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RESUMO

Introdugédo: Estudos tém demonstrado que o desuso muscular induz muitos
efeitos deletérios, tais como a proliferacdo do tecido conjuntivo intramuscular,
hipotrofia muscular, redugdo das reservas de glicogénio, da densidade dos
capilares, dos sarcomeros em série, da forca e resisténcia a fadiga. Os efeitos
da fotobiomodulag&o por LED pulsado de 630nm no tecido muscular ainda n&o
sdo bem conhecidos. A presente tese concentrou suas analises em trés
vertentes: Acdo da ledterapia na secrecdo de insulina em ilhotas
pancreaticas isoladas de ratos, no qual se avaliou in vitro se a LEDterapia
modifica a resposta secretodria de insulina em ilhotas pancreéticas isoladas e
incubadas na presenca de diferentes concentracfes de glicose e verificou-se
gue promoveu aumento na secre¢ao de insulina, potencializando o efeito gerado
por concentracdes crescentes de glicose; Acdes daled terapia naimobilizacao
muscular, onde analisou em ratos o efeito da LEDterapia em musculos
submetidos a imobilizacdo e concluiu-se que propiciou melhores condicdes
energéticas e possivelmente estruturais, minimizando eventos da imobilizagéo;
e RelacBes metabdlicas e concentracdo de miocinas na terapia com led:
estudo em musculos imobilizados, onde foram  estudados animais
submetidos a imobilizacdo muscular e analisados 0s seguintes parametros:
reservas de glicogénio do musculo gastrocnémio, a relacdo proteina/DNA
(PT/DNA, indicativo da massa) e as concentracfes plasmaticas das citocinas,
IL-6, e TNF-a e verificou-se os beneficios da fototerapia com LED como
coadjuvante de tratamentos que busquem melhorar as condi¢cdes quimio
metabolicas de masculos submetidos ao desuso. Resultados: nos modelos de
imobilizacdo a fotobiomodulacdo minimizou os efeitos deletérios deflagrados
pelo desuso, propiciando melhores condi¢cdes metabdlicas, menor perda de
massa e melhora na relacéo proteina total/DNA. Além disto, a fotobiomodulacéo
foi importante para a diminuicdo da producao da citocina TNFa, que é uma das
principais citocinas de carater inflamatorio, a qual, inibe a sinalizac&o insulinica.
Conclusao: os trabalhos indicam que a fotobiomodulagédo com LED se mostrou
eficaz em minimizar as alteracdes geradas pelo desuso muscular.

Palavras chaves: fotobiomodulacao, imobilizacado, citocinas, insulina



ABSTRACT

Introdution: Studies have shown that muscle disuse induces many deleterious
effects, such as the proliferation of intramuscular connective tissue, muscle
hypotrophy, reduction of glycogen stores, capillary density, serial sarcomeres,
strength and resistance to fatigue. The effects of 630nm pulsed LED
photobiomodulation on muscle tissue are well known. The present thesis
concentrated its analyzes on three aspects: Action of ledtherapy on insulin
secretion in isolated pancreatic islets from rats, in which it was evaluated in
vitro whether LEDtherapy modifies the secretory response of insulin in isolated
pancreatic islets and incubated in the presence of different concentrations
glucose and it was found that it promoted an increase in insulin secretion,
potentiating the effect generated by increasing glucose concentrations; Actions
of led therapy on muscle immobilization, where the effect of LED therapy on
muscles submitted to immobilization was analyzed in rats and it was concluded
that it provided better energy and possibly structural conditions, minimizing
immobilization events; e Metabolic relationships and myocin concentration
in led therapy: study in immobilized muscles, where animals subjected to
muscle immobilization were studied and the following parameters were analyzed:
glycogen reserves of the gastrocnemius muscle, the protein / DNA ratio (PT /
DNA, indicative of mass) and plasma concentrations of cytokines, IL-6, and TNF-
a and the benefits of phototherapy with LED as an adjunct to treatments that seek
to improve the chemochemical metabolic conditions of muscles subjected to
disuse were verified. Results: in immobilization models, photobiomodulation
minimized the deleterious effects caused by disuse, providing better metabolic
conditions, less mass loss and improvement in the total protein / DNA ratio. In
addition, photobiomodulation was important to decrease the production of the
cytokine TNFa, which is one of the main cytokines of an inflammatory character,
which inhibits insulin signaling. Conclusion: studies indicate that
photobiomodulation with LED has been shown to be effective in minimizing
changes caused by muscle disuse.

Keywords: photobiomodulation, immobilization, cytokines, insulin.
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1 CONTEXTUALIZACAO

A principal diferenca da luz emitida pelo LED em relacdo a emitida por um
laser € a auséncia de coeréncia. Essa coeréncia ndo € responsavel pelos efeitos
de terapias com laser de baixa poténcia, pois esta propriedade se perde nas

primeiras camadas de tecido bioldégico (MAFULINI, 2002).

A razdo do aumento de pesquisas buscando comparar os efeitos da
fototerapia com o uso de LEDs em substituicdo ao laser é que, diferente do
comprimento de onda, a sua coeréncia ndo € um fator importante para o efeito
biomodulador. Além disso, os aparelhos que emitem radiacdo laser tém alto
custo, fazendo-se necessaria a busca por fontes luminosas alternativas. Nesse
contexto, os LED's surgem como uma excelente opcdo em virtude do seu
potencial de acdo e de seu valor mais barato (SACOMO, 2008). Estudos de Karu
et al. registraram resultados clinicos satisfatérios sob o aspecto das diferentes
fontes de luz, sugerindo efeitos benéficos advindos da terapia com LED em

diversos tipos de lesdes cutaneas.

A plasticidade das fibras musculares esqueléticas permite que estas
sejam capazes de se adaptar deflagrando mudancas no seu tamanho ou na
tipagem. Multiplos estimulos podem promover estas mudangas, merecendo
destaque os modelos de desuso muscular, alteracdes hormonais, nutricao,
estimulacgdo elétrica neuromuscular, entre outros (LIEBER et al., 2017).

Estudos tém demonstrado que o desuso muscular induz muitos efeitos
deletérios, tais como a proliferacéo do tecido conjuntivo intramuscular, hipotrofia
muscular, reducdo das reservas de glicogénio muscular, da densidade dos

capilares, dos sarcomeros em série, da forca e resisténcia a fadiga (ATHERTON
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et al., 2016; FRONTERA; OCHALA, 2014, YANG, 2014). Além disso, Lieber
(2002) afirma que os mauasculos considerados antigravitacionarios, 0s
uniarticulares e os que possuem maior proporcéo de fibras lentas sdo os mais
vulneraveis a atrofia.

A atrofia muscular € um processo complexo e diferencas significativas séo
encontradas como resultados de modelos utilizados para provocar o desuso.
(HYATT et al., 2019; JIN ZHOU et al., 2016).

Além da reducdo da massa muscular, estudos tém demonstrado que o
desuso induz proliferacdo do tecido conjuntivo intramuscular, tanto no perimisio
quanto no endomisio, além de induzir aumento do “turnover” do colageno no
tecido conjuntivo (CICILIOT et al., 2013).

Na literatura h& contradi¢cdo no entendimento dos efeitos da reducdo na
atividade muscular sobre proteinas ndo miofibrilares causando uma
especificidade na resposta, ou seja, em alguns modelos experimentais observa-
se reducdo tanto na populacdo de proteinas transportadoras de glicose do tipo
GLUT4, quanto na efetividade das proteinas sinalizadoras citosdlicas. No
entanto, em modelos de imobilizagdo de membros, suspensdo dos membros
posteriores em ratos e protocolos de atividade fisica, tem sido destacado a
expressdo do GLUT4 e captacéo de glicose, dependendo de fatores como tempo
e tipo de imobilizacdo (RICHTER; HARGRAVES, 2013).

Hirose et al. (2000) estudaram a via sinalizadora da insulina em ratos
que tiveram a pata esquerda imobilizada por fixacao do joelho e tornozelo a 90°
durante sete dias, e verificaram reducdo na transducédo do sinal intracelular
estimulado pela insulina, sugerindo déficit na ativacdo do receptor de insulina

(IR) e nas moléculas ativadas a partir deste, incluindo a fosforilagdo do IRS-1


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Zhou+J&cauthor_id=27025788
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(substrato 1 do receptor de insulina) e a ativacdo da PI3-K (fosfatidilinositol 3-
quinase), indicando que o quadro de resisténcia a insulina também pode ser
desencadeado na imobilizacéo.

No aspecto molecular, sabe-se que o fator de transformacédo de
crescimento beta 1 (TGF-B1) € uma citocina correspondente aos membros da
familia do TGF-B (3 transforming growth factor), cuja acdo estd em inibir a
proliferagdo e diferenciagdo musculares, de tal forma a inibir a transcricao de
genes da familia MyoD (FOSCHINI; RAMALHO; BICAS, 2004).

Rathbone et al. (2011) verificaram no estudo em cultura de células
satélites de ratos adultos com o implemento de TGF-, que nas 48 horas iniciais
houve decréscimo na quantidade do fator de transcricdo MyoD, ponderando a
interferéncia do TGF-B1 na ativacdo celular, mantendo as células satélites
quiescentes. Frente as caracteristicas morfoldgicas, bioguimicas e funcionais
da fibra muscular observadas ap6s o desuso, diversas propostas tém sido
empregadas na tentativa de minimizar os efeitos deletérios ou de acelerar a
recuperacéao funcional pos-imobilizacdo (KODAMA et al., 2012).

Para que as células mantenham o equilibrio metabdlico e funcional
necessitam de um eficiente suprimento de substancias metabolizaveis ou que
permitam recuperacao a curto prazo, quando em condicéo de desuso, inclusive
da disponibilidade de nucleotideos, como por exemplo as células sanguineas,
que necessitam de proliferacdo celular rapida na medula 0ssea e as células da
vilosidade intestinal que frequentemente necessitam de reparagdo (THOMSON,
2018; TIDBALL, 2011).

A maior parte dos estudos tem por objetivo verificar a efetividade dos

recursos terapéuticos na recuperacao tecidual pdés imobilizacdo, destacando
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acOes direcionadas a prevencdo das alteragcbes morfolégicas e funcionais
advindas da imobilizagcdo (MOON et al., 2018; SUN et al., 2013).

A terapia de fotobiomodulagéo (FBM) é uma modalidade promissora que
ganhou popularidade em diferentes areas da saude. Anteriormente chamada de
terapia a laser de baixo nivel (LLLT) ou terapia de diodo emissor de luz (LEDT),
a FBM melhorou efetivamente o desempenho muscular aumentando os tempos
de exercicio e reduziu a fadiga muscular, limitando as perdas de forca pds-

exercicio (FERRARESI; HAMBLIN; PARIZOTTO, 2012).

1.1 Citocinas

As citocinas sdo um grupo de proteinas de baixo peso molecular, que
atuam na intercomunicacéo celular. As citocinas séo liberadas em decorréncia
de diferentes estimulos e interagem com os seus receptores regulando a funcéo
celular. As citocinas estdo intimamente relacionadas ao processo inflamatério. O
Fator de necrose tumoral alfa (TNF- o), foi descoberto em 1975 por Carswell et
al., sendo considerada uma das principais citocinas relacionadas aos processos
inflamatorios e imunes, agindo em diferentes partes do corpo. Ele é secretado
por macréfagos, linfocitos e mondcitos, sendo a presenca de lipopolissacarideos
(LPS) bacterianos o principal estimulo para que isto ocorra (BINGHAM, 2002).

O tecido muscular esquelético € extremamente dinamico visto sua
capacidade de responder e ajustar tanto a estimulos ambientais, quanto a
capacidade de secretar muitos fatores que modulam o trofismo (BROHOLM;
PEDERSEN, 2010; LIGHTFOOT; COOPER, 2016).

Muitas citocinas e fatores de crescimento sao produzidos pelo proprio

musculo ou pelas células inflamatorias infiltradas durante processos
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regenerativos, como exemplo destacam-se o fator de crescimento semelhante a
insulina (IGF1), fator de crescimento de fibroblastos, fator de crescimento
transformador B e interleucina (IL-4), fatores que controlam a homeostase, a
regeneracao e o crescimento do musculo esquelético, em parte pela regulacao
das funcbes das células satélites. (CONVIGTON et al., 2016; MANABE, 2018;
PEDERSON; FEBBRAIO 2012).

Durante a ultima década, foram reconhecidos novas miocinas produzidas
principalmente pelo muasculo em contragdo, quer seja pela dinamica fisiolégica
ou através do uso de estimulacao elétrica, em especial a interleucina 6 (IL-6) e
um fator inibidor da leucemia (LIF). Cabe ressaltar que o equilibrio da
homeostasia metabdlica depende de varios fatores, no entanto, a investigacao
da participacdo das interleucinas tem permitido uma nova visdo sobre as
interrelacdes no controle de funcdes anabodlicas e metabdlicas (PEAKE et al.,
2015; SANCHIS-GOMAR et al., 2019).

A base cientifica que fundamenta as relacGes estruturais e funcionais
entre miocinas e homeostasia do sistema musculo esquelético foi inicialmente
revisada e descrita em uma publicacéo direcionada ao tema na década de 80 e
por ser importante merece esta citacdo (MOOREN; VOLKER, 1985). A IL-6,
primeira miocina descrita na literatura e apresentada por Steensberg et al.
(2000), além de ser produzida no musculo esquelético em decorréncia de
contragcdes musculares também pode ser produzida em outros tecidos. Existe
evidéncia de que a IL-6 atua estimulando a proliferacdo de células satélites apos
dano agudo e, portanto, possuindo um papel na hipertrofia muscular. Quando
em exercicio fisico, a liberacdo da IL-6 se faz de forma independente da

liberacdo do Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-a). Nessas condi¢fes, a IL-6
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atua inibindo a producédo e secrecdo de TNF-a e seus receptores sollveis. A
literatura cientifica demostra que niveis circulantes elevados de IL-6 estdo
associados com inatividade fisica e o risco aumentado de sindrome metabdlica
(PEDERSEN, 2012; BAE, 2019).

Na literatura cientifica tém sido identificado mdultiplas a¢fes ligadas as
miocinas IL-4, IL-15 e IL6, com destaque na capacidade de controlar a hipertrofia
do musculo esquelético, aumento da oxidacdo do tecido adiposo, aumento da
sensibilidade a insulina mediado e acdo anti-inflamatéria mediado principalmente
pela IL-6 (LEON et al., 2012; PICCIRILLO, 2019).

Sobre a interleucina (IL) -15, é expressa no musculo esquelético e
acredita-se ser uma miocina, cuja concentracdo aumenta rapidamente quando
se eleva a contracdo muscular. No que se refere a IL-15 tem sido observado
adaptacdes metabdlicas, como melhora da sensibilidade a insulina e oxidacdo
de acidos graxos. A IL-15 secretada pela contracdo muscular pode, portanto,
atuar como um fator endécrino para melhorar o metabolismo energético em
diferentes tecidos. (FENGNA et al., 2017).

Ha evidéncias mostrando que os niveis de IL-15 sdo mais altos no
intersticio muscular e que a IL-15 pode melhorar a homeostase da glicose
muscular e o metabolismo oxidativo de maneira autocrina / paracrina. Assim,
tem-se demonstrado que a IL-15 atua como um fator anabolico para o musculo
esquelético, e tem relacdo com a ativacdo das vias insulinicas citosélicas
(FUJIMOTO et al., 2019).

No que se refere a interleucina (IL) -6 € uma citocina com funcdes
pleiotrépicas (do grego pleio = "muito” e tropo = "mudanca”) em diferentes

tecidos e o6rgdos. Em especial, a IL-6 estd associada a estimulacdo do
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crescimento muscular hipertréfico e da miogénese por meio da regulacdo da
capacidade proliferativa das células-tronco musculares. Efeitos benéficos
adicionais da IL-6 incluem a regulacio do metabolismo energético.
Paradoxalmente, acdes deletérias para a IL-6 também foram propostas, como
promocao de atrofia e perda de massa muscular (KAMI; SENBA 1998; MUNOZ-
CANOVALES et al., 2013).

Recentes estudos tém descrito que a IL- 6 € definida como uma citocina
anti-inflamatéria que pode atuar como fator de crescimento visto sua capacidade
de controlar as acdes distintas das células satélites ao longo do processo
miogénico (HODY et al., 2019).

Estudos mostraram que IL-6 contribui para a regeneracao muscular ap6s
lesdo e isso pode envolver um efeito estimulante na proliferacdo de células
satélites e ativacdo das vias citosodlicas ligadas a sinalizacdo insulinica, sendo
possivel que haja forte ligacdo na relacdo funcional entre células satélites e
funcdes reparadoras. (HE et al., 2018; KIDO et al., 2016).

Apesar de haver fortes evidéncias nas a¢des autocrinas da IL-6, merece
destacar que ha infiltracéo de células inflamatérias que secretam outras citocinas
modificando o microambiente local (SERRANO et al., 2008; WAHL et al., 2015).

A producdo muscular esquelética e a liberacéo de IL-6 sdo reguladas tanto
pela contracdo muscular quanto pela disponibilidade de substrato. Assim,
quando o glicogénio muscular € baixo, € maior a producdo de IL-6 e sua
liberacdo durante o exercicio. Esse achado é compativel com a ideia de que a
IL-6 derivada do musculo funciona como um sensor de energia (PEDERSEN,
2012). De acordo, a disponibilidade aprimorada de glicose e a adaptacdo ao

treinamento atenuam o0 aumento sensivel ao exercicio na concentracdo


https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&prev=search&pto=aue&rurl=translate.google.com&sl=en&sp=nmt4&u=https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4163639/&usg=ALkJrhi_9zPT87Ig0vVcL8CYrY5B9DziLQ#febs12338-bib-0085
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plasmatica de IL-6. A descoberta de que a IL- 6 € liberada na corrente sanguinea
durante o exercicio e que essa liberagcdo depende da disponibilidade de
substrato durante o exercicio, sugeriu que a IL-6 desempenha um papel na
manutencao do status energético durante o exercicio (WOLSK et al., 2010).

Ha evidéncias de que a IL-6 também atua regulando o metabolismo das
células B pancreaticas e na secrecao de insulina. Bouzakri et al. (2011)
sugeriram a existéncia uma nova via de comunicagdo entre o musculo
esquelético e as células B que é regulada pela resisténcia a insulina e poderia
contribuir para a massa funcional normal das células 3 em individuos saudaveis,
bem como em diabéticos, assim, a IL-6 medeia a¢ces cruzada entre os tecidos
sensiveis a insulina e as ilhotas pancreéticas.

E importante destacar os efeitos positivos da IL-6 e outras miocinas que
estdo normalmente associados a producéo transitéria, acdo a curto prazo, no
entanto, é consenso sua participacdo em dinamicas de reparo frente ao desuso

muscular. (WUNDERLICH et al., 2010).

1.2 O Sinal Insulinico no Musculo Esquelético

As proteinas do substrato do receptor de insulina (IRS) sdo uma familia
de proteinas citoplasmaticas que integram e coordenam a transmisséao de sinais
do ambiente extracelular para o intracelular via receptores transmembrana,
regulando assim o crescimento, metabolismo, sobrevivéncia e proliferacédo
celular. As vias de sinalizagdo PI3K / AKT / mTOR e MAPK sao as vias de
sinalizacdo mais bem caracterizadas, ativadas pela sinalizagcdo IRS (vias

canodnicas). O substrato-1 do receptor de insulina (IRS1) e o substrato-2 do


https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&prev=search&pto=aue&rurl=translate.google.com&sl=en&sp=nmt4&u=https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4163639/&usg=ALkJrhi_9zPT87Ig0vVcL8CYrY5B9DziLQ#febs12338-bib-0088
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receptor de insulina (IRS2) sdo as proteinas IRS mais bem caracterizadas em
processos hematolégicos (WHITE, 1998).

Quando fosforiladas, as proteinas IRS podem ligar a varios dominios
contendo homologia Src (SH2) proteinas, incluindo PI3K, GRB2, SHP2,
resultando na ativacdo de multiplas vias de sinalizag&o, especialmente o PI3K /
AKT / mTOR e vias MAPK (KRYCER et al., 2010).

A insulina também estimula a mitogen-activated protein quinase (MAP),
que é uma via iniciada com a fosforilacdo das proteinas IRS e/ou Shc, que
interagem com a growth factor receptor-bound protein 2 (Grb2), proteina
adaptadora envolvida na transducgéo de sinal (AKERSTROM et al., 2014).

A GRB2 esta constitutivamente associada a SOS, proteina que troca
GDP (guanosina difosfato) por GTP (guanosina trifosfato) da Ras (proteina liga
a um gene ativador) ativando-a. A ativacdo da Ras requer a participacao da
SHP2. Uma vez ativada, Ras estimula a fosforilagdo em residuo serina da
cascata da MAPK que leva a proliferacéo e diferenciacao celulares. A insulina
aumenta a sintese e bloqueia a degradacéo de proteinas através da ativacao da
MTOR (enzima alvo da rapamicina ligada ao anabolismo). A mTOR controla a
translacdo de proteinas diretamente através da fosforilagdo da p70- ribossomal
S6 quinase (p70'K), que ativa a sintese ribossomal de proteinas através da
fosforilacdo da proteina. A mTOR também fosforila a PHAS1 (enzima da via
anabdlica intracelular), que aumenta a sintese proteica via aumento da
translacéo de proteinas (CROSS et al., 1995).

Recentes publicacdes indicam que técnicas fisioterapéuticas, como treino
de forca muscular, tem a capacidade de atuar ativando as vias insulinicas

citosdlicas nas fibras musculares (FANG et al., 2018; ZHU et al., 2017). Ha de


http://pt.wikipedia.org/wiki/Transdu%C3%A7%C3%A3o_de_sinal
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se considerar que estes dados podem determinar uma nova abordagem no
ambito molecular que possa identificar as relagdes funcionais vinculados a

pratica fisioterapéutica.

1.3 Fotobiomodulacao

Os Lasers e LEDs com diferentes doses de energia produzem
determinados efeitos sobre os vasos sanguineos da pele. Véarios estudos
seguem a fototerapia fundada na curva Basica de Arndt-Shultz como ideais para
estimular a producdo de células endoteliais e consequente angiogénese
(AGAIBY et al., 2000; KIPSHIDZE et al., 2001, SCHINDL, 2003), além da
producao de fibroblastos e colageno (REDDY et al., 2001, PEREIRA et al., 2002;
REDDY, 2003). Por outro lado, alguns autores justificam a utilizacédo de fluéncias
elevadas para fotobiomodular a cicatrizacdo de feridas (AL-WATBAN et al.,
1997; AL-WATBAN et al., 1999).

A fotobiomodulacéo induz efeitos fotoquimicos nas células por meio da
absorcao de luz. Este fenbmeno, conhecido como terapia de fotobiomodulacao,
pode influenciar a atividade celular ou funcbes quimicas e fisiologicas,
promovendo altera¢cdes no metabolismo energético e aumentando a circulagcéo
colateral e a expressdo génica, segundo Huang et al. (2011). Além disso, a
terapia de fotobiomodulacdo pode reduzir a inflamacéo e diminuir o estresse
oxidativo, trazendo alguns beneficios relacionados aos musculos (LEAL-JUNIOR
et al., 2015).

A literatura mostra os beneficios do uso da fototerapia em induzir

processos fisiologicos celulares (NAMPO et al., 2016). Estudos comparativos
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entre Laser de baixa intensidade e LED tem descrito que o LED exige maiores
dosagens para compensar a reflexdo e a divergéncia da luz, entretanto mostram
as vantagens dos LEDs que incluem a facilidade de uso doméstico, capacidade
de irradiar uma grande area de tecido de uma so6 vez, e custo muito mais baixo
por mW (HEISKANEN, HAMBLIN, 2018; PAOLILLO et al., 2011).

Existe um consenso indicando que o0s eventos decorrentes da
fotobiomodulacao se fundamentam na capacidade das células absorverem a luz
através de sistemas fotorreceptores (LEAL-JUNIOR et al., 2015).

Estes fotorreceptores, uma vez estimulados pela luz, promovem
modificacbes na permeabilidade da membrana celular, nos sistemas
transportadores transmembranicos, e com iSso geram expressivas mudancas na
face intracelulares. Em suma, os fétons que penetram a membrana celular
estimulam enzimas mitocondriais, tais como a citocromo C oxidase, promovendo
aumento da producdo de ATP de forma aerObia (BORSA et al., 2013).
Concomitante a aplicacdo da fotobiomodulagdo observa-se ativagcdo de uma
cascata de sinalizacdo intracelular com aumento da fosforilagdo da mTOR,
diminuicdo da CK e de ROS, melhora da resisténcia da fadiga, entre outros
(FERRARESI et al., 2012; LEAL-JUNIOR et al., 2015).

Especificamente, a citocromo C oxidase € uma enzima da cadeia
transportadora de elétrons da mitocondria, onde 90% do oxigénio € reduzido
atuando expressivamente na regulacdo do metabolismo aerdbio. Esta acao foi
reiterada em modelo experimental onde uma unica aplicacdo elevou a atividade
da citocromo C oxidase (ALBUQUERQUE-PONTES et al., 2015; HAYWORTH

et al., 2010).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Heiskanen%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30044464
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Outro ponto a se considerar € que fotobiomodulagcdo estad associada a
outros fatores, tais como 0 aumento da oxigenacdo tecidual e atividade
morfofuncional mitocondrial e aumento na fosforilagdo da enzima AMPK
(HUMBLIN, 2018).

No aspecto vascular, desenvolvido com animal de experimentacéo, foi
descrito que a fototerapia promoveu uma potente vasodilatacdo arteriolar
elevando o fluxo sanguineo em aproximadamente 20% (BARONI et al., 2010;
MAEGAWA et al., 2000).

Por sua vez, um estudo em humanos submetidos a FBM por LED
demonstrou aumento da performance ao realizar um protocolo de fadiga do
quadriceps, tal fato, pode ter relacdo com o melhor suprimento sanguineo para
o musculo (FERRARESI, 2012), estimulo da cadeia respiratoria mitocondrial
(BARNETT, 2006) aumento do clearence do &cido latico (DE MARCHI et al.,

2012) e aumento da microcirculagéo.

Mediante o exposto levanta-se a seguinte questdo: a fotobiomodulagéo
com LED tem capacidade de reverter e/ou minimizar os efeitos deletérios do

desuso muscular decorrente da imobilizagdo?

1.4 Hipoteses
As hipéteses da presente tese sao:
- O LED teria a capacidade de aumentar a secrecdo de insulina nas ilhotas

pancreaticas em diferentes concentracdes de glicose.
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- A fotobiomodulacdo com LED teria a capacidade de regular a homeostasia
energética muscular e minimizar a acdo de fatores deletérios as fibras
musculares e aumentar a capacidade de resisténcia a tragao.

- O aumento das miocinas e a diminuicdo sérica de citocinas inflamatorias

poderiam ser otimizados pela fotobiomodulagdo com LED.

1.5 Objetivos
1.5.1 Objetivo Geral
Verificar o efeito da fotobiomodulag&o na secrecédo de insulina de ilhotas

pancreaticas e no musculo esquelético imobilizado.

1.5.2 Objetivos Especificos

- Avaliar in vitro se a FBM com LED modifica a resposta secretoria de insulina
em ilhotas pancreéticas de ratos isoladas e incubadas na presenca de diferentes

concentracdes de glicose.

- Avaliar em ratos o efeito da FBM com LED em musculos submetidos a

imobilizacdo nas condi¢cdes metabdlicas e na resisténcia a tracao.

- Avaliar os efeitos da imobilizagdo muscular nas reservas de glicogénio do
musculo gastrocnémio de ratos, a relagédo proteina/DNA (PT/DNA, indicativo da

massa) e as concentragdes plasmaticas das citocinas IL-6 e TNF-a.

1.6 Metodologias

A tese foi baseada em trés estudos com a aplicacdo da

fotobiomodulac&o por LED em diferentes situagdes, descritas a seguir:
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1.6.1 Estudo |

Acdo da Ledterapia na Secrecao de Insulina em llhotas Pancreaticas

Isoladas de Ratos: Estudo In Vitro.

Grupos experimentais: Para avaliacdo da resposta secretéria da insulina,
ilhotas pancreaticas de ratos Wistar saudaveis pesando de 180-200g, obtidos no
biotério da UNIMEP/Piracicaba, foram isoladas pelo método da colagenase.
Para tal, os animais foram sacrificados por concussao cerebral e decapitados
para sangria. Apds laparotomia e localizagdo do ducto biliar comum, esse foi
ocluido no extremo distal junto ao duodeno e dissecado proximo ao pediculo
hepético, onde se introduziu uma cénula de polietileno. Cerca de 8 ml de solucdo
de Hanks contendo 8 mg de colagenase, foram injetados via canula, provocando
um fluxo retrégrado e a divulsdo do tecido acinoso. O péancreas foi retirado,
transferido para um tubo de ensaio (12x2cm) e incubado em banho maria por
aproximadamente de 18 min a 37°C.

Em seguida, ainda em 37°C, o conteddo do tubo foi agitado
vigorosamente por um minuto e vertido em um Becker sendo misturado com
solucdo de Hanks. O sobrenadante foi aspirado com seringa (50 ml) apo6s
decantacédo. A operacéo foi repetida por 3 vezes e o produto final foi transferido
para placas de Petri, de onde, e sob lupa, as ilhotas foram coletadas por
aspiracdo com auxilio de pipeta de vidro de ponta afilada.

As ilhotas isoladas foram coletadas alternadamente, formando 2 grupos

experimentais denominados controle e tratamento com LEDterapia (LED), logo
apos, foram transferidas para uma placa acrilica com pocos medindo 0,7

mm/1lcm de profundidade nos quais foram colocadas 5 ilhotas em cada poco e
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preenchido com solucéo de Krebs contendo as seguintes concentracdes de
glicose: 2,8; 5,6; 8,3; 11,1 e 16,7 mmol/L. O tempo de incubacdo foi de 80
minutos.

Aplicacao LED: O grupo de ilhotas tratadas com LED (BIOS THERAPY I,
BIOS Industria e Comércio de equipamentos médicos LTDA,
CNPJ:08.957.047/0001-50), foi submetido a exposi¢cdo da terapia na condi¢céo
de emissdo de 630nm, poténcia 500 mW e densidade de energia de 6 J/cm?
aplicado em 4 sessfes de 30s sequenciais a cada 20 minutos. Os parametros
utilizados acompanharam a indicacao presente no manual BIOS que acompanha
o aparelho (Classificagdo Técnica Segundo ISO IEC 60601-2-57) e a dinamica
da incubacgéo e estimulagéo das ilhotas (Tabela 1).

Tabela 1: Parametros do LED utilizados no estudo |
Caracteristicas

Numero de LEDs 104 (56 diodos de 660nm)
Modo de operacéo Pulsado
Comprimento de onda 630nm = 20nm
Poténcia 500 mW
Irradiancia espectral 190 mW/cm2
Frequéncia de disparo 50 Hz (x5%)
Intervalo de pulso 10 ms

Area de irradiacéo 1,76 cm?
Densidade de energia 6 J/cm?
Tempo de tratamento 120s

Energia total 60 J

Determinacé&o da concentracdo de insulina: Apos o periodo de incubacao,
0 sobrenadante foi retirado com o auxilio de pipeta de vidro afilada e
acondicionado em eppendorf sob gelo sendo prontamente transferido para o
freezer onde permaneceu entre 7 e 10 dias. Posteriormente, a concentracéo de

insulina no sobrenadante foi determinada pelo método ELISA (enzyme linked
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imunosorbent assay, Linco Research ™, St Charles — MI, USA), expressa em

ng/ilhota.

1.6.2 Estudo Il

Acdes da Led Terapia na Imobilizacao Muscular

Grupos experimentais: Foram utilizados ratos Wistar, com dois meses de
idade (180-200 g/massa) obtidos do biotério da UNIMEP/Piracicaba. Os animais
foram alimentados com racdo e 4gua ad libitum e mantidos em ambiente com
temperatura constante de 23 = 2 °C e ciclo claro escuro controlado de 12 h e
distribuidos em grupos experimentais com n=10 e assim denominados: Controle
(C); Tratado com LEDterapia (LED); Imobilizado (I); Imobilizado tratado com

LEDterapia (ILED).

Imobilizacdo e Tratamento: A imobilizacdo foi realizada no membro
pélvico esquerdo utilizando uma o6rtese de resina acrilica, a qual manteve a
articulacéo do tornozelo em posicédo de 90°, permitindo que as articulacdes do
joelho e quadril permanecessem livres. No tratamento com LED, foi utilizado o
aparelho BIOS THERAPY II (BIOS Indastria e Comércio de equipamentos
médicos LTDA) de acordo com os parametros (630nm; 500 mW; 8 J/icm?
equivalente a 30-40s). A aplicacéo da terapia foi pontual, por 7 dias consecutivos,
na qual o feixe emitido incidia no ventre do musculo gastrocnémio na posi¢ao de
90°, no intuito de otimizar a aplicagédo e acompanhando a indicacdo descrita no
Manual BIOS (Tabela 2). A LED terapia foi aplicada através de uma janela de
0,9 x 0,9 cm aberta na Ortese na regido que corresponde ao ventre do masculo

gastrocnémio.
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Tabela 2: Parametros do LED utilizados no estudo Il

Caracteristicas

NUumero de LEDs

104 (56 diodos de 660nm)

Modo de operacéo Pulsado
Comprimento de onda 630nm = 20nm
Poténcia 500 mW
Irradiancia espectral 190 mW/cmz
Frequéncia de disparo 50 Hz (£5%)
Intervalo de pulso 10 ms

Area de irradiacédo 1,76 cm?
Densidade de energia 8 J/cm?
Tempo de tratamento 30-40 s
Energia total 15a20J

Eutanasia e Coleta das amostras: Apds o periodo experimental (8° dia),

0os animais foram anestesiados com pentobarbital sodico (40 mg/Kg,

intraperitoneal) e os musculos gastrocnémio e soéleo do lado esquerdo foram
coletados e separados. Para o teste de tensdo foi utilizado o musculo
gastrocnémio (n=4 por grupo) e para as analises bioquimicas foram utilizados os

musculos gastrocnémio e soéleo (n=6 por grupo).

Teste de tenséo: O teste de tenséo foi realizado no dispositivo DL 2000-
EMIC-Brasil da Faculdade de Engenharia Mecanica da UNIMEP/SBO, onde o
musculo gastrocnémio foi mantido na posicao longitudinal e a forca de tracao
aplicada. Todas as amostras foram pré-tensionadas com 0,15 N e a velocidade
estabelecida para o ensaio foi de 5 milimetros por minuto, com as medidas

realizadas a cada 0,5 milimetro (LIMA et al., 2007) e expressas em Kdf.
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Andlise da concentracdo de glicogénio: Foram coletadas amostras dos
musculos séleo e gastrocnémio e encaminhados para avaliacdo do contetdo de
glicogénio utilizando o método do fenol em meio acido que consiste na digestao
da amostra em KOH 30%, precipitacdo em etanol e colorimetria na presenca de
acido sulfarico. O glicogénio precipitado foi submetido a hidrélise acida na
presenca de fenol conforme método do fenol sulfurico descrito por Lo, Russell e

Taylor (1970). Os valores foram expressos em mg/100 mg de peso umido.

Avaliacdo da concentracdo de proteinas e DNA: Na avaliacdo da
concentracdo de proteinas foi utilizado o KIT Protal comercializado pela
Labcenter® enquanto na avaliacdo do DNA foi utilizado o Kit de extracao de DNA
(MINI SPIN, KASVI) seguindo o calculo de relacéo proteina total/DNA conforme

KUGA et al. (2018).

1.6.3 Estudo Il

Relacdes Metabodlicas e Concentracado de Miocinas na Terapia com Led:

Estudo em Musculos Imobilizados

Grupos Experimentais: Foram utilizados ratos albinos Wistar adquiridos
da empresa ANILAB -Paulinia, SP. Os animais foram alimentados com racao e
agua ad libitum, submetidos a ciclo foto periddico claro/escuro de 12h e mantidos
em gaiolas coletivas (4 animais) a temperatura ambiente controlada em torno de
23+2°C e distribuidos em grupos experimentais, com n=8 denominados:
Controle (C); tratado com fototerapia com LED(T); Imobilizados (I) e imobilizados

tratados com fototerapia com LED (IT).
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Imobilizacdo e Tratamento: Para imobilizacao foi utilizado o dispositivo de
policloreto de vinil colocado no membro pélvico esquerdo mantendo a articulagcédo
do tornozelo na posigdo em 90° e deixando o quadril livre, cabe ressaltar que
esta condicdo de desuso foi mantida por 7 dias (SILVA et al., 2006). O aparelho
de LED Bios Therapy Il usado tem como caracteristicas poténcia 300mW,
comprimento de onda no vermelho 630nm e diametro de feixe 1,3 cm2. A
aplicacao foi pontual por uma abertura realizada na resina que corresponde a
regido medial do muasculo, por 60 segundos, com energia de 8 J/cm?, repetido 3
vezes no mesmo ponto (Tabela 3). A aplicacdo do LED ocorreu duas vezes na
semana, no 3° e no 6° dia da imobilizagao.

Tabela 3: Pardmetros do LED utilizados no estudo Il
Caracteristicas

Numero de LEDs 104 (56 diodos de 660nm)
Modo de operacéo Pulsado
Comprimento de onda 630nm = 20nm
Poténcia 300 mW
Irradiancia espectral 114 mW/cm?
Frequéncia de disparo 50 Hz (x5%)
Intervalo de pulso 10 ms

Area de irradiacéo 1,76 cm?
Densidade de energia 8 J/cm?
Tempo de tratamento 180 s

Energia total 547

Eutanasia e Coleta das amostras: Apos o periodo experimental (8° dia) os
animais foram anestesiados com pentobarbital sédico (40 mg/Kg, intraperitoneal)
e amostras de sangue foram coletados da veia femoral e acondicionados em
eppendorf, estando os recipientes sob gelo, sendo prontamente centrifugado,

também na condicdo de ambiente refrigerado e o plasma acondicionado em
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freezer -70° para posterior avaliagéo das concentragdes das interleucinas no dia

seguinte a coleta.

Determinacdo das citocinas séricas: Foi utilizado os seguintes Kits de

aplicacao laboratorial, a saber: TNF (Monoclonal Anti-TNF antibody produced in

mouse REF.000001 MARCA WH0007124M2 Sigma-Aldrich clone 1C3-Al-F4,

purified immunoglobulin, buffered aqueous solution) e IL6 (19646 Sigma-Aldrich

REF.000001 MARCA Interleukin-6 from mouse). A seguir foram coletadas

amostras do musculo gastrocnémio para avaliacdo da concentracdo de

glicogénio pelo método do fenol sulfurico; proteinas e DNA através de Kit de

aplicacao laboratorial.

1.6.4 Desenho do estudo

Figura 1: Parametros utilizados nos estudos.
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2. DESENVOLVIMENTO

2.1 Estudo |

Acdo da Ledterapia na Secrecao de Insulina em Ilhotas Pancreaticas
Isoladas de Ratos: Estudo In Vitro.
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Eduardo de Latorre Fusatto, Carlos Alberto da Silva, Bruno Ferreira Goncalves
e Silva, Helena Amaral Gongalves Fusatto e Marco Aurélio Serafim Bonvino.

Resumo

Introducdo: A manutencdo da normoglicemia depende da homeostasia nas
dindmicas funcionais do péancreas enddécrino, o qual apresenta ilhotas
pancreaticas com populacdo de células alfa e beta, secretoras de glucagon e
insulina, sendo responsaveis por ajustar a disponibilidade de glicemia de acordo
com a necessidade. Recentes estudos indicam os beneficios vinculados a
aplicacao de fototerapia com diodo emissor de luz (LED) indicando importantes
aplicabilidades da terapia, dentre elas, sugere a possibilidade de minimizar as
alteracOes glicémicas geradas pelo diabetes. Objetivo: Avaliar in vitro se a
LEDterapia modifica a resposta secretéria de insulina em ilhotas pancreaticas
isoladas e incubadas na presenca de diferentes concentracbes de glicose.
Material e Métodos: Foi utilizado o pancreas de ratos Wistar albinos divididos em
2 grupos experimentais denominados controle e tratado com LEDterapia (LED).
As ilhotas foram isoladas pelo método da colagenase e incubadas em pocos de
acrilico sob banho aquecido a 37+2°C na presenca de diferentes concentracdes
de glicose (2,8; 5,6; 8,3; 11,1 e 16,7 mmol/L) durante 80 minutos. Um grupo de
ilhotas foram expostas a LEDterapia na condicdo de emissdo de 630nm,
poténcia 500 mw e densidade de energia de 6 j/cm? aplicado em 4 sessdes de
30s sequenciais a cada 20 minutos. Resultados: O grupo LED apresentou
aumento na secrecdo de insulina se comparado ao grupo controle em todas as
condicdes com excecdo da condicdo 2,8 mmol/L, que ndo é secretagoga.
Conclusdo: A LEDterapia aplicada em ilhotas isoladas (in vitro) promoveu
aumento na secrecao de insulina, potencializando o efeito gerado por
concentracdes crescentes de glicose.

Palavras Chave: LEDterapia, Secrecado de Insulina, llhotas pancreéticas.
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Introducéo

A manutenc@o normoglicémica € um processo integrado e multifuncional
que envolve a associacdo do sistema nervoso autbnomo com 0 sistema
endécrino 23,

Dentre os diferentes 6rgdos ligados ao controle glicémico, o pancreas
enddcrino merece especial atencao, visto que estruturalmente apresenta ilhotas
pancreaticas, as quais contém linhagens de células secretoras do hormonio
hiperglicemiante glucagon e do hormoénio hipoglicemiante insulina 45 Uma
patologia de grande interesse na comunidade cientifica mundial que merece
destaque é o diabetes mellitus, na qual se observam expressivas alteracdes
organicas vinculadas a falta da insulina ou reducao na sensibilidade insulinica
dos tecidos periféricos, condicbes que instigam a realizacdo de estudos
buscando contribuir para o entendimento do processo secretdrio da insulina®.

Com relagéo ao hormdnio insulina, sabe-se que € secretado pelas células
B pancreéticas cuja dindmica estimulo-secrecdo ocorre inicialmente pela
metabolizacdo citosdlica da glicose e concomitante elevacdo na relacao
ATP/ADP, promovendo o fechamento dos canais de potassio de baixa
condutancia (Katp), e consequente despolarizagcdo da membrana promovendo a
abertura de canais de calcio, influxo do cétion e extrusédo dos granulos de insulina
6, 7,8_

Além da glicose, que é o principal secretagogo, a atividade das células
beta pancreéaticas € modulada por neurotransmissores, horménios peptidicos,
varios nutrientes, aminoacidos como a leucina e arginina, acidos graxos e
cetoacidos, 0s quais potencializam a secrecdo de insulina ao atuar nos
mecanismos primorQOdiais representados pela reducdo na permeabilidade ao
potassio e influxo de célcio, propiciando a secrecéo da insulina ® 19,

A literatura tem apresentado recentes estudos indicando os beneficios
vinculados a aplicacao de fototerapia com diodo emissor de luz (LED) indicando
importantes aplicabilidades da terapiall121314.1516 Mais especificamente tem
sido ressaltado o uso da terapia em alteracdes geradas pelo diabetes 171819,

Recente estudo demonstrou que a terapia com LED foi capaz de
modificar caracteristicas morfofuncionais no pancreas irradiado em modelo

experimental de diabetes, e sugeriu que a LEDterapia pode ser uma técnica
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coadjuvante que pode auxiliar na melhora do quadro gerado pelo diabetes e
ainda, os autores demonstram que houveram modificacdes estruturais nas
ilhotas pancreéticas apds a LEDterapia %°.

Frente ao descrito acima, o objetivo deste trabalho foi avaliar in vitro se
a LEDterapia modifica a resposta secret6ria de insulina em ilhotas pancreéticas

isoladas e incubadas na presenca de diferentes concentracdes de glicose.

Materiais e Métodos

Para avaliacdo da resposta secretoria da insulina, ilhotas pancreaticas de
ratos Wistar pesando de 180-200g foram isoladas pelo método da colagenase?..
Para tal, os animais foram sacrificados por concussao cerebral e decapitados
para sangria. Apés laparotomia e localizacdo do ducto biliar comum, esse foi
ocluido no extremo distal junto ao duodeno e dissecado proximo ao pediculo
hepatico, onde se introduziu uma canula de polietileno. Cerca de 8 ml de solucdo
de Hanks contendo 8 mg de colagenase, foram injetados via canula, provocando
um fluxo retrégrado e a divulsdo do tecido acinoso. O péancreas foi retirado,
transferido para um tubo de ensaio (12x2cm) e incubado em banho maria por
aproximadamente de 18 min a 37°C.

Em seguida, ainda em 37°C, o conteado do tubo foi agitado
vigorosamente por um minuto e vertido em um Becker sendo misturado com
solucdo de Hanks. O sobrenadante foi aspirado com seringa (50 ml) apos
decantacédo. A operacao foi repetida por 3 vezes e o produto final foi transferido
para placas de Petri, de onde, e sob lupa, as ilhotas foram coletadas por
aspiracdo com auxilio de pipeta de vidro de ponta afilada.

As ilhotas isoladas foram coletadas alternadamente, formando 2 grupos
experimentais denominados controle e tratamento com LEDterapia (LED), logo
apos, foram transferidas para uma placa acrilica com pocos medindo 0,7
mm/1lcm de profundidade nos quais foram colocadas 5 ilhotas em cada poco e
preenchido com solucdo de Krebs contendo as seguintes concentracdes de
glicose: 2,8; 5,6; 8,3; 11,1 e 16,7 mmol/L. O tempo de incubacéo foi de 80
minutos, sendo que o grupo de ilhotas tratadas com LED (BIOS THERAPY I,
BIOS Industria e Comércio de equipamentos medicos LTDA,
CNPJ:08.957.047/0001-50), foi submetido a exposi¢cdo da terapia na condicéo
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de emissdo de 630nm, poténcia 500 mW e densidade de energia de 6 j/cm?
aplicado em 4 sessfes de 30s sequenciais a cada 20 minutos. Os parametros
utilizados acompanharam a indicacao presente no manual BIOS que acompanha
o aparelho e a dindmica da incubagcdo e estimulagdo das ilhotas est&o
representados na figura 1.

Apo6s o periodo de incubacédo, o sobrenadante foi retirado com o auxilio
de pipeta de vidro afilada e acondicionado em eppendorf sob gelo sendo
prontamente transferido para o freezer onde permaneceu entre 7 e 10 dias.
Posteriormente, a concentracdo de insulina no sobrenadante foi determinada
pelo método ELISA (enzyme linked imunosorbent assay, Linco Research ™, St
Charles — MI, USA). A andlise estatistica foi realizada pelo teste de normalidade
(Kolmogorov-Smirnov), seguido de ANOVA e teste de Tukey, sendo que em

todos os calculos foi fixado o nivel critico de 5%.

Figura 1. Sistema de incubacdo das ilhotas pancreaticas isoladas. As ilhotas
permaneceram em pogos sob banho aquecido a 37+ 2°C e na presencga de diferentes
concentracdes de glicose durante 80 minutos onde receberam o tratamento com
LEDterapia (BIOS) na condig&do de emisséo de 630nm, poténcia 500 mW e densidade
de energia de 6 J/cm? aplicado em 4 sessdes de 30s sequenciais a cada 20 minutos de
acordo com a indicacdo contida no manual BIOS THERAPY II.
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Resultados

Na avaliacdo da concentracédo de insulina presente no sobrenadante na
presenca de glicose 2,8mmol/L n&o foi observado diferengca entre os grupos
controle (C) e tratado com a LEDterapia (LED; BIOS THERAPY Il), ja nas ilhotas
incubadas na presenca de 5,6mmol/L de glicose foi observado valores 103%
maiores se comparado ao grupo incubado na presenca de 2,8 mmol/L nao
tratado e nesta condicdo, o grupo 5,6mmol/L tratado com LED apresentou
elevacéo de 19% na concentracdo, se comparado ao grupo incubado na mesma
concentracdo, porém, nao tratado (figura 2).

A seguir foi avaliado o grupo de ilhotas incubadas na presenca de
8,3mmol/L de glicose e foi observado valores 176% maiores se comparado ao
grupo incubado na presenca de 5,6 mmol/L de glicose. Nesta concentragao, o
tratamento com LED promoveu elevacdo de 23% no conteudo de insulina e
novamente diferindo do grupo nao tratado.

A seguir, a mesma avaliagdo foi realizada no grupo de ilhotas incubadas
na presenca de 11,1 mmol/L de glicose e a concentragéo de insulina no meio foi
109% maior se comparado ao grupo 8,3 mmol/L, por sua vez, o grupo incubado
na presenca de 11,1 mmol/L de glicose e tratado com LED apresentou valores
22% maiores se comprado ao grupo nao tratado (figura 2).

Por fim, foi avaliado o grupo de ilhotas incubadas na presenca de
16,7mmol/L de glicose onde foi verificado elevacédo de 52% se comparado ao
grupo de ilhotas incubadas na presenca de 11,1 mmol/L e novamente a
LEDterapia promoveu elevagdo de 31% na concentracdo de insulina no meio de

incubacéo (figura 2).
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Figura 2. Concentracdo de insulina no meio de incubagdo contendo ilhotas
pancreaticas isoladas de ratos do grupo controle (C) e tratado com LED (L, 6J/cm?
aplicado em 4 sessdes de 30s sequenciais com intervalo de 20min entre as aplicacbes
totalizando 80 min). A incubacg&o ocorreu na presenca de diferentes concentracoes
de glicose (2,8; 5,6; 8,3; 11,1 e 16,7 mmol/L). Os valores estdo expressos em
ng/ilhota/80min, n=4. *P<0,05 comparado a mesma concentracao controle.

Discussao

A literatura cientifica apresenta muitos fatores que regulam a secrecao de
insulina destacando horménios, ions, varios farmacos, cofatores metabdlicos e
principalmente os nutrientes, como a glicose e alguns aminoacidos 3.

Com relacdo ao processo secretério da insulina, a glicose é o principal
secretagogo, uma vez que, ao ser metabolizada gera mudancas do estado
elétrico das células B culminando com extruséo dos granulos de insulina 24 25,

O processo biofisico gerador das alteragfes elétricas nas células beta é
iniciado por mudancas na relagdo ATP/ADP e fechamento de canais de
potassio®®. Neste sentido, este estudo mostra a resposta secretéria frente a
variagdo da glicemia, acompanhando as publicacbes que tradicionalmente
relatam elevacdo na atividade secretoria concomitante com a elevagdo na

concentracdo glicémica em que as células B das ilhotas pancreaticas séo
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expostas ?’. Um dado importante é que a LEDterapia potencializou o fenédmeno
secretorio de insulina induzido pela glicose, fato significativo e relevante ao se
pensar na importancia de potencializar tais respostas em condicbes que
comprometem a homeostasia das células beta pancreéticas. Vale reiterar que
qguando ilhotas sdo expostas a glicose 2,8 mM classicamente ndo se observa
secrecdo de insulina, por ser uma concentracao abaixo do limiar de secrecao e
nesta condicdo a LEDterapia nao interferiu no processo, sendo sugestivo que a
terapia exerce acdo potencializadora e ndo se comporta como secretagogo.

Alguns farmacos também apresentam acdo enquanto secretagogo de
insulina, destacando-se a tiazolidinedionas e as sulfuniluréias, substancias que
potencializam a atividade secretéria das células beta pancreaticas 28 2°,

No recente estudo de Tatmatsu-Rocha et al.?° foi sugerido que a
LEDterapia altera a responsividade das células beta pancreéticas e pode ser um
recurso coadjuvante na melhora das condicdes funcionais destas celulas, neste
aspecto, este estudo in vitro ao demonstrar aumento na secrecédo de insulina na
presenca da LEDterapia, reitera a proposta dos autores supra-citados.

Importante salientar que existem dados na literatura indicando que a
fototerapia acelera a sintese de ATP, sendo sugerido que o alvo da luz é enzima
citocromo C oxidase mitocondrial, atuante na cadeia respiratoria, assim, a
fototerapia acelera a sintese de ATP via modulacdo da respiracao celular. Cabe
ressaltar, que o ATP gerado ndo atua somente no ambito energético e pode ter
relacdo com multiplos efeitos em vias sinalizadoras que podem estar vinculados
a LEDterapia ®°,

Dentro de uma visdo mais especifica e vinculada ao aumento na atividade
mitocondrial nas células 3 pancreaticas, sabe-se que a glicose apos ser captada
por transportador especifico (tipo GLUT-2), a hexose € metabolizada até piruvato
através da glicdlise, entrando na mitocéndria onde é submetido ao ciclo de Krebs
e apos reacdes sequenciais elevam a sintese de ATP 3L. O aumento da relacdo
ATP/ADP, promove o fechamento de um canal de K* sensivel ao ATP (Katp),
presente na membrana da célula B, levando a reducédo do efluxo de K* e
concomitante despolarizacdo da membrana que, por sua vez, provoca a abertura
de canais de Ca?* sensiveis a voltagem, e influxo deste céation e extrusédo dos

granulos de insulina 32 3334,
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Neste contexto, possivelmente o tratamento com LED (in vitro) ao alterar
a homeostasia funcional das mitocondrias desencadeou mudanca na relacao
ATP/ADP e este processo possa ser o evento que desencadeou aumento na
secrecédo de insulina.

Com relacéo a secrecéo das citocinas, recentemente foi demonstrado em
modelos experimentais de inflamacao, que a LEDterapia promoveu aumento nas
concentracfes de IL-10, potente citocina anti-inflamatéria que atua na reducéo
das respostas pro-inflamatérias 3°. Cabe ressaltar que a IL10 também possa ter
sido produzida nas ilhotas tratadas com a LEDterapia e secundariamente possa
proteger as células beta pancreaticas, no entanto, estd proposta deve ser
estudada com maior énfase e cuidado, uma vez que se faz necessario adaptacéo
da técnica visto a rapida degradacao da interleucina.

Estudo experimentais tém sugerido a multiplicidade de mecanismos
relacionados a fototerapia merecendo destaque a sintese de colageno,
proliferacdo de fibroblastos, angiogénese e reducéo na infiltragdo leucocitaria 3¢
37,38,39, 40 Dentre os muitos estudos experimentais, este estudo é pioneiro em
demonstrar o efeito da LEDterapia in vitro, no entanto, reitera-se que estudos in
vivo merecem atencdo quanto a padronizacdo dos parametros utilizados, pois
n&o podem ser comparados com estudo in vivo??, tendo em vista a presenca de
diferentes tecidos hierarquicamente localizados acima do tecido pancreatico.

E sugestiva a proposta de se realizar outros estudos utilizando ilhotas
isoladas de animais experimentais diabéticos ou cultura de ilhotas pancreaticas,
buscando refinar o conhecimento e discernir sobre a real acao e importancia da
LEDterapia enquanto ferramenta que pode interferir no processo secretério de

insulina.
Concluséao

A LEDterapia nos padrdes utilizados neste estudo, quando aplicada em
ilhotas pancreaticas isoladas (in vitro) promoveu aumento na secrecao de
insulina em concentragdes crescentes de glicose, sugerindo ser uma terapia

potencializadora do processo secretorio.

Limitacdo do Estudo
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Novos estudos se fazem necessario para dirimir aspectos inerentes a
densidade de poténcia luminosa do LED em estudos realizados em meio de
incubacéo, ou seja, na placa de irradiacdo com 1 cm de profundidade, condi¢céo
nao avaliada neste estudo.
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2.2 Estudo Il

Acdes da Led Terapia na Imobilizagdo Muscular

Artigo publicado na Revista Eletronica Acervo Saude / Electronic Journal
Collection Health, v.11, n. 9, e360. DOI: https://doi.org/10.25248/reas.e360.2019.

Marco Aurélio Serafim Bonvino e Carlos Alberto da Silva.

Resumo

Objetivo: Analisar em ratos o efeito da LEDterapia em musculos submetidos a
imobilizacdo. Métodos: Foram utilizados ratos Wistar de 2 meses de idade nos
grupos experimentais: Controle (C), Imobilizados com 6rtese de resina acrilica
(I; 7 dias), Controle tratados com LED (LED; 7 dias de aplicacdo; 630nm; 500
mW,; 8-10 J/cm? equivalente a 30-40s) e imobilizados tratados com LED (ILED;
n=6 grupo). Avaliagdes realizadas: teste de tragcdo (com foco no gastrocnémio,
n=4/grupo), contetdo muscular de glicogénio (GLI) e relacéo proteina total/DNA
(PT/DNA) dos musculos séleo e gastrocnémio. Resultados: Mostraram que o
grupo LED néo diferiu do C quanto as GLI, PT/DNA nem as respostas frente ao
teste de tracdo. Os musculos do grupo | resistiram menos a tracdo e ainda
apresentaram menores GLI e PT/DNA indicando atrofia, por sua vez, no grupo
ILED as condicdes GLI e PT/DNA foram significativamente melhores se
comparado ao | e ainda apresentaram maior resisténcia no teste de tracdo se
comparado ao | nao tratado. Conclusédo: A LEDterapia propiciou melhores
condi¢cdes energéticas e possivelmente estruturais, minimizando eventos da

imobilizag&o.

Palavras-chave: imobilizacdo, musculo esquelético, fisioterapia.
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Introducéo

A atrofia do muasculo esquelético, gerada pelo desuso, se caracteriza
pela reducdo na massa muscular em decorréncia de expressivas mudangas
fisiologicas e morfolégicas, neste sentido, entender os mecanismos envolvidos
neste processo é importante para desenvolver protocolos que minimizem tais
alteracdes e/ou auxiliem na preservacdo de funcgdes fisiolégica (WALL BT et al.,
2013; WALL et al., 2014). Entre pesquisadores h& o consenso que as alteracdes
mais significativas ocorrem nos primeiros 7 dias do desuso, onde o conjunto de
modificacdes histofisiolégicas decorre do desequilibrio entre a sintese e a
degradacdo de proteinas miofibrilares, reducéo na eficiéncia das vias citosolicas
reguladoras do metabolismo e disfungdes mitocondriais (LIMA et al., 20017;
HUGHES et al., 2017; MIRZOEV TM e SHENKMAN BS, 2018).

Procedimentos fisioterapéuticos, tal como a fotobioestimulacdo, sao
utilizados no intuito de estimular o restabelecimento de fun¢des organicas, neste
contexto, tem sido destacado as multiplas ag6es inerentes a LEDterapia quer
seja estimulando o processo de cicatrizacdo de feridas ou até minimizando a
degeneracédo do nervo optico lesionado (GIACCI MK, 2014). No que se refere ao
mecanismo de acdo da LEDterapia ha descri¢des relatando seu potencial para
estimular o citocromo C mitocondrial aumentando o consumo de oxigénio e a
producdo de ATP, promovendo reducdo na efetividade das vias deflagradas por
inflamacé&o além de promover aumento na expressao de genes que modulam a
formacao de citocinas anti-inflamatérias (CAMARGO et al., 2012). Além destas,
tem sido observado alteragdes significativas na proliferacdo celular,
diferenciacéo celular ou producéo de colageno (OPEL DR et al., 2015).

Diante disso, o objetivo foi avaliar as agbes ligadas a LEDterapia na
condicao de imobilizagéo tendo como eixo norteador as reservas musculares de
glicogénio, a relacéo proteina total/DNA e o teste de tensédo maxima deformacao,

condic¢des impar para a recuperacao funcional do musculo apés o desuso.

Material e Métodos

Animais experimentais: Foram utilizados ratos Wistar, com 2 meses de
idade (180-200g/massa) obtidos do biotério da UNIMEP/Piracicaba. Os animais


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wall%20BT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23948422
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mirzoev%20TM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30482143
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shenkman%20BS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30482143
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foram alimentados com racdo e agua ad libitum e mantidos em ambiente com
temperatura constante de 23 = 2 °C e ciclo claro escuro controlado de 12 h. Os
animais foram distribuidos em grupos experimentais com N=6/grupo e assim
denominados: Controle (C); Tratado com LEDterapia (LED); Imobilizado (1);
Imobilizado tratado com LEDterapia (ILED). Teste de tensao: O teste de tenséo
foi realizado no dispositivo DL 2000-EMIC-Brasil da faculdade de engenharia
mecanica da UNIMEP, onde o musculo gastrocnémio foi mantido na posicao
longitudinal e a forca de tracdo aplicada, garantindo com isto 0 maximo da
aplicacdo da forca e sequencialmente o padréo registrado. (figura 1C).
Imobilizacdo: A imobilizacdo foi realizada utilizando uma 6értese de resina
acrilica, a qual manteve a articulacao do tornozelo em posicéo de 90°, permitindo
que as articulacdes do joelho e quadril permanecessem livres (figura 1A). No
tratamento com LED, foi utilizado o aparelho BIOS THERAPY II (BIOS Industria
e Comércio de equipamentos meédicos LTDA) de acordo com os parametros (7
dias de aplicacdo; 630nm; 500 mW; 8-10 J/cm? equivalente a 30-40s). A
aplicacdo da terapia foi pontual, na qual o feixe emitido incidia no ventre do
gastrocnémio na posicdo de 90° no intuito de otimizar a aplicacdo e
acompanhando a indicacdo descrita no MANUAL BIOS (figura 1 B). A LED
terapia foi aplicada através de uma janela de 0,9x0,9cm aberta na regido que
corresponde ao ventre do musculo gastrocnémio (figura 1B). Analise da
concentracao de glicogénio: Foram coletadas amostras dos musculos séleo e
gastrocnémio e encaminhados para avaliacdo do conteudo de glicogénio
utilizando o método do fenol em meio acido que consiste na digestdo da amostra
em KOH 30%, precipitacdo em etanol e colorimetria na presenca de acido
sulfarico (SIU LO, 1970). Avaliacdo da concentracao de proteinas e DNA. Na
avaliacdo da concentracdo de proteinas foi utilizado o KIT Protal comercializado
pela Labcenter enquanto na avaliacdo do DNA foi utilizado o Kit de extragéo de
DNA (MINI SPIN, KASVI) seguindo o calculo de relacdo proteina total/DNA
conforme KUGA et al., (2018). A analise estatistica dos dados foi realizada
através do teste de Kolmogorov-Smirnov e nas amostras que expressaram
normalidade foi utilizado ANOVA two way seguido de teste de Tukey, p<0,05.
Este estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica em Experimentacdo Animal
protocolo: 09/2018.
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Figura 1. Ortese de resina acrilica aplicada no membro pélvico do animal (A) e esquema
representativo do procedimento de aplicacdo da LEDterapia (B). Em C dispositivo DL 2000-
EMIC-Brasil usado no teste de tragéo.

Resultados

O procedimento de imobilizacdo utilizado para induzir o desuso foi
eficiente em promover reducdo nas reservas glicogénicas representado por
valores 53% e 46%, respectivamente menores ao analisar o musculo soéleo (S)
e 0 gastrocnémio (G). Dentro deste mesmo perfil de analise foi verificado que a
terapia com LED nao influenciou nas reservas glicogénicas tanto no musculo S
guanto no G na condicdo de normalidade, no entanto, quando a LEDterapia foi
aplicada no grupo imobilizado (1) foi observado reservas 28% e 44% maiores se
comparado ao grupo | ndo tratado. Mesmo havendo uma ac¢éo significativa da
LEDterapia nas condi¢cdes metabdlicas dos musculos imobilizados, as reservas
ainda permaneceram 27% menores se comparados ao controle. (Figura 2).
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Figura 2. Concentracdo de glicogénio (mg/100mg) nos musculos séleo (S) e
gastrocnémio (G) dos grupos controle (C), tratados com LEDterapia (LED), imobilizados
(1) e imobilizados tratados com LEDterapia (ILED). Os valores correspondem a média *
dp, n=6. *p<0,05 comparado ao C e #p<0,05 comparado ao |I.

A andlise da concentracado de proteinas (CP) nos musculos S e G tratados
com LEDterapia (LED) ndo demonstrou diferenga estatistica se comparado a
condicdo C, por outro lado, em decorréncia da imobilizacdo (I) houve reducéo de
34% na CP no S e 58% no G, condicao que foi minimizada no grupo ILED, onde
as CP do S foram 20% maiores do que o grupo I, enquanto no G foram 14%
maiores, porém, ainda permaneceram 22% e 27% abaixo dos valores
observados no grupo C, respectivamente aos musculos S e G. (figura 3 A).

Nos mesmos grupos experimentais foram avaliadas as concentra¢des de
DNA (cDNA) no S e G, e de forma similar ao descrito na CP, os grupos C e LED
nao diferiram, no entanto, condi¢éo diferenciada foi verificada no grupo | onde a
cDNA foi 43% menor no S e 74% no G se comparados ao C, fato que ocorreu
em menor intensidade no grupo ILED onde a cDNA apresentou valores 100%
maiores no S e 33% no G, se comparado a condic¢ao I, porém, ainda 14% e 60%
respectivamente menores se comparado a condi¢éo C. (figura 3 B).

Apés a determinagdo da CP muscular e a cDNA, faz-se necessario
determinar a relagdo entre o nimero e o tamanho dos midécitos, para tal, foi

determinado a razao proteina/DNA (PT/DNA) ndo sendo observado no musculo
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S ou G diferenga entre C e LED, no entanto, no grupo | houve reducéo de 50%
na PT/DNA do S e 42% no G, se comparado ao C. Cabe ressaltar que no grupo
ILED, a PT/DNA foi 14% maior no S e 28,5% no G se comparado ao | e 36% no
S e 18% menor no G, respectivamente se comparado ao C. (figura 4).

Por fim, foi aplicado o teste de tensdo maxima (TM) com foco no musculo
gastrocnémio, estando os valores expressos em Kgf. Foi observado que a
LEDterapia nado influenciou em parametros que indicassem mudanca na
resposta a TM, uma vez que o grupo C ndo diferenciou de LED. Nos musculos
imobilizados a resposta a TM foi 52% menor se comparado ao C e no grupo
ILED, a resposta frente ao teste de TM foi 43% maior se comparado ao | e 31%

menor que C. (figura 5).
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Figura 3. Em A, concentracéo de proteina (g/100g) e em B, concentracdo de DNA (cDNA;
0/100g) dos musculos soleo (S) e gastrocnémio (G) dos grupos controle C, tratados com
LEDterapia (LED), imobilizados (I) e imobilizados tratados com LEDterapia (ILED). Os
valores correspondem a média + dp, n=6. *p<0,05 comparado ao C e #p<0,05 comparado
ao l.
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Figura 4. Relacdo proteina/DNA (PT/DNA; ¢/100g) dos mdusculos soleo (S) e
gastrocnémio (G) dos grupos controle C, tratados com LEDterapia (LED), imobilizados
(1) e imobilizados tratados com LEDterapia (ILED). Os valores correspondem a média +
dp, n=6. *p<0,05 comparado ao C e #p<0,05 comparado ao |I.
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Figura 5. Teste de tensdo maxima (Kgf) no musculo gastrocnémio dos grupos controle
(C), tratados com LEDterapia (LED), imobilizados (I) e imobilizados tratados com
LEDterapia (ILED). Os valores correspondem a média = dp, n=4. *p<0,05 comparado
ao C e #p<0,05 comparado ao I.

Discussao

Avaliacdes ligadas ao desuso muscular crénico induzido pela imobilizacéo
e 0 processo de atrofia tem demonstrado que no periodo agudo de 7 dias, ja se
observa resisténcia a insulina comprometendo o controle da homeostasia
metabdlica das fibras musculares, bem como a funcionalidade do tecido

muscular (SCHIAFFINO S et al., 1013). Os dados aqui apresentados indicam
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gue devido ao desuso houve reducgéo expressiva nas reservas glicogénicas tanto
nas fibras tipo | quanto nas fibras tipo Il, com maior intensidade nas fibras tipo |
(KASPER CE et al., 2002).

Tem sido consenso em diversos estudos que na fase aguda da
imobilizacdo muscular (7 dias) h4 reducdo nas reservas energéticas e na
expressdo das proteinas AKT e IRS-1, evidenciando comprometimento na
eficiéncia da sinalizacdo insulinica (KOIKE TE et al., 2018). Os dados aqui
apresentados ao demonstrar reducdo nas reservas glicogénicas e na relacao
proteina/DNA, reforcam a amplitude dos processos desencadeados que

culminam com a atrofia.

Cientistas tem utilizado fototerapia com LED em diferentes protocolos de
tratamento, fundamentado no fato da capacidade da luz em ativar processos
fisioldgicos celulares (PAOLILLO FR et al.,2011; HYATT H et al., 2018). Uma
hipbtese aceita indica que as células apresentam sistemas receptores sensiveis
aos fotons, e estes, uma vez estimulados pela luz, promovem modificacées na
permeabilidade da membrana celular, nos sistemas transportadores
transmembréanicos além de estimular enzimas mitocondriais, tais como a
citocromo oxidase, promovendo aumento da producdo de ATP (BORSA PA et
al., 2013; DE FREITAS LF e HAMBLIN MR, 2016).

Os dados aqui apresentados demonstram que na condicdo de
normalidade a LEDterapia ndo promoveu modificagdo nos parametros reservas
glicogénicas, proteinas teciduais, quantidade de DNA, nem na relacao
proteina/DNA, possivelmente na condicdo de normalidade, onde os sistemas
fisiologicos estdo integros, a maior sensibilidade os sistemas reguladores
neurais ou endoécrinos, podem ser primarios no controle da homeostasia. Ao
analisarmos o mesmo perfil em musculos imobilizados foi verificado que a
LEDterapia minimizou as alteragdes geradas pela imobilizacdo, uma vez que, os
grupos tratados apresentaram significativamente melhores no aspecto
metabalico e estrutural se comparado ao grupo imobilizado néo tratado.

Estudos demostraram que a LEDterapia ao exercer potente acao
vasodilatadora arteriolar eleva o fluxo sanguineo no local da aplicagéo, condicao
que contrapde a reducdo na capilarizacao ja descrita no desuso, permitindo com

isso 0 maior oferecimento de substratos metabolizaveis as fibras musculares em
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desuso (KARU T, 2010). Importante estudo com atletas submetidos a
LEDterapia demonstrou aumento na performance ao realizar um protocolo de
fadiga do quadriceps, tal fato, pode ter relacdo com o melhor suprimento
sanguineo para o musculo e estimulo da cadeia respiratdria mitocondrial, assim,
estes fatores associados podem ter contribuido para as melhores condi¢cdes
observadas nos musculos imobilizados tratados e apresentados neste estudo
(KARU T, 2010).

Estudos experimentais tém descrito que musculos submetidos a
imobilizacdo apresentam reducao na sintese do colageno, quantidade de agua
e glicosaminoglicano, o que torna a fibra muscular menos elastica (TIMMER LT,
2018). Estes estudos justificam nossos resultados que demonstram menor
resposta ao teste de tensao apresentado no musculo submetido a imobilizacéo.

Analises histologicas e histomorfométricas demonstraram que o
tratamento com LED durante 7 dias, promove aumento qualitativo e quantitativo
no numero de fibroblastos ja aos sete dias de tratamento, propiciando com isso
aumento no contetdo de colageno tecidual (JAGDEO J et al., 2018). Cabe
destacar que, esta acao pode ter permitido a maior resisténcia a tragdo no
muasculo imobilizado sendo o tratamento significativo para minimizar as

alteracdes morfofuncionais geradas pelo desuso.

Conclusao

O tratamento de musculos imobilizados com LED foi efetivo em minimizar a
reducdo nas reservas glicogénicas, bem como propiciou a manutencdo da
relacdo proteina/DNA, fatores primordiais para a melhora na resposta frente as
exigéncias oferecidas quando submetido a tenséo e estes dados demonstram a

importancia e a versatilidade da aplicacéo do LED.
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Led: Estudo em Musculos Imobilizados
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Marco Aurélio Serafim Bonvino; Bruno Ferreira Goncalves e Silva; Alexandre
Reis Taveira de Souza; Carlos Alberto Da Silva; Adriana Pertille.

RESUMO

Fundamentado nos beneficios da fototerapia com LED foram estudados
em animais submetidos a imobilizacdo muscular os seguintes parametros:
reservas de glicogénio do musculo gastrocnémio, a relacdo proteina/DNA
(PT/DNA, indicativo da massa) e as concentracfes plasmaticas das citocinas,
IL-6, e TNF-a apds 7 sessbes. Os métodos utilizados fazem parte das rotinas
laboratoriais e sao suficientes para avaliar condicdes fisioldégicas e homeostasia
metabdlica, sendo o estudo autorizado pela CEUA/UNIMEP. Nos resultados foi
verificado que a imobilizagdo comprometeu as reservas glicogénicas e promoveu
perda de massa, condicdo explicita na diminuicdo da relacdo PT/DNA, além de
induzir elevacdo na concentracdo plasmatica de TNF-a (citocina inflamatéria),
por sua vez, na condicdo imobilizado tratado com fototerapia com LED foi
observado melhora nos parametros metabdlicos e ha massa acompanhado de
reducado na citocina inflamatéria. Como conclusédo sugere-se que os beneficios
da fototerapia com LED indicam que pode ser coadjuvante de tratamentos que
busquem melhorar as condicbes quimio metabdlicas de musculos submetidos
ao desuso.

Palavras-chave: Terapia com LED.IL-6, TNF-a..

Introducéo

A imobilizacdo de musculos esqueléticos € uma condicdo que induz
multiplos eventos deletérios, tais como reducao na sensibilidade insulinica e nas
reservas energeéticas, disfungdes mitocondriais e aumento na proteolise, fatores
associados que predispbe a atrofia (JACKMAN e KANDARIAN, 2004;


https://doi.org/10.29367/issn.1809-3957.14.2019.163.15

56

CARVALHO et al.2013). Recentes estudos tém descrito grande
comprometimento mitocondrial quando o musculo é colocado em desuso
(HYATT et al.,2019; GORGEY et al,.2019). Dentro de um perfil temporal tem sido
descrito que a reducdo na sintese proteica nos musculos dos membros
imobilizados j& ocorre nas primeiras 6 horas de imobilizacdo e se agrava até o
sétimo dia (MALLINSON e MURTON,2013). Diferentes pesquisadores tem se
dedicado ao estudo de modelos experimentais que promovem o0 desuso
muscular na posigéo de alongamento ou encurtamento, no entanto, o0 modelo de
Ortese de resina acrilica € o Unico que mantém o tornozelo a 90° gerando
encurtamento nos musculos posteriores do membro pélvico, porém, deixando o
quadril livre(MARZUCA-NASSR et al., 2019; DA SILVA et al., 2006). A literatura
tem destacado a multiplicidade de acdes das citocinas em muitos tecidos, tais
como no sistema imunoldgico, no tecido adiposo bem como no tecido muscular
(JUNIOR et al., 2015). Neste sentido, tem sido descrito que concomitante ao
aumento no tempo de ativacdo da musculatura, ha secrecdo de citocinas tais
como a IL-6, a qual atua enquanto agente que promove a mobilizacdo de
reservas energeéticas hepaticas e adiposas provendo o musculo de substratos
metabolizaveis, por sua vez, em condi¢des de desuso ha um desequilibrio entre
diferentes citocinas intensificando a liberacédo do fator de necrose tumoral alfa
(TNFa) e propiciando o desenvolvimento de atrofia (JUNIOR et al., 2015; GUO
et al., 2014).

Dentre as terapias atualmente em destaque, temos a fototerapia com LED
(light emitting diode — diodo emissor de luz). Estudos tem descrito que a
LEDterapia esta associada com aceleracdo no processo de cicatrizacdo de
feridas na pele, melhora na recuperagéo de leséo por isquemia no coragao e até
atenuacao na degeneracao do nervo optico lesionado (SERAFIM et al., 2012;
HEMMINGS et al., 2017). Atribuem-se parte dos efeitos do LED a estimulacao
na fungao mitocondrial, neste contexto, estudos in vitro e in vivo, sugeriram que
o0 LED é capaz de estimular as fun¢gdes mitocondriais por aumentar 0 consumo
de oxigénio, a producdo de ATP, o transporte de elétrons e por promover
reducdo na formacéao de espécies reativas do oxigénio e ainda minimizar reacdes
inflamatorias, possivelmente por interferir na geragédo/agao da citocina TNFa.
Esses efeitos parecem ser mediados pelo aumento da expressao de genes que

modulam a atividade antioxidante e coordenam ac¢fes anti-inflamatérias (LEAL



S7

JUNIOR et al.,, 2009;2011). Tendo em vista os eventos deflagrados pela
imobilizacdo e baseado na hipétese que a fototerapia com LED pode minimizar
os efeitos deletérios causados pelo desuso, o presente trabalho tem como
objetivo avaliar se existem beneficios na aplicagcdo da terapia com LED no
musculo esquelético imobilizado tendo como parametro as concentracdes
plasmaticas de interleucina 6 e TNFa bem como a relagéo proteina/DNA e o

conteudo de glicogénio.

Materiais e Métodos

Animais: Foram utilizados ratos albinos Wistar adquiridos da empresa
ANILAB -Paulinia, SP. Os animais foram alimentados com racdo e agua ad
libitum, submetidos a ciclo foto periddico claro/escuro de 12h e mantidos em
gaiolas coletivas (4 animais) a temperatura ambiente controlada em torno de
23+20C. Os animais foram distribuidos em grupos experimentais, com n=8 e
denominados de: Controle (C); tratado com fototerapia com LED(T); Imobilizados
(I) e imobilizados tratados com fototerapia com LED (IT). Para a imobilizacao, o
dispositivo de policloreto de vinil foi colocado no membro pélvico esquerdo
mantendo a articulagédo do tornozelo na posicdo em 90° e deixando o quadril
livre, cabe ressaltar que esta condi¢cdo de desuso foi mantida por 7 dias (figura
1) (SILVA et al., 2006). O aparelho de LED usado tem como caracteristicas
poténcia 300mW, comprimento de onda no vermelho 630nm e diametro de feixe
1,3 cm2. Programado o aparelho Bios Therapy Il, aplicar na regiao muscular
comprometida, procurar seguir as regides anatdmicas para realizar as
aplicacoes, usar a ponteira do aparelho com uma ligeira pressdo sobre a pele,
repetir esta operagao duas vezes por semana. Aplicar 3 pontos de 60 seg a cada
1 cm, com energia de 8J/cm2. Apos o periodo experimental os animais foram
anestesiados com pentobarbital sodico (40 mg/Kg, intraperitoneal) e amostras
de sangue foram coletados da veia femoral e acondicionados em eppendorf,
estando os recipientes sob gelo, sendo prontamente centrifugado, também na
condicdo de ambiente refrigerado e o plasma acondicionado em freezer -70°
para posterior avaliacdo das concentracdes das interleucinas no dia seguinte a
coleta. Para determinagéo das citocinas séricas foi utilizado os seguintes Kits de
aplicacao laboratorial, a saber: TNF (Monoclonal Anti-TNF antibody produced in
mouse REF.000001 MARCA WH0007124M2 Sigma-Aldrich clone 1C3-Al-F4,
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purified immunoglobulin, buffered aqueous solution) e IL6 (19646 Sigma-Aldrich
REF.000001 MARCA Interleukin-6 from mouse). A seguir foram coletadas
amostras do musculo gastrocnémio para avaliacdo da concentracdo de
glicogénio pelo método do fenol sulfarico (SIU et al.,1970); proteinas e DNA
através de Kit de aplicacao laboratorial. A analise estatistica foi realizada com a
aplicacado de ANOVA, seguido do teste de Tukey, p<0,05. O estudo foi aprovado
pela CEUA/UNIMEP sob protocolo01/2018.

Figura 1 -Ortese adaptada ao membro pélvico (A) e Posicionamento da aplicacdo da
fototerapia com LED no musculo imobilizado (B)

Fonte: Carlos Silva, Br. J. Med. Biol. Res.2006.

Resultados

A andlise da concentracdo plasmética de interleucina 6(IL6), indicou que
a fototerapia com LED quando aplicada em muasculos normais (ndo imobilizados)
nao promove modificacdo neste parametro, por outro lado, foi observado que na
condicdo de imobilizacdo as concentracdes de IL6 estavam 16% maiores em
decorréncia do desuso, condicdo que foi ainda maior atingindo valores 12%
maiores no grupo tratado com LED. Um fato importante é que o musculo
imobilizado tratado com LED, ndo apresentou concentracdes plasmaticas
diferentes do grupo controle (vide figura 2).

A segquir foi avaliado as concentragbes plasmaticas do fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) sendo observado que o tratamento com LED n&o modificou
este parametro. Por sua vez, no grupo submetido & imobilizacdo as
concentracdes plasméticas de TNF-a apresentaram-se 30% maiores, condi¢ao

que foi minimizada em 18% no grupo imobilizado tratado (figura 2). Enquanto
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parametro metabodlico foram analisadas as reservas glicogénicas (GLI) do
musculo gastrocnémio e nao foi observado diferenca se compararmos o grupo
tratado com o controle. No que se refere as reservas GLI apds imobilizacao foi
constatado que o desuso promoveu O estabelecimento de reservas 40%
menores, condigcdo minimizada em 17% em decorréncia do tratamento com LED
(tabela 1). No que se refere a relacdo proteina/DNA foi observado reducédo de
32% devido ao desuso gerado pela imobilizacdo, condicdo minimizada em 23%

no grupo imobilizado tratado (tabela 1).

Figura 2 -Concentracéo plasmatica de interleucina 6 (pg/ml) dos grupos controle (C),
tradado com fototerapia com LED (T), imobilizado (I) e imobilizado tratado com
fototerapia com LED (IT). Os valores correspondem a média +dp, n=6. *p<0,05
comparado ao controle; #p<0,05 comparado ao grupo imobilizado.
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Fonte: Marco Bonvino {Arquivo pessoal)

Figura 3 -Concentracéo plasmatica de TNFa (pg/ml) dos grupos controle (C), tratado
com fototerapia com LED (T), imobilizado (I) e imobilizado tratado com fototerapia com
LED (IT). Os valores correspondem a médiatdp, n=6. *p<0,05 comparado ao controle;
#p<0,05 comparado ao grupo imobilizado.
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Tabela 1-Concentragcdo muscular de glicogénio (GLI; mg/100mg) e relagdo
proteina/DNA (PT/DNA; mg/100mg) dos grupos controle (C), tratado com fototerapia
com LED (T), imobilizados (I) e imobilizados tratados com fototerapia com LED (IT). Os
valores correspondem a médiatdp, n=6.

Grupos C T I IT
GLI 048=004 050=003 030=0 IIIE 0.36=0,03*
PT/DNA 224201 23.2+0.3 15,2+0.3 18,702 *‘.=

¥P<0,05 comparado ao controle e #p<(0,05 comparado ao
imobilizado.

Discussao

O mdusculo esquelético € um dos principais tecidos ligados ao controle
glicémico por apresentar mecanismos responsaveis pela captacao,
metabolizacdo e  expressivas reservas de glicose, contribuindo
significativamente para a homeostasia metabdlica (CURI e PROCOPIO,2017).
Neste contexto, pode-se destacar que as reservas musculares de glicogénio sao
uma importante fonte de energia durante a atividade contrétil, desta forma,
mudancas no conteudo, podem interferir no desempenho, ou seja, concomitante
a elevacdo nas reservas observa-se melhora na resisténcia durante atividade
fisica, porém, a reducdo das reservas tem relacdo direta com o
desencadeamento de fadiga muscular (SESTI, 2006).

O presente estudo mostra que no musculo gastrocnémio imobilizado
houve reducéo significativa no contetdo de glicogénio, condicdo que indica
comprometimento na sinalizacdo insulinica e consequente reducdo na atividade

das vias glicogénicas citosolicas sugerindo que o0 desuso induziu o



61

desenvolvimento do quadro de resisténcia a insulina condigcdo ja descrita na
literatura (PIERRE et al., 2016). Ainda dentro do perfil fisiologico foi verificado
gue no desuso muscular, além do comprometimento metabdlico, também houve
reducdo na massa, representado pela pequena relacéo proteina/DNA. Ha de se
considerar que a perda de massa provém de consequéncias funcionais
adversas, assim, mesmo sendo consenso que o que deflagra a atrofia € a perda
de tensdo muscular, sabe que o comprometimento nas vias sinalizadoras
promove um desequilibrio nos processos responsaveis pela sintese de proteinas
e ao mesmo tempo intensificam a protedlise, condicdo que também é relevante
no desuso muscular(JACKMAN e KANDARIAN, 2004). Ainda no gue tange ao
desuso, tem sido descrito diminuicdo na area de seccéo transversa das fibras
musculares, reducédo na producéo de forca, diminuicdo da densidade capilar,
aumento da fatigabilidade e diminuicdo da sensibilidade a insulina, agcdo mais
expressiva em fibras glicoliticas, tipagem de fibras predominante no musculo
gastrocnémio aqui estudado (FITTS et al., 2000). Assim, este estudo reitera a
eficiéncia da 6rtese em gerar o desuso promovendo os desajustes classicamente
descritos e foco de analise no estudo. Foi observado que a fototerapia com LED
ndo promoveu modificacbes nas reservas energéticas nem na relacao
proteina/DNA, quando aplicada em musculos normais, este dado é importante
por referendar que a fototerapia ndo gera desequilibrio na homeostasia tecidual,
assim qualquer que seja sua indicacdo, de forma que busque promover
recuperacdo morfohistofisiologica em muitos tecido, é sugestivo que esta terapia
nao agride os demais tecidos. Estudos com LEDterapia tem revelado muitas
acOes até entdo ndo relatadas na literatura. Neste estudo foi verificado que a
terapia minimizou o comprometimento nas reservas glicogénicas e também
preservou a perda de massa no grupo imobilizado tratado, representado pelas
maiores reservas glicogénicas e melhor relacdo proteina/DNA. Um recente
estudo constatou que a terapia com LED melhorou expressivamente a glicemia
de diabéticos submetidos a exercicio moderado, fato que pode indicar que a
terapia atua ativando as vias citosolicas responsaveis pela captacado de hexose
pelos musculos, condicdo impar e relacionada diretamente com o sinal
insulinico, atribuindo a LEDterapia a importante funcdo de coadjuvante aos
efeitos fisiologicos que modulam a homeostasia tecidual, indicando ainda que a

fototerapia com LED pode interferir nas demais vias sinalizadoras citosolicas,
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como por exemplo nas vias de sintese proteica, baseado na melhor relacéo
proteina/DNA (FRANCISCO et al.,, 2019). No que se refere as maiores
concentracdes plasmaticas de IL-6 no grupo submetido a imobilizacdo, sabe-se
que a triade reducdo na sensibilidade insulinica, intensificacdo do catabolismo e
limitagdo na capacidade contratil contribuem para a ocorréncia das menores
reservas energéticas e nesta condicdo tem sido observado aumento na
transcricdo do gene de IL-6, e secrecao de IL6 pelo tecido muscular esquelético,
condicdo em que esta citocina estimula a glicogendlise hepética e a lipolise,
provendo o0 sistema muscular de maior concentragdo de substratos
metabolizaveis (PEDERSEN et al.,, 2003; MOOREN e VOLKER, 2012;
(DELOROSO et al. 2018). Sabe-se ainda que a elevacdo na concentracdo
plasmética de IL-6 tem relagdo com 0 maior estresse mecéanico ou leséo
muscular, condi¢cdes associadas que podem ter ocorrido/imposto pela értese
propiciando as alteracdes aqui descritas (PRESTES et al., 2006; RUDERMAN et
al., 2006).TNF-a é uma citocina pro-inflamatoria, estando descrito na literatura
que esta citocina promove reducdo na sinalizacdo insulinica reduzindo a
eficiéncia dos substratos do receptor de insulina no citosol, comprometendo a
captacao de glicose em tecidos insulinodependente se promovendo a resisténcia
a insulina (KROGH-MADSEN et al., 2006; ARSLAN et al., 2010). Neste contexto
sabe-se que a resisténcia a insulina no muasculo esquelético tem expressao
multifatorial através da diminuicdo na populacdo do transportador de glicose
(GLUT-4) e reducéo na fosforilacdo do substrato do receptor de insulina (IRS-1)
(ARSLAN et al., 2010; SPERETTA et al., 2014). Os dados aqui apresentados
mostram que em decorréncia da fototerapia com LED houve aumento na
producao da interleucina 6 e consequente reducédo na concentragcédo plasmatica
de TNFa, condi¢ao descrita na literatura onde estda demonstrando que no tecido
muscular, a produgao de IL6 inibe a produgdo de TNFa (MOOREN e VOLKER,
2012). Esta capacidade da IL6 em promover reducdo na concentracao
plasmatica de TNFa corrobora com um estudo que constatou que a LEDterapia
pode atuar como um anabdlico natural para o aumento da fungdo muscular
devido ao aumento na responsividade a insulina, maior atividade mitocondrial e
volume muscular e pode indicar que a interleucina possa ter ativado a sinalizagéao
insulinica deprimida pelo desuso (MALDONADO et al., 2004). Por fim, é

sugestivo que a melhora nos padrdes glicogénicos e na relacéo proteina/DNA,
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observado no grupo imobilizado tratado com LEDterapia, se deve a capacidade
da IL6 em minimizar os efeitos deletérios do TNFalfa e restabelecer funcbes
celulares comprometidas pelo desuso. Assim, conclui-se que a LEDterapia ao
promover melhora nas condicdes metabodlicas torna-se um importante
coadjuvante nos tratamentos do desuso muscular, cujo intuito é restabelecer a

homeostasia metabodlica e funcional.
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3 CONSIDERACOES FINAIS

O foco da tese foi avaliar diferentes aspectos bioquimicos/metabdlicos e
0 comportamento das miocinas em modelos experimentais onde foi aplicado a
fotobiomodulacdo (FBM). Com base nos estudos apresentados, podemos
concluir:

e A LEDterapia, quando aplicada em ilhotas pancreéaticas isoladas (in vitro),
promoveu aumento na secrecéo de insulina em concentracdes crescentes
de glicose, sugerindo ser uma terapia potencializadora do processo
secretorio;

e O tratamento de musculos imobilizados com LED foi efetivo em minimizar
a reducado nas reservas glicogénicas, bem como propiciou a manutencéo
da relacéo proteina/DNA, fatores primordiais para a melhora na resposta
frente as exigéncias oferecidas quando submetido a tenséo e estes dados
demonstram a importancia e a versatilidade da aplicacéo do LED;

e E sugestivo que a melhora nos padrdes glicogénicos e na relagéo
proteina/DNA, observado no grupo imobilizado tratado com LEDterapia, se
deve a capacidade da IL6 em minimizar os efeitos deletérios do TNFalfa e
restabelecer funcdes celulares comprometidas pelo desuso. A FBM por
LED, ao promover melhora nas condigbes metabdlicas, torna-se um

importante coadjuvante nos tratamentos do desuso muscular, cujo intuito €

restabelecer a homeostasia metabdlica e funcional.
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4 LIMITACOES DO ESTUDO

No estudo I, novos estudos se fazem necessario para dirimir aspectos
inerentes a densidade de poténcia luminosa do LED em estudos realizados em
meio de incubacao, ou seja, na placa de irradiacdo com 1 cm de profundidade,
condi¢ao nao avaliada neste estudo.

Nos estudos Il e Ill referentes aos efeitos deletérios da imobilizagdo, seria
interessante fazer uma analise histolégica dos muasculos, além de analisar outros

marcadores séricos, como a IL-10.
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5 APLICACAO CLINICA
O uso do LED como recurso terapéutico torna-se viavel na prética clinica
pelo baixo custo e pelo menor tempo de aplicacdo quando comparado ao Laser.
Mediante os resultados apurados é viavel partir para pesquisas clinicas que
envolvam processos de lesdo ou desuso muscular, visando diminuir o processo
inflamatorio, melhorar as reservas de glicogénio, aumentar a circulacao local,
diminuindo, assim, o tempo de recuperacéo.

Além disso, pensando na possibilidade de um individuo passar por um
periodo de imobilizacéo (de regides especificas do corpo ou no leito) espera-se
gue essa tese auxilie nas diversas hipoteses que tentam justificar por que o
trabalho postural € importante, visto que 0s musculos posturais sdo 0s mais

susceptiveis aos efeitos deletérios da imobilizacao.
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