UNINOVE

- N N N N
Universidade Nove de Julho

UNIVERSIDADE NOVE DE JULHO

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM MEDICINA BIOFOTONICA

ALESSANDRA LIMA DA SILVA MARTINS

EFEITOS DA FOTOBIOMODULAGAO NA DIFERENCIAGAO, VIABILIDADE
E MIGRAGAO DE MIOBLASTOS C2C12 EXPOSTOS A DIFERENTES
CONCENTRAGOES DE DEXAMETASONA DURANTE A INDUGAO DA
DIFERENCIAGAO

Sao Paulo, SP

2025



UNINOVE

. N N N N
Universidade Nove de Julho

ALESSANDRA LIMA DA SILVA MARTINS

EFEITOS DA FOTOBIOMODULAGAO NA DIFERENCIAGAO, VIABILIDADE
E MIGRAGCAO DE MIOBLASTOS C2C12 EXPOSTOS A DIFERENTES
CONCENTRAGOES DE DEXAMETASONA DURANTE A INDUGAO DA
DIFERENCIAGAO

Dissertagao apresentada a Universidade Nove de Julho,
para Defesa de Mestrado em Medicina - Biofoténica.

Orientadora: Prof? Dr?. Raquel Agnelli Mesquita Ferrari

Sao Paulo, SP
2025



UNINOVE

. N N N N
Universidade Nove de Julho

FICHA CATALOGRAFICA

Martins, Alessandra Lima da Silva.

Efeitos da fotobiomodulagdo na diferencia¢do, viabilidade ¢
migracao de mioblastos C2C12 expostos a diferentes concentragdes de
dexametasona durante a inducao da diferenciacdo. / Alessandra Lima
da Silva Martins. 2025.

65 f.

Dissertagao (Mestrado)- Universidade Nove de Julho - UNINOVE,
Sao Paulo, 2025.

Orientador (a): Prof*. Dr*. Raquel Agnelli Mesquita Ferrari.

1. C2C12. 2. Atrofia muscular. 3. Fotobiomodulagao. 4.

Dexametasona. 5. Regeneragdo muscular.
I. Ferrari, Raquel Agnelli Mesquita.  II. Titulo

CDU 615.831




UNINOVE

. N N N N
Universidade Nove de Julho

Sao Paulo, 10 de dezembro de 2025.

TERMO DE APROVACAO

Aluno (a): Alessandra Lima da Silva Martins

Titulo da Dissertacao: “Efeitos da fotobiomodulagao na diferenciagao, viabilidade e
migracao de mioblastos C2C12 expostos a diferentes concentragdes de
dexametasona”.

Presidente: PROF?. DR® RAQUEL AGNELLI MESQUITA FERRARI ‘éjf’ﬂ/\\léﬁmmﬁ

Membro: PROF?. DR®. MARIA FERNANDA SETUBAL DESTRO RODRIGUESM

Membro: PROF2. DR?. MONICA ROSAS DA COSTA IEMMA _M\Sni o X b Collo. Trrnnes




DEDICATORIA

Aos meus sobrinhos, com amor.
Que o meu exemplo mostre a eles
que nunca é tarde para buscar o
conhecimento e realizar sonhos!



AGRADECIMENTOS

A Deus, por me sustentar em todos os momentos desta caminhada e me dar
forgas para seguir em frente, mesmo diante dos desafios.

A minha familia, base da minha vida, pelo apoio e amor incondicional.

Aos meus amigos do trabalho, que sempre me incentivaram e compreenderam
a importancia deste percurso, oferecendo suporte e palavras de encorajamento
nos momentos mais necessarios.

A Universidade Nove de Julho, pela oportunidade de crescimento académico e
pela estrutura oferecida ao longo da realizagao deste mestrado.

A todos os professores que contribuiram para minha formacgao, compartilhando
conhecimento, experiéncia e dedicagdo. Em especial, agradego a minha
orientadora, Prof.2 Raquel, por ter me acolhido como sua aluna, por sua

orientacdo cuidadosa e por acreditar no meu potencial.

A Taina, pela ajuda indispensavel, pela generosidade e por estar sempre
disposta a colaborar em cada etapa deste trabalho.

Aos amigos que conquistei ao longo desses dois anos, que me acolheram com
carinho e fizeram desta experiéncia algo mais leve, especial e inesquecivel.

Por fim, agradec¢o ao Claudio e a Rosani pela amizade sincera, parceria e por
todos os momentos que compartilhamos durante esse periodo.

Sou profundamente grata por ter vivido essa jornada ao lado de pessoas tao
especiais.

Muito obrigada



FINANCIAMENTOS

O presente trabalho foi realizado com apoio da Universidade Nove de Julho
(UNINOVE), por meio do Programa de Bolsas para Formagao do Pesquisador,
e da Coordenacgao de Aperfeigoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES),
processo n° 88887.133947/2025-00.



RESUMO

O musculo esquelético mantém sua fungdo por meio do equilibrio entre
proliferagcao, diferenciacdo e regeneragao, processos dependentes da ativagao
das células satélites. Apds leséo, essas células originam mioblastos que se
diferenciam e reconstituem as fibras musculares. A dexametasona, apesar de
eficaz como anti-inflamatorio, compromete esse reparo ao induzir atrofia
muscular e outros efeitos metabdlicos adversos. A fotobiomodulagao apresenta
potencial para melhorar viabilidade, proliferagao e diferenciacédo de mioblastos,
além de modular a inflamagao e favorecer o trofismo muscular, possivelmente
por mecanismos mitocondriais. Porém, ainda ha poucos estudos avaliando sua
acgao frente a atrofia induzida por glicocorticoides. Assim, o objetivo deste estudo
foi avaliar os efeitos da FBM sobre a diferenciagao, viabilidade, migragéao e
sintese de citocinas inflamatérias em mioblastos da linhagem C2C12 expostos a
diferentes concentragbes de DEXA. Foram analisadas cinco condigdes
experimentais: células C2C12 em meio proliferativo; células em meio de
diferenciagao expostas a FBM; grupo controle apenas em meio de diferenciagao;
células tratadas com DEXA (5, 10 ou 200 uM) durante a diferenciacao; e células
tratadas com DEXA nas mesmas concentragdes associadas a FBM. Os grupos
FBM foram irradiados utilizando laser de 780 nm, 70 mW de poténcia, 15
segundos de exposicdo e exposi¢ao radiante de 26,25 J/icm? A viabilidade,
proliferacdo e migragcao foram avaliadas pelas técnicas de MTT, Cristal Violeta e
Ensaio de Ferida respectivamente. A diferenciagdo dos mioblastos foi avaliada
por meio da contagem de nucleos e indice de fusdo usando a coloracdo May
Grunwald e Giemsa. As citocinas IL-6 e TNF- a foram quantificadas pela técnica
de ELISA. Foram realizados trés experimentos independentes e as analises
realizadas nos periodos de 24, 48 e 72h. Todos os resultados foram submetidos
a analise estatistica. Os resultados deste estudo mostraram que a DEXA reduziu
a viabilidade dos mioblastos C2C12 de forma dependente do tempo e da
concentracdo, com maior citotoxicidade nas doses de 10 e 200 uM. A FBM
atenuou parcialmente esses efeitos, preservando a viabilidade e estimulando a
proliferagcao principalmente entre 24 e 48 h. Na diferenciagao, a DEXA diminuiu
a formacgéao de miotubos e o indice de fusdo, enquanto a FBM isolada favoreceu
a miogénese e, quando associada a DEXA, reduziu parte do prejuizo, mantendo
células mais alongadas e organizadas. O ensaio de migracdo mostrou que a
DEXA comprometeu o fechamento da ferida ao longo do tempo, e que a FBM
ndo conseguiu reverter esse efeito nas condi¢des testadas. As citocinas IL-6 e
TNF-a também foram suprimidas de maneira tempo- e dose-dependente pela
DEXA, e a FBM modulou parcialmente essa queda. Em conjunto, os achados
indicam que a FBM exerce efeitos protetores sobre mioblastos expostos a
dexametasona, favorecendo processos bioenergéticos, proliferativos e iniciais
da diferenciacao, ainda que suas acgdes sejam limitadas frente a concentragdes
mais altas do farmaco. Esses resultados sugerem que a FBM pode ser uma
estratégia promissora para mitigar efeitos deletérios de glicocorticoides, embora
estudos adicionais sejam necessarios para aprofundar seus impactos na
migrac¢ao e na modulagao inflamatoria.



Palavras-chave: C2C12, atrofia muscular, fotobiomodulagdo, dexametasona,

regeneragdo muscular.
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ABSTRACT

Skeletal muscle preserves its function through a balance of proliferation,
differentiation, and regeneration, processes that depend on the activation of
satellite cells. Following injury, these cells give rise to myoblasts, which
differentiate and restore muscle fibers. Although dexamethasone is an effective
anti-inflammatory agent, it compromises muscle repair by inducing atrophy and
other adverse metabolic effects. Photobiomodulation has the potential to
enhance myoblast viability, proliferation, and differentiation, as well as modulate
inflammation and support muscle trophism, possibly through mitochondria-
dependent mechanisms. However, few studies have examined its effects in
glucocorticoid-induced atrophy. The aim of this study was to assess the effects
of PBM on differentiation, viability, migration, and inflammatory cytokine
production in C2C12 myoblasts exposed to different concentrations of
dexamethasone (DEXA). Five experimental conditions were analyzed: C2C12
cells in proliferation medium; cells in differentiation medium exposed to PBM; a
differentiation-medium control; cells treated with DEXA (5, 10, or 200 yM) during
differentiation; and cells treated with the same DEXA concentrations in
combination with PBM. PBM groups were irradiated with dosimetric parameters
using a 780-nm laser, 70 mW output power, 15-second exposure, and a radiant
exposure of 26.25 J/cm?. Cell viability, proliferation, and migration were evaluated
using the MTT assay, crystal violet staining, and wound-healing assay,
respectively. Myoblast differentiation was assessed by nuclear counting and
fusion index using May—Grinwald—Giemsa staining. IL-6 and TNF-a levels were
quantified by ELISA. Three independent experiments were performed, and
analyses were conducted at 24, 48, and 72 hours. All data were subjected to
statistical analysis. The results showed that DEXA reduced C2C12 viability in a
time- and concentration-dependent manner, with greater cytotoxicity at 10 and
200 uM. PBM partially attenuated these effects, preserving viability and
promoting proliferation, particularly between 24 and 48 hours. During
differentiation, DEXA impaired myotube formation and decreased the fusion
index, whereas PBM alone enhanced myogenesis and, when combined with
DEXA, mitigated part of the damage, maintaining more elongated and organized
cells. The migration assay revealed that DEXA impaired wound closure over time,
and PBM did not reverse this effect under the tested conditions. IL-6 and TNF-a
levels were also suppressed by DEXA in a time- and dose-dependent manner,
and PBM partially modulated this reduction. Taken together, these findings
indicate that PBM exerts protective effects on myoblasts exposed to
dexamethasone by supporting bioenergetic, proliferative, and early differentiation
processes, although its efficacy is limited at higher drug concentrations. These
results suggest that PBM may be a promising strategy to mitigate glucocorticoid-
induced damage, although further studies are needed to clarify its impact on
migration and inflammatory modulation.

Keywords: C2C12, muscle atrophy, photobiomodulation, dexamethasone,
muscle regeneration.
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DESTAQUES

1.

O estudo investiga a interagao entre fotobiomodulagéo e dexametasona,
tema pouco explorado na literatura, especialmente em modelos de atrofia

muscular in vitro.

Inclui ampla faixa de concentracbes de dexametasona para simular

diferentes condigdes de exposi¢cao farmacoldgica.

Utiliza multiplos paréametros de avaliagao celular (viabilidade, proliferagéo,
migracdo, morfologia e sintese de citocinas), permitindo analise

abrangente dos efeitos.

Emprega protocolo padronizado de fotobiomodulagdo com parametros

precisos, garantindo reprodutibilidade experimental.

Potencial de aplicagao translacional para o desenvolvimento de
estratégias terapéuticas destinadas a minimizar a perda muscular

associada ao uso prolongado de glicocorticoides.
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HIGHLIGHTS

1. The study investigates the interaction between photobiomodulation and
dexamethasone, a topic scarcely explored in the literature, especially in in

vitro models of muscle atrophy.

2. It includes a wide range of dexamethasone concentrations to simulate

different pharmacological exposure conditions.

3. It uses multiple cellular evaluation parameters (viability, proliferation,
migration, morphology, and cytokine synthesis), allowing a comprehensive

analysis of the effects.

4. It employs a standardized photobiomodulation protocol with precise

parameters, ensuring experimental reproducibility.

5. It holds translational application potential for the development of
therapeutic strategies aimed at minimizing muscle loss associated with

prolonged glucocorticoid use.
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RESUMO PARA LEIGOS

Os nossos musculos sdo importantes para tudo o que fazemos: caminhar,
levantar da cadeira, segurar objetos e manter a postura. Para que funcionem
bem, eles contam com células especiais capazes de se renovar e ajudar na
recuperacao quando ha algum machucado. Porém, alguns remédios muito
usados, como a dexametasona, podem enfraquecer os musculos quando
tomados por muito tempo ou em altas dosagens. Neste trabalho, estudamos se
a fotobiomodulagdo, uma técnica que usa luz, parecida com a de um laser
terapéutico, poderia ajudar a proteger as células dos musculos contra esses
efeitos ruins da dexametasona. Para isso, usamos células musculares cultivadas
em laboratorio e observamos se elas conseguiam sobreviver melhor, crescer,
formar novas fibras e se movimentar para “fechar” uma ferida simulada. O que
encontramos foi que a dexametasona realmente prejudica essas células, mas a
fotobiomodulag&o ajudou a diminuir parte desse dano. As células tratadas com
luz conseguiram se manter mais vivas, crescer mais e comegar o processo de
formar novas fibras musculares. Por outro lado, a luz ndo conseguiu melhorar
totalmente a capacidade dessas células de se moverem, que também é
importante para a cicatrizagdo. No geral, nossos resultados mostram que a
fotobiomodulacdo pode ser uma aliada importante para reduzir os efeitos
negativos da dexametasona sobre os musculos. Embora n&o resolva tudo, ela
ajuda as células a continuarem funcionando e iniciando o processo de
regeneragao. No futuro, mais estudos poderdao mostrar como essa técnica pode
ser aplicada de forma ainda mais eficaz para proteger o musculo.
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1 CONTEXTUALIZAGAO

1.1 Células musculares

O musculo esquelético é um dos principais tecidos do organismo, sendo
fundamental para a sustentagdo do esqueleto, locomogéo e postura (Li et al.,
2023). Apresenta relevancia central no metabolismo energético, sendo o
principal sitio de captagdo de glicose apos ingestdao alimentar, o que é
determinante para a homeostase glicémica. Alteracbes nesse processo
favorecem a resisténcia a insulina, condicido frequentemente observada em
individuos com obesidade ou sedentarios (Merz; Thurmond, 2020).

O tecido muscular € um tecido extremamente suscetivel a lesodes,
sobretudo em situagbes de sobrecarga mecanica ou estresse oxidativo.
Contudo, possui notavel capacidade regenerativa apds lesdo ou em doencgas
como distrofias musculares. Esse processo € conduzido principalmente pelas
células satélites localizadas entre a lamina basal e a membrana das fibras
musculares (Li et al., 2025; Tedesco et al., 2010). Em condigdes fisiologicas, as
células satélites permanecem em estado quiescente, sendo ativadas por
estimulos como lesao, sobrecarga mecanica ou sinais provenientes do proprio
midcito. Uma vez ativadas, proliferam e diferenciam-se em mioblastos, que se
fundem a fibras pré-existentes ou formam novas fibras, contribuindo para a
adicdo de mionucleos e preservagdo do dominio mionuclear ( Li et al., 2025;
Pallafacchina et al., 2013) .

Assim a integridade estrutural e funcional do tecido muscular esquelético
depende de um equilibrio dindmico entre os processos de proliferacao,
diferenciagcado e regeneragao celular, os quais podem ser comprometidos em
diversas condigdes fisiopatoldgicas (Bentzinger et al., 2012).

Lesdes musculares representam um dos traumas mais frequentes em
individuos fisicamente ativos, exigindo intervencgdes terapéuticas eficazes para
garantir recuperacgao tecidual adequada (Kim et al., 2018). Além disso, condi¢des
como cancer, infecgdes cronicas, doengas neurodegenerativas, envelhecimento

e o uso prolongado de determinados farmacos podem desencadear um processo
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multifatorial de perda de massa e fungao, caracterizando a atrofia muscular
esquelética (Yin et al., 2021).

Nesse contexto, os mioblastos da linhagem C2C12, derivados de musculo
esquelético de camundongos, constituem um modelo experimental amplamente
utilizado para investigar a biologia muscular, incluindo processos de
regeneracao, degeneragao e estratégias terapéuticas (Bentzinger et al., 2012;
Lovisetto et al., 2022). Essas células apresentam elevada capacidade
proliferativa e de diferenciacdo, formando miotubos multinucleados quando
submetidas a condi¢des indutoras especificas (Li et al., 2023). No entanto esse
processo pode ser comprometido em diversas condi¢des fisiopatologicas e pelo
uso prolongado de determinados farmacos como os glicocorticoides,
amplamente utilizado na pratica clinica, porém associados a importantes efeitos

adversos sobre o tecido muscular (Lee et al., 2021).

1.2 Dexametasona

A dexametasona (DEXA) €& um glicocorticoide sintético de acéao
prolongada, amplamente reconhecido por seus potentes efeitos anti-
inflamatdrios e imunossupressores (Chang; Kong, 2020). Segundo De Bosscher
et al. (2010a), os glicocorticoides sdo aplicados no tratamento de doengas
inflamatdrias e autoimunes, transplantes de 6rgaos e tecidos e alguns tipos de
cancer. Sua estrutura quimica confere maior estabilidade e afinidade pelo
receptor de glicocorticoides, resultando em uma resposta farmacolégica mais
intensa e duradoura quando comparada aos glicocorticoides enddégenos, como
o cortisol (Rhen; Cidlowski, 2005).

No entanto, a administracdo crénica ou em concentragdes elevadas de
glicocorticoides, como a DEXA, pode provocar efeitos adversos expressivos,
incluindo imunossupressao, resisténcia a insulina e atrofia do tecido muscular
esquelético (Lee et al., 2021; Oakley; Cidlowski, 2013). A atrofia é caracterizada
pela reducido do tamanho das fibras musculares, resultante do catabolismo de
proteinas musculares, com consequente diminuicdo da massa e funcao

muscular (Bonaldo; Sandri, 2013).
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Estudos demonstram que a atrofia muscular induzida pela DEXA ocorre
por mecanismos que envolvem aumento de protedlise, estresse oxidativo e
regulacao negativa de fatores miogénico (Chang; Kong, 2020; Ulla et al., 2021).
Para De Bosscher et al. (2010a), tais efeitos decorrem em grande parte da
ativagdo do receptor de glicocorticoide e da subsequente indugdo de genes
relacionados com a expressdo de mediadores do catabolismo muscular.
Segundo De Bosscher et al. (2010b), os efeitos da ativagao dos receptores de
glicocorticoides atuam tanto em mecanismos de transativagédo, induzindo a
expressdo de genes relacionados ao metabolismo energético, quanto de
transrepressao, inibindo fatores de transcrigao pro-inflamatérios. Essa dualidade
explica a combinagdo entre os efeitos terapéuticos e colaterais dos
glicocorticoides em geral.

Schakman et al. (2009) destacam que, no tecido muscular, a DEXA
provoca um desequilibrio entre sintese e degradacéo de proteinas. Esse efeito
ocorre porque o farmaco suprime a atividade anabdlica associada a via IGF-
1/Akt/mTOR e, paralelamente, intensifica mecanismos catabdlicos,
especialmente o sistema ubiquitina-proteassoma, favorecendo o aumento de
Atrogin-1 e MuRF-1. A droga também estimula a producdo de miostatina,
reforcando o carater antianabdlico do processo. Em conjunto, esses eventos
fazem da dexametasona um modelo amplamente utilizado para indugao de
atrofia muscular tanto in vitro quanto in vivo, o que explica o crescente interesse
em investigar seus efeitos em mioblastos C2C12.

Jiang et al. (2019) observaram que a proteina total de Panax Ginseng, um
composto bioativo, aumentou a viabilidade celular e o didmetro de miotubos
C2C12 tratados com 200 uyM de DEXA por 24 horas, além de melhorar o
consumo de glicose por meio da ativagao das vias AMPK e PI3K/Akt, reduzindo
assim marcadores de atrofia muscular.

Em outro estudo, Wang et al. (2021), induziram a diferencia¢ao de células
C2C12 em miotubos para investigar os efeitos do 20(S)-ginsenoside Rg3 (S-
Rg3) na atrofia muscular induzida por DEXA nas concentragbes 25, 50, 100 e
200 uM por 24 e 48h. Foi observado que o S-Rg3 protege os miotubos C2C12
contra a atrofia induzida por DEXA, restaurando a fungdo mitocondrial e
reduzindo a ativagao da via AMPK/FoxQO3.
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Sani et al. (2021) também estudaram a atrofia muscular induzida por
DEXA e demonstraram que curcuminoides extraidos de curcuma longa foram
capazes de reduzir a expressao dos genes Atrogin-1 e MuRF-1, sugerindo efeito
inibitério sobre a via proteolitica associada a atrofia.

Entretanto, os efeitos da DEXA em células C2C12 podem variar conforme
o estagio de diferenciagao celular. Han et al. (2017) observaram que, quando
aplicada em mioblastos, a DEXA pode exercer efeito anabdlico, favorecendo a
fusdo celular, o aumento do didmetro e a expressao de proteinas estruturais,
além de reduzir marcadores catabodlicos. Por outro lado, em miotubos ja
diferenciados, a DEXA induziu atrofia, evidenciada pela reducao do diametro,
diminuicdo da expressao de miosina de cadeia pesada e aumento de atrogin-1.

Belanto et al., (2010) ao estudarem a disferlinopatia, que € uma distrofia
muscular rara, demonstraram que a DEXA foi capaz de reverter parcialmente o
defeito na fusdo miogénica em células C2C12 deficientes em disferlina. Esses
achados demonstram que os efeitos da DEXA sobre o musculo esquelético
podem tanto induzir atrofia quanto favorecer a diferenciacdo miogénica em

condicbes especificas, podendo ser modulados por intervencdes associadas.

Tabela 1. Revisdo da literatura incluindo estudos que objetivaram avaliar a atrofia muscular
induzida por diferentes concentragdes de dexametasona.

Artigo DEXA (pM) Tratamento aplicado na pesquisa
Chang; Kong, (2020) 100 Irisina (associada ao exercicio)
Hah et al., (2022) 1 B-sitosterol

Han et al., (2017) 1,10 e 100 Insulina

Jeong et al., (2024) 1 Acetyl genistin

Jiang et al., (2019) 200 Panax Ginseng

Kurera et al., (2024) 10 Crassostrea nippona

Lee et al., (2021) 5 Chrysanthemum zawadskii Herbich

Sani et al., (2021) 1 Curcuminoides purificados da curcuma longa
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Wang et al., (2021) 25, 50, 100 e 200 20(S)-ginsenoside Rg3
Yoo et al., (2024) 50 Extrato da raiz de Gromwell
Yoshioka et al., (2023) 1 Diosgenina (Sapogenina esteroidal de plantas)

Embora a DEXA configure-se como uma ferramenta terapéutica
altamente eficaz na modulacdo da inflamagao e da resposta imune, seu uso
requer individualizacdo e monitoramento rigoroso, considerando a delicada
relacdo entre beneficios terapéuticos e potenciais efeitos adversos (Oakley;
Cidlowski, 2013; Rhen; Cidlowski, 2005; Schakman et al., 2009; Schakman et
al., 2013). A compreensdo abrangente de seus mecanismos moleculares de
agao, bem como de seus impactos fisiolégicos, é essencial ndo apenas para seu
uso clinico seguro, mas também para a conducgao de estudos experimentais que
visem explorar estratégias capazes de mitigar seus efeitos deletérios. Nesse
contexto, abordagens n&o farmacologicas com potencial citoprotetor e
modulador do metabolismo células tém despertado crescente interesse, como a

fotobiomodulacéo.

1.3 Fotobiomodulagao

A fotobiomodulacdo (FBM) consiste na aplicacdo de fontes de luz nao
ionizantes, incluindo lasers e LEDs, em comprimentos de onda do espectro
visivel e infravermelho (620 — 1440 nm), com capacidade de modular processos
celulares e biolégicos sem causar aquecimento local (Hernandez-Bule et al.,
2024). E uma terapia reconhecida por seus efeitos anti-inflamatérios e
analgésicos, sendo utilizada em diferentes contextos clinicos, como lesdes
musculoesqueléticas, doencas neurodegenerativas, cicatrizagdo de feridas e
neuropatias periféricas (De Freitas; Hamblin, 2016).

A FBM exerce influéncia direta sobre a atividade mitocondrial interagindo
com o citocromo c¢ oxidase (CCO), desencadeando uma série de respostas
bioenergéticas e sinalizadoras. Esse processo aumenta a sintese de ATP,

modula espécies reativas de oxigénio (ROS), o6xido nitrico (NO) e calcio
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intracelular, ativando vias de transcricdio como NF-kB, PI3K/Akt e ERK,
associadas a efeitos anti-inflamatorios, citoprotetores e regenerativos (De
Freitas; Hamblin, 2016; Hernandez-Bule et al., 2024). Como descrito por Quirk e
Whelan (2020), certos comprimentos de onda conseguem alterar a relagao entre
a CCO e o oxido nitrico (NO), desfazendo a ligagao inibitéria do NO ao sitio heme
da enzima e permitindo que a respiragdo mitocondrial seja restabelecida. Essa
modulagao inicial desencadeia ajustes na produgao de ATP, espécies reativas e
sinalizagdo redox. Hamblin et al. (2017) destaca que essas alteragdes
mitocondriais repercutem em vias anti-inflamatdrias, reduzindo mediadores pré-
inflamatérios e favorecendo mecanismos de reparo. Assim, a FBM atua
combinando efeitos fotoquimicos imediatos na mitocdndria com respostas
celulares mais amplas que contribuem para sua agao terapéutica.

A literatura demonstra que a FBM com laser modula parédmetros
essenciais da biologia de mioblastos C2C12, incluindo viabilidade, proliferagéo
e diferenciacdo miogénica. As células C2C12, derivadas de células satélites de
musculo esquelético murino, constituem modelo consolidado para o estudo dos
estagios de ativagao, proliferacado e fusdo mioblastica, bem como para analise
da expressao de fatores reguladores da miogénese, como MyoD e myogenin
(Oliveira et al., 2014). Segundo Hamblin et al. (2017), a FBM em modelos
musculares mostrou ser capaz de atenuar o estresse oxidativo, reduzir a
expressao de citocinas pro-inflamatoérias como IL-6 e TNF-a, além de preservar
a integridade das fibras musculares, contribuindo para a recuperagéo da fungéo
contratil.

Em estudos conduzidos previamente por nosso grupo de pesquisa foi
demonstrado o efeito modulatério de lasers e LEDs em células musculares
C2C12. Dentre esses trabalhos, Andreo et al. (2018) avaliaram o impacto da
FBM associada ao transplante de mioblastos C2C12 em musculo esquelético
lesionado. O grupo com lesao muscular que recebeu mioblastos inoculados
apresentou, no primeiro dia pds-lesdo, aumento do infiltrado inflamatério, maior
numero de fibras imaturas e redugcdo na quantidade de macrofagos. Em
contraste, o grupo lesdo + mioblastos inoculados + fotobiomodulagéo apresentou
um comportamento distinto com aumento do infiltrado inflamatério aos dias 1 e

3, aumento do numero de macréfagos no dia 3, aumento da densidade de vasos
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sanguineos aos dias 3 e 7, além de reduc¢ao da mionecrose, reducdo do infiltrado
inflamatorio e melhor organizagédo das fibras colagenas no sétimo dia. Esses
resultados demonstram que a FBM modula dinamicamente fases iniciais e
tardias do reparo muscular, favorecendo angiogénese, organizagao da matriz e
resolucdo progressiva da inflamagéo, potencializando os efeitos biolégicos do
transplante de mioblastos C2C12.

Estudos mais recentes também tém ampliado a compreensao dos efeitos
da FBM em mioblastos. Lovisetto et al. (2022) investigaram a acao de fontes
infravermelhas (laser 780 nm e LED 850 nm, 40-70 mW) sobre proliferagéo,
migracgao e indice de fusdo em C2C12. A FBM aumentou significativamente a
proliferagdo e a migracao, especialmente na poténcia de 70 mW; entretanto, nao
houve alteracao no indice de fusao, indicando que, sob os parametros testados,
a FBM atua principalmente nas fases iniciais da miogénese, sem influenciar a
fusdo mioblastica.

Em ambiente inflamatério complexo, Dos Santos et al. (2020)
investigaram C2C12, tratadas ou nao com laser, cultivadas com meio
condicionado por macréfagos M1, previamente tratados ou ndo com FBM (780
nm, 70 mW, 1 J). A irradiagédo reduziu a sintese de 6xido nitrico (NO) tanto em
mioblastos cultivados em condicao de proliferacao e diferenciagao e diminuiu a
produgdo de IL-6 e TNF-a, demonstrando que a FBM exerce acédo anti-
inflamatdria e redutora de estresse oxidativo mesmo na presenca de mediadores
pré-inflamatérios derivados de macréfagos M1. O estudo demonstrou que o uso
combinado da FBM em macrofagos e mioblastos, potencializa os efeitos
benéficos na recuperacdo muscular. Esses achados sugerem que a FBM
favorece um microambiente mais adequado para a progressao da diferenciagao
miogénica.

Victor et al. (2021) avaliaram mioblastos expostos ao lipopolissacarideo
(LPS) tratados com FBM (780 nm, 10 ou 40 mW), observando modulac¢ao
dependente da dose na viabilidade celular e reducao da sintese de NO, sem
modificagdo nos niveis de IL-6. Esses resultados reforcam que os efeitos da FBM
em ambientes inflamatdrios sdo predominantemente relacionados a regulagao

de vias bioenergéticas e redox.
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Em conjunto, os estudos disponiveis demonstram que a FBM modula
processos essenciais da biologia de mioblastos C2C12, incluindo viabilidade,
proliferagdo e migragdo, além de atuar de forma significativa sobre vias
inflamatdrias e oxidativas, especialmente na presenca de mediadores proé-
inflamatorios. Os achados de Andreo et al. (2018) revelam que esses efeitos
celulares se traduzem em beneficios funcionais no reparo muscular in vivo,
destacando o potencial da FBM como estratégia adjuvante em protocolos de
regeneracao muscular. No entanto, parametros relacionados a fusao mioblastica
permanecem pouco responsivos a determinados regimes de irradiagao,
indicando a necessidade de otimizacdo dos parametros Opticos e
aprofundamento dos mecanismos moleculares envolvidos (Andreo et al., 2018;
Lovisetto et al., 2022; Dos Santos et al., 2020; Victor et al., 2021).

Em adicdo, outros estudos na literatura descrevem o efeito modulatério
da FBM sobre células musculares. Neste contexto Ferraresi et al., (2015),
observaram que a FBM (irradiagdo de 780 nm, 10 mW) em células C2C12
induzidas a diferenciagao, favoreceu o aumento da atividade de CK apds 72h e
da viabilidade celular apos 24, 48 e 72h. Entretanto, Lovisetto et al., (2022)
avaliou os efeitos da FBM em mioblastos utilizando diferentes fontes de luz
infravermelha e com diferentes parametros dosimétricos, onde a poténcia de 70
mW mostrou-se mais eficaz na proliferacdo e migracao destas células.

Nguyen et al., (2014) demonstraram que a exposi¢ao de células C2C12 a
luz no infravermelho préximo promoveu a fosforilagdo de proteinas sinalizadoras
como AMPK e p38 MAPK, com consequente aumento da expressao de PGC-1a
e SIRT1, componentes fundamentais para a adaptacdo bioenergética e
diferenciacdo muscular. Esses mecanismos sugerem que a FBM nao apenas
preserva a viabilidade celular, mas também pode otimizar o metabolismo
oxidativo, favorecendo a regeneragdo muscular mesmo em condi¢cdes adversas.

Apesar das evidéncias de que a FBM modula processos essenciais da
biologia dos mioblastos, como a viabilidade e proliferagao, ainda nao ha estudos
que avaliem seus efeitos em modelos de atrofia muscular induzida por

glicocorticoides, como a DEXA.
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2 JUSTIFICATIVA

Apesar dos avancgos recentes demonstrando que a fotobiomodulagao
(FBM) modula processos fundamentais da biologia dos mioblastos, como
viabilidade, proliferagdo, migragéo e resposta inflamatoria, até o momento n&o
foram identificados estudos que investiguem sua aplicagdo em modelos de
atrofia muscular induzida por glicocorticoides, como a dexametasona. Esse tipo
de atrofia permanece um desafio clinico relevante, uma vez que o0 uso
prolongado de glicocorticoides compromete a integridade estrutural e funcional
do musculo esquelético. Assim, compreender mecanismos capazes de mitigar
os efeitos catabdlicos induzidos por dexametasona € essencial para o
desenvolvimento de estratégias terapéuticas mais seguras e eficazes.

Nesse contexto, o presente estudo se justifica pela necessidade de
investigar se a FBM é capaz de atenuar o dano celular, modular vias associadas
a inflamacéo e ao estresse oxidativo e favorecer a progressao miogénica em
mioblastos expostos a dexametasona. A hipétese é que a FBM, ao influenciar
vias redox e bioenergéticas previamente descritas na literatura, possa aumentar
a viabilidade celular, preservar o potencial proliferativo, estimular a diferenciacéo
e melhorar a capacidade migratéria das células mesmo em condi¢des adversas
induzidas pelo farmaco.

Adicionalmente, a FBM destaca-se como um recurso nao invasivo, de facil
aplicacao e com perfil de seguranga favoravel, caracteristicas que reforgam seu
potencial translacional para futuras aplicagdes clinicas. A utilizagao da linhagem
C2C12, amplamente reconhecida como modelo confiavel para investigacao da
miogénese e dos efeitos de estimulos externos sobre células musculares,

fortalece a robustez metodoldgica e a relevancia dos resultados esperados.
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3 OBJETIVOS

31 Geral

Avaliar os efeitos da FBM sobre viabilidade, migracao, a diferenciagao, e
a sintese proteica de citocinas em células musculares C2C12 expostas a
diferentes concentracbes de dexametasona durante o processo de inducdo da

diferenciacao.

3.2 Especificos

Avaliar, in vitro, os efeitos da FBM em mioblastos C2C12 em meio de
diferenciacao, expostos as concentragdes de 5, 10 e 200 yM de dexametasona,

nos periodos de 24, 48 e 72h, no que se refere:

¢ Viabilidade celular por meio do ensaio de MTT

¢ Proliferacao celular por meio da avaliacdo da coloracéo de Cristal Violeta;
e Aspecto morfoldgico por meio da coloragao May-Grunwald e Giemsa

e Migracao celular por meio do ensaio de ferida;

e Sintese das citocinas inflamatdrias Interleucina-6 (IL-6) e Fator de

Necrose Tumoral-a (TNF-a) por meio de ELISA.
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4 METODOLOGIA

Este estudo foi realizado no laboratério de Pesquisa do Programa de
Mestrado e Doutorado em Medicina-Biofotonica da Universidade Nove de Julho
— UNINOVE, Campus Vergueiro, Sdo Paulo-SP.

41 Delineamento experimental

Fase 1: Preparacao e Tratamento Celular Fase 2: Grupos Experimentais Fase 3: Andlises e Ensaios
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Figura 1. Delineamento experimental. Imagem criada com auxilio da IA (NotebookLM, 2025).

4.2 Cultura celular

Foram utilizadas células miogénicas da linhagem C2C12 (ATCC® CRL-
1772™), derivadas de camundongos. As células foram cultivadas em meio
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, Vitrocell, Campinas, SP, Brasil), pH
7,4, suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) para induzir a
proliferagdo e com 2% de soro de cavalo (SC) para induzir a diferenciagao.

As culturas celulares foram mantidas em incubadora com atmosfera
controlada (HEPA Class 3110, Thermo Electron Corporation, OH, EUA), a 37 °C,
em ambiente umidificado contendo 5% de CO,. O monitoramento do
crescimento celular foi realizado a cada 24 horas, por meio de microscopia de
contraste de fase (Eclipse TE 2000U, Nikon, Melville, NY, EUA). Os

experimentos foram realizados nos periodos de 24, 48 e 72h.
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O subcultivo das células foi conduzido em cabine de fluxo laminar (Linha
400, Pachane, Piracicaba, SP, Brasil) sempre que a monocamada atingia o
estagio de subconfluéncia. Inicialmente, o sobrenadante foi removido, seguido
por lavagens com tampéo fosfato salino (PBS 1X). Em seguida, os mioblastos
foram incubados com solugao de tripsina 0,1% EDTA por cinco minutos a 37 °C
para promocao da desadesao. As células foram transferidas para um tubo conico
de 50ml e submetidas a centrifugagcao a 1200 rpm por cinco minutos (Centrifuga
Excelsa 4-280R, Fanem, Sao Paulo, SP, Brasil). As células foram entao
ressuspensas em 1 mL de DMEM.

A viabilidade celular e a contagem das células foram avaliadas em camara
de Neubauer, utilizando coloragédo com Azul de Trypan 0,4%. Apenas culturas
com viabilidade superior a 95% foram utilizadas nos experimentos

subsequentes.

4.3 Grupos experimentais

Na literatura, ha uma ampla variagdo nas concentragbes de
dexametasona empregadas em diferentes estudos, como pode ser observado
na Tabela 1. Sendo assim, os grupos experimentais finais foram definidos com
base na construcdo de uma curva de concentracdo do farmaco, a partir da
analise de viabilidade celular da linhagem utilizada no presente estudo. Para esta
etapa, as células C2C12 em meio de proliferagdo foram expostas as
concentracdes de 1, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 100 e 200 yM, permitindo avaliar a
resposta basal das células frente ao farmaco sem interferéncia das alteracdes
metabdlicas e morfoldgicas provocadas pela diferenciacdo. Cada concentracao
foi testada em quadruplicata e as analises de viabilidade, conforme métodos
descritos no item 4.5., foram realizadas de forma independente em trés
repeticdes. Importante destacar que, nesta fase, nenhum dos grupos recebeu
aplicagao de FBM.

Com base nos resultados obtidos nessa analise preliminar, foram
selecionadas as concentragdes de 5, 10 e 200 yM para os experimentos
subsequentes com aplicagcdo de FBM. Os grupos experimentais s&o descritos
abaixo:
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1) Controle: Mioblastos C2C12 cultivados em meio de diferenciacdo (DMEM +
2% de SC), sem tratamento.

2) FBM: Mioblastos C2C12 cultivados em meio de diferenciagdo (DMEM + 2%
de SC), submetidos a FBM.

3) DEXA 5 uM: Mioblastos C2C12 cultivados em meio de diferenciagdo (DMEM
+ 2% de SC) e expostos a 5 yM de dexametasona.

4) DEXA 10 pM: Mioblastos C2C12 cultivados em meio de diferenciagao
(DMEM + 2% de SC) e expostos a 10 yM de dexametasona.

5) DEXA 200 uM: Mioblastos C2C12 cultivados em meio de diferenciagao
(DMEM + 2% de SC) e expostos a 200 yM de dexametasona.

6) DEXA 5 uM + FBM: Mioblastos C2C12 cultivados em meio de diferenciagéo
(DMEM + 2% de SC), expostos a 5 yM de dexametasona e tratados com
FBM.

7) DEXA 10 uM + FBM: Mioblastos C2C12 cultivados em meio de diferenciacao
(DMEM + 2% de SC), expostos a 10 uM de dexametasona e tratados com
FBM.

8) DEXA 200 puM + FBM: Mioblastos C2C12 cultivados em meio de
diferenciagao (DMEM + 2% de SC), expostos a 200 uM de dexametasona e

tratados com FBM.

4.4 Tratamento das células com dexametasona

Para este estudo foi utilizado o farmaco fosfato dissddico de
dexametasona (C22H2sFNa20sP - peso molecular 516,41 g/mol) na forma de
solugao injetavel a 4mg/mL (4.000 pg/mL = 7,75 mM), sob o nome comercial
Decadron (Aché Laboratorios Farmacéuticos S.A., Sdo Paulo, SP, Brasil. MS n.
1.0573.0302).

As concentragdes de interesse de 5, 10 e 200 yM utilizadas nos ensaios
experimentais foram obtidas por adicdo da solu¢cdo estoque ao meio de cultura
DMEM suplementado com 2% de SC, respeitando-se as condigbes de

esterilidade e assegurando a homogeneidade da mistura. As solugdes de
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estoque foram preparadas a partir do frasco comercial 4mg/mL em diluigbes 1:10
(= 400 pg/mL) e 1:100 (= 40 pg/mL) em meio DMEM, garantindo que as
concentragbes mais baixas de 5 e 10 yM nao fossem prejudicadas pelo baixo
volume durante a pipetagem.

O volume (PL) e a concentragdo (uM) finais desejados foram calculados

utilizando-se a seguinte férmula:
C1.Vi=Cao V2

Onde:

C1 = concentracédo solugao estoque (UM)
C2 = concentracao final desejada (M)
V> = volume final total de meio (uL)

V1 = volume da solugao estoque a ser adicionado (uL)

4.5 Tratamento das células utilizando a FBM

Apos confirmacéo da viabilidade celular, conforme métodos descritos no
item 4.2., as células C2C12 foram submetidas a um unico protocolo de irradiagcao
no inicio de cada ensaio experimental, utilizando o equipamento Twin-laser (MM
Optics, Sao Carlos, SP, Brasil) e protocolo de irradiagdo baseado em estudos
prévios que demonstraram efeitos modulatérios positivos para estas células
(Lovisetto et al., 2022; Santos et al., 2020). Os parédmetros dosimétricos estdo
descritos na Tabela 2.

Para isso, utilizou-se tubos de centrifugagdo contendo o precipitado
celular. A ponteira do equipamento laser foi posicionada perpendicularmente a
base dos tubos, a uma distancia minima, garantindo que o feixe luminoso
incidisse diretamente sobre o pellet celular, antes de atravessar qualquer porcao
significativa do meio de cultura, com o objetivo de otimizar a absor¢céo da
radiagéo pelas células-alvo (Santos et al., 2020; Lovisetto et al., 2022). Todos os
procedimentos experimentais foram conduzidos em ambiente de baixa

luminosidade, a fim de evitar interferéncias provenientes da luz externa.

Tabela 2. Parametros dosimétricos utilizados para o tratamento da FBM
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Parametros Valores
Comprimento de onda (nm) 780
Largura espectral (nm) 10
Modo de funcionamento Continuo
Poténcia (mW) 70
Polarizacao Random
Diametro de abertura (cm) 0.23
Irradiancia na abertura (W/cmg2) 1.75
Area do feixe (cm2) 0.04
Tempo (s) 15
Exposigao radiante (J/cm?) 26.25
Numero de pontos irradiados 1
Area irradiada (cm2) 0.04
Técnica de aplicagéo Contato
Numero de sessoes e frequéncia 1
Energia total (J) 1.05

4.6 Viabilidade celular - MTT

Para a avaliagao da viabilidade celular, foi empregada a técnica de MTT
(3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide — CAS 57360-69-7
— Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). O MTT é reduzido pela enzima succinato
desidrogenase, localizada predominantemente nas mitocondrias, mas também
presente no nucléolo, lisossomos e complexo de Golgi, formando cristais
insoluveis de formazan. A quantidade de formazan gerada é diretamente
proporcional a viabilidade celular e pode ser quantificada por analise
colorimétrica.

As células (1 x 10* por pogo), previamente cultivadas em placas de 96
pocos de fundo chato (KASVI, K12-096, Parana, Brasil) e mantidas em seus
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respectivos meios, conforme apresentado no item 4.3, foram avaliadas apos 24,
48 e 72 horas de incubacdo. Cada grupo experimental foi analisado em
quintuplicata e os ensaios foram realizadas de forma independente em trés
repeticoes.

Apos o periodo de incubagdo, o sobrenadante de cada poco foi
cuidadosamente armazenado e as células mortas removidas por lavagem com
solugado tampao PBS (pH 7,4). Em seguida, adicionou-se 50 uL da solugéo de
MTT a 0,5% (p/v) a cada pogo, com posterior incubagdo por 3 horas em
incubadora (HEPA class 3110, Thermo Electron Corporation) a 37 °C, sob
atmosfera umidificada com 5% de CO,. Ao final desse periodo, os cristais de
formazan formados foram solubilizados pela adicdo de 100 uL de isopropanol
(Synth, Diadema, SP, Brasil) por poco. A leitura da densidade 6ptica foi realizada
em leitor de microplacas (Anthos2020®, Anthos Labtec Instruments, Wals,
Austria), com comprimento de onda de 620 nm (Dos Santos et al., 2020). Os
dados do ensaio de MTT foram normalizados e expressos como porcentagem
em relagcdo controle (100%) do periodo de 24h, afim de reduzir variagdes
associadas a absorbancia e permitir comparagdes consistentes entre os

tratamentos (Carrefo et al., 2021)

4.7 Proliferagao celular — Cristal violeta

As células C2C12 (1x10* por pogo) de todos os grupos experimentais
foram previamente semeadas em placas de 96 pogos de fundo chato (KASVI,
K12-096, Parana, Brasil) e mantidas em seus respectivos meios, conforme
descrito no item 4.3. As analises foram realizadas apods 24, 48 e 72 horas de
incubagédo. Cada grupo experimental foi avaliado em quintuplicata, com trés
experimentos conduzidos de forma independente.

Apdés o periodo de incubagdo, o sobrenadante foi cuidadosamente
coletado e armazenado, seguido da lavagem dos pogos com tampé&o PBS (pH
7,4) para a remogao de células nao aderentes e detritos. Em seguida, adicionou-
se 40 pL da solugéo de Cristal Violeta (5% p/v em 20% v/v de metanol) a cada

po¢co, com incubacdo a temperatura ambiente por 15 minutos. Apds esse
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periodo, os pogos foram lavados duas vezes com agua destilada para eliminar o
excesso de corante. A fixacao e lise celular foram realizadas com a adi¢ao de
100 uL de metanol (Synth, Diadema, SP, Brasil) em cada pogo e
homogeneizadas. Em seguida, a absorbancia foi medida a 620 nm utilizando um
leitor de microplacas (Anthos2020®, Anthos Labtec Instruments, Wals, Austria),
permitindo a quantificagao da proliferacdo celular com base na intensidade da
coloragao obtida (Dos Santos et al., 2020). A absorbancia obtida foi normalizada
em relagéo grupo controle (100%) do periodo de 24h, reduzindo as variagdes
experimentais e possibilitando comparagbes mais consistentes entre os

diferentes tratamentos.

4.8 Morfologia - Coloragao May-Grunwald e Giemsa

Com o objetivo de avaliar a morfologia celular apés os procedimentos
experimentais, foi realizada a coloragdo das células utilizando a técnica
combinada com os corantes May-Grunwald e Giemsa (Pansters et al., 2011).
Essa metodologia permite a visualizagao detalhada dos nucleos e da estrutura
dos mioblastos e miotubos, possibilitando também o calculo do indice de fuséo
celular decorrente do processo de diferenciacdo, bem como a estimativa da
distribuicdo nuclear associada as fases de proliferagcdo ou diferenciacdo das
células C2C12 (Velica; Bunce, 2011).

Para isso, células C2C12 (1 x 10* células/pogo) de todos os grupos
experimentais foram previamente semeadas em placas de 96 pogos (KASVI,
K12-096, Parana, Brasil) e mantidas em seus respectivos meios, conforme
apresentado no item 4.3, pelos periodos de 24, 48 e 72horas. Cada condigao foi
avaliada em quintuplicata, sendo os experimentos realizados de forma
independente em trés repeticdes.

Apds os periodos de incubacdo, o sobrenadante foi cuidadosamente
removido, e os pogos foram lavados com PBS gelado. Em seguida, as células
foram fixadas com a adigdo de 40 pL de alcool metilico (Synth, Diadema, SP,
Brasil) por 5 minutos. As placas foram entdo secas por 10 minutos em fluxo

laminar. Na etapa seguinte, adicionou-se 40 pL do corante May-Grunwald
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(Renylab, Barbacena, MG, Brasil), previamente diluido na proporgdo 1:3 em
tampao fosfato de sédio (1 mM NaH,PO, e 1 mM Na,HPO,, pH 5,8), com tempo
de incubacgao de 5 minutos. Apds esse periodo, os pocgos foram lavados duas
vezes com agua destilada e, posteriormente, incubados com 40 yL do corante
Giemsa (Renylab, Barbacena, MG, Brasil), diluido 1:20 no mesmo tampao, por
10 minutos. Por fim, os pocos foram lavados duas vezes com PBS e as placas
foram secas a temperatura ambiente (Dos Santos et al., 2020). As imagens
foram obtidas utilizando microscépio invertido de contraste de fase (Eclipse
TE300, Nikon, Tokyo, Japan — 40X). A analise foi feita através do software
ImagedJ, por meio da contagem manual de células mono, bi e multinucleadas
(Figura 2). A distribuigdo de nucleos (%) por campo foi calculada: ([numero de
nucleos compondo os mioblastos ou miotubos por campo] / [total de nucleos
presente por campo] x 100). Posteriormente foi calculada a média de cinco
campos. O indice de fusdo foi calculado a partir da soma dos nucleos das células
binucleadas e multinucleadas em cinco campos, divido pelo numero total de

nucleos e multiplicado por 100 (Dos Santos et al., 2020).

Figura 2 — Contagem manual das células utilizando o software ImageJ.
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4.9 Migracgao celular - Ensaio de Ferida

O ensaio de ferida in vitro € uma técnica simples, de baixo custo,
reprodutivel e eficaz para avaliar o processo de migragao celular (Liang, et al.
2007). Esse método consiste na simulagdo de uma “ferida” na monocamada
celular por meio da raspagem com a ponteira de uma micropipeta (200 pL) no
centro do pogo da placa de cultura, induzindo, assim, a migragcéo das células de
forma perpendicular as bordas da area lesionada (Lovisetto et al., 2022).

As células C2C12 (1,4x10° por pogo) de todos os grupos experimentais
foram previamente semeadas em placas de 6 pogos de fundo chato (KASVI,
K12-006, Parana, Brasil) e mantidas em seus respectivos meios, conforme
apresentado no item 4.3, pelo periodo de 24h a 37 °C, sob atmosfera umidificada
com 5% de CO,. Em seguida, o ensaio de ferida foi realizado com o auxilio de
uma ponteira de micropipeta (200 uL), gerando uma lacuna linear no centro de
cada poco. As placas foram entéo retornadas a incubadora, onde permaneceram
até os momentos programados para analise de 6, 12 e 24h (Lovisetto et al.,
2022).

As imagens foram obtidas imediatamente apds a realizagdo do risco
(tempo zero) e nos tempos experimentais subsequentes (6, 12 e 24h) utilizando
microscopio invertido de contraste de fase (Eclipse TE 2000U, Nikon, Melville,
NY, EUA). A analise foi feita através do software ImageJ, por meio da delimitacéo

manual em pixel da area livre de células (Figura 3).

Figura 3 — Delimitagdo manual da area de ferida utilizando o software ImageJ.
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A taxa de migragdo celular foi determinada por meio do calculo da
porcentagem de fechamento da ferida, conforme descrito por Grada et al.,
(2017). Onde Aton corresponde a area inicial da ferida medida logo apés o risco
e Atanh a area remanescente apos os periodos de incubacdo. Desta forma,
valores mais elevados indicam maior migragédo celular e, consequentemente,
maior porcentagem de fechamento da ferida, uma vez que refletem um

deslocamento mais eficiente das células para o interior da area lesionada.

Ai—on — As=
Fechamento da ferida % = L=0R t_Ah] X 100%

Ar=on

410 Dosagem proteica das citocinas IL-6 e TNF-a

As proteinas pro-inflamatdrias Interleucina-6 (IL-6) e Fator de Necrose
Tumoral-alfa (TNF-a) desempenham papéis centrais na regulagdo da resposta
imunoldgica e do microambiente inflamatério no tecido muscular esquelético,
especialmente durante processos de lesao e regeneracao (Tidball, 2005, 2017).
A acgao dessas citocinas € dependente do tempo de exposigcao e da intensidade
da inflamagao. Sendo assim, exercem diferentes efeitos ao longo do processo
de regeneragao muscular, podendo tanto estimular quanto inibir as diversas
etapas da miogénese (Tidball, 2011).

As células C2C12 (0,4x10° por pogo) de todos os grupos experimentais
foram previamente semeadas em placas de petri 5mm e mantidas em seus
respectivos meios, conforme apresentado no item 4.3, pelo periodo de 24, 48 e
72h. Apos os periodos de incubagdo, o sobrenadante foi cuidadosamente
removido e a dosagem das citocinas foi realizada por meio da técnica de
imunoensaio — ELISA. Foram utilizados os kits comerciais para IL-6 (Biolegend
mouse IL-6-ELISA MAXTM Standard Sets-431301, Pacific Heights Blvd., San
Diego, CA 92121) e TNF-a (Biolegend mouse TNF-a — ELISA MAXTM Standard
Sets -430901, Pacific Heights Blvd., San Diego, CA 92121), seguindo os
protocolos descritos pelo fabricante. Foram realizados trés experimentos

independentes.
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4.11 Normalizagao das amostras de acordo com a proteina total

Para a correcdo das variacbes das analises, a proteina total foi
quantificada em um NanoDrop 2000 (ThermoScientific) a partir do sobrenadante
de todos os grupos experimentais, nos diferentes periodos de avaliagao (24, 48
e 72h). A proteina total (mg/mL) de cada grupo foi entdo utilizada como
proporgao para os valores de absorbancia obtidos a partir da dosagem proteica
de IL-6 e TNF-a.

4.12 Analise estatistica

A distribuicdo da normalidade dos dados foi avaliada pelo teste
Kolmogorov-Smirno. Todos os valores foram expressos em média * erro padrao
€ a comparacao entre os tratamentos foi verificada utilizando o teste de Variancia
de uma via (one-way analyses of variance, ANOVA). A significancia estatistica
entre os grupos experimentais foi verificada pelo teste de Tukey com nivel de
aceitacao igual ou superior a 95%. Os dados foram analisados utilizando-se o

software GraphPad Prism 8.0.
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5 RESULTADOS

5.1 Curva dose resposta considerando diferentes concentragées de

dexametasona e viabilidade de C2C12

Para auxiliar a definicdo dos grupos experimentais, foi realizada uma
curva com diferentes concentracdes de DEXA em células C2C12 em meio de
proliferagdo. A analise por MTT permitiu avaliar a viabilidade das células C2C12
apo6s exposicao ao farmaco durante periodo proliferativo, sem interferéncia das
modificagdes metabdlicas e morfologicas inerentes a diferenciagéo celular. Os
resultados estdo apresentados na Figura 4.

Apos 24h (Figura 4A), nao houve diferenga significativa entre os grupos,
indicando que a exposigao inicial a dexametasona, independentemente da
concentracido, nio foi suficiente para reduzir de forma expressiva a atividade
metabdlica das células no curto prazo.

Considerando o periodo de 48h (Figura 4B), observa-se queda
significativa da viabilidade celular em todas as concentragdes de dexametasona
avaliadas. O efeito deletério torna-se mais evidente, sugerindo que a toxicidade
celular é dependente do tempo de exposigao. Por fim, apds 72h (Figura 4C), a
reducdo na viabilidade € mantida, sendo mais pronunciada nas concentracoes
mais altas (100 e 200 yM), demonstrando o efeito cumulativo do farmaco e
reforcando a dependéncia tanto de tempo quanto de dose para inducédo de dano

celular.
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Figura 4 — Viabilidade celular em mioblastos na presenga de diferentes concentragdes de dexametasona.
As células C2C12 (1x10* células/pogo) em meio de proliferagdo foram avaliadas apos 24h (A), 48h (B) e
72h (C). Analise da diferencga significativa realizada em comparagao ao grupo controle. ANOVA / Tukey: *
p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001.

5.2 Viabilidade Celular - MTT

Os resultados referentes a analise de viabilidade das células C2C12
expostas isoladamente a DEXA, nas diferentes concentragbes avaliadas, ou
quando esta foi combinada a FBM estdo demonstrados na figura 5.

Nas 24h (Figura 5A) de exposigéo, os grupos tratados com DEXA (5, 10
e 200 uM) apresentaram valores de viabilidade celular muito préximos ao
controle. Nao se observou uma queda significativa dependente de dose neste
tempo inicial e a associagcao DEXA + FBM mostrou diferengas em relagao aos
respectivos grupos com DEXA isolada.

Apos 48h (Figura 5B), as células C2C12 tratadas somente com
dexametasona apresentaram reducgao significativa da viabilidade celular, com

queda progressiva conforme o aumento da concentragao do farmaco. Os grupos
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tratados com 5, 10 e 200 uM de DEXA exibiram diminui¢cdes estatisticamente
significativas em relacdo ao controle em todas as concentragdes.

A fotobiomodulagdo aplicada isoladamente n&o alterou a viabilidade
celular em relagao ao controle. Entretanto, quando associada a DEXA, a FBM
atenuou parcialmente a redugdo de Vviabilidade, especialmente nas
concentragdes de 5 e 10 yM, que apresentaram valores superiores aos grupos
tratados apenas com DEXA. Essa diferenga estatistica entre os grupos DEXA
vs. DEXA + FBM demonstra o efeito da FBM na recuperagédo parcial da
viabilidade.

Em conjunto, os dados mostram que, apdés 48h, a DEXA reduz a
viabilidade de maneira concentracdo-dependente, enquanto a FBM exerce efeito
protetor parcial, mas nao suficiente para restaurar totalmente os niveis
observados no grupo controle.

Apds 72 h de incubagéao (Figura 5C), observa-se que o tratamento com
dexametasona continua reduzindo a viabilidade celular de modo concentragéo-
dependente. A concentracao de 5 uM apresenta reducao significativa em relagao
ao controle (p < 0,05), enquanto 200 uM promove queda acentuada (p < 0,0001),
indicando um efeito citotéxico mais pronunciado com o prolongamento da
exposicao. A fotobiomodulacao aplicada isoladamente mantém a viabilidade em
niveis comparaveis ao controle, sem efeito deletério. Nos grupos DEXA + FBM,
nota-se que a FBM atenua parcialmente os efeitos da DEXA nas concentracbes
de 5 e 10 pM, resultando em valores significativamente superiores aos grupos
tratados apenas com DEXA. No entanto, para 200 yM, mesmo com a aplicagao
de FBM, a viabilidade permanece com reducao significativa em relagdo ao
controle (p<0,0001),
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Figura 5. Viabilidade das células musculares C2C12 expostas a DEXA e/ou a FBM por 24 h (A), 48 h (B) e
72 h (C), avaliada pelo ensaio de MTT (620 nm). Observa-se redugéo da viabilidade celular nos grupos
tratados com DEXA de forma dependente do tempo e da concentragdo, enquanto a FBM atenuou
parcialmente esses efeitos. Os dados estdo expressos como média * erro padrdo. As diferengas

significativas em relagdo ao grupo controle estado indicadas por asteriscos (*) e as diferengas significativas
entre grupos tratados com a mesma concentracdo de DEXA estdo indicadas por hashtags (#). ANOVA
seguida do teste de Tukey: *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001; #p < 0,05; ##p < 0,01; ##H#p
< 0,001; ##H##p < 0,0001.

5.3 Proliferagao Celular - Cristal Violeta

Os resultados referentes a analise de proliferacido das células C2C12
expostas isoladamente a DEXA, nas diferentes concentragdes avaliadas, ou
quando esta foi combinada a FBM estdo demonstrados na Figura 6.

Na avaliagdo de 24h (Figura 6A), ndo houve diferencga significativa na
absorbancia entre os grupos tratados apenas com DEXA (5, 10 e 200 uM) e o
controle. Em contrapartida, os grupos que receberam DEXA associada a FBM
apresentaram aumento de proliferacdo em relagdo aos grupos tratados apenas
com DEXA e em relacdo ao controle. A diferenca entre DEXA isolada e DEXA +

FBM foi estatisticamente significativa em todas as concentragdes analisadas.
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Apds 48 h (Figura 6B), ndo houve alteragéo significativa na proliferagdo
dos grupos tratados apenas com DEXA (5, 10 ou 200 pM) em relagdo ao
controle. Os grupos tratados com DEXA + FBM apresentaram aumento
significativo da proliferagdo em comparacéo ao controle. Na comparagao entre
grupos com a mesma concentragéo, a diferenga entre DEXA isolada e DEXA +
FBM foi estatisticamente significativa em todas as concentragdes analisadas.

Considerando o periodo de 72h (Figura 6C), novamente nao houve
alteracao significativa na proliferagdo dos grupos tratados apenas com DEXA (5,
10 ou 200 pM) em relagéo ao controle. Contudo, os grupos DEXA 5 yM + FBM
e DEXA 10 uM + FBM mostraram aumento significativo da proliferacdo em
comparagao ao controle. Na comparagao dentro da mesma concentragao, o
grupo DEXA 5 yM + FBM apresentou proliferacédo significativamente maior do

que o respectivo grupo de mesma concentragéo tratado apenas com DEXA.
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Figura 6. Proliferacao celular de mioblastos C2C12 avaliada pelo ensaio de cristal violeta apds 24 h (A), 48
h (B) e 72 h (C) de exposigédo a DEXA em diferentes concentragdes, isoladamente ou em combinagéo com
a FBM. Os dados estao expressos como média * erro padrao. Diferengas significativas em relagéo ao grupo
controle estéo indicadas por asteriscos (*), e diferencas entre grupos tratados com a mesma concentragéo
de DEXA estdo indicadas por hashtags (#). A analise estatistica foi realizada por ANOVA de uma via
seguida do teste de Tukey: *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001; #p < 0,05; ##p < 0,01; #H#p
< 0,001; ####p < 0,0001.
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5.4 Morfologia - Coloragdo May-Grunwald e Giemsa

A distribuicdo do numero de nucleos por célula ao longo do tempo de
diferenciacao € apresentada na Figura 7. Em 24 h (Figura 7A), a maioria das
células manteve-se mononucleada, indicando fase inicial do processo de
diferenciacdo. Apos 48 h (Figura 7B), observou-se aumento gradual da
propor¢cao de células binucleadas e multinucleadas, especialmente nos grupos
controle e submetidos a FBM, refletindo o avang¢o da fuséo celular. Apds 72 h
(Figura 7C), a predominancia de células multinucleadas foi ainda mais evidente,

caracterizando o estagio de formacao de miotubos maduros.
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Figura 7. Distribuicdo percentual de nucleos em células C2C12 apés 24 h (A), 48 h (B) e 72 h (C) de
diferenciagdo. A dexametasona (DEXA) reduziu a proporgao de células multinucleadas de forma dose-
dependente, enquanto a fotobiomodulagdo (PBM) reverteu parcialmente esse efeito, aumentando a
formagéao de células multinucleadas.

Os resultados referentes ao indice de fusdo das células C2C12 estao

apresentados na Figura 8. Apds 24 h (Figura 8A), todos os grupos tratados com



46

DEXA (5, 10 e 200 pM), com ou sem FBM, apresentaram reducéo significativa
do indice de fusdo em comparacgéo ao controle. O grupo tratado apenas com
FBM mostrou aumento significativo do indice de fusdo em relagéo ao controle.
Nenhum grupo DEXA ou DEXA + FBM apresentou valores semelhantes ao
controle.

Apo6s 48 h (Figura 8B), os grupos tratados com DEXA (5, 10 e 200 uM)
apresentaram redugao significativa do indice de fusdo quando comparados ao
controle. Os grupos DEXA + FBM também mostraram reducéao significativa em
relagéo ao controle. Na comparagao entre grupos com a mesma concentragao
de DEXA, observou-se que os grupos DEXA + FBM apresentaram indice de
fusado significativamente maior do que os grupos tratados apenas com DEXA,
indicando atenuacao parcial da redugao induzida pela dexametasona. O grupo
tratado apenas com FBM apresentou aumento significativo do indice de fuséo
em comparagao ao controle.

Apods 72 h (Figura 8C), todos os grupos tratados com DEXA (5, 10 e 200
MM) mostraram reducéo significativa do indice de fusdo em relagdo ao controle.
Os grupos DEXA + FBM também apresentaram reducado significativa em
comparagao ao controle, mesmo com a aplicacdo da fotobiomodulagcdo. Na
comparagao dentro da mesma concentracdo, os grupos DEXA + FBM
apresentaram indice de fusdo significativamente maior do que os grupos
tratados apenas com DEXA, demonstrando efeito atenuador da FBM, embora

sem restaurar os niveis observados no controle.



47

A 24 h B 48 h

indice de fusao (%)
indice de fusdo (%)

& DEXA (M) DEXA (M) + FBM DEXA (M) DEXA (uM) + FEM

indice de fusio (%)

fo.\ow@la,\c@

L il
< DEXA (M) DEXA (M) + FBM

Figura 8. indice de fus&o (%) de mioblastos C2C12 expostos & DEXA e/ou FBM por 24, 48 e 72 horas. Os
dados sdo expressos como média + erro padrdo. Diferengas significativas em comparagdo ao grupo
controle s&o indicadas por asteriscos (*), e diferengas entre os grupos tratados com a mesma concentragéo
de DEXA séao indicadas por hashtags (#). A analise estatistica foi realizada utilizando ANOVA de uma via
seguida pelo teste post hoc de Tukey: *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001; #p < 0,05; ##p <
0,01; ###p < 0,001; ##H#Htp < 0,0001.

A morfologia celular foi avaliada através de imagens dos miotubos, como
apresentados na Figura 9.

Ao longo dos periodos de 24, 48 e 72 h, as células do grupo controle
apresentaram morfologia tipica de mioblastos em diferenciacdo, com formato
alongado, alinhamento progressivo e formacao visivel de estruturas compativeis
com miotubos em 72 h.

Nos grupos tratados com dexametasona, observou-se alteragao
morfolégica em todos os tempos analisados, caracterizada por reducao do
alongamento celular, menor alinhamento entre os mioblastos e presenca
aumentada de células com formato mais arredondado. Esses efeitos tornaram-
se mais evidentes com o aumento da concentracdo de DEXA e com o

prolongamento do tempo de incubagdo, sendo a diminuicdo de estruturas
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compativeis com miotubos mais clara apos 72 h.

A fotobiomodulagdo aplicada isoladamente manteve a morfologia
semelhante a observada no controle, com preservagao do alongamento, maior
organizagao celular e presenca de estruturas compativeis com miotubos em 72
h. Nos grupos DEXA + FBM, a fotobiomodulagdo atenuou parcialmente as
alteragdes induzidas pela DEXA, resultando em maior numero de células
alongadas e melhor organizagdo do que nos grupos tratados apenas com o
farmaco. Contudo, em concentragdes mais altas de DEXA e em 72 h, ainda
foram observadas caracteristicas morfolégicas prejudicadas em comparagéo ao

controle.
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Controle

Figura 9. Coloragdo de May-Griinwald e Giemsa das células musculares C2C12 expostas a DEXA e/ou a
FBM por 24, 48 e 72 h. As imagens demonstram a morfologia celular e a fus&o nuclear ao longo dos
periodos experimentais. (A1-A3) Controle; (B1-B3) DEXA 5 uM; (C1-C3) DEXA 10 uM; (D1-D3) DEXA
200 uM; (E1-E3) FBM; (F1-F3) DEXA 5 uM + FBM; (G1-G3) DEXA 10 uM + FBM; (H1-H3) DEXA 200 pM
+ FBM. A DEXA, especialmente na concentragdo de 200 uM, reduziu a fusdo dos mioblastos, enquanto a
FBM atenuou parcialmente esses efeitos, promovendo maior nimero de miotubos multinucleados. Fonte:
a autora; aumento de 40X..
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5.5 Migracao celular — Ensaio de Ferida

No ensaio de migragao celular, observou-se que o fechamento da area
aumentou progressivamente ao longo do tempo em todos os grupos
experimentais, com diferengas conforme o tratamento aplicado. Os resultados
estao apresentados nas Figuras 10 e 11.

Apds 6 h (Figura 10A), as concentragdes de 5, 10 e 100 uM de DEXA né&o
alteraram significativamente o fechamento da ferida em relagédo ao controle,
enquanto 200 uM promoveu reducao significativa. Nos grupos tratados com
DEXA associada a FBM, observou-se aumento significativo do fechamento da
area da ferida em todas as concentragdes testadas quando comparados aos
respectivos grupos tratados apenas com DEXA.

Apos 12 h (Figura 10B), todas as concentragdes de DEXA reduziram
significativamente o fechamento da ferida. No entanto, os grupos DEXA + FBM
exibiram incremento significativo no fechamento da area ferida, superando os
valores observados nos grupos tratados somente com DEXA dentro de cada
concentracgao.

Em 24 h (Figura 10C), tanto os grupos tratados com DEXA quanto os
grupos DEXA + FBM apresentaram redugéo significativa do fechamento da
ferida em comparacao ao controle. Entretanto, dentro de cada concentracao, os
grupos DEXA + FBM demonstraram fechamento significativamente maior do que
seus respectivos grupos tratados apenas com DEXA, indicando efeito benéfico

da FBM sobre a migragao celular nas condi¢des avaliadas.
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Figura 10. Fechamento da ferida (%) em células C2C12 de acordo com os grupos experimentais, nos
periodos de 6h (A), 12h (B) e 24h (C) de exposigdo a DEXA em diferentes concentragdes, isoladamente ou
em combinag¢do com a FBM . Os dados estdo expressos como média + erro padréo . A diferencga significativa
dos grupos em relagdo ao controle esta representada por asteriscos (*) e a diferenga significativa entre
grupos tratados com a mesma concentragdo de dexametasona esta indicada por hashtag (#). ANOVA
seguida do teste de Tukey: *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001; #p < 0,05; ##p < 0,01; ###p
< 0,001; ##H##p < 0,0001.



52

Controle DEXA 5 uM DEXA 10 uM DEXA 200 pM

Oh

Figura 11. Ensaio de migragao celular (ferida) das células musculares C2C12 expostas a DEXA e/ou a FBM
por 0, 6, 12 e 24 h. As imagens demonstram a capacidade migratéria das células apés a indugéo da ferida
nos diferentes grupos experimentais. (A1—A4) Controle; (B1-B4) DEXA 5 pM; (C1-C4) DEXA 10 pM; (D1-
D4) DEXA 200 uM; (E1-E4) PBM; (F1-F4) DEXA 5 uM + PBM; (G1-G4) DEXA 10 uM + PBM; (H1-H4)
DEXA 200 uM + PBM. A DEXA reduziu a migragao celular de forma dependente da concentragéo, enquanto
a PBM atenuou parcialmente esses efeitos, promovendo maior fechamento da ferida e indicando estimulo
a migragéo dos mioblastos.
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5.6 Expressao Proteica de IL-6

Os resultados dos niveis de producédo de IL-6 estdo demonstrados na
Figura 12 e evidenciam que houve uma redugdo dependente do tempo e da
concentragcédo de dexametasona. Em 24 h (Figura 12A), todos os grupos tratados
com DEXA mostraram niveis inferiores ao controle, sendo a redugéo significativa
apenas na concentracao de 200 pM, tanto isoladamente quanto em combinacéao
com FBM. Os grupos tratados com FBM isolada ou com DEXA 5 e 10 uM, com
ou sem FBM, n&o apresentaram alterag&o significativa.

Em 48h (Figura 12B), manteve-se o mesmo padr&o observado no periodo
anterior, com reducgao significativa apenas no grupo tratado com 200 uM de
DEXA, isoladamente ou associado a FBM, enquanto as demais concentracdes
nao diferiram significativamente do controle.

Em 72h (Figura 12C), observou-se ampliacdo das diferencas, com
reducao significativa nos grupos tratados com DEXA nas concentragdes de 10 e
200 yM, bem como nos grupos correspondentes tratados com DEXA + FBM. Na
analise entre grupos com a mesma concentragdo, os valores de IL-6 foram
significativamente menores nos grupos tratados apenas com DEXA em

comparagao aos grupos DEXA + FBM.
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Figura 12. Niveis de IL-6 em células C2C12 nos diferentes grupos experimentais apds 24 h (A), 48 h (B) e
72 h (C) de tratamento. Os resultados estdo expressos como média + erro padrdo da média Diferengas
estatisticamente significativas em relagdo ao controle séo indicadas por asteriscos (*), enquanto diferencas
entre grupos tratados com a mesma concentragdo de dexametasona séo indicadas por hashtag (#). A
analise estatistica foi realizada por ANOVA seguida do teste de Tukey: *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001;
****p < 0,0001; #p < 0,05; ##p < 0,01; #H##p < 0,001; ####Hp < 0,0001.

5.7 Expressao Proteica de TNF- a

Os resultados referentes aos niveis de TNF-a estdo demonstrados na
Figura 13. Em 24 h (Figura 13A), os grupos tratados com DEXA nas
concentracdes de 10 e 200 uM exibiram reducéo significativa dos niveis de TNF-
a, tanto isoladamente quanto em combinacdo com FBM. As concentragoes de 5
MM, com ou sem FBM, n&o apresentaram alteragéo significativa em relagéo ao
controle.

Na comparacdo dentro da mesma concentragdo, o grupo DEXA 5 yM
apresentou nivel de TNF-a significativamente menor em relagao ao grupo DEXA
5 uM + FBM. Em 48 h (Figura 13B), todos os grupos tratados com DEXA

mostraram reducgé&o significativa dos niveis de TNF-a, independentemente da
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concentragdo, 0 mesmo ocorrendo nos grupos DEXA + FBM. No comparativo
entre tratamentos equivalentes, todos os grupos tratados somente com DEXA
apresentaram niveis significativamente menores de TNF-a quando comparados
aos respectivos grupos DEXA + FBM.

Em 72 h (Figura 13C), manteve-se a reducao significativa nos grupos
tratados com 10 e 200 uM de DEXA, tanto isoladamente quanto associados a
FBM. A concentracao de 5 yM nao apresentou diferenga significativa em relagao
ao controle. O tratamento com FBM isolada mostrou redugao discreta, porém
significativa. Na comparagao entre a mesma concentragao, o grupo DEXA 10

MM apresentou niveis significativamente menores que o grupo DEXA 10 uM +

FBM.

A 24 h B 48 h

#EHH

TNF-« (pg/mg)
TNF-x (pg/mg)

DEXA (uM) + FBM

DEXA (uM) DEXA (uM) + FEM DEXA (M)

c 72h

TNF-a (pg/mg)

DEXA (M) DEXA (M) + FBM

Figura 13. Niveis de TNF-a em células C2C12 nos diferentes grupos experimentais apos 24 h (A), 48 h (B)
e 72 h (C) de tratamento. A diferenca significativa dos grupos em relacdo ao controle esta representada por
asteriscos (*) e a diferenca significativa entre grupos tratados com a mesma concentragao de dexametasona
esta indicada por hashtag (#). ANOVA seguida do teste de Tukey: *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p
< 0,0001; #p < 0,05; ##p < 0,01; ###p < 0,001; #HHHtp < 0,0001.
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6 DISCUSSAO

A atrofia muscular induzida por glicocorticoides continua sendo um grande
desafio clinico devido ao seu impacto na integridade e fungdo muscular. Os
resultados presentes evidenciaram que a FBM atenua parcialmente a
citotoxicidade induzida pela DEXA em mioblastos C2C12, melhorando a
viabilidade, proliferacéo, diferenciagdo e migracéo celular, além de modular a
sintese de citocinas inflamatdrias. Esses achados corroboram a hipotese de que
a FBM exerce efeitos protetores e regenerativos mesmo sob condi¢cées de
estresse induzido por glicocorticoides.

Os resultados de viabilidade celular (avaliada pelo ensaio de MTT)
mostram que a dexametasona afeta a viabilidade das células C2C12 de forma
dependente do tempo e da concentragdo. Nas primeiras 24 horas, quase nao
houve queda expressiva, mas o cenario mudou a partir de 48 e 72 horas, quando
as redugdes passaram a ser mais evidentes, sobretudo nas doses mais altas.
Esse comportamento € muito semelhante ao descrito por Wang et al. (2021) que
utilizaram as concentragdes de 25, 50, 100 e 200 uM de DEXA, e Jiang et al.
(2019) que utilizaram a concentragao de 200 uM de DEXA, e que também
observaram diminuicdo progressiva da viabilidade conforme o aumento da
concentragcédo e o prolongamento da exposigdo ao farmaco. Nestes estudos os
autores avaliaram os efeitos de compostos como o S-Rg3 e as proteinas totais
de Panax ginseng e verificaram efeito protetor como o observado com FBM no
presente estudo. A irradiacédo quando combinada a DEXA induziu um aumento
importante na viabilidade celular, contudo nao foi capaz de restaurar totalmente
os niveis do controle, especialmente em 200 uM, onde o dano celular é mais
intenso. Esse efeito parcial sugere que a FBM atua amenizando o estresse inicial
provocado pelo glicocorticoide.

Um padrao semelhante ja havia sido descrito por Dos Santos et al. (2020),
que mostraram aumento de viabilidade apés FBM em mioblastos C2C12
utilizando diferentes parametros, sugerindo um estimulo direto sobre a fungao
mitocondrial. A convergéncia desses achados refor¢a a ideia de que, embora
ndao consiga reverter totalmente os efeitos da dexametasona, a

fotobiomodulagao ajuda a sustentar o metabolismo celular e reduz a intensidade
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da queda de viabilidade, sobretudo nas concentragcdes intermediarias do
farmaco.

A analise de proliferacdo das C2C12 por método indireto (cristal violeta)
demonstrou que, em 24 horas, a DEXA isolada nao alterou significativamente a
proliferacdo em nenhuma das concentracdes testadas; porém, a associagdo com
a FBM aumentou a proliferacdo de forma significativa em relagdo aos grupos
tratados apenas com DEXA. Em 48 horas, o padrao se manteve para a DEXA
isolada, que novamente nao diferiu do controle, enquanto os grupos DEXA +
FBM apresentaram maior proliferacdo. Dentro da comparagao por concentragao,
observou-se que o grupo DEXA 5 yM + FBM exibiu valores significativamente
superiores ao grupo tratado apenas com DEXA 5 pM. Apds 72 horas, nao houve
mudanca significativa nos grupos com DEXA isolada, mas todos os grupos
combinados com FBM mostraram aumento expressivo de proliferagdo em
relagao ao controle. Além disso, nas comparacdes entre condicdes equivalentes,
os grupos DEXA 5 uM + FBM e DEXA 10 uM + FBM apresentaram proliferagcao
significativamente maior do que seus respectivos grupos sem irradiagcdo. Em
conjunto, os dados reforcam que a FBM exerce um efeito estimulador sobre a
proliferacao celular, especialmente quando associada a DEXA.

Um padrdao semelhante foi observado por Santos et al. (2020), que
também relataram aumento da proliferagao de C2C12 apds a aplicagao de FBM,
especialmente em 48 h, mesmo na presenca de um microambiente adverso
induzido por mediadores pré-inflamatérios de macréfagos M1. Esses achados
sugerem que, tanto sob estresse farmacologico desencadeado pela DEXA
quanto em condi¢des inflamatérias moduladas por M1, a FBM mantém sua
capacidade de promover a proliferacdo de mioblastos, destacando seu efeito
pré-regenerativo independente do tipo de estresse celular.

Na avaliacédo do indice de fusdo celular, foi observado que a DEXA
reduziu a fusdo em todos os tempos avaliados, enquanto a FBM isolada
favoreceu de forma clara a formacao de miotubos. Quando combinada a DEXA,
a irradiacao nao foi capaz de recuperar totalmente os niveis do controle, mas
atenuou parte do prejuizo, resultando em células mais alongadas e mais bem
organizadas ao longo da diferenciacdo. Essa tendéncia se aproxima dos
achados de Santos et al. (2020), nos quais a FBM também sustentou etapas
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iniciais da diferenciagdo mesmo em um ambiente pro-inflamatério. De forma
semelhante, Lovisetto et al. (2022) mostrou, pelas coloragdes May—Grunwald e
Giemsa, que a FBM aumentou o numero de mionucleos nas primeiras 24 horas,
indicando estimulo as fases que antecedem a fusdo. Ja Jeong et al. (2024)
observaram que intervencdes capazes de modular vias de estresse, como o
tratamento com acetil-genistina, atenuam o prejuizo miogénico causado pela
dexametasona e preservam o indice de fusdo. Em conjunto, esses estudos
indicam que, embora a DEXA dificulte a diferenciacao, estratégias moduladoras
como a FBM podem atenuar seus efeitos e manter a progressao da miogénese.

Os resultados referentes a migragéo celular demonstraram que a DEXA
compromete de forma progressiva o fechamento da ferida, mais evidentes apés
12 e 24 horas, enquanto a associagdao com a FBM amenizou esse efeito com
aumento do percentual de fechamento em comparagéo aos respectivos grupos
DEXA sem irradiagédo. Contudo a irradiagdo ndo conseguiu reverter totalmente o
efeito inibitério do glicocorticoide sobre a motilidade das C2C12 uma vez que os
valores ainda foram inferiores a condi¢ao controle.

O efeito positivo da FBM sobre a migragao das células musculares C2C12
também foi evidenciado por Lovisetto et al. (2022) onde a aplicagéo por LED ou
laser isoladamente, acelerou a migracéo ja nas primeiras horas e manteve taxas
mais altas de fechamento da ferida ao longo do ensaio. De forma semelhante,
Silva et al. (2024) também observaram que a FBM favoreceu o fechamento da
ferida em mioblastos expostos ao veneno de Bothrops jararacussu, reforgando
sua capacidade de estimular a migragao em condi¢cdées de dano. A comparagao
entre os estudos sugere que, embora a FBM possa favorecer a motilidade celular
em cenarios de agressao ou inflamacéao, seu efeito pode ser substancialmente
limitado em um microambiente farmacolégico adverso, como o induzido pela
dexametasona, que parece restringir a capacidade de deslocamento das C2C12.

Na quantificagdo das citocinas IL-6 e TNF-a, que atuam principalmente
nas fases iniciais da resposta a lesdao promovendo ativagao e proliferacdo de
células satélites e remocao de fibras danificadas (Yang; Hu, 2018), foi possivel
observar que expressao de ambas diminuiu de forma dependente do tempo e da
dose, especialmente nas concentragdes mais altas, refletindo o efeito supressor
do glicocorticoide sobre vias inflamatorias essenciais ao inicio da diferenciagéo
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miogénica. A FBM, embora n&o restabeleca completamente os niveis controle,
atenuou parte dessas reducgdes, principalmente em 10 e 200 uM, preservando
uma producdo minima de citocinas que parece ser favoravel para evitar um
bloqueio excessivo das etapas iniciais da regeneragao. Essa modulagdo também
encontra paralelo nos achados de Silva et al. (2024), que demonstraram que a
FBM reduziu a producédo exacerbada de IL-6 e TNF-a em mioblastos C2C12
expostos ao veneno de Bothrops jararacussu, contribuindo para restabelecer um
ambiente mais compativel com o reparo celular. Embora os modelos de dano
sejam distintos, ambos os estudos indicam que a FBM atua ajustando a resposta
inflamatoria, atenuando excessos ou suavizando supressdes, sugerindo um
papel regulador importante para a manutengcdo da capacidade miogénica sob

diferentes condigdes de estresse.
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7 CONCLUSAO

Os achados deste estudo demonstram que a fotobiomodulagédo exerce um
papel modulador relevante frente aos efeitos catabdlicos da dexametasona em
mioblastos C2C12. Embora ndo seja capaz de reverter completamente o
prejuizo induzido pelo glicocorticoide, a FBM atenua de forma consistente a
queda de viabilidade, sustenta a proliferagcdo, preserva etapas iniciais da
diferenciagcdo e modula a sintese de citocinas essenciais ao processo miogénico.
Além disso, mesmo nao restaurando plenamente a migragdo em um
microambiente fortemente suprimido pela DEXA, a FBM manteve efeitos
benéficos ja reconhecidos em outros modelos de dano, reforgando seu potencial
como estratégia auxiliar em situagdes de comprometimento muscular. Assim, os
resultados indicam que a fotobiomodulagdo contribui para mitigar aspectos
centrais da atrofia induzida por glicocorticoides, oferecendo uma perspectiva
promissora para abordagens terapéuticas voltadas a preservagao da fungao e

da capacidade regenerativa do musculo esquelético.
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