta em efeitos deletérios para diversos tecidos inclusive o
muscular (Santos et al., 2020) e a ornitina esta diretamente relacionada a
doencas cardiovasculares.

Kazemikhoo et al. (2016) também demonstraram em pacientes diabéticos
os efeitos do ILIB (630 nm, 1,5 mW, 0,01 cm?, 30 minutos de exposigao/sessao
durante 10 a 15 sessdes) na redugéo da expressao de arginase e do receptor do
fator de crescimento epitelial (EGFR), sendo que este ultimo estimula a produgao
de IL-1B e TNF-a. Adicionalmente, os autores do mesmo grupo de pesquisa
compararam o efeito do ILIB nos espectros azul e vermelho (405 e 630 nm,
respectivamente; 1,5 mW, 0,01 cm?, 30 minutos de exposigédo/sessao durante 7
sessdes) e evidenciaram que houve redug¢ao nos niveis de glicose sérica apos
cada sessao, porém sem diferencas quando comparadas entre as duas fontes
de luz (KazemiKhoo and Ansari, 2014).

Estudos direcionados ao tratamento de artrite também demonstraram
efeitos da FBMV (632,8 nm; 1 mW/cm?; 20 minutos/sess&o) na reducgdo da

contagem de linfocitos T e B (Timofeyev et al., 2001), na reduc¢do da dor, melhora
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na limitagdo do movimento articular e da qualidade de vida quando aplicada a
FBMV de forma sublingual (635, 536 e 405 nm, simultaneos; 5 mW,; 20
minutos/sessdo) (Ailioaie et al., 2014). Foram também avaliados os efeitos da
irradiacao intravenosa (630, 536 e 405 nm; 5 mW; 10 minutos/sessao para cada
comprimento de onda) em associagao ao tratamento com os medicamentos
Etanercept ou Tocilizumabe, resultando na reducao da dor (Chiran et al., 2013),
sinergismo  anti-inflamatério e normalizagcdo na concentragdo das
imunoglobulinas (Chiran et al., 2014).

Pacientes submetidos a angioplastia coronaria e que foram
imediatamente tratados com uma unica irradiacdo de forma intravascular (808
nm; 100 mW/cm?; 9 J/cm?, 90 s/sessao), onde o ILIB promoveu a modulagéo de
interleucinas e fatores de crescimento séricos, sendo observada reducédo da
producao proteica de IL-6 e IL-1B e aumento de IL-10 e TGF-B1, condizentes
com um menor processo inflamatério local (Derkacz et al., 2013, 2014).

Estudos que concernem o uso da FBMV em modelos animais também
possuem diferentes formas de aplicacdo e paradmetros dosimétricos, assim
apresentando grande variagdo dos protocolos experimentais. Alguns estudos
encontrados na literatura descrevem a irradiagao de forma transcutanea sobre
da artéria e veia caudal de ratos (Roshchina et al., 2003; Tomimura et al., 2014;
Amjadi et al., 2019; Lopez et al., 2022).

Roshchina et al. (2003) avaliaram os efeitos da irradiacéo na hipotensao
arterial (633 nm, 1mW, 2 min/sessdao) e demonstraram a redugdo da
lipoperoxidagao e o controle do balango hidrico cardiaco e hepatico. Anos mais
tarde, Amjadi et al. (2019) avaliaram os efeitos do laser intravascular (ILIB) em
animais diabéticos, quando aplicado no mesmo local (450, 532, 638 e 808 nm;
0,01 mW; 2, 4, 6 e 8 min/sessao) sobre a modulagao de enzimas envolvidas no
processo oxidativo metabdlico e encontraram um aumento das enzimas lecitina-
colesterol acetiltransferase (LCAT) e paraoxonase (PON1), ambas envolvidas no
metabolismo de HDL, quando avaliadas nos maiores tempos de tratamento e
utilizando menores comprimentos de onda, além do aumento das enzimas
antioxidantes catalase e FRAP.

Adicionalmente Tomimura et al. (2014) avaliaram os efeitos da irradiagcéao
transcutanea (780 nm, 40 mW, 90 s, 30 J/cm?, 21 sessdes) em modelo de ratos

espontaneamente hipertensos e encontraram que a longo prazo, houve
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modulagdo hemodinamica levando a redugao da pressao sanguinea, diastolica
e reducgao da frequéncia cardiaca.

Outro modelo de aplicagao da FBMV em modelos animais se da por meio
da irradiagdo transcutanea da veia ou artéria auricular (Tanin et al., 1996; Wang
et al., 2016; F. S. Ramos et al., 2018). Tanin et al. (1996), utilizando este tipo de
aplicagao, observaram que a irradiagdo em coelhos (628 nm; 2-2,5 mW; 10 min;
10 sessdes) submetidos a lesdo nervosa periférica do nervo ciatico foi capaz de
aumentar a produgéo de hemoglobina, trombdcitos, albumina (normalizando os
niveis de proteina total) e induziu alteragcbes na composigdo bioquimica com
aumento dos niveis da enzima alanina aminotransferase (ALT), uréia, colesterol
e redugdo da creatinina. Por outro lado, Wang et al. (2016) apresentaram que a
FBMV com irradiagao transcutanea da artéria auricular (650 nm, 100 mW, 30
min, 45 J/cm?, 192 sessdes) de coelhos hipercolesterolémicos foi capaz de
controlar os niveis de colesterol total, LDL e HDL, reduzir a deformagao dos
eritrocitos, além de atuar de forma sistémica reduzindo a esteatose hepatica e o
infiltrado inflamatorio no figado e bago.

Ja Ramos et al. (2018) avaliaram o efeito da FBMV utilizando laser na
artéria auricular (660 nm; 3,213 J/cm?; 6,426 J; 900 s; 1 ou 2 sessdes) no
processo de reparo tecidual de modelos murinos (ratos Wistar) de lesdo
subcutaénea e verificaram uma melhor organizagao da epiderme e disposi¢céo das
fibras colagenas préximas ao ideal apds irradiagao unica. Os estudos descritos
reafirmam influéncia da FBMV n&o apenas sobre o sistema vascular, mas sobre
os demais sistemas do organismo. Fortalecendo este ponto, a revisao realizada
por (Tomé et al., 2020) evidenciou que os comprimentos de onda mais usados
em ILIB incluem 630, 650, 890 e, mais recentemente, 450 nm que focam
principalmente as agdes sobre o endotélio vascular e todos os tipos celulares do
sangue, além de seus componentes.

Devido a busca constante por recursos que possam otimizar o tratamento
e recuperacao funcional apds lesdes musculares, especialmente em condi¢cdes
nas quais estas sao frequentes e por vezes ocorrem em extensas areas, a FBMV

surge como uma interessante possibilidade terapéutica.
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Justificativa

Os efeitos positivos da FBM aplicada de forma local para a modulagao do
processo inflamatdrio e reparo muscular ja estdo bem estabelecidos na literatura
(Mesquita-ferrari et al., 2010; Franca et al., 2013; Ribeiro et al., 2015, 2016; Alves
etal., 2016; Brito et al., 2017; de Lima Rodrigues et al., 2018; Souza et al., 2018).
A questao da terapia de FBM ser de facil aplicagao, ndo invasividade e néo
apresentar efeitos colaterais torna ainda mais atrativa como ferramenta de
tratamento no manejo de lesbes musculares. Neste contexto e considerando
condigbes de acometimento sistémico como doengas metabdlicas, lesdes
extensas, distrofias e outras que possam afetar diretamente o tecido muscular,
a FBMV torna-se uma possibilidade interessante visto que permite a aplicagéo
de forma mais ampla, podendo atuar com integralidade devido sua preconizagao
de acéao sistémica.

Em adicdo, uma recente publicacao fortalece ainda mais essa hipotese
visto que foi observada uma melhora promovida pela FBMV aplicada
previamente a indugdo da lesdo em animais no que se refere a reducao dos
marcadores bioquimicos creatina quinase (CK), alanina aminotransferase (AST),
lactato desidrogenase (LDH) e lactato a niveis semelhantes ao comportamento
dos animais nao lesionados. Ainda neste estudo foi feita apenas a avaliacao
qualitativa de alguns aspectos morfologicos teciduais sendo evidenciada
reducao da area da lesdo, sobre os aspectos histoldégicos como na redugao do
edema, mionecrose e no aumento de novas fibras musculares no grupo
submetido a FBMV (Lopez et al., 2022).

Outra questao importante a ser avaliada no presente estudo é de como a
aplicagao da FBMV previamente ao acometimento da lesdo poderia modular as
fases do reparo muscular e do processo inflamatério, assim como seus efeitos
sobre o recrutamento de células de defesa que participardo dos processos de
reparo, o que propiciara no melhor entendimento dos efeitos biolégicos e dos
mecanismos envolvidos deste tipo de aplicacao e possibilitara na sua utilizagao
de forma preemptiva a condi¢gdes potencialmente lesivas ao tecido muscular,
como no caso de atletas de alta performance além de situagées como cirurgias
devidamente agendadas e previstas, atuando de forma sistémica e portanto n&o

havendo a necessidade da escolha ou determinacéo da area a ser tratada.
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Dessa forma, ha necessidade de estudar a eficacia desse recurso
terapéutico em diferentes regimes, como na prevengdo ou tratamento de
maiores danos teciduais, promovendo um reparo muscular de melhor qualidade
e menor duragao, fatores estes que sdao muitas vezes determinantes para o
rapido retorno de atletas ou pessoas frequentemente acometidas por lesao

muscular as suas atividades.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos da FBMV aplicada pré ou pds lesdo muscular aguda
sobre a composi¢ao celular circulante no sangue periférico, na sintese de

mediadores inflamatorios e sobre aspectos histologicos.

2.2 Objetivos especificos

— Avaliar a composicdo do sangue periférico e a contagem diferencial de
leucdcitos por meio de analisador hematolégico automatizado;

— Auvaliar a expresséo proteica de TNF-a e MCP-1 por ELISA;

— Auvaliar os aspectos morfoldgicos qualitativos e quantitativos do musculo pela

coloracao H&E;

Objetivo secundario

— Fazer um levantamento na literatura de modelos experimentais que utilizaram
a fotobiomodulagéo sistémica com o LBI, abrangendo ILIB e FBMV como

formas de irradiagao (Apéndice A).
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3 Metodologia

Os experimentos foram realizados no laboratério de pesquisa do
programa de pds-graduagdo em Biofotbnica Aplicada a Ciéncias da Saude da
Universidade Nove de Julho (UNINOVE). O estudo obteve a aprovagao do
Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Nove de Julho sob
numero de protocolo 4828060220/2020 (ANEXO 1). O estudo foi conduzido de
acordo com as diretrizes ARRIVE 2.0 e os itens cumpridos estdo descritos no
Checklist (ANEXO 2).

3.1 Delineamento experimental

Foram utilizados ratos machos, da linhagem Wistar (Rattus norvegicus:
var. albinus, Rodentia, Mammalia), com doze semana 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 e agua ad libitum.

Os animais foram distribuidos aleatoriamente nos seguintes grupos
experimentais:

- Grupo 1 - Controle: Os animais ndo foram submetidos a nenhum
procedimento (n=5);
- Grupo 2 — Nao lesionado + FBMV: Os animais nao foram criolesionados e
foram submetidos a FBMV (conforme os parametros descritos na tabela 1)
(n=20);
- Grupo 3 - Lesao: Os animais foram criolesionados no musculo tibial anterior
(TA) e nao receberam tratamento (n=20);
- Grupo 4 - FBMV pré + Lesao: Os animais foram submetidos a FBMV 24 horas
antes da criolesdo do musculo TA (n=20);
- Grupo 5 — Lesao + FBMV pés: Os animais foram criolesionados no musculo
TA e submetidos apés 2h a FBMV (n=20).

Os animais dos grupos 2 a 5 foram eutanasiados apés 1, 2, 5 e 7 dias
ap6s a criolesdo, sendo 5 animais de cada grupo por periodo. Os animais

Controle (grupo 1) foram eutanasiados sem distingdo de periodo experimental.
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3.2 Procedimento de criolesao

Os animais foram pesados e em seguida anestesiados com administragao
intraperitoneal de 100 mg/kg de ketamina 10% (Dopalen, Vetbrands, Sao Paulo,
Brasil) e 10 mg/kg de xilazina 2% (Anasedan, Vetbrands, S&o Paulo, Brasil). Para
aplicagao da anestesia foram utilizadas seringas com agulhas ultrafinas (modelo
insulina, BD, Juiz de Fora, MG, Brasil). Posteriormente a indugéo anestésica, os
animais foram posicionados em uma superficie plana e realizada a assepsia e
tricotomia da area operada.

O musculo tibial anterior (TA), de ambas as patas posteriores, foi exposto
cirurgicamente e submetido ao procedimento de Crioles&o (Figura 3), modelo
capaz de reproduzir a resposta natural do musculo frente as lesdes, bem como
a sua capacidade de regeneragao, além de produzir lesbes com caracteristicas
homogéneas, com area bem definida, de forma limpa, causando menor
variabilidade na severidade da lesdo, conforme descrito na literatura (Vatansever
et al., 2012; Brunelli et al., 2014, Brito et al., 2017; Moreira et al., 2017; Andreo
et al.,, 2018; da Silva Neto Trajano et al., 2018; Souza et al., 2018). Este
procedimento consiste em resfriar a extremidade de uma haste metalica plana
(3 mm de didmetro), em nitrogénio liquido durante o periodo de 30 segundos e
aplica-la por duas vezes na superficie ventral do musculo exposto, cada
aplicagao com 10 segundos de duragéo.

Ap0s este procedimento, foi realizada a sutura na area da incisdo com fio
de poliamida (5.0). Os animais tiveram a superficie ocular lubrificada com gaze
embebida em soro fisiologico (NaCl 0,9%) para evitar o ressecamento ocular e
foram mantidos em caixas plasticas sobre colchonete aquecido (36-37 °C) para
evitar hipotermia e ficardo sob observagdo até estarem livres do efeito dos
anestésicos.

Com o objetivo de diminuir a sensibilidade dolorosa pés-operatéria os
animais receberam administracdo subcutinea de analgésico dipirona 50 mg/kg
e tramadol 5 mg/kg (Cloridrato de tramadol a 2%) a cada 8 horas, durante 3 dias.
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Figura 3. Representacao ilustrativa do procedimento de criolesdo. Fonte: propria (2022).

3.3 Procedimento de tratamento com fotobiomodulagao vascular (FBMV)

Foi utilizado um laser de diodo de Arseneto de galio e aluminio (AlIGaAs)
Twin-laser® (MM Optics, Sdo Carlos, SP, Brasil). A irradiacéo foi realizada em
modo pontual e em contato no dorso caudal dos animais com os parametros
descritos na tabela 1.

Tabela 1. Parametros dosimétricos da FBMV

Comprimento de onda [nm] 780
Modo de Funcionamento continuo
Poténcia [mW)] 40
Diametro de abertura [cm] 0,23
Irradiéncia na abertura [W/cm?] 1
Area do feixe [cm?] 0,04
Tempo de exposicao [s] 80
Exposicéo radiante [J/cm?] 80
Numero de pontos irradiados 1
Energia total irradiada [J] 3,2
Técnica de aplicacao contato direto

Para a escolha dos parametros dosimétricos inicialmente foram
observados as técnicas e locais de irradiacdo que utilizaram a FBMV no prévio

levantamento da literatura de modelos experimentais (Apéndice A). Assim, foram
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bservados os estudos de Tomimura et al. (2014) e Yamaikina et al. (2012) nos
quais os procedimentos de irradiagdo foram realizados com LBl no espectro
infravermelho e de forma transcutdanea sobre a veia/artéria caudal de ratos,
semelhante ao método descrito no presente estudo. Além disso, estudos
recentes demonstraram que leucdcitos circulantes, incluindo os mondocitos,
linfocitos, neutrdfilos, respondem diferentemente as fontes de luz dependendo
de seu fendtipo e nivel de ativacédo (Sousa et al., 2021). Assim, os parametros
foram baseados em protocolos de estudos anteriormente publicados quando
aplicados em 8 pontos no local da lesao, descrito por Ribeiro et al. (2015), Alves
et al. (2016), Brito et al. (2017), Mesquita-Ferrari et al. (2010) e, em especial, ao
estudo recentemente publicado ao qual foi conduzido pelo nosso grupo de
pesquisa que utilizou a FBMV nao-invasiva sobre a veia/artéria na base superior
da cauda (Lopez et al., 2022), onde todos utilizaram comumente o espectro
infravermelho (780 nm). Para evitar refragdo do feixe do laser, a aplicagao foi
realizada no angulo de 90°C entre o emissor e a pele do animal (aplicagao

perpendicular), conforme demonstrado na figura 4.

M
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Figura 4. Representacao ilustrativa do local de irradiagdo com a FBMV. Fonte: prépria (2022).

O tratamento de FBMV nos animais do grupo FBMV pré+ Leséao foi
aplicado de forma uUnica 24 horas antes da lesdo. Ja os animais do grupo Lesao
+ FBMV pos as irradiagdes iniciaram 2 horas apos o procedimento de criolesdo,
assim como nesse mesmo periodo para os animais dos grupos Nao lesionado +
FBMV, e posteriormente, o tratamento foi realizado com intervalos de 24 h,
totalizando 1, 2, 5 e 7 sessbes para os grupos avaliados nos tempos
experimentais 1, 2, 5 e 7 dias, respectivamente, até o periodo de eutanasia de

cada grupo experimental (Figura 5) (Lopez et al., 2022). No inicio e final do
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procedimento experimental, a poténcia de emissao de luz do laser foi aferida

utilizando o “Laser Check power meter” (MM Optics, Sao Carlos — SP, Brasil).

DIAS
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Eutanasia
n=5
. Eutandsia Eutandsia * T Eutandsia .
Irradiagdio “=5 "=5 Irrad}agéo Irradiagdo "=5 Irradiagdo Eutanasia
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n=15 n=10 n=5
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Figura 5. Delineamento experimental — Linha do tempo.

3.4 Coleta do sangue total e analise hematologica

Para a realizacdo da puncéao intracardiaca os animais foram colocados
em decubito lateral, sob anestesia intraperitoneal, e foram coletadas amostras
de sangue para analise. A identificacdo e quantificagdo dos parametros
leucocitario, eritrocitario e plaquetario possibilita analisar a modulagdo da FBMV
sobre a intensidade circulante no sangue periférico. Em seguida, uma agulha de
25x8 (Descarpack®, Sao Paulo, SP, Brasil), acoplada a uma seringa plastica de
1 mL contendo solugdo de acido etilenodiamino tetra-acético dipotassico
(K2EDTA; Neon Reagentes Analiticos, Suzano — SP, Brasil) em concentragcéo
inicial de 1,5 mg/mL para a coleta na proporgéo de 1:10 de sangue. A agulha foi
inserida pelo espaco intercostal até o ventriculo esquerdo e o sangue lentamente
coletado.

Imediatamente apds a coleta, o sangue foi acondicionado em microtubos
em temperatura ambiente para consecutiva analise em um analisador
hematologico automatico quantitativo e um contador diferencial de leucocitos

(BC-2800, Mindray, Shenzhen, China). O animal analisado, bem como a idade
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destes, foi selecionado no equipamento para que fosse possivel indicar os
valores de referéncia minimo e maximo para cada componente avaliado.

Os parametros avaliados compreendem desde as células de defesa,
como: leucdcitos totais, valores absolutos e relativos (%) para granuldcitos
(neutrdfilos), mondcitos e linfocitos; para parametros eritrocitarios, como a
contagem de eritrocitos, coeficiente de variagao da amplitude de distribuicao dos
glébulos vermelhos (variabilidade do tamanho das hemacias) e hematdcrito
(proporgéao de hemacias no volume sanguineo total) , volume corpuscular médio
(tamanho médio das células), hemoglobina, hemoglobina corpuscular média
(tamanho médio das hemoglobinas), concentracdo de hemoglobina corpuscular
média (concentragdo de hemoglobina das hemacias); Em relagdo aos
parametros plaquetarios, foi possivel obter dados para o valor absoluto de
plaquetas, volume plaquetar médio (tamanho médio), amplitude da distribuicao
de plaquetas (variabilidade do tamanho das plaquetas) e plaquetdcrito

(proporgéao de plaquetas no volume sanguineo total).

3.5 Eutanasia dos animais e remog¢ao dos musculos

Apos a anestesia dos animais e coleta do sangue, por meio de puncgéo
intracardiaca, os animais entraram em choque hipovolémico e em seguida para
a remocao do musculo TA foi realizada previamente a assepsia do local,
tricotomia e incisao para exposic¢ao total e remocgao dos espécimes. O musculo
TA da pata direita foi imediatamente inserido em solu¢cdo de formol tamponado
a 10% em PBS 1X (pH=7,4) e permaneceu por 24h, sendo posteriormente
submetido ao processamento histolégico. Ja o musculo TA da pata esquerda foi
seccionado transversalmente no centro do ventre e mantido em refrigeracéo (-

80° C) para posterior de sintese proteica.
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3.6 Analise da expressao proteica por ELISA (Enzyme-Linked

Immunosorbent Assay)

Para analise de expressao proteica, foram pesados entre 80-100 mg de
tecido e submetidos a homogeneizacao (PowerGen 125 Homogenizer, Fisher
Scientific®) com tampao de extragédo RIPA e fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF)
0.1 mM. O extrato tecidual foi centrifugado a 10.000 rpm por 10 minutos a 4 °C
e o0 sobrenadante foi armazenado a -80°C até o momento da analise. A
quantificacdo de proteina total foi realizada em NanoDrop 2000 (Thermo
Scientific), utilizando os comprimentos de onda de 260 e 280 nm. A expresséao
proteica de TNF-a e MCP-1 nos extratos musculares foram avaliadas por meio
do ensaio imunoenzimatico ELISA utilizando kits comerciais (R&D Systems,
Minneapolis, EUA) para TNF-a (DY510-05) e MCP-1 (DY3144-05) seguindo as

instrugdes do fabricante.

3.7 Avaliacao morfolégica por coloragao Hematoxilina e Eosina

As amostras musculares foram mantidas em formol tamponado a 10% (pH
8,0) temperatura ambiente e utilizadas para analise morfolégica. Para isso, foi
realizada a desidratacdo do material por meio de incubagdes em solugdes com
concentragéo crescente de alcool etilico (70%, 80%, 90%) num periodo de 1h
cada, passados trés vezes em alcool absoluto e trés vezes em Xilol (Reagen).
As amostras foram incubadas por 12h a 60°C em parafina (paraplast, Sigma,
USA) e incluidas transversalmente no bloco. Foram realizados 3 cortes de 10um
de espessura em microtomo (Leica RM2125, Nussloch, Alemanha), colocados
em laminas de microscopia e mantidos em estufa a 37°C durante 12 horas.

As laminas foram submetidas as coloragdes histolégicas de hematoxilina
e eosina (HE) e avaliadas por microscopia de luz (microscopio Axioplan 2, Zeiss,
Alemanha) para serem avaliados os seguintes aspectos morfolégicos: infiltrado
inflamatdrio, mionecrose, vasos sanguineos e fibras novas e imaturas.

Para permitir a analise quantitativa destes aspectos foram consideradas
3 areas por lamina de 5 animais/grupo. Esses campos foram fotografados
utilizando um microscépio de luz convencional (Zeiss Axioplan2, Alemanha) com
objetiva de 20X (magnificagdo: 200X), para permitir a contagem dos aspectos
descritos através do software Image J (National Institute of Health - NIH, EUA).
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O infiltrado inflamatério foi contabilizado pela contagem absoluta dessas células.
Aspectos de mionecrose foram identificados pela apresentacdo disforme das
fibras, com aspecto de rompimento e fragmentagao. As fibras novas e imaturas
foram identificadas e quantificadas pela presencga de nucleo centralizado e a os
vasos sanguineos pela presenca de estruturas tubulares, rodeadas por uma
tunica e presenga de hemacias centrais.

A calibracdo das imagens foi realizada de acordo com a escala e
transformacao de pixels para valores de altura e comprimento. A determinagao
da area em mm?, foram dadas pela multiplicagdo dos valores de largura e
comprimento (em mm) e a contagem absoluta das células ou aspectos
analisados foram corrigidos com o valor determinado da area. Apds, os dados

submetidos a analise estatistica.

3.8 Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando o Software GraphPad Prism
8.0.1 (San Diego, CA, USA). O teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov foi
utilizado para determinagdo da distribuigdo dos dados. Para os dados
paramétricos os valores foram expressos em média £ erro padrdo e foram
analisados estatisticamente utilizando o teste de Variancia de uma via (ANOVA)
seguido do teste pos-hoc de Tukey. Para os dados nao-paramétricos os valores
foram expressos em mediana e intervalo interquartil, analisados estatisticamente
utilizando o teste Kruskal-Wallis e o teste de Dunn’s para avaliar a diferenca entre

os grupos. O nivel de significancia adotado foi de a = 5%.
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4 Resultados

4.1 Anadlise hematoldgica quantitativa e contagem diferencial de leucécitos

4.1.1 Leucécitos totais

Os valores de referéncia respectivos para leucécitos totais da espécie e
idade dos animais utilizadas no presente estudo (ratos Wistar com 12 semanas
de vida) foram fornecidas de forma automatica pelo equipamento utilizado para
leitura das amostras e apresentados nos graficos com as linhas verticais
tracejadas, sendo o valor minimo de 2,9 x10%L e maximo de 15,3 x10%L (Fig. 6).

No dia 1 os resultados da analise quantitativa dos leucdcitos totais
evidenciaram uma redugdo nos grupos Lesdo (p<0,001) e Nao Lesionado +
FBMV (p<0,001) em comparagao ao grupo Controle. Ja os grupos lesionados e
tratados (FBMV pré+ Lesdo, p<0,001; Lesdo + FBMV péds, p=0,006)
apresentaram aumento na contagem em relagdo ao grupo Leséo. No dia 2 apds
a lesao, o grupo FBMV pré+ Lesao apresentou aumento da contagem absoluta
de leucdcitos em comparagao aos grupos Lesdao + FBMV pés (p=0,03), Nao
Lesionado + FBMV (p=0,006) e Controle (p=0,04). Nao foram demonstradas
diferencas entre os demais grupos avaliados nesse periodo (Fig. 6).

Analisando os resultados da contagem de leucdcitos totais apds 5 dias,
foi possivel verificar que o grupo FBMV pré+ Lesao apresentou um aumento em
comparagao aos demais grupos tratados (Nao Lesionado + FBMV, p<0,001;
Lesao + FBMV pos, p=0,04). Por outro lado, o grupo Nao Lesionado + FBMV
apresentou redugao em comparagao aos grupos Controle (p=0,002) e Lesao
(p=0,04). Nao houve diferencga significante entre os grupos no dia 7 (Fig. 6).
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Figura 6. Analise de leucdcitos totais presentes no sangue periférico dos grupos Controle, Nao
lesionado + FBMV, Lesao, FBMV pré + Lesao e Lesdo + FBMV pés avaliados nos dias 1, 2,5 e
7. Dados expressos em média £+ SEM (ANOVA/Tukey). *p<0,05 vs. Controle, & p<0,05 vs. N&o
Lesionado+FBMV, #p<0,05 vs. Lesdo, $ p<0,05 vs. FBMV pré+Les&do. FBMV, fotobiomodulagao
vascular; Ref., valor de referéncia minimo e maximo indicado ao pardmetro analisado.

4.1.2 Linfécitos

Os valores de referéncia para os linfocitos estdo apresentados nos
graficos com as linhas verticais tracejadas. Para a contagem absoluta (Fig. 7) e
relativa (Fig. 8) foram determinados os valores minimos de 2,6 x10%L e 63,7% e
maximo de 13,5 x10%L e 90,1%, respectivamente.

Os resultados da analise absoluta (Fig. 7) dos linfécitos evidenciaram que

nao houve diferencga significante entre os grupos nos periodos de 1, 2, 5 e 7 dias.
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Figura 7. Andlise dos linfécitos presentes no sangue periférico dos grupos Controle, Nao
lesionado + FBMV, Lesao, FBMV pré + Leséo e Lesdo + FBMV pds apresentados em valores
absolutos e avaliados nos dias 1, 2, 5 e 7. Dados expressos em média + SEM (ANOVA/Tukey).
FBMV, fotobiomodulagdo vascular; Ref., valor de referéncia minimo e maximo indicado ao
parametro analisado.

Os resultados referentes a analise relativa dos linfocitos (Fig. 8) ndo
apresentaram diferenca entre os grupos avaliados no dia 1. No dia 2, o grupo
Nao Lesionado + FBMV apresentou aumento na presenca de linfocitos em
comparacgao ao grupo Controle (p=0,003). Ja os grupos tratados apresentaram
aumento no percentual de linfécitos em comparagao ao grupo Lesao, sendo Nao
Lesionado + FBMV (p<0,001), FBMV pré+ Lesao (p=0,001) e Leséo + FBMV pés

(p<0,001). Os grupos tratados ndo apresentaram diferenga estatistica entre eles.

Nao houve diferenga significante entre os grupos na analise relativa

de linfécitos nos periodos de 1, 5 e 7 dias.
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Figura 8. Anadlise dos linfécitos presente no sangue periférico dos grupos Controle, Nao
lesionado + FBMV, Lesdo, FBMV pré + Lesao e Lesédo + FBMV pds apresentados em valores
relativo e avaliados nos dias 1, 2, 5 e 7. Dados expressos em média £+ SEM (ANOVA/Tukey).
*p<0,05 vs. Controle, #p<0,05 vs. Lesdo. FBMV, fotobiomodulagdo vascular; Ref., valor de
referéncia minimo e maximo indicado ao parametro analisado.
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4.1.3 Monocitos

Os mondcitos circulantes ndo apresentaram diferenga estatistica entre os
grupos nos valores da analise absoluta (Fig. 9) no dia 1. Ja o grupo FBMV pré+
Les&o apresentou aumento absoluto dos monécitos em comparagado ao grupo
Nao Lesionado + FBMV nos dias 2 (p=0,02) e 5 (p=0,01) e em comparagao ao
grupo Lesdao no dia 5 (p=0,05). Os grupos lesionados e tratados néo
apresentaram diferenga entre eles nos periodos avaliados. Ndo houve diferenca
significante entre os grupos no dia 7.

Os valores de referéncia respectivos para os mondcitos presentes no
sangue periférico estdo apresentados nos graficos com as linhas verticais
tracejadas. Para a contagem absoluta (Fig. 9) e relativa (Fig. 10) foram
determinados os valores minimos de 0,0 x10%L e 1,5% e maximo de 0,5 x10°/L

e 4,5%, respectivamente.
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Figura 9. Anadlise dos mondcitos presentes no sangue periférico dos grupos Controle, Nao
lesionado + FBMV, Leséo, FBMV pré + Leséo e Lesdo + FBMV pdés apresentados em valores
absolutos e avaliados nos dias 1, 2, 5 e 7. Dados expressos em média + SEM (ANOVA/Tukey).
& p<0,05 vs. Nao Lesionado+FBMV, #p<0,05 vs. Lesao. FBMV, fotobiomodulagao vascular; Ref.,
valor de referéncia minimo e maximo indicado ao parametro analisado.

Referente a analise relativa dos mondcitos (Fig. 10), no dia 2 o grupo FBMV
pré+ Lesdo apresentou aumento dos mondcitos circulantes em relagao ao grupo
Nao Lesionado + FBMV (p=0,006). No dia 5, o grupo FBMV pré+ Leséao
apresentou diferenga em comparagdo aos grupos Lesdao (p=0,03) e Nao

Lesionado + FBMV (p=0,007). Os resultados dos mondcitos de forma relativa
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nao demonstraram diferencga estatistica entre os grupos quando avaliados nos

dias 1 e 7 apos a lesao.
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Figura 10. Analise dos mondcitos presentes no sangue periférico dos grupos Controle, Nao
lesionado + FBMV, Lesdo, FBMV pré + Leséo e Lesdo + FBMV pdés apresentados em valores
relativo e avaliados nos dias 1, 2, 5 e 7. Dados expressos em média £ SEM (ANOVA/Tukey).
*p<0,05 vs. Controle, & p<0,05 vs. Nao Lesionado+FBMV, #p<0,05 vs. Lesdo. FBMV,
fotobiomodulagao vascular; Ref., valor de referéncia minimo e maximo indicado ao parametro
analisado.

4.1.4 Granulécitos

Os valores de referéncia respectivos para os granulécitos estao
apresentados nos graficos com as linhas verticais tracejadas. Para a contagem
absoluta (Fig. 11) e relativa (Fig. 12) foram determinados os valores minimos de
0,4 x10%L e 7,3% e maximo de 3,2 x10°%L e 30,1%, respectivamente.

No dia 1, os grupos lesionados tratados apresentaram aumento do valor
relativo de granuldcitos (Fig. 11) em comparagao ao grupo Lesado (Lesao vs.
FBMYV prévio + Leséao, p=0,02; Lesao vs. Lesao + FBMV pds, p=0,04). No dia 2
apos a lesao, o grupo Nao Lesionado + FBMV apresentou redugao granulocitaria

em comparacgao aos grupos Lesao (p=0,002) e FBMV pré+ FBMV (p=0,04).
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No dia 5, o grupo Les&o apresentou aumento em comparagao aos grupos
Controle (p<0,001) e tratados (Nao Lesionado + FBMV, p=0,003; FBMV pré+
Lesédo, p<0,001; Lesédo + FBMV pds, p<0,001). Nao houve diferenga significante

entre os grupos no dia 7.
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Figura 11. Analise dos granuldcitos presentes no sangue periférico dos grupos Controle, Nao
lesionado + FBMV, Leséo, FBMV pré + Leséo e Lesédo + FBMV pdés apresentados em valores
absoluto e avaliados nos dias 1, 2, 5 e 7. Dados expressos em média £+ SEM (ANOVA/Tukey).
*p<0,05 vs. Controle, & p<0,05 vs. N&o Lesionado+FBMV, #p<0,05 vs. Lesdo. FBMV,
fotobiomodulagao vascular; Ref., valor de referéncia minimo e maximo indicado ao parametro
analisado.

Em relacdo aos dados relativos da composi¢ao periférica granulocitaria
(Fig. 12), no dia 1 o grupo FBMV pré+Lesdo apresentou aumento em
comparagao aos grupos Controle (p=0,04) e Nao Lesionado + FBMV (p=0,03).

Nos dias 2 e 5 apds a indugdo da criolesdo, o grupo Lesdo apresentou
aumento do percentual dos granuldcitos em comparagao aos demais grupos
Controle (p<0,001 e p=0,02, respectivamente na ordem cronoldgica dos dias
citados), ao grupo Nao Lesionado + FBMV (p<0,001 e p=0,002, respectivamente
aos dias 2 e 5) e aos grupos lesionados e tratados nos diferentes momentos
(FBMV pré+ Lesao, p=0,002 e p<0,001; Lesédo + FBMV pos, p<0,001 e p=0,001;
respectivamente aos dias 2 e 5). Os grupos tratados nao apresentaram diferenca
entre eles. No dia 7, ndo houve diferenga significante entre os grupos

experimentais avaliados.
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Figura 12. Andlise dos granuldcitos presentes no sangue periférico dos grupos Controle, Nao
lesionado + FBMV, Lesao, FBMV pré + Leséo e Lesdo + FBMV pds apresentados em valores
relativo e avaliados nos dias 1, 2, 5 e 7. Dados expressos em média £+ SEM (ANOVA/Tukey).
*p<0,05 vs. Controle, & p<0,05 vs. Nao Lesionado+FBMV, #p<0,05 vs. Lesdo. FBMV,
fotobiomodulagao vascular; Ref., valor de referéncia minimo e maximo indicado ao parametro
analisado.

4.2 Analise hematoldgica eritrocitaria

4.2.1 Eritrécitos

Os valores de referéncia respectivos para os eritrocitos (Fig. 10) estao
apresentados nos graficos com as linhas verticais tracejadas. Foram
determinados os valores minimos de 5,60 x10'%/L maximo de 7,89 x10'2/L.

No dia 1 o grupo Lesao apresentou redugao na contagem de eritrécitos
em relagao ao grupo Controle (p=0,02) e Nao Lesionado + FBMV (P=0,004). Em
relagdo aos grupos lesionados e tratados, o grupo Lesdo + FBMV péds
apresentou redugao eritrocitaria em comparagao aos grupos Nao Lesionado +
FBMV (p=0,01) e Controle (p=0,02) no dia 1 e reducdo em relagdo ao grupo
Controle (p=0,05) e FBMV pré+ Leséao (p=0,02) no dia 2.
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Além disso os grupos Nao Lesionado + FBMV e FBMV pré+ Lesao
apresentaram semelhanga ou aumento em relacdo ao valor de referéncia
maximo nos dias 1, 2 e 7, assim como o grupo Controle. Os resultados referentes
a contagem total dos eritrocitos ndo demonstraram diferenga estatistica entre os

grupos quando avaliado no dia 5 e 7 apoés a lesao.
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Figura 13. Andlise dos eritrocitos (x10'2/L) presentes no sangue periférico dos grupos Controle,
Nao lesionado + FBMV, Les&o, FBMV pré + Lesao e Lesédo + FBMV poés e avaliados nos dias 1,
2,5 e 7. Dados expressos em média + SEM (ANOVA/Tukey). *p<0,05 vs. Controle, & p<0,05 vs.
N&o Lesionado+FBMV, $ p<0,05 vs. FBMV pré+Lesdo. FBMV, fotobiomodulagédo vascular; Ref.,
valor de referéncia minimo e maximo indicado ao parametro analisado.

Os valores de referéncia respectivos para volume corpuscular médio (Fig.
14) e o coeficiente de variagao da amplitude de distribuicao dos eritrocitos (Fig.
15) estdo apresentados nos graficos com as linhas verticais tracejadas, sendo
os valores determinados minimos de 53,0 fL e 11% e maximo de 68,8 fL e 15%,
respectivamente.

No dia 1 apdés a lesdo, os grupos lesionados e tratados ou néo
apresentaram aumento no volume corpuscular médio dos eritrocitos em
comparagao ao grupo Controle (Leséo, p<0,001; FBMV pré+ Lesao, p<0,001;
Lesdao + FBMV pds, p=0,004). Além disso, o grupo Nao Lesionado + FBMV
apresentou redugcédo em relagao aos grupos Leséo (p=0,001) e FBMV pré+ Lesao
(p<0,001). No Dia 2, o grupo Lesao + FBMV pds apresentou aumento em
comparagao aos grupos Controle (p<0,001), Nao Lesionado + FBMV (p=0,004)
e FBMV pré + Leséo (p<0,001). Ja no dia 5, o grupo FBMV pré + Lesé&o
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apresentou aumento em relagado ao Controle (p=0,008) e Lesédo + FBMV poés

(p=0,03). Nao houve diferenca significante no dia 7.

[
Ref. 68,8
65+ -@— Controle
N&o Lesionado+FBMV
60— *$& -M - Lesédo
FBMV pré+Leséo
‘‘‘‘ Lesao+FBMV pés

Ref. 53,0

B O
oNe)
1]
1

Volume corpuscular médio (fL)
()]
a
|
*
* R0
]
]
(|
)
]
lq:l
[ \4d
Xm
\
\
\
\

o

| | |
1 2 5 7

Periodos avaliados (dias)

Figura 14. Andlise do volume corpuscular médio do sangue periférico dos grupos Controle, Nao
lesionado + FBMV, Lesdo, FBMV pré + Leséo e Lesao + FBMV pods e avaliados nos dias 1, 2, 5
e 7. Dados expressos em média + SEM (ANOVA/Tukey). *p<0,05 vs. Controle, & p<0,05 vs. Nao
Lesionado+FBMV, #p<0,05 vs. Lesdo, $ p<0,05 vs. FBMV pré+Les&do. FBMV, fotobiomodulagao
vascular; Ref., valor de referéncia minimo e maximo indicado ao pardmetro analisado.

Em relagdo ao coeficiente de variacdo da amplitude de distribuicao dos
eritrocitos (Fig. 15), no dia 1 os grupos Lesao e FBMV pré+ Lesao apresentaram
reducdo em comparacdo ao grupo Controle (p=0,02 e p=0,004,
respectivamente). Ja em relagéo aos grupos tratados, o grupo FBMV pré+ Leséo
apresentou redugédo em relagéo ao grupo Nao Lesionado + FBMV (p=0,02).

Os grupos avaliados nao apresentaram diferenca estatistica nos dias 2, 5
e 7. Em adig¢ao, os grupos experimentais apresentaram resultados semelhantes
ou ainda menores em relagdo ao valor de referéncia minimo em todos os

periodos avaliados.
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Figura 15. Analise do coeficiente de variagdo da amplitude de distribuicdo dos eritrocitos do
sangue periférico dos grupos Controle, Nao lesionado + FBMV, Lesdo, FBMV pré + Lesdo e
Lesdo + FBMV poés e avaliados nos dias 1, 2, 5 e 7. Dados expressos em média + SEM
(ANOVA/Tukey). *p<0,05 vs. Controle, & p<0,05 vs. Nao Lesionado+FBMV. FBMV,
fotobiomodulagéo vascular; Ref., valor de referéncia minimo e maximo indicado ao parametro
analisado.

4.2.2 Concentragcao da Hemoglobina

Os valores de referéncia para hemoglobina estdo apresentados nos
graficos com as linhas verticais tracejadas, sendo os valores determinados
minimos de 12,0 g/dL e maximo de 15,0 g/dL.

Quanto a concentragdo de hemoglobina (Fig. 16), ndo houve diferenga
entre os grupos no dia 1. No dia 2, o grupo Lesao apresentou redugido em
comparagao aos grupos nao lesionados, sendo o Controle (p=0,02) e Nao
Lesionado + FBMV (p=0,04). Nos dias 5 e 7, os resultados ndo apresentaram

diferencga significante entre os grupos avaliados.
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Figura 16. Analise da hemoglobina (g/dL) presente no sangue periférico dos grupos Controle,
Nao lesionado + FBMV, Les&o, FBMV pré + Lesao e Lesédo + FBMV po6s e avaliados nos dias 1,
2,5 e 7. Dados expressos em média £+ SEM (ANOVA/Tukey). *p<0,05 vs. Controle, & p<0,05 vs.
Nao Lesionado+FBMV. FBMV, fotobiomodulagao vascular; Ref., valor de referéncia minimo e
maximo indicado ao parametro analisado.

Os valores de referéncia respectivos para concentracdo média de
hemoglobina celular (Fig. 17) e hemoglobina corpuscular média (Fig. 18) estédo
apresentados nos graficos com as linhas verticais tracejadas, sendo os valores
determinados minimos de 30,0 g/dL e 16 pg e maximo de 34,1 g/dL e 23,1 pg,
respectivamente.

Em relagdo a concentragdo média de hemoglobina celular os grupos nao
apresentaram diferenga estatistica entre eles nos dias 1, 5 e 7. No dia 2, o grupo
Lesao apresentou reducdo em relacdo aos grupos nao lesionados e tratados ou
nao, sendo o grupo Controle (p=0,02) e Nao Lesionado + FBMV (p=0,04).
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Figura 17. Analise da concentragdo média de hemoglobina celular no sangue periférico dos
grupos Controle, Nao lesionado + FBMV, Lesdo, FBMV pré + Lesédo e Lesdo + FBMV pos e
avaliados nos dias 1, 2, 5 e 7. Dados expressos em média £+ SEM (ANOVA/Tukey). *p<0,05 vs.
Controle, & p<0,05 vs. N&o Lesionado+FBMV. FBMV, fotobiomodulagdo vascular; Ref., valor de
referéncia minimo e maximo indicado ao parametro analisado.

No dia 1, os grupos lesionados e tratados ou n&o apresentaram aumento
na massa da hemoglobina corpuscular média (Fig. 18) em comparag¢ao ao grupo
Controle, sendo Leséao (p=0,005), FBMV pré+ Lesao (p=0,001) e Lesdo + FBMV
pos (p=0,006). No dia 2, somente o grupo Lesdo + FBMV pds apresentou
aumento da hemoglobina corpuscular média em relacdo ao grupo Lesao
(p=0,002). Os resultados referentes a hemoglobina corpuscular média néo
apresentaram diferencga estatistica entre os grupos quando avaliado nos dias 5
e 7 apos a lesao.
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Figura 18. Analise hemoglobina corpuscular média no sangue periférico dos grupos Controle,
Nao lesionado + FBMV, Lesao, FBMV pré + Lesao e Lesédo + FBMV pos e avaliados nos dias 1,
2,5 e 7. Dados expressos em média £+ SEM (ANOVA/Tukey). *p<0,05 vs. Controle, & p<0,05 vs.
Nao Lesionado+FBMV, #p<0,05 vs. Lesao. FBMV, fotobiomodulagéo vascular; Ref., valor de
referéncia minimo e maximo indicado ao parametro analisado.

4.3 Anadlise hematologica plaquetaria

4.3.1 Plaquetas

Os resultados referentes a concentragdo de plaquetas (Fig. 19) né&o
evidenciaram diferenca estatistica entre os grupos nos dias 1, 2 e 7 apds a lesao.
Porém, no dia 5 o grupo Les&o + FBMV pés apresentou redugcdo em comparagao
ao grupo Nao Lesionado + FBMV (p=0,04). Os demais grupos ndo apresentaram

diferenca entre eles.

Os valores de referéncia para as plaquetas estdo apresentados nos
graficos com as linhas verticais tracejadas, sendo os valores determinados
minimos de 100,0 x10%L e maximo de 1610,0 x10°/L.
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Figura 19. Analise de plaquetas no sangue periférico dos grupos Controle, Ndo lesionado +
FBMV, Lesao, FBMV pré + Lesao e Lesdo + FBMV pos e avaliados nos dias 1, 2, 5 e 7. Dados
expressos em média + SEM (ANOVA/Tukey). & p<0,05 vs. Nao Lesionado+FBMV. FBMV,
fotobiomodulagéo vascular; Ref., valor de referéncia minimo e maximo indicado ao parametro
analisado.

Os resultados referentes ao volume plaquetario médio (Fig. 20) néao
apresentaram diferenga estatistica entre os grupos e periodos avaliados. Em
relacédo aos valores de referéncia, estdo apresentados nos graficos com as linhas
verticais tracejadas, sendo os valores determinados minimo de 3,8 fL e maximo
de 6,2 fL. Foi possivel observar que os grupos Lesao no dia 2 e FBMV pré+
Lesdo e Lesao + FBMV pds no dia 5 apresentaram resultados superiores ao

valor de referéncia maximo.



54

Volume plaquetario médio (fL)
EN
|

3— Ref. 3,8
-@— Controle
2 — N&o Lesionado+FBMV
1 - - Lesao
FBMV pré+Lesé&o
0 I I I I —4— Les&o+FBMV pos

1 2 5 7

Periodos avaliados (dias)

Figura 20. Analise do volume plaquetario médio no sangue periférico dos grupos Controle, Ndo
lesionado + FBMV, Lesao, FBMV pré + Lesao e Lesdo + FBMV pés e avaliados nos dias 1, 2, 5
e 7. Dados expressos em média + SEM (ANOVA/Tukey). FBMV, fotobiomodulagéo vascular;
Ref., valor de referéncia minimo e maximo indicado ao parametro analisado.

Os resultados referentes a amplitude de distribuicdo de plaquetas (Fig.
21) e plaquetocrito (Fig. 22) ndo apresentaram diferenca estatistica entre os
grupos e periodos avaliados. Além de que esses parametros avaliados néo
apresentam valores de referéncia fornecidos pelo equipamento utilizado para a

analise.
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Figura 21. Andlise da amplitude de distribuicdo de plaquetas no sangue periférico dos grupos
Controle, Nao lesionado + FBMV, Lesao, FBMV pré + Leséo e Lesdo + FBMV pés e avaliados
nos dias 1, 2, 5 e 7. Dados expressos em média + SEM (ANOVA/Tukey). FBMYV,
fotobiomodulagéo vascular; Ref., valor de referéncia minimo e maximo indicado ao parametro
analisado.
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Figura 22. Analise plaquetécrito no sangue periférico dos grupos Controle, Nao lesionado +
FBMV, Leséo, FBMV pré + Lesao e Leséo + FBMV pos e avaliados nos dias 1, 2, 5 e 7. Dados
expressos em média £+ SEM (ANOVA/Tukey). FBMV, fotobiomodulagéo vascular; Ref., valor de
referéncia minimo e maximo indicado ao parametro analisado.

4.4 Expressao proteica por ELISA

4.4.1 Analise da produgao de TNF-a

A analise proteica de TNF-a (Figura 23) evidenciou que no dia 1 o grupo
Lesdao + FBMV pds apresentou aumento na concentragao desta citocina em
relagcdo aos demais grupos, Controle (p = 0,034), Nao Lesionado + FBMV (p =
0,049) e FBMV pré+ Lesao (p = 0,034). Os demais grupos néo apresentaram
diferenca entre si neste periodo. No dia 2, ambos os grupos lesionados e
tratados (FBMV pré+ Lesao e Lesao + FBMV poés) apresentaram aumento da
producdo de TNF-a quando comparado ao grupo Controle (p = 0,030; p <
0,0001). Porém, apenas o grupo Lesao + FBMV po6s apresentou maior produgéo
em comparagao aos grupos Lesao (p < 0,0001), Nao Lesionado + FBMV (p <
0,0001) e FBMV pré+ Lesao (p = 0,0001).

Apods 5 dias somente o grupo Lesao + FBMV pds continuou a apresentar
maiores niveis de TNF-a em comparag¢ao ao Controle (p = 0,0004), Leséo (p =
0,003), Nao Lesionado + FBMV (p = 0,0006) e FBMV pré+ Leséao (p = 0,002).
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Por fim, apds 7 dias nao foi verificada diferenca nos niveis de TNF-a nao

entre os grupos experimentais avaliados.
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Figura 23. Analise da produgcdo proteica de TNF-a avaliados nos grupos Controle, Nao
Lesionado + FBMV, Lesao, FBMV pré + Les&o e Lesdo + FBMV po6s avaliados nos dias 1,2, 5 e
7. Dados expressos em média + SEM (ANOVA/Tukey). *p<0,05 vs. Controle, & p<0,05 vs. Nao
Lesionado+FBMV, #p<0,05 vs. Lesdo, $ p<0,05 vs. FBMV pré+Les&do. FBMV, fotobiomodulagao
vascular.

4.4.2 Analise da producao de MCP-1

Os resultados da analise proteica de MCP-1 (Figura 24) demonstraram
que no periodo de 1 dia, o grupo Lesao apresentou aumento em seus niveis em
comparagao aos grupos Controle (p = 0,0003), ao grupo Nao Lesionado + FBMV
(p = 0,005). Dentre os grupos lesionados e tratados, o grupo FBMV pré+ Lesao
apresentou aumento da sintese de MCP-1 em relagao aos grupos Controle (p =
0,006) e Nao Lesionado + FBMV (p = 0,008). Ja o grupo Lesédo + FBMV pés
apresentou aumento em relagdo aos grupos Controle (p <0,0001), Nao
Lesionado + FBMV (p < 0,0001), Lesao (p = 0,036) e FBMV pré+ Leséo (p =
0,023).

No dia 2, o grupo Lesao apresentou maior produgdo de MCP-1 em

comparagao ao grupo Controle (p < 0,0001), Ndo Lesionado + FBMV (p <
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0,0001). Ja o grupo FBMV pré+ Lesado apresentou aumento de MCP-1 em
comparagao aos grupos Controle (p < 0,0001) e Nao Lesionado + FBMV (p <
0,0001). O grupo Lesado + FBMV pos n&o apresentou difernga entre os grupos
Controle e Nao-Lesionado + FBMV, porém apresentou redugao da produgao de
MCP-1 em relagao ao grupo Lesao (p = 0,01). Os grupos lesionados e tratados
apresentaram diferenca entre eles, sendo a maior produgao pelo grupo FBMV

pré + Lesdo em relagédo ao Lesédo + FBMV pds (p = 0,0002).

No dia 5 houve maior expressao proteica de MCP-1 no grupo Leséao +
FBMV em comparagao aos grupos Controle (p < 0,0001), Nao Lesionado +
FBMV (p = 0,0002) e Lesao (p = 0,019). Nao houve diferenca estatistica entre
0s grupos tratados (FBMV).

Ja no dia 7, a expressdo de MCP-1 foi baixa em todos os grupos
experimentais sendo estatisticamente maior no grupo Lesdo em comparagao
aos demais grupos experimentais (Controle, p < 0,0001; Ndo Lesionado + FBMV,
p = 0,0002; FBMV pré+ Lesao, p = 0,014; Lesao + FBMV pds, p < 0,0001). Os

grupos lesionados e tratados nao apresentaram diferenca entre si.
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Figura 24. Anélise da produgéo proteica de MCP-1 avaliada nos grupos Controle, Nao Lesionado
+ FBMV, Lesao, FBMV pré+ Leséo e Lesédo + FBMV pés avaliados nos dias 1, 2, 5 e 7). Dados
expressos em média + SEM (ANOVA/Tukey). *p<0,05 vs. Controle, & p<0,05 vs. Nao
Lesionado+FBMV, #p<0,05 vs. Lesdo, $ p<0,05 vs. FBMV pré+Lesdo Dados expressos em
média + SEM (ANOVA/Tukey). FBMV, fotobiomodulagao vascular.
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4.5 Analise morfoldgica qualitativa e quantitativa por H&E

A figura 25 apresenta imagens representativas dos aspectos morfolégicos
de cada grupo e avaliado nos diferentes periodos experimentais em dias. O
grupo controle (Figura 25A) apresentou os aspectos do tecido com morfologia
normal, sem sinais de lesdo ou células inflamatérias, com fibras poligonais

apresentando multiplos nucleos periféricos e discreta vascularizagao.
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Figura 25. Avaliagao morfolégica dos cortes histoldgicos por eosina e hematoxilina (H&E). Imagens representativas de cada grupo e periodo experimental
(magnificacdo: 200x). Indicacéo da presenca de infiltrado inflamatério (*), mionecrose (seta), fibras novas e imaturas (circulo) e vasos sanguineos (tridngulo).
FBMYV, fotobiomodulagao vascular.
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4.5.1 Infiltrado inflamatoério

O grupo controle ndo apresentou presencga de infiltrado inflamatério no
periodo avaliado (Figura 25A e Figura 26). Em relagédo ao grupo Nao Lesionado
+ FBMV pré néo foi possivel observar células inflamatérias como esperado nos
periodos avaliados (Figura 25C, G, K e O), assim este n&o foi demonstrado no
grafico por ndo ser quantificavel. No dia 1, foram observados sinais do processo
inflamatorio agudo em todos os grupos submetidos a leséo (Figura 25B, D e E)
apresentando maior intensidade no grupo Les&o, assim a analise quantitativa
(Figura 24) permitiu verificar que o grupo FBMV pré+ Lesao apresentou redugcao
do infiltrado inflamatério em comparagao ao grupo Lesao (p< 0,001). Na analise
qualitativa do dia 2 os grupos lesionados, sendo tratados ou ndo, apresentaram
semelhanca na presenca de células inflamatorias (Figura 25F, H e I). A
quantificacdo do infiltrado nesse periodo n&do apresentou diferenga estatistica
entre os grupos avaliados (Figura 26).

No dia 5, o grupo Lesdo (Figura 25J) apresentou maior presenga de
células inflamatdrias entre as fibras e os grupos tratados (FBMV pré+ Leséo e
Lesdo + FBMV pos) apresentaram diminuicdo e, nesse aspecto, semelhanga
entre eles (Figura 25L e M). A analise quantitativa (Figura 26) corroborou a
reducao do infiltrado inflamatério no grupo FBMV pré+ Lesdo em comparagao
ao grupo Lesao (p = 0,04) e os grupos tratados ndo apresentaram diferenca
estatistica entre eles. Similarmente no dia 7 o grupo Lesdo (Figura 25N)
apresentou maior presenca de infiltrado em comparacgao aos grupos FBMV pré+
Leséo (Figura 25P), porém todos os grupos lesionados apresentaram reduc¢ao
em relacdo aos periodos de avaliagdo anteriores. A avaliagdo quantitativa
(Figura 26) permitiu corroborar que houve reducao do grupo FBMV pré+ Lesao
em comparacgao ao grupo Lesao (p = 0,003). Nao houve diferenga estatistica

nesse periodo entre os grupos tratados.
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Figura 26. Andlise quantitativa do nimero de células inflamatérias/mm? avaliados nos grupos
Controle, Lesdo, FBMV pré + Leséo e Lesdo + FBMV pos avaliados nos dias 1, 2, 5 e 7. Dados

expressos em média £+ SEM (ANOVA/Tukey). FBMV, fotobiomodulagéo vascular.

4.5.2 Mionecrose

Na analise morfologica qualitativa e quantitativa o grupo controle néo
apresentou sinais de mionecrose (Figuras 25A e 27). O grupo N&o Lesionado +
FBMV apresentou aspecto histologico normal em todos os periodos avaliados
(Figura 25C, G, K e O), sem presenca de mionecrose, assim o grupo nao foi
demonstrado no grafico para avaliagéo quantitativa (Figura 27).

Nos dias 1 e 2 apds a lesdo os grupos lesionados, independentes se
tratados ou nao, apresentaram grande quantidade de fibras com aspectos de
mionecrose quando avaliados de forma qualitativa. Porém, os grupos tratados
(Figuras 25D, E, H e I) apresentaram menor quantidade de mionecrose em
comparagao ao grupo apenas lesionado (Leséo; Figuras 25B e F). Assim,
implicando na analise quantitativa (Figura 27) os grupos FBMV pré+ Lesao e
Lesao + FBMV p6s demonstraram redugao de mionecrose em relagao ao grupo
Lesdo no dia 1 (p < 0,001, ambos) e no dia 2 (p < 0,001; p = 0,01;
respectivamente). Os grupos tratados n&do apresentaram diferenga estatistica

entre eles nos dias 1 e 2.



63

No dia 5 foi possivel notar importante redugdo de mionecrose nos grupos

lesionados, sendo a presenga ainda mais evidente no grupo Leséao (Figura 25J).

A analise quantitativa (Figura 27) permitiu verificar que apenas o grupo FBMV

pré+ Lesdo apresentou redugdo de mionecrose em comparagao ao grupo Lesao

(p = 0,03). Nao houve diferencga entre os grupos que foram tratados.

No dia 7 os grupos lesionados (Figuras 25N, P e Q) apresentaram, de

forma qualitativa, leve presenga de mionecrose. Sendo que, os grupos tratados

Figuras 25P e Q) demonstraram reducdo com maior evidéncia. A analise

quantitativa comprovou que os grupos FBMV pré+ Lesdo e Lesao + FBMV pos

apresentaram redugao em comparagao ao grupo Lesao (p < 0,001, ambos). Os

grupos tratados nao apresentaram diferenca estatistica entre si.
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Figura 27. Andlise quantitativa de mionecrose/mm? avaliados nos grupos Controle, Lesdo, FBMV

pré + Lesao e Lesado + FBMV poés avaliados nos dias 1, 2, 5 e 7. Dados expressos em média +
SEM (ANOVA/Tukey). FBMV, fotobiomodulag&o vascular.
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4.5.3 Vasos sanguineos

Na analise morfolégica qualitativa e quantitativa o grupo Controle
apresentou leve presenca de vasos sanguineos (Figuras 25A e 28). Na analise
qualitativa apos 1 e 2 dias, de forma semelhante, os grupos tratados (FBMV pré+
Leséo e Lesdo + FBMV pds) apresentaram discreto aumento da presencga de
vasos sanguineos em comparagao ao grupo apenas Lesao (Figuras 25B, D-F,
H e I). Os grupos Lesdo e Nao Lesionado + FBMV apresentaram pouca
vascularizagédo e semelhancga entre os eles e ao grupo Controle nos periodos de
1 e 2 dias. De forma quantitativa (Figura 28), os grupos FBMV pré+ Leséo e
Lesao + FBMV pos apresentaram aumento da presenga de vasos sanguineos
em relagao aos grupos Lesao (p < 0,001, ambos) e Nao Lesionado + FBMV (p <
0,001, ambos). Os grupos tratados ndo apresentaram diferencga estatistica entre
eles nesses periodos avaliados.

No dia 5 (Figura 25J-M), todos os grupos avaliados apresentaram
aumento de vasos sanguineos sendo que o grupo FBMV pré+ Lesao apresentou
intensa vascularizacdo em comparacdo aos demais. Referente ao aspecto
quantitativo (Figura 28), o grupo FBMV pré+ Lesao permitiu verificar o aumento
em comparagao aos grupos Lesao (p = 0,04) e Nao Lesionado + FBMV (p =
0,008). Nao houve diferenca estatistica entre os grupos tratados.

Na analise histoldgica qualitativa do dia 7 (Figura 25N-Q), todos os grupos
avaliados apresentaram presenga de vasos sanguineos, porém com maior
intensidade apresentada pelo grupo FBMV pré+ Lesao (Figura 25P). A analise
quantitativa (Figura 28) demonstra o aumento de vasos sanguineos no grupo
FBMV pré+ Lesdo em relagdo aos grupos Leséo (p < 0,001), Nao Lesionado +
FBMV (p < 0,001). Ja a relagdo dos grupos tratados, o Lesdo + FBMV pés
apresentou reducdo em comparacao ao FBMV pré+ Lesao (p < 0,001). Além
disso, o grupo Nao Lesionado + FBMV apresentou redugdo em comparagao aos

grupos Lesao (p = 0,04) e Lesao + FBMV pods (p = 0,002).
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Figura 28. Andlise quantitativa de vasos sanguineos/mm? avaliados nos grupos Controle, Leséo,
Nao Lesionado + FBMV, FBMV pré + Lesao e Lesao + FBMV pds avaliados nos dias 1,2,5¢e 7.
Dados expressos em média + SEM (ANOVA/Tukey). FBMV, fotobiomodulagéo vascular.

4.5.4 Fibras novas e imaturas

Na analise histolégica qualitativa e quantitativa o grupo Controle
apresentou leve presenca de fibras novas e imaturas (Figuras 25A e 29). Nos
dias 1 e 2 apdés a lesdo, os aspectos qualitativos e quantitativos nao
demonstraram presenga de fibras novas e imaturas nos grupos avaliados
(Figuras 25B-1 e 29).

Na analise histolégica qualitativa do dia 5 e 7 (Figura 25J-Q), os grupos
Lesao apresentaram moderada presenga e os tratados (FBMV pré+ Lesao e
Lesédo + FBMV pds) intensa presencga de fibras novas e imaturas. Possibilitando
também a percepcédo de que os grupos tratados apresentaram melhor
organizacao tecidual. O grupo N&o Lesionado + FBMV, apresentou, como
esperado, leve presenca de fibras novas e imaturas em ambos os periodos.
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No dia 5, a analise quantitativa (Figura 29) permitiu verificar que os grupos
tratados apresentaram aumento de fibras novas e imaturas em relagdo aos
grupos Leséao (vs. FBMV pré+ Leséao, p < 0,001; vs. Lesdo + FBMV pos, p =
0,001) e Nao Lesionado + FBMV (p < 0,001, ambos). Os grupos tratados nao
apresentaram diferenca estatistica entre eles.

No dia 7, a analise quantitativa (Figura 29) permitiu verificar o aumento da
presenca de fibras novas e imaturas do grupo FBMV pré+ Lesédo em relagdo aos
grupos Lesao (p = 0,03) e Nao Lesionado + FBMV (p <0,001). Ja o grupo Leséo
+ FBMV pods apresentou aumento somente em comparagdo ao grupo Nao

Lesionado + FBMV (p < 0,001). Nao houve diferenca estatistica entre os grupos

tratados.
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Figura 29. Analise quantitativa de fibras novas e imaturas/mm? avaliados nos grupos Controle,
Lesdo, FBMV pré+ Lesao e Lesao + FBMV pés avaliados nos dias 1, 2, 5 e 7. Dados expressos
em média + SEM (ANOVA/Tukey). FBMV, fotobiomodulag&o vascular.
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Quadro 1.
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Resumo dos resultados referentes a analise quantitiativa
hematoldgica de leucdcitos totais e diferenciais

Valor absoluto

Valor relativo

Leucécitos Granulécitos Monécitos Linfécitos Granulécitos Monécitos  Linfocitos

Controle 1-1 1-ns 1-ns 1-ns 1-ns 1-ns 1-ns
2-ns 2-ns 2-ns 2-ns 2-ns 2-ns 2-1

X 5- 5-1 5-ns 5-ns 5-ns 5-ns 5-ns

Nao lesionado + FBMV 7 -ns 7 -ns 7-ns 7-ns 7-ns 7 -ns 7-ns

Controle 1-1 1-ns 1-ns 1-ns 1-ns 1-ns 1-ns
2-ns 2-ns 2-ns 2-ns 2-1 2-ns 2-]

X 5-ns 5-ns 5-ns 5-ns 5-1 5-ns 5-ns

Leséo 7-ns 7 -ns 7-ns 7-ns 7-ns 7-ns 7-ns

Controle 1-ns 1-ns 1-ns 1-ns 1-1 1-ns 1-ns

2-1 2-ns 2-ns 2-ns 2-ns 2-ns 2-ns

X 5-ns 5-ns 5-ns 5-ns 5-ns 5-ns 5-ns

FBMV pré + Lesao 7-ns 7-ns 7-ns 7 -ns 7-ns 7-ns 7-ns

Controle 1-ns 1-ns 1-ns 1-ns 1-ns 1-ns 1-ns
2-ns 2-ns 2-ns 2-ns 2-ns 2-ns 2-]

X 5-ns 5-ns 5-ns 5-ns 5-ns 5-ns 5-ns
Leséo + FBMV poés 7-ns 7 -ns 7-ns 7-ns 7-ns 7 -ns 7-

~ . 1-1 1-ns 1-ns 1-ns 1-1 1-ns 1-ns

N&o lesionado + FBMV 2-1 2-1 2-1 2-ns 2.1 2.1 2-ns

X 5-1 5-ns 5-1 5-ns 5-ns 5-1 5-ns

FBMV pré + Lesao 7-ns 7 -ns 7-ns 7 -ns 7-ns 7 -ns 7-ns

~ . 1-ns 1-ns 1-ns 1-ns 1-ns 1-ns 1-ns

N&o lesionado + FBMV 2-ns 2-ns 2-ns 2-ns 2-] 2-ns 2-ns

X 5-ns 5-ns 5-ns 5-ns 5-ns 5-ns 5-ns

Lesao + FBMV pos 7-ns 7 -ns 7-ns 7 -ns 7-ns 7 -ns 7-ns

Lesdo 1-ns 1-ns 1-ns 1-ns 1-ns 1-ns 1-ns
2-ns 2-1 2-ns 2-ns 2-] 2-] 2-1

X 5-| 5-1 5-ns 5-ns 5-] 5-ns 5-ns

N&o lesionado + FBMV 7 -ns 7 -ns 7-ns 7-ns 7-ns 7-ns 7-ns

Lesdo 1-1 1-1 1-ns 1-ns 1-ns 1-ns 1-ns
2-ns 2-ns 2-ns 2-ns 2-] 2-ns 2-1

X 5-ns 5-1 5-1 5-ns 5-] 5-1 5-ns

FBMV pré + Lesao 7-ns 7-ns 7-ns 7 -ns 7-ns 7 -ns 7-ns

Lesdo 1-1 1-1 1-ns 1-ns 1-ns 1-ns 1-ns
2-ns 2-ns 2-ns 2-ns 2-] 2-ns 2-1

X 5-ns 5-1 5-ns 5-ns 5-1 5-ns 5-ns

Lesao + FBMV pos 7-ns 7-ns 7-ns 7 -ns 7-ns 7-ns 7-ns

. = 1-ns 1-ns 1-ns 1-ns 1-ns 1-ns 1-ns

FBMV pré + Leséo 2-] 2-ns 2-ns 2-ns 2-] 2-ns 2-ns

X 5-] 5-ns 5-ns 5-ns 5-ns 5-ns 5-ns

Leséo + FBMV pdés 7-ns 7 -ns 7-ns 7-ns 7-ns 7 -ns 7-ns

1, aumento; |, reducao; ns, ndo significante.
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Quadro 2. Resumo dos resultados referentes a andlise hematoldgica de parametros eritrocitarios e plaquetarios

Eritrécitos x ADVGVC 9
107 VCM fL o HGB g/dL CHCMg/dL HCM pg HCT% PLTx10°L VPMfL PDW PCT%

Controle 1-ns 1-ns 1-ns 1-ns 1-ns 1-ns 1-ns 1-ns 1-ns 1-ns 1-ns
2-ns 2-ns 2-ns 2-ns 2-ns 2-ns 2-ns 2-ns 2-ns 2-ns 2-ns
X 5-ns 5-ns 5-ns 5-ns 5-ns 5-ns 5-ns 5-ns 5-ns 5-ns 5-ns
N&o lesionado + FBMVY 7-ns 7-ns 7-ns 7-ns 7-ns 7-ns 7-ns 7-ns 7-ns 7-ns 7-ns
Controle 1-1 1-7 1-1 1-ns 1-ns 1-1 1-ns 1-ns 1-ns 1-ns 1-ns
2-ns 2-ns 2-ns 2-1 2- 2-ns 2-ns 2-ns 2-ns 2-ns 2-ns
X 5-ns 5-ns 5-ns 5-ns 5-ns 5-ns 5-ns 5-ns 5-ns 5-ns 5-ns
Lesdo 7-ns 7-ns 7-ns 7-ns 7-ns 7-ns 7-ns 7-ns 7-ns 7-ns 7-ns
Controle 1-ns 1-1 1-1 1-ns 1-ns 1-7 1-ns 1-ns 1-ns 1-ns 1-ns
2-ns 2-ns 2-ns 2-ns 2-ns 2-ns 2-ns 2-ns 2-ns 2-ns 2-ns
X 5-ns 5-1 5-ns 5-ns 5-ns 5-ns 5-ns 5-ns 5-ns 5-ns 5-ns
FBMV pre + Les&@o 7-ns 7-ns 7-ns 7-ns 7-ns 7-ns 7-ns 7-ns 7-ns 7-ns 7-ns
Controle 1-1 1-7 1-ns 1-ns 1-ns 1-1 1-ns 1-ns 1-ns 1-ns 1-ns
2-1 2-1 2-ns 2-ns 2-ns 2-ns 2-ns 2-ns 2-ns 2-ns 2-ns
X 5-ns 5-ns S5-ns 5-ns 5-ns 5-ns 5-ns 5-ns 5-ns 5-ns 5-ns
Lesdo + pos 7-ns 7-ns 7-ns 7-ns 7-ns 7-ns 7-ns 7-ns 7-ns 7-ns 7-ns
~ 1-ns 1-1 1-1 1-ns 1-ns 1-1 1-ns 1-ns 1-ns 1-ns 1-ns
Nao lesionado + FBMV 2-ns 2-ns 2-ns 2-ns 2-ns 2-ns 2-ns 2-ns 2-ns 2-ns 2-ns
X 5-ns 5-ns 5-ns 5-ns 5-ns 5-ns 5-ns 5-ns 5-ns 5-ns 5-ns
FBMV pré + Lesao 7-ns 7-ns 7-ns 7-ns 7-ns 7-ns 7-ns 7-ns 7-ns 7-ns 7-ns
~ 1-1 1-ns 1-ns 1-ns 1-ns 1-ns 1-ns 1-ns 1-ns 1-ns 1-ns
Néo lesionado + FBMV 2-ns 2-1 2-ns 2-ns 2-ns 2-ns 2-ns 2-ns 2-ns 2-ns 2-ns
X 5-ns 5-ns 3-ns 5-ns 5-ns 5-ns 5-ns 5-1 5-ns 5-ns 5-ns
Lesdo + FBMV pos 7-ns 7-ns 7-ns 7-ns 7-ns 7-ns 7-ns 7-ns 7-ns 7-ns 7-ns
Lesdo 1-1 1-1 1-ns 1-ns 1-ns 1-ns 1-ns 1-ns 1-ns 1-ns 1-ns
2-ns 2-ns 2-ns 2-1 2-7 2-ns 2-ns 2-ns 2-ns 2-ns 2-ns
X 5-ns 5-ns 5-ns 5-ns 5-ns 5-ns 5-ns 5-ns 5-ns 5-ns 5-ns
N&o lesionado + F 7-ns 7-ns 7-ns 7-ns 7-ns 7-ns 7-ns 7-ns 7-ns 7-ns 7-ns
Lesdo 1-ns 1-1 1-ns 1-ns 1-ns 1-ns 1-ns 1-ns 1-ns 1-ns 1-ns
2-ns 2-ns 2-ns 2-ns 2-ns 2-ns 2-ns 2-ns 2-ns 2-ns 2-ns
X 5-ns 5-ns 5-ns 5-ns 5-ns 5-ns 5-ns 5-ns 5-ns 5-ns 5-ns
FBMV pré + Lesio 7-ns 7-ns 7-ns 7-ns 7-ns 7-ns 7-ns 7-ns 7-ns 7-ns 7-ns
Lesdo 1-ns 1-ns 1-ns 1-ns 1-ns 1-ns 1-ns 1-ns 1-ns 1-ns 1-ns
2-ns 2-ns 2-ns 2-ns 2-ns 2-1 2-ns 2-ns 2-ns 2-ns 2-ns
X 5-ns 5-ns 5-ns 5-ns 5-ns 5-ns 5-ns 5-ns 5-ns 5-ns 5-ns
Lesdo + FBMV pos 7-ns 7-ns 7-ns 7-ns 7-ns 7-ns 7-ns 7-ns 7-ns 7-ns 7-ns
< = 1-ns 1-ns 1-ns 1-ns 1-ns 1-ns 1-ns 1-ns 1-ns 1-ns 1-ns
FBMV pré + Lesdo 2-) 2- 1 2-ns 2-ns 2-ns 2-ns 2-ns 2-ns 2-ns 2-ns 2-ns
X 5-ns 5-1 5-ns 5-ns 5-ns 5-ns 5-ns 5-ns 5-ns 5-ns 5-ns
7-ns T-ns 7-ns 7-ns 7-ns 7-ns 7-ns 7-ns T-ns 7-ns 7-ns

HGB, Hemoglobina; HCT, Hematdcrito; VCM, Volume Corpuscular médio; HCM, Hemoglobina Corpuscular Média; CHCM, Concentragao de Hemoglobina
Corpuscular Média; ADVGVC, coeficiente de variagdo da amplitude de distribuicao dos glébulos vermelhos; PLT, Plaquetas; VPM, Volume Plaquetar Médio;
PDW, Amplitude da distribuicdo das plaquetas; PCT, Plaquetécrito. 1, aumento; |, reducao; ns, ndo significante.
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Quadro 3. Resumo dos resultados referentes a analise de producgao proteica e

histologica
Produgdo proteica Histolégico
Infiltrado . Vasos Fibras novas e
TNF-a MCP-1 ) L. Mionecrose . .
inflamatério sanguineos imaturas
1-ns 1-ns
Controle 2-ns 2-ns
X 5-ns 5-ns - - - -
Né&o lesionado + FBMV 7 -ns 7-ns
1-ns 1-1
Controle 2-ns 2-1
X 5-ns 5-ns - - - -
Lesao 7-ns 7-1
1-ns 1-1
Controle 2-1 2-1
X 5-ns 5-ns - - - -
FBMV pré + Lesao 7-ns 7-ns
1-1 1-1
Controle 2-1 2-ns
X 5-1 5-1 - - - -
Lesao + FBMV pos 7-ns 7-ns
= . 1-ns 1-1 1-1 1-ns
N&o lesionado + FBMV 2-ns 2-1 2-1 ns
X 5-ns 5-ns - - 5-1 5-1
FBMV pré + Leséo 7-ns 7-ns 7-1 7-1
= . 1-1 1-1 1-1 1-ns
N&o lesionado + FBMV 2-1 2-ns 2-1 2-ns
X 5-1 5-1 - - 5-ns 5-1
Lesao + FBMV pos 7-ns 7-ns 7-1 7-1
Lesdo 1-ns 1-1 1-ns 1-ns
2-ns 2-] 2-ns -ns
X 5-ns 5-ns - - 5-ns 5-ns
Né&o lesionado + FBMV 7 -ns 7-ns 7-1 7-1
= 1-ns 1-ns 1-1 1-1 1-1 1-ns
Lesdo 2-ns 2-ns 2-ns 2-] 2-1 -ns
X 5-ns 5-ns 5-1 5-1 5-1 5-1
FBMV pré + Leséo 7-ns 7-1 7-1 7-1 7-1 7-1
= 1-ns 1-1 1-ns 1-1 1-1 1-ns
Lesao 2-1 2-] 2-ns 2-] 2-1 2-ns
X 5-1 5-1 5-ns 5-ns 5-ns 5-1
Lesao + FBMV pos 7-ns 7-1 7-ns 7-1 7-ns 7-1
. x 1-1 1-1 1-ns 1-ns 1-ns 1-ns
FBMV pré + Lesdo 2-1 2- 2-ns 2-ns 2-ns 2-ns
X 5-1 5-ns 5-ns 5-ns 5-ns 5-ns
Lesdo + FBMV pos 7-ns 7-ns 7-ns 7-ns 7-] 7-ns

1, aumento; |, reducao; ns, ndo significante.
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5 Discussao

A alta incidéncia de lesdes musculares em individuos sedentarios e,
principalmente, em atletas ocorre devido a alta demanda de treinamentos e
competicdes, e estas podem acarretar a redugdo de performance e de
desempenho, afastamento de atividades, além de representar um impacto
negativo na qualidade de vida (Pfirrmann et al., 2016). Um estudo recente
evidenciou que no Brasil ha a prevaléncia de 47,8% de lesbes musculares em

atletas de 5 diferentes modalidades (Goes et al., 2020).

Assim, o presente estudo objetivou avaliar os efeitos de uma terapia que
possa ser utilizada até mesmo antes da ocorréncia de uma lesdo muscular sem
a necessidade de determinacao do local de aplicagao, que se refere a FBMV.
Com esse intuito, foram utilizados parametros dosimétricos previamente
avaliados em aplicacbes sobre o sitio da lesdo, de forma a permitir a
compreensao da irradiagado ndo-invasiva do sangue em animais ainda saudaveis
e a influéncia de seus efeitos sobre o reparo muscular apés a lesao aguda. Além
disso, também foram avaliados os efeitos da FBMV, per se, em organismo
saudavel (Nao Lesionado + FBMV) de forma a permitir comparagées com os
grupos nos quais foram submetidos a perturbagdo da homeostase (Lesdo +

FBMV pré ou pos).

Em decorréncia da necessidade de padronizacdo da nomenclatura
utilizada em referéncia a irradiagdo do sangue nao-invasiva, de modo a
compreender variados locais anatébmicos e sendo aplicada de formas
transcutanea ou transmucosa, o termo fotobiomodulagdo vascular (FBMV) foi
recentemente recomendado (Fernandes et al., 2021) e empregado no presente
estudo, assim como referido na revisao sistematica conduzida paralelamente
(Apéndice A).

O processo de reparo muscular apés as lesbes depende de forma
coordenada dos sinais intrinsecos do musculo estriado esquelético, que
garantem sua plasticidade e alta capacidade de regeneragdo, bem como de
sinais extrinsecos, atribuidos principalmente as células de defesa e aos produtos
por elas secretados (ltaliani and Boraschi, 2014; James G Tidball, 2017; Yang
and Hu, 2018).
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Considerando a composi¢géo do sangue, nossos resultados demonstraram
que a FBMV foi capaz de modular os componentes celulares, além de moléculas
em ambos os momentos de sua aplicagado, o que pode interferir no processo de
reparo muscular. Porém, ha a necessidade do entendimento dos mecanismos
de acdo que sao envolvidos na modulagdo sanguinea e seu acarretamento em

efeitos sistémicos.

Neste estudo, ambos os grupos lesionados e tratados, independente se
de forma preventiva ou terapéutica (FBMV pré + Lesao ou Lesdo + FBMV pos),
apresentaram maior recrutamento de granulécitos no primeiro periodo avaliado,
sendo predominantemente neutréfilos dada as condigbes, e aumento de
linfécitos (%) apos 2 dias. No entanto, o grupo Lesdo apresentou recrutamento
granulocitario tardio, com aumento circulante dessas células apos 2 e 5 dias. A
FBMV preventiva apresentou maior recrutamento leucocitario total, devido ao
aumento dos mondcitos circulantes. Adicionalmente, a FBMV terapéutica
acarretou em modulacdes positivas em aspectos relacionados as hemacias e
hemoglobina, como no volume corpuscular médio das hemacias e no aumento
da massa de hemoglobina corpuscular média e ambos os grupos FBMV pré +
Lesao e Lesao + FBMV pods apresentaram manutengao da concentracdo media

de hemoglobina celular.

A hemoglobina € uma biomolécula abundante nas hemacias, sendo uma
metaloproteina responsavel pelo transporte de oxigénio e remocéao do didxido de
carbono no sangue, por meio da circulagéo das células vermelhas. Faber et al.
(2003) demonstraram que a hemoglobina e oxi-hemoglobina apresentaram picos
no coeficiente de absorgcao, sendo maior entre os comprimentos de onda de 425-
450 nm (azul) e segundo pico 520-600 nm (verde) (Faber et al., 2003). Esse
aspecto referente aos picos de absorgcao foi recentemente corroborado pela
avaliacéo de Zhu e colaboradores (2022), entretanto a irradiagao espectro de
450 nm (170,5 J/cm?, 180 min) apresentou influéncia negativa sobre
propriedades reologicas, como na formacdo de agregamento e danos
morfolégicos as hemacias, devido seu maior espectro de absor¢cdo em relagao
ao comprimento de onda de 520 nm (Zhu et al., 2022). Em relagao ao espectro
infravermelho, os estudos apresentam um ultimo pico de absor¢cao da

hemoglobina por volta de 780 nm, porém com menor coeficiente em relagdo aos
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comprimentos azul e verde (Faber et al., 2003; Zhu et al., 2022). Os resultados
do presente estudo apresentaram que a FBMV no espectro infravermelho (780
nm) sobre o sistema vascular de forma nao-invasiva nao causou alteragdes nos
aspectos hematimeétricos pelos dados de hemoglobina corpuscular média (VCM)
e concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM). Porém, na
avaliagao entre os grupos experimentais, o grupo Lesao apresentou reducao
destes indices e na concentracédo de hemoglobina apds 2 dias enquanto os

grupos tratados nao se diferiram do grupo Controle.

Um estudo clinico conduzido por Linares et al. (2020) avaliou a
concentracdo da hemoglobina total em musculo flexor ulnar do carpo submetido
a irradiagdo local com LED infravermelho (850 nm, 50 mW, 10 J/cm?, 2 J) e
verificou um aumento da concentragdo da hemoglobina total imediatamente
apods as irradiagdes, indicando que a FBM promoveu o balango entre a entrega
e utilizacado de oxigénio (Linares et al., 2020). Considerando a relacao da FBM
com as hemoglobinas, adicionalmente Lohr et al. (2009) descreveram que a
irradiagao no espectro vermelho/infravermelho préximo foi capaz de liberar o NO
do complexo nitrosil presentes nas hemoglobinas e mioglobinas, assim
aumentando a concentracdo de NO circulante e atuando com efeito
cardioprotetor. A irradiagdo acelerou a auto-oxidacdo da HbNO para
metahemoglobina, de acordo com a liberagdo de sua ligagdo ao NO e a nova
ligagdo do nitrato ao grupamento heme, assim gerando novamente a
hemoglobina na sua forma oxidada. Com isso, concluiram que a irradiagédo com
LED 670 nm pode ser utilizada como um agente promotor da liberagdo do NO

das hemoglobinas (Lohr et al., 2009).

Com essa premissa, apesar de nao ter havido alteracdo nas
concentracbes de hemoglobina, o presente estudo apresentou resultados
positivos no que se refere aos aspectos histolégicos musculares de
neovascularizagao e aos eritrocitos circulantes. Os resultados apresentados na
avaliacdo hematolégica da concentragao de eritrécitos, demonstraram que os
grupo submetido a FBMV preventiva ndo apresentou redugdo do numero de
eritrocitos em relagédo ao controle e que houve redugao no grupo Lesao apés 1
dia. Os dados hematologicos corroboram com o estudo de Wu et al. (2004), onde
atletas de alto-rendimento apds completar uma ultramaratona (100 km)
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apresentaram a queda significativa na concentragado de hemoglobina apds 2 dias
da competicdo (Wu et al., 2004), sendo esse semelhante achado pelo grupo
Lesao no presente estudo. Esses resultados podem ser explicados pelo aumento
da hemdlise devido ao trauma mecanico muscular gerado nos atletas e a
mimetizacdo desse processo através da inducdo nos animais. De forma
benéfica, o tratamento com FBMV apresentou manter os niveis da concentracao
de hemoglobina estaveis, mesmo aplicada de forma prévia ou pés a inducao da

criolesao.

Um unico estudo encontrado na literatura conduzido por Tanin et al.
(1996) utilizou um modelo de lesdo do nervo ciatico periférico (Tanin et al., 1996)
em coelhos submetidos a neurorrafia e tratados com ILIB no comprimento de
onda vermelho (628 nm, 2-2,5 mW, 10 min, 1,2-1,5 J) por meio da insercao de
um cateter na veia auricular. Os resultados mostraram um aumento dos niveis
de hemoglobina e trombdcitos, aumento da proteina total, albumina sérica e
reducao leucocitaria quando avaliada a composigao de células sanguineas de

animais lesionados e tratados com ILIB.

Outros aspectos hematolégicos avaliados nédo apresentaram
modificagdes entre os grupos experimentais avaliados. Apenas o grupo FBMV
pré + Lesdo apresentou leve reducao no coeficiente de variagao da amplitude de
distribuicao dos globulos vermelhos apenas no dia 1, tendo reestabelecimento
dessa variagao de tamanho das hemacias nos demais periodos avaliados. A
invariabilidade de determinados componentes e coeficientes hematoldgicos,
como o hematdcrito, concentracéo de plaquetas, plaquetécrito e a amplitude da
distribuicdo de plaquetas, indicam que a administragdo dos parametros
dosimeétricos utilizados nesse estudo, tal como a quantidade de irradiagbes tendo
0 sangue como o principal alvo da FBMV, demonstram que nao foram gerados
danos as células constituintes do sangue. Os achados do presente estudo
corroboram com os resultados de Siposan e Lukacs (2000), onde avaliaram a
aplicagdo da FBM (632,8 nm, 1 mW, 30 mW/cm?, 0,80 - 4,40 J/cm?) no sangue
total de humanos sadios e concluiram que os parametros utilizados ndo foram
capazes de alterar os parametros hematimétricos, porém promoveu o aumento
de leucocitos totais, granulécitos e mondcitos, além do aumento de hemacias e

hemoglobina (Siposan and Lukacs, 2000).
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Baseado nos mecanismos de acgéo ja estabelecidos, a FBM apresenta
como cromoforos alvos primario, presente nos tecidos e células, sendo o
citocromo C oxidase (Karu, 2014; de Freitas and Hamblin, 2016). Devido sua
capacidade de absorver os fétons emitidos, essa interagdo mitocondrial promove
a amplificagdo do potencial da membrana e gera aumento da sintese de ATP,
modificagdo na concentragdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), Ca?** e
NO. Além disso, ha a sinalizacdo a nivel nuclear atuando na modulacido da
expressao e sintese de marcadores (Karu, 2014). Os canais ibnicos também
foram identificados como sendo um segundo mecanismo biolégico. Atribuiu-se
as opsinas, que pertencem a classe dos receptores ligados a proteina G, a
capacidade de ligar-se aos canais idnicos e transduzir os efeitos da FBM. A
ativacdo desses receptores e canais iGnicos promovem o aumento da
permeabilidade da membrana aos ions de calcio, sédio e magnésio (Osipov et
al., 2018). Porém, esses mecanismos nao se aplicam a forma de irradiacdo da
FBMV, por apresentar diferente tecido para a entrega da energia durante a

irradiacao.

Assim, considerando a irradiagao dos elementos do sangue e os possiveis
mecanismos de agao da FBMV, Kujawa et al. (2004) demonstraram que a FBM
in vitro com laser infravermelho (810 nm, 10-400 mW, 3,73-250 J/cm?) sobre
eritrécitos humanos, apresentou efeitos sobre a ativacdo da bomba sddio
potassio (Na+,K+-ATPase) quando irradiado com menores poténcias, sendo que
400 mW apresentou a inibicado enzimatica desta (Kujawa et al., 2004). Assim,
concluiram que os efeitos pronunciados sdo dose-dependentes, de forma que a
FBM intravascular (ILIB) possa apresentar potenciais efeitos devido sua entrega
de pequena dose e energia diretamente as hemacias (Kujawa et al., 2004). De
forma adicional, Osipov e colaboradores (2018) apontam a absorgéo dos fétons
pelas porfirinas, derivadas da protoporfirina IX, aumentando a permeabilidade da
membrana aos ions Ca?* e o consequente aumento de sua concentragéo
citoplasmatica (Osipov et al., 2018). Destaca-se que a insergdo do ion Fe?* ao
anel pirrélico formado pela protoporfirina 1X leva a formagado do grupamento
heme (Krishnamurthy et al., 2007).

No que se refere a ativacdo leucocitaria apds processos de lesdo e
inflamacéao, devido a necessidade da elevacdo da produgdo de citocinas e
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quimiocinas e a migragao para os tecidos, essas células podem exibir alteragdes
em suas funcgdes (Faas and de Vos, 2020). Em funcdo da demasiada demanda
de energia, mondcitos e macréfagos de perfil M1 apresentam aumento da
captacdo de glicose e ativagao da via glicolitica. As células imunes, no geral,
utilizam a via glicolitica aerdbia como meio de produgdo de ATP, tendo a

fosforilagao oxidativa como a principal via metabdlica (Faas and de Vos, 2020).

Outro aspecto interessante referente a FBMV e leucdcitos € que o
espectro de absorcio pode variar de acordo com a polarizagao exibida por eles.
Sousa e colaboradores (2021) (Sousa et al., 2021) avaliaram, in vitro, o espectro
de absorgao optica de forma individual em leucécitos humanos polarizados para
diferentes perfis e observaram que os mondcitos de perfis MO, M1 e M2
apresentaram alta absorbancia nas regiées do comprimento de onda vermelho
e infravermelho (620-820 nm), assim como linfocitos LO e L1. Desta forma, a
utilizagao do comprimento de onda de 780 nm no presente estudo justifica-se
por se encontrar dentro do espectro de absorcido para essas células envolvidas

nas diferentes fases de inflamacao e reparo muscular.

Diversos estudos in vitro avaliaram os efeitos da FBM utilizando LBI
infravermelho em linhagem de mondcitos (820 nm, 15 mW, 2,4 J/cm?) e
evidenciaram efeitos sobre a proliferacéo de fibroblastos cultivados em seu meio
condicionado (Young et al., 1989). Outro estudo avaliou os efeitos da FBM sobre
linhagem de mondécitos humanos posteriormente ativadas para perfil pro-
inflamatario (808 nm, 170 mW) com aumento (1 J/cm?, 3,8 J; e 2 J/cm?, 7,6 J) ou
reducgdo (3 J/cm?, 11,4 J) da expressdo de CCL2 e redugdo de mRNA CXCL10
e TNF-a (1 J/lcm?, 3,8 J) (Chen et al., 2014).

Ja Musawi e colaboradores (2017) n&o evidenciaram efeitos da FBM (780,
10 mW, 36, 54, 72 ou 90 J/cm?) sobre linfocitos humanos, porém notaveis
resultados no aumento da proliferagédo com a utilizagao do laser ambar (589 nm,
72 J/lcm?) (al Musawi et al., 2017). Adicionalmente, apés a comparagdo dos
comprimentos de onda 780 e 660 nm, com diversos parametros dosimétricos,
um estudo apresentou efeitos da ativacdo do complexo NADPH oxidase,
aumento da producdo de ROS e NO e aumento na expressado de TNF-a em
cultura primaria de mondcitos de humanos tratados com FBM vermelho (660 nm,

400 J/cm?) sobre a atividade microbicida do co-cultivo com C. albicans (de Castro
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et al., 2022). Dessa forma, o estudo de Castro e colaboradores (2022) indicou a
funcdo da FBM na indugdo de marcadores pro-inflamatérios, sendo uma
ferramenta promissora na ativacdo do sistema imune contra doencgas

infecciosas.

Tendo em vista que no presente estudo todos os leucdcitos circulantes
foram irradiados, ou seja, o sangue em sua totalidade, os resultados
apresentaram um maior recrutamento de leucdcitos total circulantes quando
observado o grupo FBMV pré + Lesdo em 1, 2 e 5 dias, sendo verificado o
aumento de granuldcitos apdés 1 dia da lesdo com progressiva redugcao nos
periodos posteriores e um aumento de mondcitos circulantes apos 2 e 5 dias. No
grupo lesdo sem irradiagdo houve um aumento de recrutamento de células
inflamatorias para o local de lesdo e esse fator pode estar relacionado com a
consecutiva e elevada concentragao de granuldcitos circulantes apos 2 e 5 dias,
acarretando a prolongada manifestacdo de mionecrose e o deficiente reparo

tecidual apresentado pela diminuta presenca de fibras novas e imaturas.

E demonstrado na literatura que a supressdo do recrutamento de
macrofagos apds lesdo e durante o processo de regeneragdo muscular
acarretam a redugéo da expresséao de fatores regulatérios miogénicos (MyoD e
miogenina) fundamentais nos processos de proliferacédo e diferenciagdo dos
mioblastos, assim como essa supressdo esta relacionada ao aumento da
expressao de citocinas e quimiocinas de carater pro-inflamatério, incluindo /L7-
B, TGF-B81, TNF-a e RANTES, durante as fases tardias do processo de
regeneragdo muscular (Liu et al.,, 2017). Da mesma forma, a predominancia
prolongada dos macréfagos de perfil M1 no tecido muscular apés a lesdo e o
atraso em sua transicao para o fenétipo M2 acarretam a persistente presenca de
citocinas de carater inflamatério que prejudicam o processo de regeneragao (Liu
et al., 2017; Wosczyna and Rando, 2018).

Com relagéao aos efeitos da FBMV na sintese de citocinas inflamatorias
durante o reparo muscular os resultados evidenciaram que houve um aumento
de TNF-a no grupo Lesao + FBMV pés nos dias 1, 2 e 5. Esses resultados
diferem do verificado quando a aplicagao da FBM foi feita localmente no mesmo
modelo de lesdo muscular (Souza et al. 2018), uma vez que estes autores
evidenciaram que a FBM local (660 e 780 nm, 70 mW, 25,025 J/cm?, 8 pontos,
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1J/ponto) induziu a redugéo da expressao génica de TNF-a no dia 2 em ambos
os comprimentos de onda avaliados, sendo o LBl infravermelho com efeitos mais
pronunciados sobre a organizagao morfolégica e na otimizagéo da transigéao da

fase pro-inflamatoria para regenerativa (Souza et al., 2018).

Da mesma forma, o estudo conduzido por Alves et al. (2016) encontraram
reducdo da expressao da citocina inflamatéria analisada, a IL-6, na avaliacao
dos efeitos da FBM local (780 nm, 40 mW, 10 J/cm?/ponto, 8 pontos, 3,2 J)
aplicada de forma prévia ou pds a criolesdo, além da verificacdo sobre a
expressao génica de fatores regulatérios miogénicos. Verificaram que a FBM pos
lesdo promoveu o aumento da expressao de MyoD apos 3 e 7 dias, miogenina
em 14 dias e que ambas as irradiagdes locais pré e pds reduziram o mRNA de
IL-6 apds 3 e 7 dias. Desta forma, o estudo concluiu que a forma preventiva
acarretou a modulagao da expressao de /L-6, com possiveis efeitos protetores

ao dano e a atenuagao do processo inflamatério muscular (Alves et al., 2016).

Utilizando o mesmo modelo experimental de criolesdo do presente
estudo, autores apresentaram aumento de mRNA de TNF-a e IL-183 do grupo
lesdo apos 7 dias, no entanto a FBM local aplicada apés a lesdo (660 nm, 20
mW, 5 J/cm?/ponto, 8 pontos, 1,6 J) promoveu a redugéo desses marcadores no
periodo citado (Mesquita-ferrari et al., 2010; Fernandes et al., 2013). O aumento
de TNF no microambiente promove sua ligacdo aos seus devidos receptores de
membrana (TNFR) presentes em macréfagos, gerando uma cascata de
fosforilagcao e ativacdes intracelulares e subsequente ativacdo do fator nuclear
kappa B (NF-kB) para, finalmente, acionar genes alvos essenciais na
manutencao da fase pro-inflamatéria, como CCL2 (MCP-1), IL-6, TNF, IL-1,
iINOS (James G Tidball, 2017).

Em estudo in vitro de Santos et al (2020), os autores apresentaram que a
maior produgdo proteica de TNF-a pode estar relacionada ao estado de
proliferagdo de mioblastos C2C12 cultivados em meio condicionado de
macrofagos ativados para perfil M1, quando ambas as células foram tratadas
com LBI (780nm, 70 mW, 1,05 J) (Santos et al., 2020). Assim, como descrito na
literatura, o aumento de TNF-a no tecido muscular apds lesao esta relacionado
ao aumento do recrutamento de neutrofilos e posteriormente de macréfagos.

Neste sentido, os animais que receberam a FBMV pods lesdo apresentaram um



78

aumento desta citocina em relagdo ao grupo somente lesdo contudo, analisando
em conjunto com os resultados para produgcdo de MCP-1, que também se
encontrou em niveis elevados nos grupos irradiados nos primeiros dias (1, 2 e
5), podemos inferir que a FBMV interferiu temporalmente no recrutamento das
células inflamatérias. Além disso, os achados de aspectos morfoldgicos e
celulares reforcam essa hipétese de que o aumento destas citocinas néo
dificultou o processo de reparo muscular e sim trouxe efeitos positivos que
puderam ser avaliados, incluindo a reducdo de mionecrose, aumento da

vascularizacao e fibras novas e imaturas.

A ligagcdo desta citocina nos receptores de membrana de células
precursoras miogénicas e a fosforilagdo e ativacdo em cascata intracelular,
acarretam o silenciamento dos fatores de transcrigdo Paired box (Pax7), que sao
altamente expressos em CS em estado quiescente, desta forma mantendo o
tecido em estado de miogénese (James G Tidball, 2017). Porém, a alta e
prolongada concentragdo de TNF--a nesse tecido pode causar a inibicdo do
processo de diferenciagao inicial dos mioblastos em miotubos, acarretando no
processo deletério de regeneragao muscular (Chazaud et al., 2003b; Saclier et
al., 2013).

Adicionalmente, o estudo de Almeida et al. (2014) compararam os
tratamentos com crioterapia, farmaco anti-inflamatério n&o esteroidal
(diclofenaco) e diferentes doses do LBI pulsado aplicado localmente (904 nm,
700 Hz, 60 mW, 1, 3, 6 ou 9 J/ponto) em animais com lesdo muscular induzida
por trauma e verificaram que n&o houve diferengas na producédo de TNF-a, IL-
18 e IL-6 dos grupos que receberam crioterapia, farmaco e FBM quando
aplicadas energias mais altas, evidenciando que somente LBl quando aplicado
com energias mais baixas (1 J) induziu redug¢ao dessas citocinas inflamatérias
(de Almeida et al., 2014). Dessa forma, o estudo argumenta a dificuldade no
estabelecimento da dose e parametros ideais. No presente estudo, uma vez que
o grupo FBMV preventiva apresentou menor producao proteica de TNF-a em
comparagao ao grupo FBMV terapéutica e ndo apresentaram diferengas de
monocitos circulantes entre eles, esse aspecto pode ter se dado devido a
influéncias da dose do LBI aplicada, sendo que a quantidade de irradiagdes foi
maior no grupo Lesao + FBMV pos.
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Utilizando a FBMV n&o invasiva, Ramos et al. (2018) em modelo de lesao
aguda cutanea em ratos Wistar, aplicaram o LBl (660 nm, 3,57 W/cm?, 900s,
6,426 J) sobre a artéria auricular esquerda de ratos Wistar e avaliaram grupos
de irradiacdo unica (2h apds) ou duas irradiagdes (2h e 48h), ndo sendo
encontradas diferengas sobre a expressdo de enzimas antioxidantes (SOD1,
catalase, glutationa 4) e sobre a producgao sérica das citocinas pro-inflamatoérias
IL-6, TNF-a e proteina C-reativa, porém foi observado um aumento de glandulas
sebaceas, organizagao da epiderme e melhor distribuicdo das fibras colagenas
na regido da lesdo em animais irradiados apenas uma vez (F. S. Ramos et al.,
2018).

Os resultados do presente estudo demonstraram também que a FBMV foi
capaz de modular a sintese de MCP-1 tendo sido evidenciado um aumento ja
apo6s um dia no grupo que recebeu a irradiagao pos (Lesao + FBMV pds) e apos
2 dias no grupo que recebeu irradiagao prévia (FBMV pré + Lesédo) e gradativa
reducao nos grupos FBMV nos periodos posteriores, voltando a ser semelhante
ao grupo controle apos 7 dias, enquanto no grupo Les&o continuou a ser maior

ainda apos 7 dias.

Considerando o papel das quimiocinas e do recrutamento/fenétipo de
macrofagos para o reparo muscular, Lu e colaboradores (2011) em modelo de
lesdo aguda muscular induzida por cloreto de bario em camundongos CCL2"-
(MCP-1), demonstraram o prolongamento de mionecrose apds 7 dias, reducao
do volume muscular e area de seccao transversa apos 21 e 42 dias.
Adicionalmente, o estudo apresentou a deficiéncia do recrutamento e presenca
de macréfagos no tecido muscular em 3 e 7 dias, por outro lado o tecido
apresentou a retardada presenca de neutréfilos, com elevado niumero desse tipo
celular apés 1, 3 e 7 dias (Lu et al., 2011). Dessa forma, no presente estudo,
ressalta-se o infiltrado inflamatério exacerbado apresentado pelo grupo Lesao
em 1, 5 e 7 dias, incutindo que a maior producdo de MCP-1 pelos grupos
tratados, nos periodos iniciais de avaliagdo, pode ter sido explicada pelo
recrutamento antecipado de macrofagos. Enquanto o grupo nao-tratado e
lesionado (Lesdo) apresentou menor produgcdo de MCP-1 o que pode ter
prolongado o recrutamento de mondcitos e, consequentemente, afetado a

resolucao do processo inflamatério. Porém, para a comprovagao desta hipbtese
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ha necessidade de estudos futuros que incluam a analise diferencial tecidual de

monacitos e os diferentes perfis de macrofagos.

A expressao e produgédo das MCPs s&o reguladas durante o processo de
diferenciacao dos mioblastos a miotubos, sendo que Henningsen et al. (2011)
demonstraram que a estimulagao in vitro com TNF-a de mioblastos induzidos a
diferenciacdo ocasionou no aumento de MCP-1 (Henningsen et al., 2011).
Shireman et al. (2007) reportaram o recrutamento tardio de macrofagos e,
consequentemente, a deficiéncia no processo de regeneragdo muscular em
modelo pés inducdo de lesédo isquémica em camundongos knockout para MCP-
1 (Shireman et al., 2007). Adicionalmente, Miyakawa e colaboradores (2020)
demonstraram a expressdao de MCP1+ em células satélites musculares e
macréfagos em modelo de compressdo muscular, além de reduzir a sua
expressao imunoldgica tecidual em 9 e 12h em animais submetidos a lesao e
tratados com crioterapia (Miyakawa et al., 2020). Em relagdo a modulagao
gerada pela FBM dessa quimiocina, um estudo avaliou sua expressao sérica por
citometria de fluxo em modelo de inflamagéao tecidual gerado por lesdo cutanea
em camundongos BALB/c submetidos a FBM local (780 nm, 20 mW, 10
Jicm?/ponto, 3 pontos, 1,2 J total) e verificaram redugao sérica de MCP-1 em 12,

36 e 84h apds ao procedimento cirurgico (Fukuda et al., 2013).

Dentro deste contexto, alteragbes nos componentes intrinsecos e
extrinsecos podem acarretar prejuizos ao processo de reparo muscular. A
desregulagdo da ativagdo fenotipica e influxo tecidual exacerbado dos
macrofagos, por exemplo, propiciando o desenvolvimento de fibrose muscular
(Rodriguez et al., 2010; Tedesco et al., 2010; Fernandes et al., 2015; Kim and
Lee, 2016). Os macréfagos participam na amplificagéo do processo inflamatério
nas fases pos lesdo e também sao capazes de atenuar a exacerbagao desse
processo, a fim de evitar danos ao tecido. Ou seja, podem ter efeitos benéficos
ou deletérios a depender das circunstancias do microambiente (Arnold et al.,
2007).

Neste estudo, o padrao de reparo gerado no tecido pela FBMV
evidenciado pela quantificacdo na analise histolégica foi compativel com os
relatos na literatura para criolesdo em ratos e aplicacdo da FBM sobre o sitio da

lesdo (Alves et al., 2014; Ribeiro et al., 2015; Souza et al., 2018). Os presentes
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resultados da analise morfoldgica do tecido muscular evidenciaram que a FBMV
foi capaz de modular de forma positiva o processo inflamatério e reparo e que
essa diferiu dependendo do momento de aplicagdo da FBMV. De acordo com
esses achados, Ribeiro e colaboradores (2015) evidenciaram que a FBM prévia
aplicada localmente na area da lesdo muscular aguda (criolesdo) (780nm, 40
mW, 10J/cm?/ponto, 8 pontos, 3,2 J) induziu a redugédo de mionecrose apds 1 e
3 dias e reducao da presenca de células inflamatérias apds 3 dias e um aumento
na presencga de fibras imaturas apos 7 dias, assim como o aumento do numero
de vasos sanguineos apods 3 e 7 dias, além de apresentarem resultados positivos
referentes a organizacdo e deposicdo de colageno, promovendo melhor
organizacao e funcao tecidual apds a lesédo (Ribeiro et al., 2015). Os resultados
presentes utilizando a FBMV previamente a lesdo e os mesmos parametros
dosimétricos demonstraram a reducdo da mionecrose em todos os periodos
avaliados, assim como a redugao do infiltrado inflamatério apés 1, 5 e 7 dias.
Além de apresentar expressivo aumento de fibras novas e imaturas apés 5 e 7
dias e no avancado aumento da vascularizacdo observado em todos os periodos
experimentais. A FBMV (pré e pos leséo) foi capaz de aumentar o numero de
vasos maduros no sitio da lesdo muscular apos 1 e 2 dias e quando utilizada pré
lesdo esse aumento também aconteceu apods 5 e 7 dias. Os resultados indicam
que de forma semelhante a FBM local, a FBMV preventiva acarreta a modulacao
do recrutamento de células inflamatdrias, assim como a redugao da mionecrose
tecidual. Foi também observado o aumento da vascularizagao tecidual no grupo
Nao Lesionado + FBMV que sugere um mecanismo de pré-condicionamento

tecidual, demonstrado especialmente pelo aumento de vasos sanguineos neste

grupo.

Em estudo prévio, conduzido e recentemente publicado por nosso grupo
de pesquisa, ratos Wistar foram submetidos a criolesdo de musculo TA e
tratados com FBMV de forma preventiva ou terapéutica (780 nm, 40 mW, 80
J/icm?, 80 s) também sobre a veia/artéria localizada na base da cauda (Lopez et
al., 2022). A avaliagdo macroscopica muscular qualitativa permitiu verificar a
reducao da area da lesdo nos grupos FBMV pré e pds apds 5 e 7 dias, com
efeitos pronunciados na forma preventiva da irradiagdo. Os resultados

histolégicos qualitativos apresentaram que a FBMV promoveu a redugdo do
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edema e infiltrado inflamatério e aumento de fibras novas e imaturas apds 5 dias
em ambos os grupos tratados, porém o grupo FBMV prévia apresentou efeitos
pronunciados na redugdo da mionecrose apos 5 e 7 dias e na redugado do
infiltrado inflamatorio tecidual apds 7 dias. Os resultados apresentados no
presente estudo corroboram com as evidéncias iniciais de Lopez e
colaboradores (2022) e permitiram a avaliagdo quantitativa destes achados
evidenciando que o grupo FBMV pré + Lesao apresentou reducao do infiltrado
inflamatorio comparado ao grupo Lesdo apds 1, 5 e 7 dias e considerando a
mionecrose ambos 0s grupos lesionados e tratados (FBMV pré + Lesao e Lesao
+ FBMV pods) apresentaram reducdo em relagéo ao grupo Lesao em todos os
periodos avaliados. Em adicdo, os presentes achados do processo de
reorganizagao muscular, indicado pela presenga de fibras novas e imaturas,
demonstraram que este foi modulado positivamente nos grupos FBMV

preventiva e terapéutica apos 5 e 7 dias.

Recentemente foram publicados estudos que utilizaram a FBMV em
modelos animais de hipertrofia muscular compensatoria (Martinelli et al., 2022)
e lesdao nervosa periférica (Araujo et al., 2022). A comparagao da FBM local
(780nm, 40 mW, 10J/cm?/ponto, 8 pontos, 3,2 J) e vascular (780nm, 40 mW,
80J/cm?, 1 ponto sobre veia/artéria caudal, 3,2 J) foi demonstrada em modelo de
hipertrofia compensatéria do musculo plantar, sendo que a FBMV apresentou
efeitos mais pronunciados sobre o aumento da area de seccgao transversa e
diametro das fibras musculares apés 7 e 14 dias em relagcédo a aplicagao local
(Martinelli et al., 2022). Adicionalmente, a utilizagcdo da FBMV em modelo de
lesdo nervosa periférica e utilizando diferentes fontes de luz, coerente (LBI,
780nm, 40 mW, 80J/cm?, 1 ponto sobre veia/artéria caudal, 3,2 J) e ndo-coerente
(LED, 850nm, 40 mW, 1,07 J/cm?, 1 ponto sobre veia/artéria caudal, 3,2 J)
demonstrou ser efetiva para aumento da funcionalidade apds 14 dias,
sensibilidade mecanica apos 14 dias e morfolégicos com aumento da area de
seccao transversa apos 7 dias, sendo os efeitos mais pronunciados quando
utilizado o LBI (Araujo et al., 2022). De modo comparativo com os resultados, o
presente estudo utilizou os mesmos parametros dosimétricos e apresentou
efeitos positivos da FBMV aplicada em diferentes momentos sobre o numero de

fibras novas e imaturas, assim incutindo a capacidade dessa forma terapéutica
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com efeitos sistémicos no processo de remodelamento muscular apos lesao

aguda.

Em adicdo, a possibilidade das comparag¢des das técnicas de FBM
sistémica (FBMS), sendo de forma invasiva (ILIB) ou nao-invasiva (FBMV)
podem ser realizadas entre o presente estudo e os diferentes modelos
experimentais apresentados na literatura. Os estudos indicam os potenciais
efeitos in vivo da FBMV sobre condi¢cbes acarretadas pela resisténcia arterial
(Roshchina et al., 2003; Komori et al., 2009) e doengas metabdlicas (Amjadi et
al., 2019), e acometimentos pulmonares (da Silva et al., 2020; Alonso et al.,
2021), inclusive com a utilizagao do LBI no espectro infravermelho (Roshchina
et al., 2003; Komori et al., 2009) e mesmo local de irradiagdo como utilizado no

presente estudo.

Silva et al. (2020) demonstrou que o tratamento com FBMV transcuténeo
com LED (660 nm, 100 mW, 15 J), sobre a cauda de ratos que foram induzidos
a lesdo aguda pulmonar por sepse, promoveu a redugao de leucdcitos totais e
granulécitos presentes no sangue periférico, além da redugao na contagem total
de células contidas na medula 6ssea. Os autores sugerem que a reducao na
quantificacdo medular possa ser devido ao intenso recrutamento de células de
defesa para os pulmdes, via quimiotaxia, durante o processo inflamatério tendo
assim um efeito imunossupressor (da Silva et al., 2020). Na avaliacao da FBMV
utilizando LED (660 nm, 100 mW, 15 J, 150 s, 2x/dia por 3 dias consecutivos)
aplicado de forma transcutanea sobre a artéria caudal de ratos em modelo de
asma induzida também houve a reducdo do recrutamento leucocitario presente
no lavado bronco alveolar, redugdo na degranulagcdo de mastocitos e aumento

da sintese proteica de IL-10 (Alonso et al., 2021).

Para o melhor entendimento da mobilizacdo celular durante a fase
inflamatoéria pdés lesdao muscular e de seu compartimento de reserva, a
investigacdo do numero de células presentes no sangue periférico assim como
contidos na medula déssea se mostram necessarios. Tuby et al. (2011)
demonstraram que a irradiagdo com LBI (804 nm, 400 mW, 10 mW/cm?, 100 s,
1 J/cm?) sobre a area medial do osso tibia foi capaz de aumentar a proliferagao
de células mesenquimais derivadas da medula 6ssea (MSCs) em modelo de

infarto agudo do miocardio de ratos Wistar, além de que a irradiagao foi capaz
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de induzir o maior recrutamento de células autélogas da medula 6ssea para o
ventriculo direito e a area infartada (Tuby et al., 2011). O estudo indica, em sua
conclusao, que a utilizacdo dessa forma de irradiagao possa auxiliar na terapia
pos acometimento de lesdes em outros 6rgaos ou tecidos. Em recente reviséo
sistematica, Oron (2019) concluiu que o LBI é capaz de induzir a proliferagéo de
células de defesa aumentando assim o numero de células circulantes e,
consequentemente, o recrutamento destas para o local da lesdao (Oron, 2019).
Portanto, a avaliagdo das possiveis influéncias da FBMV, como sobre o
recrutamento medular, possa trazer importantes respostas referentes aos efeitos

no aspecto sistémico dessa terapia.

Dessa forma, o conjunto dos resultados apresentados sugerem a efetiva
influéncia da FBMV sendo capaz de modular varios aspectos relacionados ao
processo de regeneragdo do musculo lesionado. Dentre as limitacdes
identificadas no presente estudo, vale ressaltar a diferenca na quantidade total
de irradiagdes entre os grupos FBMV pré + Leséo e Lesdo + FBMV pds, uma
vez que pode haver diferengas devido a quantidade de energia total entregue a
corrente sanguinea. Por se tratar de um estudo preliminar utilizando essa
modalidade de irradiacao, faz se necessario estudos futuros que permitam a
caracterizacao diferencial dos fendtipos apresentados pelos leucocitos no sitio
da lesdo e a expressédo génica de fatores envolvidos no processo de reparo

muscular.

De forma adicional, os aspectos gerais encontrados na condugdo da
reviséo sistematica abordando a FBM sistémica (ILIB e FBMV) modelos animais
utilizando o LBI, nove artigos originais cumpriram os critérios de inclusao e foram
avaliados criticamente. A utilizagédo de laser no espectro vermelho foi prevalente
e a FBMV (n&o-invasiva) predominou sobre o ILIB (invasivo). Nao foram
encontrados padrdes nos parametros dosimétricos. Contudo, os estudos
mostraram os efeitos positivos da FBMV na pressao arterial e circulagao
sanguinea, os efeitos positivos do ILIB na composi¢cao do sangue e marcadores
hematolégicos, bem como os efeitos positivos de ambas as formas de FBM
sistémica (ILIB e FBMV) no processo de reparagao de tecidos. Em concluséo,
os estudos avaliados na presente revisdo mostraram que a utilizacdo de FBM
sistémica com ILIB ou FBMV n&o-invasiva induziu efeitos positivos, modulando
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as condi¢des metabdlicas e a reparacao tecidual. Contudo, ha necessidade de
padronizagao nos parametros dosimétricos para as diferentes condicbes e

processos avaliados utilizando modelos experimentais.

6 Conclusao

Em conclusao, a terapia com FBMV infravermelho mostrou-se eficaz na
modulagao positiva dos aspectos hematoldgicos e leucocitarios circulantes e no
recrutamento tecidual, bem como na modulagcdo de aspectos histologicos no
sentido da melhora do remodelamento tecidual, sendo os efeitos mais
pronunciados quando a FBMV aplicada de forma preventiva a lesdao muscular.
Além disso, a FBMV preventiva e terapéutica foram capazes de modular os
marcadores pro-inflamatorios TNF-a e MCP-1 de forma favoravel ao processo

de reparo muscular.
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9 Anexos

9.1 Anexo 1. Certificado Comiss3o de Etica no Uso de Animais — CEUA.

UNINOVE Comiss&o de Etica no
N N N X Uso de Animais

Universidade Nove de Julho

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "EFEITO DA FOTOBIOMODULAGCAO SISTEMICA NO REPARO MUSCULAR ESQUELETICO",
protocolada sob o CEUA n? 4828060220 (b 000215), sob a responsabilidade de Raquel Agnelli Mesquita Ferrari - que envolve a
producdo, manutencao e/ou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de
pesquisa cientifica ou ensino - estd de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15
de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacao Animal (CONCEA), e
foi aprovada pela Comissao de Etica no Uso de Animais da Universidade Nove de Julho (CEUA/UNINOVE) na reuniao de
10/03/2020.

We certify that the proposal "Effects of the sistemic photobiomodulation on muscle repair.", utilizing 90 Heterogenics rats (90
males), protocol number CEUA 4828060220 (ip 000215), under the responsibility of Raquel Agnelli Mesquita Ferrari - which
involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except
human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of
July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was
approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Nove de Julho University (CEUA/UNINOVE) in the meeting of 03/10/2020.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)

Vigéncia da Proposta: de 03/2020 a 03/2022 Area: Biofotonica Aplicada As Ciéncias da Salde

Origem: Biotério - Unidade Vergueiro

Espécie: Ratos heterogénicos sexo: Machos idade: 11 a 13 semanas N: 90
Linhagem: Wistar Peso: 220a235¢g

Local do experimento: Biotério da Universidade Nove de Julho. Rua Vergueiro, 235/249 - Liberdade, Sao Paulo - SP.

Sao Paulo, 10 de margo de 2020

/ém

Prof. Dr. Rodrigo Labat Marcos Profa. Dra. Stella Regina Zamuner
Coordenador da Comisséo de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenadora da Comissao de Etica no Uso de Animais
Universidade Nove de Julho Universidade Nove de Julho

Rua Vergueiro, 235/249 - 122 andar - Liberdade - CEP 01504-001 - Séo Paulo/SP - tel: 55 (11) 3385-9010
Horéario de atendimento: 22 a 62 das 11h30 as 19h : e-mail: ceua@uninove.br
CEUA N 4828060220



9.2 Anexo 2. Checklist ARRIVE 2.0

AGTOUEL REAUET [@VallduIE 1T EE 1IE1E) 15 TECUNTITTIENUEU 101 CUITPIEUUTT.

MRIVE The ARRIVE guidelines 2.0: author checklist

The ARRIVE Essential 10

These items are the basic minimum to include in a manuscript. Without this information, readers and reviewers

cannot assess the reliability of the findings.

Item

Recommendation

Section/line
number, or reason
for not reporting

Study design

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

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

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

3.1

3.1

Sample size

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

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

3.1

Inclusion and
exclusion
criteria

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

b. For each experimental group, report any animals, experimental units or data points
notincluded in the analysis and explain why. If there were no exclusions, state so.

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

3.1

3.1

Randomisation

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

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

3.2

3.2

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

3.2

Outcome
measures

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

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

3.4-3.7
2.2

Statistical
methods

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

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

3.8
3.8

Experimental
animals

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

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

3.1
3.1

Experimental
procedures

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

a. What was done, how it was done and what was used.
b. When and how often.

c. Where (including detail of any acclimatisation periods).
d. Why (provide rationale for procedures).

Results

10

For each experiment conducted, including independent replications, report:

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

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

These items complement the Essential 10 and add important context to the study. Reporting the items in both sets
represents best practice.

Section/line
Item Recommendation number, or reason
for not reporting
Abstract 11  Provide an accurate summary of the research objectives, animal species, strain Z
and sex, key methods, principal findings, and study conclusions. Pag | na 6
Background 12  a. Include sufficient scientific background to understand the rationale and 1
context for the study, and explain the experimental approach.
b. Explain how the animal species and model used address the scientific
objectives and, where appropriate, the relevance to human biology. 1/337-346
Objectives 13 Clearly describe the research question, research objectives and, where
appropriate, specific hypotheses being tested. 1 / 3 1 3‘352
Ethical 14  Provide the name of the ethical review committee or equivalent that has approved 3/4-6
statement the use of animals in this study, and any relevant licence or protocol numbers (if
applicable). If ethical approval was not sought or granted, provide a justification.
Housing and 15  Provide details of housing and husbandry conditions, including any environmental
husbandry enrichment. 3. 1 / 1 2'1 5
Animal care and 16 a. Describe any interventions or steps taken in the experimental protocols to 3.2/28-30
monitoring reduce pain, suffering and distress. =
b. Reportany expected or unexpected adverse events.
c. Describe the humane endpoints established for the study, the signs that were
monitored and the frequency of monitoring. If the study did not have humane
endpoints, state this. 3
Interpretation/ 17 a. Interpret the results, taking into account the study objectives and hypotheses, 5
scientific current theory and other relevant studies in the literature.
implications AR 5 : 5 ¢
b. Comment on the study limitations including potential sources of bias, o
limitations of the animal model, and imprecision associated with the results. 5/ pagina 86
Generalisability/ 18 Comment on whether, and how, the findings of this study are likely to generalise 3
translation to other species or experimental conditions, including any relevance to human
biology (where appropriate).
Protocol 19 Provide a statement indicating whether a protocol (including the research
registration question, key design features, and analysis plan) was prepared before the study,
and if and where this protocol was registered.
Data access 20 Provide a statement describing if and where study data are available.
Declaration of 21 a. Declare any potential conflicts of interest, including financial and non-financial.
interests If none exist, this should be stated.
b. Listall funding sources (including grant identifier) and the role of the funder(s)
in the design, analysis and reporting of the study.
National Centre
g g’s B www.ARRIVEguidelines.org
of Animals in Research
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