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EPIGRAFE

«

anto a ciéncia como a democracia encorajam opinides ndo
convencionais e debate vigoroso. Ambas requerem raciocinio
adequado, argumentos coerentes, padrées rigorosos de evidéncia e
honestidade. A ciéncia é um meio de desmascarar aqueles que
apenas fingem conhecer”.

Carl Edward Sagan (cientista)

Trecho retirado do Gvro: ‘O Mundo Assombrado Pelos Demonios: A Ciéncia
vista como uma vela acesa no escuro’



RESUMO

A terapia por fotobiomodulagdo (TFBM) tem sido amplamente utilizada na
melhora da microcirculagéo, oxigenacgao tecidual, desempenho e recuperacéo
pos-exercicio. Contudo, ainda ndo ha um consenso na literatura sobre qual a
janela terapéutica ideal da TFBM nas variaveis cardiovasculares e metabdlicas
em pacientes com DM2. Assim, a presente tese teve como objetivo investigar
qual a janela terapéutica ideal da TFBM por meio de LEDs e se a TFBM
potencializa as respostas fisioldgicas em diferentes populacées como, em jovens
saudaveis e em diabéticos. Esta tese € composta por trés estudos, apresentados

a sequir:

Estudo 1: Objetivo: avaliar os efeitos da terapia de fotobiomodulacédo (TFBM)
por diodo emissor de luz (LED) na oferta e consumo de oxigénio, por meio da
NIRS, em humanos. Métodos: Doze participantes jovens saudaveis foram
estudados com um dispositivo LED (850 nm, 50 mW, 2 J) e sham aplicado sobre
o terco proximal do musculo flexor ulnar do carpo do antebraco esquerdo ou
direito selecionado em ordem aleatdria. O LED foi aplicado em contato direto
com a pele e o aparelho foi ligado por 40 s em 4 intervencdes diferentes (I, I,,
I; and I,) com intervalo de 3 minutos entre as intervencdes. A condi¢cdo sham foi
considerada como o periodo anterior a primeira intervencdo da TFBM. O
dispositivo NIRS foi usado para avaliar as mudancas relativas na [0,Hb] e
[HHb] antes e depois da condicdo sham e das intervencfes. Resultados: a
TFBM aumentou significativamente a [0,Hb] em 0,39 uyM. Concluséo: Esses
resultados mostram o potencial da TFBM em aumentar a disponibilidade de
oxigénio. Estudo 2: Objetivo: verificar o efeito dose-resposta aguda da TFBM
por diodos emissores de luz (LEDs) nas respostas hemodindmicas e metabdlicas
em individuos com diabetes mellitus tipo 2 (DM2). Métodos: Treze participantes
com DM2 (idade 52,6 = 7,3 anos) receberam a TFBM por uma matriz de diodo
emissor de luz (50 LEDs do tipo GaAlAs, 850 nm, 75 mW por diodo) nos
muasculos reto e obliguo do abdome, quadriceps femoral, triceps sural e
isquiotibiais, bilateralmente, utilizando diferentes energias (sham, 75, 150, 300,
450 e 600 Joules - J) em ordem aleatdria com intervalo entre as aplicacdes de

pelo menos 15 dias. No dia do protocolo experimental, os sujeitos foram



monitorizados e posicionados em repouso, posicdo sentada, para a realizacao
da primeira coleta de amostra de sangue do lobo direito da orelha por meio de
um capilar heparinizado, para posterior analise dos niveis de glicemia e lactato
sanguineo. ApGs 5 minutos em repouso, a TFBM (efetivo ou sham) foi aplicada,
e uma segunda amostra de sangue foi coletada 1 minuto apoés a irradiacao da
TFBM. Por fim, ap6s 15 minutos da irradiacdo da TFBM, foi realiza a terceira
coleta de sangue. Resultados: A TFBM por LEDs diminuiu os niveis de glicose
sanguinea nos 15 minutos ap0s a aplicacdo do protocolo de irradiacdo de 75 e
450 J (p<0,05); reduziu os niveis de lactato sanguineo 15 minutos apds a
aplicacdo do protocolo de irradiacdo de 75, 450 e 600 J; aumentou o débito
cardiaco (Q) e indice cardiaco (IC) no 1° minuto ap6s a aplicacéo do protocolo
de irradiacéo de 75 e 300 J; e reduziu 0 Q e FC nos 15 minutos ap6s a aplicacéo
do protocolo de irradiacdo de 300 J e 600 J, respectivamente. Conclusao: Na
populacao estudada, para modificacdes positivas nas variaveis hemodinamicas
de repouso, a janela terapéutica ideal esta na faixa de 75 a 300 J, enquanto que
para as variaveis metabdlicas a faixa é de 450 a 600 J, com poténcia de 75 mW
por LED de diodo. Estudo 3: Objetivo: avaliar os efeitos dose-resposta agudos
da TFBM associado a exercicio de moderada intensidade nas respostas
hemodinamicas e ajustes cardiorrespiratérios em sujeitos com DM2. Métodos:
Treze homens com DM2 (idade 52,6 + 7,3 anos) receberam a TFBM por meio
de diodos emissores de luz (50 LEDs do tipo Ga-Al-As, 850 nm, 75 mW por
diodo) nos musculos reto e obliquo do abdémen, quadriceps femoral, triceps
sural e isquiotibiais, bilateralmente, utilizando diferentes energias (sham, 75,
150, 300, 450 e 600 Joules - J) em ordem aleatdria com intervalo de pelo menos
15 dias entre as aplicagbes. Apos a TFBM, os voluntarios foram submetidos a
um protocolo de exercicio em cicloergbmetro, composto por um aquecimento em
carga livre por 3 minutos e um protocolo de carga constante (PCC), por um
tempo de 6 minutos, realizado a 80% do limiar de anaerobiose ventilatoria (LAV),
atingido em teste de exercicio cardiopulmonar prévio, e seguido por um protocolo
pseudorrandémico binario (PRBS), por um tempo de 17 minutos e 30 segundos,
com estagios de carga que oscilaram em 20 e 80% do LAv. Resultados: A
TFBM potencializou melhora apenas da dinamica (MNG) do Q com a energia de

600 J (p = 0,014). Conclusé&o: Em conclusdo, nossos achados mostraram que



a TFBM, aplicada em diferentes energias, ndo promoveu melhora na maior parte
das respostas hemodinamicas e ajustes cardiovasculares. Conclusdes gerais:
Os achados dessa tese nos permitem concluir que: (1) a TFBM quando aplicada
em jovens saudaveis é capaz de melhorar a oxigenacao tecidual muscular; (2) a
TFBM quando aplicada de forma isolada potencializa as respostas metabolicas
e hemodinamicas de repouso na populacao diabética e, (3) a TFBM quando
aplicada previamente a protocolo de exercicio de moderada intensidade e
duracgdo de 23 min ndo promove efeitos distintos a aplicagdo sham nas variaveis

hemodinamicas e na dindmica de resposta do V0,.

Palavras-chave: Fototerapia, Terapia com Iluz de baixa intensidade;
Mitocondrias; Diabetes mellitus tipo 2; Exercicio fisico; Consumo de Oxigénio.



ABSTRACT

Study 1: Aim: to investigate, through the NIRS, the acute effects of PBMT by
light emitting diode (LED) on the oxygen delivery and utilization in humans.
Methods: Twelve healthy young participants were treated with a LED device (850
nm, 50 mW, 2 J) and sham applied over the proximal third of the flexor carpi
ulnaris muscle of the left or right forearm selected in a random order. The LED
was applied in direct contact with skin and the device was switched on for 40 s in
4 different interventions (I, I,, I3 and I,) with a 3-minute interval between
interventions. The sham condition was considered as the period before the first
PBMT. The NIRS device was used to evaluate the relative changes in [0,Hb]
and [HHb] before and after sham and interventions. Results: We found that
PBMT statistically increased the [0,Hb] in 0.39 uM. Conclusion: These results
demonstrate the potential of PBMT to increase oxygen availability. Study 2: Aim:
The main purpose of this study was to verify the acute dose-response effect of
PBMT by light emitting diodes (LEDs) on hemodynamic and metabolic responses
in individuals with type 2 diabetes mellitus (T2DM). Methods: Thirteen
participants with T2DM (age 52.6 + 7.3 years) received PBMT by a light-emitting
diode array (50 GaAlAs LEDs, 850 nm, 75 mW per diode) on the rectus and
obligue abdomen, quadriceps femoris, triceps surae, and hamstrings muscle
areas, bilaterally, using different energies treatments (sham, 75, 150, 300, 450
and 600 Joules - J) in random order with a wash out of at least 15 days apart. On
the day of the experimental protocol, the subjects were placed at rest, to perform
the first blood sample collection from the right ear lobe through a heparinized
capillary, for later analysis of blood glucose and blood lactate levels. After 5
minutes of rest, PBMT (effective or sham) was applied, and a second blood
sample was collected 1 minute after TFBM irradiation. Finally, 15 minutes after
TFBM irradiation, the third blood collection was performed. Results: The TPBM
by LEDs statistically decreased blood glucose levels in the 15 minutes after
application of the 75 and 450 J irradiation protocol; reduced blood lactate levels
15 minutes after application of the 75, 450 and 600 J irradiation protocol;
increased cardiac output (Q) and cardiac index (Cl) in the 15t minute after
application of the 75 and 300 J irradiation protocol; and reduced Q and HR in the

15 minutes after application of the 300 J and 600 J irradiation protocol,



respectively. Conclusion: In conclusion, for positive modifications on
hemodynamic variables, the ideal therapeutic window was the range from 75 to
300 J, whereas for the metabolic variables was from 450 to 600 J, with a power
output of the 75 mW per diode LED. Study 3: Aim: The main purpose of this
study was to evaluate the acute dose-response effects of TPBM associated with
moderate intensity exercise, consisting of a constant load protocol (CL) followed
by a binary pseudo random protocol (PRBS), in hemodynamic responses and
cardiorespiratory adjustments in subjects with type 2 diabetes mellitus (T2DM).
Methods: Thirteen men with T2DM (age 52.6 £ 7.3 years) received PBMT by a
light-emitting diode array (50 GaAlAs LEDs, 850 nm, 75 mW per diode) on the
rectus and oblique abdomen, quadriceps femoris, triceps surae, and hamstrings
muscle areas, bilaterally, using different energies densities (sham, 75, 150, 300,
450 and 600 Joules - J) in random order with a washout of at least 15 days apart.
After the application of TPBM, the volunteers were submitted to a CL followed by
a PRBS. After the TFBM, the volunteers were submitted to an exercise protocol
in cycle ergometer, consisting of a free load warm-up for 3 minutes and a CL, for
a period of 6 minutes, performed at 80% of the ventilatory anaerobic threshold
(VAT), achieved in a previous cardiopulmonary exercise test, and followed by a
binary pseudorandom protocol (PRBS), for a time of 17 minutes and 30 seconds,
with load stages that ranged from 20 to 80% of the VAT. Results: We found that
TPBM enhanced the improvement of the dynamics (MNG) of Q with the energy
of 600 J (p =0.014). Conclusion: In conclusion, our findings showed that TFBM,
previously applied to physical exercise, and in different energy densities, does
not promote improvement in most cardiovascular and ventilatory responses.
General conclusions of the study: The findings of this thesis allow us to
conclude that: (1) PBMT applied in healthy young people is able to improve
muscle tissue oxygenation; (2) PBMT applied in isolation, enhances the
metabolic and hemodynamic responses at rest in the diabetic population, and (3)
PBMT applied previously to an exercise protocol of moderate intensity and
duration of 23 min, does not promotes distinct effects from the sham application

in the hemodynamic variables and in the dynamics of the V0,.

Keywords: Phototherapy; low-level light therapy; mitochondria; diabetes

mellitus, typ2 2; exercise; oxygen consumption.
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1. PREFACIO

A presente tese foi desenvolvida por mim, Stephanie Nogueira Linares,
sob orientacdo da Profé. Dra. Aparecida Maria Catai e coorientacéo do Prof. Dr.
Thomas Beltrame. Todos os experimentos foram realizados no Laboratorio de
Fisioterapia Cardiovascular (LFCV)/Nucleo de Pesquisas em Exercicio Fisico
(NUPEF), alocado no Departamento de Fisioterapia (DFisio) e Programa de Pos-
Graduacao em Fisioterapia (PPG-Ft) da Universidade Federal de S&o Carlos
(UFSCar). Esta pesquisa se insere na area de ensino da Fisioterapia
Cardiovascular e Respiratoria, linha de pesquisa de Processos de Avaliacéo e
Intervencdo em Fisioterapia Cardiovascular e Respiratoria.

O material da tese é composto por 3 estudos sendo apresentados um no
formato de um artigo cientifico publicado em periddico cientifico internacional e
dois outros manuscritos, sendo um submetido a periddico cientifico internacional
e um terceiro em elaboracao. Todos sdo produtos resultantes das atividades do
doutorado.

Para o desenvolvimento dos estudos, contamos com a colaboracao e
parceira de professores, 0s quais foram fundamentais e nos auxiliaram em varias
etapas dos estudos. Abaixo, apresento-lhes:

o Profa, Dra. Audrey Borghi-Silva, coordenadora do Laboratério de
Fisioterapia Cardiorrespiratéria da Universidade Federal de Sao Carlos
(UFSCar): concessédo de uso do US para avaliacbes da espessura da
camada de gordura do musculo vasto lateral estudado e de equipamento
para processamento das amostras sanguineas para medida da
glicemia/lactato.

o Prof. Dr. Cleber Ferraresi, na época docente da Universidade Sagrado
Coracao e atualmente professor da Universidade Federal de Sao Carlos
(UFSCar): concepcdo de vérios aspectos de desenho do projeto;
desenvolvimento de um dispositivo pontual de 1 LED, manutencéo e
calibragem dos dispositivos (de 1 LED e de 50 LEDs) de terapia por
fotobiomodulacéo (TFBM).

o Profd. Dra. Fulvia de Barros Manchado Gobatto, coordenadora do Centro
de Pesquisa em Ciéncias do Esporte (CEPECE) da Faculdade de Ciéncias

Aplicadas - UNICAMP — Limeira/SP: disponibilizacdo de seu laboratorio
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para processamento das amostras sanguineas para medida da
glicemia/lactato; treinamento da pOs graduanda quanto as técnicas de
preparo das solu¢cdes quimicas, calibragdo do equipamento e
disponibilizacdo da aluna de pos graduacdo, Priscilla Faleiro de Biase para
auxiliar nos processamentos.

o Prof°. Dr. Nivaldo Antonio Parizotto, professor da Universidade de
Araraquara (UNIARA): concepcdo de varios aspectos do desenho do
projeto; desenvolvimento do dispositivo (manta com 50 LEDs) de terapia
por fotobiomodulacéo (TFBM).

o Prof°. Dr. Vanderlei Salvador Bagnato, coordenador do Centro de Pesquisa
em Optica e Fotdnica do Instituto de Fisica de S&o Carlos da Universidade
de Séo Paulo — IFSC/USP: desenvolvimento do dispositivo (manta com 50
LEDS) de terapia por fotobiomodulacdo (TFBM) e disponibilizacéo de seu

laboratorio para calibragem do dispositivo.

O primeiro estudo, com homens jovens saudaveis, foi desenvolvido com
0 objetivo de investigar o efeito da TFBM na oxigenac¢éo tecidual periférica,
avaliada pela Near Infrared Spectroscopy (NIRS). Este estudo piloto foi
fundamental para o delineamento dos ensaios subsequentes, tendo sido
desenvolvido entre os anos de 2017 e 2018, e publicado na revista Lasers in
Medical Science (Qualis Al e fator de impacto de 2.342).

Em 2018, com o objetivo de adquirir suporte para o desenvolvimento da
pesquisa, envidamos esforcos conjuntos para a submissdo do projeto de
pesquisa intitulado “Efeitos agudos da terapia por fotobiomodulag¢éo no sistema
aerébio no diabetes mellitus tipo 2” (derivado do projeto da presente tese), na
Chamada MCTIC/CNPq no. 28/2018-Universal/Faixa C, do Conselho Nacional
de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPq), tendo sido aprovado sob
0 numero de processo: 425360/2018-0. O termo de concessdo datou de
27/05/20109.

Em seguida, o protocolo experimental foi desenvolvido e deu fruto ao
segundo estudo, o qual investigou os efeitos dose-resposta da TFBM nas
respostas hemodindmicas e metabdlicas em homens de meia idade com
diagnoéstico de diabetes mellitus tipo 2 (DM2). O manuscrito esta apresentado
nas normas da revista Frontiers in Physiology (Qualis Al e fator de impacto de
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3.367), para a qual foi submetida em janeiro de 2021 e encontra-se em processo
de reviséo.

E, o terceiro estudo, teve como objetivo principal investigar os efeitos da
associacdo da TFBM e do exercicio aerdbio de moderada intensidade, em
homens com DM2, nas respostas hemodinamicas e ajustes cardiorrespiratorios.
Embora ainda em elaboracéo, julgamos pertinente inclui-lo na presente tese.

E importante ressaltar que, devido a pandemia e a necessidade do
isolamento e distanciamento social como medidas de seguranga contra a
COVID-19, nos levou a interromper as avaliacdes, ndo sendo possivel concluir
o estudo conforme planejamento inicial. Entretanto, as analises com o niumero
amostral menor do que o previsto nos mostraram resultados interessantes.

Como resultado do conhecimento gerado, foi possivel observar que a
TFBM, quando aplicada de forma isolada em grupamento muscular pequeno em
jovens saudaveis, apresenta beneficios com melhora da oxigenacéao tecidual. No
DM2, outros efeitos positivos sdo observados: reducéo dos niveis de glicemia e
lactato, aumento do débito cardiaco e diminuicdo da resisténcia vascular
periférica. Entretanto, quando associada ao exercicio fisico de moderada
intensidade, composto por protocolo de carga constante (PCC), realizado a 80%
da carga de trabalho do limiar de anaerobiose ventilatéria (LAv) com um tempo
de duracdo de 6 minutos, seguido por protocolo pseudorranddmico binéario
(PRBS), o qual as cargas de trabalho oscilaram entre 20 e 80% do LAv com um
tempo de duracao de 17 minutos e 30 segundos, as respostas observadas nos
sugerem que a TFBM n&o potencializou ou influenciou as respostas
hemodinamicas e ajustes cardiorrespiratérios, uma vez que as energias efetivas
mostraram resultados semelhantes & TFBM sham.

Desta forma, identificamos que as lacunas a respeito da energia 6tima
da TFBM permanecem e devem ser objeto de novas investigacoes.

Como parte do processo de formacdo académica, apresento-lhes as
atividades cientificas desenvolvidas durante o periodo do doutorado:

FORMACAO ACADEMICA

1. Especializacdo em andamento em Fisioterapia em Terapia intensiva
adulto, pediatrica e neonatal. (Carga Horéaria: 380h). Faculdade Inspirar,
INSPIRAR, Brasil.
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2. CONTEXTUALIZAGCAO

As doencas cronicas ndo transmissiveis (DCNT) sdo as principais causas
de incapacidade prematura e sdo responsaveis por cerca de 36 milhdes de
mortes anuais no mundo. (1) Dentre essas doencas, destaca-se o Diabetes
Mellitus (DM), o qual é caracterizado como um disturbio metabdlico croénico na
qual o corpo ndo produz insulina ou ndo consegue utilizar adequadamente a
insulina que produz. A DM é classificada como a sétima principal causa de morte
mundial. (2) Estudos recentes reportam que h& cerca de 463 milhdes de adultos,
com idade entre 20 e 79 anos, com a doenca no mundo.(3) Ainda, a Internacional
Diabetes Federation (IDF) estima que haverd 578 milhdes de adultos com
diabetes em 2030 e 700 milhdes em 2045. (4)

Em ambito nacional, segundo a Sociedade Brasileira de Diabetes e a IDF,
o Brasil € o quinto pais em termos de incidéncia de diabetes no mundo, com 16,8
milhdes de doentes adultos, com idade entre 20 e 79 anos, perdendo apenas
para a China, india, Estados Unidos e Paquistio (Tabela 1). Sendo esse, um
namero com potencial de crescimento, 0 que se torna preocupante, uma vez que

as DCNT séo responsaveis por mais de 70% das mortes mundiais. (5,6)

Tabela 1. Classificacdo dos dez principais paises com maior nimero de pessoas com
diabetes mellitus, com idade entre 20 e 79 anos, em 2019, 2030 e 2045.

2019 2030 2045
Numero de NUmero de Nuamero de
pessoas pessoas pessoas
Rank Pais com Rank Pais com Rank Pais com
diabetes diabetes diabetes
(milhdes) (milhdes) (milhdes)
1 China 116,4 1 China 140,5 1 China 147,2
2 india 77 2 india 101 2 india 134,2
3 EUA 31 3 EUA 34,4 3 Paquistéo 37,1
4 Paquistdo 19,4 4 Paquistéo 26,2 4 EUA 36
5 Brasil 16,8 5 Brasil 21,5 5 Brasil 26
6 México 12,8 6 México 17,2 6 México 22,3
7 Indonésia 10,7 7 Indonésia 13,7 7 Egito 16,9
8 Alemanha 9,5 8 Eqgito 11,9 8 Indonésia 16,6
9 Eqito 8,9 9 Bangladesh 11,4 9 Bangladesh 15
10 Bangladesch 8,4 10 Alemanha 10,1 10 Turquia 10,4

EUA: Estados Unidos da América.
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Além disso, projecdes para 2045 reportam que o Brasil continuara
ocupando o quinto lugar na classificacdo geral de paises, entretanto, de acordo
com as estimativas, 0 numero de pessoas com a doenca sera de
aproximadamente 26 milhdes.(7) Como consequéncia a situacdo atual, o
namero de internacdes por complicacbes causadas pela DM aumentou em
propor¢cdes superiores as hospitalizagbes por todas as causas, impondo uma
grande carga econémica aos sistemas de saude, como visto na Tabela 2. (5,7,8)

Tabela 2. Classificacdo dos 10 principais paises em relagdo aos gastos com a
saude de pessoas com diabetes, idade entre 20 e 79 anos, em 2019 (dados em
bilhdes de délares).

Rank Pais Despesas (bilh6es de dblares)
1 EUA 294,6
2 China 109
3 Brasil 52,3
4 Alemanha 43,8
5 Japéo 23,5
6 México 17
7 Franca 16,9
8 Reino Unido 14,1
9 Canada 12,3
10 Russia 10,6

EUA: Estados Unidos da América.

O Diabetes Mellitus Tipo 2 (DM2), que representa cerca de 90 a 95% dos
casos de DM nos dias atuais (7), € uma doenca metabdlica caracterizada pela
hiperglicemia desencadeada por resisténcia da acdo e/ou comprometimento da
secrecdo de insulina secretada pelas células B do péncreas. (7,9,10) A
exposicdo cronica aos niveis elevados de glicose circulantes contribui para o
desenvolvimento de doencas cardiovasculares (DCV), obesidade e outras
complicagbes (7) que impactam diretamente a capacidade funcional dos
individuos com a doenga. Sendo assim, o controle glicémico nestes individuos &

um dos pontos centrais para um tratamento efetivo.
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Individuos com DM2 apresentam comprometimentos micro e
macrovasculares que levam a diminuicéo da aptidéo fisica e da poténcia aerdbia
caracterizada pela lenta resposta do consumo de oxigénio (V0,).(11) Muitos
mecanismos podem explicar essas modificagdes vasculares no DM2 que
prejudicam a resposta aerodbia, incluindo alteracdes estruturais, reduzido fluxo
sanguineo muscular e densidade capilar, irregularidade na difusdo muscular do
oxigénio e menor utilizacado do oxigénio mitocondrial. (12)

No intuito de minimizar os efeitos deletérios do DM2, a Diretriz da
Sociedade Brasileira de Diabetes (7) preconiza que mudancas no estilo de vida
diminuem a incidéncia da DM2 em até 43%, por meio da reducado direta dos
niveis glicémicos. (7,13) Dessa forma, a pratica regular de exercicio fisico (EF)
aparece no cenario como uma importante ferramenta. (14) Dentre as
modalidades indicadas, o aerdbio (15) tem mostrado efeitos positivos para a
melhora da sensibilidade a insulina e tolerancia a glicose, melhora da aptidao
cardiorrespiratéria, controle da pressdo arterial (16), melhora da funcéo
endotelial, melhora da capacidade funcional e qualidade de vida. (17-19).

Embora o EF seja uma alternativa cientificamente comprovada e
imprescindivel no tratamento da DM2, evidencias apontam a necessidade de
desenvolvimento de novos métodos e estratégias de intervencédo direcionadas
que possam potencializar os efeitos fisiolégicos promovidos pelo EF, ou ainda,
ser uma opcao de terapia capaz de promover, de forma isolada, beneficios a
saude e auxiliar na melhora do metabolismo nesta populacdo. (12) Neste
sentido, a terapia por fotobiomodulacdo (TFBM) aparece no cenario como um
importante recurso ergogénico, uma vez que essa terapia pode ser utilizada de
forma Unica, ou combinada a alguma modalidade de EF.

Estudos apontam que a TFBM tem se mostrado benéfica para a
populacdo com DM2, pois o metabolismo aerdbio parece ser afetado pela terapia
uma vez que a luz pode influenciar a funcdo das mitocondrias que utilizam o
oxigénio (0,) como aceptor final da cadeia transportadora de elétrons. (20-22)
Desta forma, tem sido observado um efeito da TFBM no aumento da funcao
mitocondrial (23), microcirculagéo (24,25), perfusdo (26) e oxigenacao tecidual
(25,27), toleréncia ao exercicio e na diminuicdo da concentracdo de lactato, e

dos marcadores de danos muscular. (12,20,28)
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De maneira a facilitar a comparacéo entre diferentes estudos, a World
Association for Laser Therapy (WALT) preconiza a padronizacao dos parametros
e doses utilizadas nas terapias pela fotobiomodulacdo. Neste sentido,
recomenda-se que novos estudos informem todos os parametros de irradiacéo
utilizados, incluindo o comprimento de onda, fluéncia ou densidade de energia
(J/cm?), densidade de poténcia ou irradiancia (W/cm?2), energia (J), frequéncia de
emissao e area irradiada (cm2). Assim, seria possivel discutir, de maneira
sistematica e reprodutivel, os mecanismos fisiol6gicos que explicariam os efeitos
observados apods a aplicacdo de diferentes energias de irradiacdo da luz.
Portanto, € necessario definir, como descrito na Tabela 3, alguns conceitos
fundamentais de algumas grandezas fisicas envolvidas nas terapias por

fotobiomodulacéo:

Tabela 3. DefinicBes da terapia por fotobiomodulacéo.

Define a taxa com que uma quantidade de energia € transmitida

Potencia ao tecido e é medida em Watt (W) ou Joule por segundo (J/s).

Densidade de E a razédo pela qual a poténcia é dissipada por area de tecido

poten_ga ou irradiado e é medida em Watt por centimetro quadrado (W/cm?).
Irradiancia
Traduz a quantidade de luz depositada no tecido alvo irradiado,
Eneraia a unidade de referéncia € o Joule (J). Esta grandeza é
9 calculada multiplicando-se a poténcia de saida em Watts pelo
tempo de terapia ou irradiacdo, em segundos (i.e., W.s).
A Esta grandeza reflete a quantidade de energia aplicada no
Fluéncia ou . ~ . e
: tecido com relagéo a area sobre a qual a energia se dissipa. Ou
Densidade de : . . ) .
energia seja, traduz a quantidade de energia por unidade de area de

tecido e é medida em Joule por centimetro quadrado (J/cm?).

Como a TFBM é capaz de estimular o metabolismo mitocondrial, ha um
aumento da disponibilidade de energia para as células musculares. Esse
processo ocorre devido a absorcao de fétons pela enzima Citocromo C Oxidase
(Cox) (20,29), localizada na cadeia transportadora de elétrons. Sendo assim,

quanto maior a atividade da Cox, maior sera o consumo de oxigénio (V0,) e
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maior sera a energia disponivel para a fosforilacdo oxidativa mitocondrial (29)
(Figura 1).

Tecido
musculoesquelético e -

L) ~
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Figura 1. Mecanismo de acdo da terapia por fotobiomodulacdo (TFBM) no tecido
musculoesquelético. A TFBM estimula o metabolismo oxidativo mitocondrial devido a absorgéo
das particulas de luz (fétons) pela enzima citocromo ¢ oxidase (Cox). Assim, a luz absorvida no
tecido interage com a mitocondria celular, promovendo mudancas estruturais e metabdlicas,
como a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e oxido nitrico (NO), aumento da
sintese de adenosina trifosfato (ATP) e sintese proteica.

Além da maior disponibilidade energética pela maior sintese da adenosina
trifosfato (ATP), a TFBM parece elevar a liberacao de éxido nitrico (NO). (29,30)
Esse aumento da liberagdo de NO (31,32), por sua vez, pode estar associado a
um aumento da oxigenacdao tecidual e concentracdo de hemoglobina que pode
levar a melhora e aumento do metabolismo celular.(22,33-35) Além disso,
quando a TFBM estimula a atividade da Cox, em células saudaveis, leva a um
aumento breve e modesto na geragdo de espécies reativas de oxigénio (EROS).
(36)

Com o objetivo de entender melhor como acontece essa interagcéo entre
a TFBM e o tecido muscular, desenvolvemos o nosso 1° estudo, intitulado:
“Efeitos da fotobiomodulagdo na concentragdo de hemoglobina avaliada por
meio da near-infrared spectroscopy em humanos”. (22) A populacdo do estudo
era composta por 12 jovens saudaveis e a TFBM consistia em um unico LED,

com comprimento de onda de 850 + 20 nm, energia irradiada de 2 J e tempo de
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aplicacao de 40 segundos por intervencédo, e o local de irradiacao foi o terco
proximal do musculo flexor ulnar do carpo. Nossos achados evidenciaram que a
TFBM aumenta a concentracéo da oxi-miohemoglobina e miohemoglobina total,
indicando um efeito da TFBM no equilibrio entre a oferta e o consumo de
oxigénio, mais especificamente na oferta, mostrando o seu potencial efeito
terapéutico.

Tais terapias utilizam equipamentos que emitem luz no tecido biolégico
alvo, excitando moléculas especificas e modificando as rea¢des bioquimicas e
fisiologicas das células irradiadas. (37) Entretanto, o uso da TFBM em individuos
com DM2 compdem uma nova area de pesquisa cujos trabalhos 4°47-50 tém sido
desenvolvidos com o intuito de esclarecer os reais efeitos da TFBM na melhora
da resposta aerdbia e capacidade funcional. Assim, estudo prévio de nosso
grupo de pesquisa (12,33) investigou o potencial efeito terapéutico da FBM no
DMZ2, utilizando duas energias (150J e 300J) e observou reducao significativa da
glicemia ap0s exercicio fisico somente na energia de 150J.(33)

Com base nos estudos existentes observa-se que, energias ideais de
FBM como intervencdo no DM2 ainda ndo sdo completamente conhecidas.

Assim, surgiu o segundo questionamento da presente tese: Quais seriam
os efeitos isolados de diferentes energias da TFBM nos sistemas cardiovascular
e/ou hemodindmico e metabdlico em individuos com DM2.

Baseado neste questionamento, realizamos o 22 estudo desta tese que
versa sobre os efeitos dose-resposta da TFBM nas respostas hemodinamicas e
metabdlicas. O estudo € intitulado: “Efeito dose-resposta da terapia de
fotobiomodulacao nas respostas hemodindmicas e metabdlicas em adultos com
Diabetes Mellitus tipo 2: um estudo randomizado, cruzado, duplo-cego e
controlado por sham”. Teve como objetivo verificar os efeitos agudos de
diferentes energias (sham, 75 150, 300, 450 e 600 J) nas respostas
hemodindmicas e metabdlicas, como glicemia e lactato. Avaliamos essas
respostas, em repouso, 1 minuto e 15 minutos apoés a aplicacédo da TFBM. Como
resultado, identificamos que a TFBM promoveu efeitos principalmente nas
variaveis débito cardiaco (Q), resisténcia vascular periférica (RVP), frequéncia
cardiaca (FC), glicemia e lactato quando aplicada em contato direto com a pele

a um comprimento de onda de 850 + 20 nm e poténcia de 75 mW.

40



Como explicitado anteriormente, as terapias por FBM podem causar
modificacdes fisioldégicas dos tecidos bioldgicos com consequente acao no
metabolismo, proporcionando aumento da microcirculagdo sanguinea e
regeneracao tecidual (38-40). Com isso, o0s beneficios da TFBM na
bioenergética muscular parecem favorecer a via metabdlica aerdbia,
contribuindo assim, para a maior disponibilidade de energia celular durante o
exercicio fisico. Do ponto de vista clinico e pratico, essas respostas poderiam
ser de fundamental importancia na reabilitacdo de individuos com DM2, no
sentido de aumentar sua capacidade aerobia (41), e consequentemente, a
capacidade funcional e qualidade de vida. (42,43)

Como a TFBM parece influenciar diretamente os mecanismos da via
aerdbica durante o exercicio fisico, a escolha por um protocolo de exercicio que
contemple essa caracteristica € de fundamental importancia. Por esta razdo, a
aplicacao de um Protocolo Pseudorrandémico Binario (PRBS) parece adequada,
ja que este é capaz estimar a resposta aerobica de modo mais realista (44,45) e
tem sido utilizado para investigacdo de doencas, como a DM2. (46,47). No
PRBS, cada estagio oscila em relacdo ao tempo e as intensidades, que estao
abaixo do limiar de anaerobiose ventilatério, 0 que garante que este exercicio
seja de intensidade moderada, de caracteristica aerGbica e proxima as
atividades desenvolvidas ao longo do dia a dia.

Pesquisas prévias (46,48-51) tém sido desenvolvidas com o objetivo de
investigar efeitos da TFBM na melhora da resposta aerdbia, captacdo de
oxigénio pulmonar, oxigenacdo muscular e na capacidade funcional do DM2.
Assim, com esse propdésito, estudo prévio de nosso grupo de pesquisa (12,48)
aplicou a TFBM bilateralmente nos musculos quadriceps femoral e triceps sural,
em pacientes com DM2, com duas energias (150J e 300J) previamente a um
protocolo de exercicio fisico moderado de curta duracdo. Os autores observaram
que a energia de 150 J foi capaz de promover reducéo significativa da glicemia
apos o exercicio fisico, e em relacédo aos ajustes cardiorrespiratorios, variaveis
hemodindmicas e lactato, durante a transicdo do exercicio, ndo observaram
modificacdo. Esses achados sugeriram que a TFBM associada ao exercicio
moderado tem potencial terapéutico no controle da glicemia do DM e que, mais
estudos seriam necessarios para estabelecer a janela terapéutica e a dose-

resposta capaz de modificar de forma aguda os referidos ajustes fisiol6gicos.
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Dessa forma, até o momento ainda sdo desconhecidos os efeitos
terapéuticos agudos da FBM no DM2 por meio da avaliacéo integrada do sistema
aerébio e da energia Otima para esta populacdo. Ainda, estratégias de
tratamento com base no aumento e melhora da capacidade funcional dos
individuos com DM2 sédo de grande importancia visto que a intolerancia a
atividade fisica reduz significativamente a qualidade de vida (49) e estéo
relacionadas ao aumento do risco cardiovascular dessa populagédo. (33,52)
Desta forma, estratégias com foco na melhora do metabolismo aerébio sao
primordiais para o tratamento do DM2. (50,51)

Com base nos conhecimentos desses beneficios mediados pela TFBM,
surgiu um terceiro questionamento desta tese: a terapia por fotobiomodulacéo
com diferentes energias, aplicada previamente a realizagdo de um protocolo de
exercicio de intensidade moderada poderia potencializar as respostas
hemodinamicas e o0s ajustes cardiorrespiratorios nesta populacédo? E ainda, seria
possivel estabelecer uma janela terapéutica e dose-resposta capaz de modificar
de forma aguda as referidas respostas e ajustes fisioldégicos?

Desta forma, elaboramos o 3° estudo desta tese, intitulado: “Efeito dose-
resposta aguda da terapia por fotobiomodulacédo na dinamica cardiorrespiratoria
e deoxigenagdo muscular em adultos com Diabetes Mellitus tipo 2: um estudo
randomizado, cruzado, duplo-cego e controlado por sham” e teve como objetivo
avaliar os efeitos da dose-resposta aguda da TFBM associada a exercicio de
moderada intensidade, composto por protocolo de carga constante (PCC)
seguido por protocolo pseudorrandémico binario (PRBS) com duracao de 23
minutos, nas respostas hemodinamicas e ajustes cardiorrespiratérios. Como
resultados, identificamos que a TFBM nas condigcdes estudadas, nao
potencializou as respostas hemodinamicas e cardiorrespiratérios, com excecao
do DC, em individuos com DM2.

Os trés estudos desenvolvidos estdo apresentados nas proximas
sessOes desta tese, no formato de um artigo publicado e 2 manuscritos (um
submetido e outro em preparacao), traduzidos para a lingua portuguesa e com

a inclusao de ilustracoes.
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4. ESTUDO 1

(versdo em portugués com detalhamentos e incluséo de ilustracdes)

“Efeitos da fotobiomodulagdao nas concentragcoes de hemoglobina local
avaliada por meio da espectroscopia de infravermelho préximo em
humanos” !

Stephanie Nogueira Linares, Thomas Beltrame, Cleber Ferraresi, Gabriela
Aguiar Mesquita Galdino, Aparecida Maria Catai

! Publicado no periédico Lasers in Medical Science em abril de 2020; volume
35(3), paginas 641-649. Epub agosto de 20109.
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4.1 INTRODUCAO

Com base na oxidacdo de compostos de alta energia, as mitocondrias
desempenham um papel fundamental na funcédo e manutencdo da homeostase
celular por meio da ressintese de trifosfato de adenosina (ATP).(1) A exposicao
de tecidos bioldgicos a luzes terapéuticas, ou terapia de fotobiomodulagéo
(TFBM), pode estimular a fungdo mitocondrial, aumentando sua atividade
eletroquimica, resultando em uma maior taxa de ressintese de ATP.(2-5)

O principal mecanismo de acdo da TFBM para estimular a mitocéndria e
a ressintese de ATP esta relacionado ao aumento da atividade da Citocromo ¢
oxidase (Cox, enzima terminal da cadeia respiratéria mitocondrial). (6—8) Uma
maior capacidade de oxidacdo da Cox, promovida pela TFBM, pode levar a
alteracdes no consumo de oxigénio intracelular e na producéo de energia por
meio da fosforilagdo oxidativa mitocondrial.(6) Portanto, modificacbes na
capacidade oxidativa da Cox resultariam em alteraces no equilibrio entre a
oferta e o consumo de oxigénio. (9,10)

Além de seus efeitos na Cox, a TFBM também parece contribuir para uma
melhor microcirculacdo sanguinea. (11-13) Esse aumento na oferta de oxigénio,
pela melhora da perfusdo, pode influenciar a capacidade do tecido
musculoesquelético em realizar exercicios por meio de diversos mecanismos de
acao. (1,8,14) Além disso, estudos sugerem que TFBM € de grande importancia
para restaurar a capacidade funcional de uma populacédo doente, aumentando a
oferta local de oxigénio. (15,16)

Independentemente dos efeitos da TFBM no consumo de oxigénio
muscular (ou seja, acdo na Cox) ou oferta (ou seja, fluxo sanguineo), as
respostas do metabolismo aerdbico, como um produto do consumo e oferta de
oxigénio (17), devem ser influenciadas pela TFBM. No principio de Fick (18),
durante o repouso onde a captacao de oxigénio € constante, um maior consumo
de oxigénio promovida pelo efeito da TFBM sobre Cox deveria aumentar a
extracao de oxigénio da microcirculacao local. Por outro lado, também durante o
repouso, um maior aporte de oxigénio causado pela vasodilatacdo promovida
pela TFBM deve aumentar a extragdo de oxigénio da circulagdo local. (19,20)
Mais uma possibilidade é aumentar o consumo e a oferta de oxigénio na mesma

proporcao, onde nenhuma alteracdo promovida pela TFBM sera possivel de ser
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observada experimentalmente no balanco de oxigénio durante uma condi¢éo de
repouso.

Considerando tecnologias, como near-infrared spectroscopy (NIRS),
informacdes podem ser obtidas sobre o equilibrio entre a oferta e consumo de
oxigénio periférico avaliando as concentracdes locais de oxi-[0,Hb] e deoxi-
miohemoglobina [HHb]. (16) Portanto, a NIRS pode ser usada para estudar
quais sao os efeitos agudos da TFBM no manuseio de oxigénio local “in vivo”. A
NIRS tem sido utilizada para avaliar a oxigenacéo tecidual (saturacéo / perfusdo),
o consumo local de 0, e o fluxo sanguineo em diferentes tecidos humanos,
incluindo cérebro e musculo esquelético. (1) A NIRS pode penetrar nos tecidos
biolégicos com menos dispersao e absorcdo do que a luz visivel, oferecendo
vantagens para medi¢cdes quantitativas. Em sua forma mais simples, um
dispositivo NIRS consiste em uma fonte de luz que emite 2 ou mais
comprimentos de onda de luz na faixa do infravermelho préximo (650-1000 nm)
no tecido de interesse e um detector colocado a uma distancia conhecida da
fonte. (16,21) A absorbancia da luz infravermelha préxima da regido do
cromoéforo da hemoglobina (Hb) difere dependendo se a Hb estd oxigenada
(transportando oxigénio) ou deoxigenado (ndo transportando oxigénio). (21)

A NIRS é um método néo invasivo que nos permite estudar a oferta e o
consumo local de 0, in vivo. (22) Essa tecnologia fornece os meios para a
investigacdo de alguns possiveis beneficios decorrentes de diferentes tipos de
intervencgoes. (16,23)

Sendo assim, o principal objetivo do presente estudo foi investigar os
efeitos agudos da TFBM, por meio da near-infrared spectroscopy, na oferta e
consumo de 0, em humanos. A principal hipétese deste estudo é que a TFBM

influencia o equilibrio de oxigénio no musculo.

4.2 MATERIAIS E METODOS

Desenho do estudo e declaracao de ética

Trata-se de um ensaio clinico cego, sham controlado envolvendo homens
jovens saudaveis que seguiu as diretrizes do CONSORT 2010.(24) Os dados
foram coletados em setembro de 2017 e foi realizado de acordo com o0s

principios da Declaracdo de Helsinque (1964), aprovado pelo Comité de Etica
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em Pesquisa em Seres Humanos da Universidade Federal de S&do Carlos, Sao
Carlos, SP, Brasil, sob numero de protocolo 13573013.1.0000.5504 e realizado
de acordo com as normas que regulamentam as pesquisas envolvendo seres
humanos (Resolucdo 466 de 2012, Conselho Nacional de Saude). Apos
concordarem em participar do estudo, todos os participantes assinaram um
termo de consentimento livre e esclarecido. Este estudo foi registrado no
Registro Brasileiro de Ensaios Clinicos (ReBEC, ID RBR-8r23ds, em
02/06/2019), conforme a Plataforma Internacional de Registro de Ensaios
Clinicos da OMS.

Doze jovens saudaveis (28 + 3,1 anos, peso corporal de 81 + 26,4 kg e
altura de 1,75 £ 0,49 cm) foram incluidos no estudo. Os participantes foram
inicialmente recrutados por meio de comunicacdo pessoal ou por meio de folders
espalhados pelo campus da Universidade, conforme aprovado pelo comité de
ética local. Uma vez recrutados, os participantes seguiram os procedimentos
éticos descritos acima e, em seguida, sua massa corporal e estatura foram
medidos. Apenas participantes com IMC inferior a 35 kg/m2 foram incluidos no
estudo. (25) Os critérios de exclusdo foram: diagnéstico de distarbio
cardiovascular e respiratorio; ocorréncia de lesdo cutanea ou infeccdo local na
regido do antebraco; historia de lesdo muscular esquelética nos ultimos seis
meses; e doenga articular crénica. Fumantes, alcoolistas e usuéarios de drogas
ilicitas também foram excluidos deste estudo. Entretanto, nenhum participante
foi excluido por algum desses critérios.

Os efeitos da TFBM foram testados de forma aleatdria no antebraco
esquerdo e/ou direito. Um pesquisador foi responsavel pelo procedimento de
randomizacao e controle do dispositivo de FBM. Conforme descrito na Figura 1,
apos ~ 20 minutos de repouso para aquecer o dispositivo NIRS, a terapia de
fotobiomodulag&o por diodo emissor de luz (LED) foi ligada por 40 s em quatro
intervencdes diferentes (I, I,, I; e 1,) separadas por 3 min de intervalo entre
elas. Como os voluntarios ndo sabiam quando o dispositivo LED era ligado ou

desligado, a condi¢ao “Sham?” foi considerada como o periodo anterior a TFBM.
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Figura 1. Desenho experimental. Os participantes receberam 40 segundos de terapia por
fotobiomodulacdo (TFBM) por um diodo emissor de luz (LED) em 4 intervengdes diferentes
separadas por 3 minutos. O sham foi considerado como o periodo anterior a primeira aplicagcao
de LED. Os dados usados para avaliar os efeitos da TFBM foram relacionados ao minuto antes
(ou seja, Pré) e ao minuto apos (ou seja, Pés) cada uma das intervengfes e o sham.

Terapia de fotobiomodulagéo

O dispositivo de TFBM consistia em um Gnico LED, conectado a um
protétipo ndo comercial, desenvolvido por duas universidades brasileiras, a
Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar) e a Universidade de S&o Paulo
(USP -IFSC). Os patrticipantes permaneciam sentados em repouso e com 0S
bracos apoiados na mesa, na altura do coracdo. O probe do LED foi colocado
em contato direto com o terco proximal do musculo flexor ulnar do carpo. O
ventre muscular foi localizado pela anatomia palpatéria durante um teste de
contragdo voluntaria maxima onde era solicitado que o voluntério realiza-se a
flexdo do punho com aducéo (no sentido ulnar).

Um dispositivo protétipo (Figura 2) foi construido para segurar o LED
simultaneamente com os cabos da NIRS. Conforme mostrado na Figura 2B, o
dispositivo de LED consistia em um probe Unico de LED, localizadaa 1,5 e 2 cm
de distancia da primeira e da segunda fibra O6ptica da fonte de luz
(transmissores), respectivamente; e 1,5 cm da fibra optica do receptor de luz. Os
parametros da TFBM sédo apresentados na Tabela 1. Para garantir que a FBM
estava entregando a quantidade correta de energia Optica ao tecido, a poténcia
Optica da luz emitida pelo LED foi medida antes dos experimentos por um
medidor de energia 6ptica (PM100D Thorlabs®, Newton, New Jersey, EUA)

conectado a um sensor de luz S130C (area de 0,70 cm2).
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Controlador do LED

NIRS receptor LED NIRS transmissor

0 I

> 4.5 cm
. 1.5cm . 1.5cm

3.5cm

Figura 2. A: Posicionamento do dispositivo de diodo emissor de luz (LED) conectado ao seu
controlador e as fibras de espectroscopia de infravermelho préximo (NIRS) (duas fontes de luz e
um receptor) no tergo proximal do musculo flexor ulnar do carpo. Um suporte foi construido para
colocar o dispositivo LED a distancias iguais, durante o teste. B: Vista inferior do suporte (4,5 x
8 cm) com o dispositivo LED e as fibras épticas NIRS. As fibras NIRS estavam a cerca de 1,5 cm
de distancia do LED.

Tabela 1. Parametros da terapia de fotobiomodulagcéo (TFBM) e regido da irradiacdo
do LED no corpo

Numero de LEDs: 1 (infravermelho)

Comprimento de onda: 850 + 20 nm

Frequéncia: saida continua

Saida ética: 50 mW

Tamanho do LED: 0.2 cm?

Densidade de poténcia: 250 mW/cm?

Tempo de intervengéo: 40 s

Energia: 2 J

Densidade de energia por LED em 40 s: 10 J/cm?

Energia total fornecida por grupo muscular: 4 (intervencdes) x 2 J (8 J)

Grupo muscular: 1/3 proximal do musculo flexor ulnar do carpo

Energia total fornecida por membro: 8 J

Modo de aplicacdo: Em contato direto com a pele
nm: nandémetros; mW: milliwatts; cm2: centimetros ao quadrado; mW/cm2 milliwatts por
centimetro ao quadrado; s: segundos; J: joules; J/cm2: joules por centimetro quadrado.
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Near-infrared spectroscopy (NIRS)

Apos o posicionamento do dispositivo e fixacdo com fita hipoalergénica, o
antebraco foi cuidadosamente envolto por um tecido (pano) escuro para evitar
interferéncia da luz ambiente nos sinais da NIRS. Um dispositivo NIRS de duas
distancias, de ondas continuas e dois canais (Oxymon System, Artinis Medical
Systems, Holanda) foi utilizado para avaliar as mudancas relativas na dinamica
das concentracdes de [0,Hb] e [HHb] (expresso em uM) do musculo flexor ulnar
do carpo. A taxa de amostragem foi de 10 Hz. O dispositivo NIRS foi conectado
a um computador pessoal para armazenamento de dados e exibicao on-line.
Cada fibra transmissora de luz NIRS (denominada T; e T, na Figura 2) consistia
em dois LEDs operando com um comprimento de onda de 844 e 762 nm e uma
distancia de entrada/saida de luz de 30 (T;) e 35 (T,) mm (Figura 2). As fibras
Opticas da NIRS foram colocadas na area-alvo e o aparelho aquecido por pelo
menos 20 min antes da coleta de dados. Por analise post hoc, os sinais NIRS
nos niveis de T; e T, foram correlacionados durante todo o teste para cada
participante. Uma analise do coeficiente de correlacdo de Pearson entre 0s sinais
da NIRS medidos em T; e profundidade de penetracdo de T, demonstrou um
coeficiente de 98 + 0% com p <0,001 + 0,000% para [0,Hb], e 97 £ 2% com p
<0,001 + 0,000% para [HHb]. Portanto, para melhorar ainda mais a relacao sinal-
ruido, a concentracao final de miohemoglobina foi tomada como a média (ou
seja, x) do sinal ([0,Hb] ou [HHb]) medido nas distancias de T, e T,, portanto,

a unidade de medida final considerada foi xuM.

Anélise de dados

Os dados da NIRS foram registrados on-line, a 10 Hz, pelo software
Oxymon System (Artinis Medical Systems, Holanda). Apés a coleta de dados, os
sinais foram reduzidos e exportados a 1 Hz por interpolacao linear e, em seguida,
conforme descrito acima, a média da ([0,Hb] e [HHb]) medido em T, e T, foram
calculadas. Posteriormente, as concentracdes de miohemoglobina total ([tHb])
e a diferenca de oxi-deoxi miohemoglobina [dHb]) foram calculadas como a
soma e a diferenca entre [0,Hb] e [HHD], respectivamente. Conforme descrito

na Figura 1, as médias de 1 minuto de cada variavel (ou seja, [0,Hb], [HHb],
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[tHb] e [dHb]) foram calculadas em dois momentos diferentes, antes (Pré) e
depois (Pés) de cada intervencéo (sham, I, I,, I; and 1,).

Em seguida, foi calculada a diferenca entre Pés e Pré (delta, A) para todas
as variaveis em cada intervencgdo. Considerada uma limitacdo metodoldgica, o
dispositivo NIRS usado neste estudo mede apenas as mudancas relativas nas
concentracfes, uma vez que os dados absolutos variam aleatoriamente entre 0s
participantes. Portanto, para uma melhor visualizacdo dos dados, os graficos
para a comparacao entre “Pré” e o “Pos” foram plotados como mudancas em

relacdo ao momento "Pré" (ou seja, A).

Anélise Estatistica

Os dados foram expressos em média + DP, e a normalidade foi verificada
pelo teste de Shapiro-Wilk. Considerando o tamanho da amostra, o ruido
esperado associado a NIRS (16,26), e o fato da maioria dos dados estarem
normalmente distribuidos, assumimos uma distribuicdo normal e apenas testes
estatisticos paramétricos foram usados.(27)

Antes de usar a andlise de variancia (ANOVA), as possiveis influéncias
dos fatores de confuséo (ou seja, efeito sham e o possivel efeito de residuo entre
intervencdes) foram testadas separadamente, a priori, uma vez que esses
fatores podem induzir a erros do tipo |, o teste de hipotese principal (Efeito
TFBM). Portanto, as hip6teses secundarias foram testadas antes do teste da
hip6tese principal. A primeira hipétese secundaria era que as varidveis mudariam
devido ao efeito sham. A razdo para testar essa hip6tese secundaria foi que os
sinais da NIRS podem mudar espontaneamente ao longo do experimento sem a
influéncia da TFBM. Para testar essa hipotese, foi utilizado um teste t pareado
para comparar as variaveis entre os momentos “Pré” e “P6s” na intervencao
“Sham" (use a Figura 1 como referéncia).

A hipotese secundaria era que os valores A (isto é, diferenga entre “P6s”
e 0 “Pré”) eram diferentes entre as intervencdes sob os efeitos da TFBM (1, I, I5
e I,). A razdo para testar essa hipotese foi garantir que a magnitude das
mudancas promovidas pela TFBM, se presente, ndo estariam sob a influéncia

do efeito de possivel residuo entre intervencdes entre 1,, I,, I; e I, (Figura 1). Esta
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hipotese foi testada comparando os valores de A de cada variavel entre as
intervencoes 1., I,, I; e I, usando analise de variancia, ANOVA, one way de
medidas repetidas. Além disso, para todas as variaveis dependentes, a
comparacao do momento “Pré” entre as intervencoées I, I,, I; e I, também foram
testadas por ANOVA a fim de verificar se 0s sinais retornaram aos seus valores
basais antes da TFBM (sem um efeito do carreamento entre as intervengoes).

Como analise estatistica final, se a hipotese nula de ambos os fatores de
confusdo (sham e efeito de residuo entre intervencdes) fosse confirmada, uma
ANOVA two way de medidas repetidas seria utilizada para verificar o efeito
principal da TFBM e a presenca do efeito de interacdo entre as intervengoes (1,
L, I; e 1,) € momentos (Pré ou Péds). Se fossem identificadas diferencas, o teste
Student-Newman-Keuls era usado para analise post-hoc. O power do teste
estatistica ANOVA two way de medidas repetidas também foi relatado para a
[0,Hb] (como a variavel principal).

Para todos os testes estatisticos, um valor de p <0,05 foi considerado
como diferenga estatisticamente significativa entre as médias. As andlises
estatisticas e graficos foram realizados no software SigmaPlot 12.5 (Systat

Software Inc, San Jose, California, EUA).

4.3 RESULTADOS

Hipoteses secundarias: sham e efeito de residuo entre intervencdes
Conforme descrito na secao “Analise estatistica”, duas hipdteses
secundarias foram testadas inicialmente. Essas hip6teses secundarias foram
usadas para verificar as influéncias do sham e o efeito de efeito de residuo entre
intervencdes nas respostas da NIRS. Na intervencdo sham, ndo foram
encontradas diferencas estatisticas (p > 0,05) entre os momentos Pré e Pds para

nenhuma variavel (Tabela 2).
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Tabela 2. Concentracdes da oxi-miohemoglobina ([0,Hb]), deoxi-
miohemoglobina ([HHb]), miohemoglobina total ([tHb]) e diferenca de
miohemoglobina ([dHb]) antes (Pré) e apOs (Pés) a intervencdo sham.
Os valores delta (A) foram calculados como a diferenca entre os
momentos Pdés e Pré.

Variavel Momentos Sham

Pré 4.28 + 3.97

[0,Hb] (kXuM) Pés 4.90 £ 5.03
A 0.61 + 2.03

Pré -0.29+2.34

[HHb] (xuM) Pos -0.22+2.78
A 0.06 + 1.44

Pré 3.99+5.22

[tHb] (XuM) Pos 4.67 +£7.07
A 0.67 +2.85

Pré 457 +£3.90

[dHb] (XuM) Pos 5.13+4.01
A 0.55 + 2.06

Os valores sao apresentados como média £ DP. xuM: unidade de medida (veja o
texto para detalhes).

A Figura 3 mostra as respostas individuais, relativas ao momento
Pré, para cada variavel apés o sham. O nivel de significancia estatistica (valor
de p) foi obtido pelo teste t pareado. Além disso, 0 nimero de participantes (n)
em que determinada variavel aumentou ou diminuiu é apresentado na Figura 3.
Portanto, conforme mostrado na Tabela 2 e Figura 3, o efeito sham nao

influenciou nenhuma variavel.
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Figura 3. ConcentragGes da oxi-miohemoglobina ([0,Hb]), deoxi-miohemoglobina ([HHb]),
miohemoglobina total ([tHb]) e diferengca de miohemoglobina ([dHb]) antes (Pré) e apds (Pds)
a intervencdo sham. Os niveis de significancia estatistica (valores de p) foram obtidos pelo
teste t pareado. Também é apresentado o nimero de participantes (n) em que determinada
variavel aumentou ou diminuiu. XuM: unidade de medida (veja o texto para detalhes).

Para testar as influéncias do efeito de residuo entre as intervencfes sob
a influéncia da TFBM, o momento Pré para cada variavel foi testado entre as
intervencodes I, I, I; e I,. Além disso, para testar se a magnitude das mudancas
entre 1, I,, I, e I, também estavam sob a influéncia do efeito de residuo entre
intervencdes, os valores A de cada variavel foram testados entre as
intervencgdes por uma ANOVA one way de medidas repetidas.

Conforme mostrado na Tabela 3, ndo foram encontradas diferencas
estatisticas para nenhuma variavel tanto no momento Pré quanto nos valores
de A entre as intervengdes 1, I,, I; e I,. Portanto, as hipoteses secundarias nulas

(efeito sham e efeito de residuo entre intervencdes) foram aceitas.

58



Tabela 3.

ConcentracgOes
miohemoglobina ([HHb]),

da

oxi-miohemoglobina
miohemoglobina total ([tHb]) e diferenca de

([0.HD]),

deoxi-

miohemoglobina ([dHb]) antes (Pré) de quatro terapias com diodo emissor de
luz consecutiva (intervengdes de 1 a 4). Delta (A) foi calculado como a diferenga
entre os valores antes e depois da terapia.

Intervencbes Valor de p

Variavel Momentos 1 2 3 4 entrel a4
[0,Hb] Pré 4,78 +5.03 6.75+5.38 7.03 £6.05 6.61 +£8.35 0.514
(xuM) A 0.98+0.95 -0.21+1.29 0.48 £ 0.92 0.46 £1.28 0.687
[HHD] Pré -055+2.78 -0.78+292 -0.66+2.77 -1.92 £ 3.80 0.138
(xuM) A -0.24+0.99 0.28+0.97 0.00£ 0.90 0.37 £1.02 0.126
[tHb] Pré 3.61+7.07 5.37+7.64 6.14 + 8.39 3.96 £ 11.69 0.783
(xuM) A 0.84 +1.53 0.31+1.75 0.49+1.43 1.00 £ 1.29 0.968
[dHb] Pré 5.21+4.01 8.46 + 4.08 7.20+4.26 8.67 £ 5.62 0.076
(xuM) A 0.73+1.18 -0.98+1.47 0.18+1.14 -0.08 £ 1.92 0.118

Os valores sdo apresentados como média £ DP. O nivel de significancia estatistica (valor de p) foi
obtido por uma ANOVA one way de medidas repetidas entre as condi¢fes 1, 2, 3 e 4. xuM unidade
de medida (ver texto para detalhes).

Hipdtese principal: Efeito da fotobiomodulac¢éo

Pela inspecédo visual dos sinais da NIRS durante os experimentos, a

primeira descoberta principal deste estudo foi que o LED interferiu nos sinais,

mostrando que pelo menos parte da luz emitida durante a TFBM também foi

absorvida pelos cromoforos alvo da NIRS (ou seja, O,Hb e HHb). Conforme

mostrado na Figura 4, quando o dispositivo LED era ligado, a fibra éptica do

receptor da NIRS foi influenciada pelos fétons emitidos. Vale ressaltar que o LED

emitiu fétons em 850 nm e ambas as fontes de luz da NIRS emitiram fétons em
844 e 762 nm.
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Figura 4. llustracdo da resposta aguda da concentracdo de oxi-miohemoglobina ([0,Hb]) do
musculo flexor ulnar do carpo antes (Pré) e apds (P6s) 40 s de terapia de fotobiomodulagéo
promovida por um diodo emissor de luz (LED). Os dados sdo mostrados em 10 Hz e como média
durante os momentos Pré e P6s. O tempo foi deslocado para o inicio da fotobiomodulacao.

Como ambas as hipéteses nulas secundarias foram confirmadas, a
ANOVA two way de medidas repetidas considerando os fatores intervencoées (I,
I,, I; e 1,) e momentos (Pré ou Pd4s) ndo mostrou diferencas estatisticas em
[HHD] e [dHb]. Porém, o efeito principal do momento (Pré vs. Pos) foi encontrado
em [0,Hb] e [tHb]. A concentracdo de 0,Hb e tHb aumentou estatisticamente (p
< 0.05) de 5,68 + 6,08 e 4,99 £ 8,56 XxuM no momento Pré para 6,07 + 6,34 e
5,68 £ 9,20 xuM no momento Pés, respectivamente. Portanto, sob a influéncia
da TFBM, a [0,Hb] e a [tHb] aumentaram 0,39 e 0,68 pM em média,
respectivamente. Considerando que cada micromolar (uM) contém 1x10° mol
de uma determinada molécula por litro, e que um mol contém 6x1023 moléculas,
houve um aumento de 2.34x10'7 e 4.08x10'" moléculas de 0,Hb e tHb,
respectivamente, apds a TFBM por um dispositivo LED com &rea de 0,2cm2.

A Figura 5 mostra as respostas individuais, relativas ao momento Pré para
cada variavel apés a TFBM. O nivel de significancia estatistica (valor de p)
mostrado na Figura 5 foi obtido por meio do teste de ANOVA, com post hoc de
Student Newman Keuls. O nimero de participantes (n) em que uma determinada

variavel aumentou ou diminuiu também é apresentado na Figura 5.
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Figura 5. llustracdo da concentracdo de oxi-miohemoglobina ([0,Hb]) em a), deoxi-
miohemoglobina ([HHb] emb), miohemoglobina total ([tHb]Jemc) e diferenca de
miohemoglobina ([dHb] em d) antes Pré e Pés a terapia de fotobiomodulagdo. Os niveis de
significAncia estatistica (valores de p) foram obtidos por meio do Teste de Student-Newman-
Keuls para andlise post hoc. Também é apresentado o nimero de participantes (n) em que
determinada variavel aumentou ou diminuiu. xuM: unidade de medida (veja o texto para
detalhes).

4.4 DISCUSSAO

A principal hipotese deste estudo que a TFBM influencia o equilibrio de
oxigénio no musculo foi confirmada. A concentracdo de oxi e miohemoglobina
total aumentaram apos 40 segundos de terapia com diodo emissor de luz (LED),
0 que mostrou que a TFBM altera a entrega de oxigénio muscular. Além disso,
o efeito sham e o efeito de residuo entre intervencdes néo alteraram os sinais da
NIRS.

Pela primeira vez, identificamos que 2 J de dose de energia fornecida por
LED (850 nm, 250 mW / cm2) aumenta a [0,Hb]. No nosso conhecimento, este
foi o primeiro estudo que avaliou os efeitos agudos de 2 J da TFBM por LED in

vivo usando a tecnologia NIRS. Esses resultados mostram o grande potencial da
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NIRS, como tecnologia nédo invasiva, para estudos futuros com objetivo de
elucidar mecanismos fisioldgicos implicados ao efeito agudo da TFBM in vivo.

Considerando que a profundidade de penetracdo da luz da NIRS foi de
17,5 mm (ou seja, a metade da distancia entre os cabos transmissores (T; e T,)
e o receptor da NIRS), a gordura subcutanea esperada deve ser menor que 17,5
mm. Nossos participantes eram homens jovens ativos saudaveis, com uma
massa corporal de 25,45 * 3,28, portanto, € improvavel que a camada de gordura
fosse maior que 17,5 mm.(28)

Estudos anteriores (29,30), que também utilizaram a NIRS no antebraco,
relataram espessura médiade 6,0 £ 2,2 mme 4,6 + 1,2, com IMC de 22,3+ 1,2
e 24,0 + 2,1, respectivamente. Esses valores de espessura, como esperado, sdo
cerca de 30% da penetracdo maxima da luz em nosso estudo. Além disso, um
dos motivos para direcionar o antebrago foi considerando que essa regido possui
uma das menores adiposidades, portanto, € mais adequada para 0 nosso teste
de hipétese.

Usando diferentes métodos e parametros da TFBM, um estudo anterior
(7) descobriu que a TFBM induziu aumentos significativos nas concentragdes da
Cox e 0,Hb. Esses autores utilizaram um laser de onda continua de 1064 nm
com densidade de poténcia de 0,25 W / cm2 em uma area de 13,6 cm2, com um
tempo de 55 segundos por ciclo, resultando em uma energia total de 187 J /
ciclo.(7) Por outro lado, nosso estudo usou apenas 2 J de energia de LED e um
comprimento de onda especifico (850 nm) para modular a Cox. E importante
mencionar que os lasers e LEDs tém uma banda espectral relativamente estreita;
entretanto, o LED é menos caro quando comparado ao laser e tem sido usado
como uma alternativa a terapia a laser para tratar de forma eficiente as condi¢cdes
fisiopatoldgicas.(31)

O fato dos sinais da NIRS mudarem quando o dispositivo LED era ligado,
indica que, apesar de o LED ter comprimento de onda de 850 nm, a 0,Hb
também absorveu parte da energia emitida pelo dispositivo LED. Portanto, a
TFBM pode estar agindo também na propria miohemoglobina, além dos
mecanismos relacionados ao manuseio do oxigénio intracelular, uma vez que a
miohemoglobina ndo possui mitocondrias. Hayworth et al. (32) observaram em
animais que a TFBM aumentou a atividade da Cox, possivelmente contribuindo

para um metabolismo aerdbio eficiente para a produ¢édo de ATP. Como nossos
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participantes estavam em repouso, onde a demanda de ATP é razoavelmente
constante, uma producado otimizada de ATP oxidativo pode levar a uma menor
extracdo de oxigénio do sangue. No entanto, conforme discutido brevemente na
secdao introducao, a resposta do sistema aerdébio é definida pelo produto da oferta
e consumo de oxigénio de acordo com o principio de Fick. (17) Nossos achados
mostraram que a TFBM nao alterou agudamente o consumo de oxigénio do
musculo, uma vez que a [HHb], que é um indicador da extracdo de oxigénio do
musculo da microcirculagdo (33), permaneceu inalterada. Por outro lado, a
[0,Hb] aumentou apds a TFBM que, em associacdo com uma [HHb] constante e
uma maior [tHb], indicou que um volume maior de sangue oxigenado atingiu o
tecido alvo.(34)

O aumento da [0,Hb] e da [tHb] no tecido musculo esquelético pode ser
considerado para explicar os efeitos ergogénicos previamente relatados da
TFBM quando aplicada antes do exercicio fisico (pré-condicionamento
muscular). (35) Vérios estudos relataram que a TFBM, geralmente aplicada 5
minutos antes do exercicio, pode aumentar a contracdo voluntaria maxima, o
tempo de exercicio e o torque. (1,35,36) Portanto, um aumento da [0,Hb] e da
[tHb] pode indicar alteracdes metabdlicas locais, como a melhora da perfuséo
através da microcirculacao (11-13), favorecendo o metabolismo celular aerébio

(2), e contribuindo para um melhor desempenho no exercicio. (1,35,36)

Limitacdes do estudo

Em relacdo ao desenho do estudo, no qual a intervencdo sham nao foi
distribuida aleatoriamente entre as interven¢des da TFBM, e a mesma nao foi
aplicada no antebraco do lado oposto, outros fatores relacionados ao efeito de
transporte de 0, e ao dispositivo NIRS devem ser considerados. Em primeiro
lugar, como a hipétese secundaria do efeito de residuo entre intervengdes néo
foi recusada antes da coleta de dados, decidimos sempre aplicar o sham como
a primeira intervengao. O suporte com aparelho de TFBM e os cabos da NIRS
foram colocados no antebraco do participante e envolto em um tecido escuro.
Assim, o participante nunca soube quando a TFBM estava sendo aplicada ou
ndo, minimizando qualquer possivel antecipacdo fisiologica. Além disso,
conforme testado estatisticamente pela comparacao dos momentos Pré entre as

intervencgdes (1, I,, I; e 1,), € considerando que os participantes ndo sabiam o
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tempo do protocolo experimental, as varidveis da NIRS ndo mudaram ao longo
do experimento, a menos gque estivessem sob a influéncia da TFBM.

Em segundo lugar, os efeitos do sham néo foram testados no antebraco
oposto (ou em qualquer outro local), uma vez que o dispositivo da NIRS usado
neste estudo tem uma resolucéo espacial limitada e mede apenas as mudancas
relativas na oxi e deoxi-miohemoglobina. Portanto, os resultados séo especificos
para cada local e ndo permitem uma comparacao justa entre diferentes tecidos-
alvo. Além disso, acreditamos que é melhor comparar as influéncias da TFBM
dentro da mesma localizagcdo do tecido para evitar a influéncia do fator de
confusdo, permitindo o uso de testes estatisticos pareados. Desta forma,
decidimos testar as hipéteses na mesma por¢cdo do tecido (com e sem a
influéncia da TFBM).

Terceiro, estudos futuros também podem incluir testes bioquimicos para

explicar melhor o mecanismo subjacente aos nossos resultados.

4.5 CONCLUSAO

O uso de 2 J da TFBM com LED aumentou a concentracdo da oxi-
miohemoglobina e miohemoglobina total, indicando um efeito da TFBM no
equilibrio entre a oferta e o consumo de oxigénio. Especificamente, o efeito da
TFBM parece estar mais relacionado a oferta de oxigénio ao tecido local de
forma aguda. Em relacéo as futuras implicacdes clinicas deste estudo, a TFBM
pode ser usada para aumentar a disponibilidade de oxigénio em uma populacao
com doencgas com limitagbes de fornecimento de oxigénio, como no diabetes

mellitus.

Informacéao adicional
Conflito de interesses
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5.1 INTRODUCAO
O diabetes é uma doencga metabdlica crénica associada a complicacdes

e a um risco aumentado de morte prematura. (1) Atualmente, o nimero estimado
de adultos, com idade entre 20 e 79 anos, com diabetes mellitus representa 463
milhdes. Com projecdes de crescimento ainda maior para as proximas décadas,
estudos relatam que em 2045 havera 700 milhdes de pessoas com diabetes. (1-
3)

O diabetes mellitus tipo 2 (DM2) é rotineiramente descrito como um
distarbio metabdlico caracterizado pela resisténcia a insulina e/ou falha da
funcdo das células beta pancredticas. (2-5) A persisténcia do estado
hiperglicémico é o principal fator desencadeante de danos e disfun¢des micro e
macrovasculares, que ocorrem devido a disturbios metabdlicos e estruturais, que
incluem os efeitos patolégicos de acumulo dos produtos de glicacdo avancada
(AGEs, do inglés, Advanced Glycated End-Products), ativagdo anormal de
cascatas de sinalizacdo (proteina quinase C [PKC]), producdo elevada de
espécies reativas de oxigénio (EROSs), e estimulacdo anormal dos sistemas de
regulacdo hemodinamicas. (4,6)

As intervengdes na dieta e no estilo de vida continuam sendo os pilares
no manejo do DM2, entretanto, nos ultimos anos, estudos investigaram a
possibilidade de novos métodos de terapia e identificaram uma nova
possibilidade, a terapia por fotobiomodulacao (TFBM). (7,8)

O conceito e a importancia clinica da TFBM tém alcancado notoriedade
na comunidade cientifica nos ultimos anos, por ser uma modalidade terapéutica
nao invasiva que consiste na aplicacao de fonte de luz de baixa intensidade com
0 objetivo de estimular atividades bioldgicas no tecido-alvo. (9-13)

Um ensaio clinico randomizado prévio de nosso grupo de pesquisa (8)
observou os efeitos agudos da TFBM por meio de diodos emissores de luz
(LEDs), com comprimento de onda de 850 + 20nm, na dindmica da oxigenacao
muscular durante a transi¢cdo do repouso para o exercicio, e nos niveis de glicose
e lactato no sangue em individuos com DM2. Eles identificaram que a
combinacdo de 150 Joules (J) de energia total por musculo associado ao
exercicio fisico, foram capazes de promover uma reducao significativa nos niveis

glicémicos po6s-exercicio. (8)
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Como também mostrado anteriormente, os efeitos da TFBM tém sido
amplamente estudados em cultura de células (14,15), modelos animais (13,16—
18), combinado ao exercicio fisico (8,19) com objetivo de avaliar o desempenho
muscular (20) e a recuperagdo pos-exercicio. (20,21) No entanto, os efeitos de
diferentes energias da TFBM, por meio de LEDs, nos sistemas cardiovascular
e/ou hemodindmico e metabdlico em individuos com DM2 ainda ndo estédo
claros, assim como as energias ideais ainda nao foram definidas. Hipotetiza-se
que a aplicacdo da TFBM seja capaz de diminuir a resisténcia vascular periférica
e 0s niveis glicémicos em individuos com DM2.

Sendo assim, o objetivo principal deste estudo € analisar os efeitos
agudos de diferentes energias da TFBM por meio de LEDs nos sistemas
hemodinamico e metabdlico em individuos com DM2 e estabelecer uma curva

dose-resposta.

5.2 MATERIAIS E METODOS
Desenho do estudo e declaracao de ética

Trata-se de um ensaio clinico randomizado, cruzado, duplo-cego e
controlado por sham envolvendo homens com DM2 e seguiu as diretrizes do
CONSORT 2010. (22) Os dados foram coletados no periodo de junho de 2018 a
fevereiro de 2020 Este estudo esta de acordo com a Declaracdo de Helsinque
(1964) para pesquisas médicas envolvendo seres humanos e recebeu
aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos (CAAE:
80989017.6.0000.5504) da Universidade Federal de Sao Carlos, Sao Carlos,
SP, Brasil. Além disso, segue as normas que regulamentam as pesquisas
envolvendo seres humanos (Resolucdo 466 de 2012, Conselho Nacional de
Saude) e esta registrado no Registro Brasileiro de Ensaios Clinicos (ReBEC, ID
RBR-6vgmtb em 10/08/2018), seguindo a Plataforma Internacional de Registro
de Ensaios Clinicos da Organizacdo Mundial da Saude (ICTRP-OMS). Todos os

participantes assinaram termo de consentimento livre e esclarecido.
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Procedimentos de randomizacgao e cegamento

Por se tratar de um estudo cruzado e controlado por sham, as 6 energias
(sham, 75, 150, 300, 450 e 600 J) foram randomizadas por meio de um site

(https://www.random.org/). Os pesquisadores envolvidos na conducdo e/ou

analise dos dados permaneceram cegos ateé o final do estudo e foram orientados
a ndo informar os individuos qual a energia da TFBM seria irradiada em cada

sessao.

Uma vez que a TFBM nao induz nenhum estimulo sensivel para as
energias aplicadas (ou seja, quente, frio ou irritacdo da pele), os sujeitos também
foram cegados quanto a ordem da irradiacdo da TFBM (energias efetivas) ou
sham. O procedimento de randomizacao e cegamento foi realizado de acordo
com a declaracdo CONSORT 2010. (22)

Populacao de estudo

Individuos com idades entre 40-64 anos, com diagndstico de DM2, de
acordo com as recomendac¢Oes da American Diabetes Association, (glicemia de
jejum =126 mg/dL, 2 horas no TTOG = 200 mg/dL, ou HbA1c = 6,5%). (23) Os
critérios de nao inclusdo do estudo foram: historia prévia de doenca arterial
coronariana (DAC), neuropatia autonémica cardiovascular (NAC), (verificada por
pelo menos trés testes autonémicos especificos de acordo com Boulton et al.
(24)), indice de massa corporal (IMC) maior ou igual 35 kg/m2 (correspondente
a obesidade grau Il e |Ill), alteragdo eletrocardiogréfica (ECG), como
anormalidade do segmento ST (elevacdo ou depressao), isquemia, bloqueio do
ramo cardiaco direito ou esquerdo ou arritmias de repouso ou induzidas pelo
teste de exercicio cardiorrespiratério (TECP); fumantes, etilista, usuarios de
drogas ilicitas ou medicamentos que pudessem afetar as respostas das variaveis
estudadas, sujeitos com classificagdo funcional aerébia boa ou excelente
segundo a American Heart Association (25) e individuos com disfungdes
respiratorias, neuroldgicas ou osteomioarticulares que impossibilitassem a

execucao do protocolo do estudo.

Para a caracterizagdo da amostra, foi realizada uma avaliacdo clinica

inicial (Figura 1a) composta por anamnese e exames laboratoriais, hemoglobina
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glicada (HbAlc), nivel de insulina e glicemia de jejum (de 10 al2 horas de jejum),
realizados por meio do analisador ADVIA 1800 Chemistry System (Siemens,
Tarrytown, NY, EUA), e, uma avaliacdo clinica composta por um TECP, na
presenca de um cardiologista. O grau de resisténcia a insulina foi determinado
no inicio do estudo pelo modelo de avaliagdo Homeostatic model assessment
(HOMA-IR). (26,27)

Randomizado, cruzado, duplo-cego, sham-controlado

‘ Avaliagao clinica ‘

| TECP |
‘ Randomizacé&o ‘
——————————— e e
—_ 7 NS _:- -—
/,//:// // \ \\\\“‘\
//’/l/ /// // \\ \\\\\\\\*
e 7 » " ~a \\\\‘-‘

13 23 33 4a 53 63
Sessao Sessao Sessado Sessao Sessao Sessdo
efetivo/Sham efetivo/Sham efetivo/Sham efetivo/Sham efetivo/Sham efetivo/Sham

‘ Protocolo experimental ‘

ECG TFBM
Finometer )
.. | Repouso (5 min) ’ Repouso (15 min) .
Inicio | I I | Fim
6 [ 100s | | 100s |6 100s 6
1° Coleta 22 Coleta 32 Coleta
(basal) (1 min pos-TFBM) (15 min pos-TFBM)

Figura 1. Desenho experimental. a) os sujeitos foram previamente submetidos a uma avaliacao
clinica composta por exame laboratorial e teste de exercicio cardiorrespiratdrio (TECP). Apés as
avaliacOes, as energias da terapia de fotobiomodulagcéo (TFBM) ou sham correspondente a cada
sessdo foram randomizadas (com um periodo de washout de 15 dias). b) no dia do protocolo
experimental, os sujeitos foram monitorizados e posicionados em repouso, posi¢cdo sentada, e
foi realizada a primeira coleta de amostra de sangue, para posterior analise dos niveis de
glicemia e lactato sanguineo. Apds 5 minutos em repouso, a TFBM (efetivo ou sham) foi aplicada,
e uma amostra de sangue foi coletada 1 minuto apds a irradiagdo da TFBM. Por fim, apds 15
minutos da irradiacéo da TFBM, foi realiza a Ultima coleta de sangue.
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Protocolo experimental

Todos os sujeitos realizaram 9 visitas ao laboratério, sendo 6 destinadas
ao protocolo experimental, com um periodo de wash-out de 15 dias entre as
intervencdes. O periodo de wash-out é necessario entre os tratamentos, para
permitir que o efeito residual (carry-over) do tratamento anterior n&o interfira no
tratamento seguinte.

Em cada sesséo, eles foram submetidos a diferentes protocolos de
irradiacdo de energia da TFBM, podendo ser efetivo ou sham, em ordem
aleatdria, e as variaveis fisioldgicas foram medidas nos seguintes momentos:
basal, 1 min p6s-TFBM e 15 min pés-TFBM (Figura 1b).

No dia anterior a cada protocolo, os sujeitos eram orientados a evitarem
exercicios vigorosos, ingestdo de alcool e cafeina. Na visita denominada
protocolo experimental, antes de cada sesséo, a glicemia dos voluntarios era
medida por meio de um glicosimetro (marca Accu-Chek® Active). Os
procedimentos experimentais sempre foram realizados no periodo da manh@,
com o0s pacientes em vigéncia dos farmacos prescritos. Durante as sessoes, 0
sinal ECG era captado por meio de um amplificador (BioAmp Power Lab — Ad
Instruments, Castle Hill, NSW, Australia) e a pressao arterial no dedo medida por
um aparelho de fotopletismografia Finometer PRO (Finapres Medical System,
Amsterdam, Netherlands). Os sinais foram integrados a uma taxa amostral de
1000 Hz usando um dispositivo comercial de aquisicdo de dados (Power Lab
8/35, AD Instruments, Castle Hill, NSW, Australia). Apés a coleta, os dados
foram exportados, segundo a segundo, e analisados pelo software LabChart 7
(Power Lab®, ADInstruments, Sydney, Australia). As seguintes variaveis foram
avaliadas nos momentos previamente descritos: débito cardiaco (Q), volume
sistdlico final (VSF), frequéncia cardiaca (FC), presséo arterial sistolica (PAS),
presséao arterial diastolica (PAD) e pressao arterial média (PAM).

A partir desses dados, foram obtidas as seguintes variaveis secundarias:
IC = Q / ASC, onde IC = indice cardiaco, ASC = area de superficie corporal (em
m2) calculada como alturaz x peso) / 3600; indice de volume sistdlico (IVS), como
o VSF dividido pelo ASC (ml/m?); RVP = PAM / Q, onde RVP = resisténcia
vascular periférica (em mmHg x min/L); IRVP = RVP / ASC onde IRVP = indice

de resisténcia vascular periférica.

73



Para a analise das variaveis hemodinamicas, selecionamos 100
segundos de dados antes do final de cada momento (basal, 1 min p6s-TFBM e
15 min pés-TFBM). Posteriormente, os 40 segundos finais dos dados foram
removidos porque esse periodo correspondeu ao periodo da coleta da amostra
de sangue do l6bulo da orelha, sendo entdo considerado o valor médio dos 60

segundos de dados para cada momento.

Terapia de fotobiomodulag¢éo por diodos emissores de luz (LEDs)

Para a TFBM utilizamos uma matriz composta por 50 LEDs do tipo
arseneto de galio e aluminio (Ga-Al-As), com comprimento de onda de 850 + 20
nm e 75 mW de poténcia cada diodo, aplicada em contato direto sobre a pele
primeiramente nos musculos reto e obliquo do abdome, seguido por quadriceps
femoral (direito depois esquerdo), triceps sural e por fim, isquiotibiais,
bilateralmente (Figura 2). O dispositivo € um protétipo ndo comercial
desenvolvido por duas universidades brasileiras: Universidade Federal de S&o

Carlos e Universidade de S&o Paulo. (8,28)
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Figura 2. Disposi¢édo de 50 diodos emissores de luz (LEDs), com comprimento de onda de 850
+ 20 nm, poténcia de 75 mW e area de feixe de 0,20 cm2 em cada LED e 3 cm equidistante. Para
a condicéo sham, um interruptor oculto interrompia as emissdes de luz. A TFBM foi aplicada em
contato direto, seguindo a sequéncia apresentada, sobre a pele nas areas musculares do reto e
obliquo do abdome (a), quadriceps femoral (b), triceps sural (c) e isquiotibiais (d), bilateralmente.
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Os parametros utilizados sobre cada area descrita na figura 2 estdo na
Tabela 1. A condicdo sham seguiu 0 mesmo procedimento, porém, com 0
equipamento desligado por um botdo oculto. O dispositivo foi constantemente
calibrado por um medidor de energia optica (PM100D Thorlabs®, Newton, New
Jersey, EUA) conectado a um sensor de luz S130C (4rea de 0,7 cm?) para

garantir que a poténcia correta de luz e energia fossem entregues. (28)

Tabela 1. Parametros de terapia de fotobiomodulacéo e locais de aplicacao

Parametros de irradiacéo

Tipo de TFBM Diodo semicondutor de Ga-Al-As
Quantidade de pontos / diodos 50
Comprimento de onda 850 £ 20 nm
Frequéncia Saida continua
Poténcia 75 mW por diodo
Area de saida de cada diodo 0,2 cm?
Energia por diodo 0J,153,33,6J,9J,12J
Densidade de poténcia por diodo 0 ou 375 mW/cmz
Area total 612 cm?
Modo de aplicacéo Contato direto
Sham 75J 150J 300J 450J 600 J
Tempo de tratamento por musculo (s) 80 20 40 80 120 160
Energia total irradiada por musculo 0J 753 150J 300J 450 J 600 J
Tempo total (s) 560 140 280 560 840 1.120
Energia total entregue (4 regides) 0J 525J 1.050J 2.100J 3.150J 4.200J

TFBM: terapia por fotobiomodula¢éo; Ga-Al-As: arseneto de galio-aluminio; LED: diodo emissor de
luz; nm: nandmetros; mW: milliwatts; cm2: centimetro ao quadrado; J: joules; mW/cmz2: milliwatts
por centimetro ao quadrado; s: segundos.

Durante a coleta de dados, os sujeitos eram orientados a néo falar

desnecessariamente e a respirar espontaneamente.

Niveis de glicose e lactato sanguineo

Para cada individuo e momento (basal, 1 min pés-TFBM e 15 min pGs-
TFBM), um volume de 25 ul de sangue era coletado do I6bulo da orelha direita
por meio de um capilar de vidro heparinizado. Imediatamente apds a coleta do
sangue, o conteddo era armazenado em um microtibulo contendo 50 pl de
solucdo anticoagulante (composta por fluoreto de sédio a 1%). Posteriormente,
essas amostras foram processadas em um analisador de glicose e lactato (YSI
2300 STAT Plus - Yellow Springs Instruments - Yellow Springs, Ohio, EUA). (8)
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O analisador foi calibrado seguindo os procedimentos recomendados do
fabricante.

As amostras de sangue foram coletadas assim que o voluntario chegava
ao laboratério, correspondente ao momento basal, e nos ultimos 40 segundos
dos momentos 1 min pés-TFBM e 15 min p6s-TFBM.

Analise estatistica

A andlise de intencdo de tratar foi realizada para as variaveis
hemodindmicas usando o método de imputacdo de valores para todos os dados
ausentes.

A normalidade dos dados foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk. Os
dados sdo apresentados em média * desvio padrdo (DP). Foram realizadas
comparacao intragrupos (nos momentos: basal, 1 min p6s-TFBM e 15 min pés-
TFBM) e entre grupos (energias: TFBM-efetiva e TFBM-sham) (Joules) por
analise de variancia (ANOVA) two-way de medidas repetidas para dados
paramétricos e o teste de Kruskal-Wallis e Friedman seguido de post hoc de
Holm Sidak para os dados ndo paramétricos. As comparacdes entre grupos,
TFBM-efetiva e TFBM-sham, dos deltas (A 1" pos TFBM e A 15’ p6s TFBM) foram
realizadas utilizando ANOVA one-way de medidas repetidas para os dados
paramétricos e ANOVA on ranks seguido pelo teste de Tukey para os dados ndo
paramétricos.

O nivel de significancia adotado foi p < 0,05. Os dados foram analisados
com o SigmaPlot versdo 14.0 (Systat Software, Inc., San Jose, CA, EUA).

5.3 RESULTADOS
Foram elegiveis 104 individuos, dos quais 90 foram excluidos apés

triagem inicial (detalhados na Figura 3). As caracteristicas dos individuos
incluidos estdo resumidas na Tabela 2. Todos os individuos faziam uso de
medicamentos para o controle glicémico. Durante os protocolos experimentais,

ndo houve mudancas dos farmacos e do estilo de vida.
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m Avaliados para elegibilidade (n = 104)

v

v

Excluidos (n =90)

« Neuropatia autonémica cardiovascular (NAC) (n=17)
+ Complicacées por doenca cardiaca (n = 6)

« Outras condicGes pré existente (n =7)

* N&o atendem aos critérios de inclusdo (n = 14)

Desistiram de participar (n = 46)

Randomizados (n = 14)

v

Intervengao descontinuada (n = 4)
* Motivos pessoais (n=1)
« Transtorno de ansiedade generalizada (n=1) [—»

« Auséncia de dados para as variaveis

metabdlicas (n =2)

Analise

Transtorno de ansiedade generalizada (TAG):

Desde a primeira sess&o, o voluntario apresentou sinais
de ansiedade e dificuldade de concentracdo durante a
sessdo, demonstrando preocupacdo excessiva com
relacéo a familia e a questdes financeiras, modificando

assim, o comportamento das variaveis hemodindmicas.

Analises hemodinamicas (n =13) Analises metabdlicas (n=10)
« MT (n=3) « [MT (n=0)

Figura 3. Fluxograma. Um total de 104 individuos atenderam os critérios de inclusao e foram
avaliados no periodo de junho de 2018 a fevereiro de 2020. Noventa individuos foram excluidos

devido aos critérios de exclusdo, sendo eles: dezessete com

NAC; seis com complicacdes de

doenca cardiaca; sete com outras condi¢cdes pré-existentes; quatorze ndo preencheram o0s

critérios de inclusdo e quarenta e seis por abandono devido

a longos periodos de avaliagéo,

porém, antes da randomizagdo. No total, 14 sujeitos foram randomizados, sendo um excluido
por motivos pessoais, um excluido por TAG e dois por dados faltantes. No total, 10 individuos
completaram o estudo. Além disso, incluimos na intencao de tratar (ITT) trés individuos somente

nas analises hemodinamicas.
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Tabela 2. Caracteristicas da amostra estudada (n = 13)

Idade (anos) 52,7+7,1
Caracteristicas antropométricas
Peso corporal (Kg) 91,0+ 10,8
IMC (Kg/m?) 29,3+2,9
ASC (m?) 2,10+0,14
Caracteristicas clinicas
Tempos de diabetes (anos) 12,7+7,3
FC de repouso (bpm) 7510
PAS de repouso (mmHQ) 126,7 +6,8
PAD de repouso (mmHg) 72,2+3.3
Exames laboratoriais
HbA1c (%) 78+1,8
Insulina de jejum (pnU/ml) 15,6 + 14,1
Glicemia de jejum (mg/dL) 180,1 +42,3
Sensibilidade a insulina (%, HOMA) 4021
Farmacos (n, (%))
Insulina 3/13
Antidiabético oral 13/13
Biguanidas 13
Sulfonilureias 3
Glitazonas 3
Inibidores SGLT2 1
Anti-hipertensivo 8/13
Diuréticos 4
Bloqueadores de receptor AT1 8
Hipolipemiante 4/13
Fibrato 1
Estatina 4
Reposicao de T4 1/13
Inibidores de enzima 1/13

Valores expressos em média + desvio padrdo (DP); Kg: quilograma; %: porcentagem; IMC:
indice de massa corporal; Kg/m2: quilograma por metro quadrado; mm: milimetros; ASC: area
de superficie corporal; m2: metro quadrado; FC: frequéncia cardiaca; bpm: batimento por minuto;
PAS: presséo arterial sistolica; mmHg: milimetros de mercurio; PAD: presséo arterial diastolica;
HbA:ic: hemoglobina glicada; pU/ml: microunidades por mililitro; mg/dL: miligrama decilitro;
HOMA: avaliagdo da homeostase da resisténcia a insulina; SGLT2: cotransportador sédio-
glicose 2; Receptor AT1: receptor de angiotensina 1; T4: tetraiodotironina.

A Tabela 3 mostra a andlise das respostas metabdlicas. Em relacdo aos
niveis glicémicos, foi observada reducao significativa para a energia de 75 (-
10,3%) e 450 J (-13,7%) apds 15 minutos de irradiacdo da TFBM (p=0,013 e
p=0,002, respectivamente), como visto na Figura 4. Nao foram observadas
diferencas entre as energias estudadas, mesmo ap0s a realizacdo da
comparacao entre as variagoes (A) dos momentos 1 min pos-TFBM e 15 min

pos-TFBM, visto na Figura 6A.
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Figura 4. Resposta individual dos niveis de glicemia sanguinea (mg/dL) pré e pés protocolo
experimental de cada energia, sham, 75, 150, 300, 450 e 600 J.
*. p <0,05 quando comparado com o valor basal.
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Figura 5. Resposta individual dos niveis de lactato sanguinea (mg/dL) pré e pés protocolo
experimental de cada energia, sham, 75, 150, 300, 450 e 600 J.
*. p <0,05 quando comparado com o valor basal.
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Figura 6. Variag@es (A) dos niveis de glicemia (A) e lactato (B) nos momentos 1 minuto apés a
TFBM e 15 minutos apos a TFBM nas energias sham, 75, 150, 300, 450 e 600 J.

Tabela 3. Média e desvio padréo das variaveis metabdlicas nos momentos basais, 1 minuto e 15 minutos p6s-PBMT
para as energias sham, 75, 150, 300, 450 e 600 J

Sham 75 150 J 300J 450 J 600 J

Glicemia (mg/dL) (n = 10)

Basal 172,7+39,9 204,2 + 56,8 187,3 £ 62,2 176,5 £ 63,6 183,4 51,4 172,5 £ 49,5

1 min p6s-TFBM  172,4 £ 39,0 197,7 +50,8 190,6 + 61,7 182,6 + 42,0 168,4 + 49,7 165 + 49,5

15 min p6s-TFBM ~ 167,1+435 1830x421%* 180,6 + 61,2 176,9 + 54,1 158,1 + 43,8 * 156,8 + 45,9
Lactato (mmol/L) (n = 10)

Basal 1,82 +0,63 1,87+ 0,34 1,86 £ 0,32 1,81 40,39 1,85+ 0,44 1,93+0,28

1 min p6s-TFBM 1,76 + 0,64 1,75+ 0,47 1,88 £ 0,35 1,90 + 0,53 1,70 £ 0,44 1,78 £ 0,28

15 min pés-TFBM 1,68 £ 0,58 1,63+0,63* 1,83+0,37 1,77 £ 0,39 1,63+0,47* 1,69 + 0,19%

TFBM: terapia por fotobiomodulacéo; J: Joules; mg/dL: miligrama decilitro; mmol/L: milimol de litro.

*. p <0,05 quando comparado com o momento basal.
#: p <0,05 quando comparado com 1 min p6s-TFBM.
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Tabela 4. Média e desvio padréo das variaveis hemodinamicas nos momentos basais, 1 minuto e 15 minutos pos-
PBMT para as energias sham, 75, 150, 300, 450 e 600 J

Sham 753 150J 300J 450 J 600 J
QL) (n=13)
Basal 8,75+24 8,13+1,6 8,68+2,0 8,56+1,5 8,13+ 1,3 8,83x1,5
1 min p6és-TFBM 9,23+2,6 8,97+19% 8,84 £ 2,3 9,72+1,7% 8,57+1,5 8,69+1,6
15 min pés-TFBM ~ 8,73%25 878+1,7% 8,85+2,2 9,01+15% 8,17+ 1,7 8,54+ 1,6
IC (ml/m?) (n = 13)
Basal 42011 3,91+0,8 4,16 £ 0,8 4,11 +0,6 3,91+0,6 4,25+0,7
1 min p6s-TFBM 4,43+1,2 432+09% 426+1,0 466+07* 4,12+0,7 418 +0,7
15 min p6s-TFBM 4,18+1,1 424+09% 4,24+0,9 433+06" 3,93+0,8 41107
VSF (ml) (n = 13)
Basal 1145+ 23,6 102,3 £ 20,7 115,7 £ 24,7 110,3+ 21,3 110,9+£17,2 110,3 £ 20,2
1 min pés-TFBM 119,4 £ 25,7 111,1+£216* 115,7+£27,0 1209+£17,0* 113,6 £ 22,6 107,5+£ 16,5
15 min p6s-TFBM 116,0 £ 30,4 110,9+23,0* 118,1 £ 27,3 116,8 £ 23,8 110,8 £ 25,0 108,4 £ 20,4
IVS (ml/m?) (n = 13)
Basal 55,1+11,1 49,2 +9,7 55,4 +10,8 53,0+9,9 53,3+7,8 53,0+9,2
1 min pés-TFBM 57,3+11,9 53,5+10,8* 55,5+11,9 58,1+7,5* 54,7 £ 10,7 51,6 £7,0
15 min p6s-TFBM 55,7 £ 14,6 535+12,2* 56,6 + 12,2 56,2 £ 11,2 53,3+11,7 52,1+9,2
FC (bpm) (n = 13)
Basal 77 +£12 78 £11 77 +11 79+ 11 & 74+£8 79 £ 10 &
1 min pés-TFBM 78 +11 79+11 77 £ 10 81+10*% 6+£7* 80+8
15 min p6s-TFBM 7711 77+11 76 + 10 79+117% 75+9 78+ 10"
PAS (mmHg) (n =13)
Basal 138,3+11,1 132,6 +11,6 132,4+9,8 130,2 £ 8,6 133,5+£9,7 137,1+12,1
1 min pés-TFBM 138,0 £ 16,3 135,8 £ 15,8 130,2+7,9 133,7+12,4 135,0+12,0 139,7 £17,3
15 min p6s-TFBM 137,3+11,8 133,6 £ 13,6 133,2+9,9 132,0£8,1 134,7 £16,1 138,3 £16,0
PAD (mmHg) (n = 13)
Basal 74977 73,1+7,0 71,849 71,6 £4,0 725%5,0 74,1 £ 8,5
1 min pés-TFBM 72,1+10,6 71,477 70,1+5,6 70,156 72,4 +6,3 75,3 +11,7
15 min p6s-TFBM 74,7+ 7,8 71,6 £6,4 72,0+4.3 71,0+ 3,3 72,6 £6,2 74,1+£9,4
PAM (mmHg) (n = 13)
Basal 96,0 £ 8,1 92,9+7,8 92,0+6,1 91,1+4,2 92,8+5,9 95,1+8,8
1 min pés-TFBM 94,1 +12,1 92,9+99 90,8 +£6,0 91,3+7,3 93,3+7,4 96,7 £ 13,1
15 min p6s-TFBM 95,7+8,2 92,377 92,4+5,6 91,433 93,3+8,8 95,5+ 10,5
RVP (mmHg/L/min) (n = 13)
Basal 11,9+3,0 12,3+ 3,7 115+24 11,1+2,0 11,8+2,1 11,1+£15
1 min pés-TFBM 11,0+ 2,5 110+26* 11,2+£2,9 98x14* 11,4+2,.22 115+£1,7
15 min pés-TFBM 122 +4,4% 11,2+2,9* 112+24 105+ 1,6 11,9+1,9 11,7+2,3
IRVP (mmHg.min/L/m?) (n = 13)
Basal 57%+1,6 59%+19 56 +£1,40 54+1,2 57%+1,2 53%£0,8
1 min pés-TFBM 53%+1,2 53+13* 54+1,6 4,7+09* 55+1,2 5,6+0,9
15 min pés-TFBM ~ 59+24% 54+15* 54+14 51+1,0 58+1,1 56+1,3

TFBM: terapia por fotobiomodulacg&o; J: Joules;Q: débito cardiaco; L: litro; IC: indice cardiaco; ml/mz2: mililitro por metro
guadrado; VSF: volume sistélico final; ml: mililitro; IVS: indice de volume sistolico; FC: frequéncia cardiaca; bpm:
batimentos por minuto; PAS: presséao arterial sistélica; mmHg: milimetro de mercurio; PAD: presséo arterial diastélica;
PAM: presséo arterial média; RVP: resisténcia vascular periférica; mmHg/L/min: milimetros de mercurio por litro por
minuto; IRVP: indice de resisténcia vascular periférica; mmHg.min/L/m2: milimetros de mercurio por minuto por litro por

metro quadrado.

*. p <0,05 quando comparado com 0 momento basal.
#: p <0,05 quando comparado com 1 min pos-TFBM.

*

#%: p <0,05 quando comparado a energia de 450 J no momento basal.
¥ p <0,05 quando comparado com a energia de 450 J no momento 1 min pés-TFBM.

Para a andlise dos niveis de lactato sanguineo, uma reducdao significativa
foi observada para a energia de 75 (-12,9%), 450 (-11,8%) e 600 J (-12,4%) apds
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15 minutos de irradiacado TFBM (p = 0,013, p = 0,025 e p = 0,014,
respectivamente). A Figura 5 ilustra essas respostas de forma individual e a
Figura 6B as variagdes (A), 0os quais, ndo apresentaram diferencas estatisticas

significantes.

Na Tabela 4 e Figura 7A é possivel observar as mudancas no Q em
comparacao com as diferentes energias e momentos. Para 75 J, foi observado
aumento significativo apés 1 minuto (p = 0,002) da irradiacdo da TFBM, com
manutencdao significativa apos 15 minutos (p = 0,015). Para 300 J, observamos
um aumento significativo apds 1 minuto (p < 0,001). Porém, houve reducéo do Q
apos 15 minutos (p = 0,007). O mesmo comportamento € visto no IC. Além disso,
na comparacao do A das energias efetivas e sham no momento 1 min pés-TFBM
observamos diferenca entre as energias 75 e 600 J (p = 0,010) e 300 e 600 J (p
= 0,005). As mesmas diferengcas foram observadas no A do momento 15 min
p6s-TFBM (p = 0,007, e p = 0,029, respectivamente) no AQ e no AIC (Figura 9A
e 9B).

Em relacdo ao VSF e o IVS nas energias de 75 e 300 J foram observados
aumento significativo apés 1 minuto, com p = 0,009 e p = 0,002, respectivamente,
e para o VSF no momento 15 min pés-TFBM, com p = 0,013. Na comparac¢ao
dos A, Figura 9E e 9F, observamos diferencas entre as energias de 75 e 600 J
e de 300 e 600 J tanto para o A 1 min pés-TFBM (p = 0,021, e p = 0,002), quanto
para o A 15 min p6s-TFBM (p = 0,021, e p = 0,029).
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Figura 9. Variagbes (A) das variaveis hemodinamicas. Em (A) débito cardiaco (AQ), (B) indice cardiaco (AIC), (C) resisténcia vascular periférica (RVP), (D)
indice de resisténcia vascular periférica (AIRVP), (E) volume sistdlico final (AVSF) e (F) indice de volume sistélico (AIVS) no momento 1 min e 15 min pés-
TFBM para energia, sham, 75, 150, 300, 450 e 600 J.

*: p <0,05 quando comparado com a energia de 600 J no momento 1min pos TFBM.

#: p <0,05 quando comparado com a energia de 600 J no momento 15 min pés TFBM
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Para a analise da RVP e do IRVP (Tabela 4 e Figura 8), observamos
diminuicdo estatisticamente significativa na comparacdo entre os momentos 1
minuto com o momento basal para a energia de 75 e 300 J,comp=0,017ep =
0,014, respectivamente. Ainda, na energia de 75 J observamos diminuicao da
RVP e do IRVP quando comparado o momento basal com o momento 15’ pés-
TFBM, com p = 0,030. E na condi¢cdo sham observamos um aumento da RVP e
do IRVP quando comparado o0 momento 1 min com o0 momento 15 min pos-
TFBM, com p = 0,020). Ainda, observamos diferencas estatisticamente
significativa entre as energias 75 e 600 J e 300 e 600 no ARVP (Figura 9C) e o
AIRVP (Figura 9D) no A do 1 min pés-TFBM, com p = 0,005 e p = 0,003, e no A
do 15 min p6s-TFBM para as energias 75 vs 600 J, com p = 0,010.

Na analise da FC (Tabela 4) foi observada diferenca entre as energias de
300 e 450 J quando comparado o momento basal, com p = 0,020. Em relac&o
ao momento 1 min pos-TFBM, observamos que as energias de 300 e 450 J
apresentaram um aumento da FC, com p = 0,035 e p = 0,013, respectivamente,
e as energias de 300 e 600 J uma reducao apos 15 min da irradiacdo da TFBM
guando comparado ao momento 1 minuto (p = 0,024 e p = 0,017). Ainda, no A
do 1° minuto p6s-TFBM observamos diferenca entre as energias de 150 e 300
J, com p = 0,039.

Por fim, observamos diferenca entre as energias de 75 e 600 J no A da
PAM no momento 15 min pés-TFBM (p = 0,039). Para as demais variaveis, ndo

observamos diferencgas significativas.
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Figura 10. Variagdes (A) das variaveis hemodinamicas, em (A) frequéncia cardiaca (AFC) (B)
pressao arterial sistdlica (APAS), (C) presséo arterial diastélica (APAD), (D) presséo arterial
média (APAM) nos momentos 1 min e 15 min p6s-TFBM para sham, 75, 150, 300, 450 e 600 J.
%¥: p <0,05 quando comparado com a energia de 300 J no momento 1 min p6s TFBM

#: p <0,05 quando comparado com a energia de 600 J no momento 15 min pés TFBM.

5.4 DISCUSSAO
Até onde sabemos, 0 presente estudo € o primeiro a investigar o efeito

dose-resposta da terapia por fotobiomodulacdo (TFBM) por meio de diodos
emissores de luz (LEDs) em individuos com DM2. Os principais achados do
presente estudo foram: (a) reducdo da glicemia apos 15 minutos de irradiagédo
para 75 e 450 J; (b) reducdo dos niveis de lactato sanguineo apds 15 minutos
da irradiacdo com energias de 75, 450 e 600 J; (c) aumento do Q e IC apés 1
minuto da irradiaco para as energias de 75 e 300 J; (d) reducéo do Q e IC apos
15 minutos da irradiagéo para a energia de 300 J; (e) reducdo na FC apos 15
minutos de irradiacdo para a energia de 600 J; (f) e, diferenca estatistica entre
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75 J e 600 J e 300 e 600 J para as variaveis hemodinamicas (AQ, AIC, ARVP e
AIRVP).

A escolha pelas janelas terapéuticas apresentadas no presente estudo se
deve aos resultados apresentado no estudo de Francisco et. al.(8). Mediantes
as respostas apresentadas pelos autores, optamos por adotar 2 energias acima
e 2 energias abaixo da proposta no estudo citado, o qual trabalhou com as
energias 150 e 300 J.

Um resultado interessante observado foi a nitida resposta bifasica a
irradiacdo da TFBM por LEDs nas variaveis hemodinamicas, apresentando
efeitos benéficos em baixas e intermediarias energias, e possiveis efeitos
inibitérios em altas energia (600 J) e/ou tempo de exposicdo do tecido. Em
contrapartida, para as variaveis metabolicas, observou-se que altas energias
(450 e 600J) foram capazes de produzir um efeito melhor. Isso indica um efeito
positivo da TFBM aplicado para a regulacdo cardiometabdlica e sugere a

viabilidade clinica para a aplicacdo da TFBM.

Efeitos hemodinamicos

Considerando a pressao arterial média como o produto do débito cardiaco
(Q) multiplicado pela resisténcia vascular periférica (RVP), a pressdo arterial
pode ser regulada tanto por alteraces em Q (alteracdes no volume sistélico ou
frequéncia cardiaca) ou alteracdes na RVP ou variacbes em ambas. (17)
Portanto, é possivel que o aumento do Q tenha sido causado como mecanismo
de resposta para a manutencédo da pressao arterial, uma vez que nao houve

alteracOes significativas nesta.

Em resposta, observamos queda relevante na RVP nas energias entre 75
a 300 J, o que pode estar relacionado a um aumento do fluxo sanguineo para os
tecidos periféricos mediado pela TFBM devido ao efeito vasodilatador induzido
pelo 6xido nitrico (NO), que ja € documentado em alguns estudos experimentais.
(17,29,30) Por outro lado, observamos um efeito hemodinamico oposto quando

aplicada a energia de 600 J, uma vez que foi constatado elevacao da RVP.
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Nesse ultimo caso, como possivel explicacdo para o aumento da RVP
observado ap6s 1 minuto da aplicacdo da TFBM, especulamos trés possiveis
mecanismos: (1) a resposta vascular local aguda, com a producéo e liberacao
de fatores vasoconstritores locais (ex.: endotelina) (9); e/ou (2) o efeito agudo do
sistema nervoso simpatico sobre o tbnus vascular periférico e sobre a modulacao
das respostas da frequéncia cardiaca, uma vez que foi observado aumento da
FC no 1° minuto, seguido pela diminuicdo apés 15 minutos. No entanto, ndo ha
nenhuma evidéncia experimental prévia em humanos que demonstre tais efeitos

agudos quando aplicadas altas energias. (31)

A mesma resposta em altas energias da TFBM foi observada em estudo
experimental com animais, porém, com irradiacdo de luz laser nas variaveis de
pressao arterial e FC. (17) No entanto, pouco se revelou sobre os possiveis
mecanismos, tendo os autores especulado sobre uma terceira hipotese: (3) que
a luz estimula a producao de espécies reativas de oxigénio mitocondrial (EROS).
Por isso, é provavel que, quando estimulado por baixas energias, a TFBM pode
estimular vias de sinalizagdo celulares benéficas, contudo, em energias mais
altas, a producéo de EROs podem prejudicar o funcionamento das mitocondrias,
0 que pode induzir a apoptose por meio de uma via mitocondrial, incluindo a

liberacdo de citocromo c oxidase (Cox). (17,32)

Ainda, um ensaio clinico prospectivo, randomizado e controlado (33)
avaliou os efeitos da irradiacdo, na regido do punho, incluindo as artérias ulnar
e radial, de um cluster composto por LEDs vermelho (comprimento de onda em
633 nm, densidade de poténcia de 70 mW/cm? e densidade de energia entregue
de 21 J/cm?) ou, infravermelho (comprimento de onda de 830 nm, densidade de
poténcia de 55mW e densidade de energia entregue de 16,5 J/cm?) em 20
voluntarios jovens saudaveis, ndo fumantes, por um tempo de 5 minutos. A
monitorizacao do fluxo sanguineo e da temperatura da pele foi realizada por meio
da fotopletismografia, fluxometria por laser doppler (FLP) e imagens térmicas
antes, durante e 20 minutos apés a irradiacdo e observaram que a TFBM
infravermelha induziu a uma vasodilatacdo arteriolar imediata e de longa
duracéo, que resultou em aumento do fluxo capilar e perfusdo tecidual quando

comparada a vermelha. (33)
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Embora esses achados tenham sido dependentes do comprimento de
onda especificos, eles mostram informacdes de extrema relevancia uma vez que
observamos um efeito inédito com a reducdo da RVP, a qual, muito
provavelmente, foi ocasionada devido ao efeito vasodilatador promovido pela
TFBM.

Respostas metabdlicas

Embora os individuos tenham recebido tratamento farmacoldgico para
hiperglicemia e apresentassem niveis normais de lactato sanguineo durante o
estudo, podemos considerar o uso da TFBM como um caminho promissor para
individuos com DM2, pois apés 15 minutos de irradiacdo da TFBM observamos
que os niveis glicémicos apresentaram reducdo em 25 mg/dL e os niveis de
lactato apresentaram reducao em até 0,24 mmol/L para a energia mais alta (600
Joules).

Os possiveis mecanismos de acao estao relacionados a regulacédo da
atividade da citocromo c¢ oxidase (Cox) pelos fotorreceptores e a sintese de
glicogénio muscular. (9,16,34,35) A TFBM é conhecida por modular a funcdo
mitocondrial, aumentando a sintese de adenosina trifosfato (ATP) das células
musculares, (34-36) possivel ressintese de fosfocreatina e reducdo da
acidificacdo ao acelerar a oxidacdo de lactato em piruvato através do
metabolismo mitocondrial. (37) Ainda, sobre os mecanismos de a¢édo da TFBM,
um estudo em modelo animal observou um aumento na atividade da citrato
sintase (CS), uma enzima chave responsavel por catalisar a primeira reacéo do
ciclo do &cido citrico (Ciclo de Krebs), que esta intimamente relacionado a Cox.
(38,39) Assim, parece haver um aumento na atividade do ciclo de Krebs apés a
irradiacdo da TFBM, aumentando o uso da glicose para a sintese de ATP, o que
pode contribuir para a reducdo dos niveis de glicemia sanguinea junto ao
aumento da sintese de glicogénio muscular. (16,39)

Um ensaio clinico randomizado prévio constatou que a combinacdo de
exercicio aerobio de intensidade moderada com irradiacdo de 150 J da TFBM
por LEDs (comprimento de onda de 850 + 20 nm, 75 mW cada diodo, aplicado
bilateralmente nos musculos quadriceps femoral e triceps sural por 40s em cada

local) foram capazes de promover uma diminuigdo significativa dos niveis de
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glicemia no sangue, porém, sem nenhuma alteracdo nos niveis de lactato, em
individuos com DM2. (8) No presente estudo, observamos a melhor magnitude
de resposta com consequente reducdo dos niveis de glicemia e lactato nas
energias de 450 e 600 J, respectivamente. Supomos que essas diferencas
estejam relacionadas ao fato de que o nosso estudo avaliou o efeito isolado da
TFBM, e Francisco et al. (8) associaram a TFBM ao exercicio fisico, tendo sido
a TFBM aplicada em uma menor area (musculos quadriceps e triceps sural).

Ainda, é importante lembrar que 0s sujeitos de nosso estudo estavam sob
tratamento medicamentoso, incluindo farmacos para o controle glicémico.
Apesar disso, visto que no desenho experimental proposto os voluntarios eram
controle deles mesmos para cada uma das energias, isto €, 0 mesmo individuo
participou das energias efetivas e sham, consideramos que a influéncia dessa
terapia farmacologica nos resultados foi minimizada. Além disso, o0s
medicamentos em utilizacdo e suas respectivas dosagens ndo foram alterados
ao longo do estudo.

Outro estudo avaliou o efeito da energia e do tempo-resposta da TFBM
usando um cluster com 69 LEDs (com 35 vermelho = 630 + 10 nm e 34
infravermelho = 850 + 20 nm) na glicemia e concentracdo de glicogénio muscular
em ratos ndo diabéticos. 8 Nesse mesmo estudo, os autores verificaram que a
energia de 10 J/cm?, aplicada nas costas, membros posteriores e musculos
gliteos maximos por 90 segundos, contribuiu para a diminuicdo dos niveis de
glicemia sérica e maior sintese de glicogénio muscular apés TFBM. (16)

Em relacdo aos niveis de lactato sanguineo, observamos que a maioria
dos estudos combinou a TFBM com exercicio e avaliaram a melhora no
desempenho e recuperacdo muscular em individuos saudaveis. (11,40) Apesar
da andlise detalhada dos estudos de revisdo, 0s autores observaram que 0s
estudos apresentaram de baixo a moderado nivel de evidéncia cientifica e
sugerem atencao e cautela quanto ao uso da TFBM, enfatizando a necessidade
de novos estudos com qualidade metodologica e que sigam uma janela
terapéutica. (11,40)

Assim, nossos achados parecem estar relacionados ao fato de a TFBM ter
sido irradiada em sete locais: musculo quadriceps, triceps sural, isquiotibiais e

reto e obliquo do abdome, bilateralmente.
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5.5 CONCLUSAO
Nossos resultados sugerem que a irradiagédo da TFBM por meio de LEDs

promoveu mudancas nas variaveis metabdlicas e hemodinamicas em homens
com DM2. Os melhores efeitos foram observados principalmente nas variaveis
Q, RVP, FC, glicemia e lactato, com TFBM aplicada com comprimento de onda
de 850 =+ 20 nm e 75 mW de poténcia. Para as variaveis hemodinamicas,
observamos que a janela terapéutica ideal variou entre 75 a 300 J, enquanto que

para as variaveis metabdlicas foi de 450 a 600 J.

Limitacdes do estudo

O estudo realizado apresenta uma limitagdo quanto ao tamanho da
amostra, que se apresenta em numero reduzido, entretanto, realizados o teste
estatistico para identificar o Power para o teste de ANOVA frente os achados da
variaveis glicemia utilizando as respectivas informacdes: diferenca minima entre
as médias = 10 mg/dL; desvio padrao minimo = 5 mg/dL; nUmero de grupos = 6;
tamanho da amostra = 10; alfa = 0,08 e obtivemos um Power de 0.954.
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6.1 INTRODUCAO

O estudo da dinamica do consumo de oxigénio (V0,) ao exercicio fisico
€ uma forma de analise de dados que descreve, em termos mateméticos, as
caracteristicas temporais da resposta aerobia a um determinado aumento
gradual na taxa de trabalho (W). (1) Fisiologicamente, a dinamica do V0,, que é
avaliada durante protocolos de carga moderada constante e/ou randémica, tem
sido relacionada a poténcia aerdbia, i.e, VOzpicomax. Estudos apontam que,
quanto mais lento os ajustes do V0,, pior é a condicdo de salde fisica e
consequentemente, mais lenta é a capacidade do sistema aerdbico para ofertar
e consumir o oxigénio (0,) pelo tecido muscular. (1,2)

Estudos mostram que individuos com diabetes mellitus tipo 2 (DM2)
apresentam um atraso na resposta do V0, apés o inicio de exercicio de leve a
moderada intensidade e apresentam fadiga muscular prematura e reducédo da
tolerancia ao exercicio fisico, 0 que esta associado a um risco aumentado de
desfechos cardiovasculares e mortalidade.(3-5) Além disso, evidéncias sugerem
gue esses possiveis mecanismos podem estar relacionados ao fato dos
individuos com DM2 apresentarem um desequilibrio entre a oferta e consumo de
0, , 0 que, consequentemente, propicia uma diminui¢cdo do fluxo sanguineo, e
da densidade capilar, defeitos na difusdo de oxigénio muscular, e prejuizo da
fungéo mitocondrial.(2,6,7)

Nesse cenario, a terapia por fotobiomodulagdo (TFBM), aparece como
um importante recurso ergogénico, uma vez que proporciona aumento no
metabolismo oxidativo mitocondrial. (8,9) Ainda, estudos comprovaram 0s seus
beneficios na melhora da tolerancia ao exercicio fisico (10), da funcdo muscular
(11,12) e de marcadores de danos muscular. (7,13,14)

Tendo em vista essa possivel melhora ocasionada pela TFBM, o objetivo
do presente estudo foi avaliar o efeito dose-resposta aguda da TFBM associado
a exercicio de moderada intensidade composto por protocolo de carga constante
(PCC) seguido por protocolo pseudorrandémico binario (PRBS) nas respostas
hemodindmicas e ajustes cardiorrespiratério em individuos com DM2. Nossa
hipotese € de que a terapia por fotobiomodulagéo pode alterar o metabolismo
mitocondrial, com consequente aumento na producdo de ATP e melhor

contragcdo muscular. Sendo assim, acreditamos que a TFBM possa influenciar a
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dinamica do V0, , visto que uma maior energia associado a um protocolo de
exercicio moderado de maior duracdo, PCC seguido por PRBS, poderiam
otimizar os ajustes do consumo de 0, , oxigenacdo muscular e débito cardiaco,

proporcionando uma maior toleréncia ao exercicio fisico.

6.2 MATERIAIS E METODOS

Desenho do estudo e aspectos éticos

Trata-se de um ensaio clinico randomizado, cruzado, duplo-cego e
controlado por sham. Este estudo estd de acordo com a Declaracdo de
Helsinque (1964) para pesquisas médicas envolvendo seres humanos e recebeu
aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos (CAAE:
80989017.6.0000.5504) da Universidade Federal de Sédo Carlos, Sdo Carlos,
SP, Brasil. O estudo foi realizado em conformidade com as normas que
regulamentam as pesquisas envolvendo seres humanos (Resolugdo 466 de
2012, Conselho Nacional de Saude) e foi registrado no Registro Brasileiro de
Ensaios Clinicos (ReBEC, ID RBR-6vgmtb em 10/08/2018), seguindo a
Plataforma Internacional de Registro de Ensaios Clinicos da Organizacao
Mundial de Saude (OMS). Os dados foram coletados no periodo de junho de
2018 a fevereiro de 2020 e todos os participantes assinaram um termo de

consentimento livre e esclarecido.

Processos de randomizacdo e cegamento
Por se tratar de um estudo cruzado e controlado por sham, as 6 energias
(sham, 75, 150, 300, 450 e 600 J) foram randomizadas por meio de um site

(https://www.random.org/). Os pesquisadores envolvidos na conducdo e/ou

analise dos dados permaneceram cegos ateé o final do estudo e foram orientados
a nao informar os individuos qual a energia da TFBM seria irradiada em cada

sessao.

Uma vez que a TFBM nao induzia nenhum estimulo sensitivo nas
energias irradiadas, ou seja, irritacao da pele, calor ou frio, os individuos também

foram cegos em relacdo a condicdo TFBM-efetiva ou TFBM-sham. Os
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procedimentos de randomizacgéo e cegamento foram realizados de acordo com
a Declaracdo do CONSORT 2010. (16)

Populagédo do estudo

Para o calculo do tamanho da amostra, utilizamos a mesma variavel de
desfecho mean normalized gain (MNG) do V0, reportada por Beltrame et. al.
2017(1) e 2018(13), que descreve a aptiddo aerdbia utilizando o mesmo
protocolo de exercicio, em individuos saudaveis. O calculo amostral se baseou
nos dados obtidos na condicdo sham de Beltrame et. al. 2018(13), com um
desvio padrao de 5,86 % (sendo % neste caso, a unidade do MNG), um power
de 0,8 e uma diferenca esperada ap0s terapia por FBM de 14% ao redor da
meédia de 34,15 % (detectada por teste t pareado). Os dados utilizados para o
calculo amostral possuem uma ampla faixa de diferentes niveis de aptidao e
poténcia aerdbia, incluindo valores esperados em individuos com DM2.
Adicionalmente, considerando uma perda esperada de ~ 30 % da amostra
devido a possiveis problemas técnicos detectados apenas a posteriori, foram
adicionados 4 voluntarios ao calculo amostral, totalizando 17 voluntarios. Vale
ressaltar que, devido as caracteristicas de filtro intrinsecas ao célculo do MNG,
a sensibilidade as mudancas promovidas pela TFBM nos individuos com DM2 é
elevada. Desta forma, espera-se que 17 voluntarios sejam suficientes para
detectar se a terapia por FBM influencia ou ndo a aptidao aerébia em individuos
com DM2.

Foram incluidos voluntarios do género masculino, com idade entre 40 e
64 anos, com diagndéstico de Diabetes Mellitus tipo 2 de acordo com as
recomendacdes da American Diabetes Association.(17) Individuos com os
seguintes critérios foram excluidos do estudo: neuropatia autondmica
cardiovascular (NAC) (avaliado por meio de trés testes autondémicos especificos
de acordo com Boulton et al.(18)), indice de massa corpérea (IMC) maior ou igual
a 35 kg/m? (obesidade grau Il e Ill), espessura da gordura subcutédnea do
muasculo vasto lateral e do triceps sural maior que 45 mm,; alteracdes
eletrocardiogréaficas (ECG), como anormalidade do segmento ST (elevacdo ou
depressao), isquemia, blogueio de ramo cardiaco direito ou esquerdo, ou

arritmias em ECG de repouso ou induzidas por teste de exercicio cardiopulmonar
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(TECP); fumantes, etilistas, usuarios de drogas ilicitas ou medicamentos que
pudessem influenciar o padréo de respostas das variaveis estudadas; individuos
com classificacao funcional aerobia boa ou excelente, de acordo com a American
Heart Association(19) e individuos com disfun¢des respiratérias, neuroldgicas ou

osteomioarticular que impossibilitem a execucéo do protocolo experimental.

Avaliacdes clinicas

Para a caracterizagdo da amostra, foram realizadas avaliagfes clinicas
(Figura 1a), de andlises bioquimicas e ap6s um intervalo de 48 horas, um teste
de exercicio cardiopulmonar (TECP) foi realizado na presenca de um
cardiologista.

As anadlises bioquimicas foram compostas por hemoglobina glicada
(HbA1c), nivel de insulina e glicemia de jejum (de 10 a 12 horas de jejum),
realizados por meio do analisador ADVIA 1800 Chemistry System (Siemens,
Tarrytown, NY, EUA). O grau de sensibilidade a insulina foi determinado no inicio
do estudo pelo homeostatic model assessment of insulin resistance (HOMA-
IR).(20)

A fim de garantir que a espessura da gordura subcutanea do musculo
vasto lateral (VL) e do triceps sural, local em que o optodo do equipamento de
near infrared spectroscopy (NIRS) foi posicionado, fosse menor que 45 mm,
avaliamos a adiposidade utilizando um aparelho de ultrassonografia (US) (M-
Turbo Ultrasound System, FujiflmSonoSite, Bothell, WA, EUA). Essa espessura
foi estabelecida com base na profundidade de penetracao do equipamento NIRS
e na distancia entre os optodos que foram utilizados sobre o muasculo de
interesse.(21) Desta forma, os dados obtidos pela NIRS foram referentes ao

tecido muscular vasto lateral e triceps sural.

Teste de exercicio cardiorrespiratorio (TECP)

O TECP foi utilizado para avaliar a poténcia aerobia dos participantes por
meio da obtencao do consumo de oxigénio pico (I'/Oz_pico) (22) e do V0O, no limiar
de anaerobiose ventilatério (LAv). O protocolo foi composto por 1 minuto de
repouso no cicloergdmetro, seguido por 3 minutos de exercicio com carga livre

e posterior incremento de carga a cada minuto. O incremento da poténcia foi
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calculado para cada participante de acordo com os valores estabelecidos pela
férmula descrita por Wasserman et al. (23)

Durante todo o protocolo, os voluntarios foram orientados a manterem a
cadéncia em 60 + 5 rota¢des por minuto (rpm). Trés avaliadores independentes
determinaram o LAv pelo método ventilatério padrao com suporte do Método V-
Slope seguindo literatura prévia. (24,25) O maior valor do V0, obtido nos Gltimos

30 segundos do TECP foi considerado como I'/Oz_pico. (22)

Delineamento do estudo e protocolo experimental

Todos os participantes realizaram nove encontros, sendo os trés
primeiros destinados a uma avaliacdo inicial. Apos esta triagem inicial, cada
participante foi submetido a seis sessdes denominadas experimental como
mostrados na Figura 1.B. No dia anterior a cada protocolo, os individuos foram

orientados a evitarem exercicios vigorosos, e ingestdo de alcool e cafeina.

@ ‘ Randomizado, cruzado, duplo-cego, sham-controlado ‘

Avaliagao clinica
TECP
Randomizagao
———————————— el

/ \ i
/ \ Se

2 X S ~~
'S

Za 3a 43 53 63
Sesséo Sesséo Sesséo Sesséo Sesséo Sesséo
efetivo/Sham efetivo/Sham efetivo/Sham efetivo/Sham efetivo/Sham efetivo/Sham

‘ Protocolo experimental ‘

12

TFBM EXERCICIO PCC PRBS

ECG Vmax
Finometer ~ _NIRS X = .
Repouso (15 min) Aquec. (3 min) ¥ 6 minutos 17 min 30 seg

Inicio [ L

Repouso (10 min) Fim
|

Figura 1. Desenho experimental. (A) O primeiro dia foi destinado a realizag&o da coleta de dados
iniciais (anamnese). No segundo dia, o voluntario realizou exame de sangue e avaliacdo
antropométrica. Ap6és um intervalo de 48 horas, foi submetido a um teste de exercicio
cardiopulmonar (TECP) em ciclo ergbmetro. E apds 72 horas, iniciou o protocolo experimental.
As sess0es tiveram intervalo de 15 dias a fim de garantir o periodo de washout da TFBM. (B)
Assim que o voluntario chegava, era posicionado o eletrocardiograma (ECG) de 3 derivagfes e
o Finometer. Imediatamente apoés, era aplicada a terapia por fotobiomodulacdo, podendo ser
TFBM-efetivo ou TFBM-sham. Apés 15 minutos da irradiagdo , foram colocados os optados da
NIRS nos musculos vasto lateral e triceps sural no membro inferior direito e uma mascara
acoplada ao pneumotacografo (Vmax). Apos a colocagdo dos equipamentos, o voluntario iniciou
0 exercicio composto pelo protocolo de carga constante (PCC) seguido por protocolo
pseudorrandémico binario (PRBS). Finalizando o exercicio, o voluntario permaneceu por 10
minutos em repouso, sentado em uma cadeira.
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Na visita denominada protocolo experimental, antes de cada sesséo, por
questdo de seguranca, a glicemia dos voluntarios era mensurada por meio de
um glicosimetro (marca Accu-Chek® Active). Os procedimentos experimentais
foram realizados no periodo da manhd, com os pacientes em vigéncia dos
farmacos prescritos. Apés, o voluntario recebia as devidas orientacdes a respeito
da avaliacdo do dia e familiarizado quanto aos equipamentos utilizados.

Imediatamente ap0s a colocacdo dos equipamentos, eletrocardiograma
(ECG) e Finometer, foi aplicada a terapia por FBM, TFBM-efetivo ou TFBM-sham
(com energias randomizadas). Na sequéncia, o voluntario realizou um
aguecimento em carga livre por 3 minutos e um protocolo de carga constante
(PCC), por um tempo de 6 minutos a 80% do limiar de anaerobiose ventilatoria
(LAv), atingido em TECP prévio, seguido pelo protocolo pseudorrandémico
binario (PRBS), por 17 minutos e 30 segundos, composto por 20 estagios que
oscilavam a 20 e 80% do LAv. Vale destacar que o protocolo PRBS estimula a
resposta aerdbia de modo realista quando comparado aos protocolos
laboratoriais de degrau descontinuo, pois alternam a poténcia entre dois niveis
de forma randdémica, ou seja, simulam o que € esperado durante uma atividade
de vida diaria.(15)

Apds a execucdo de todo o protocolo experimental, o voluntario
permaneceu em repouso por 10 minutos. Um exemplo do PCC seguido por
PRBS esta na Figura 2.
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Figura 2. llustragio da resposta do consumo de oxigénio (V0,) durante o protocolo experimental
composto por um protocolo de carga constante (PCC) seguido por protocolo pseudorrandémico
binario (PRBS). O PCC foi realizado por 6 minutos com carga (trabalho em watts) correspondente
a 80% do LAv. O PRBS era composto por 20 estagios, sendo as cargas definidas de acordo com
a carga no LAv. Os dois niveis de poténcia escolhidos (20 e 80% do LAv) séo considerados como
exercicio moderado, ou seja, abaixo do LAv, de maneira a respeitar o principio da linearidade
estatica. O degrau mais intenso correspondia a 80% da carga no LAv e o degrau menos intenso,
20% da carga do LAv.

Terapia por fotobiomodulag&o por meio de diodos emissores de luz (LED)

O equipamento é um protétipo ndo comercial (Patente INPI PI11037105)
composto por um material maledvel de 34x18 centimetros (Figura 3.)
desenvolvidos por duas universidades brasileiras: Universidade Federal de Sao
Carlos/UFSCar e Universidade de S&o Paulo - Instituto de Fisica de Séo Carlos
(IFSC/USP). (7,26)
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Figura 3. Equipamento para terapia por fotobiomodula¢éo, composta por 50 diodos emissores
de luz (LEDs) com comprimento de onda de 850 + 20 nm, poténcia de 75mW e &rea do feixe de
saida de 0,20cm? em cada LED.

O equipamento é composto por uma matriz de 50 LEDS do tipo Arseneto
de Galio e Aluminio (Ga-Al-As), com comprimento de onda de 850 + 20 nm,
poténcia de 75mW cada diodo. A cada sessédo, a TFBM era aplicagédo em contato
direto sobre a pele do voluntario primeiramente nos muasculos reto e obliquo do
abdome, seguido pelo musculo quadriceps femoral, triceps sural e por fim, os

isquiotibiais, bilateralmente (Figura 4.).
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Figura 4. Areas de aplicacéo da terapia por fotobiomodulacdo por meio de LED. (A) musculo reto e obliquo
do abddémen; (B) quadriceps; (C) triceps sural e (D) isquiotibiais.

Os parametros utilizados para as 6 diferentes energias (sham, 75, 150,
300, 450 e 600 J) aplicadas sobre as areas estdo descritas na Tabela 1. Para a
energia sham, seguimos 0s mesmos procedimentos, porém, com o dispositivo

desligado por um botéo oculto.

Tabela 1. Parametros da terapia por fotobiomodulac&o e locais de irradiacao

Parametros de irradiacao

Tipo de TFBM Diodo semicondutor de Ga-Al-As
Quantidade de pontos / LEDs 50
Comprimento de onda 850 + 20 nm
Frequéncia Saida continua
Poténcia 75 mW por diodo
Area de saida de cada diodo 0,2 cm2
Energia por diodo 0J,1,5J3,33,6J,9J,12J
Densidade de poténcia por diodo 0 ou 375 mW/cm?
Area total 612 cm?
Modo de aplicacao Contato direto
Sham 75J 150J 300J 450J 600J
Tempo de tratamento por musculo (seg) 80 20 40 80 120 160
Energia total irradiada por musculo 0J 757 150J 300J 450 J 600 J
Tempo total (seg.) 560 140 280 560 840 1.120
Energia total entregue (4 regides) 0J 525J 1.050J 2.100J 3.150J 4.200J

TFBM: terapia por fotobiomodulagdo; Ga-Al-As: arseneto de galio-aluminio; LED: diodo emissor
de luz; nm: nandmetros; mW: milliwatts; cm2 centimetro ao quadrado; J: joules; mW/cmz2:
milliwatts por centimetro ao quadrado; seg: segundos.
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O dispositivo foi periodicamente calibrado por meio de um medido de
energia optica (PM100D Thorlabs®, Newton, New Jersey, EUA), conectado a
um sensor de luz S130C (area de 0,7 cm?2) para garantir que a poténcia correta
de luz e energia fossem fornecidas. (26)

Durante a coleta dos dados, os individuos foram orientados a néo falarem

desnecessariamente e a respirar de forma espontanea.

Coletas de dados

A frequéncia cardiaca (FC) foi obtida a partir do sinal de um ECG (BioAmp
Power Lab — Ad Instruments, Castle Hill, NSW, Australia). Adicionalmente, a
pressédo arterial do dedo foi medida por um aparelho de fotopletismografia,
Finometer PRO (Finapress Medical Systems, Holanda) acoplado ao terceiro
dedo da mao esquerda posicionada ao nivel do coracdo. Ainda, baseado no
ModelFlow (27), o débito cardiaco (Q) foi estimado baseado na onda de pressdo
arterial. Todos estes sinais foram integrados em um sistema de aquisicdo com
taxa amostral de 1000 Hz (PowerLab 8/35, AD Instruments, Australia). A coleta
dos gases expirados foi feita por meio de uma mascara acoplada ao
pneumotacdgrafo e o consumo de oxigénio (V0,) e a raz&o de troca respiratoria
(RER) foram mensuradas durante todo o protocolo experimental, respiracdo a
respiracdo por um carro metabdlico (Vmax29, Sensor Medics, Yorba Linda, CA,
EUA) (Figura 5). Previamente a sessao, foi feita a calibracdo de fluxo e gases
conforme o fabricante.

As variaveis de oxigenacdo do musculo vasto lateral (VL) e triceps sural
foram medidas utilizando o equipamento NIRS (Oxymon System, Artinis Medical
Systems, Holanda). A NIRS é um método ndo invasivo, que monitora a
oxigenagcdo muscular em tempo real e consequentemente consegue avaliar a
microcirculacdo muscular. Esse equipamento emite uma luz que € absorvida
pelo croméforo que emite fétons que séo captados pelos optodos da NIRS. As
concentracdes relativas dos cromoforos se relacionam com a quantidade de
fétons por eles emitidos. Os optodos com o gerador e o detector de luz foram
fixados no ventre do musculo VL direito, cerca de 12 a 15 cm da articulagdo do
joelho, na linha lateral entre o trocanter maior do fémur e a patela e, no ventre

do musculo triceps sural. Ainda, os optodos foram protegidos da luz ambiente
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por meio de tecido escuro a fim de evitar interferéncias. Os dados da NIRS foram
coletados a uma frequéncia de 250 Hz e a distancia inter-optodos estabelecida
foi de 45 mm.

A calibracéo era realizada a cada individuo de acordo com as instru¢des
do fabricante, e os dados foram captados continuamente durante o protocolo
experimental. Para cada musculo, a mudanca da oxigenacdo tecidual e do
volume de sangue local foram estimados pelas mudancas nas concentracdes

relativas da deoxihemoglobina (DHb) e pelo indice de saturacéo tecidual (IST).

= -
[ e o] ]

Figura 5. llustracdo da aquisicdo dos dados experimentais durante o protocolo experimental em
cicloergdmetro. Em A, um sistema metabdlico acoplado a uma mascara foi utilizado para a
estimativa das oscila¢cdes nas concentra¢cdes dos gases Oz e das mudancas na ventilagdo
pulmonar ao nivel da boca. Em B, um sistema de eletrocardiografia foi utilizado para estimar a
frequéncia cardiaca a partir das oscilagdes no potencial elétrico entre os ciclos cardiacos. Em C,
um sistema de fotopletismografia foi utilizado para a estimativa do débito cardiaco baseado na
morfologia da onda de presséo de pulso do terceiro dedo da mdo. Em D, um equipamento near-
infrared spectroscopy (NIRS) foi utilizado para avaliar a estimativa das mudancas da
concentracao da deoxihemoglobina do vasto lateral e triceps sural.
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Processamento e analise dos sinais

Sincronismo, filtros e interpolacéao

Apoés coleta dos dados, o registro de todas as variaveis coletadas foi
exportado a 1Hz, exceto os dados referentes ao sistema metabdlico que foram
exportados respiracdo-a-respiracdo. O comportamento das variaveis durante o
protocolo experimental foi analisado em um software desenvolvido para tal
finalidade e ja utlizado em estudos prévios.(3,13,15) Este software,
implementado em linguagem LabVIEW (Laboratory Virtual Instrument
Engineering Workbench), integra os sinais coletados, aplica técnicas de pré-
processamento (filtros e eliminacdo de outliers), além de interpolar, segundo-a-
segundo os dados do sistema metabdlico. Como mostrado na Figura 6., 0
software permite o janelamento dos dados (por meio de cursores), a aplicacéo
de filtro de média movel, e a eliminacdo de outliers seguindo literatura

pertinente. (28)

s 1

20 0 20 4 6 8 100 120 140 160 180 200

Figura 6. Software em linguagem LabVIEW para a sincronizagao, filtro e analise inicial dos dados
de forma integrada. A sincronizacéo foi realizada por uma marcacdo comum entre todos os
equipamentos utilizados nos experimentos, e o filtro € composto por média mével e eliminagao
de outliers.
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Analise no dominio da frequéncia

Para a analise do dominio da frequéncia, os sinais relacionados aos
primeiros 150 segundos do PRBS inicial foram excluidos para diminuir a
influéncia das transi¢des do PCC para o PRBS na estabilidade do sinal. (29) Os
dados do PRBS foram interpolados segundo a segundo, alinhados ao tempo e,
em seguida, calculada a média para obter uma Unica resposta PRBS para cada
protocolo experimental (TFBM-efetivo ou TFBM-sham).

A analise no dominio da frequéncia foi aplicada em uma série temporal de
dados de Q, FC, V0,, DHb e IST segundo a segundo. A Transformacéo Réapida
de Fourier foi usada para ajustar os dados para cada frequéncia especifica, a fim

de obter a melhor funcdo senoidal de acordo com:

DC, FC, V0,, DHb e IST: (£) = asL
+2* %0 _1(Ap*cos (2n* n* fy *t) +B, *sen (2m*n* f; * t))

Onde “aBL” € o valor médio, “n” € a quantidade de harmdnicas (numero

inteiro de 1 a 6), "fl” é a frequéncia fundamental (1/450 Hz neste caso) e "A,,"

e "B," sdo as amplitudes do cosseno e do seno, respectivamente. A partir de

"A," e "B,", a amplitude total foi calculada para cada frequéncia a partir da

formula Amp = /A% + BZ. A dinamica temporal, definida como a rapidez com

gque a variavel esta se adaptando durante as transicdes de exercicio, foi
calculada com base em estudos anteriores.(1,3) Resumindo, 0 mean normalized
gain (MNG, em %) foi usado como um indice que caracteriza a velocidade da
dindmica da resposta durante as oscilacées das cargas durante o PRBS. Tal
indice (MNG) utiliza como base o parametro Amp ao longo das frequéncias

analisadas obtido por andlise no dominio da frequéncia.

Analise estatistica

A analise de intencdo de tratar das variaveis hemodinamicas foram
realizadas pelo método de imputacéo de valores para todos os dados ausentes.
A normalidade dos dados foi verificada pelo teste Shapiro-Wilk. Os dados sao

apresentados em média + desvio padréo. Todas as variaveis obtidas nos
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diferentes momentos e energias foram dentro do grupo (basal e estado estavel)
e entre os grupos (sham, 75, 150, 300, 450 e 600 J) por meio da analise de
variancia (ANOVA) one way de medidas repetidas para dados paramétricos. E
para os dados ndo paramétricos, utilizamos o teste de Kruskal-Wallis e
Friedman. O teste de Tukey foi utilizado como um teste post-hoc quando eram
encontradas interacdes significativas. O nivel de significancia adotado foi de p
< 0,05. Os dados foram analisados no Software SigmaPlot versao 14.0 (Systat
Software, Inc., San Jose, CA, EUA).

6.3 RESULTADOS

Foram considerados elegiveis 104 sujeitos (Figura 7.), dos quais 90 foram
excluidos devido aos critérios de exclusdo. As caracteristicas dos individuos
incluidos estdo resumidas na Tabela 2. Todos os individuos faziam uso de
medicamentos para o controle da hiperglicemia. Ndo houve mudancas nos

medicamentos e no estilo de vida durante os protocolos experimentais. A Tabela

2 mostra as caracteristicas clinicas e laboratoriais dos individuos.

Analise

‘ Avaliados para elegibilidade (n = 104) |

v

Randomizados (n = 14)

v

Intervengdo descontinuada (n =1)

+ Transtorno de ansiedade generalizada (n =1)

v

Excluidos (n = 90)

« Neuropatia autondémica cardiovascular (NAC) (n=17)
« Complicaces por doenca cardiaca (n = 6)

« Qutras condi¢Ges pré existente (n =7)

* N&o atendem aos critérios de inclusédo (n = 14)

« Desistiram de participar (n = 46)

|

Andlises da cinética (n =13)
« ITT (n=3)

Transtorno de ansiedade generalizada (TAG):

Desde a primeira sessdo, o voluntario apresentou sinais
de ansiedade e dificuldade de concentracdo durante a
sessdo, demonstrando preocupacdo excessiva com
relacdo a familia e a questées financeiras, modificando

assim, o comportamento das variaveis hemodindmicas.

Figura 7. Fluxograma. Um total de 104 individuos atenderam os critérios de incluséo e foram avaliados no
periodo de junho de 2018 a fevereiro de 2020. Noventa individuos foram excluidos devido aos critérios de
exclusédo, sendo eles: dezessete com NAC; seis com complicacdes de doenca cardiaca; sete com outras
condicdes pré-existentes; quatorze ndo preencheram os critérios de inclusdo e quarenta e seis por
abandono devido a longos periodos de avaliacdo, porém, antes da randomizacdo. No total, 14 sujeitos
foram randomizados, sendo um excluido por TAG. No total, 10 individuos completaram o estudo e 3 foram
incluidos na andlise por intencao de tratar (ITT).
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Tabela 2.

Caracteristicas clinicas e laboratoriais (n = 13)

Idade (anos) 52,7+7,1
Caracteristicas antropométricas
Peso corporal (Kg) 91,0+ 10,8
IMC (Kg/m?) 29,3+2,9
Camada de gordura do M. vasto lateral (mm) 0,41+£0,18
Caracteristicas clinicas
Tempo de diabetes (anos) 12,7+7,3
VO2pico (MI/kg/min) 25 14,2
VO2 Lav (ml/kg/min) 14+ 4
Carga maxima (Watts) 161+24
Carga de trabalho no LAv (Watts) 87 +22
Carga de trabalho do PCC (Watts) 70+£18
Carga de trabalho do PRBS a 20% do LAv (Watts) 185
Carga de trabalho do PRBS a 80% do LAv (Watts) 70+£18
FC de repouso(bpm) 75,1+ 10,0
PAS de repouso (mmHgQ) 126,7 £ 6,8
PAD de repouso (mmHgQ) 72,2 £ 3,3
Exames laboratoriais
HbA1c (%) 78+1,8
Insulina de jejum (pnU/ml) 156+14,1
Glicemia de jejum (mg/dL) 180,1 + 42,3
Sensibilidade a insulina (%, HOMA) 40+21
Farmacos (n, (%))
Insulina 3/13
Hipoglicémico oral 13/13
Biguanidas 13
Sulfonilureias 3
Glitazonas 3
Inibidores SGLT2 1
Anti-hipertensivo 8/13
Diuréticos 4
Bloqueadores de receptor ATz 8
Hipercolesterolemia 4/13
Fibrato 1
Estatina 4
Reposicao de T4 1/13
Inibidores de enzima 1/13

Valores expresses em média + desvio padrédo (DP); Kg: quilograma; %: porcentagem; IMC: indice de
massa corporal; Kg/m2: quilograma por metro quadrado; mm: milimetros; VO2max: volume maximo
de oxigénio; ml. kg. min: mililitro por quilograma de peso por minuto; FC: frequéncia cardiaca; bpm:
batimento por minuto; PAS: pressao arterial sistélica; mmHg: milimetros de mercurio; PAD: presséo
arterial diastélica; Hb Aic: hemoglobina glicada; pU/ml: microunidades por mililitro; mg/dL: miligrama
decilitro; HOMA: avaliacdo da homeostase da resisténcia a insulina; SGLT2: cotransportador sodio-
glicose 2; Receptor ATi: receptor de angiotensina 1; T4: tetraiodotironina.
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Conforme observado na Figura 8, a comparagao entre as energias 600 e
75 J revelou diferenca estatistica (p < 0,014) na dinamica (MNG) do Q (Tabela
3).E quando comparado o estado estavel ao momento basal (Figura 10),
observamos que o Q, FC, V0,, RER, DHb do vasto lateral e do triceps sural
aumentaram em todas as energias (p < 0,05) e o IST do musculo vasto lateral
reduziu (p < 0,05).Para as demais variaveis, ndo observamos diferencas (Figura
9)
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Figura 8. Magnitude das variacdes na dinamica do MNG para as energias sham, 75, 150, 300, 450 e 600 J, em (A): MNG do débito cardiaco (Q), (B): MNG
da frequéncia cardiaca (FC) e (C): MNG do consumo de oxigénio (V0,).

# p < 0,05 quando comparada as energias de 600 com 75J.

113



Tabela 3. Média e desvio padrdo das variaveis metabdlicas, hemodinamicas e ventilatorias

nas energias sham, 75, 150, 300, 450 e 600 J

Sham 75J 150J 300J 450J 600J
Q (n=13)
Basal (L/min) 10,8 +2,8 106 +1,7 11,4+24 11,0+2.3 10,6 +2,3 10,5+2,3
Estado estavel (L/min) 141+3,4* 144+25* 154+3,1* 14,7+3,1* 141+29* 139+3,1*
A das respostas pés CC (L/min) 3,26 +1,36 3,74 +1,22 4,00+ 1,00 3,72+1,15 3,43+1,33 3,42+1,29
MNG (%) 67,8 +22,2 53,1+8,8 70,8 + 33,8 71,8+ 30,7 58,4+ 13,5 90,9+46,5%
FC (n =13)
Basal (bpm) 8711 86 + 10 85+ 10 87+8 85+ 11 85+ 10
Estado estavel (bpm) 111 +11 % 109 +13* 106 + 14 * 110+ 9* 107 +15* 107 +13*
A das respostas p6s CC (bpm) 237 22+6 21+6 23+6 22+7 22+7
MNG (%) 50 + 10 51+5 57 +22 51+10 55+ 12 61+ 20
VO2 (n = 13)
Basal (L/min) 0,63+0,12 0,61 £ 0,06 0,60 £ 0,06 0,61 £ 0,07 0,60+0,12 0,58 £ 0,08
Estado estavel (L/min) 1,24+0,23* 1,23+0,19* 1,20+£0,20 * 1,23+0,19* 1,22+0,25* 1,17+0,21 *
A das respostas p6s CC (L/min) 0,61+0,19 0,62 +£0,16 0,59 +£0,17 0,62 +0,18 0,62 +0,22 0,59 +0,18
MNG (%) 46,0 + 6,9 48,4 + 6,3 52,3 +29,3 453+ 4,4 48,1+ 7,7 57,0+ 23,1
VO2/Kg (n = 13)
Basal (ml/kg/min) 7,07 £ 1,05 6,86 + 0,55 6,77 £ 0,82 6,89 + 0,52 6,68 £ 1,13 6,61 £ 0,78
Estado estavel (ml/kg/min) 13,9+28* 139+24* 135+2,8* 140+25* 136+28* 135+28*
RER (n = 13)
Basal 0,85+ 0,05 0,87 £ 0,05 0,84 £ 0,04 0,85 + 0,05 0,85 + 0,05 0,85 + 0,06
Estado estavel 1,01+0,04* 1,01+0,05* 0,99 + 0,04 * 1,02+ 0,04 * 1,01 +0,04 * 1,01+0,05*
A das respostas pos CC 0,16 + 0,06 0,14 £ 0,05 0,15+ 0,04 0,17 £ 0,05 0,16 + 0,06 0,16 £ 0,05
MNG (%) 73,6 £18,2 92,6 + 33,6 77,3+24.2 93,1+435 85,0+429 109 +109,9
IST do musculo vasto lateral (n = 13)
Basal (%) 59,1+ 3,6 66,6 £ 12,4 59,8 £ 5,0 60,2+ 4,0 63,1+7,4 60,8 +4,4
Estado estavel (%) 53,6 +3,9* 62,2+ 16,3 * 53,4+6,6* 545+45%* 55,6 +11,5* 539+6,5*
A das respostas pos CC -5,4+49 -43+70 -6,4+44 -5,6+29 -75+6,9 -6,8+3,4
MNG (%) 59,8 +16,5 76,7 £13,4 78,9 +26,1 77,6 £ 29,2 74,4 +£229 70,9 £ 20,8
DHb do musculo vasto lateral (n = 13)
Basal (%) 44+78 53+9,0 9,3+15,9 57+11,3 51+11,9 72+12,4
Estado estavel (%) 11,4+85* 125+9,6* 16,2+ 18,5 * 11,9+13,0* 13,0+12,1* 13,9+14,8*
A das respostas pos CC 70+29 7,2+3,1 6,9+4.3 6,2+2,8 79149 6,7+ 3,8
MNG (%) 63,8 + 15,6 65,8+ 7,0 69,8 + 18,3 65,2 + 10,2 65,3 £ 10,2 68,5 + 25,2
IST do musculo triceps sural (n = 13)
Basal (%) 63,4+2,6 67,2+12,1 61,8+5,1 62,1+3,4 63,7 £ 6,7 63,4 +5,3
Estado estavel (%) 62,7 £ 3,9 66,6 £ 13,4 61,1+5,2 61,0+ 4,6 63,0+7,0 63,4 +6,2
A das respostas pos CC -0,7+29 -0,6 £2,9 -06+25 -1,0+21 -06+24 00+19
MNG (%) 108,6 + 68,7 126,4 + 83,5 127,4 + 128,7 80,7 + 38,1 108,0 + 66,3 101,6 + 98,2
DHb do musculo triceps sural (n = 13)
Basal (%) 3,9+13,8 1,4+134 9,2+19,9 4,4+155 57+154 6,0 + 22,8
Estado estavel (%) 6,9+12,9* 42+132* 12,0 £20,3 * 79+155* 9,0+ 15,3* 89+223*
A das respostas pos CC 29+14 27+15 27+16 3,4+0,8 32+21 29+15
MNG (%) 61,2 + 16,6 77,7+29,3 90,7 +42,2 61,3 +21,7 87,0 + 36,6 84,6 + 35,0

Valores expresses me média + desvio padréo (DP); DC: débito cardiaco; L: litros; AuM: delta micro mols; MNG: mean normalized
gain; %: porcentagem; FC: frequéncia cardiaca; bpm: batimento por minuto; VO: consumo de oxigénio por minuto, em litros; I.
min: litro por minuto; VO2/Kg: consumo de oxigénio por minuto; ml. kg. min: mililitro por quilograma de peso corpéreo por minuto;
RER: razdo de troca respiratéria; IST: indice de saturacéo tecidual; DHb: deoxihemoglobina.

*. p < 0.05 quando comparado ao momento basal.

# p < 0,05 quando comparada as energias de 600 com 75J.
t: p < 0,05 quando comparada as energias de 75J com sham.
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Figura 9. Magnitude das varia¢bes na dinamica do MNG para as energias, sham, 75, 150, 300,
450 e 600 J, em (A): MNG do IST do musculo vasto lateral (Q), (B): MNG da deoxihemoglobina
do musculo vasto lateral, (C): MNG do IST do musculo triceps sural e (D): MNG da
deoxihemoglobina do musculo triceps sural.
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6.4 DISCUSSAO
Até o presente, este foi 0 primeiro estudo a investigar os efeitos agudos

da TFBM associado a um protocolo de carga constante seguido por protocolo
pseudorranddmico binario na dindmica cardiorrespiratéria e deoxigenacao
muscular, em individuos com DM2. Contrariando nossa hipétese inicial,
verificamos que a TFBM, independentemente da energia irradiada, nao
modificou as respostas hemodinamicas e ajustes cardiorrespiratorios, exceto a
dinamica (MNG) do Q com a energia de 600 J.

Nossa premissa foi fundamentada no fato da TFBM estimular a
microcirculacdo, melhorando a perfusdo para os tecidos alvos, incluindo o
musculo esquelético. (30) Ainda, sob o ponto de vista celular, estudos anteriores
indicam que a TFBM pode influenciar o metabolismo mitocondrial, melhorando a
sintese de adenosina trifosfato (ATP) e, consequentemente, aumentando a
disponibilidade de energia para as fibras musculares.(7,11,13,31) Tais
condigBes, por conseguinte, poderiam melhorar as respostas fisiologicas do
sistema aerdbio durante e imediatamente ap0s o exercicio fisico.

Em estudo prévio (7), os autores avaliaram os efeitos agudos da
irradiacdo de 150 J da TFBM por meio de LEDs durante a transicdo do repouso
para o exercicio fisico moderado, de curta duracdo (15 minutos) e verificaram
que a combinacao das terapias reduziram agudamente os niveis de glicemia em
individuos com DM2, sem modificar a dindmica cardiorrespiratéria e
hemodinamica. Tal evidéncia corrobora nossos achados no que diz respeito a
dinamica do V0,, e a resposta de variaveis hemodinamicas, exceto o DC, mesmo
realizando um protocolo de exercicio moderado, PCC + PRBS, de maior duragéo
(26 minutos).

Ainda corroborando nossos resultados, Beltrame et al. (13) investigaram
as respostas apés 30 minutos e 6 horas da TFBM (200 LEDS, vermelho e
infravermelho, com comprimento de onda de 830 e 630 nm e 180 J de energia),
seguido por PRBS, e os resultados mostraram que né&o houve influéncia na
dinamica do V0,. Entretanto, os efeitos encontrados por estudos realizados em
populacdo saudavel mostraram que a TFBM administrada antes do exercicio
(resistido ou aerdbio) promoveu efeitos ergogénicos no tecido muscular,

promovendo melhora da performance, com aumento no numero de repeticdes e



reducao das concentracdes de lactato.(32—34) Vale destacar que nosso desenho
experimental difere dos estudos conduzidos até o momento em relacéo aos tipos
de dispositivos e parametros como, energia, tempo de aplicacdo e locais
irradiados.

No que diz respeito a dinamica do V0, na transi¢cdo do repouso para o
exercicio, sabemos que a mesma € utilizada como forma de investigar os ajustes
da resposta aerdbia no suprimento de uma nova demanda energética. (35) O
aumento do V0, no inicio do exercicio parece ser determinado pelo controle
integrativo de diversos mecanismos que envolvem o transporte de oxigénio (0,)
por meio da circulagéo, e do seu consumo pelo miécito. (35)

Como observado, as condi¢cdes expostas previamente a TFBM nao
diferiram da condicdo sham, considerando o comportamento da dinamica do
V0,. Por esse motivo, é provavel que os efeitos sejam atribuidos apenas ao
protocolo de exercicio fisico, sem interferéncia da TFBM quando aplicada em
diferentes energias.

Além disso, nessa mesma linha de raciocinio, a medicdo da DHb
conjuntamente com V0, durante o exercicio pode fornecer inferéncias Uteis
sobre o fluxo sanguineo regional e permitir estimar o aumento do fluxo sanguineo
microvascular. (36) Com base no principio de Fick, durante o repouso, sabemos
gque o consumo de oxigénio é constante, e a TFBM proporciona uma maior
utilizacdo de 0, e, consequentemente, pode acarretar o aumento da extracao
de oxigénio da microcirculagdo.(37—40) Por outro lado, uma maior oferta de
0, causada pela vasodilatacdo promovida pela TFBM pode diminuir a extracao
de oxigénio da circulacdo local. (37-40) No nosso estudo, ndo observamos
diferencas entre as respostas na saturacao tecidual de 0, quando comparadas
as condicdes efetivas e sham da TFBM. Por isso, diante do protocolo de
tratamento proposto, parece-nos que a TFBM nao potencializou mudancas na
oxigenagcdo muscular periférica durante o exercicio.

Mesmo com tais achados, e antes de qualquer concluséo a respeito da
TFBM como recurso ergogénico préevio ao exercicio fisico, devemos considerar
alguns aspectos possivelmente influenciadores das respostas fisiolégicas: (1)
diferencas dos parametros utilizados para a TFBM, como tipo de luz,

comprimento de onda, energia; (2) tempo e regides corporais selecionadas para
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a aplicacdo da terapia; e (3) caracteristicas especificas da populacdo estudada,
sobretudo com a possibilidade de alteracGes vasculares subclinicas, incluindo a
disfung&o microvascular ocasionada pela DM2.(30,41)

Nosso estudo mostra algumas limitacdes. S&o elas: (1) amostra pequena,
(2) protocolo unico de exercicio, o que ndo garante que o efeito observado possa
ser o mesmo quando associado a outras modalidades de exercicio (resistido, por
exemplo); (3) a intensidade do protocolo de exercicio aplicado; (4) a falta de
homogeneidade em relagéo ao tempo desde o diagnostico da DM2, o que pode
ter mascarado eventuais adaptacdes fisiopatologicas negativas e relacionadas

ao curso natural da doenca.

6.5 CONCLUSAO
Nossos achados mostraram que a TFBM, aplicada de forma aguda em

diferentes energias, considerando o n estudado, ndo promoveu melhora na
dinamica do V0, e de variaveis hemodinamicas, exceto para o DC. Apesar dos
achados, sugerimos que estudos futuros investiguem a associacdo da TFBM
com outras intensidades e modalidades de exercicio fisico, além de diferentes
energias, buscando-se a melhor recomendacdo para sua utlizagdo no

tratamento do DM2.
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7. CONSIDERAQC)ES FINAIS E DESDOBRAMENTOS FUTUROS
De acordo com os estudos que compdem a tese, podemos observar que

a TFBM quando aplicada em jovens saudaveis é capaz de melhorar a
oxigenagao tecidual. Posto isso, nos questionamos se a TFBM potencializaria as
respostas fisiolégicas na populacdo diabética e observamos que quando
aplicada isolada, e em energias especificas, foi capaz de proporcionar
diminuicdo dos niveis de glicemia, lactato, FC e RVP e, aumento do Q.
Entretanto, quando aplicada previamente a protocolo de exercicio de moderada
intensidade e maior duracdo (26 minutos), composto por protocolo de carga
constante e protocolo pseudorrandémico binario, ndo foi capaz de promover
efeitos distintos da aplicacdo sham nos ajustes cardiorrespiratérios e nas
variaveis hemodinamicas, exceto no DC.

Dessa forma, considerando tais resultados, acreditamos que ha
necessidade de novos estudos pois ainda permanecem lacunas de
conhecimento sobre a TFBM e que devem ser objeto de novas investigacoes e
guestionamentos. Por exemplo: (1) Em individuos com DM2, ha alguma
caracteristica especifica ou fenétipo determinante que indique os potenciais
respondedores a TFBM? (2) Mesmo que nosso estudo ndo tenha mostrado
resposta aguda da TFBM associada ao exercicio de intensidade moderada nos
ajustes cardiorrespiratérios e na maioria das variaveis hemodinamicas, é
possivel que haja algum tipo de adaptacdo ou efeito crbnico a partir desse
mesmo protocolo terapéutico de terapia por fotobiomodulacdo?

Como desdobramentos futuros, ressaltamos que ainda realizaremos
processamento de dados e analises de outras variaveis obtidas por meio das
variaveis metabdlicas, hemodindmicas e ergoespirométricas que nao foram

possiveis de apresentar nessa tese.
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APENDICE A — Termo de consentimento
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS b:l &
Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude - CCBS }7
wm.,[-ﬂ Programa de Pds-Graduacao em Fisioterapia Mu&ﬁwqr
Via Washington Luis, Km 235 Caixa Postal 676 i i et o i i PEE
13565-905 — S&o Carlos — SP — Brasil

Tel: (016)3351-8448 / Fax: (016)3361-2081
e-mail: ppgft@ufscar.br

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO DE PARTICIPACAO
NO PROJETO DE PESQUISA:

“INFLUENCIA DA FOTOTERAPIA NAS RESPOSTAS FISIOLOGICAS
CENTRAIS E PERIFERICAS NO DIABETES MELLITUS”

RESPONSAVEIS PELO PROJETO
Orientadora: Prof2. Dra. Aparecida Maria Catai.
Discente: Stephanie Nogueira Linares

LOCAL DO DESENVOLVIMENTO DO PROJETO: Nucleo de Pesquisa em
Exercicio Fisico (NUPEF) - Laboratério de Fisioterapia Cardiovascular do
Departamento de Fisioterapia da Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar)

Eu, : anos de idade, portador
do RG n°. , residente a Rua (Av):
, n

: Bairro: : Cidade de:

, Estado: | fui convidado a participar

voluntariamente do projeto de pesquisa “Influéncia da fototerapia nas respostas
fisiol6gicas centrais e periféricas no Diabetes Mellitus”.
A pesquisa tem por finalidade avaliar e correlacionar a influéncia do diabetes
sobre a capacidade cardiorrespiratoria e a inflamacao.

A coleta de dados sera composta por 9 visitas no total, sendo as 3
primeiras visitas destinadas a coleta de informacfes para a sua identificacao,
além de alguns dados clinicos e fisicos. Posteriormente, para as proximas 6
visitas, com intervalo de 15 dias, sera realizado teste de carga incremental com
aplicacado de fototerapia por diodos emissores de luz para verificar se esse
equipamento ajuda na melhora da capacidade cardiorrespiratoria e coleta de
sangue no lobulo da orelha antes e depois do exercicio de carga incremental
para verificar se o exercicio modifica as concentracdes de lactato e glicose no

sangue.
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tel:(016)3351-8448/

Antes de iniciar os testes, vocé recebera varias instrucbes e sera
acompanhado por uma equipe treinada que estara alerta a qualquer alteracao
gue possa sugerir a interrupcdo da avaliagéo.

Os beneficios que podem advir com a participacdo na pesquisa sao 0s
voluntarios conhecerem detalhadamente seu estado de saude no que se refere
a funcéo cardiorrespiratoria. Essa pesquisa proporcionara dados de relevancia
clinica sobre o potencial terapéutico de Diodos Emissores de Luz no Diabetes
Mellitus. Os riscos que pode haver com a participagdo sédo desconforto e
hematoma durante e apos a retirada do sangue no lobulo da orelha, cansaco
fisico, falta de ar, desconforto muscular e boca seca durante a avaliacdo. Em
qualquer situacao de desconforto para o voluntario, a equipe de profissionais
presentes estara pronta para auxiliar, e a avaliacdo sera interrompida até que o
voluntério esteja apto a prosseguir com o0s testes.

Vocé tem a garantia de receber resposta a qualquer pergunta ou
esclarecimento a qualquer duvida a respeito dos procedimentos, riscos e
beneficios e de outras situacdes relacionadas a pesquisa. Além disso, 0s
pesquisadores responsaveis se comprometem a fornecer todos os resultados de
suas avaliacdes, de exames de sangue e informacfes atualizadas sobre o
estudo.

Vocé podera desistir de participar desta pesquisa, a qualquer momento e
se isso acontecer, ndo havera nenhum prejuizo.

As consultas serdo gratuitas e ndo havera compensacao em dinheiro pela
sua participacdo. Todas as informacdes a seu respeito serdo mantidas em
segredo. Para isso, na ficha de exame clinico ndo aparecera nenhum nome que
o identifique, apenas um numero que somente o pesquisador principal sabera a
guem se refere. Os dados coletados poderdo ser divulgados em eventos,
revistas e/ou trabalhos cientificos, sempre preservando a sua identidade.

Todas as despesas com o transporte e a alimentacao decorrentes da sua
participacdo na pesquisa, quando for o caso, serdo ressarcidas em dinheiro no
dia da coleta. Vocé teréa direito a indenizag&o por qualquer tipo de dano resultante
da sua participacéo na pesquisa.

O presente termo sera emitido em duas vias, sendo que uma delas ficara

em posse dos pesquisadores e outra sera entregue para Vocé, assim podera se
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comunicar com 0s pesquisadores responsaveis pela pesquisa, a qualquer
momento, nos telefones abaixo.

Este projeto foi encaminhado ao Comité de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos da UFSCar que funciona na Pro-Reitoria de POs-Graduagdo e
Pesquisa da Universidade Federal de Séo Carlos, cujo endereco e telefone estao
apresentados neste termo, e seguira as atribuicbes definidas na Resolucéo
466/2012 do CNS.

Declaro que entendi os objetivos, riscos e beneficios de minha participacéo
na pesquisa e concordo em participar. O pesquisador me informou que o
projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos
da UFSCar que funciona na Pro-reitora de Pés-Graduacado e Pesquisa da
Universidade Federal de Sédo Carlos, localizada na Rodovia Washington
Luiz, Km. 235 - Caixa Postal 676 - CEP 13.565-905 - Sao Carlos - SP — Brasil.
Fone (16) 3351-8110. Endereco eletrénico: cephumanos@ufscar.br

Endereco para contato (24 horas por dia e sete dias por semana):

Pesguisadores Responsaveis: Stephanie Nogueira Linares e Prof2. Dra

Aparecida Maria Catai

Endereco: LABORATORIO DE FISIOTERAPIA CARDIOVASCULAR DA
UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS (NUPEF) — Departamento de
Fisioterapia: Rodovia Washington Luiz, Km. 235 - Caixa Postal 676 - - CEP
13.565-905 - Séo Carlos - SP - Brasil.

Contato telefénico: (16) 3351-8705 / (17) 98132-9090

E-mail: ste linares@hotmail.com e/ou amcatai@gmail.com
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Local e data:

Stephanie Nogueira Linares Assinatura do Pesquisador
Nome do Participante Assinatura do Participante
Sao Carlos, de de
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Frontiers Physiology <physiology.editorial.office@frontiersin.org>

20 de janeiro de 2021 10:01 Responder a: Frontiers Physiology
<physiology.editorial.office @frontiersin.org>

Para: Stephanie Linares <stenolinares@gmail.com> Dear Dr Linares

We are pleased to inform you that we have received the manuscript "Energy-dependent
effect of photobiomodulation

therapy on hemodynamic and metabolic responses in adults with type 2 Diabetes
Mellitus: a randomized, crossover, double-blind, sham-controlled trial" to be
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Physiology.
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Pecqulcador: Apar=cida Mada Caisl
dreaa Teendtioa:

Vercio: =

CAAF: BDSA5017.6.0000.5504

incittulpdo Proponanis: Universidade Federal de 540 CanosiUF3Car
Patrooinador Primsipal: Financiaments Priprio

DADCE D30 FARECER
HOman> do Panesmeer 2502 6893

Aprscentagdo do Projeta:
rérodugio - Pesquisas retaclonadas & promocio da sadde fem se mosiado oescenie nos d@timos anos,
principaimente devido ac aumenic no nomens de pessoas acometidas por Doengas Cronicas Mic
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105 egtes de Kolmogomy-Smimoy & Levers serlo uiizsdos. para vertficar a disirbulglo dos dados (Sauss
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IH=rabura parma minimizar o =mo Bpo 1L

Objsiivo da Pecgulea:

i Frirmdrio:

i oibjethvn primario do presenie ssiudo & carscertzar & resposts oo i=cdo musoulsr apos In'u-dlu;-h da
fodoblomodulago com diodos emissores de

Iz {LED) de babm imisnsidade uflEmndo proloosios sxperimenials com dferenies =nempglas.

Orgeeiivg Bescundania:

05 objetivos secundarios sSo; Delerminar a ourva dose-resposia; Awalar a iInfluéncla dessas mdaglies sobre
o5 nivels gloAmicos e de Coigenagiio £ Deoxiperacio muscular (WIRE); Verficar as posshels alieacles no
Ee=rfil Mpidico dos pardcipamies que poSss SEr proportionado apis

apllv:a-;-l-:- da foboi=rapla; Verificar ass-:n:la-;ﬂes- enitre as respostias inflamatdrias = Verficar possivels
akerapbes ma fumclo endotellsl apds aplicacho

da foiolerapda & st de canga Incremenal.

Arwaliagdn doc Riconr & Benafiodor:

Risoos:

05 riscos gque pode haver oom a particpacio =io desoorforto & hermafioma durante = apds a relieda do
sangue nd libulo da orela, canssco fisicn,

faita de ar, desconforio musouar e boca seca durante a avalacio. Em gualquer sivaclo de desconforto
para o volunidrio, a =guip= de profissionals

presentes estard pront para auxdlar, & & avalaclo ser Intemompida abé gue o vwoiuntirio esteja apho a
prosssguir com os iEsies.

Beneficios:

Os beneficios que podem advir com a paricipacio ma pesquisa =850 os voluntaros conkiecerem
de@ihadamenis seu =siado de sadde w0 Que 5=

refens & fumclo cardlemespiraitnia. AJém disso, 05 resuldos poders contribulr pam o meihor coRiFole do
Diisbefes na sua vida, para orieniar sobre a

rzulzb;!udc exerricio flsicn a s=r realirada = que auxiliard na melhora da sus gualidsds de vida

Endareco:  WESHIRGTON LT KM 12

Badirro:  JAITCE N G SMS HENE, CEP: |y Sesgis
= B Hunicipio: S&0 CAMLOE
Tabfona: | |EIEE1-IEE1S E-muil: cechurramosufeoar b
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Conmirasmgien 3o Fareoss 30ED B

Comantarioc & Concldarapisc cobne » Pacgulca:

Conclderagbec cobre of Termos de aprecentagdo obrigataria:
2 TCLE Tol modificado & linguagem mals acesshvel, mo entamio, o pesquissdor predsa esoever mmbéEm

em Inguagem simples o gue & berapis d= foloblomodulagio.

Fecomandandec:

Conoluchec ou Panddnolac & Licta de Inadequagbec:
Frojeto apnwado condicionado a expicar no TCLE o gue & terapia de fofobiomodulacio de forma a deixar a
[Ingrusper ol s sreschel a0 parddpanis.
Conclderapbec Finale a orttéric do CEF:

Ects pansgesr fol slaborado besesdo moc dosumanios abaleo relaclonado:

o

Tipo Documenio Arquive Sostage— Aufor Snuagio
informagfes Sasicas| PE_INFORMAGOES_BAZICAS DO _F | 28030012 Ar=ito
do Projeto ROJETC 5157750l 14:54-15
TCLE / Termos de | TCLE_doutorado pa IE0T01E |Aparscida Mana Ar=itn
Aszentimenss ! 145300 |Catal
Jussficathva de
Auzancia
Cronograma CRONOGERAMA_pdT 12032018 |Aparscida Mara A=t
170537 |Catal

Dutros USE pdT 0012018 |Aparecioa Mara Ar=itn
155155 |Cata)

Projetn Detainado | | PROJETO pdf 10012018 |Aparecida Maria Ar=ito

Brochura 1550013 |Catal

Invessgador

Foiha de Rosio COMITE.pdT Z1T1/Z017 |Aparecida Maria A=t
120547 |Catal

ruagdo do Pareoer:
Aprovado

Heoeccia &preclagdo da COMER:

LE T

Encdameps:  WUSTHIRGTOMN LULT KM 092
Bmdrro:  JRITCH R CRL SRS BRI,

- B
Tulmfona || EPIE-0EET

Hunicipio: E&AD CAHLOE

CEP:

13 -

E-rmail:

cachumerosi e be
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Agcinado par:
Fricallla Horsnes
(Coordenador)
Erdarsn:  WSSHIBGT O LULE K 09
Bamdrro:  ARJUCH MY L SMS AN, CEP: xses g
- 5 HMonicipe:  BAD CANLDE
Talmdona: | |EEIE -G E-mail: cschursmosfufsoar b
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ANEXO D — Registro no ReBEC
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Estudo 1

Approved Submission - RBR-8r23ds

registrorebec@gmail.com <registrorebec@gmail.com>
Qua, 06/02/2019 12:38

Para: ste_linares@hotmail.com <ste_linares@hotmail.com>; rebec@icict.fiocruz.br
<rebec@icict.fiocruz.br>; dtostes@gmail.com <dtostes@gmail.com>

Url do registro(trial url):http://www.ensaiosclinicos.gov.br/rg/RBR-8r23ds/
Numero de Registro (Register Number):RBR-8r23ds

Prezado Registrante,

Temos o prazer de informar que seu estudo foi publicado no Registro Brasileiro
de Ensaios Clinicos (ReBEC).

Agradecemos por seu registro e colaboracao e, desde ja, nos colocamos a
disposicao para esclarecer quaisquer duvidas que possam surgir, seja em caso
de atualizacao do registro ou, até mesmo, uma nova submissao.

Por favor, ndo hesite em contactar-nos. Cordialmente,

ReBEC Staff - ReBEC/ICICT/LIS Av. Brasil 4036 - Maré - sala 807
Rio de Janeiro RJ CEP: 21040-360 Tel: +55(21)3882-9227

www.ensaiosclinicos.gov.br
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Estudo 2e 3

Approved Submission - RBR-6vgmtb

registrorebec@gmail.com <registrorebec@gmail.com>
Seg, 08/10/2018 14:05

Para: ste_linares@hotmail.com <ste_linares@hotmail.com>; rebec@icict.fiocruz.br
<rebec@icict.fiocruz.br>; dtostes@gmail.com <dtostes@gmail.com>

Url do registro(trial
url):http://www.ensaiosclinicos.gov.br/rg/RBR-
6vgmtb/ Numero de Registro (Register
Number):RBR-6vgmtb

Prezado Registrante,

Temos o prazer de informar que seu estudo foi publicado no Registro Brasileiro
de Ensaios Clinicos (ReBEC).

Agradecemos por seu registro e colaboracao e, desde ja, nos colocamos a
disposicéo para esclarecer quaisquer davidas que possam surgir, seja em caso
de atualizacdo do registro ou, até mesmo, uma nova submissao.

Por favor, ndo hesite em
contactar-nos. Cordialmente,
ReBEC Staff - ReBEC/ICICT/LIS Av. Brasil 4036 - Maré - sala 807

Rio de Janeiro RJ CEP: 21040-360 Tel: +55(21)3882-9227

www.ensaiosclinicos.gov.br
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