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APRESENTACAO

A presente tese foi motivada pela pretensdo de responder a seguinte questdo: o
tratamento com a terapia laser de baixa intensidade (808 nm) é capaz de reduzir a resposta
inflamatdria e modular marcadores moleculares envolvidos na regeneracdo e/ou fibrose
presentes durante a regeneracdo muscular? A busca pela resposta conduziu ao
desenvolvimento de ensaios experimentais durante o periodo do doutorado junto ao
laboratério de pesquisa da disciplina de Emergéncias Clinicas, Departamento de Clinica
Médica da Universidade de S&o Paulo (FM-USP), sob orientacdo do Prof. Dr. Nivaldo
Antonio Parizotto (UFSCar) e co-orientagdo da Prof. Dra. Ana lochabel Soares Moretti
(FM-USP). Assim, o conteido da presente tese é apresentado em trés partes.

A primeira parte abrange um resumo, uma breve introducdo e os objetivos gerais e
especificos do presente trabalho.

A segunda parte € apresentada em formato de dois manuscritos. O primeiro
manuscrito verifica os efeitos da terapia laser de baixa intensidade sobre o estresse
oxidativo/nitrativo e mediadores inflamatérios produzidos durante a regeneracdo muscular,
denominado: “Terapia Laser de Baixa Intensidade (808 nm) reduz a resposta inflamatdria e
0 estresse oxidativo do musculo tibial anterior de ratos apds criolesdao”, o qual foi submetido
ao periddico "Lasers in Surgery and Medicine” (Anexos). O segundo manuscrito relata
experimentos conduzidos a fim de averiguar os efeitos da terapia laser de baixa intensidade
em marcadores moleculares envolvidos na regeneracdo e/ou fibrose muscular apés criolesao
muscular em ratos, denominado: “Terapia Laser de Baixa Intensidade (808 nm) favorece a
regeneracdo muscular e previne a fibrose do musculo tibial anterior de ratos apés criolesdo”,
o qual foi submetido ao periddico "Lasers in Medical Science” (Anexos).

A terceira parte da tese € composta das consideracdes finais obtidas a partir dos
resultados experimentais, anexos e as referéncias bibliograficas utilizadas na introducdo da

tese.



ABREVIACOES

AsGa: Arseneto de Galio

AsGaAl: Arseneto de Galio e Alumineo

AsGalnP: Arseneto de Galio indio e Fosforo

ATP: Adenosina trifosfato

CK: Creatina quinase (creatina kinase)

cm: centimetro

cm?: centimetro quadrado

COX-2: Ciclo-oxigenase do tipo 2

CS: Células satélites

DMI: Dor muscular de inicio tardio

EGF: Fator de crescimento epidermal (do inglés: Epidermal growth factor)

FA: Fosfatase acida

FGF: Fator de crescimento de fibroblastos (do inglés: Fibroblastic grow factor)
J: Joule

Jlcm?: Joule por centimetro quadrado

HeNe: Heélio Nebdnio

HGF: Fator de crescimento do hepatdcito (do inglés: Hepatocyte growth factor)
IGF-1: Fator de crescimento semelhante a insulina (do inglés: Insulin like growth factor)
IL-1B: Interleucina 1 beta

IL-6: Interleucina 6

iNOS: Oxido nitrico sintase induzida (do inglés: inducible nitric oxide synthase)
IxP: Inibidor kappa-p (do inglés: inhibitor kinase kappa beta)

Ixk: Inibidor kappa quinase (do inglés: inhibitor kappa kinase)

LLLT: Terapia laser de baixa intensidade (do inglés: Low Level Laser Therapy)



MAPK/ERK: Proteina kinase ativada por mitogeno/kinase regulada por sinal extracellular
(do inglés: Mitogen-Activated Protein kinases/Extracellular regulated kinase)

MEC: Matriz extracelular

mim: minutos

MRF4: Fator regulatério miogénico 4 (do inglés: Myogenic regulatory factor 4)
MRFs: Fatores regulatérios miogénicos (do inglés: Myogenic regulatory factor)
mRNA: Acido ribonucléico (RNA) mensageiro

myf5: Fator miogénico 5 (do inglés: Myogenic regulatory factor 5)

myoD: Fator miogénico de diferenciacdo-1 (do inglés: Myogenic regulatory factor 1)
NF-kp: fator de transcri¢do nuclear kappa-p (do inglés: factor nuclear kappa beta)
NO: Oxido nitrico (do inglés: Nitric Oxide)

NOS: Oxido nitrico sintase

O,--: Radical anion superoxido

ONOO-: Peroxinitrito

PO: Pds-operatério

PG: Prostaglandina

RNS: Espécies reativas de nitrogénio (do inglés: reactive nitrogen species)

ROS: Espécies reativas de oxigénio (do inglés: reactive oxygen species)

RT-PCR: reacdo em cadeira de polimerase com transcricdo reversa (do inglés: reverse
transcriptase polymerase chain reaction)

s: segundos

SOD: Superéxido dismutase (do inglés: superoxido dismuthase)

t: tempo

TA: Tibial anterior

TB: Azul de Toluidina/1% borax (do inglés: Toluidine Blue)



TGF-B: Fator de transformacdo do crescimento-p1 (do inglés: Transforming growth factor-
p)

TNF-a: Fator de necrose tumoral alfa (do inglés: Tumor necrosis factor-alpha)

VEGF: Fator de crescimento do endotélio vascular (do inglés: Vascular endothelial growth
factor)

> : Maior que

<: Menor que

A: Lambida (determina o comprimento de onda)
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Parte T - Resumo

RESUMO

A regeneracdo muscular é uma adaptacdo que ocorre em resposta ao traumatismo
e envolve agles integradas entre células, matriz e mensageiros quimicos, visando
restaurar o equilibrio bioldgico e a integridade funcional e estrutural do tecido. Durante o
periodo de reabilitacdo, existe uma crescente preocupacdo em modular estes processos a
fim de prevenir complicacdes indesejaveis e favorecer a recuperacdo funcional do
musculo lesado. A constatacdo terapéutica das aplicacfes do laser de baixa intensidade
(LLLT- Low Level Laser Therapy) no tratamento clinico de afec¢fes que acometem o
tecido musculo esquelético € atualmente bastante conhecida, contudo as vias de
sinalizacdo acionadas pela LLLT permanecem incertas. O objetivo desta tese foi avaliar
os efeitos da terapia laser de baixa intensidade sobre a resposta inflamatéria e
regenerativa/cicatricial apds criolesdo do musculo tibial anterior em ratos. Foi utilizado
um laser AsGaAl (continuo; A =808 nm; P=30 mW, area do feixe = 0.00785 cm?; t=47 s;
D=180 J/lcm? E=1.4 J; irradiancia=3.8 mW/cm? em um Unico ponto, durante 4 dias
consecutivos. Técnicas de histoquimica foram usadas para averiguar a morfologia e a
morfometria dos musculos lesados e submetidos ao tratamento com laserterapia. Além
disso, foram realizadas analises de peroxidacdo lipidica (TBARS), formacdo de
nitrotirosina (Dot blot), producdo de NO tecidual (Reacdo de Griess), citocinas
inflamatdrias (ELISA), expressdo protéica de iINOS e colageno | (western blot) e
expressdo génica de myoD, miogenina, VEGF, NF-x, TGF-B, VEGF, COX-2 e SOD
(QRT-PCR). A LLLT, nos parametros utilizados, foi capaz de reduzir a resposta
inflamatdria e o estresse oxidativo/nitrativo, favorecer a regeneracdo muscular e prevenir
a fibrose muscular em modelo de criolesdo. Os resultados desta tese trouxeram
significativa contribuicdo para o entendimento dos mecanismos de agdo acionados pela
LLLT durante o processo de regeneracdo muscular, otimizando assim, sua utilizacdo na

reabilitacdo de desordens musculo-esqueléticas.

Palavras-chave: Terapia a laser de baixa intensidade; musculo esquelético; leséo

muscular; regeneragdo muscular; reabilitagéo.
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Introducdo

A busca por recursos terapéuticos que possam estimular o processo regenerativo e
favorecer a recuperacéo estrutural e funcional do tecido lesado € a atual procura nas mais
diversas areas da saude. Entender como reparar um tecido lesado, compreende
primeiramente o estudo dos mecanismos envolvidos na adaptagdo tecidual frente aos
diferentes estimulos utilizados durante a reabilitacdo. Por este motivo, a linha de
pesquisa experimental liderado pelo Prof. Nivaldo Anténio Parizotto, do Departamento
de Fisioterapia da UFSCar, esta focada em esclarecer as vias de interagcGes acionadas
durante a utilizacdo de recursos eletrotermofototerapéutico no tecido lesado,
contribuindo desta forma para solidificar os conhecimentos que regem a nossa profissdo
em prol dos pacientes.

O envolvimento de lesdes do tecido muscular s&o rotineiramente encontradas em
centros de reabilitacdo. Esse fendmeno estd principalmente associado a praticas
esportivas (contusdes ou acdes excéntricas do movimento) ou atividades laborais
(movimentos repetitivos) que provocam lesdes e/ou microlesdes, afetando a organizacao
estrutural das unidades contrateis do musculo (JARVIEN et al., 2005). De acordo com
Tatsumi et al. (2001), mais de 30% das consultas médicas em emergéncias estdo
relacionadas a afeccGes que acometem a musculatura esquelética. Essas lesbes sdo
capazes de afetar o funcionamento do mdsculo como um todo, favorecer o aparecimento
da dor muscular de inicio tardio (DMIT), reduzir a capacidade de produgéo de forga além
de aumentar as chances de recidiva da lesdo (PROSKE e ALLEN, 2005).

A gravidade do dano muscular e o tempo de recuperacdo podem variar em
relacdo as dimensdes do evento traumatico (HUARD et al., 2002). Assim, a reabilitacdo
precoce do tecido musculo esquelético se faz importante, pois contribuird para a
restauracdo global da integridade funcional do tecido lesado (PRISK & HUARD, 2003).

Classicamente, o processo de regeneragcdo muscular consiste em uma sequéncia
altamente controlada de eventos bioquimicos e celulares, envolvendo trés fases
interdependentes: degeneracdo e/ou inflamacgdo, regeneracdo e remodelamento e/ou
fibrose (JARVINEN et al., 2005; TIDBALL, 2005).

Imediatamente apds a lesdo muscular, desencadeia-se uma resposta degenerativa
e/ou inflamatdria caracterizada pela integracdo do sistema imunolégico com o tecido
lesado, formagédo de hematoma e fagocitose do tecido necrosado (PRISK & HUARD,

2003). Células inflamatorias tais como, neutrofilos e macrofagos, infiltram-se no sitio de
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lesdo e ativam citocinas (IL-1, IL-6, TNF-a), fatores de crescimento, moléculas de
adesdo e proteases. A expressdo destas substancias influencia na remocdo do tecido
necrotico e propagacdo da resposta inflamatéria (JARVINEN 2005; SHI &GARRY,
2006; FILLIPIN etal., 2011a).

A fase inflamatoria estd associada a producdo excessiva de radicais livres,
espécies reativas de oxigénio (ROS) e nitrogénio (RNS), acompanhado por uma reducao
da concentracéo de enzimas que compde o sistema de defesa antioxidante (JACKSON et
al., 2007). Este desequilibrio entre pro-oxidantes e antioxidantes em favor dos proé-
oxidantes, conduz ao estresse oxidativo e nitrativo tecidual. Nestas condigdes, ha
alteracbes em varios mediadores que fazem parte do processo inflamatério, com
destague para a ativacdo do fator de transcricdo NF-kP, producdo de citocinas
inflamatdrias, aumento da expressdo de COX-2, da isoforma éxido nitrico sintase
induzida (iNOS) e producéo de Oxido nitrico (NO) tecidual (HENSLEY et al., 2000;
DROGE, 2002; ADAMS et al.,, 2002). A producdo excessiva de mediadores pro-
inflamatdrios pode ser prejudicial para o processo normal de regeneracdo muscular, uma
vez que amplificam o quadro inflamatério e dificultam a miogénse (LANGER et al.,
2001).

A fase regenerativa consiste na ativacdo e proliferacdo das células satélites
adultas (células precursoras miogénicas) e angiogénse (desenvolvimento de novos
vasos). A ativacdo das células satélites é regulada por diversos fatores de crescimento
(IGF-1, FGF, HGF e TGF-B), com subsequente aumento da expressdo de fatores
regulatérios miogénicos, tais como, myoD e miogenina, cujo objetivo principal €
restabelecer a estrutura e a funcdo da area danificada (CHARGE & RUDNICK, 2004;
SHI & GARRY, 2006). A angiogénese é regulada pelo fator de crescimento do endotélio
vascular (VEGF), o qual exerce multiplos efeitos sobre o endotélio vascular, incluindo a
sua proliferacdo, conexao de novos segmentos vasculares com a circulacdo pré-existentes
e o0 remodelamento da matriz extracelular (MEC) (OLSSON et al., 2006; BOTUSAN et
al., 2008; WAGATSUMA et al. 2007). Este evento desempenha um importante papel
no sucesso da formacdo de novas fibras musculares durante a fase regenerativa, pois
facilita o acesso de células e mediadores inflamatdrios ao local da lesdo tecidual, assim
como leva nutrientes e oxigenacao adequada para o masculo em regeneracéo.

Por fim, ocorre a fase de fibrose e/ou remodelamento do tecido muscular. Neste
periodo é esperado a reconstituicdo estrutural das fibras danificadas, de forma que a

capacidade funcional do musculo seja restabelecida. Por outro lado, pode ocorrer
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formagéo de tecido cicatricial ou fibroso, prejudicando a regeneracdo muscular. Sabe-se
que a expressao elevada do fator de crescimento TGF- durante este evento, desempenha
um papel crucial na formacéo de tecido cicatricial fibroso, visto que 0 mesmo estimula a
proliferacdo e a sintese de colageno, inibe a diferenciacdo e fusdo de mioblastos, além de
reduzir a expressdo de proteinas musculo-especificas (FILLIPIN et al., 2011b). Estudos
em modelos de lesdo muscular mostram que a superexpressdo de TGF-B pode levar a
formacéo de tecido fibroso nédo funcional, o qual compromete a regeneragédo da fibra e
interfere na capacidade funcional do tecido acometido (LI et al., 2004; FILLIPIN et al.,
2011b).

Assim, deve-se considerar que o sucesso da regeneracdo muscular é dependente
do tipo e da extensdo da lesdo, vascularizacdo tecidual, equilibrio entre os processos de
regeneracdo muscular (inflamacdo, regeneracdo e fibrose), bem como a modalidade de
tratamento utilizada durante a reabilitag&o.

Varios recursos terapéuticos vém sendo estudados na tentativa de favorecer a
recuperacdo muscular e reduzir complicacbes advindas do processo anormal de
regeneracdo muscular. Dentre esses, as técnicas de mobilizacdo e imobilizacédo
(VENOJARVI et al., 2004), crioterapia (SALVINI et al., 1997), ultrassom de baixa
intensidade (FREITAS et al., 2004) e uso de anti-inflamatérios ndo esterdides podem ser
citados (LAPOINTE et al., 2003).

A fim de modular o processo inflamatério e estimular a regeneracdo muscular, o
LASER (Luz Amplificada por Emisséo Estimulada da Radiagéo) surge como alternativa
no tratamento conservador do musculo lesado.

A terapia laser de baixa intensidade (LLLT- Low Level Laser Therapy) tem sido
utilizada com fins terapéuticos, desde 1960, e atualmente é considerada uma técnica
segura e eficaz no tratamento clinico de uma variedade de doencas e lesdes teciduais
(HAMBLIN et al., 2010; GIGO-BENATTO et al., 2010; DEMIDOVA-RICE et al.
2007). Embora as vias de interacdo laser-tecido ainda necessitem ser melhor
compreendidas, a absor¢do da energia luminosa por parte dos cromoforos especificos
(especialmente localizados na mitocdndria) parece ser 0 evento chave para inicializar 0s
processos celulares responsaveis pelos efeitos terapéuticos (HUANG et al., 2009).

Os primeiros relatos ja evidenciaram que a luz monocromatica ndo invasiva
auxilia a modulacdo de processos bioldgicos relacionados ao equilibrio da homeostasia
celular, bioestimulando a recuperacdo do tecido lesado (MESTER et al., 1985; KARU et
al., 1995). As propriedades analgésicas, bioestimulante celular e de modulacdo do
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processo inflamatorio, qualificam a irradiacdo eletromagnética laser como uma
modalidade efetiva na busca da reparacdo tecidual (PRETEL et al., 2007;
VLADIMIROQV et al., 2004). Claramente, o potencial terapéutico desta modalidade é
dependente da aplicacdo de pardmetros de tratamento adequados, em especial,
comprimento de onda, densidade de energia, poténcia, irradiancia, nimero e tempo da
sessdo, entre outros, assumindo a existéncia dosimetrias Otimas para suas acles
biomoduladora (AMARAL et al 2001; ALMEIDA-LOPES et al. 2001).

A aplicacdo da LLLT na estimulacéo da regeneracdo muscular, por meio de suas
propriedades fotoquimicas e fotobioldgicas, tem sido objeto de intenso estudo cientifico
nos Gltimos anos (AMARAL et al., 2001; MESQUITA-FERRARI et al., 2011; RAMOS
et al., 2011). Nesses trabalhos, observa-se a utilizacdo de laseres de diodo ocupando as
faixas destinadas a luz visivel e/ou infravermelho proximo e densidades de energia
variaveis (entre < 2,6 - 321 J/cm?). Para mais informacdes, vide tabela 1.

A principal acdo do laser no tecido muscular esta relacionada com o efeito de
modular o processo inflamatorio e estimular a proliferacdo de células satélites
responsaveis pela miogénses. Uma vez que a inflamacdo € controlada e as células
miogénicas estimuladas, principalmente nos periodos iniciais pos-trauma, ha
possibilidade maior de ocorrer regeneragcdo muscular.

Estudos em diversos modelos laborais e clinicos mostram que esta abordagem
terapéutica é capaz de induzir a expressao de proteinas reguladoras do ciclo celular e
consequentemente induzir a ativacdo das células satélites (BEN-DOV et al., 1999;
SHEFER et al., 2001; NAKANO et al., 2009), estimular formacdo de miotubos
(BIBIKOVA e ORON, 1993), promover a angiogénese (IYOMASSA et al., 2009),
aumentar o numero e de fibras em regeneracdo e a densidade e atividade mitocondrial
(NAKANO et al., 2009; AMARAL et al. 2001; SILVEIRA et al., 2009), além de
melhorar a organizacao de fibras musculares regeneradas (CRESSONI et al., 2008).

Reducéo do infiltrado inflamatorio, da peroxidacédo lipidica, da concentracdo de
CK e da expressdo de citocinas pro-inflamatorias (TNF-a ¢ TGF-B) também foram
observadas ap6s lesdo muscular (LIU et al., 2009; MESQUITA-FERRARI et al., 2010).
Rennd et al. (2011) evidenciaram que o laser com comprimento de onda infra-vermelho
(AsGaAl; 830 nm; 30 mW; 50 J/cm?; 47 s; 1.4 J) promoveu uma reducéo significativa
da imunoexpressdo de COX-2 na area muscular lesado em modelo de criolesdo de ratos.
No trabalho de Rizzi et al. (2006) foi relatado que a LLLT (AsGa; 904 nm; 45mW; 5

Jlcm?; 35 s) reduziu a peroxidacdo lipidica, a expressdo de iNOS e a ativou o fator de
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transcricdo NF-xf ap6s modelo de trauma muscular, sugerindo que a modulagido de NF-
KB poderia ser a via de sinaliza¢do envolvida na patogéneses da lesdo muscular.

Além disso, Servetto et al., (2010) observaram que diferentes tipos de protocolos
de tratamento com LLLT reduziram marcadores inflamatorios e do estresse oxidativo e
aumentaram a atividade da enzima antioxidante superéxido dismutase (SOD) em
modelos de lesdo muscular (HeNe; 632.8; 5 mW; 9.5 J/cm?;1 min / AsGa; 904 nm; 12
mW; 9.5 J/lcm?; 47 s), evidenciando um efeito de equilibrio entre o sistema pré e anti-
oxidante.

Recentemente, inovadores campos de atuacdo da LLLT tém sido propostos na
area da fadiga e dano muscular induzido pelo exercicio fisico. Pesquisas com animais
submetidos a protocolos de exercicios extenuantes e tratados com LLLT obtiveram
menores indices de dano muscular, mensurados através de evidéncias bioquimicas
(reducdo da CK, peroxidacdo lipidica e aumento da SOD) e histolégicas (reducdo do
infiltrado inflamatério e apoptose) (LOPES-MARTINS et al., 2006 [GaAlAs, 655 nm,
0.5, 1.0, 2.5 Jecm? 34.25mW/cm?]; LEAL JUNIOR et al, 2010 [AsGa, 904nm,
0.1,0.3,1.0,3.0 J, 75 mW]J; LIU et al., 2009 [HeNe ; 632.8 nm; 12, 28 e 43 J/cm?; 4, 9, 14
mW]; SUSSAI et al., 2010 [AsGaLnP, 660nm, 100mW, 3.3 W/cm?]).

Como foi possivel notar, durante as ultimas décadas, grandes avangos ocorreram
sobre a compreensdao da aplicacdo da LLLT nos tecidos biolégicos. As evidéncias
cientificas somadas a evolucdo da industria tecnoldgica fizeram com que os profissionais
de diversas areas da salde tivessem hoje acesso facilitado a esta terapia. Entretanto, os
mecanismos de acdo pelos quais a LLLT age durante a regenera¢do muscular ainda nao
estio completamente esclarecidos. Acredita-se na necessidade de estudos
complementares com a finalidade de identificar aces do laser em nivel molecular e
celular, os quais contribuirdo significativamente para elucidar seus efeitos e otimizar sua
utilizacdo durante a reabilitacdo de desdordens que acometem o tecido musculo
esquelético. Assim, esta tese teve a intencdo de investigar o efeito fotobiomodulador da
LLLT, em um modelo de criolesdo, identificando biomarcadores associados a
inflamacéo, regeneracéo e fibrose muscular.

O modelo de criolesdo tem a capacidade de induzir uma lesdo homogénea e de
facil reprodutibilidade. Caracteristicamente, observa-se dano importante as células
satélites, lamina basal, vasos sanguineos e terminagdes nervosas, induzindo uma rapida e
extensa necrose das miofibrilas, seguida por um processo de regeneracédo relativamente
lento (MIYABARA et al., de 2006; DURIGAN et al, 2008). A escolha do modelo
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animal foi realizada devido aos problemas éticos relacionados com a retirada de amostras
musculares (bidpsias) de individuos com lesdo muscular, cujo prognostico é geralmente
de recuperacéo lenta e com tendéncias a cicatrizacéo.

A irradiacdo foi realizada utilizando uma unidade de laser de baixa intensidade
(Photon laser 11, DMC® equipamentos Ltda, SP, Séo Carlos, Brasil) com as seguintes
caracteristicas: semicondutor Diodo de Arsenieto de Galio-Aluminio (GaAlAs),
comprimento de onda de 808 nm, poténcia Optica de saida de 30 mW, tempo de
irradiacdo de 47 s, area da seccdo transversal do feixe de 0.00785 cm?, dose de 180
Jlcm?, energia total de 1.4 J e emissdo em modo continuo. Os pardmetros de tratamento
selecionados foram baseados em tabelas normativas recomendadas para reabilitagéo
clinica de condicdes inflamatorias (WALT, 2010- vide anexo) e os mesmos foram
previamente testados em um estudo piloto (dados ndo mostrados) com resultados
positivos. Todos os procedimentos com o laser foram realizados seguindo todas as
normas de seguranga NBR/IEC 601.2.22 e IEC 60825-1/2001-8.

O primeiro manuscrito deste trabalho verificou se a LLLT seria capaz de reduzir
mediadores inflamatorios e o estresse oxidativo/ nitrativo que dificultam o processo de
regeneracdo apos lesdo muscular, intitulado “Terapia laser de baixa intensidade (808 nm)
reduz a resposta inflamatdria e o estresse oxidativo do masculo tibial anterior de ratos
apos criolesdo” (Assis L, Moretti Al, Cury V, Abrahdo TB,Souza HP, Hamblin MR,
Parizoto NA). Este trabalho mostrou que a LLLT (808 nm, 30 mW, 180 J/cm?, 1.4 J, 47s,
3.8 mWi/cm?), aplicada em um UGnico ponto, durante 4 dias consecutivos, reduziu a
resposta inflamatdria e o estresse oxidativo/nitrativo presente durante a regeneracdo
muscular.

Fundamentado nos resultados evidenciado no primeiro estudo, o segundo
objetivo foi investigar os efeitos da LLLT sobre fatores regulatérios miogénicos,
responsaveis pela miogénse, além de verificar se o tratamento seria capaz de prevenir a
formagdo do tecido fibroso ndo funcional no tecido muscular lesado. Para tal, foi
realizado o segundo manuscrito intitulado “Terapia laser de baixa intensidade (808 nm)
favorece a regeneracdo muscular e previne a fibrose do musculo tibial anterior de ratos
apos criolesdo” (Assis L, Moretti Al, Abrahdo TB, Souza HP, Hamblin MR, Parizoto
NA). Este trabalho, mostrou que a LLLT é capaz de regular a expressdo de quatro
importantes genes relacionados com a regeneragdo muscular (myoD, miogenina, VEGF
e TGF-B1) e a produgdo de colageno do tipo I, promovendo a regeneragdo do tecido

musculo esquelético e prevenindo a fibrose muscular.
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A biomodulagdo de moléculas pré-inflamatorias, regenerativas e de cicatrizagao
presentes no processo de regeneragdo muscular pela LLLT apresentada neste trabalho,
caracteriza este recurso como uma abordagem terapéutica eficiente e inovadora em

reabilitacdo muscular.
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Tabela 1: Sintese de dados obtidos em publicacfes referente ao uso da LLLT na regeracdo muscular em modelos animais.

Tipo de Modelo Parametros de dosimetria ) _ Resultados referentes aos grupos
Autor Ano - . . Numero de sessdes
lesdo experimental (informado pelos autores) tratados com LLLT
. . . 2-
Oliveira et al. 1999 Miotoxina Tibial Anterior AsGa; 9204 nm; 1.5 m\ZN, 75 mW/C.m ;02 21 dias PO ( 5 sessBes nos 5 primeiros dias PO) N&o houve nenhuma alteracdo morfoldgica
cm’; (3 e10J/cm”); (2.2 e 8 mim)
_ . HeNe; 632.8 nm; 2.6 mW; 0.007 cm?; (2.6, . o Dose de 2.6 J/cm” aumentou o ndmero de fibras e
Amaral et al. 2001 Trauma Tibial Anterior 8.4,25 J/cmz); (7,22e675s) 5 dias, 5 sessdes densidade de mitocondria da fibra regenerada
Veneno de cobra . GaAs; 904 nm; 45 mW; 0.0176 cm’; 4 10 O se~ssoes.— WEEIE) Diminuiu CK, edema, infiltrado inflamatorio e a
Dourado etal. | 2003 (B.moojen) Gastrocnémeo J/em?: 0.04 1, 62 5 12h PO (4 sessdes.-0, 3, 6 e 12 h PO) mionecrose
’ ) e ! 24h PO (8 sess.- 0,3,6,12,15,18,21 e 24h PO)
.. . AsGa; 904 nm; 45 mW; 0.7 mm; 5 J/cm%; 12h PO (1 sessdo); 7 dias PO (7 sessdes); 14 Reduziu a resposta inflamatdria, peroxidagdo lipidica;
Rizzi et al. 2006 Trauma Gastrocnémeo 35s dias PO (14 sessdes) ROS; expressdo de iNOS e NF-kB
. Indugdo _ . AlGalnP; 785 nm; 75 mW; 0.3 cm’; 0.9 J; 2D ?O (ELEERLS g4h i Diminuiu leucdcitos, melhorou a organizagdo e
Cressonietal. | 2008 o Tibial anterior . 4 dias PO (2 sessdes) ) -
cirdrgica 12 s; continuo; 3 pontos . . alinhamamento das fibras
8 dias PO (3 sessoes)
. . Aumentou atividade de alguns complexos da cadeia
Silveira et al. 2009 Trauma Gastrocnémeo AsGa; 904 nm; 15-30 mW; 5 J/em?; 5 dias PO (7 Ses?:::fé;ﬁ?’ 24h, 48h, 72h, mitocondrial, induzindo aumento de ATP e acelerando
a regeneragdo muscular
Nakano et al. 2009 2 ?::::lr?as) Gastrocnémeo AsGaAl; 830 nm; 60 mW; 0.3 cm?; 180 s 2 semanas PO (2 sessdes) Reduziu a atrofia, aumentou o didmetro da fibra
- . HeNe; 632.8 nm; 4 mW; 1 mm;5e . - Aumentou a atividade mitocondrial da fibra, ativou
lyomassa et al. 2009 Trauma Tibial Anterior 10J/cm?; 20 e 40 mim 7 dias PO (7 sessdes) fibroblastos, macréfagos e angiogénse
Liu et al 2009 Exercicio Gastrocnémeo HeNe ; 632.8 nm; 0.5 cm; (12, 28 e 43 24h apos exercicio (3 sessdes 0, 18h) Reduziu CK, peroxidagéo lipidica e infiltrado
: extenuante J/cmz), (4,9, 14 mW); 10 mim 48h apds exercicio (3 sesses 0, 12 e 28h) inflamatodrio; aumento da SOD
Reduziu marcadores inflamatdrios e estresse oxidativo:
Injegdo de Gastrocnémeo HeNe-( 632.8; 5 mW; 9.5 J/cm%;1 min) . ~ . . . .
Servetto et al. 2010 adrenalina AsGa-(904 nm ; 12 mW; 9.5 J/cm’47 s) 7 dias PO (7 sessdes) fibrinogénio, L utrullma:, SOD, aumentou NO e a
recuperagdo muscular
Isquemia/ . . AsGalnP; 670 nm; 40 mW/cm?% 4 mn 12h PP (4 sessdes diarias) Efeito protetor contra resposta inflamatéria, atrofia e
Lakyova et al. 2010 reperfusdo el (distancia 5¢cm- 1cm?); 4 J/cm? 336h PO (4 sesses didrias) necrose; estimula vascularizagdo
. N - ) AsGaAl; 830 nm; 0.028 cm’; 30 mW; 1.07 ) N L x
Renno et al. 2011 Criolesdo Tibial anterior W/em? 50 J/em? 141 J; 47 s, 13 dias PO (6 sessdes) Diminuiu a imunoexpressdo de COX-2
Mesquita-
q. 2011 Criolesdo Tibial anterior AlGaln, 660 nm, 20 mW, 0.3 cm?; 5 J/cm’ 1,7 e 14 dias Diminuiu a expressado de TNF-a e TGF-B
Ferrari et al.
Estiramento AsGaAl; 810 nm; 100 mW,; 0.028 cm’; 3.57 Melhora funcional do musculo (caminhar), sendo a
Ramos et al. 2011 Tibial anterior W/em?; (1,3,6 €9 J); (35.7, 107.14, 214.29 6 e 12h (1 sessdo 1 hora apds lesdo) ¢

e321.43 J/cmz); (10, 30,60 e 90 s)

dose de 3J a mais eficiente.
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Objetivos

Objetivo Geral

Avaliar os efeitos da terapia laser de baixa intensidade (Low Level Laser
Therapy- LLLT) sobre a resposta inflamatoria e regenerativa/cicatricial apds criolesdo do

musculo tibial anterior de ratos.

Objetivos Especificos

[ Determinar alteragdes morfologicas e morfométricas apds criolesdo do musculo
tibial anterior e a influéncia do tratamento com a terapia laser de baixa
intensidade;

I Verificar a acdo da LLLT sobre o estresse oxidativo e nitrativo, bem como a
producdo de mediadores inflamatorios, citocinas e fatores de crescimento

expressos durante a inflamacéo e regeneragdo muscular;

I Analisar o efeito da LLLT sobre os fatores transcricionais miogénicos (myoD e

miogenina) e o fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) ;
I Investigar o efeito da LLLT sobre a fibrose muscular analisando a expressdo

génica de TGF-p e sua relacdo com a expressdo de colageno do tipo 1 apos

criolesdo.
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Manuscrito T

Terapia Laser de Baixa Intensidade (808 nm) reduz a resposta inflamatéria e o
estresse oxidativo do musculo tibial anterior de ratos apds criolesao
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Lasers in Surgery and Medicine
LSM-12-0021

13



Parte II - Manuscrito I

TERAPIA LASER DE BAIXA INTENSIDADE (808 nm) REDUZ A RESPOSTA
INFLAMATORIA E O ESTRESSE OXIDATIVO DO MUSCULO TIBIAL
ANTERIOR DE RATOS APOS CRIOLESAO

Livia Assis, Ms, Pho' , Ana lochabel Soares Moretti, ms, pho?", Thalita Balsamo Abrahéo, pho®,
Vivian Cury, ms ¥, Heraldo Possolo de Souza, Mp, php?, Michael R Hamblin, pho* and Nivaldo

Antonio Parizotto, Ms, Php*

! Laboratério de Eletrotermofototerapia, Departamento de Fisioterapia da Universidade
Federal de S3o Carlos, S3o Carlos, SP, Brasil. 2Laboratério da Disciplina de Emergéncias
Clinicas, Departamento de Clinica Médica da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao
Paulo, S&o Paulo, SP, Brasil. Laboratério de Biologia Vascular, Departamento de
Cardiopneumologia, Instituto do Coracdo, Faculdade de Medicina da Universidade de S&o
Paulo, S&o Paulo, SP, Brasil. * Wellman Center for Photomedicine, Massachusetts General

Hospital, Boston MA.

Correspondente: Nivaldo Antonio Parizotto. Tel.: (0055-16) 3351-8630 / Fax: (0055-16)
3351-2081. Departamento de Fisioterapia da Universidade Federal de Sdo Carlos, Rodovia
Washington Luis, km 235, CEP 13565-905, Sao Carlos, SP, Brasil. E-mail:

parizotto@power.ufscar.br

Titulo resumido: LLLT reduz a resposta inflamatéria muscular.
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RESUMO

Introducdo e Objetivo: A regeneracdo muscular € um processo complexo que envolve a
coordenada ativacdo de varias respostas celulares. Neste periodo pode ocorrer sobrecarga
organica oxidativa, com consequente lesdo tecidual, cuja magnitude parece ser dependente da
intensidade e da duracdo da resposta inflamatoria. Dentre as abordagens terapéuticas que
visam atenuar a inflamacdo e favorecer a reparacdo tecidual, a terapia laser de baixa
intensidade (LLLT) tem sido apontada como uma modalidade clinica segura e eficiente.
Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos da LLLT sobre o estresse
oxidativo/nitrativo e mediadores inflamatérios produzidos durante a regeneracdo do musculo
tibial anterior (TA) em modelo de criolesdo em ratos.

Materiais e Métodos: Sessenta ratos da linhagem Wistar foram separados em trés grupos
(n=20): (BC) grupo controle; (IC) musculo TA direito criolesado sem tratamento; (IRI)
musculo TA direito criolesado submetido a irradiagdo laser. As regides lesadas receberam
irradiacdo local e em contato, por quatro dias consecutivos, iniciando o tratamento
imediatamente ap6s a inducdo da crilesdo, utilizando um laser AsGaAl (continuo; A =808 nm;
P=30 mW; area do feixe = 0.00785 cm?; t=47 s; D=180 Jicm* E=1.4 J; irradiancia=3.8
mW/cm?). Os animais foram sacrificados quatro dias apds lesdo. As areas lesadas foram
processadas e submetidas as analises de: peroxidacdo lipidica (TBARS), formacdo de
nitrotirosina (Dot blot), producdo de NO tecidual (Reacdo de Griess) e citocinas inflamatdrias
(ELISA), expressdo protéica de iNOS (western blot) e niveis de mRNA (RNA mensageiro) de
SOD, COX-2 e NF-kB (qQRT-PCR).

Resultados: A LLLT reduziu o estresse oxidativo e nitrativo no muasculo lesado, diminuiu a
peroxidacao lipidica, a formacdo de nitrotirosina e a producdo de NO provavelmente devido a
reducdo na expressdo protéica de iNOS. Além disso, LLLT aumentou a expressdo génica de
SOD e diminuiu a resposta inflamatoria, avaliada pela expressao génica de NF-kf3 e COX-2 e
pela concentragdo de TNF-a, IL1-f no tecido lesado.

Concluséo: Estes resultados sugerem que a LLLT pode ser utilizada como uma abordagem
terapéutica efetiva para biomodular o estresse oxidativo e nitrativo e para reduzir resposta

inflamatdria, favorecendo assim o processo de regeneracdo muscular.

Palavras-chave: Terapia laser de baixa intensidade; fotobiomodulagdo, lesdo muscular;

mediadores inflamatorios; estresse oxidativo; estresse nitrativo.
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ABSTRACT

Background and Objective: Muscle regeneration is a complex phenomenon, involving
coordinated activation of several cellular responses. During this process, oxidative stress, and
consequent tissue damage occur with a severity that may depend on the intensity and duration
of the inflammatory response. Among the therapeutic approaches to attenuate inflammation
and increase tissue repair, low-level laser therapy (LLLT) may be a safe and effective clinical
procedure. The aim of this study was to evaluate the effects of LLLT on oxidative/nitrative
stress and inflammatory mediators produced during a cryolesion of the tibialis anterior (TA)
muscle in rats.

Material and Methods: Sixty Wistar rats were randomly divided into three groups (n=20):
control (BC), injured TA muscle without LLLT (IC), injured TA muscle submitted to LLLT
(IRI). The injured region was irradiated daily for 4 consecutive days, starting immediately
after the lesion using an AlGaAs laser (continuous wave, 808nm, tip area of 0.00785 cm?,
power 30 mW, application time 47 s, fluence 180 J/cm?; total energy 1.4J; irradiance 3.8
mW/cm?). The animals were sacrificed on the fourth day after injury.

Results: LLLT reduced oxidative and nitrative stress in injured muscle, decreased lipid
peroxidation, nitrotyrosine formation and NO production, probably due to reduction in iINOS
protein expression. Moreover, LLLT increased SOD gene expression, and decreased the
inflammatory response as measured by gene expression of NF-kf and COX-2 and by TNF-a
and IL-1B concentration.

Conclusion: These results suggest that LLLT could be an effective therapeutic approach to
modulate oxidative and nitrative stress and to reduce inflammation in injured muscle and

could therefore help muscle regeneration.

Keywords: low-level laser therapy; photobiomodulation; muscle cryolesion; inflammatory

mediators; nitrative stress; oxidative stress; muscle regeneration.
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INTRODUCAO

Lesdes musculares, incluindo contusdo, estiramento, laceracdo ou por esforgos
repetitivos, sdo frequentes consequéncias de atividades esportivas e laborais. A alta
prevaléncia é de certa forma, compensada pela organizada capacidade regenerativa do tecido
muscular que envolve uma série de eventos interdependentes: degeneracdo das fibras
musculares danificadas e inflamacdo; regeneracdo e formacdo de novas fibras atraves da
miogénese; fibrose e reorganigacdo do tecido cicatricial [1]. Porém, este processo geralmente
tende a ser lento e incompleto [2,3], 0 que pode levar a uma reducdo significativa da funcéo
muscular, um possivel quadro de atrofia e fibrose, e consequentemente, um tempo de
recuperacdo mais prolongado do que o normal [2-5].

A ruptura da miofibra imediatamente ap6s o trauma se reflete clinicamente pela
formacdo de edema, hematoma local e aumento significativo dos niveis séricos de creatina
quinase (CK), das citocinas IL-1p e IL-6, e da enzima lactato desidrogenase [5]. Em resposta
ao dano muscular, neutrofilos e macréfagos infiltram-se no sitio de lesdo, ativando citocinas
pro-inflamatorias e proteases intrinsecas responsaveis pela remocdo do tecido necrotico e
propagacdo da resposta inflamatoria [4,6,7].

Na fase inflamatdria do processo de regeneracdo muscular ocorre a produgdo de
radicais livres, espécies reativas de oxigénio (ROS) e nitrogénio (RNS), acompanhado por
uma reducdo na atividade de enzimas que compde o sistema de defesa antioxidante. Embora
um numero significativo de estudos demostrarem que as espécies reativas sdo capazes de
exercer um importante papel na homeostasia redox do musculo esquelético, tais como
regulacdo do crescimento celular, sinalizacdo intercelular e ativacdo do sistema imunoldgico
[8-11], quando produzidas em excesso, podem gerar estresse oxidativo e nitrativo tecidual,
um processo caracterizado como um desequilibrio entre pré-oxidantes e antioxidantes em
favor dos pro-oxidantes. Este desequilibrio contribui para danos celular, uma vez que
promove oxidacgdo de lipidios, carbonilacdo de proteinas e danos em acidos nucleotidicos. A
gravidade deste processo parece ser dependente da intensidade e da duracdo da resposta
inflamatdria [12].

Um importante agente na producdo de lesdes ocasionadas pela liberacdo excessiva de
ROS e RNS é o 6xido nitrico (NO). No musculo esquelético, a agdo do NO é dependente de
sua concentragdo e da interacdo com biomoléculas, contribuindo tanto com acdes pro e anti-
inflamatoria [13]. O NO em concentragdes normais modulada a fungéo contratil do musculo e

a regula o ténus vascular, entretanto, em excesso, pode ser um mediador de danos teciduais
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[7,14]. Sabe-se que em lesdes musculares, IL-1B ¢ TNF-a atuam sinergicamente aumentando
a expressdo da enzima oxido nitrico sintase induzida (iNOS) e, consequentemente elevam 0s
niveis de NO tecidual [15]. Em adi¢do, o NO do sitio inflamatdrio reage com o radical anion
superoxido (O;"), produzido por neutréfilos, formando o peroxinitrito (ONOO-) [15]. O
peroxinitrito € um potente oxidante e pode causar modificacbes em proteinas via oxidacdo de
grupos tiol ou via nitracdo de residuos de tirosina [16], aumentar a peroxidacao lipidica e
lesbes no DNA, além de inibir a cadeia respiratoria mitocondrial [17]. Neste contexto, o
peroxinitrito é considerado um importante mediador do estresse nitrativo durante o reparo
muscular.

A presenca de estimulos pré-inflamatorios e o desequilibrio redox no tecido muscular
lesado sdo capazes de ativar NF-kf3, um fator de transcrig¢ao pleitropico responsavel por alterar
a expressao génica de moléculas que sinalizam o processo inflamatério [18,19]. O NF-xp é
um fator de transcricdo que pertence a familia das proteinas Real/NF-xf, presente no
citoplasma como um dimero em estado inativo, ligado a uma proteina de subunidade
inibitéria chamada inibidor kappa-p (Ixf) [19]. Quando ativado, ocorre a fosforilacdo do
inibidor IxP pelo inibidor kappa quinase (Ikk), com subsequente transcricdo de um amplo
grupo de genes reguladores da resposta inflamatdria [15,20], incluindo citocinas pro-
inflamatdrias, fatores de crescimento, quimiocinas, moléculas de adesdo e enzimas como a
COX-2 e INOS. A producdo excessiva destes mediadores pode ser prejudicial para a
regeneracdo muscular, visto que intensificam a inflamacéao e inibem a diferenciagéo e a fusao
de mioblastos [21]. Assim, durante a reabilitacdo do musculo lesado, a utilizagdo de recursos
terapéuticos que visem amenizar os danos oxidativas e diminuir o processo inflamatério, pode
ser util para promover a reparacgdo e restabelecer a homeostase do tecido lesado.

A terapia laser de baixa intensidade (Low-level laser Therapy - LLLT) é considerada
uma técnica segura e eficaz para o tratamento de afeccbes que acometem o tecido musculo
esquelético por apresentar propriedades anti-inflamatoria, analgésica e reparativa. Acredita-se
que estas propriedades possam estar relacionadas & acdo do laser em reduzir mediadores
inflamatorios produzidos durante a lesdo, bem como por sua habilidade em modular os
sistemas antioxidantes [22, 23]. A LLLT ¢ capaz de inibir a sintese de prostaglandinas e
citocinas inflamatdrias [24] e aumentar os niveis de enzimas antioxidantes durante a
inflamacdo em diferentes modelos experimentais [25, 26], favorecendo assim a recuperacao

tecidual.
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Resultados relevantes foram alcangados com o uso da LLLT, onde a irradiacéo
eletromagnética laser foi capaz de minimizar a inflamacdo e favorecer a regeneracdo do
musculo esquelético lesado [26-29]. Embora o conhecimento sobre os mecanismos
moleculares e bioldgicos envolvidos nesse processo tenha aumentado nos Gltimos anos, ainda
s80 necessarios mais estudos que determinem quais vias de sinalizacdo sdo acionadas pela
LLLT, com objetivo esclarecer seus efeitos e otimizar sua utilizagdo na reabilitacdo de
diferentes doencas musculares inflamatorias. Este estudo, portanto, teve o objetivo de analisar
a acdo da LLLT (808 nm) na inflamacdo do musculo lesado, avaliando seus efeitos sobre o
estresse oxidativo/nitrativo e sobre mediadores inflamatérios locais produzidos durante a

regeneracdo do masculo tibial anterior em modelo de criolesdo em ratos.
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METODOLOGIA

Grupos experimentais

Foram utilizados 60 ratos adultos Wistar (Rattus norvegicus) com massa corporea
média de 300 g, obtidos do Biotério Central da Universidade Federal de S&o Carlos. Os
animais permaneceram em gaiolas apropriadas de polietileno padrdo, em condigcOes
ambientais controladas (ciclo claro/escuro de 12/12 horas, temperatura na faixa de 22°-27°C e
ambiente higienizado), recebendo racdo prépria comum e agua ad libitum. Os experimentos
foram conduzidos seguindo as recomendacgdes éticas do Guide for Care and Use of
Laboratory Animals (National Research Council, 1996) e aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da UFSCar CEEA/UFSCar (Parecer 006/06).

Os animais foram divididos aleatoriamente em trés grupos (n=20 por grupo):

(BC) Basal control - controle basal (normal)- masculo TA normal

(IC) Injury control - musculo TA lesado sem tratamento;

(IRI) Injured TA + Infrared irradiation - masculo TA lesado e tratado com laser

infravermelho.

Procedimento Cirargico (Criolesdo)

Os animais foram previamente pesados e submetidos a anestesia com uma solugédo
contendo contendo ketamina (95mg/kg- Dopalen; Vetbrands; Sdo Paulo; Brazil) e xilazina
(12mg/kg- Anasedan; Vetbrands; Sdo Paulo; Brazil). Apo6s anestesia, a pele que recobre o
musculo TA direito foi tricotomizada e limpa. Ap6s, uma inciséo transversal (aproxidamente
1 cm) foi realizada na pele que recobre o musculo TA, com afastamento da fascia na regido
correspondente ao ventre muscular.

A lesdo tecidual foi induzida utilizando-se um bastéo de ferro com 6 mm de largura e
30 mm de comprimento, previamente imerso em nitrogénio liquido (10s) e pressionado
transversalmente contra a porgdo central do ventre muscular por 10 s (Figura 1). Este
procedimento foi repetido 2 vezes consecutivo, com intervalo de 30 s e em seguida a pele foi
suturada (Fio Nailon 3-0 — Shalon Ltda). Este método gera uma lesdo homogénea, sendo
previamente testada e reproduzida em diferentes unidades experimentais [29,30].
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Figura 1: Esquema ilustrativo do modelo de crioleséo realizado no ventre do musculo

Tibial Anterior (TA) direito. (A) Incisdo transversal e exposi¢do do musculo TA direito; (B

e C) Inducdo da criolesdo; (D) Sutura ap6s procedimento cirurgico.
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Protocolo LLLT

A irradiacdo foi realizada utilizando uma unidade de laser de baixa intensidade
(Photon laser 11, DMC® equipamentos Ltda, SP, Sdo Carlos, Brasil) com as seguintes
caracteristicas: semicondutor Diodo de Arsenieto de Galio-Aluminio (GaAlAs), comprimento
de onda de 808 nm, poténcia Optica de saida de 30 mW, tempo de irradiacdo de 47 s, area da
seccdo transversal do feixe de 0.00785 cm?, dose de 180 J/cm? energia total de 1.4 J,
irradiancia de 3.8 mW/cm® e emissdo em modo continuo. O aparelho foi calibrado
(Masterfield, Filter Coherent,Santa Clara, CA) antes e ap0s 0s procedimentos experimentais,
pelo Centro de Pesquisa em Optica e Fotonica (Cepof) do Instituto de Fisica de S&o Carlos
(IFSC), a fim de se obter uma alta confiabilidade na intensidade efetiva da emisséo laser. As
regibes lesadas receberam irradiacdo local (1 ponto) e em contato, por quatro dias

consecutivos, iniciando o tratamento imediatamente apds a inducéo da crioleséo (Figura 2).

C

Figura 2: Esquema ilustrativo da aplicacdo da LLLT. (A) Photon laser II, DMC®

equipamentos Ltda; (B) Técnica de aplicagdo; (C) Local de irradiagdo - pontual com contato.
Retirada e Armazenamento das amostras

Os musculos TA direito foram retirados com os ratos anestesiados, sendo devidamente
pesados, e em seguida submetidos a eutanasia com overdose de anestésico. Dez animais de

cada grupo foram usados para analise morfologica e os outros dez para analise de PCR em
tempo real (QRT-PCR), peroxidacéo lipidica (TBARS), producdo de NO (Griess), dot blot,
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western blot e ELISA. Para analise histoldgica, os muasculos foram imediatamente congelados
em isopentano pre-congelado em nitrogénio liquido e armazenados a -80°C. Para as demais
analises, a porcao central do ventre muscular foi dividida em duas partes iguais, sendo o
fragmento proximal utilizado para analise de RNAm e o distal para as demais andlises (Figura
3). Os fragmentos foram pulverizados em nitrogénio liquido. Na regido proximal foi
realizado o protocolo de extracdo de RNA. A regido distal foi homogeneizada em tampédo de
lise TX-100 (1% Triton X-100, 10% glicerol, 135 mM NaCl, 20 mM Tris pH 8.0) acrescido
de inibidores de proteases (1mg/ml pepstatina A, 100mM PMSF). A concentracdo de
proteinas foi quantificada pelo método de BCA ™ Protein Assays (Pierce, Rockford, IL) e

posteriormente conservadas em -80°C.

Morfologia

A

TBARs;
Griess
qRT-PCR TrISA
B WesternBlot
Dot blot

Figura 3: Esquema ilustrativo da divisdo e armazenamento do musculo Tibial Anterior
direito. (A) Dez mdsculos para analise morfoldgica; (B) Dez mdasculos subdivididos:
fragmento proximal para analise de gRT-PCR e fragmento distal para analise de TBARs,

griess, ELISA, western blot e dot blot.
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Analise Morfoldgica

Foram obtidos cortes histoldgicos transversais e seriados (uma se¢do de 10 um a cada
100pm) em microtomo criostato (Microm HE 505, Jena, Alemanha), ao longo do ventre do
musculo TA. As laminas com os cortes histoldgicos foram, alternadamente coradas com azul
de toluidina (TB) e com reacdo enzimatica para fosfatase &cida (FA). A coloracdo de TB foi
usada para avaliar as caracteristicas estruturais do musculo, pois permite a identificacdo de
mionucleos, area de mionecrose e as regides basofilicas da fibra [31]. A reacdo de FA foi
usada para identificar os sinais de necrose e fagocitose tecidual. As analises foram realizadas

por meio de microscopia Optica (Axiolab, Carl Zeiss, Jena, Alemanha).

Peroxidacao lipidica (TBARS)

A quantificacdo de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) foi utilizada
para determinar a taxa de peroxidacdo lipidica. A dosagem foi feita utilizando-se 100 pl de
homogenato de tecido muscular, acrescidas de 100 pl de SDS a 8.1 %, 750 pl de acido acético
a 20 % e 750 pl de &cido tiobarbiturico a 0.8 %. A mistura foi aquecida a 95°C por 40 min. A
solucdo foi centrifugada e a absorbancia do sobrenadante foi medida utilizando comprimento
de onda de 532 nm no leitor de placa Spectramax (Molecular Devices, Sunnyvale, CA). Os
resultados foram expressos em pM TBARS/ug de proteina.

Determinacao de nitrotirosina (Dot Blot)

A fim de analisar a formacdo de peroxinitrito, a nitracdo do residuo de tirosina foi
detectada no musculo lesado através da técnica de dot-blot. Aproximadamente 5 ug de
proteinas totais foram aplicadas em uma membrana de nitrocelulose previamente umedecida
com PBS, posteriormente bloqueadas com leite desnatado 5 % e incubadas com anticorpo
primario anti-nitrotirosina 1:10000 (rabbit, monoclonal, ABcam) por 18 h. As membranas
foram incubadas com anticorpo secundario 1:2500 (igG anti-rabbit, Sigma-Aldrich) por 2 h e
em seguida, foram expostas ao substrato quimioluminescente Super Signal Detection Kit
(Pierce, Rockford, IL) e expostas e fotografadas utilizando o sistema Syngene GBox Gel
Document System (Syngene, Frederick, MD). A expressao de proteinas nitradas foi observada

por densitometria de gel, utilizando-se o programa de dominio publico “Image J” (Wayne
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Rasband, National Institutes of Mental Health, NIH, USA). Os resultados foram representados

pela média de 3 testes por grupo.

Producéo de NO - Reacdo de Griess

O método de deteccdo foi baseado na reacdo do nitrito com reagente de Griess
produzindo uma reacdo colorimétrica que foi detectada por absorbancia com leitura em
comprimento de onda de 595 nm. Para a reacdo de Griess foi utilizado 100 pul de homogenato
de tecido muscular, adicionado a 100 pl da solucdo de trabalho (solucdo A: 1% de
sulfanilamida em &cido fosforico a 5%; solucdo B: 0.1% de naftil-etilenodiamina em &gua
destilada; misturadas em partes iguais das solugcdes A e B). Incubou-se por 10 min a
temperatura ambiente foi feita a leitura em comprimento de 595 nm no leitor de placa
Spextramax (Molecular Devices, Sunnyvale, CA). Os resultados foram expressos em UM /ug

de proteina.

Analise da expressao protéica por wertern blotting

Amostras de 25 pg de proteina foram acrescidas de tampdo de amostra (2% SDS, 60
mM Tris pH 6.8, 5% de mercaptoetanol e 0.01% de azul de bromofenol) e submetidas a
eletroforese em um sistema SDS-PAGE, gel 10% de poliacrilamida (1.5M Tris-HCI, 10%
SDS, 30% bis-acrilamida, 10% de persulfato de amonia e TEMED). Apoés a eletroforese, as
proteinas foram transferidas para membrana de nitrocelulose (Bio-Rad) em aparelho semi-dry
transfer (Bio-Rad). As membranas foram incubadas em solugdo de bloqueio 5% de leite
desnatado em tampéo TBST (50 mM de tampé&o Tris, pH 8.0, 100 mM NacCl, 1% Tween 20)
por 1 h a temperatura ambiente e em seguida, foram lavadas em TBST durante 30 minutos e
incubadas com o anticorpo priméario contra as proteinas de interesse por 18 h, a 4 °C: iNOS
(rabbit policlonal, diluicdo 1:1000, Santa Cruz Biotechnology, CA). Posteriormente, as
membranas foram lavadas novamente com TBST e incubadas em solugdo contendo anticorpo
secundario conjugado a peroxidase (HRP goat anti-rabbit policlonal, 1:2500, Sigma Aldrich,
MO, USA) a temperatura ambiente por 1 h, em seguida, foram incubadas com substrato
guimioluminescente Super Signal Detection Kit (Pierce, Rockford, IL) e expostas e
fotografadas utilizando o sistema Syngene GBox Gel Document System (Syngene, Frederick,
MD). A expressdo da proteina foi comparada por densitometria de gel, utilizando-se o
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programa de dominio publico “Image J” (Wayne Rasband, National Institutes of Mental

Health, NIH, USA). Os resultados foram representados pela média de 3 testes por grupo.

Quantificacao de citocinas - ELISA

As citocinas TNF-o e IL-1p foram dosadas a partir do homogenato tecidual. As
dosagens foram feitas por ELISA, com kit da R&D Systems (Minneapolis, MN, USA). Placas
de 96 pocos foram adsorvidas com anticorpo de captura monoclonal anti-citocina de rato,
diluido em PBS por 12 h. Em seguida, as placas foram lavadas com solugdo de PBS contendo
0.05% de Tween 20. Os sitios inespecificos foram bloqueados com PBS contendo 1% de BSA
(soro albumina bovina — Sigma) por 1 h. A placa foi lavada para remoc¢do da solucdo de
bloqueio. Em seguida, as amostras (100 ul) e os padrdes foram colocados nos respectivos
pocos e incubados por 2 h. Ao final do periodo, as placas foram lavadas. O anticorpo de
deteccdo foi adicionado, conjugado a peroxidase, e incubado por 2 h. As placas foram lavadas
novamente. Ao final das lavagens, foi adicionado o substrato da peroxidase,
tetrametilbenzidina, deixando reagir por 15 a 20 min. Ao final da incubacéo, foi adicionada
solucéo de parada (H.SO,4 — 2N). As citocinas foram quantificadas pela leitura da absorbancia
(450 nm) usando leitor de placas Spectramax (Molecular Devices, Sunnyvale, CA). Os

resultados foram expressos em picograma de antigeno por ug de proteina.

Analise da expressao génica - PCR (Polimerase Chain Reaction) em tempo real

O RNA total foi extraido utilizando-se o reagente de RNA TRIzol® de acordo com as
especificacOes do fabricante (Invitrogen Life Science, Carlsbad, CA). Para a quantificacdo do
RNA foi utilizado espectrofotometro nos comprimentos de onda de 260 nm (correspondente
ao pico de absorcdo de RNA) e 280 nm (correspondente ao pico de absorcdo de proteinas).
Foi realizado também, eletroforese em gel de 1% de agarose com amostras (1 pl) preparadas
pela adicdo de tampéo de amostra (63 L de agua nanopura, 81 pL de formaldeido, 48 uL de
glicerol — azul de bromofenol, 48 uL de MOPS 10 X, 0,5 pL de brometo de etideo). Apos a
eletroforese, o aparecimento de bandas foi verificado por exposicdo do gel a luz ultravioleta.

Os niveis de transcritos de SOD, COX-2 e NF-«xp foram determinados por PCR em
tempo real (QRT-PCR), utilizando termociclador Step One Plus (Applied Biosystems
StepOne™, Foster City, CA) com o kit SuperScript™ I11 Platinum® SYBR® Green One-Step
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gRT-PCR (Invitrogen Life Science, Carlsbad, CA) que cont¢ém SYBR® Geen | com
fluoréforo. O Kit realiza a sintese do cDNA e a amplificacdo da sequéncia de interesse ao
mesmo tempo e foi utilizado de acordo com as especificacdes do fabricante.

A quantificacdo da expressdo génica foi realizada pelo método 2-AACT, usando o0 gene
housekeeping gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH). Esse gene foi escolhido ap6s
andlise pelo software genorm (http://medgen.ugent.be/~jvdesomp/genorm) de 5 genes
housekeeping (gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase ; tirosina 3-monooxigenase/triptofano 5-
monooxigenase; [B-2 microglobulina; hipozantina guanina fosforibosil tranferase 1 e
ubiquitina C).Na tabela abaixo (Tabelal) encontram-se as sequéncias dos primers e condic¢oes

de cada reacao.

Tabela 1: Sequéncia dos primers usados na reacdo de real-time PCR.

Gene Primer Annealing

SOD F:5’- GGC AAG CGG TGA ACC AGT TG -3’ 56.3°C
R:5’- TGC CCA GGT CTC CAACAT GC -3’ '

F: 5°- TGT ATG CTA CCA TCT GGC TTC GG -3’ .
COX-Z R 5. GTTTGG AAC AGT CGC TCG TCA TC -3’ 56.8°C

- F: 5- TCC GAG ATA ATG ACA GCG TGT G -3’ 55 1 o0
B R.5.GGT CCATCCTGC CCATAATTG -3 :

F: 5-ATG ATT CTA CCC ACG GCA AG-3’ .
GAPDH  p5.CTG GAA GATGGT GAT GGG TT-3° 60.0°C

Andlise Estatistica

Os dados foram submetidos aos testes de Levene e Shapiro-Wilk para avaliar a
homogeneidade e normalidade das amostras, respectivamente. Comparacdes entre 0s grupos
experimentais foram feitas pela analise de variancia utilizando ANOVA one-way, seguido
pelo pos-teste de Tukey para comparagéo individual entre os grupos. Os dados expressam a

média (xerro padrdo da média). Foram considerados significantes valores de p<0.05.
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RESULTADOS

Analise Morfologica

Por meio de procedimentos histoquimicos realizados, foi possivel analisar de forma
qualitativa o processo de regeneragdo muscular, ocorrido tanto sob condi¢cdes normais como
sob influéncia da irradiacdo laser, e correlacioné-las ao modelo de indugdo de lesdo utilizada
(Figura4 A e B).

As andlises demonstraram que os aspectos morfologicos exibidos foram similares em
todos os grupos experimentais lesados (IC e IRI). A regido afetada pela crioleséo, apresentou
-se restrita a regido superficial do masculo TA, podendo ser facilmente visualizada nos cortes
corados com TB e FA (Figura 4 A e B). Uma demarcacdo bem definida delimita a interface
entre a area intacta e o sitio da lesdo (—). As fibras contidas na regido intacta ()
demonstram as caracteristicas peculiares de um tecido muscular esquelético saudavel
apresentando um formato poligonal, nucleo periférico, organizagdo fascicular e apresentaram
reacao negativa (-) a atividade da fostatase acida (Figura 4 A e B). Na regido do sitio da lesdo
proximo a interface, sdo identificadas fibras jovens (%), caracterizadas por nucleos
centralizados e menor area de seccdo transversa. Ja na regido superficial da lesdo (*), pode-se
indentificar uma elevada concentracdo de células mononucleadas (inflamatérias e/ou
miogénicas), auséncia de fibras musculares jovens, matriz extracelular abundante e alta
concentracdo de lisossomos indicando necrose tecidual e fagocitose (+), reacdo positiva a
fostatase acida.

Com relagdo ao grupo em que ndo houve leséo (BC), ndo se encontrou nenhuma
alteracdo na morfologia da fibra e apresentou uma reacdo negativa a atividade da fosfatase

acida.
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Figura 4: Seccdes transversais seriadas da regido média do muasculo TA direito. (A) Coloracdo de Azul de Toluidina; (B) Colocacdo de
Fosfatase Acida ; Musculo TA Normal (BC); Musculo TA lesado (IC); Musculo TA lesado e tratado com laser infravermelho (IRI); Nota-se :
(%) tecido normal; (—) transi¢do entre &rea normal e lesada; (*) area lesada; (<) fibra em regeneracgdo; (-) reagdes negativa a coloracdo de
fosfatase acida; (+) reacOes positivas a coloracao de fosfatase acida caracterizando alta concentracdo de lisossomos considerados como prova da

necrose tecidual. Barra: 100 um (aumento 200x).
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Peroxidacao lipidica

A peroxidagdo lipidica, avaliada indiretamente pelos niveis de substancias reativas de
acido tiobarbiturico (TBARS), aumentou nos grupos lesados (IC e IRI), quando comparado ao
grupo controle (p<0.01; Figura 5). Os niveis de TBARS diminuiram significativamente apos

irradiacdo (p<0.05 vs IC).
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Figura 5: Peroxidacdo lipidica, observada indiretamente pelos niveis de substancias
reativas de acido tiobarbittrico (TBARS). Musculo TA Normal (BC); Musculo TA lesado
(IC); Musculo TA lesado e tratado com laser infravermelho (IRI); Nota-se que a LLLT

diminuiu os niveis de peroxidacéo lipidica (tp<0.05 vs IC).
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Expressdo protéica de Nitrotirosina

A nitracdo dos residuos de tirosina foi evidenciada apenas nos grupos com lesdo
muscular (IC e IRI; p<0.01 vs BC). O tratamento com laser reduziu a formacéo de nitrotirosina

no tecido lesado (p<0.01 vs IC; Figura 6).
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Figura 6: Expressao protéica de nitrotirosina. Masculo TA Normal (BC); Musculo TA
lesado (IC); Musculo TA lesado e tratado com laser infravermelho (IRI); Nota-se que a LLLT
diminuiu a expressédo de nitrotirosina (1tp<0.01 vs IC).
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Expressdo protéica de iNOS e producéo de NO

A inducdo da criolesdo elevou a expressdo protéica de iINOS e aumentou a producéo
de NO no homogenato muscular dos grupos IC e IRl (p<0.01 vs BC). A LLLT reduziu a
expressdo protéica de iINOS (p< 0.05 vs IC; Figura 7A) no musculo lesado e consequentemente
a producdo de NO (p<0.01 vs IC; Figura 7B).

BC IC IRI
— P . .
A B
6000 - *
*p<0.01 vs BC 120 1
"*p<0.05 vs BC "p<0.01 vs BC *
+p<0.05vsIC - tp<0.01vsIC
= 50004 S 100
o *x
s «
© k=
o 4000 - [
T *x 4 o 807
© @ +
c 3
S J m
g 3000 2 &
0 s X
= 2
L O
O
2000 - Z
2 g “]
g 2
o L& ]
% =
i 1000 - 'g 20 -
T o
0 T T d 0 T T
BC ic IRI BC IcC IRI

Figura 7: Expressdo protéica de iNOS (A) e Producdo de NO (B). Musculo TA Normal
(BC); Mdasculo TA lesado (IC); Musculo TA lesado e tratado com laser infravermelho (IR1);
Nota-se que a LLLT diminuiu a expressao de iNOS (1tp<0.05 vs IC) e de NO (1p<0.01 vs IC).
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Citocinas musculares

As concentragbes das citocinas TNF-a e IL-1p quantificadas no homogenato do

musculo apresentaram-se aumentadas em todos os grupos lesados (p< 0.01 vs BC; Figura 8 A

e B). No grupo tratado com LLLT houve uma diminuicdo nos niveis de TNF-a e IL-1P

(p<0.05 vs IC).
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Figura 8: Concentracdo de citocinas Inflamatoria: TNF-a (A) e IL-1$ (B). Mdsculo TA

Normal (BC); Musculo TA lesado (IC); Musculo TA lesado e tratado com laser infravermelho

(IRI); Nota-se que a LLLT diminuiu a concentracdo de citocinas inflamatorias (1p<0.05 vs

IC).
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Expressao génica de NFk-p , COX-2 e SOD

A expressao génica de NF-«f, avaliadas pelo mRNA foi aumenta nos grupos com lesao

muscular (IC e IRI; p<0.01vs BC; Figura 9A).A LLLT diminuiu a expressdo génica de NF-«f3

(p<0.01vs IC) do musculo lesado.

A expressao génica de COX-2 apresentou 0 mesmo padrdo observado para 0 mRNA de

NF-xp (Figura 9B). Os niveis de COX-2 aumentaram nos grupos lesados (IC e IRI) comparado

ao grupo controle (BC; p<0.01). O grupo IRI apresentou reducdo no mRNA de COX-2 apds

irradiacdo (p<0.01 vs IC)

Quanto a expressdo génica da enzima SOD, uma enzima do sistema antioxidante, foi

aumentada nos grupos criolesados (IC e IRI; p<0.01vs BC; Figura 9C). LLLT potencializou o

aumento do MRNA da SOD neste modelo (p<0.01 vs IC).
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Figura 9: Expressdo génica de NFk-B (A); COX-2 (B); SOD (C). Musculo TA Normal

(BC); Mdsculo TA lesado (IC); Musculo TA lesado e tratado com laser infravermelho (IR1);

Nota-se que a LLLT diminuiu a expressdo génica de NF-k e COX-2 (1p<0.01 vs IC) e

aumentou a expressdo génica de SOD (1p<0.01 vs IC).
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DISCUSSAO

A LLLT tem demostrado efeitos favoraveis em biomodular a resposta inflamatoria,
promover o reparo tecidual, diminuir a dor e reduzir a fadiga muscular em diversos modelos de
pesquisa laboratorial e clinica [29,31,33]. Embora muitos trabalhos demostrem os mecanismos
bioldgicos e consequentes efeitos terapéuticos da LLLT, faz-se necessario mais estudos que
determinem de que forma a energia eletromagnética interage com biomarcadores presentes
durante o processo inflamatério e quais séo as vias de sinalizacdo envolvidas neste processo.
Assim, no presente estudo, foi utilizado um modelo de criolesdo em ratos, a fim de avaliar a
influéncia da LLLT sobre o estresse oxidativo/nitrativo e mediadores inflamatdrios presentes
no local da les&o.

Os resultados mostraram que a LLLT reduz o estresse oxidativo e nitrativo por
aumentar a expressdo de SOD e reduzir a expressdao de iINOS e a producdo de NO. Como
consequéncia desta modulacdo, observamos menores niveis de peroxidacdo lipidica e
formacdo de nitrotirosina no tecido muscular. Além disso, houve uma reducdo na resposta
inflamatdria, evidenciada por niveis mais baixos de mMRNA de NF-kB ¢ COX-2, e reduzida
concentragdo de citocinas (TNF-a e IL1-B) no tecido lesado, inferindo uma melhor
regeneracdo muscular.

Diversos modelos experimentais tém sido utilizados para avaliar a influéncia da
irradiacdo em diferentes fases do processo de regeneracdo muscular [34-36]. No presente
estudo, a analise morfoldgica demonstrou que a indu¢do da criolesdo no musculo tibial anterior
gerou uma resposta inflamatoria caracterizado por alteracfes na estrututa muscular, aumento
de edema intercelular e presenca de infiltrado inflamatdrio associados a altas concentracfes de
lisossomos, considerado como marcador de fagositose e mionecrose [29,30,32]. Neste modelo
ndo observamos diferencas morfoldgicas entre os grupos lesados irradiado e ndo irradiado.
Como a microspocopia de luz é uma técnica que limita a andlise morfoldgica, estudos
adicionais utilizando miscroscopia eletrénica de transmissdo podem ser necessarios para uma
andlise mais completa. Apesar desta limitacdo, fomos capazes de confirmar uma menor éarea de
lesdo nos grupos irradiados e aumento nos niveis de fatores regulatorios miogénicos (Assis et
al. manuscrito submetido) .

No presente estudo, foi investigado também, o estresse oxidativo e nitrativo, avaliado
pela peroxidagdo lipidica, producdo de NO e presenga de nitrotirosina. O aumento da
peroxidacdo lipidica, da producdo de NO, da expressdo protéica de iINOS e da formacdo de

nitrotirosina nos musculos criolesados, sugere que o estresse oxidativo e nitrativo local poderia
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amplificar a gravidade da lesdo, e modificar tanto funcionalmente quanto estruturalmente
proteinas e lipideos da membrana celular, promovendo altera¢Ges nas vias de sinalizacdo, o
que contribui para aumentar a resposta inflamatétia tecidual [6,7,12].

A peroxidacdo lipidica das membranas celulares altera sua permeabilidade e
consequentemente sua seletividade para a entrada e saida de nutrientes e substancias toxicas da
celula, levando a danos em diferentes organelas e componentes celulares. A peroxidacao
lipidica pode ocorrer por via enzimatica, ou seja, pela ativacdo de ciclooxigenases e
lipoxigenases sobre os acidos graxos polinsaturados e/ou via peroxidacdo ndo enzimatica
causada por ROS, RNS, metais de transicdo e outros radicais [12,17]. Neste contexto,
observamos que a LLLT reduziu a peroxidacdo lipidica mantendo-a proximo aos niveis basais.
Embora 0 mecanismo desta reducdo seja desconhecido, é relevante ressaltar que houve uma
menor expressdo génica de COX-2 e um aumento na expressdo de SOD apds a LLLT neste
modelo.

Adicionalmente, o NO também pode estar envolvido com as alteragdes locais
decorrentes da lesdo muscular. Neste estudo, a LLLT exerceu um importante efeito na reducéo
da expressdo protéica de iNOS. Observamos também menor producdo de NO, o que pode ser
consequéncia de uma reduzida expressao de iNOS. Vérios estudos evidenciaram que os efeitos
do NO e seus subprodutos sdo complexos e ambiguos. Sabe-se que 0 NO é um importante
mediador da inflamacdo pois contribui para a ativacdo e inativacdo de diferentes moléculas
envolvidas no processo inflamatério. Além disso, ele também pode reagir com o anion
superoxido, gerando peroxinitrito [17], o qual causa o estresse nitrativo [37].

O peroxinitrito é um forte oxidante e agente promotor de nitracdo, capaz de reagir com
acidos graxos poliinsaturados, intensificando o processo de peroxidacao lipidica e a formacao
de mediadores pro-inflamatérios. Em adicdo, este anion € capaz de induzir a nitracdo do
residuos de tirosina, contribuindo para necrose e/ou apoptose celular [17]. Mihm et al (2001)
mostraram que a nitracdo de creatina quinase miofibrilar induzida por peroxinitrito pode
conduzir a disfuncéo contratil devido a lesdo de DNA e/ou apoptose [38].

O aumento na producdo de NO observado no presente estudo, correlaciona-se com o
aumento da peroxidacdo lipidica e formacdo de nitrotirosina nos grupos lesado, indicando
provavel aumento de lesbes oxidativas e nitrativas. No grupo irradiado, a diminuicdo da
expressdo de INOS e da concentracdo de NO, gera uma menor producdo de peroxinitrito,
indiretamente verificada pela reduzida expressdo de nitrotirosina. Neste caso, 0 laser
infravermelho (808 nm) nos parametros selecionados, foi capaz de reduzir o estresse oxidativo

e nitrativo, sugerindo um menores efeitos deletérios ao tecido lesado. Estes achados sugerem
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que o laser pode ser usado para diminuir os efeitos citotoxicos de espécies reativas de oxigénio
e nitrogénio produzidas na lesdo muscular.

Com relacdo aos efeitos antioxidantes da irradiacdo, observamos um aumento na
expressdo génica da enzima antioxidante SOD, responsavel por catalizar a reacdo de
dismutacdo do radical anion superdxido em oxigénio e peroxido de hidrogénio. O provéavel
aumento da atividade de SOD previne a formacao adicional de peroxinitrito e outras espécies
reativas [25]. Desta forma, os resultados observados em nosso modelo sugerem que a LLLT
teve um efeito biolégico positivo no balango redox, pois reduziu o estresse oxidativo e
nitrativo, diminuindo danos oxidativos que atrasam a recuperacédo do tecido lesado.

A LLLT foi capaz de atenuar a liberagdo de mediadores que auxiliam a produgéo de
espécies reativas e aumentar a capacidade de defesa organica contra lesbes oxidativas
teciduais. Rizzi et al. (2006), usando laser infravermelho (AsGa; 904 nm; 45 mW; 5 J/cm?; 35
s), mostraram que a LLLT promoveu efeitos benéficos sobre a regeneracdo muscular,
reduzindo a resposta inflamatdria, o estresse oxidativo e a expressdo de iINOS e NF- «f e
elevando o contetdo de antioxidantes tecidual [26]. Tem sido sugerido que a LLLT em
diferentes comprimentos de onda (638.8 € 904 nm) diminuem o radical superdxido disponivel
e a producdo de peroxinitrito como resultado do aumento da expressdo de SOD [39,40].
Vladimirov et al. (2004) explicam que a energia eletromagnética laser € capaz de fotoreativar a
enzima SOD por deslocar o residuo de histidina do centro ativo da enzima, ativando-a [41].

Ainda que ndo se conheca o exato mecanismo do efeito biomodulatério sobre o balango
redox, cabe salientar que a fase inflamatdria da regeneracdo muscular é dependente de varios
mediadores inflamatérios. Portanto, torna-se 0til a abordagem direta da influéncia da
fototerapia sobre mediadores inflamatorios, em especial 0 NF-xf, presente durante este
processo. O NF-xf & um fator de transcri¢do nuclear rapidamente ativado em resposta ao
estresse oxidativo [19,42,43], e que participa da transcricdo de diversos genes responsaveis
pela regulacdo do processo inflamatorio. Os produtos desta inducdo génica incluem
mediadores inflamatdrios, tais como COX-2, iNOS, citocinas pro-inflamatdrias, moléculas de
adesdo, dentre outros [19].

A liberagdo excessiva de mediadores pro-inflamatérios induzidos pela ativagdo de NF-
kB podem dificultar o processo normal de reparo muscular. Sabe-se que o aumento da
atividade de COX-2 resulta na producédo de prostaglandinas, contribuindo para a dor, edema e
destruicdo tecidual [45]. A elevada producéo de citocinas pro-inflamatdrias, como TNF-a e IL-
1 contribuem para amplificar o processo inflamatério [29,45] e inibir a diferenciacéo e fusdo

de mioblastos [45] prejudicando o restabelecimento funcional e estrutural do musculo. Existem
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evidencias de que o aumento de TNF-a esta associado com a diminui¢cdo de myoD (fator de
trasncricdo miogénica responsavel pela diferenciagdo das células satélites), o que poderia
explicar o comprometimento na regeneracdo muscular [44,46].

Thaloor et al (1999) descreveram o NF-kf como um importante regulador da
transcricdo de genes pré-inflamatorios presentes durante a lesdo muscular [47]. A inibigdo
deste fator de transcricdo estimula a regeneracdo muscular [48]. No presente estudo,
encontramos que o trauma foi capaz de induzir a transcricdo do mRNA de NF-«f, aumentando
a producdo de mediadores inflamatorios, como COX-2, iINOS, TNF-a ¢ IL-1p. Entretanto, a
LLLT diminuiu a expressdo génica de NF-kB, sugerindo que este efeito poderia ser o
responsavel pela producdo reduzida de mediadores pro-inflamatérios neste modelo. Como
discutido acima, os efeitos anti-inflamatérios mediados pela LLLT durante o reparo muscular,
pode ser uma consequéncia de uma reducao e ou inativacdo do NF-«kf [49-52].

Em conclusdo, nossos dados indicam que o laser infravermelho (808 nm), poténcia
6ptica de saida de 30 mW, densidade de energia de 180 J/cm? energia total de 16 J por sess&o,
irradiancia de 3.8 mW/cm? aplicado por 4 dias consecutivos, foi capaz de atenuar o estresse
oxidativo e nitrativo no musculo esquelético, diminuir a producdo de NO, a peroxidagédo
lipidica, a formacdo de nitrotirosina e a expressdo protéica de iNOS, assim como, pode
aumentar a expressdo génica de SOD. Além disso, a expressdo de NF-kp, COX-2 e a producdo
de TNF-a, IL1-p foram reduzidas na area da lesdo do grupo tratado, levando a um efeito anti-
inflamatdrio. Assim, estes dados experimentais trazem significante contribuicdo para a
compreenséo adicional dos efeitos da LLLT em humanos, inferindo assim, o uso desta terapia
como uma modalidade terapéutica inovadora e eficiente no tratamento de lesbes musculares.
No entanto, investigacbes complementares sobre os mecanismos moleculares sao necessarias

para esclarecer a influéncia da LLLT em doencas inflamatorias em geral.
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RESUMO

Introducdo e Objetivo: A regeneracdo muscular € um fenbmeno complexo que envolve a
substituicdo de fibras danificadas por novas fibras musculares. Durante este processo, ha uma
tendéncia de formacdo de tecido cicatricial ou fibroso, por deposi¢do de colageno na regido
lesada, prejudicando a estrutura e a funcdo muscular. Assim, o desenvolvimento de novas
estratégias de tratamento capazes de modular a fibrose e favorecer o processo regenerativo
torna-se importante para a Fisioterapia. A terapia laser de baixa intensidade (LLLT) tem sido
estudada para o tratamento clinico de lesbes e desordens que acometem o tecido masculo
esquelético, contudo seus mecanismos moleculares e bioldgicos ainda ndo foram esclarecidos.
Assim, o0 objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da LLLT em marcadores moleculares
envolvidos na regeneracdo e fibrose muscular apés criolesdo do musculo tibial anterior (TA)
em ratos.

Materiais e Métodos: Sessenta ratos da linhagem Wistar foram separados em trés grupos
(n=20): (BC) grupo controle; (IC) musculo TA direito criolesado sem tratamento; (IRI)
musculo TA direito criolesado submetido a irradiacdo laser. As regides lesadas receberam
irradiacdo local e em contato, por quatro dias consecutivos, iniciando o tratamento
imediatamente apds a inducdo da crilesdo, utilizando um laser AsGaAl (continuo; A =808 nm;
P=30 mW; area do feixe = 0.00785 cm? t=47 s; D=180 J/cm% E=1.4 J;irradiancia=3.8
mW/cm?). Os animais foram sacrificados quatro dias ap6s lesdo. As areas lesadas foram
quantificadas por analise morfométrica. Os niveis de mMRNA (RNA mensageiro) de MyoD,
miogenina, TGF-p e VEGF foram analisadas pela técnica de PCR em tempo real (QRT-PCR) e
a expressdo de colageno tipo | foi avaliada por western blot.

Resultados: A LLLT reduziu a porcentagem de area lesada do musculo lesado, aumentou 0s
niveis de mMRNA dos fatores transcricionais MyoD e miogenina, e do fator de crescimento
vascular pré-angiogénico (VEGF). Além disso, a LLLT diminuiu a expressdo do mRNA de
TGF-p e reduziu a deposicao de colageno tipo I.

Conclusdo: Estes resultados sugerem que a LLLT pode ser uma abordagem terapéutica
efetiva, pois promove a regeneracdo do muasculo esquelético e preveni a fibrose tecidual apds

lesdo muscular.

Palavras-chave: Terapia laser de baixa intensidade; fotobiomodulagdo; lesdo muscular;

regeneracdo muscular; MyoD; miogenina; VEGF; TGF-B1; colageno tipo 1.
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ABSTRACT

Background and Objective: Muscle regeneration is a complex phenomenon, involving
replacement of damaged fibers by new muscle fibers. During this process, there is a tendency
to form scar tissue or fibrosis by deposition of collagen that could be detrimental to muscle
function. New therapies that could regulate fibrosis and favor muscle regeneration would be
important for physical therapy. Low-level laser therapy (LLLT) has been studied for clinical
treatment of skeletal muscle injuries and disorders. The positive effects of LLLT on injured
muscle are known, even though the molecular and biological mechanisms have not yet been
clarified. The aim of this study was to evaluate the effects of LLLT on molecular markers
involved in muscle fibrosis and regeneration after a cryolesion of the tibialis anterior (TA)
muscle in rats.

Material and Methods: Sixty Wistar rats were randomly divided into three groups (n=20):
control (BC), injured TA muscle without LLLT (IC), injured TA muscle treated with LLLT
(IRI). The injured region was irradiated daily for 4 consecutive days, starting immediately after
the lesion using an AlGaAs laser (continuous wave, 808nm, tip area of 0.00785 cm?, power 30
mW, application time 47 s, fluence 180 J/cm?; total energy 1.4J, irradiance =3.8 mW/cm?). The
animals were sacrificed on the fourth day after injury.

Results: LLLT reduced the lesion percentage area in the injured muscle, increased mRNA
levels of the transcription factors MyoD and myogenin and the pro-angiogenic vascular
endothelial growth factor (VEGF). Moreover, LLLT decreased the expression of the
profibrotic transforming growth factor (TGF)-p mRNA and reduced type I collagen deposition.
Conclusion: These results suggest that LLLT could be an effective therapeutic approach for

promoting skeletal muscle regeneration while preventing tissue fibrosis after muscle injury.

Keywords: low-level laser therapy; photobiomodulation; muscle cryolesion; MyoD,

myogenin, VEGF, TGF-B1, type I collagen; muscle regeneration; rat model.
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INTRODUCAO

Lesdes musculo esqueléticas sdo rotineiramente encontradas em centros de reabilitacdo.
Em virtude da intensidade da lesdo e/ou tempo de recuperacdo, pode ocorrer a formacéo de
tecido cicatricial, reduzindo significativamente a capacidade funcional do musculo e
aumentando a possibilidade de recidiva de les&o, atrofia, contraturas e dores cronica [1,2].

A regeneracdo muscular envolve uma série de processos moleculares e celulares
altamente organizados que contribuem para a recuperacao estrutural e funcional do musculo
lesado [3]. A fase inicial deste processo é caracterizada por presenca da resposta inflamatoria,
necrose do tecido lesado, seguida de ativacdo e proliferacdo de células satélite (CS) adultas
[1,2,4]. As células satélites sdo células precursoras miogénicas (células tronco) que se
encontram em estado quiescente na fibra muscular normal entre a ldmina basal e o sarcolema
e, sob ativacdo, entram no ciclo celular, dividem, diferenciam e se fundem com fibras
musculares para reparar regides danificadas [5,6].

As células satélites ativadas aumentam a expressdao da myoD e myf5, que fazem parte
de uma superfamilia de fatores de transcricdo hélice-alca-hélice (helix-loop-helix)
denominados fatores regulatérios miogénicos (MRFs) [7,8]. A myoD é expressa 12 horas ap0s
lesdo [9], e seu pico de expressdao ocorre no terceiro dia apds criolesdo muscular [10]
Posteriormente, ocorre um aumento de expressdo dos MRFs secundarios, miogenina e MRF4,
que induzem a diferenciacdo dos mioblastos em midcitos [4], com objetivo de restabelecer a
estrutura e funcdo do tecido muscular. Portanto, myoD e miogenina desempenham um
importante papel na regeneracdo do musculo esquelético.

O desenvolvimento de novos vasos sanguineos (angiogénese) desempenha um
importante papel para uma regeneracdo muscular bem-sucedida [11]. Este processo é regulado
pelo fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF), o qual exerce multiplos efeitos sobre
0 endotélio vascular, incluindo a proliferacdo, migracdo e adesdo da de células endoteliais,
rapida inducdo da permeabilidade microvascular e subsequentes conexfes entre novos
segmentos vasculares com a circulacdo pré-existente [12-14]. Desta forma, o VEGF é
considerado um excelente biomarcador angiogénico, uma vez que Sua expressao esta
relacionada com a recuperagdo do musculo esquelético.

A regeneracdo do musculo esquelético € regulada por fatores de crescimento, tais
como, fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-1), fator de crescimento de fibroblastos
(FGF), fator de crescimento do hepatdcito (HGF), fator de crescimento epidermal (EGF) e

fator de transformagdo do crescimento-f (TGF-B) [4,6]. O TGF-p é uma citocina
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multifuncional, produzida por fibroblastos, células epiteliais e macréfagos no sitio da les&o.
Esta citocina estimula a proliferacdo e a sintese de colageno e fibronectina, desempenhando
um papel crucial na formacéo de fibrose em varias doencas [15]. A expresséao elevada de TGF-
B no musculo esquelético poder ser prejudicial para a regeneragdo do tecido muscular, Visto
que 0 mesmo esta associado a formacdo de um tecido cicatricial fibroso ndo funcional e a
inibicdo da diferenciacdo e fusdo de mioblastos [15,16]. Assim, o uso de abordagens
terapéuticas que possuam dupla acdo, ou seja, capazes de reduzir a formacdo de tecido fibroso
e favorecer a regeneracdo muscular, podem ser Uteis na reabilitacdo da funcdo muscular.

A terapia laser de baixa intensidade (Low-level laser Therapy, LLLT) é considerada
uma técnica segura e eficaz para o tratamento de uma variedade de doencas e lesdes teciduais
[17,18]. Resultados positivos tém sido relatado com o uso da LLLT em diversos modelos
experimentais de lesdo e regeneracdo do tecido musculo esquelético [19-22]. Esta modalidade
terapéutica € capaz de induzir a expressdo de proteinas reguladoras do ciclo celular e
consequentemente acarretar na ativacao das células satélites [19,20], promover a angiogénese
[23,24] estimular formacédo de miotubos [25,26], aumentar o numero de fibras em regeneracéao
e da densidade e atividade mitocondrial [25-27] além de melhorar a organizacdo das fibras
musculares regeneradas [28].

Ainda que o conhecimento sobre os mecanismos moleculares e biolégicos da LLLT
esteja em ascencao, sdo necessarios mais estudos que determinem quais vias de sinalizacdo sao
acionadas pela LLLT durante a regeneracdo muscular, elucidando seus efeitos e otimizando
seu uso durante a reabilitacdo do musculo lesado. Neste contexto, o presente estudo teve o
objetivo de avaliar o efeito da LLLT (808 nm) na regeneracdo do musculo esquelético,
avaliando marcadores moleculares envolvidos na regeneracdo e na fibrose muscular

produzidos neste processo.
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METODOLOGIA

Grupos experimentais

Foram utilizados 60 ratos adultos Wistar (Rattus norvegicus) com massa corpérea
média de 300 g, obtidos do Biotério Central da Universidade Federal de Sdo Carlos. Os
animais permaneceram em gaiolas apropriadas de polietileno padrdo, em condi¢fes ambientais
controladas (ciclo claro/escuro de 12/12 horas, temperatura na faixa de 22°-27°C e ambiente
higienizado), recebendo racdo prépria comum e agua ad libitum. Os experimentos foram
conduzidos seguindo as recomendacdes éticas do Guide for Care and Use of Laboratory
Animals (National Research Council, 1996) e aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da UFSCar CEEA/UFSCar (Parecer 006/06).

Os animais foram divididos aleatoriamente em trés grupos (n=20 por grupo):

(BC) Basal control - controle basal (normal)- masculo TA normal

(IC) Injury control - musculo TA lesado sem tratamento;

(IRI) Injured TA + Infrared irradiation - musculo TA lesado e tratado com laser

infravermelho.

Procedimento Cirargico (Criolesdo)

Os animais foram previamente pesados e submetidos a anestesia com uma solugdo
contendo contendo ketamina (95mg/kg- Dopalen; Vetbrands; S&o Paulo; Brazil) e xilazina
(12mg/kg- Anasedan; Vetbrands; Sdo Paulo; Brazil). Ap6s anestesia, a pele que recobre o
musculo TA direito foi tricotomizada e limpa. Ap6s, uma incisdo transversal (aproxidamente 1
cm) foi realizada na pele que recobre o musculo TA, com afastamento da fascia na regido
correspondente ao ventre muscular.

A les&o tecidual foi induzida utilizando-se um bastdo de ferro com 6 mm de largura e
30 mm de comprimento, previamente imerso em nitrogénio liquido (10s) e pressionado
transversalmente contra a porgdo central do ventre muscular por 10 s (Figura 1). Este
procedimento foi repetido 2 vezes consecutivo, com intervalo de 30 s e em seguida a pele foi
suturada (Fio Nailon 3-0 — Shalon Ltda). Este método gera uma lesdo homogénea, sendo
previamente testada e reproduzida em diferentes unidades experimentais [29].
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Figura 1: Esquema ilustrativo do modelo de criolesdo realizado no ventre do muasculo
Tibial Anterior (TA) direito. (A) Incisdo transversal e exposi¢do do musculo TA direito; (B e
C) Inducdo da criolesdo; (D) Sutura apds procedimento cirdrgico.
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Protocolo LLLT

A irradiacéo foi realizada utilizando uma unidade de laser de baixa intensidade (Photon
laser 11, DMC® equipamentos Ltda, SP, Sao Carlos, Brasil) com as seguintes caracteristicas:
semicondutor Diodo de Arsenieto de Galio-Aluminio (GaAlAs), comprimento de onda de 808
nm, poténcia dptica de saida de 30 mW, tempo de irradiacdo de 47 s, area da seccao transversal
do feixe de 0.00785 cm?, dose de 180 J/cm? energia total de 1.4 J, irradiancia 3.8 mW/cm? e
emissdo em modo continuo. O aparelho foi calibrado (Masterfield, Filter Coherent, Santa
Clara, CA) antes e apds os procedimentos experimentais, pelo Centro de Pesquisa em Optica e
Fotbnica (Cepof) do Instituto de Fisica de S&o Carlos (IFSC), a fim de se obter uma alta
confiabilidade na intensidade efetiva da emisséo laser. As regides lesadas receberam irradiacdo
local (1 ponto) e em contato, por quatro dias consecutivos, iniciando o tratamento

imediatamente apds a inducdo da criolesdo (Figura 2).

Figura 2: Esquema ilustrativo da aplicacdo da LLLT. (A) Photon laser Il, DMC®

equipamentos Ltda; (B) Técnica de aplicacdo; (C) Local de irradiacdo - pontual com contato.
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Retirada e Armazenamento das amostras

Todos os musculos TA direito foram retirados com os ratos anestesiados, sendo
devidamente pesados, e em seguida submetidos a eutanasia com overdose de anestésico. Na
sequéncia, dez animais de cada grupo foram usados para analise histoldgica e os outros dez
para analise de western blot e qRT-PCR. Para anélise histologica, os musculos foram
imediatamente congelados em isopentano pré congelado em nitrogénio liquido e armazenados
a -80°C. Para as demais analises, a por¢ao central do ventre muscular foi dividida em duas
partes iguais, sendo o fragmento proximal utilizado para analise de RNAm e o distal para

expressdo protéica, conservadas em -80°C (Figura 3).

Histologia

B qRT-PCR WesternBlot

Figura 3: Esquema ilustrativo da divisdo e armazenamento do musculo Tibial Anterior
direito. (A) Dez mdsculos para analise histologica (morfometria); (B) Dez musculos
subdivididos: fragmento proximal para analise de gRT-PCR e fragmento distal para anéalise de

western blot.
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Area de lesdo muscular

Foram obtidos cortes histoldgicos transversais e seriados (uma se¢do de 10 um a cada
100um) em micrétomo criostato (Microm HE 505, Jena, Alemanha), ao longo do ventre do
musculo TA. As laminas com os cortes histologicos foram coradas com azul de toluidina e
visualizadas por meio de microscopia Optica (Axiolab, Carl Zeiss, Jena, Alemanha). Para tal,
fotos da seccdo transversal dos musculos foram obtidos e a reconstrucdo da area de seccédo
transversal total foi realizada (Figura 4). Assim, foi possivel identificar e medir as areas
intactas e lesadas de cada musculo e mensuré-las utilizando um software de morfometria
(Axiovision 3.0.6 SP4, Carl Zeiss, Jena, Alemanha). Foi utilizado o procedimento duplo-cego
para a escolha dos cortes dos musculos lesados a serem avaliados, bem como para a

mensuracao das areas intactas e lesadas de cada masculo.

Area Lesada

Figura 4: Esquema ilustrativo da analise morfométrica. (A) Captura de imagens de cortes
histoldgicos transversais do ventre do musculo Tibial Anterior; (B) Mosaico da seccao

transversal do masculo tibial anterior, exemplificando a area total e area lesada.
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Analise da expressao protéica por wertern blot

Da regido correspondente ao fragmento distal da lesdo, as amostras foram pulverizadas
em nitrogénio liquido e homogeneizadas em tampédo de lise TX-100 (1% Triton X-100, 10%
glicerol, 135mM NaCl, 20mM Tris pH 8.0) acrescido de inibidores de proteases (Img/ml
pepstatina A, 100mM PMSF). Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 14000 g por 10
min a 4°C. O sobrenadante foi coletado, e a concentracdo de proteinas foi quantificada pelo
método pelo método de BCA ™ Protein Assays (Pierce, Rockford, IL). Amostras de 25 pg de
proteina foram acrescidas de tampdo de amostra (2% SDS, 60mM Tris pH 6.8, 5% de
mercaptoetanol, e 0,01% de azul de bromofenol) e submetidas a eletroforese em um sistema
SDS-PAGE, gel 10% de poliacrilamida (1.5M Tris-HCI, 10% SDS, 30% bis-acrilamida, 10%
de persulfato de amonia e TEMED). Apds a eletroforese, as proteinas foram transferidas para
membrana de nitrocelulose (Bio-Rad) em aparelho semi-dry transfer (Bio-Rad). As
membranas foram incubadas em solucdo de bloqueio 5% de leite desnatado em tampdo TBST
(50 mM de tampdo Tris, pH 8,0, 100mM NaCl, 1% Tween 20) por 1 h a temperatura ambiente
e em seguida, foram lavadas em TBST durante 30 min e incubadas com o anticorpo primario
contra as proteinas de interesse por 18 h, a 4 °C: colageno I (rabbit policlonal, 1:1000, Santa
Cruz Biotechnology, CA, USA). Posteriormente, as membranas foram lavadas novamente com
TBST e incubadas em solugcdo contendo anticorpo secundario conjugado a peroxidase (HRP
goat anti-rabbit policlonal, 1:2500, Sigma Aldrich, MO, USA) a temperatura ambiente por 1 h,
em seguida, foram incubadas com substrato quimioluminescente Super Signal Detection Kit
(Pierce, Rockford, IL, USA) e expostas e fotografadas utilizando o sistema Syngene GBox Gel
Document System (Syngene, Frederick, MD). A expressdo da proteina foi comparada por
densitometria de gel, utilizando-se 0 programa de dominio publico “Image J” (Wayne
Rasband, National Institutes of Mental Health, NIH, USA). Os resultados foram representados

pela média de 3 testes por grupo.

Analise da expressdo génica - PCR (Polimerase Chain Reaction) em tempo real

O RNA total foi extraido utilizando-se o reagente de RNA TRIzol® de acordo com as
especificagOes do fabricante (Invitrogen Life Science, Carlsbad, CA). Para a quantificagdo do
RNA foi utilizado espectrofotometro nos comprimentos de onda de 260 nm (correspondente ao
pico de absorcdo de RNA) e 280 nm (correspondente ao pico de absor¢do de proteinas). Foi
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realizado tambeém, eletroforese em gel de 1% de agarose com amostras (1 ul) preparadas pela
adicdo de tampdo de amostra (63 pL de &gua nanopura, 81 uL de formaldeido, 48 pL de
glicerol — azul de bromofenol, 48 pL de MOPS 10 X, 0,5 pL de brometo de etideo). Apos a
eletroforese, 0 aparecimento de bandas foi verificado por exposicao do gel a luz ultravioleta.

Os niveis de transcritos de myoD, miogenina, VEGF e TGF- foram determinados por
PCR em tempo real (QRT-PCR), utilizando termociclador Step One Plus (Applied Biosystems
StepOne™ Foster City, CA) com o kit SuperScript™ 111 Platinum® SYBR® Green One-Step
gRT-PCR (Invitrogen Life Science, Carlsbad, CA) que contém SYBR® Geen | com
fluoréforo. O kit realiza a sintese do cDNA e a amplificacdo da sequéncia de interesse ao
mesmo tempo e foi utilizado de acordo com as especificagfes do fabricante.

A quantificacdo da expressdo génica foi realizada pelo método 2-AACT, usando o gene
housekeeping gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH). Esse gene foi escolhido apos
andlise pelo software genorm (http://medgen.ugent.be/~jvdesomp/genorm) de 5 genes
housekeeping (gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase ; tirosina 3-monooxigenase/triptofano 5-
monooxigenase; -2 microglobulina; hipozantina guanina fosforibosil tranferase 1 e ubiquitina

C). Na tabela 1, encontram-se as sequéncias dos primers e condi¢des de cada reacao.

Tabela 1: Sequéncia dos primers usados na reagdo de real-time PCR.

Gene Primer Annealing

MvoD F:5’- TAC GAC GCC GCC TAC TAC AGT G -3 60.1°C
y R:5’- GCATCG CTT GAG GAT GTC TCC -3° '

Mvogenina T 5~ AGG AAG TCT GTG TCT GTG GAC C -3' 56.8°C
yog R:5°- TGT ACT GGA TGG CAC TGC G-3° :

F: - TGA GAC CCT GGT GGA CAT CTT C -3’ .
VEGF  p.’s-TCC TAT GTG CTG GCT TTG GTG-3’ A

F: 5°- CCT ACA TTT GGA GCC TGG ACA C -3’ )
TGFB  R.5°.CAC GAT CAT GTT GGA CAA CTG C -3’ 56.7°C

F: 5°-ATG ATT CTA CCC ACG GCA AG-3’ )
GAPDH  ''5.CTG GAA GATGGT GAT GGG TT-3° e
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Andlise Estatistica

Os dados foram submetidos aos testes de Levene e Shapiro-Wilk para avaliar a
homogeneidade e normalidade das amostras, respectivamente. Comparac¢des entre 0s grupos
experimentais foram feitas pela analise de variancia utilizando ANOVA one-way, seguido pelo
pos-teste de Tukey para comparacdo individual entre os grupos. Os dados expressam a

médiazterro padrdo da media. Foram considerados significantes valores de p<0.05.
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RESULTADOS

Peso do TA e area de lesdo muscular

Quanto ao peso do musculo TA, ndo observamos diferenca entre os grupos (p> 0.05;
Tabela 2). Vimos reducdo na area de lesdo no grupo submetido a irradiacdo laser (IRI; p <0.05;
Tabela 2; Figura 5) quando comparados ao grupo lesado (IC). A reducdo na area lesada mostra

que o laser exerceu efeitos benéficos sobre a regeneracdo muscular.

Figura 5: Mosaico da area de sec¢do transversa total do musculo TA Musculo; TA Normal
(BC); Mdasculo TA lesado (IC); Musculo TA lesado e submetido & irradiagdo com laser
infravermelho (IR1); Observe que a area de lesdo do grupo IR apresenta-se reduzida com relagéo
ao grupo IC (* Tabela 2).

Tabela 2: Peso do musculo, area lesada e néo lesado do ventre do musculo TA

Grupos Peso domusculo TA  AreaTotal Arealesada Area lesada

Q) (mm? (mm?) (% &rea total)
BC 0.46x0.05 50.04+4.71 - -
IC 0.44+0.06 53.62+5.35 20.99+2.33 38.94
IRI 0.45+0.06 53.31+1.42 15.98+1.44* 29.93*

Média dos dados (xSD). Mdsculo TA Normal (BC); Masculo TA lesado (IC); Mdsculo TA
lesado e submetido a irradiacdo com laser infravermelho (IR1); *p<0.05: comprada com a &rea
de leséo da grupo IC.

Expressdo génica de marcadores de regeneracdo: MyoD, miogenina e VEGF.
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Os niveis de expressdo dos fatores regulatérios MyoD e miogenina aumentaram nos
grupos criolesados (IC e IRI; p<0.01; Figura 6 A e B) em comparagéo ao grupo controle (BC).
Os maiores niveis dos transcritos para MyoD e miogenina foram observados no grupo

submetido a fotobioestimulagéo (IR1) (p<0.01 vs IC).
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Figura 6: Expressdo génica de marcadores de regeneracédo: myoD (A); miogenina (B);
Musculo TA Normal (BC); Musculo TA lesado (IC); Musculo TA lesado e tratado com laser
infravermelho (IR1); Nota-se que a LLLT aumentou a expressao génica de myoD e miogenina
(tp<0.01 vs IC).
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A expressdo génica de VEGF apresentou 0 mesmo padrdo observado do mRNA de
myoD e miogenina. Os niveis de expressdao do VEGF aumentaram nos grupos lesados (IC e
IRI) comparado ao grupo controle (BC; p<0.01; Figura 7). A LLLT elevou a expressdo do
MRNA do VEGF (p<0.05 vs IC) acima dos niveis do grupo néo irradiado.

O aumento dos transcritos para MyoD, miogenina e VEGF sugerem que a irradiagcdo

laser infravermelha favorece o processo de regeneracdo muscular.
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Figura 7: Expressdo génica VEGF. Musculo TA Normal (BC); Mdusculo TA lesado (IC);
Musculo TA lesado e tratado com laser infravermelho (IRI); Nota-se que a LLLT aumentou a

expressao génica de VEGF (1p<0.05 vs IC).
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Expressdo de marcadores cicatriciais: TGF-p e colageno I

A expressdo génica de TGF-p aumentou nos grupos lesados quando (IC e IRI) quando
comparados ao grupo controle (p <0.01; Figura 8A). A LLLT reduziu os niveis de mRNA de
TGF- B no sitio da lesdo muscular (p <0.01 vs IC).

Com base no fato de que o0 TGF-B é um importante mediador da producdo de colageno
por fibroblastos, analisamos também a sintese de colageno neste modelo. A expressdo de
colageno | no tecido muscular esta elevada apds criolesdo (IC e IRI) quando comparados ao
grupo nao lesado (BC; p<0.05; Figura 9). A LLLT reduziu a expressdo do colageno | no grupo
IRl (p <0.01 vs IC). Observamos que a reduzida expressao de colageno no grupo irradiado
correlaciona-se positivamente com a baixa expressao de TGF-p. Portanto, a LLLT favorece a
regeneracdo muscular e ao mesmo tempo reduz a formacao de tecido cicatricial no local da

lesdo neste modelo.
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Figura 8: Expressdo génica de TGF-p (A) e expressao protéica de colageno tipo 1 (B).
Musculo TA Normal (BC); Musculo TA lesado (IC); Musculo TA lesado e tratado com laser
infravermelho (IRI); Nota-se que a LLLT diminuiu a expressdo génica de TGF- B e a

expressao protéica de colageno | (tp<0.01 vs IC).
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DISCUSSAO

A regeneracdo muscular é a resposta desejada ap6s uma lesdo e/ou inflamacdo do
tecido musculo esquelético. Neste periodo, ocorre a substituicdo de fibras musculares
danificadas por novas fibras musculares, produzidas através da miogénese, com subsequente
recuperacdo da funcdo muscular. De forma contraria, ocorre um indesejavel processo de
formacéo de tecido cicatricial ou fibrose, composto principalmente por coldgeno, que competa
com as fibras musculares em regeneracao no local da lesdo. Fibrose causa perda da funcéo
muscular e prejudica a regeneracdo muscular. Como possibilidade de favorecer a regeneragao
muscular e prevenir a fibrose muscular, encontramos diferentes modalidades terapéuticas,
entre elas a LLLT. Embora a maioria dos trabalhos que avaliaram a acdo da LLLT na lesdo
muscular tenha demostrado efeitos benéficos [19-22,30], pouco se conhece sobre como
exatamente a irradiacdo eletromagnética laser é capaz de afetar os sistemas celulares
envolvidos na regeneragdo muscular e quais s&o 0os mecanismos moleculares envolvidos neste
processo. Assim, no presente estudo, utilizamos um modelo de criolesdo em ratos, a fim de
avaliar a influéncia da LLLT (808 nm) sobre marcadores moleculares envolvidos na
regeneracdo e fibrose muscular.

Nossos resultados demonstraram que a LLLT otimizou o processo 0 processo de
regeneracdo muscular, pois aumentou a expressdo génica de myoD, miogenina e VEGF no
local lesado, enquanto que ao mesmo tempo reduziu os niveis do mMRNA de TGF-p ¢ a
expressdo protéica de colageno I, bem como o tamanho da &rea de lesdo. A LLLT, portanto,
pode aumentar os marcadores de regeneracdo muscular e, simultaneamente, reduzir a formacao
de tecido cicatricial, favorecendo assim, o reparo tecidual de lesdes musculares.

O processo de regeneracdo do musculo esquelético € iniciado por estimulos mecanicos
ou guimicos, que levam a ativacao de células satélites quiescentes [31]. Embora ndo se saiba
exatamente como é controlada a passagem destas células do estado quiescente para o estado
ativado, alguns etudos propdem que a interrup¢do da integridade do sarcolema e da lamina
basal cause estresse mecanico, lenavdo a posterior ativacdo das células satélites [32]. Muitos
autores evidenciaram que a liberagdo de substancias estimuladas durante a lesdo, tais como,
citocinas, HGF, prostaglandinas (PG), oxido nitrico (NO), possam estimular a ativacdo das
células satélites [3,5]. E provavel que exista uma complexa combinacdo desses e de outros
eventos celulares, no qual a administracdo da LLLT possa ter um papel de estimulador
adicional [33,34] sobre a expressdo de fatores reguladores da miogénese (MRFs), como myoD

e miogenina.
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Estudos mostram que myoD e miogenina, sdo tradicionalmente considerados como
marcadores do crescimento e hipertrofia muscular, pois podem modular a divisdo de células
satélites e conduzir a incorporacdo de novos mionucleos em fibras musculares maduras. Estes
fatores de transcricdo sdo expressos no musculo esquelético adulto em resposta a diversos
estimulos, tais como, sobrecarga, desnervacdo e alongamento, sugerindo que a myoD e
miogenina apresentam um importante papel na regeneracdo dos musculos esqueléticos [35].
Em nosso modelo, observamos que a inducdo da criolesdo gerou um aumento na expressao
génica dos fatores miogénicos, myoD e miogenina. No entanto, houve um efeito adicional
significativo da LLLT sobre a expresséo destes marcadores.

O laser de baixa intensidade é capaz de ativar células satélites quiescentes a entrarem
no ciclo celular e iniciarem a sua proliferacdo [19,34,36]. Shefer at al. demostraram que a
LLLT (HeNe; 632.8 nm; 4.5 mW; 3 s) estd envolvida na regulacdo de proteinas presentes na
etapa inicial do processo de sintese protéica de mioblastos (via MAPK/ERK) [34]. Os mesmos
autores observaram que a média do numero de células por fibra foi triplicodo no grupo
irradiado com laser de baixa intensidade em comparacao ao grupo controle [20]. O tratamento
com o laser GaAlAs (830 nm, 60 mW, 36 J/cm?) foi capaz de amplificar o didmetro da fibra
muscular que sofreu atrofia [27]. Embora existam ainda muitas questes a serem esclarecidas
sobre os mecanismos moleculares pelos quais a LLLT cause esses efeitos, sugerimos que neste
modelo, o aumento dos fatores regulatorios miogénicos favoreceu a ativacdo das células
satélites e a regenera¢do muscular.

E interessante notar que o aumento de myoD e miogenina estdo correlacionados com os
o0s resultados obtidos na analise morfométrica, onde uma reducdo na area de lesdo muscular
nos grupos irradiados com laser foi evidenciada. Estes dados nos levou a inferir que a
regulacdo dos fatores transcricionais envolvidos na ativacdo das células satélites pela LLLT,
contribuiu para a formacao de novas fibras musculares, reduzindo assim a area lesada.

A angiogénese, estimulada por VEGF, entre outros fatores, é também essencial para a
formacdo de novas fibras musculares ap0s dano muscular. Este evento € um requisito
importante para a recupera¢do morfologica e funcional do masculo lesado [11], uma vez que
restaura vasos sanguineos danificados, promove o fluxo sanguineo local e o restabelece o
fornecimento de oxigénio e nutrientes para o tecido danificado.

Wagatsuma et. al., mostraram que os niveis de mRNA do VEGF aumentam no terceiro
dia apds a criolesdo do masculo gastrocnémio de camundongos [14]. Da mesma forma, no
presente estudo, a LLLT aumentou os niveis deste fator de crescimento pro-angiogénico.

Estudos in vivo em diferentes modelos de regeneracdo tém evidenciado o efeito da LLLT na
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inducdo da angiogénese [37,38]. Alguns autores postularam que a LLLT € capaz de aumentar a
formacé&o de novos capilares por meio da liberagdo de fatores de crescimento, como o VEGF
[38,24]. Dados do nosso laboratério foram capazes de confirmar que a LLLT (660 e 780 nm;
40 mW; 30 e 40 J/cm?) induz angiogénese por aumentar a expressdo do fator induzido por
hipdxia (HIF-1a), seguido pelo aumento do mRNA de VEGF e formacéo de novos capilares
na pele de ratos (Cury et al., manuscrito submetido). Dessa forma, consideramos que a
expressdo aumentada de VEGF pos irradiagdo, vista neste modelo, também contribuiu para a
recuperacdo do tecido muscular.

Cabe designar que a recuperacdo funcional do musculo lesado é dependente do
equilibrio entre regeneracdo e fibrose. A mensuracdo deste equilibrio se da através da
intensidade da resposta inflamatoria aguda, da ativacdo das células satélites, da expressdo de
diversos fatores de crescimento e citocinas, em especial 0 TGF-B, presentes no local da lesdo
[3]. Assim, decidimos avaliar o possivel efeito da LLLT sobre TGF-p e a deposigdo de
colageno na regido de reparo.

Encontramos que a LLLT reduziu a expressdo de TGF-B, minimizando a deposi¢do de
colageno tipo | e a formac&o de tecido fibroso no musculo esquelético dos ratos. A expressao
de TGF-B desempenha um papel fundamental na formacdo de tecido cicatricial durante o
reparo muscular. Este fator regula a producéo de proteinas da matrix extracelular (MEC) e
simultaneamente bloqueia sua degradacdo. Sabe-se também que 0 aumento nos niveis de TGF-
B, inibe a expressdo de myoD e induz células miogénicas a se diferenciarem em
miofibroblastos, capazes de produzir colageno do tipo I, dificultando assim o a regeneracao
muscular [15]. Li et al. observaram que 0 TGF-f estimula mioblastos da linhagem C2C12 a
produzirem mais TGF-p de forma autocrina, suprimindo a expressdo de proteinas musculares
e aumentando a producéo de proteinas relacionadas a fibrose [16].

A formacdo de tecido fibroso prejudica a funcdo contratil do masculo esquelético,
levando a contraturas patologicas e a dores musculares crénicas. Neste cendrio, pode haver
uma excessiva deposi¢do de colageno entre os capilares e as membranas das miofibras, que
reduz suporte nutricional das fibras musculares. A inativacdo de TGF-B reduz a formagao de
tecido fibroso e melhora as propriedades contrateis do masculo em reparacéo [39]. Com base
nestas informacdes, nossos resultados sugerem que a LLLT teve um efeito biolégico positivo,
pois reduziu a expressdo de TGF-B com consequentemente reducdo do acumulo de coladgeno
local, prevenindo a deposicdo de tecido fibroso e favorecendo a recuperacdo do mausculo

esquelético.
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Os parametros ideais de tratamento que visem favorecer a regeneracdo e previnir a
fibrose muscular, ainda ndo se encontram completamente elucidados. O presente estudo nédo
foi direcionado para esclarecer tais parametros, uma vez que existem muitas variaveis a serem
analisadas. Entretanto, inferéncias podem ser feitas a partir de estudos prévios. Mesquita-
Ferrari et al. trataram musculos de ratos com LLLT (AlGaln, 660 nm, 20 mW, 0.3 cm% 5
Jlcm?), encontraram niveis mais baixos de expressdo de TGF-B ¢ TNF-a ap6s término do
tratamento, o que auxiliou a prevencao da fibrose e melhoria da contratibilidade muscular [22].
Ramos et al. relataram que o laser AsGaAL, 810 nm, na densidade de energia de 107.14 J/cm?
e energia total de 3 J, melhorou a funcional do musculo ap6s leséo por estiramento muscular.
Rizzi et al. detectaram reduzida expressao de colageno ap6s tratamento com laser (AsGa; 904
nm; 45 mW; 5J/cm? 35s) e sugeriram que a inativagdo do fator transcricional NF-kf pela
LLLT, poderia ser o mecanismo que regulou a producdo de colageno [40]. Contudo, mais
estudos se fazem necessarios a fim de preconizar protocolos de tratamento cada vez mais
eficientes em reabilitagdo muscular.

Com base nas condicBes experimentais deste trabalho e considerando seus resultado,
verificamos que o laser infravermelho (808 nm), poténcia Optica de saida de 30 mW, densidade
de energia de 180 J/cm? e energia total de 16 J por sessdo, irradiancia 3.8m W/cm?aplicados
por 4 dias consecutivos, foi capaz de favorecer a regeneracdo do musculo esquelético por
aumentar a expressdo génica de fatores regulatérios miogénicos (myoD e miogenina) e
estimular a expressao génica do VEGF apds criolesdo muscular em ratos. Além disso, esta
terapia reduziu a expressdo do mRNA de TGF-B1, e a expressdo protéica de colageno tipo | na
area lesada, prevenindo a formacao de fibrose no tecido muscular.

Embora exista a necessidade de investigacdes mais detalhadas sobre os mecanismos
moleculares e celulares a fim de elucidar a infuéncia da LLLT na regeneracdo muscular e
desordens fibroticas em geral, relatamos aqui, que a LLLT caraterizada como um recurso
terapéutico ndo invasivo, relativamente barato, e sem efeitos colaterais relatados, pode ser
utilizado dentro da fisioterapia e demais areas da saide como uma modalidade terapéutica
inovadora que favorece a reabilitagdo de lesdo muscular e previne complicag¢fes indesejaveis

decorrentes deste processo.

65



Parte IT - Manuscrito 1T

REFERENCIAS
1. Huard J, Li Y, Fu FH (2002) Muscle injuries and repair: current trends in research. The
Journal of bone and joint surgery American volume 84-A (5):822-832
2. Jarvinen TA, Jarvinen TL, Kaariainen M, Kalimo H, Jarvinen M (2005) Muscle injuries:
biology and treatment. The American journal of sports medicine 33 (5):745-764.
3. Filippin LI, Cuevas MJ, Lima E, Marroni NP, Gonzalez-Gallego J, Xavier RM (2011) The
role of nitric oxide during healing of trauma to the skeletal muscle. Inflammation research :
official journal of the European Histamine Research Society [et al] 60 (4):347-356.
4. Charge SB, Rudnicki MA (2004) Cellular and molecular regulation of muscle regeneration.
Physiological reviews 84 (1):209-238.
5. Ehrhardt J, Morgan J (2005) Regenerative capacity of skeletal muscle. Current opinion in
neurology 18 (5):548-553
6. Le Grand F, Rudnicki MA (2007) Skeletal muscle satellite cells and adult myogenesis.
Current opinion in cell biology 19 (6):628-633.
7. Sakuma K, Watanabe K, Sano M, Uramoto |, Sakamoto K, Totsuka T (1999) The adaptive
response of MyoD family proteins in overloaded, regenerating and denervated rat muscles.
Biochimica et biophysica acta 1428 (2-3):284-292
8. Shi X, Garry DJ (2006) Muscle stem cells in development, regeneration, and disease. Genes
& development 20 (13):1692-1708.
9. Rantanen J, Hurme T, Lukka R, Heino J, Kalimo H (1995) Satellite cell proliferation and the
expression of myogenin and desmin in regenerating skeletal muscle: evidence for two different
populations of satellite cells. Laboratory investigation; a journal of technical methods and
pathology 72 (3):341-347
10. Warren GL, Hulderman T, Jensen N, McKinstry M, Mishra M, Luster MI, Simeonova PP
(2002) Physiological role of tumor necrosis factor alpha in traumatic muscle injury. The
FASEB journal : official publication of the Federation of American Societies for Experimental
Biology 16 (12):1630-1632.
11. Deveci D, Marshall JM, Egginton S (2002) Chronic hypoxia induces prolonged
angiogenesis in skeletal muscles of rat. Experimental physiology 87 (3):287-291
12. Olsson AK, Dimberg A, Kreuger J, Claesson-Welsh L (2006) VEGF receptor signalling -
in control of vascular function. Nature reviews Molecular cell biology 7 (5):359-371.
13. Botusan IR, Sunkari VG, Savu O, Catrina Al, Grunler J, Lindberg S, Pereira T, Yla-
Herttuala S, Poellinger L, Brismar K, Catrina SB (2008) Stabilization of HIF-1alpha is critical

66



Parte IT - Manuscrito 1T

to improve wound healing in diabetic mice. Proceedings of the National Academy of Sciences
of the United States of America 105 (49):19426-19431.

14. Wagatsuma A (2007) Endogenous expression of angiogenesis-related factors in response to
muscle injury. Molecular and cellular biochemistry 298 (1-2):151-159.

15. Kollias HD, McDermott JC (2008) Transforming growth factor-beta and myostatin
signaling in skeletal muscle. Journal of applied physiology 104 (3):579-587.

16. Li Y, Foster W, Deasy BM, Chan Y, Prisk V, Tang Y, Cummins J, Huard J (2004)
Transforming growth factor-betal induces the differentiation of myogenic cells into fibrotic
cells in injured skeletal muscle: a key event in muscle fibrogenesis. The American journal of
pathology 164 (3):1007-1019

17. Hamblin MR (2010) Introduction to experimental and clinical studies using low-level laser
(light) therapy (LLLT). Lasers in surgery and medicine 42 (6):447-449.

18. Demidova-Rice TN, Salomatina EV, Yaroslavsky AN, Herman IM, Hamblin MR (2007)
Low-level light stimulates excisional wound healing in mice. Lasers in surgery and medicine
39 (9):706-715.

19. Ben-Dov N, Shefer G, Irintchev A, Wernig A, Oron U, Halevy O (1999) Low-energy laser
irradiation affects satellite cell proliferation and differentiation in vitro. Biochimica et
biophysica acta 1448 (3):372-380

20. Shefer G, Barash I, Oron U, Halevy O (2003) Low-energy laser irradiation enhances de
novo protein synthesis via its effects on translation-regulatory proteins in skeletal muscle
myoblasts. Biochimica et biophysica acta 1593 (2-3):131-139

21. Renno AC, Toma RL, Feitosa SM, Fernandes K, Bossini PS, de Oliveira P, Parizotto N,
Ribeiro DA (2011) Comparative effects of low-intensity pulsed ultrasound and low-level laser
therapy on injured skeletal muscle. Photomedicine and laser surgery 29 (1):5-10.

22. Mesquita-Ferrari RA, Martins MD, Silva JA, Jr., da Silva TD, Piovesan RF, Pavesi VC,
Bussadori SK, Fernandes KP (2011) Effects of low-level laser therapy on expression of TNF-
alpha and TGF-beta in skeletal muscle during the repair process. Lasers in medical science 26
(3):335-340.

23. lyomasa DM, Garavelo I, lyomasa MM, Watanabe 1S, Issa JP (2009) Ultrastructural
analysis of the low level laser therapy effects on the lesioned anterior tibial muscle in the
gerbil. Micron 40 (4):413-418.

24. Tuby H, Maltz L, Oron U (2006) Modulations of VEGF and iNOS in the rat heart by low
level laser therapy are associated with cardioprotection and enhanced angiogenesis. Lasers in
surgery and medicine 38 (7):682-688.

67



Parte IT - Manuscrito 1T

25. Amaral AC, Parizotto NA, Salvini TF (2001) Dose-dependency of low-energy HeNe laser
effect in regeneration of skeletal muscle in mice. Lasers in medical science 16 (1):44-51

26. Silveira PC, Silva LA, Fraga DB, Freitas TP, Streck EL, Pinho R (2009) Evaluation of
mitochondrial respiratory chain activity in muscle healing by low-level laser therapy. Journal
of photochemistry and photobiology B, Biology 95 (2):89-92.

27. Nakano J, Kataoka H, Sakamoto J, Origuchi T, Okita M, Yoshimura T (2009) Low-level
laser irradiation promotes the recovery of atrophied gastrocnemius skeletal muscle in rats.
Experimental physiology 94 (9):1005-1015.

28. Cressoni MD, Dib Giusti HH, Casarotto RA, Anaruma CA (2008) The Effects of a 785-nm
AlGalnP Laser on the Regeneration of Rat Anterior Tibialis Muscle After Surgically-Induced
Injury. Photomedicine and laser surgery.

29. Miyabara EH, Martin JL, Griffin TM, Moriscot AS, Mestril R (2006) Overexpression of
inducible 70-kDa heat shock protein in mouse attenuates skeletal muscle damage induced by
cryolesioning. American journal of physiology Cell physiology 290 (4):C1128-1138.

30. Servetto N, Cremonezzi D, Simes JC, Moya M, Soriano F, Palma JA, Campana VR (2010)
Evaluation of inflammatory biomarkers associated with oxidative stress and histological
assessment of low-level laser therapy in experimental myopathy. Lasers in surgery and
medicine 42 (6):577-583.

31. Holterman CE, Rudnicki MA (2005) Molecular regulation of satellite cell function.
Seminars in cell & developmental biology 16 (4-5):575-584.

32. Hurme T, Kalimo H (1992) Activation of myogenic precursor cells after muscle injury.
Medicine and science in sports and exercise 24 (2):197-205

33. Shefer G, Oron U, Irintchev A, Wernig A, Halevy O (2001) Skeletal muscle cell activation
by low-energy laser irradiation: a role for the MAPK/ERK pathway. Journal of cellular
physiology 187 (1):73-80.

34. Shefer G, Partridge TA, Heslop L, Gross JG, Oron U, Halevy O (2002) Low-energy laser
irradiation promotes the survival and cell cycle entry of skeletal muscle satellite cells. Journal
of cell science 115 (Pt 7):1461-1469

35. Gomes AR, Soares AG, Peviani S, Nascimento RB, Moriscot AS, Salvini TF (2006) The
effect of 30 minutes of passive stretch of the rat soleus muscle on the myogenic differentiation,
myostatin, and atrogin-1 gene expressions. Archives of physical medicine and rehabilitation 87
(2):241-246.

36. Oron U (2006) Photoengineering of tissue repair in skeletal and cardiac muscles.
Photomedicine and laser surgery 24 (2):111-120.

68



Parte IT - Manuscrito 1T

37. Bibikova A, Belkin V, Oron U (1994) Enhancement of angiogenesis in regenerating
gastrocnemius muscle of the toad (Bufo viridis) by low-energy laser irradiation. Anatomy and
embryology 190 (6):597-602

38. Kipshidze N, Nikolaychik V, Keelan MH, Shankar LR, Khanna A, Kornowski R, Leon M,
Moses J (2001) Low-power helium: neon laser irradiation enhances production of vascular
endothelial growth factor and promotes growth of endothelial cells in vitro. Lasers in surgery
and medicine 28 (4):355-364.

39. Fukushima K, Badlani N, Usas A, Riano F, Fu F, Huard J (2001) The use of an antifibrosis
agent to improve muscle recovery after laceration. The American journal of sports medicine 29
(4):394-402

40. Rizzi CF, Mauriz JL, Freitas Correa DS, Moreira AJ, Zettler CG, Filippin LI, Marroni NP,
Gonzalez-Gallego J (2006) Effects of low-level laser therapy (LLLT) on the nuclear factor
(NF)-kappaB signaling pathway in traumatized muscle. Lasers in surgery and medicine 38
(7):704-713.

69



Parte 11T

Parte 111
—————

70



Parte III - Consideracoies finais

Consideragoes finais

Enfatizando as condicBes experimentais especificas dessa tese e considerando seus

resultados, julgamos validas as seguintes conclusdes:

I}

O modelo de criolesdo causou mudangas morfolégicas no tecido muscular
caracterizadas por alteracfes na aquitetura muscular, edema intercelular, presenca de
células inflamatorias associada a alta concentracdo de lisossomos considerado como
prova de necrose tecidual. A analise morfométrica permitiu verificar que a LLLT

reduziu a area de lesdo muscular.

A LLLT atenuou o estresse oxidativo e nitrativo no masculo esquelético apos leséo,
diminuindo a producdo de NO, peroxidacdo lipidica e expressdao protéica de
nitrotirosina, provavelmente devido a reducdo na expressdo protéica de INOS e
aumento da expressdo génica de SOD. Além disso, modulou a resposta inflamatdria,
reduzindo a expressdo génica de NF-kfB, bem como a producdo de TNF-a, IL1-p ¢
expressdo génica de COX-2 da area lesada.

A LLLT favoreceu a regeneracao muscular, reduzindo a porcentagem de area lesada
apos criolesdo, aumentando a expressdao do mRNA dos fatores transcricionais Myod e
miogenina, e de VEGF. Observamos também que a LLLT preveniu a fibrose tecidual
neste modelo, devido a reduzida expressao do mRNA de TGF-p e da deposicdo de
colageno.

Nossos dados confirmam que a LLLT reduz a inflamacdo e favorece a regeneragéo

muscular, por biomodular a expressdao e/ou atividade de diferentes marcadores bioldgicos.

Contudo, persiste a necessidade de novos estudos utilizando diferentes parametros de

irradiacdo e periodos de analise, a fim de elucidar os mecanismos de acdo da irradiacdo

eletromagnética laser sobre o processo de regeneragdo muscular. A descoberta destes

mecanismos possibilitara preconizar protocolos de tratamento cada vez mais eficientes em

reabilitacdo muscular.
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- Tabela normativa desenvolvida pela Associacdo Mundial de Terapia
Laser (Walt 2010) e recomendada para reabilitacéo clinica de algumas

condicdes inflamatdrias

WALT

Recommended treatment doses for Low Level Laser Therapy
Laser class 3 B, 780 - 860nm GaAlAs Lasers. Continuous of pulsed, mean output: 5 - SO0mW
Iradiation times should range between 20 and 300 seconds

Diagnoses

Tendinopathies Points or cmg Joules T80 - 820nm__ | NHotes

Carpal-tunnel 2-3 a8 Minimum 4 Joules per point
Lateral epicondylitis 1-2 4 Maxdimum 100mWfem2
| Biceps humeri ¢.l. 1-2 ]

Supraspinatus 2-3 3] Minimum 4 Joules per point
Infraspinatus 23 B Minimum 4 Joules per point
Trochanter major 24 g

Patellartendon 23 8

Tract lhiotibialhs 1-2 4 Maximum 100mWem2
Achilles tendon 2-3 B Maxdmum 100mW/em2
Plantar fasciitis 2-3 8 Minimum 4 Joules per point |
Arthritis Points or cme Joules

| Finger PIP or MCP 1-2 4

Wrist 2-4 8

Humenoradial joint 1-2 =

| Elbow 2.4 8

Glenchumeral joint 24 B Minimum 4 Joules per point |
Acromioclavicular 1-2 4

Tempomomandibular 1-2 4

Cervical spine 412 16 Minimum 4 Joules per point
Lumbsar spine 48 16 Minimum 4 Joules per point
Hip 24 12 Minimum & Joules per point
Knee medial 3-6 12 Minimum 4 Joules per point
Ankle 2-4 8

Diaily treatment fior 2 weeks or treatment every other day for 3-4 weeks is recommended
Irradiation should cover mast of the pathological tissue in the tendon/symovia.

Start with energy dose in table, then reduce by 30% when inflammation is under control
Therapeutic dose windows typically range from +- 50% of given values, and doses outside
these windows are inappropriate and should not be considered as Low Level Laser Therapy.
Recommended doses are for white/caucasian skin types based on results from clinical tials or

extrapolation of study results with similar pathology and ultrasonographic tissue measurements.

Disclaimer

The list may be subject to change at any time when more reseanch tnals are baing published.

World Association of Laser Therapy i3 not responsible for the application of laser therapy in

patients, which should be performed at the sole discretion and responsibility of the therapist.
Revised April 2010
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