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Resumo

As lesdes musculares causam uma importante restricdo funcional, sendo mais
comuns em individuos sedentarios ou atletas de alto desempenho. Durante o
processo de lesdo muscular ocorre a ativacdo de células satélites e o
recrutamento de células inflamatdérias, por meio da sinalizagdo de mediadores
inflamatorios. Esse processo resulta na presenca de neutréfilos e macrofagos,
que exibem perfil pré ou anti-inflamatério, no microambiente muscular lesionado.
No entanto, a perturbagdo desse processo pode ocasionar na formacédo de
fibrose muscular, acarretando a limitacdo funcional e possiveis alteracdes
morfologicas. A fotobiomodulagdo aplicada de forma local (FBML) ou vascular
(FBMV), tem demonstrado na literatura ser capaz de modular o processo
inflamatoério, aumentar a vascularizagdao, reduzir mionecrose e aumentar o
didmetro e area de secgao transversa das fibras musculares, em aplicagao
preventivas (pré) e/ou terapéuticas (pds). Assim, este estudo tem como objetivo
avaliar o efeito da FBMV, utilizando o laser em baixa intensidade (LBI), no
recrutamento tecidual de macréfagos nos fenétipos M1 e M2 (CD68+; CD206+)
em modelo experimental de lesdo muscular aguda. Foram utilizados 85 ratos
Wistar machos com 12 semanas de vida e avaliados nos seguintes grupos
experimentais: G1- controle (n=5); G2 — criolesdo sem tratamento (n=20); G3
sem criolesdo + FBMV (n=20); G4- FBMV prévia + lesdo (n=20); G5- lesédo +
FBMV (n=20). A aplicagdo da FBMYV foi feita de forma pontual, sobre veia/artéria
da base da cauda do animal (780 nm, 40mW, 80s e 3,2J). A eutanasia dos
animais ocorreu em quatro periodos distintos: 1, 2, 5 e 7 dias ap0s a realizagao
da criolesdo. O musculo Tibial Anterior foi coletado para analises de fendtipos de
macréfagos M1 (CD68+) e M2 (CD 206+) através da imuno-histoquimica. Os
dados foram submetidos a analise estatistica. Observamos que a
imunomarcacéao de células CD68+ revelou infiltrado inflamatério significativo no
dia 1, com maior numero de células no grupo FBMV prévia + lesdo, pico no 2°
dia e reducgao progressiva até o 7° dia nos grupos irradiados. As células CD206+
apresentaram maior numero no grupo FBMV prévia + lesdo no dia 1, pico no 2°
dia e reducao significativa no 7° dia, especialmente no grupo FBMV pds-lesao.
O recrutamento celular foi mais evidente no 2° dia, seguido por queda ou
estabilizacdo nos grupos experimentais, dependendo da estratégia de FBMV
utilizada. Concluimos que a FBMV foi capaz de modular o processo de
recrutamento de macrofagos, porém a FBMV preventiva é capaz de adiantar a
chegada dessas células no meio lesionado

Palavras-chave: reparo muscular, criolesao, fotobiomodulagao vascular, laser
em baixa intensidade, macrofago.



Abstract

Muscle injuries cause significant functional restriction and are more common in
sedentary individuals or high-performance athletes. During the muscle injury
process, satellite cells are activated, and inflammatory cells are recruited through
the signaling of inflammatory mediators. This process leads to the presence of
neutrophils and macrophages, which exhibit either pro-inflammatory or anti-
inflammatory profiles, in the injured muscle microenvironment. However,
disruption of this process may result in the formation of muscle fibrosis, leading
to functional Ilimitation and potential morphological alterations.
Photobiomodulation therapy, applied locally (PBML) or vascularly (PBMV), has
been shown in the literature to modulate inflammatory processes, increase
vascularization, reduce myonecrosis, and enhance fiber diameter and cross-
sectional area, in both preventive (pre) and/or therapeutic (post) applications.
This study aimed to evaluate the effects of PBMV using low-level laser therapy
(LLLT) on macrophage recruitment in M1 and M2 phenotypes (CD68+; CD206+)
in an experimental model of acute muscle injury. A total of 85 male Wistar rats
(12 weeks old) were divided into the following experimental groups: G1 - control
(n=5); G2 - cryoinjury without treatment (n=20); G3 - no cryoinjury + PBMV
(n=20); G4 - PBMV prior + injury (n=20); G5 - injury + PBMV (n=20). PBMV was
applied to the tail vein/artery (780 nm, 40 mW, 80 s, and 3.2 J). Euthanasia was
performed at four time points: 1, 2, 5, and 7 days after cryoinjury. The tibialis
anterior muscle was collected for macrophage phenotype analysis (M1 - CD68+;
M2 - CD206+) via immunohistochemistry, and data were subjected to statistical
analysis. CD68+ cell immunostaining revealed a significant inflammatory infiltrate
on day 1, with the highest cell count in the PBMV prior + injury group, peaking on
day 2 and progressively decreasing by day 7 in irradiated groups. CD206+ cells
were most abundant in the PBMV prior + injury group on day 1, peaked on day
2, and significantly reduced by day 7, especially in the PBMV post-injury group.
Cellular recruitment peaked on day 2, followed by a decline or stabilization
depending on the PBMV strategy. We conclude that PBMV effectively modulates
macrophage recruitment, with preventive PBMV accelerating the arrival of these
cells in the injured environment.

Keywords: muscle repair, cryoinjury, vascular photobiomodulation, low-level

laser therapy, macrophages



Resumo para leigos

Lesbes nos musculos podem causar dificuldades nos movimentos e sdo comuns
em pessoas sedentarias ou atletas de alta de esporte. Quando ocorre uma lesao,
0 corpo envia células de defesa para o lugar ferido e estimula a reparagéo da
ferida. No entanto, se esse processo nao funcionar corretamente, pode causar
cicatrizes nos musculos, limitando os movimentos. Um tratamento chamado
fotobiomodulacdo, feito com luz de laser, pode ajudar nesse processo. Ele
melhora a circulagdo, reduz a morte das células musculares e acelera a
recuperacao, especialmente quando usado antes ou depois da lesdo. Neste
estudo, analisamos como esse tratamento ajuda a atrair células de defesa
especificas em um modelo experimental. Para isso, utilizamos 85 ratos Wistar,
divididos em cinco grupos: um grupo controle (sem lesdo ou tratamento), um
grupo apenas com lesdo, um grupo sem lesao que recebeu o laser, e dois grupos
lesionados que receberam o laser antes ou depois da lesdo. O laser foi aplicado
diretamente em uma veia ou artéria na base da cauda dos ratos, com parametros
especificos (780 nm, 40 mW, 80 s, 3,2 J). Apos 1, 2, 5 e 7 dias da lesao, os
animais foram analisados, e o musculo lesionado foi coletado para identificar os
diferentes tipos de macréfagos presentes. Os dados obtidos foram analisados
estatisticamente para entender os efeitos do tratamento. Observamos que, no
primeiro dia apds a lesédo, o grupo que recebeu o tratamento com laser antes da
lesdo teve o maior numero de células de defesa. Essas células aumentaram
ainda mais no segundo dia, mas depois diminuiram gradualmente até o sétimo
dia. As células responsaveis pelo reparo do musculo também foram mais
abundantes no grupo que recebeu o laser antes da lesdo, com 0 maior numero
no segundo dia e uma queda no sétimo dia, especialmente no grupo que recebeu
o laser depois da lesdo. O maior recrutamento de células aconteceu no segundo
dia, com uma queda ou estabilizagdo nos dias seguintes. Apds a analise os
resultados obtidos mostraram que o uso preventivo acelera o inicio do processo
de recuperacao.



Summary for Laypeople

Muscle injuries can cause movement difficulties and are common in sedentary
individuals or high-performance athletes. When an injury occurs, the body sends
defense cells to the injured area and stimulates the healing process. However, if
this process doesn’t work properly, it can lead to muscle scarring, limiting
movement. A treatment called photobiomodulation, using laser light, can help in
this process. It improves circulation, reduces muscle cell death, and speeds up
recovery, especially when used before or after the injury. In this study, we
analyzed how this treatment helps attract specific defense cells in an
experimental model. For this, we used 85 Wistar rats, divided into five groups: a
control group (no injury or treatment), a group with only the injury, a group without
injury that received laser treatment, and two injured groups that received laser
treatment before or after the injury. The laser was applied directly to a vein or
artery at the base of the rats' tails, using specific parameters (780 nm, 40 mW,
80 s, 3.2 J). After 1, 2, 5, and 7 days of injury, the animals were analyzed, and
the injured muscle was collected to identify the different types of macrophages
present. The data was analyzed statistically to understand the treatment effects.
We found that, on the first day after the injury, the group that received laser
treatment before the injury had the highest number of defense cells. These cells
increased further on the second day but then gradually decreased until the
seventh day. The cells responsible for muscle repair were also more abundant in
the group that received laser treatment before the injury, with the highest number
on the second day and a decrease on the seventh day, especially in the group
that received laser treatment after the injury. The highest recruitment of cells
occurred on the second day, followed by a decrease or stabilization on the
following days. After analyzing the results, we found that the preventive use of
laser treatment accelerates the start of the recovery process.



1.

Destaques

Analise do recrutamento de células macréfagos: Uma Abordagem
Inovadora para a Modulagao da Inflamagao: Este estudo oferece uma
analise, por meio da técnica de Imuno-histoquimica, do processo de
recrutamento de macréfagos, destacando seus principais fenétipos, pro-
inflamatoério (M1) e anti-inflamatério (M2). A pesquisa explora um
mecanismo inovador de entrega de energia utilizando luz de baixa
intensidade aplicada de forma transcutdanea via vascular. Essa
abordagem apresenta um potencial promissor para o desenvolvimento de
terapias nao invasivas voltadas a modulacdo da inflamagéo, como ja
apontados por autores como Lopez et al (2022) (1) e Malavazzi et al
(2024) (1).

Comparacao dos Métodos de Aplicacdo da Fotobiomodulacao:
Impactos no Processo Inflamatério: Este estudo analisa as diferencas
entre os métodos de aplicagao da fotobiomodulagao, local e sistémica, no
contexto do processo inflamatério. Sdo discutidos aspectos como as
células irradiadas, o local e o tempo de aplicagdo, além de vantagens
praticas, como facilidade no uso clinico e posicionamento do
equipamento. Para o ambito clinico, o estudo demonstra a eficiéncia da
aplicacdo da luz em ambos os métodos, destacando as facilidades
proporcionadas pela fotobiomodulacido vascular, como sua aplicagao
unica e descomplicada, otimizando tempo e proporcionando conforto
tanto ao profissional quanto ao paciente. A pesquisa também enfatiza
como a entrega da luz pode ser garantida, minimizando interferéncias do
profissional e das condi¢cdes inflamatérias locais da lesdo, oferecendo
insights valiosos para a otimizagao das aplicagdes terapéuticas.
Diferengcas no foco terapéutico ou preventivo da aplicagcao da
fotobiomodulagao: Este estudo explora as diferengas entre os objetivos
terapéuticos e preventivos da fotobiomodulagcdo, destacando como o
momento de aplicagdo da luz afeta seus resultados. Observou-se que a
aplicagdo preventiva, realizada antes da ocorréncia da lesdo, pode
antecipar a chegada das células inflamatérias M1 e M2 ao local lesionado,

promovendo uma resposta inflamatéria mais eficiente. No contexto



clinico, a abordagem preventiva é relevante, pois ajuda a superar a
dificuldade de prever quando e onde uma lesao ocorrera, especialmente
considerando que o tecido muscular esta distribuido por todo o corpo.
Contudo, o estudo também indica que a aplicacao terapéutica é eficaz, as
diferenciando pela capacidade da modalidade preventiva em prepara o
ambiente muscular para uma possivel lesdo, reduzindo sintomas e
proporcionando maior conforto ao paciente. Apesar dessas diferengas, o
caminho para a resolugdo da lesdo demonstrou ser semelhante em
ambas as abordagens. Esses resultados reforcam a importancia do
momento da administragdo da luz como um elemento-chave para
potencializar os beneficios da fotobiomodulagdo em diferentes cenarios

terapéuticos.



Highlights

1. Analysis of Macrophage Cell Recruitment: An Innovative Approach
to Inflammation Modulation: This study provides an analysis, using the
immunohistochemistry technique, of the macrophage recruitment process,
emphasizing their main phenotypes: pro-inflammatory (M1) and anti-
inflammatory (M2). The research explores an innovative energy delivery
mechanism utilizing low-intensity light applied transcutaneously via
vascular pathways. This approach shows promising potential for the
development of non-invasive therapies aimed at modulating inflammation,
as previously reported by authors such as Lopez et al. (2022) (1) and
Malavazzi et al. (2024) (1).

2. Comparison of Photobiomodulation Application Methods: Impacts
on the Inflammatory Process: This study examines the differences
between local and systemic photobiomodulation application methods in
the context of the inflammatory process. It discusses aspects such as
irradiated cells, application site, and duration, alongside practical
advantages like ease of clinical use and equipment positioning. Clinically,
the study demonstrates the efficiency of light application in both methods,
highlighting the conveniences of vascular photobiomodulation, including
its straightforward, single-application process, which optimizes time and
provides comfort to both professionals and patients. The research also
underscores how light delivery can be ensured, minimizing interference
from professionals or the local inflammatory conditions of the lesion,
offering valuable insights for optimizing therapeutic applications.

3. Differences in  Therapeutic or Preventive Focus of
Photobiomodulation Application: This study explores the differences
between therapeutic and preventive objectives in photobiomodulation,
highlighting how the timing of light application influences outcomes. It was
observed that preventive application, performed before injury occurrence,
can expedite the arrival of M1 and M2 inflammatory cells at the injured
site, fostering a more efficient inflammatory response. In clinical practice,
the preventive approach is particularly relevant as it addresses the

challenge of predicting when and where an injury will occur, especially



given the widespread distribution of muscle tissue throughout the body.
However, the study also demonstrates that therapeutic application is
effective, distinguishing the preventive modality by its ability to prepare the
muscle environment for potential injury, thereby reducing symptoms and
providing greater comfort to the patient. Despite these differences, the
pathways to lesion resolution were found to be similar in both approaches.
These findings emphasize the critical importance of timing in light
administration as a key factor in maximizing the therapeutic benefits of

photobiomodulation in various clinical scenarios.



Lista de Figuras

Figura 1 Fluxograma do modelo experimental ................ccooviiiiiiiii i 28
Figura 2. Processo de quantificagdo manual. (1) Iniciamos com abertura do arquivo,
selecionando as fotos de forma aleatoria............cccoooeiiiiiiiiiii e, 33
Figura 3. Processo de quantificagdo manual. (2) passo para selegdo da ferramenta
Point SIECHON TOOIS. ... e 33
Figura 4. Processo de quantificacdo manual. (3) Marcagao de células manualmente.
(4) Obtencao do valor total de células marcadas.............coveeeviiiiiiieieeiicee e, 34

Figura 5. (A) imagem da imunomarcagdo de CDG68 realizada na lamina histolégica do
grupo controle. (B). Imagem da imunomarcacao de CD206 realizada em uma lamina

histoldgico do grupo CONEIOIE. .........coiiiiiiiie e 35
Figura 6. Imagem da imunomarcacéo realizada em uma lamina histoldégica do grupo
Sem crioles@0 + FBMV ... 35

Figura 7 Imagem representativa da imunomarcacédo do AC CD68+. (A). Lesao dia 01.
(D). Lesao dia 02. (G). Lesao dia 05. (J). Lesao dia 07; B. FBMV prévia + leséo dia 01.
(E). FBMV prévia + leséo dia 02. (H) FBMV prévia+ lesdo dia 05. (K). FBMV prévia+
lesao dia 07; (C). Lesao + FBMV pds dia 01. (F) Lesao + FBMV pés dia 02. (I). Lesao

+ FBMV pos dia 05. (L). Lesdo + FBMV pds dia 07 ............ooovviieeiieiiiiicceee e, 36
Figura 8. Analise das células CD 68+ por imunomarcacao apés 1 dia dos grupos
Lesao; FBMV prévia+Lesao; Lesao+ FBMV pés. Dados expressos em média + SEM
(ANOVA/Tukey). p<0,05. (* = Lesao vs FBMV prévia + Lesao (p< 0,0001) ; ** = FBMV
prévia + Lesao vs Lesdo+ FBMV pds ( p< 0,0001)) ...ciiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeceee e 37
Figura 9 Analise das células CD 68+ por imunomarcacao apoés 2 dias dos grupos
Lesao; FBMV prévia+Lesao; Lesao+ FBMV pés. Dados expressos em média + SEM
(ANOVAITUKEY). P<O,05 ... e 37
Figura 10. Analise das células CD 68+ por imunomarcagao apés 5 dias dos grupos
Lesao; FBMV préviat+Lesao; Lesao+ FBMV pds. Dados expressos em média £+ SEM
(ANOVA/TUKEY). P<O,05 ... e 38
Figura 11. Analise das células CD 68+ por imunomarcagao apés 7 dias dos grupos
Lesao; FBMV prévia+Lesao; Lesao+ FBMV pds. Dados expressos em média £+ SEM
(ANOVA/Tukey). p<0,05. (*** = Lesao vs Lesao + FBMV po6s (p<0,0001); * = FBMV
prévia+lesdo vs Lesao (p= 0,0018))...ccceeeiiiiiiiii 38
Figura 12. Analise das células CD 68+ por imunomarcagao apés 1,2, 5 e 7 dias dos
grupos Lesdo; FBMV prévia+Lesdo; Lesao+ FBMV poés. Dados expressos em média
SEM (ANOVA/TUKEY). P<O,05.. .ot 39
Figura 13. Imagem representativa da imunomarcagéo do AC CD206+. (A). Leséao dia
01. (D). Lesao dia 02. (G). Lesao dia 05. (J). Lesao dia 07; B. FBMV prévia + lesao dia
01. (E). FBMV prévia + lesao dia 02. (H) FBMV prévia+ lesao dia 05. (K). FBMV
prévia+ lesado dia 07; (C). Lesao + FBMV pés dia 01. (F) Lesao + FBMV pds dia 02. (I).
Leséo + FBMV pos dia 05. (L). Les@o + FBMV pos dia 07 ........ceeeeeeeiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee 40
Figura 14 Analise das células CD 206+ por imunomarcagao apés 1 dia dos grupos
Lesao; FBMV prévia+Lesao; Lesao+ FBMV pds. Dados expressos em média £+ SEM
(ANOVA/Tukey). p<0,05. (* = Lesao vs FBMV prévia + lesdo (p<0,0001); ** = FBMV
préviatlesao vs Lesdo + FBMV pds Dados expressos em média + SEM
(ANOVA/Tukey). p<0,05. (* = Lesao vs FBMV prévia + leséo (p<0,0001); ** = FBMV
prévia+lesdo vs Lesao + FBMV pos (P< 0,0001)) ..vveeeeeeeiiiiiiiiiiiiieiee e 41



Figura 15 Analise das células CD 206+ por imunomarcagao ap6és 2 dias dos grupos
Lesao; FBMV prévia+Lesao; Lesao+ FBMV pés. Dados expressos em média + SEM
(ANOVA/Tukey). p<0,05. (* = Lesao vs FBMV prévia + lesdo (p=0,0225).................. 42
Figura 16 Analise das células CD 206+ por imunomarcagao apés 5 dias dos grupos
Lesao; FBMV prévia+Lesao; Lesao+ FBMV pés. Dados expressos em média + SEM
(ANOVAITUKEY). P<O,05 ... e 42
Figura 17 Analise das células CD 206+ por imunomarcagao apos 7 dias dos grupos
Lesdo; FBMV préviat+Lesao; Lesao+ FBMV pds. Dados expressos em média £+ SEM
(ANOVA/Tukey). p<0,05. (* = Lesao vs FBMV previa + lesdo (p= 0,0053); ** = FBMV
préviatlesao vs Lesdo + FBMV pos (p= 0,0482); Lesao vs Lesao + FBMV poés (

[0 0000 ) PSR 43
Figura 18. Analise das células CD 206+ por imunomarcacao apés 1,2, 5 e 7 dias dos
grupos Lesao; FBMV prévia+Lesdo; Lesao+ FBMV poés. Dados expressos em média
SEM (ANOVA/TUKEY). P<O,05 ..ottt e e e e e e e eeeaaeeeaaanns 44



Lista

Tabela 1 Parametros dosimétricos da FBMV

de Tabelas



Lista de Abreviagoes

%: Porcento

°C: Graus Celsius

AST: Aspartato aminotransferase
CCL3: Tetracloreto de carbono- 3
CCLA4: Tetracloreto de carbono - 4
CEUA: Comité de ética em animais
CK: Creatina quinase

cm? Centimetros quadrados
COVID-19: Coronavirus 2019

CS: Células satélites

DAB: Diaminobenzidina

el al: E colaboradores

FBM: Fotobiomodulagao

FBML: Fotobiomodulacao local
FBMV: Fotobiomodulagao vascular
GaAlAs: Arseneto de Galio-Aluminio
IFN-y: Interferon gama

IGF-1

J: Joules

J/em?.Joules por centimetros quadrados
kg: Quilograma

IL-1: Interleucina 1

IL-1B: Interleucina 1 beta

IL-6: Interleucina 6

IL-10: Interleucina 10

IL-12: Interleucina 12

IL-13: Interleucina 13

IL-17: Interleucina 17

IL-23: Interleucina 23

ILIB: Irradiagao intravascular de laser
Laser: Light Amplification by Simulated Emission of Radiation
LBI: Laser de baixa intensidade
LED: Diodo emissor de luz

LDH: Lactato desidrogenase

M1: Macréfago de fenétipo M1

M2: Macroéfago de fendtipo M2

mg: Miligrama

mW: Miliwatt

NaCl: Soro fisiolégico

nm: Nanémetros

RO: Espécies reativas de oxigénio
s: Segundos



TA: Tibial anterior

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

Th1: T helper 1

TNF-a: Fator de necrose tumoral alfa (do inglés, Tumor Necrosis Factor)
UNINOVE: Universidade Nove de Julho

VEGF: Fator de Crescimento Endotelial Vascular

VEGFA: Fator de Crescimento Endotelial Vascular - A
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1 Introducgao

1.1 Musculo Estriado Esquelético

O musculo estriado esquelético € um tecido abundante no corpo humano,
responsavel por realizar funcdes de mobilidade e forca. E composto das fibras
musculares, vasos sanguineos, nervos e matriz extracelular (1,2).

A lesdo ao musculo esquelético pode ocorrer de diversas formas,
podendo ser de carater intrinseco, como as atrofias musculares, ou extrinsecas
com a ocorréncia de lesdes traumaticas. Podem ocorrer independentemente da
condicao fisica, sendo todos os individuos suscetiveis ao acometimento, seja um
sedentario ou um atleta de alta performance, mas as chances se tornam maiores
quando o musculo é levado aos limites de suas fungdes, como no caso de
atletas. (3,4,5)

O musculo esquelético possui uma notavel capacidade de adaptacao e
regeneracao, entretanto, esse processo pode ser comprometido. A cronificagao
das lesdes pode ocorrer quando ha perpetuacédo ou exacerbagao de alguma das
fases do processo inflamatério e de reparo. (3,6)

Durante o processo de regeneragao muscular, inicialmente ha a liberagéo
de citocinas e moléculas quimioatrativas que fardo a ativacdo das células
satélites (CS) que sao as células percussoras miogénicas presentes entre a
camada basal e o sarcolema e que s&o responsaveis pela alta capacidade
regenerativa do tecido muscular. As CS dao inicio ao processo de proliferagéo
passando a ser denominadas de mioblastos que por fim entram em processo de
citodiferenciagao, para a regeneragéo da area lesionada ou a formagao de novas
fibras musculares. Apesar da capacidade regenerativa promovida pelas células
satélites (CS), o tecido muscular permanece vulneravel ao insucesso na
regeneragao, que pode evoluir para fibrose. Esse processo compromete a
morfologia e a funcionalidade do musculo (7,8,2)

Simultaneamente a CS, ocorre o recrutamento de células de defesa para
o local da lesdo, acompanhado por um aumento na vascularizacdo e na

permeabilidade capilar. Esse processo permite que os leucdécitos, presentes na
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corrente sanguinea, realizem a diapedese e alcancem a regido lesionada,

iniciando a remogéo dos tecidos necroticos. (2,8,9,10)

1.2 Resposta inflamatoéria e recrutamento cellular

Os neutrdfilos (elastase+), células mieloides, sdo os primeiros leucocitos
a chegar a area lesionada, ja nas primeiras horas apds a ocorréncia da les&o.
Eles desempenham fungdes de fagocitose de detritos celulares e liberam
citocinas pro-inflamatérias, enzimas e radicais livres. Os neutréfilos permanecem
como a populagdo predominante por até 24 horas, e sua ativagao prolongada
pode causar danos teciduais adicionais. (11).

Apos 24 horas, com a presenca de citocinas produzidas por células Th1,
como IFN-y e TNF-a, ha o recrutamento de macréfagos, em sua maioria de perfil
M1 (CD68+, CD80+) pré-inflamatério realizando as fungbes de fagocitose e
liberacao de mediadores pro inflamatdrios, como as citocinas IL- 1[3, IL-6, TNF-
a, IL-12, IL-23, 1I-1IL-13 e VEGF e quimiocinas como CCL3, CCL4 e CXCL2.
Passado o periodo de trés dias, ha a mudanga da predominancia e polarizacao
dos macrofagos para o fendtipo M2 (CD206+, CD108+), de perfil anti-
inflamatadrio, realizando liberagao de citocinas, enzimas e fatores de crescimento,
como VEGFA, TGF-B, IGF-1 e IL-10, importantes na proliferagcao de fibroblastos
e diferenciacao das CS, caminhando para a resolucdo da inflamacdo com a
inducdo do reparo tecidual, sintese de colageno e remodelagdo. Porém, a
persisténcia de macréfagos M1 no local da lesao pode gerar danos teciduais e a
permanéncia de macréfagos M2 pode gerar a fibrose tecidual (11,12,13)

Neste contexto de inflamagdo e regeneracdo muscular, a
fotobiomodulacado (FBM) tem se apresentado como uma importante ferramenta
na modulacao destes processos. A FBM consiste na utilizagao de fontes de luz
nao ionizantes como o laser em baixa intensidade (LBI) ou diodo emissor de luz

(LED) para modulagéo de processos. (14,15)

1.3 Fotobiomodulagao

A fotobiomodulagdo vascular (FBM vascular) foi desenvolvida com o

objetivo de irradiar o sangue de forma nao invasiva, diferenciando-se do método
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ILIB (irradiac&o intravascular de sangue). Esse método utiliza a aplicagdo dos
recursos de luz a partir da posi¢cao do dispositivo de emissao diretamente sobre
a pele, em areas onde estao localizadas veias ou artérias, como, por exemplo, a
artéria radial, que é a mais utilizada atualmente (16).

A FBM possui como principal mecanismo de agao intracelular a entrega
de energia luminosa ao citocromo C-oxidase (CCO), um cromoforo presente na
mitocéndria. Esse processo estimula o aumento na producdo de Adenosina
Trifosfato (ATP) e de espécies reativas de oxigénio (ROS) (17,18). Além disso,
ha outros mecanismos secundarios envolvendo canais i6nicos. No entanto,
Malavazzi et al. (2023) (19), em sua revisédo sistematica, distingue a acao local
da sistémica, com base no componente celular presente no local irradiado.
Assim, o principal alvo da FBMV sao as células circulantes do ambiente
intravascular, como hemacias, leucdcitos, linfocitos e plaquetas. Nesse contexto,
as porfirinas presentes nas hemacias tornam-se o principal alvo da luz,
promovendo o aumento da permeabilidade celular e, consequentemente, do
citoplasma, o que leva a formacao do grupo heme (fundamental no transporte de
oxigénio) (20).

Embora o mecanismo de agado da FBMV esteja intimamente relacionado
aos componentes inflamatoérios presentes na corrente sanguinea, a literatura
atual ainda n&o apresenta estudos que investiguem o efeito da FBM aplicada de
forma vascular, ndo invasiva e preventiva no recrutamento de células
inflamatdrias, como avaliado neste estudo. Essa lacuna torna a pesquisa
inovadora e relevante para compreender como essa forma de irradiagado modula
o recrutamento de células inflamatdrias para o musculo lesionado, além de
explorar sua influéncia temporal nos diferentes fendtipos celulares, incluindo
macrofagos M1 com perfil inflamatério (CD68+) e macrofagos M2 com perfil anti-
inflamatério/reparador (CD206+).

As caracteristicas de monocromaticidade, a estreita regido espectral do
laser em baixa intensidade, garantem a entrega controlada de energia aos
tecidos biolégicos, sendo estes responsaveis por muitos dos seus resultados
positivos na fotobiomodulagao, principalmente por ser uma terapia segura, nao-

invasiva e sem apresentar efeitos colaterais (21,22)
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Estudos demonstram que, além de modular a resposta inflamatéria, a
FBM no tecido muscular se mostra capaz de modular o reparo tecidual, promover
analgesia, modular a sintese e organizagcdo de colageno e reduzir edema.
(13,11,2,21)

Brito et al. (2017) (2), ao utilizar laser infravermelho (780 nm, 1 W/cm?, 40
mW, 10 s por ponto, 8 pontos, totalizando 3,2 J) no tratamento de lesdes
musculares agudas em ratos idosos, identificou que a FBML preservou
estruturas musculares, resultando em menor area de mionecrose e infiltrado
inflamatorio, além de aumento significativo de vasos sanguineos e fibras
imaturas. Esses achados foram corroborados por Alves et al. (2014) (1), que, ao
avaliarem o uso de FBML no reparo muscular e reducao de fibrose, também
observaram a diminuicdo do numero de células inflamatdrias e da mionecrose,
bem como aumento na vascularizacdo e fibras imaturas, com melhor
organizacao do colageno.

Franca et al. (2012) (16) avaliaram o efeito da FBML no reparo muscular
de ratos diabéticos, e Andreo et al. (2018) (17) exploraram a associagcdo de
FBML com o transplante de células precursoras miogénicas, ambos
apresentando resultados positivos, como maior angiogénese, redugdo de
mionecrose e modulacgao do infiltrado inflamatério, além de melhor organizagéo
das fibras colagenas.

A FBML aplicada de forma profilatica apresenta eficacia também na
prevencdo de diversas doencas e sequelas, como por exemplo, no
acometimento de mucosite orais (23), no fortalecimento neurolégico contra
doengas neurodegenerativas (24) , na prevencao de sequelas decorrentes da
lesdo cerebral isquémica (25) e em pacientes infectados com a nova cepa de
coronavirus - COVID-19 - para prevengéao da disfungcédo endotelial (26).

Adaboo et al. (2016) (4) investigaram o uso preventivo da FBML (780 nm,
15 mW, 3,8 J/cm?, 10 segundos de exposi¢cao) em lesdes musculares induzidas
por criolesdo, com posterior treino. O estudo revelou que a terapia acelerou a
recuperagdo muscular por meio da angiogénese e melhorou a oxigenagao
tecidual, além de apresentar efeitos analgésicos e modulacdo do processo
inflamatério. No entanto, o tratamento preventivo em lesdes musculares enfrenta

limitagdes, ja que é dificil prever a localizagédo exata da lesdo. Lopez et al. (2022)
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(3) sugere como alternativa o uso da Fotobiomodulagao Vascular (FBMV), para
tratar grandes areas sem multiplas aplicagées e com tempo reduzido.

A FBMV consiste em irradiar o sangue de forma ndo invasiva
transcutanea, como descrito por Fernandes et al (2021) (21), e tem ganhado
destaque. Inicialmente conhecida como ILIB (Irradiacéo Intravascular de Laser),
a técnica evoluiu para a aplicacado transcutanea e transmucosa sob veias ou
artérias, agora chamada FBMV. Embora menos estudada, a FBMV tem
demonstrado efeitos como analgesia, melhora da circulagdo sanguinea,
estimulagado imunoldgica, reducéo da inflamagao e beneficios em condi¢des
sistémicas e musculoesqueléticas (14; 15; 20).

Schapochnik et al. (2023) avaliaram os efeitos da FBMV com LED em
lesdes pulmonares agudas, usando parametros de 660 nm, 100 mW e 15 J (5
J/cm?), com exposi¢ao de 150 segundos, e identificaram beneficios significativos
na reducéo do infiltrado inflamatorio e melhora da vascularizagdo (20). De forma
semelhante, Alonso et al. (2021) (21) observaram redugé&o na migragao celular
e degeneracdao de monocitos em modelos de asma tratados com FBMV,
enquanto Da Silva et al. (2020) (22) demonstraram redug¢ao no recrutamento de
neutroéfilos e na expressao de IL-1p3, IL-6 e IL-17 em lesdes pulmonares agudas.
Em modelos in vivo de lesdo muscular, a FBMV também apresentou
resultados promissores. Martinelli et al. (2022) (6) relataram aumento no
diametro das fibras musculares e na area de seccao transversa em modelo de
hipertrofia compensatéria com parametros de 780 nm, 80 J/cm?, 40 mW, e 3,2 J.
Tobelem et al. (2023) (5) observaram melhorias morfolégicas e funcionais no
tecido muscular apés lesdo medular utilizando parametros semelhantes. Além
disso, da Silva Leal (2020) (23) demonstraram efeitos positivos no controle da
dor e na qualidade de vida de pacientes diabéticos com neuropatia apds o uso
de FBMV (660 nm, 100 mW, 1,6 W/cm?, 180 J, 1800 s).

Lopez et al. (2022) (3) avaliou o efeito preventivo e terapéutico da FBMV
em modelos de lesdo muscular in vivo, com foco nos biomarcadores de leséo
muscular, como creatina quinase (CK), aspartato aminotransferase (AST) e
lactato. Ambos os tratamentos apresentaram bons resultados no reparo

muscular, porém a aplicagdo preventiva resultou em melhores desfechos



22

histologicos, com redugé&o da mionecrose, infiltrado inflamatorio e edema, além
da diminuicdo dos biomarcadores.

Por fim, Malavazzi et al. (2023) (27) realizaram uma revisao sistematica
destacando a capacidade da FBMV, tanto na forma invasiva (ILIB) quanto nao-
invasiva, de modular propriedades bioquimicas, melhorar a hemodinamica e o
reparo de tecidos, incluindo o muscular e cutaneo. E em seu recente artigo,
Malavazzi et al (2024) (28) analisaram em modelos in vivo de lesdo muscular
aguda as diferentes respostas inflamatérias e de reparo muscular em aplicagao
de FBMV antes e apos a leséo, usando laser nos parametro de 780 nm; poténcia:
40 mW; area de aplicagao: 0,04 cm2; densidade de energia: 80 J/ cm2 e
observou que a FBMV preventiva foi capaz de aumentar o numero de neutrofilos
circulantes, aumentar a concentracdo de hemoglobina nos eritrocitos em
comparacao a FBMV péds lesdo e somente lesdo, além de outros achados como
a redugao da presenca de infiltrado inflamatorio na analise histologica apds 1, 5
e 7 dias com aumento das fibras imaturas apds 5 dias. Contudo, ainda nao ha
um consenso sobre os parametros dosimétricos ideais, embora os comprimentos

de onda no espectro vermelho e infravermelho sejam os mais usados.

Nossos estudos sobre lesdes musculares agudas e o uso de luz de baixa
intensidade destaca evidéncias sdélidas da eficacia dessa terapia ao longo dos
anos (29,30,31,32,33). Analisamos diferentes aspectos do reparo muscular,
considerando aplicacbes prévias ou posteriores a lesdo, de forma local ou
vascular. Ribeiro et al. (2015) (34) pode observar redugcdo de mionecrose e
infiltrado inflamatério, enquanto Junior et al. (2019) (35) e Souza et al. (2018)
(36) detalharam os efeitos benéficos da FBM local na modulagdo do
recrutamento de macrofagos e neutrdéfilos, células cruciais para a resolugéo
inflamatadria, utilizando técnicas como a imuno-histoquimica. Ao investigarmos a
modalidade de aplicacdo da luz pela FBMV, estudos como os de Lopez et al.
(2022) (32) e Malavazzi et al. (2024) (33) um efeito modulador dos mediadores
inflamatdrios relacionados, que estao intimamente relacionados ao recrutamento
de macréfagos M1 e M2, promovendo resultados positivos. Ambos os trabalhos
fornecem base para avangar na investigagdo dos efeitos da FBMV, tanto de
forma preventiva quanto terapéutica, agora com foco especifico nos perfis

celulares fundamentais para o andamento da resposta inflamatéria e sua
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resolucao, visto que nao foram encontrados estudos referentes as questdes aqui
apontadas no presente estudo, o tornando inédito e de grande valor para o meio
cientifico e também clinico- pratico, pois os beneficios de um método de
aplicagao da luz de forma unica e sistémica, garante conforto ao paciente e ao
profissional, principalmente aos atletas de alta performance, que ao levar seu
corpo a niveis extremos de esforgo estdo altamente susceptiveis a terem
diversos locais lesionados apds a pratica esportiva e depender de uma

recuperacgao rapida para retornar as suas fungoes.
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2. Justificativa

Considerando que a Fotobiomodulagdo Vascular (FBMV) tem
demonstrado efeitos sistémicos benéficos no tecido muscular, ainda ha lacunas
significativas na literatura em relagdo a compreensao dos mecanismos de acao
envolvidos nessa forma de aplicagdo. Dessa forma, torna-se essencial o
desenvolvimento de estudos e metodologias que esclaregam esses
mecanismos.

A respeito do mecanismo da luz de baixa intensidade sobre o processo
inflamatoério nas lesbes musculares agudas, ja observamos nos estudos
realizados por nossa equipe que a FBM é capaz de modular o infiltrado
inflamatorios, antecipando a chegada as células e até mesmo reduzindo a
quantidade de células inflamatérias no decorrer dos dias apdés a lesdo em
comparagao aos grupos lesionados e nao tratados, assim como melhorar outras
aspectos relacionados ao reparo muscular, tanto na modalidade de aplicagao
local ou vascular. (37,3,28,1)

Ao abordar de maneira mais especifica as questdes relacionadas ao
processo inflamatério e sua influéncia no reparo muscular, é fundamental
destacar o papel crucial dos macréfagos na determinacdo do desfecho desse
processo. O fenétipo M1 dos macréfagos desempenha uma fungéo essencial no
recrutamento de células de defesa. Contudo, quando sua atividade nao é
adequadamente regulada, pode ocorrer uma perpetuagdo do estado
inflamatdrio, resultando na n&o resolugdo da lesdo e em sua cronificagao
(9,38,39).

Por outro lado, os macréfagos de fendétipo M2 sdo indispensaveis para a
formacado de novas fibras musculares e para o reparo tecidual. Entretanto, o
desequilibrio na presenca dessas células no local lesionado pode induzir a
formagdo de fibrose, comprometendo a funcdo muscular e promovendo
alteracbes morfoldgicas significativas no tecido (9,38,39)..

Neste contexto, € fundamental compreender as principais células de
defesa envolvidas no processo de lesdo e nas fases iniciais da regeneragéo
muscular, uma vez que a resposta imunolégica desempenha um papel crucial na

recuperacao tecidual, principalmente as transigdes no fenoétipo de macrofagos,
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pois sdo ponto chaves para o reparo muscular efetivo, como apontado por Tidbal
(2017) (8). Souza et al (2018) (12) trouxe resultados promissores a respeito da
diferenciagcado de macrofagos durante a lesdo muscular aguda apos aplicagéo da
FBM no comprimento de onda infra vermelho préximo, pois foi capaz de
aumentar o numero de fendtipo M2 e aumentar a expressao de citocinas anti-
inflamatoria ja no segundo dia apds a lesdo, modulando de forma favoravel o
processo inflamatoério. Assim Identificar e avaliar o recrutamento dessas células,
especialmente os leucdcitos, permitira elucidar quais tipos celulares exercem
maior influéncia na resposta a FBMV, contribuindo para o desenvolvimento de

estratégias terapéuticas mais eficazes.
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3. Objetivos Gerais

Avaliar o efeito da FBMV utilizando o LBI na determinagao do fendtipo das
células inflamatérias em diferentes momentos durante o processo de

regeneragao apos lesao muscular aguda em modelo animal.

3.1 Objetivos Especificos:

- Avaliar o efeito da FBMV, aplicada de forma preventiva ou terapéutica, na
quantidade de macrofagos de fenétipo M1 no sitio da lesdo no musculo tibial
anterior. A analise sera realizada utilizando o marcador de anticorpo CD68+ por
meio da técnica de imuno-histoquimica, nos periodos experimentais de 1, 2, 5 e
7 dias.

- Avaliar o efeito da FBMV, aplicada de forma preventiva ou terapéutica, na
quantidade de macrofagos de fendtipo M2 no sitio da lesdo no musculo tibial
anterior. A analise sera realizada utilizando o marcador de anticorpo CD206+ por
meio da técnica de imuno-histoquimica, nos periodos experimentais de 1, 2, 5 e
7 dias.
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4. Metodologia
Os experimentos foram realizados no laboratério de pesquisa do PPG em
Medicina Biofotdnica da Universidade Nove de Julho (UNINOVE) no campus
Vergueiro apds a aprovagdo do Comité de Etica em Animais (CEUA) da
UNINOVE (N°:1273010623)

4.1 Modelo experimental

Foram utilizados 85 ratos machos, da linhagem Wistar (Rattus norvegicus:
var. albinus, Rodentia, Mammalia), ambos com doze semanas de vida, mantidos
no biotério da UNINOVE em caixas plasticas apropriadas em ambiente
climatizado com temperatura controlada (22 a 25°C), umidade relativa (40%),
luminosidade controlada com ciclo de 12h (claro/escuro) e com comida
(NUTRILAB CR-1®) e agua ad libitum.

Os animais foram distribuidos aleatoriamente nos seguintes grupos
experimentais:

- Grupo 1 — Controle: animais sem nenhum procedimento (n=5);

- Grupo 2 — Lesao: criolesdo no musculo TA dos animais (n=20);

- Grupo 3 — Sem criolesao + FBMV: criolesao no musculo TA e tratamento com
FBMV (com os parametros descritos na tabela 1) (n=20);

- Grupo 4 — FBMV prévia + Lesao: tratamento preventivo com FBMV (com os
mesmos parametros dosimétricos) 24 horas antes da criolesdo do musculo TA
(n=20);

- Grupo 5 — Lesao + FBMV pos: criolesdao no musculo TA e o tratamento com

FBMV 2 horas apds a lesdo (com os mesmos parametros dosimétricos) (n=20).

Os animais dos grupos 2, 3, 4, e 5 foram eutanasiados ap6s 1, 2,5e 7
dias, sendo cinco animais de cada grupo sacrificados em cada periodo. Os
pertencentes aos grupos controle (1) foram submetidos a eutanasia

independentemente do periodo experimental.
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Figura 1 Fluxograma do modelo experimental

4.2 Procedimento de criolesao

Os procedimentos cirurgicos foram realizados conforme descrito na
literatura (40,12,41,42,2). Realizaremos a pesagem dos animais e em seguida
os animais foram submetidos a anestesia com administragéo intraperitoneal de
1 mL/kg de 1% ketamina HCL (Dopalen, Vetbrands, Sdo Paulo, Brasil) e 2%
xilazina (Anasedan, Vetbrands, S&o Paulo, Brasil). Foram utilizadas seringas
com agulhas ultrafinas (modelo insulina, BD, Juiz de Fora, MG, Brasil) para a
administragao das drogas anestésicas. Apos a indugao anestésica, os animais
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foram posicionados em uma superficie plana e realizaremos a assepsia e
tricotomia da regido que sera submetida ao procedimento cirurgico.

Para o procedimento de criolesdo o musculo tibial anterior (TA), de ambas
as patas posteriores foram expostos cirurgicamente. O procedimento consistiu
na refrigeracéo da extremidade de uma haste metalica plana (3 mm de didmetro),
em nitrogénio liquido pelo periodo de 30 segundos e aplicagdo na superficie
ventral do musculo exposto por duas vezes, com 10 segundos de duragéo cada
aplicacao. A sutura apds a criolesao na regiao incisada com um fio de poliamida
(5.0).

Foi realizada a lubrificacdo da superficie ocular de todos os animais
utilizando gaze embebida em soro fisiologico (NaCl 0,9%) para evitar o
ressecamento, para evitar hipotermia os animais foram mantidos em caixas
plasticas sobre colchonete aquecido (36-37 °C) e ficardo sob observacdo até
estarem livres do efeito dos anestésicos.

Para diminuir o desconforto e sensacao dolorosa pds-operatorio foi
realizada a administracdo subcutanea de analgésico dipirona 50 mg/kg e
tramadol 5 mg/kg (Cloridrato de tramadol a 2%) a cada 8 horas, durante 3 dias

nos animais.

4.3 Fotobiomodulag¢ao Vascular (FBMV)

O equipamento de laser de diodo de Arseneto de galio e aluminio
(AlGaAs) Twin-laser® (MM Optics, Sao Carlos, SP, Brasil) foi utilizado para as
irradiagdes. A irradiacdo da FBMV foi realizada pontualmente e em contato com
a veial/artéria no dorso caudal dos animais com angulacéo de 90 graus e em

intimo contato com o tecido utilizando os parametros descritos na tabela 1.

FBMV

Comprimento de onda central [nm] 780
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Modo de Funcionamento continuo
Poténcia radiante média [mW] 40
Diametro de abertura [cm] 0,23
Irradiancia na abertura [mW/cm?] 1000
Area do feixe [cm?] 0,04
Tempo de exposigao [s] 80
Exposicao radiante [J/cm?] 80
Numero de pontos irradiados 1
Energia radiante por ponto [J] 3,2
Energia radiante total [J] 3,2
Técnica de aplicagao contato direto

Tabela 1 Par@metros dosimétricos da FBMV

A irradiacao foi realizada com bases nos parametros descritos por Ribeiro
et al. (2015) (43), Alves et al. (2016) (37), Brito et al. (2017) (2), Lopez et al.
(2022) (3). Para nao ocorrer a refracao do feixe do laser, a irradiacdo foi realizada
adotando um angulo de 90°C entre o emissor e a pele do animal (aplicagao

perpendicular). A terapia com FBMV foi realizada 24 horas antes da lesao
(animais grupo FBMV prévia + criolesao) ou 2 horas apés o procedimento de
criolesdo (animais grupo criolesdo + FBMV e criolesdo sem tratamento). A
irradiagao foi realizada a cada 24 h nos animais do grupo sem criolesao + FBMV.

Foram adotados intervalos de 24 horas entre os tratamentos, totalizando
1, 2, 5 e 7 sessdes para os grupos avaliados nos tempos experimentais de 1, 2,
5 e 7 dias, até a eutanasia de cada grupo experimental. A poténcia de emissao
de luz do laser foi aferida utilizando o "Laser Check power meter" (MM Optics,
Sao Carlos — SP, Brasil) em todos os procedimentos experimentais, tanto antes

de iniciar quanto ao finalizar.
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4.4 Eutanasia dos animais e remogao dos musculos

Os animais foram eutanasiados apos cada periodo experimental (1, 2, 5
e 7 dias) por meio da administragdo de uma superdose de anestésico, seguida
da remocgao do musculo tibial anterior (TA), precedida por assepsia, tricotomia e
incisdo para exposigao e retirada da amostra. Os musculos TA de ambas as
patas posteriores foram removidos, seccionados na regido central e
armazenados em refrigeracdo (-80°C) para analise microscépica através de
imunohistoquimica. Além disso, amostras de medula éssea foram coletadas do
fémur para avaliagao do recrutamento leucocitario e quantificagéo por citometria

de fluxo.

4.5 Imunomarcacao (elastase, CD68, CD206)

As amostras foram mantidas por 24 horas em solu¢do de formol a 10%.
ApOs esse periodo, os musculos foram seccionados transversalmente na regido
central da area lesionada, e submetidos a desidratagdo com banhos
consecutivos em concentragdes progressivas de alcool. Posteriormente, foram
diafanizados e incluidos em parafina. Dois cortes de 4 um de espessura foram
realizados em micrétomo (Leica RM2125, Nussloch, Alemanha) para a avaliagao
dos marcadores anti-elastase, anti-CD68 e anti-CD206. Os cortes foram
colocados em laminas de microscopia desengorduradas e silanizadas.

As laminas com os cortes histolégicos foram desparafinizadas com trés
banhos de 10 minutos em xilol, seguidos de hidratagdo em banhos sequenciais
de solugdes alcodlicas de concentragdes decrescentes. Apds esse processo, as
laminas foram lavadas com Wash Buffer 1X (EnVision™ FLEXWash Buffer (20x)
4x1ml (DM831, Referéncia K8007) e submetidas a recuperacado antigénica em
solugao de acido citrico (pH 6,0) para os marcadores CD68 e CD206, e em
solucdo Target Retrieval Solution High (EnVision™ FLEX Target Retrieval
Solution, High pH (50x) 9x30ml (DM828, Referéncia K8004)) para o marcador
Elastase. A recuperagao foi seguida de lavagens adicionais com Wash Buffer
1X.
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O bloqueio da peroxidase endogena foi realizado com incubagédo de
Peroxidase Blocking Reagent (DAKO) nas laminas, seguido de incubacéo
overnight com os anticorpos primarios anti-CD68 (1:100 - N° GTX41868 —
GenTex), anti-CD206 (1:150 - CD206/MRC1 (E6T5J) XP® Rabbit mAb #24595
— Cell Signaling) e anti-elastase (1:50 - Elastase Antibody (CELA3B/1257) —
NovusBio) para identificacdo de macréfagos M1, macréfagos M2 e neutrofilos,
respectivamente. Apds a incubagao, as laminas foram lavadas novamente com
solugdo Wash Buffer 1X (Envision Tris Tween 20) e submetidas incubacgao do
anticorpo secundario ( Envision Flex™/ HRP) por 20 minutos e apds, submetidos a
reagdo de peroxidase com cromogeno diaminobenzidina (DAB) (Envision
Flex™) | seguida de coloragdo com hematoxilina de Mayer (DINAMICA CAS (
517-28-2)). Os cortes foram desidratados e imersos em solugdes de alcool de
concentragdes crescentes, seguidas de xilol. Os mesmos procedimentos foram
realizados com as laminas do grupo controle (animais sem criolesdo e/ou

tratamento).

4.9 Quantificagao

ApOs o preparo das laminas realizamos a quantificacdo por meio de fotos
realizadas em microscopio com lente objetiva de 40X e magnitude de 400X. Para
as fotos foram escolhidas 5 areas aleatdrias de cada lamina histolégica para
posterior contagem das células marcadas por meio do software ImageJ.

O processo de contagem das células marcadas foi realizado de forma
manual seguindo os seguintes passos:

1° Iniciamos a execugdo do software ImageJ e selecionamos uma das

imagens fotografadas de forma aleatéria, conforme representado na figura 2:
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Figura 2. Processo de quantificagdo manual. (1) Iniciamos com abertura do arquivo, selecionando as fotos
de forma aleatoria

2° ApOs a selecédo aleatéria da imagem, selecionamos a ferramenta
presente na régua chamada “Point Selection Tools”, clicando com o botéo direito
do mouse sobre o icone representativo selecionamos a fungao “Multi-point Tool”,
representado na figura 3:

‘‘‘‘‘ o - %
File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
nlojc|o|/|«<EE Aol 4| >/ s8]~ | | |»
Text tool (double-click to configure) &

| 4 CDB8 20F escalajpg (50%) - 0o X
1388x1040 pixels; RGB. 5.5MB

Figura 3. Processo de quantificagdo manual. (2) passo para selegdo da ferramenta Point Slection Tools.

3°: A partir da selegdo da ferramenta iniciamos a contagem manual das

imagens circulares com tons amarronzados, onde visualizamos a representagao
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figurada de uma célula do tipo macréfago, que por sua vez esta expressando as
proteinas CD68 ou CD206. Como representado na figura 4:

File Edit Image Process Analyz

e Plugins Window Help
Euglalwlf.lél\\Alaw-i! o le) A | | |> e
il Tool

Color: |Yellow |
See: |Tiny >
¥ Label points

I~ Show on all slices

Counter: [0~

Figura 4. Processo de quantificagdo manual. (3) Marcagédo de células manualmente. (4) Obtengéo do valor
total de células marcadas.

4.8 Analise estatistica

Utilizamos o software GraphPad Prism 8.0.1 (San Diego, CA, EUA) para
elaborar a analise estatistica dos dados adquiridos. Os dados obtidos passaram
pelo teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-Wilk para
investigacao da distribuicao dos dados, apds isso os dados foram comparados
utilizando o método de analise ANOVA One Way e teste posthoc de Tukey. O

nivel de significancia adotado foi de 5% (p < 0,05).
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5.Resultados

Devido a auséncia de lesao tecidual, os grupos Controle e Nao Lesao +
FBMV nao apresentaram infiltrado inflamatério nos cortes histoldgicos, sendo,
portanto, excluidos das analises quantitativas.

Na figura 05 sdo mostradas imagens representativas da imuno-
histoquimica realizada nas laminas histoldégicas de animais do grupo controle e
na figura 6 imagens dos grupos sem criolesao + FBMV.

CONTROLE

Figura 5. (A) imagem da imunomarcagéo de CD68 realizada na lamina histolégica do grupo controle. (B).
Imagem da imunomarcagéo de CD206 realizada em uma lamina histolégico do grupo controle.

Figura 6. Imagem da imunomarcagéao realizada em uma lamina histolégica do grupo Sem criolesédo + FBMV
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5.1 Analise quantitativa de macréfagos CD68+
Na figura 07 podemos observar as imagens representativas dos

resultados descritos a seguir sobre o processo de imunomarcagéo de CD68+

nos diferentes grupos experimentais.

Lesao FBMV prévia + Lesao Lesdo + FBMV pés

Dia 01

Dia 02 4

Dia 05

Dia 07 §

Figura 7 Imagem representativa da imunomarcagdo do AC CD68+. (A). Lesao dia 01. (D). Leséo dia 02.
(G). Leséo dia 05. (J). Leséo dia 07; B. FBMV prévia + lesdo dia 01. (E). FBMV prévia + leséo dia 02. (H)
FBMYV prévia+ leséo dia 05. (K). FBMV prévia+ lesdo dia 07; (C). Lesdo + FBMV p¢s dia 01. (F) Lesdo +
FBMYV pés dia 02. (). Lesdo + FBMV pés dia 05. (L). Lesdo + FBMV pés dia 07

A imunomarcagao de células CD68+ no primeiro dia apds a criolesdo do
musculo tibial anterior revelou a presenga de infiltrado inflamatério nos grupos
submetidos a Lesao (P<0,0001), FBMV prévia + lesdo (P<0,0001) e FBMV pés
+ lesdo (P<0,0001), em comparacgao aos grupos Controle e Nao Leséao + FBMV.
No entanto, no grupo FBMV prévia + lesdo, foi observado um numero
significativamente maior de células CD68+ em comparagao aos grupos Lesao
(P<0,0001) e FBMV pés + lesao (P<0,0001). Nao houve diferenca
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estatisticamente significativa entre os grupos lesdo + FBMV pos e Leséo

(P=0,9556), conforme representado na Figura 8.

DIA 1
300+ .
mm L FSAD
1 FBMV PREVIA+LESAD
5 200 mm FBMV POS +LESAQ
1=}
= * * k
4
E — —
2 1004
2
N - B

Figura 8. Analise das células CD 68+ por imunomarcacdo apdés 1 dia dos grupos Lesdo; FBMV
préviatLesdo; Lesdo+ FBMV pds. Dados expressos em média + SEM (ANOVA/Tukey). p<0,05. (* = Leséo
vs FBMV prévia + Les&o (p< 0,0001) ; ** = FBMV prévia + Les&o vs Lesdo+ FBMV pés ( p< 0,0001))

Ao analisar as células CD68+ no dia 2, e no dia 5 (figura 10), ndo foram
observadas diferencas estatisticamente significativas (P = 0,8296) entre os

grupos lesionados.

DIA 02
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Figura 9 Analise das células CD 68+ por imunomarcagdo apdés 2 dias dos grupos Lesdo; FBMV
préviatLesdo; Lesdo+ FBMV pds. Dados expressos em média £+ SEM (ANOVA/Tukey). p<0,05.
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Figura 10. Andlise das células CD 68+ por imunomarcagdo apés 5 dias dos grupos Lesdo;, FBMV
préviatLesdo; Lesdo+ FBMV pods. Dados expressos em média + SEM (ANOVA/Tukey). p<0,05.

Apos 7 dias, os resultados de imunomarcacgéo das células CD68+ nos
grupos lesionados revelou diferencas estatisticamente significativas entre os
grupos Lesao e FBMV prévia + lesao (P < 0,0018) e entre Lesao e FBMV pos +
lesdo (P < 0,0001). Ambos os grupos que receberam FBMV apresentaram
reducédo no numero de células CD68+, em relagdo ao grupo somente lesdo mas
nao houve diferenca entre os grupo FBMV pré e pods lesdo (P = 0,2269),

conforme mostrado na Figura 11..
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Figura 11. Anélise das células CD 68+ por imunomarcacdo apés 7 dias dos grupos Leséo;, FBMV
prévia+Lesao; Lesao+ FBMV pds. Dados expressos em média + SEM (ANOVA/Tukey). p<0,05. (*** = Les&o
vs Leséo + FBMV pés (p<0,0001); * = FBMV prévia+leséo vs Leséo (p= 0,0018))
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Ao comparar a imunomarcacgao de células CD68+ ao longo dos periodos
avaliados em cada grupo lesionados, observou-se no grupo somente lesdo um
menor numero de células no dia 1, seguido por um pico significativo no dia 2.
Nos tempos de 5 e 7 dias, os niveis permaneceram elevados, sem diferenga
estatisticamente significativa entre esses periodos (p = 0,4707).

No grupo com irradiagao prévia, também foi identificado um pico no
numero de células CD68+ no dia 2 em comparagado ao dia 1 (p = 0,0002).
Contudo, ao comparar o dia 1 com os dias 5 (p = 0,8928) e 7 (p = 0,7058),
verificou-se uma estabilizagdo, indicando retorno ao numero inicial de células.

Ja no grupo irradiado apdés a lesdo, a analise revelou diferencas
estatisticamente significativas entre o dia 1 e os tempos de 2 (p = 0,0003), 5 (p
<0,0001) e 7 dias (p = 0,0053), com um pico no dia 2. Nao houve diferenca entre
os dias 2 e 5 (p = 0,2752), mas uma redugéo significativa no numero de células
foi observada entre os dias 5 e 7 (p < 0,0001). Esses resultados estao

representados na Figura 12.

GRUPOS / TEMPO
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Figura 12. Analise das células CD 68+ por imunomarcacéo apds 1,2, 5 e 7 dias dos grupos Leséo;, FBMV
prévia+Leséo; Lesdo+ FBMV pds. Dados expressos em média + SEM (ANOVA/Tukey). p<0,05.
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5.2 Analise quantitativa de macréfagos CD206+

As imagens representativas da imunomarcacdo de CD206+ nos

diferentes grupos experimentais e periodos avaliados estdo contidas na figura
13

Lesao FBMV prévia + Lesao Lesao + FBMV pés
N

Dia 01

Dia 02

Dia 05

Dia 07

Figura 13. Imagem representativa da imunomarcag¢do do AC CD206+. (A). Lesé&o dia 01. (D). Leséao dia 02.
(G). Leséo dia 05. (J). Les&o dia 07; B. FBMV prévia + lesdo dia 01. (E). FBMV prévia + les&o dia 02. (H)
FBMYV prévia+ lesao dia 05. (K). FBMV prévia+ lesdo dia 07; (C). Les&o + FBMV pés dia 01. (F) Leséo +
FBMYV pés dia 02. (). Lesdo + FBMV pés dia 05. (L). Les&o + FBMV pés dia 07

Em relagao ao tempo experimental de 01 dia observamos a presencga de
células CD206+, porém em menor quantidade nos grupos Lesao (p <0,0001) e
Lesdo + FBMV Pd6s (p <0,0001) em comparagao ao grupo de FBMV prévia +

Lesdo. Nao houve diferenga estatistica entre os grupos Leséo e Lesédo + FBMV
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pos, ndo foi identificada diferenga estatisticamente significativa no processo de

recrutamento celular (p = 0,1321), conforme evidenciado na Figura 14.
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Figura 14 Analise das células CD 206+ por imunomarcagdo apés 1 dia dos grupos Lesdo; FBMV
préviatLesdo; Lesdo+ FBMV pés. Dados expressos em média + SEM (ANOVA/Tukey). p<0,05. (* = Lesdo
vs FBMV prévia + lesdo (p<0,0001); ** = FBMV prévia+lesao vs Lesdo + FBMV pés Dados expressos em
média + SEM (ANOVA/Tukey). p<0,05. (* = Lesdo vs FBMV prévia + lesdo (p<0,0001); ** = FBMV
prévia+lesdo vs Lesdo + FBMV pds (p< 0,0001))

Apos 2 dias foi observado que o numero de células CD206+ no grupo FBMV
prévia + lesédo foi significativamente maior em comparagao ao grupo Lesao (p =
0,0225). No entanto, ndo houve diferenca estatisticamente significativa em
relacéo ao grupo Lesao + FBMV pods (p = 0,6322). Além disso, o recrutamento
celular apresentou paridade entre os grupos Lesdo e Lesédo + FBMV pds no

segundo dia (p = 0,1674), conforme ilustrado na Figura 15.
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Figura 15 Analise das células CD 206+ por imunomarcagdo apdés 2 dias dos grupos Lesdo; FBMV
préviatLesdo; Lesdo+ FBMV pos. Dados expressos em média + SEM (ANOVA/Tukey). p<0,05. (* = Les&o
vs FBMV prévia + lesdo (p= 0,0225)

Em 5 dias apés lesao foi observada uma reducéao do total de células CD
206+ em comparagdo ao dia 2, porém nao foram observadas diferencas

estatisticamente significativas entre os grupos avaliados (p> 0,05). (Figura 16)
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Figura 16 Anélise das células CD 206+ por imunomarcagdo apos 5 dias dos grupos Lesdo;, FBMV
préviatLesdo; Lesdo+ FBMV pés. Dados expressos em média + SEM (ANOVA/Tukey). p<0,05.

Apé6s 7 dias houve uma redugéo significativa do numero de células entre os
grupos Lesionados que receberam a FBMV seja previamente (p= 0,0053) ou apds a
leséo (p <0,0001) em comparagéo ao grupo somente lesionado. Ao compararmos 0s
grupos que foram irradiados é possivel observar uma redugao mais acentuada no grupo

Lesédo + FBMV pés em comparagao ao FBMV prévia + lesdo (p= 0,0482). (Figura 17)
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Figura 17 Anélise das células CD 206+ por imunomarcagdo ap6s 7 dias dos grupos Lesdo; FBMV
préviatLesdo; Lesdo+ FBMV pods. Dados expressos em média + SEM (ANOVA/Tukey). p<0,05. (* = Lesao
vs FBMV prévia + lesdo (p= 0,0053); ** = FBMV prévia+lesdo vs Lesdo + FBMV pés (p= 0,0482); Leséo vs
Leséo + FBMV pos ( p<0,0001))

Ao avaliar a influéncia do tempo nos diferentes grupos experimentais,
observou-se que ambos iniciaram o pico de recrutamento celular no segundo
dia, sendo este mais acentuado no grupo de irradiagcado prévia. Neste grupo,
houve uma diferenca estatisticamente significativa entre os dias 1 e 2 (p <
0,0001). No entanto, foi identificada uma reducao no recrutamento de células
CD206+ no dia 5, sem diferencgas significativas em relagédo ao dia 1 (p = 0,2857)
e ao dia 07 (p = 0,3549). Ainda assim, uma diferengca estatisticamente
significativa foi observada entre os dias 01 e 07 (p = 0,0317). Por outro lado, no
grupo Lesao + FBMV pads, o recrutamento celular retornou ao numero inicial no

sétimo dia apos a lesao (p = 0,2167), conforme apresentado na Figura 18.
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Figura 18. Andlise das células CD 206+ por imunomarcagédo apos 1,2, 5 e 7 dias dos grupos Lesdo; FBMV
préviatLesdo; Lesdo+ FBMV pés. Dados expressos em média + SEM (ANOVA/Tukey). p<0,05.
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6.Discussao

De acordo com a literatura, a diferenciagao de monaocitos circulantes e seu
recrutamento para o sitio lesionado tem inicio a partir de 48 horas. Isso &
consistente com o recrutamento de macréfagos de fenétipo M1 observado no
periodo experimental de 2 dias nos grupos Lesdo e Lesdo + FBMV pds. No
entanto, ao analisarmos o grupo submetido a irradiacdo preventiva, foi
observada uma antecipacdo na chegada dessas células ao sitio da les&o.
(39,44,45,46),

O estudo de Junior et al. (2020) avaliou o efeito da FBM local pés-lesao
utilizando os mesmos parametros dosimétricos (780 nm; 40 mW; 3,2 J total)
sobre o infiltrado inflamatério em um modelo de lesdo muscular aguda em ratos
idosos, que apresentam uma resposta inflamatoéria mais tardia. O estudo utilizou
tempos experimentais de 1, 3 e 7 dias apos a lesao, e os resultados mostraram
um pico de recrutamento de macréfagos CD68+ no terceiro dia no grupo tratado
com FBM local. Esses achados estédo alinhados com os resultados do presente
estudo, ao demonstrar que a FBM modulou o recrutamento desses macréfagos
durante o reparo apds lesdao aguda. Além disso, assim como a forma de
irradiacao local, a FBMV também foi capaz de influenciar esse recrutamento,
evidenciado pelo aumento observado ja no primeiro dia no grupo que recebeu
FBMV de forma preventiva.

Embora os periodos de analise entre o estudo de Junior et al. (2020) (38)
e o presente estudo sejam diferentes, os resultados indicam que tanto a FBM
local quanto a FBM vascular foram capazes de estimular o recrutamento de
macrofagos CD68+. No presente estudo, o pico de recrutamento no grupo de
irradiagcéao pos-lesao foi observado em 2 dias, enquanto o estudo de Junior et al.
(2020) (38) identificou o pico no terceiro dia, sem avaliar especificamente o
intervalo de 2 dias, o que dificulta comparacgdes diretas. Assim, ndo é possivel
afirmar se as diferengas observadas sao decorrentes da forma de aplicagao da
FBM (local ou vascular) ou do método de tratamento (preventivo ou pés-lesao),
mas os dados reforgam o potencial da FBM em modular o recrutamento dessas

células inflamatérias.
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Adicionalmente Souza et al. (2018) (12) avaliaram o efeito da FBM local
(FBML) em um modelo de lesdo muscular aguda semelhante ao presente
estudo, utilizando dois comprimentos de onda diferentes (laser vermelho 660 nm,
70 mW, energia total de 8 J, e laser infravermelho 780 nm, 70 mW, energia total
de 8 J). Seus resultados demonstraram que, em ambos os comprimentos de
onda, houve uma reducado no numero de células CD68+ dois dias apds a lesao.
Esses achados contrastam com os resultados do presente estudo, que utilizou a
técnica de FBM vascular (FBMV) com laser infravermelho (780 nm, 40 mW, 3,2
J total). No presente estudo, foi observado um pico de recrutamento de células
CD68+ no grupo Lesédo + FBMV pods-tratamento no segundo dia, enquanto no
grupo FBMV prévia houve um aumento ja no primeiro dia, seguido de um
incremento no segundo dia, estabilizando-se no quinto dia e reduzindo no sétimo
dia. No sétimo dia, os resultados do presente estudo convergiram com os de
Souza et al. (2018) (12), indicando uma semelhancga na resposta inflamatéria no
estagio final da avaliagdo. Essa diferenga temporal pode estar relacionada aos
tipos celulares presentes no campo irradiado em cada abordagem. Na FBMV, os
efeitos sdo mediados pela interagdo da luz com componentes sanguineos,
enquanto na FBML o foco é diretamente no tecido lesionado, o que pode
influenciar significativamente os padrées de recrutamento e a dinamica
inflamatoria.

Zagatto et al. (2016) (47), que investigaram os efeitos da FBM aplicada
localmente, utilizando laser ou LED em atletas de polo aquatico submetidos a
um regime rigoroso de treinamento de 4 horas diarias durante 6 dias, observaram
que a aplicagao da luz, tanto previamente quanto apés a atividade fisica, foi
capaz de modular algumas expressdes de danos musculares, como os niveis de
creatina quinase (CK) e lactato desidrogenase (LDH). Esses achados
corroboram os dados apresentados por Lopez et al. (2021) (3). No entanto, no
que diz respeito a expressao das citocinas pro-inflamatodrias avaliadas no estudo
(IL-1b e TNF-a), que sao fundamentais para o recrutamento de células de perfil
pré-inflamatério, como os macrofagos (CD68), ndo houve alteragdes
significativas nos grupos irradiados. A justificativa apresentada pelos autores
para esse resultado foi a pequena area irradiada, em funcéo da aplicacao local

da luz. Em contraste, Malavazzi et al. (2024) (28) identificaram que que a



47

irradiacdo com FBMV em ratos foi capaz de elevar os niveis de TNF-a e IL-183,
entre outras citocinas, ja no primeiro dia de tratamento, o que pode refletir um
aumento no recrutamento de macréfagos com perfil inflamatério para o local da
lesdo. Além disso, a irradiagao promoveu um aumento no numero de monaocitos
circulantes, células responsaveis pela migragao e diferenciacdo de macrofagos
no espaco extravascular. Esses efeitos foram observados tanto no segundo dia,
com a terapia preventiva, quanto no quinto dia, com a aplicagdo pos-lesao
muscular. Esses achados sugerem que a forma de aplicagédo da FBM — local ou
vascular — influencia diretamente a liberacdo de mediadores pré ou anti-
inflamatdrios. Esses mediadores, por sua vez, desempenham um papel crucial
no processo de recrutamento celular e na definicdo do curso da resposta
inflamatoria, determinando se ela resultara na perpetuacdo do processo
inflamatorio ou na sua resolugao e subsequente reparo muscular.

Em uma analise in vivo, utilizando ratos Wistar com doenca pulmonar
aguda induzida, Macedo et al (2022) (48) realizaram aplicagdes locais com laser
infravermelho nos comprimentos de onda de 808 nm; 30 mw; 1,68 J com objetivo
de investigar seu efeito sobre infiltrado inflamatorio pulmonar e mediadores
inflamatdrios como a IL -1b, concluindo que a FBM foi capaz de reduzir ambos
os parametros analisados. Seus resultados corroboram com os de Scalo et al
(2022) (49) ( 880nm, com 100mW e uma energia total de 1J) que semelhante a
Malavazzi et al (2024) (28) (780 nm, 40mW, 3,2 J total) utilizaram modelos
experimentais de lesdo muscular em ratos Wistar, embora as dosimetrias sejam
diferentes.

Em relacédo ao recrutamento e a modulacao das células do fenotipo M2,
com perfil anti-inflamatério, o presente estudo observou uma antecipacdo no
recrutamento no grupo irradiado preventivamente, com um pico de concentragao
no segundo dia em ambos os grupos (FBMV prévia e FBMV pds), em
comparagao ao grupo lesionado. Esses resultados sdo consistentes com os
observados em estudos como o de Jahani-Sherafat et al. (2024) (50), em modelo
in vitro de doencga celiaca, utilizando laser infravermelho nos comprimentos de
onda de 810nm, 1J/cm?, observaram uma redugdo da expressao de IL-6 e
aumento de TGF-b e IL-10 levando a um aumento da expressdao do marcador

CD206, o que indica um recrutamento maior de macréfagos M2, o que corrobora
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com os dados apresentados por Souza et al. (2018) (12) no grupo de irradiagéo
local com laser infravermelho ( 780nm, 70mW, 8J) . Da mesma forma, Zhang et
al (2019) (51) utilizaram a FBML em modelos in vitro de lesdo medular e
verificaram que a irradiagao foi capaz de aumentar a expressao do marcador de
macrofago M2 (ARG-1).

Visto que ndo foram evidenciados outros trabalhos que abordassem os
guestionamentos aqui levantados e estudados, o presente estudo caracteriza-se
como uma pesquisa inédita. Um dos principais diferenciais desta investigagao foi
a capacidade da FBMV, quando aplicada de forma preventiva, de antecipar o
recrutamento de células CD68+ e CD206+, bem como de células exclusivamente
CD68+, demonstrando um efeito precoce na modulagao celular.

Embora os resultados de Junior et al. (2019) (38) apontem para um
aumento na concentragdo de células M2, esse aumento foi observado apenas
apos trés dias da lesdo, seguido por uma redu¢ado mais acentuada no sétimo dia,
em comparagao ao grupo apenas lesionado. Esses achados sugerem que a
FBMV preventiva pode induzir um pico pré-inflamatério mais rapido, acelerando
a resposta inflamatoéria inicial e, consequentemente, otimizando o reparo tecidual
ao promover a chegada precoce de macréfagos pré-inflamatoérios, como os
CD206+.

Do ponto de vista clinico, € possivel supor que os resultados obtidos neste
estudo possam trazer beneficios significativos para as terapias de reabilitacao,
especialmente em atletas de alta performance. Esses individuos,
frequentemente suscetiveis a lesdes musculares, demandam recuperagdes mais
rapidas para retornarem as suas fung¢des. Assim, a aplicagao da FBMV, tanto de
forma preventiva quanto apds as lesdes, pode oferecer vantagens como a
reducdo dos sintomas inflamatérios classicos (dor, calor, rubor e edema),
decorrente de sua agédo direta sobre as células inflamatdrias, mediada pelo
método de aplicagao da luz. Dessa forma, os atletas podem realizar as atividades
de reabilitagdo de maneira mais eficaz, acelerando, assim, sua recuperagao.

A progressédo do numero de células recrutadas, tanto CD68, quanto
CD206, nos leva a sugerir que o efeito da FBMV sobre a modulacao do processo
inflamatério, a partir de uma redugéo dos numeros de células inflamatérias (27)

e antecipacao de picos de concentracio, poderia levar a um reparo mais efetivo
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do tecido muscular. Tombelem et al (2023) (5) e Martinelli et al (2022) (6)
identificaram melhora no aspecto morfolégico das fibras musculares apés a
lesdo com método de tratamento a partir a aplicacédo de FBMV. Notavelmente na
comparagao de Malavazzi et al (2024) (28), entre a irradiagao prévia e pos, 0s
aspectos morfoldgicos das fibras musculares, como a presenga de mionecrose
e formagao de novas fibras ndo divergem, o que pode nos levar a sugerir que a
FBMV prévia € capaz de antecipar o recrutamento celular mediante uma
resposta inflamatéria, mas no processo de resolugdo da inflamacéao
concomitantemente o reparo tecidual é relativamente semelhante (3). Esses
achados também nos levam a sugerir que, do ponto de vista clinico, mesmo que
a prontidao das células parega ser mais eficaz quando a luz é aplicada de forma
preventiva as lesdes, isso ndo compromete a recuperagao do tecido muscular.
Essa constatagdo nos da seguranga de que, caso nao seja possivel realizar a
aplicagao prévia da FBMV, como no caso de um atleta que execute sua atividade
sem a aplicagéo preventiva e venha a se lesionar em multiplos locais, a aplicagao

da FBMV apds o ocorrido ainda pode garantir uma boa recuperagdo muscular.
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7. Conclusao

A FBMV demonstrou efeitos positivos ha modulagéo e recrutamento dos
diferentes fendétipos de macréfagos, tanto nas formas de aplicagao preventiva
quanto terapéutica apods a lesao, antecipando o acumulo de macréfagos dos
fendtipos M1 e M2 no sitio da lesdo. No entanto, os efeitos foram mais

acentuados na aplicagéo preventiva.

Os presentes achados colaboraram com a evolugao da linha de pesquisa
do grupo a respeito das diversas respostas da FBMV no tecido muscular, o que
nos abre portas para ampliarmos nossos olhares, como investigar se os
presentes resultados encontrados séo similares em portadores de comorbidades
que podem influenciar nos reparos de tecidos, como por exemplo, as obesidades

e diabetes e futuramente evoluirmos para os ramos da pesquisa clinica.

Embora fagamos uso de paradmetros dosimetros pré estabelecidos na
nossa linha de pesquisa como ideais, ainda existem divergéncias quanto a isso,
sendo necessarias maiores pesquisas para padronizagao da dosimetria ideal,

principalmente do porto de visto clinico.
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8. Consideracgoes finais

A pesquisa destaca a flexibilidade da FBMV, que pode ser aplicada tanto na
prevencao de danos musculares quanto na recuperacao de lesées, modulando
o recrutamento de macrofagos M1 e M2. Sua versatilidade amplia sua utilidade
em contextos esportivos e clinicos. Por fim, os resultados apresentados abrem
novas perspectivas para estudos futuros, como a analise de parametros
especificos de aplicacdo e a combinagdo da FBMV com outras terapias
complementares. Esses desdobramentos podem contribuir para o
aprimoramento das estratégias de reabilitacdo e consolidar a técnica como uma

abordagem indispensavel no manejo de lesbes musculares
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