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RESUMO

A cintura pélvica configura-se como uma importante estrutura que assegura a
realizacdo de atividades estaticas e dinamicas, tanto do tronco quanto dos
membros inferiores. Sendo assim, qualquer alteracdo nessa estrutura podera
acarretar em danos funcionais. Neste sentido, este estudo teve como objetivo
aplicar um aparelho ortético para promover a imobilizacdo da cintura pélvica e
avaliar o efeito do LED, enquanto estratégia de reabilitacdo. Foram utilizados 30
ratos da linhagem Wistar (n=5 por grupo), distribuidos em cinco grupos, a saber;
controle (C), imobilizacao pélvica (IP, 7 dias), controle + LED (CL, 630nm, 500 mW,
8-10 J/cm?, 30-40s), imobilizacdo pélvica + LED (IPL), remobilizados ( R, avaliados
apos 7 dias da retirada da oOrtese). A intervencao foi realizada por 7 dias seguidos.
As avaliacdes foram realizadas nos musculos gluteo maximo (GM), gluteo médio
(GMe) e iliaco (l). Foram determinados o peso umido do musculo gluteo maximo;
a concentracdao plasmatica de corticosterona (COR) e TNF-a; relagdo proteina
total/DNA (PT/DNA); reservas de glicogénio (GLI) e determinacao da concentragcao
dos receptores de insulina (IR), mMTOR e AMPK. Os dados foram submetidos ao
teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov seguido de ANOVA e teste de Tukey.
Em todos os caélculos foi fixado um nivel critico de p<0,05. Nos resultados obtidos
nao houve diferenca na concentracdo de COR entre os grupos; a 6rtese promoveu
reducdo nas reservas de GLI e na relacao PT/DNA com maior intensidade no GM;
o GLI nédo retornou a normalidade concomitante a remobilizacéo; houve perda de
peso no GM e a terapia com LED nédo promoveu melhora neste parametro; a IP
promoveu redugao na concentracao de IR, mTOR e AMPK em todos os musculos
avaliados; a aplicacdo do LED promoveu melhora significativa na condicao de IP.
Os dados indicam que a terapia de LED mostrou-se importante no processo de
recuperacao metabdlica e minimizou a protedlise, além de reduzir a geracao de

TNF-a protegendo o masculo em desuso.

Palavras-Chave: Imobilizacao, Pelve, Ratos, Intervencgéao, Fisioterapia.



ABSTRACT

The pelvic girdle is an important structure that ensures static and dynamic activities,
both in the trunk and in the lower limbs. Therefore, any change in this structure could
result in functional damages. Objective: To apply an orthotic device to promote the
immobilization of the pelvic girdle and evaluate the effect of LED as a rehabilitation
strategy. Method: 30 Wistar rats (n = 5) were used, distributed in five groups, namely:
Control (C), pelvic immobilization (IP, 7 days), control + LED (CL, 630nm, 500 mW,
8-10 J/cm? , 30-40s), pelvic immobilization + LED (IPL), remobilized (R, evaluated
after 7 days of orthosis removal). The intervention was performed for 7 consecutive
days. The evaluations were performed in the gluteus maximus (GM), gluteus
maximus (GMe) and iliac (I) muscles. The wet weight of the gluteus maximus muscle
was determined; The plasma concentration of corticosterone (COR) and TNF-q, total
protein/DNA ratio (PT/DNA), glycogen reserves (GLY) and determination of insulin
receptor (IR) concentration, mMTOR and AMPK. Data were submitted to the
Kolmogorov-Smirnov normality test followed by ANOVA and Tukey's test. A critical
level of p <0.05 was set in all calculations. Results: there was no difference in the
concentration of COR between the groups; The orthosis promoted reduction of GLI
reserves and PT / DNA ratio with greater intensity in GM; The GLI did not return to
normality concomitant to remobilization; There was weight loss in GM and LED
therapy did not improve this parameter; IP promoted a reduction in the concentration
of IR, mTOR and AMPK in all muscles evaluated; The application of the LED
promoted a significant improvement in the IP condition. Conclusion: Data indicate
that LED therapy has been shown to be important in the metabolic recovery process
and has minimized proteolysis in addition to reducing the generation of TNF-a by
protecting desuse skeletal muscle.

Key words: Immobilization, Pelvis, Rats, Intervention, Physiotherapy
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INTRODUCAO

O tecido muscular tem como fung¢ao principal produzir forca e causar
movimentos, 0s quais sao responsaveis pela manutencao e mudangas na postura,
e pela locomocao do organismo (Lieber, 2004; Aires, 2015).

Através de meétodos histoquimicos e morfolégicos foram descritas as
estruturas que compdem as fibras musculares, revelando a presenca de filamentos
finos de actina e filamentos grossos de miosina dispostos longitudinalmente nas
miofibrilas e organizados em uma disposi¢cao simétrica e paralela. (Rui e Procépio,
2015).

Basicamente classificam-se as fibras musculares em tipo | ou Il. As
identificadas como do tipo |, vermelhas ou fibras lentas, geram energia
predominantemente por meio do sistema aerdbio, possuem numerosas
mitocéndrias, grande quantidade de mioglobina, baixa atividade da miosina ATPase
e velocidade de contragéo reduzida. As fibras do tipo Il, ou fibras rapidas, possuem
uma maior atividade da miosina ATPase, alta velocidade de liberacéo e captacao de
calcio, baixo numeros de mitocondria e mioglobina, gerando energia
predominantemente através do sistema anaerdbio (Zierath e Hawley, 2004).

O equilibrio homeostatico/energético das fibras musculares é controlado
tanto pelo sistema nervoso, através do comando neuromuscular, quanto pela
sensibilidade do tecido a acao de horménios com expressiva atividade anabdlica,
merecendo destaque a sensibilidade insulinica ( Ropele et al., 2005 ).

A sinalizacao intracelular da insulina inicia-se pela ligacéo ao receptor de
membrana, que € um arranjo proteico heterotetramérico com atividade quinase,

composta por duas subunidades o e duas subunidades . Neste receptor, a insulina

liga-se na subunidade o ativa a subunidade B que se fosforila e ativa varios
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substratos proteicos presentes no citosol, que pertencentem a familia das IRS
(substratos do receptor da insulina). A fosforilacdo das proteinas IRSs cria sitios de
reconhecimento para moléculas contendo dominios com homologia a Src 2 (SH2),
tais como, a fosfatidilinositol 3 quinase (Pl 3-quinase) e outros substratos como a
Gab-1, p60%k Cbl, JAK2 (Carvalheira et al., 2002b; Saad et al., 1995).

Atualmente, a Pl 3-quinase é a principal molécula intracelular considerada
essencial para o transporte de glicose. As proteinas alvo conhecidas desta enzima
sdo a AKT e as isoformas atipicas da APKc. (Carvalheira et al., 2002a). A AKT
apresenta trés isoformas ja bem definidas e descritas como Akt1, Akt2, Akt3, sendo
a Akt2 a mais frequente no musculo esquelético (Sue et al., 2001).

Importante salientar que o substrato de Akt denominado de AS160 participa
da translocagdo do GLUT4 de vesiculas citosolicas em direcdo a membrana
promovendo elevacado na populagéo deste transportador. Por sua vez, a literatura
mostra que o GLUT 4 também pode ser translocado para a membrana por vias
independentes da insulina, como ocorre durante a contragdo muscular
(Huang,Czech, 2007; Schiaffino, Mammucari, 2012).

A insulina também estimula a enzima mitogen-activated protein (MAP)
quinase, que é uma importante via sinalizadora iniciada com a fosforilacdo das
proteinas IRS e/ou Shc, que interagem com a proteina Grb2. A Grb2 esta
constitutivamente associada a SOS, proteina que troca GDP por GTP da Ras
ativando-a. Uma vez ativada, a Ras estimula a fosforilagdo em serina da cascata da
MAPK que leva a proliferagéo e diferenciacdo celulares. A insulina aumenta a
sintese e bloqueia a degradacédo de proteinas através da ativacdo da mTOR. A
mTOR controla a translagédo de proteinas diretamente através da fosforilacdo da

p70-ribossomal S6 quinase (p70's%), que ativa a sintese ribossomal de proteinas
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através da fosforilagdo da proteina. A mTOR também fosforila a PHAS1, que
aumenta a sintese proteica via aumento da translacao de proteinas (Hirabara et al.,
2012).Muitas condigbes podem levar a um comprometimento funcional da cintura
pélvica, sendo que esse comprometimento pode ser induzido e potencializado por
fraturas, tumores, fraqueza muscular, alteracées da coluna vertebral, restricdo ao
leito, problemas vesicais e outras situacbes que culminam em hipoatividade ou
mesmo no desuso. Nesse interim, a cintura pélvica configura-se como uma
importante estrutura que desempenha funcao estatica e dinamica, sendo que esta
estrutura também constitui o suporte do abdome, além de conformar a uniao entre
0s membros inferiores e o tronco (Barbosa et al., 2013).

Assim, a cintura pélvica humana é estruturada como um anel ésteo-articular
fechado, composto por trés estruturas 6sseas e trés articulagdes. As trés estruturas
Osseas sao dois 0ss0s coxais simétricos, articulados pelo sacro, que € um 0sso
impar e simétrico formado pela fusdo de cinco vértebras. Nesse interim, tém-se
ainda trés articulacées, de pouca mobilidade, sendo duas articulagdes sacroiliacas
e uma sinfise pubica (Kapandji, 2000; Dangelo; Fattini, 2008).

Haja vista a importancia e complexidade da cintura pélvica, equipes de
socorro e cirurgides do trauma destacam a importancia de se utilizar primeiramente
a imobilizacdo enquanto recurso terapéutico, independentemente da ocorréncia ou
nao de fraturas. No que diz respeito as estatisticas que envolvem fraturas de cintura
pélvica, destaca-se que nos EUA, das 120.000 fraturas pélvicas reportadas no
periodo de um ano, 21.000 eram fraturas do anel pélvico (Bottlang et al., 2002).

Convém ressaltar que fratura, € apenas uma das diversas condicées que
podem levar a imobilizagdo da cintura pélvica. Dessa forma, o estudo de Simpson et

al., (2002), pontua que a taxa de mortalidade causada por fraturas do anel pélvico é
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maior que 25%, sendo que a combinacao de uma fratura do anel pélvico com outros
ferimentos torna a taxa de mortalidade duas ou trés vezes maior. Outro agravante
nesse tipo de fratura é a hemorragia que se pode ter, uma vez que a cintura pélvica
comporta 6rgaos altamente vascularizados.

Nos grandes centros americanos e europeus, a incidéncia de fratura de pelve
€ de aproximadamente 23 para cada 100.000 habitantes, sendo que a mortalidade
geral varia de 4 a 23% (Balogh et al., 2007; Hauschild el al., 2008).

Estima-se que 10% das fraturas pélvicas podem ser classificadas como
"complexas", haja vista que podem apresentar instabilidade mecanica,
hemodinamica, além da presenca de lesdes em outros segmentos corporais
(Géansslen, Giannoudis e Pape, 2003).

Outros estudos apontam que nos casos de fratura pélvica, até 60% das
mortes ocorrem no local do acidente. Nessa linhagem, presume-se que a hemorragia
retroperitoneal associada a fratura de pelve, corresponda de 7 a 33% dos Obitos
(Tétterman et al., 2007; Hauschild et al., 2008).

Dentre as inumeras condicées que podem comprometer a cintura pélvica,
tem-se a dor pélvica crénica (DPC), podendo ser uma dor ciclica ou nao ciclica, de
duracao igual ou superior a seis meses, ndo associada a menstruacao ou relagao
sexual (Montenegro et al., 2008).

A DPC pode ser resultante de uma complexa interacao entre os sistemas
gastrintestinal, urinario, ginecolégico, musculoesquelético, neuroldgico, psicolbgico,
enddcrino, e fatores socioculturais. Destaca-se ainda que sua prevaléncia € em torno
de 3,8% em mulheres de 15 a 73 anos, fato este que faz da DPC uma condigdo mais
prevalente que a enxaqueca, asma e dor nas costas (Nogueira, Reis e Poli Neto,

2006).
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Sabe-se que a DPC atinge de 14 a 24% das mulheres em idade reprodutiva,
de modo que isso pode se refletir diretamente na vida conjugal, social e profissional,
fato este que faz da DPC um sério problema de saude publica (Howard, 2003;
Nogueira, Reis e Poli Neto, 2006 ).

Devido a escassez de estudos cientificos no Brasil, ndo se tem uma
quantificacdo de no que diz respeito a prevaléncia de DPC. No entanto, no Reino
Unido a prevaléncia é de 25%, e nos Estados Unidos de 14,7%. Muito embora no
Brasil ndo se tenha valores, acredita-se que a prevaléncia possa ser maior em
paises em desenvolvimento (Cury, Coelho e Abrédo, 2004; Miranda, Schor e Girdo,
2009).

Um fato importante a ser mencionado, é que cerca de 80% da populagéo
brasileira, em algum momento da vida, ja apresentaram queixa de dores na coluna
vertebral, principalmente na regido lombo-sacra. Nesse interim, a incidéncia e a
prevaléncia de dor nessa regido direcionam os estudos para uma classe de
desordens epidémicas, sociais e que podem ter grandes propor¢cdes econdmicas,
haja vista que é a queixa mais reiterada nos servigos de saude, sendo a desordem
lombo-sacra como a principal causa de afastamento do trabalho, além de ser de alto
custo para o sistema previdenciario (Schmidt, Kohimann, 2005).

O estudo sobre dor pélvica crbénica (DPC) realizado por Miranda, Schor e
Girao, (2009), expde que a queixa de algia na regido lombo-sacra associada ao anel
pélvico, estava associada em 50% das integrantes do grupo DPC e ainda, acometeu
37,8% das integrantes do grupo controle (sem DPC). Assim, chama-se a atencao
para o aspecto restritivo que essa algia pode causar quando se trata de cintura

pélvica e mobilidade.
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Hodges e Richardson, (1996), atestaram que individuos com dor na regiao
lombo-sacra, em geral apresentam deficiéncia significativa de controle motor
associada, com maior efeito no mecanismo de contracdo do muasculo transverso do
abdome. Dessa forma, o aparelho locomotor desenvolve maior tensdo na
musculatura intervertebral, no intuito de compensar o desequilibrio. Assim, o
desequilibrio muscular pode ser configurado como mais uma desordem funcional
que acomete a cintura pélvica e coluna vertebral.

O desequilibrio muscular apresenta intima relacao com a flexibilidade, que
com o passar dos anos tende a reduzir, principalmente pela degradacao dos tecidos
conjuntivos periarticulares. Assim, Feland et al., (2001), apontam que a cintura
pélvica e sua correlacao funcional com a coluna vertebral e membros inferiores pode
sofre alteracdes, sendo que isso ainda é pouco elucidado.

Especialmente em pessoas idosas, o desempenho da marcha pode ser
limitado pela pouca flexibilidade das estruturas correlacionadas a cintura pélvica.
Nesse contexto, qualquer desequilibrio muscular pode alterar o posicionamento
pélvico e consequentemente sua biomecanica. Tal fato além de causar instabilidade,
pode ainda alterar o centro de gravidade e culminar em complicacdes como as
quedas (Kerrigan et al., 2003; Cristopoliski, 2008).

O estudo de McManus e Girill, (2011) atestou que apds 40 dias de leséo
medular em modelo experimental animal, houve redugédo de 13% na massa déssea
pélvica, de modo que essa reduco foi categorizada como osteoporose. E importante
salientar que a lesdo nervosa nao corresponde a maioria das disfungdes pélvicas,
que em geral sdo causadas por desequilibrios musculares, hipoatividade e

imobilizagéo.
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Sabe-se que os efeitos do desuso pode ser observado horas apds a aplicacao
dessa terapéutica. Dessa forma, nota-se reducdo das reservas de glicogénio,
degradacao de proteinas, diminui¢do da sinalizacao insulinica, reducéo da atividade
mitocondrial, reducado do controle motor, aumento de fibras colagenas que podem
ser favoraveis a fibrose, hipotrofia e atrofia muscular, protedlise, além de uma série
de alteracbes catabdlicas (Slimani et al., 2012).

Estudos mais aplicados sobre o desuso e expressdo génica, estabelecem
uma relacdo de tempo e expressao génica, de modo que independentemente da
idade, os niveis de mRNA, a expressdao de MuRF-1, bem como atrogina-1,
mostraram-se em elevacao na fase inicial (2-4 dias) da atrofia por desuso muscular
humano. Da mesma forma houve uma reducéo acentuada no PGC-1a e PGC-1p (1-
4 dias), associada a diminuicao de 10% no tamanho da fibra muscular (Suetta et al.,
2013).

Com base nos achados pela pesquisa experimental em ratos, nota-se que a
comunidade cientifica tem empenhado esforco em estudar estratégias de estudo do
desuso muscular, seja por meio de modelos ndo invasivos ou mesmo modelos
altamente invasivos e de dificil desenvolvimento (Arruda et al., 2008).

Nota-se ainda que tem-se modelos de desuso ja bem estabelecidos para
tornozelo e também para a escoliose experimental. No entanto, ndo se encontra na
literatura um modelo de estudo para desuso da cintura pélvica, fato este que
encoraja essa premissa do presente projeto (Silva et al., 2006; Silva et al., 2012).

A fisioterapia ortopédica tem atuacdo na prevencdo e tratamento das
patologias dos 0ssos, musculos, articulagdes e ligamentos. Engloba reabilitacao de
pds-fraturas, entorses, luxacdes, traumas ou contusdes musculares, amputacoes,

disturbios mecanicos da coluna vertebral, pds cirurgias, dentre outras, utilizando
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recursos objetivando alivio de quadro algico, eliminacao de processo inflamatério,
melhora na circulacdo sanguinea, fortalecimento muscular, recuperacdo de
movimentos, equilibrio, propriocepcao e reeducacao postural

E de suma importancia o tratamento fisioterapéutico na fase pés-imobilizagao
do quadril. A imobilizacdo pode apresentar alguns fatores limitantes, entre os
principais estdo: a atrofia muscular, diminuicdo de amplitude de movimentos e
possiveis alteragdes circulatorias. A aplicacao de variadas técnicas promove uma
satisfatéria reabilitacdo, minimizando e prevenindo possiveis complicacoes,
implicando assim, no resultado almejado. O tratamento engloba desde
alongamentos, exercicios ativos e fortalecimento, até hidroterapia e treino de
marcha. Todos o0s recursos sao aplicados de acordo com a necessidade especifica
do paciente, sendo aumentados ou modificados periodicamente, até que o paciente
se recupere completamente e volte a ter uma vida normal (Lee, 2001).

Recentemente tem sido discutido a importancia da terapia com o uso de luz
(fototerapia), mais especificamente com o uso de LED (light-emitting diode — diodo
emissor de luz), ou LEDterapia. O LED € um emissor de luz ndo-coerente e em
comparacao ao laser, emite luz numa poténcia pico menor no mesmo comprimento
de onda; nao tem efeito térmico; tem menor gasto de energia. Ja foi demonstrado
que a LEDterapia esta associada com aceleracao na cicatrizacéo de feridas, melhora
na recuperac¢ao de lesao por isquemia no coragao e degeneracao atenuada do nervo
optico lesionado (Whelan, 2001; Zhang, 2009).

Atribuem-se parte dos efeitos do LED a estimulacédo na fungcao mitocondrial
que foi constatado em diversos experimentos in vitro e in vivo. O LED é capaz de
estimular o aumento na fungéo mitocondrial por aumentar o consumo de oxigénio, a

producédo de ATP, o transporte de elétrons, e por reduzir a formacédo de ROS31 e
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por reduzir a ativagdo de vias inflamatdrias. Esses efeitos parecem ser mediados
pelo aumento da expressao de genes relacionados ao metabolismo lipidico, a cadeia
de transporte de elétrons, sintese de ATP, além de genes antioxidantes e anti-
inflamatérios, e por aumentar a atividade da citocromo C oxidase, uma enzima chave
da cadeia transportadora de elétrons. ( Barolet, 2008; Liang, 2006; Begum, et al.,
2013; Liang et al., 2008).

Essas observacdes sugerem que a LEDterapia pode se apresentar como uma
abordagem terapéutica inovadora e ndo-invasiva para o tratamento de processos
patolégicos nos quais a disfuncdo mitocondrial tem papel central, como pode ser o

caso da atrofia muscular.
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HIPOTESE

Mediante o exposto, a hipétese do estudo € que o tratamento de musculos
submetidos a imobilizagdo com terapia de LED pode minimizar os efeitos deletérios

causados pelo desuso.

OBJETIVO GERAL.:
O presente estudo tem como obijetivo avaliar se o tratamento com LED pode
ser uma possibilidade estratégica na recuperag¢ao da musculatura da cintura pélvica

apdés imobilizagao.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Avaliar a concentracao plasmatica de corticosterona.

e Avaliar a concentracdo muscular de glicogénio no Gluateo maximo, Gluteo
médio e lliaco, nas diferentes condigdes experimentais.

e Avaliar a relacao proteina total/DNA nos musculos, Gluteo maximo, Gluteo
médio e lliaco.

e Avaliar o peso do musculo Gluteo maximo.

e Avaliar a concentragdo de receptores de insulina, das enzimas AMPK e
mTOR, nas diferentes condigcdes experimentais.

e Avaliar a concentracao plasmatica de TNF-a.
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MATERIAL e METODOS

ANIMAIS

Foram utilizados 30 ratos da linhagem Wistar (Rathus novergicus var, albinus,
Rodentia, Mamalia), com 3 a 4 meses de idade pesando de 180 a 200 gramas
adquiridos junto a empresa ANILAB (Paulinia), os quais receberam agua e
alimentacao ad libitum, sendo mantidos em ambiente com temperatura controlada
de 23°C % 2°C e ciclo claro/escuro de 12 horas, com luz acesa a partir das 6 horas,
e mantidos em gaiolas coletivas contendo 4 animais. Antes de iniciar o periodo
experimental, os animais permaneceram por 48 horas em adaptacao as condigdes
do biotério de pesquisa, haja vista que apos esse periodo serdo distribuidos em 5
grupos, conforme tabela 1. Estudo aprovado pela CEUA/UNIMEP - Protocolo

05/2014 — ADENDO ( anexo ).

Tabela 1: Distribuicdo dos ratos em grupos experimentais (n=>5).

Grupos

Controle - C

Tratado com LED — CL

Imobilizacao Pélvica - IP
Imobilizados tratados com LED - IPL

Remobilizado ( analisado 7 dias apos a retirada da 6rtese) - R
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IMOBILIZACAO
A partir de um estudo anatémico nos ratos envolvendo posicdo dos
membros e a biomecanica, foi desenvolvido um dispositivo ortético nao invasivo que
assegurou a imobilizacdo da cintura pélvica através de coletes de policloreto de
polivinila (PVC), assim utilizou-se dois coletes (escapular e pélvico) ligados a
estrutura de suspensao desenvolvida com acrilico, rodas de plastico, arame fino,
parafuso e porcas. Na descricdo do modelo pode-se observar que o processo de
imobilizacdo pélvica consiste em um sistema de suspensdo da cintura posterior
(pélvica) e membros pélvicos posteriores, de modo que, as rodas favorecem a
mobilidade, ao mesmo tempo em que restringe a acao da musculatura envolvida.
Destaca-se ainda, que o dispositivo leva em conta 0 ndao comprometimento
da miccéo e defecacao do animal, haja vista que € ajustado em formato de cinta
abdominal, cujo fechamento e regulagédo da presséo fica localizado na regido dorsal
do corpo de animal, conforme mostra a figura 1. A locomocéao foi assegurada pela
adaptacdo das rodas na lateral do dispositivo, uma vez que as mesmas foram
colocadas em angulacao de 45° em relacdo ao solo, impedindo que o dispositivo

virasse e o animal pudesse sofrer altera¢des na coluna.
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Figura 1: Dispositivo de imobilizagédo pélvica aplicado no corpo do rato.

TRATAMENTO COM LED:

Foi utilizado na terapia a aplicagao diaria do recurso (LED) durante 7 dias com
emissdo de 630nm, poténcia 500 mW e densidade de energia de 8-10 J/cm?
equivalente a 30-40s de aplicagdo no tecido muscular (MANUAL BIOS) como
descrito por Fiério et al., (2011) e representado na figura 2. A terapia foi aplicada em
toda area pélvica que se refere a posicdo ocupada pela area do musculo gluteo
maximo, neste contexto, enquanto um pesquisador fez a contencdo do animal, o

outro pesquisador aplicou a terapia conforme pode ser visualizado na figura 2.
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Figura 2: Aplicagéo do LED ap6s tricotomizacao

AMOSTRAGEM

Para amostragem, os animais foram decapitados, o sangue coletado e
acondicionado em tubos de ensaio para isolamento do plasma sendo prontamente
direcionado a avaliagao da concentracao plasmatica de corticosterona e da citocina
TNF-a.

A seguir, foram coletadas amostras dos musculos gluteo maximo, gluteo
médio e lliaco, cujas tipagem de fibras estdo descritas na tabela 2. As amostras
foram separadas em aliquotas e submetidas a avaliagdo das reservas glicogénicas
a partir da digestao em KOH 30% a quente e precipitagcao do glicogénio a partir da
passagem por etanol. Entre as fases de purificagéo e precipitacdo, a amostra foi
centrifugada a 3000 rpm durante 15 minutos, e o glicogénio foi submetido a hidrélise
acida na presenca de fenol, conforme metodologia proposta por Siu, Russeau e

Taylor (1970). Os valores estao expressos em mg/100 mg de peso Umido.
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Tabela 2. Porcentagem do tipo de fibra dos musculos Gluteo maximo (GM), gluteo
médio (Gmed) e lliaco ( I ).

% do Tipo de fibra [ A IID/X IIB
GM 7 77 26 58

GMe 1 46 19 79

I 15 22 27 61

Delp e Duan (1996).

CONCENTRACAO DE PROTEINAS TOTAIS E DNA
Amostras dos musculos gliteo maximo, gluteo médio e lliaco foram
direcionadas a avaliagcao da concentragdo de proteinas totais utilizando-se o Kit
PROTAL da Laborlab®, cujo os valores sdo expressos em mg/100mg. A seguir, foi
avaliada a concentracado de DNA pelo método da difenilamina onde o homogenato
tecidual é submetido a presenca de uma solucao de difenilamina e posteriormente
a leitura realizada em espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 595 nm

segundo o método proposto por GILES e MYERS (1965).

DETERMINACAO DA CONCENTRAGCAO PLASMATICA DE
CORTICOSTERONA.

Aliquotas do plasma coletado nos grupos controle e imobilizados foram
encaminhadas para dosagem de corticosterona através de radioimunoensaio
segundo Kit comercial (Commercial kit ICN pharmaceutical, Inc., EUA) que expressa
valores em pug/mL. Esta avaliacao foi realizada em cooperacéo técnico cientifica com

o Laboratério de Pancreas da UNICAMP.
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ANALISE BIOMOLECULAR: EXTRACAO DE TECIDOS,
HOMOGENEIZACAO E IMMUNOBLOTTING.
Amostras dos musculos gluteo maximo, gluteo médio e lliaco foram
lavados em salina e colocados em tampao de extragdo. O material foi submetido a
homogeneizacdo em tampao de extragdo (100 mM Trisma base, pH 7.5, 10 mM
EDTA, 100 mM pirofosfato de sodio, 100 mM NaF, 10 mM NasVO4, 2 mM PMSF
diluido em alcool etilico, 1% Triton X-100 e 0,1 mg/ml aprotinina), a 4°C, utilizando-
se para isso um homogeneizador tipo Polytron PTA 20S (modelo PT 10/35;
Brinkmann Instruments, Westbury, NY) operado em velocidade maxima por 30
segundos. Os fragmentos celulares foram entdo centrifugados (15.500 x g, 20
minutos, 4 °C) para remogao do material insoluvel e o sobrenadante foi utilizado para
0 ensaio.
Parte deste foi utilizado para determinagdo do conteudo das proteinas
totais enquanto que a outra parte foi submetida a immunoblotting obedecendo a
seguinte sequéncia, a saber: apds a determinacao do conteudo de proteinas totais,
ao sobrenadante foi acrescentado tampéao de Laemmli contendo 100 mM de DTT, e
entdo aquecido por 5-10 minutos. Em seguida, quantidades iguais de proteinas (75
ug) foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE em
aparelho de eletroforese BIO-RAD miniature slab gel apparatus (Mini-Protean, Bio-
Rad Laboratories, Richmond, CA). A ligacdo dos anticorpos a proteinas nao-
especificas foi reduzida por pré-incubacao da membrana por 120 minutos com
tampao de blogueio a temperatura ambiente (TA) (5% BSA dissolvido em solucao
basal). A membrana de nitrocelulose foi incubada, overnight, com anticorpos
especificos diluidos em solugdo para anticorpo (3% BSA dissolvido em solucao

basal), e entdo, lavada por 15 minutos com solugéao basal (150 mM NaCl, 10 mM
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Trisma base e 0.02% Tween 20). A deteccao do complexo antigeno-anticorpo fixo a
membrana de nitrocelulose foi obtida por quimioluminescéncia, utilizando-se kit
comercial da Amersham e seguindo as orientagdes do fabricante. Apos a revelacao
das auto-radiografias, as bandas identificadas foram quantificadas por meio de
densitometria dptica. Esta andlise foi realizada em cooperacgao técnico-cientifica com

a UNICAMP.

DETERMINACAO DA CONCENTRAGAO PLASMATICA DE TNF-a

Amostras do plasma foram utilizadas para avaliacdo da concentracédo
plasmatica de TNF-a através do Kit Singleplex MultiBead Kit cuja aplicabilidade se
inserer em varios tipos de amostras incluindo incluindo soro ou plasma. Esta analise

foi realizada em cooperacao técnico-cientifica com a UNICAMP.

ANALISE ESTATISTICA
Os dados foram submetidos ao teste de normalidade Kolmogorov-
Smirnov seguido de ANOVA e teste de Tukey. Em todos os célculos foi fixado um

nivel critico de p<0,05.
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RESULTADOS

Baseado na possibilidade do modelo de imobilizacdo da pelve ser uma
condicao indutora de estresse, uma vez que, se fundamenta na inser¢cdo de um
agente fisico que modifica a capacidade de deambulacdo, foi avaliada a
concentracao plasmatica de corticosterona, que € o principal horménio indicador
desta condicao e nao foi observado diferenca entre os grupos controle e submetidos

a imobilizacao pélvica, com mostra a figura 3.
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Figura 3. Concentragdo plasmatica de corticosterona (ug/mL) dos grupos
controle (C) e imobilizagao pélvica (IP). Os valores correspondem a meédia +
dp, n=5.
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No mesmo perfil de analise foram avaliadas as reservas glicogénicas
musculares (RG) sendo observado que o desuso gerado pela 6rtese promoveu
reducao nas reservas atingindo 79% no gluteo maximo (GM), 70,9% no gluteo médio
(GMe) e 59,2% no iliaco (I) indicando comprometimento nas reservas energéticas.

Sequencialmente, os mesmos musculos foram avaliados ap6s 7 dias da
retirada da oOrtese (remobilizacdo), sendo observado que as RG recuperaram
parcialmente atingindo valores 89% maiores no GM e 62% no GMe e 53% no | (
figura 4 ).

Cabe ressaltar que, mesmo ap6s a remobilizacdo, as RG ainda
permaneceram menores se comparadas ao controle, estando assim distribuidas,

60% menor no GM, 52,6% no GMe e 44,7% no |, como mostra a figura 4.
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Figura 4. Concentracao de glicogénio (mg/100mg) nos musculos gluteo maximo (GM),
gluteo médio (GMe) e lliaco (l) nas condigdes controle (C), imobilizagdo pélvica (IP) e
Remobilizado (R). Os valores correspondem a média + dp, n=5. *p<0,05 comparado ao
controle, #p<0,05 comparado ao imobilizado.
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Na andlise da relagéo proteina total/DNA foi verificado que o desuso gerado
pela imobilizacdo promoveu reducao de 63% no gluteo maximo (GM), 51% no gluteo
médio (GMe) e 52,2% no iliaco (l) indicando perda de mionucleos e atrofia e de forma
mais intensa no musculo gluteo maximo. Por sua vez, na avaliagao realizada apés 7
dias da retirada da értese, ou seja, na remobilizacédo, foi observado recuperacao
parcial na relagéo proteina total/DNA, atingindo valores 36% maiores no GM, 63%
no GMe e 45% no | (figura 5). Apés a remobilizacdo, a relacdo PT/DNA ainda
permaneceu menor, se comparada ao controle e assim distribuidas: 50% menor no

GM, 33% no GMe e 30% no |, como mostra a figura 5 .
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Figura 5. Relagao proteina total/DNA (mg/100mg) nos musculos gluteo maximo (GM),
gluteo médio (GMe) e lliaco (l) nas condigdes controle (C), imobilizagao pélvica (IP) e
Remobilizado (R). Os valores correspondem a média * dp, n=5. *p<0,05 comparado
ao controle, #p<0,05 comparado ao imobilizado.

Ainda dentro do aspecto metabdlico, foram avaliadas as reservas
glicogénicas musculares em um grupo tratado com LED e como pode ser observado
na figura 6, foi observado que o grupo tratado apresentou reservas glicogénicas

37% maiores no gluteo maximo, 30% no gluteo médio e 29% no iliaco.
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As alteracdes demonstradas na relacdo proteina total/DNA indicam que o
musculo gluteo maximo foi o mais afetado na imobilizacdo pélvica gerada pela értese
(Figura 5). Para reiterar este perfil, destacam-se as variagdes no peso umido sendo
demostrado na figura 7 que a aplicacdo de LED ndo modificou o peso tanto na

condicao controle quanto na condi¢ao imobilizado pela értese.

0.8
06
0.4

0,

Glicogénio ( mg/100mg )
R

GMIP GMIPL GMeC  GMelP GMelPL lIPL

Figura 6. Concentragcao de glicogénio (mg/100mg) nos musculos gliteo maximo (GM),
gluteo médio (GMe) e lliaco (l) nas condi¢des controle (C), imobilizagao pélvica (IP) e
imobilizagao pélvica tratado com LED (IPL). Os valores correspondem a média + dp, n=5.
*p<0,05 comparado ao controle, #p<0,05 comparado ao imobilizado
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Figura 7. Peso (mg) do musculo gliteo maximo nas condi¢des controle (C),
imobilizados com a értese (IP), controle tratado com LED (CL ) e imobilizado
tratado com LED (IPL). Os valores correspondem a média + dp, n=5. *p<0,05
comparado ao controle.

As observacdes no ambito bioquimico, instigaram a avaliacdo biomolecular
iniciando pela fosforilagdo do receptor de insulina representado na figura 8, sendo
observado, que a imobilizacdo pélvica promoveu reducdo na fosforilacdo dos
receptores de insulina atingindo 34,8 + 7% no musculo gluteo méaximo; 30 + 4,5% na
fosforilagdo no musculo gluteo médio e 20,5 + 3,0% no musculo iliaco. Na mesma
figura pode-se observar que a terapia com LED aplicada em muasculos normais, ndo
promoveu modificagdo na fosforilacao do receptor de insulina, no entanto, quando a
terapia foi aplicada nos musculos submetidos a imobilizacao pélvica foi observado
que os musculos apresentaram maior fosforilagdo atingindo 30 + 6,4% no musculo
gluteo maximo; 15 + 3,2% no musculo médio, ndo sendo verificado a¢gdo no musculo
iliaco. Mesmo havendo melhora na dindmica de recepg¢édo do sinal insulinico no
musculo imobilizado, estes nao atingiram a condicao observada no grupo controle
ficando 18% menores no musculo gluteo maximo, 21% no gluteo médio e 32% no

iliaco ( Figura 8 ).
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Figura 8. Porcentagem de fosforilagdo do receptor de insulina nos
musculos gluteo maximo (A), gluteo médio (B) e iliaco (C) dos grupos
controle (C), imobilizagao pélvica (IP), controle tratado com LED (CL) e
imobilizagao pélvica tratado com LED (IPL). Os valores correspondem a
média * dp, n=5. *p<0,05 comparado ao controle, #p<0,05 comparado
ao imobilizacao pélvica, ~ p<0,05 comparado ao CL.
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Ainda no ambito molecular, foi avaliado a fosforilagdo da enzima mTOR sendo
observado que a imobilizacdo pélvica promoveu reducdo de 25,6 = 3,5% na
fosforilacdo da mTOR do musculo gliteo maximo; 29,2 + 4,0% no musculo gluteo
médio e 22,6 + 4,5% no musculo iliaco. Com relacao a terapia com LED aplicada em
musculos normais, nao foi verificado modificacdo na fosforilagdo da mTOR, no
entanto, quando a terapia foi aplicada nos musculos submetidos a imobilizagdo
pélvica nao foi constatado mudanca na fosforilagdo no musculo gluteo maximo, no
entanto, houve elevacao de 25 + 9% no musculo gluteo médio e 10 + 5% no musculo
iliaco. Com relacdo aos musculos que manifestaram pequena melhora estes nao
atingiram a condicao observada no grupo controle ficando 20% abaixo no gluteo
médio e 17% no iliaco ( Figura 9 ).

No mesmo sentido foi avaliada a fosforilacgdo da enzima AMPK sendo
observado que a imobilizacdo pélvica promoveu reducdo de 40 + 3,7% na
fosforilacdo da ezima AMPK do musculo gluteo maximo; 35 +6,3% no musculo gluteo
médio e 18,4 + 5,9% no musculo iliaco. Por sua vez, a aplicacao da terapia com LED
aplicada em musculos normais, ndo promoveu modificagdo na fosforilagdo da
AMPK, entretanto, quando a terapia foi aplicada nos musculos submetidos a
imobilizacao pélvica foi constatado aumento na fosforilagdo atingindo 27% + 3,1% no
musculo gluteo maximo, 26,4 + 8% no musculo gluteo médio e 10 £5,1% no musculo
iliaco. Cabe ressaltar que os musculos supra-citados ndao apresentaram valores
similares aos observados no grupo controle ficando 20% abaixo no gluteo maximo,

27% no gluteo médio e 15% no iliaco (Figura 10).
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Figura 9. Porcentagem de fosforilacdo do receptor da enzima mTOR nos
musculos gluteo maximo (A), gluteo médio (B) e lliaco (C) dos grupos dos grupos
controle (C), imobilizagdo pélvica (IP), controle tratado com LED (CL) e
imobilizagcao pélvica tratado com LED (IPL). Os valores correspondem a média
dp, n=5. *p<0,05 comparado ao controle, #p<0,05 comparado a imobilizacdo
pélvica, ~ p<0,05 comparado ao CL.
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Figura 10. Porcentagem de fosforilagdo do receptor da enzima AMPK nos
musculos glateo maximo (A), gluteo médio (B) e lliaco (C) dos grupos controle
(C), imobilizados (I), controle tratado com LED (CL) e imobilizado tratado com
LED (ILP). Os valores correspondem a média + dp, n=5. *p<0,05 comparado
ao controle, #p<0,05 comparado ao imobilizado, ~ p<0,05 comparado ao
tratado com LED.



A seguir foi avaliada a concentracao plasmatica de TNF-a sendo verificado
gue musculos normais submetidos ao tratamento com LED n&o apresentaram
modificacdo na concentracdo plasmatica, no entanto, o grupo submetido ao
desuso imposto pela értese apresentou concentracées 18% maiores, valores
que foram 13% menores no grupo imobilizado com a értese e tratado com LED,

como mostra a figura 11.
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Figura 11. Concentracado plasmatica de TNF-a em unidades arbitrarias dos
grupos controle (C), imobilizagao pélvica (IP), controle tratado com LED (CL) e
imobilizacao pélvica tratado com LED (IPL). Os valores correspondem a média
t+ dp, n=3. *p < 0,05 comparado ao controle, #p<005 comparado ao grupo
imobilizagao pélvica.
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DISCUSSAO

Dentre os parametros que norteiam as atividades de pequisa, a concentragao
plasmatica de corticosterona merece especial consideragéo, por ser indicativo da
intensidade de estresse que o procedimento experimental possa estar induzindo no
animal experimental (Sandi et al., 1996). Ao propormos o uso de uma értese indutora
de imobilizagdo pélvica, ressaltou a necessidade de se avaliar a concentracao
plasmatica de corticosterona, uma vez que o estresse e a imobilizacdo sao
condicbes que podem propiciar elevacdo na secrecdo de catecolaminas e
glicocorticoides (Hirose et al., 2000). Nesta analise, nao foi observado diferenca
entre os grupos controle e submetidos a imobilizagcao, desta forma, as concentragdes
observadas acompanharam a literatura indicando que o procedimento aplicado na
imobilizacdo pélvica, ndo é uma condicdo indutora de estresse, a qual
significativamente possa ter influenciado nos dados. (Yvonne et al., 2006; Andersen
et al., 2004 )

No ambito metabdlico, classicamente tem sido descrito que o desuso
muscular, quer seja provocado pela necessidade de permanéncia por longos
periodos acamado, aplicagdao de érteses ou suspensdao de membros mimetizando
microgravidades, sao potentes indutores de resisténcia a insulina (Pierre et al., 2016;
Supreeth et al., 2016)

Na literatura tem sido descrito que o desuso causado pela imobilizacao
muscular promove multiplos fatos representados pela reducdo na populagdo de
receptores de insulina, bem como na eficiéncia dos sistemas sinalizadores
citosélicos ligados a via insulinica, tal como, a via AKT-PI3-K, indicando a
implantacdo do quadro de resisténcia a insulina, condigdo que ao se tratar de tecido

muscular, denomina-se “desuso simples”, uma vez que, os reais efeitos pelos quais
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o desuso induz o quadro de resisténcia a insulina, ainda nao esta totalmente definido
(Atherton et al., 2016).

Acompanhando a proposta, passou-se a avaliar os eventos promovidos pela
imobilizacdo sobre as reservas glicogénicas musculares, destacando que esta
reserva € marcadora das condicoes energéticas e da performance estando
diretamente vinculados ao musculo esquelético. Os resultados obtidos no grupo
submetido a imobilizacao pélvica mostraram reducao significativa nas reservas de
glicogénio, e se baseia no fato tanto do comprometimento na populacdo dos
receptores insulinicos, quanto na eficiéncia da cascata sinalizadora da insulina sobre
as vias citosodlicas reguladoras da sintese de glicogénio, condi¢coes que predispbs a
reducdo nas reservas glicogénicas (Hirose et al., 2000; Munetaka et al., 2000;
Mortensen et al., 2014).

Um estudo recente realizado em bidpsias musculares coletadas em humanos
voluntarios que permaneceram 7 dias imobilizados na cama, verificou ampla redugao
em funcdes fisioldégicas, em especial, reducdo na captacdao de glicose, na
concentracao de GLUT4, na atividade da hexoquinase ll, proteina quinase B, Akt1 e
Akt2 e significativa reducdo na capacidade da insulina em ativar a enzima GSK
responsavel por promover a sintese de glicogénio (Bienso et al., 2012).

Este conjunto de informacao reitera os resultados aqui obtidos, onde foi
observado que a imobilizacdo pélvica induziu expressiva reducdo nas reservas
glicogénicas e ainda reforca o modelo de desuso da musculatura pélvica, enquanto
sistema indutor de desuso muscular.

Ao aplicarmos a mesma analise, na fase de remobilizacédo, ou seja, sete
dias apds a retirada da Ortese geradora de imobilizacao pélvica, foi verificado

recuperacao parcial das reservas glicogénicas, de forma que, estas ndo retomaram
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a valores similares ao controle. Cabe considerar que no musculo esquelético, a
sinalizacao insulinica é multifatorial dependente da ligacdo da insulina ao seu
receptor, ativagdo das IRSs, ativagdo da enzima fosfatidilinositol-3-quinase, (P13-K),
conduzindo a fosforilagdo e ativacao do complexo enzimatico iniciado pela enzima
Akt, a qual fosforila a enzima AS160 que € responsavel pelas dinamicas de
translocacao do GLUT4, captacdo de glicose e formacéao de reservas energéticas
musculares (Kramer et al., 2006). Assim, tem sido descrito que as vias sinalizadoras
insulinicas comprometidas pela imobilizacdo, somente iniciam seu restabelecimento
apos 15 dias, determinando uma “temporizacdo” para que seja efetivada a
recuperacao (Lima et al., 2007, Wall et al., 2013, Bodine et al., 2013).

Possivelmente, a recuperagcéo das reservas energéticas se deve ao fato da
recuperagado da sensibilidade a horménios ou neurotransmissor, ser um processo
lento (Bottinelli e Reggiani, 2000). Assim, é sugestiva a necessidade da aplicacao
de um protocolo fisioterapéutico, no intuito de auxiliar na recuperagéo funcional do
musculo imobilizado.

No contexto da analise, foi avaliado a relacao proteina total/DNA (PT/DNA) e
foi verificado que o perfil acompanhou as alteracées descritas na andlise das
reservas glicogénicas, de forma que a imobilizacdo pélvica promoveu redugcédo na
relacdo PT/DNA indicando protedlise. A atrofia ligada ao desuso resulta do
desequilibrio entre a sintese e degradacao de proteinas, havendo consenso na
literatura indicando que a reducdo na sintese de proteinas musculares ocorre
precocemente ja nas primeiras 6 h ap6s a imobilizacdo (Booth e Seider, 1979;
Tucker et al.,, 1981). Recentemente, um estudo ligado no aspecto molecular
demonstrou que concomitante a imobilizacdo muscular ha reducéo na concentragao

e atividade das vias enzimaticas que envolvem as enzimas PI3K e Akt acompanhado
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de reducao na fosforilacao da enzima mTOR e consequente ativacdo do sistema de
proteassoma ubiquitina, fatos associados que potencializam a degradacéao proteica
(Biolo et al, 2004; Drummond et al., 2012; You et al., 2015; Mirzoev et al., 2015;
Rudrappa et al., 2016).

Estudos realizados em humanos submetidos a imobilizagdo do quadril
verificaram reducao da forca (Kalyani et al., 2013) e massa muscular (Leenders et
al., 2013) e estabeleceram relac6es entre a protedlise e a reducédo na fosforilacao
das enzimas mTOR e AS160. Importante acrescentar, que existem outras relacdes
fisioldgicas relacionadas a reducao na fosforilagdo deste complexo enzimatico, tal
como, a reducdo na sinalizacao via IGF1, reducdo na fosforilacdo da enzima
p70S6K, caracterizando um fenbmeno que a literatura denomina de “resisténcia
anabdlica” (Biolo et al., 2004, Kawamoto et al., 2016).

Desta forma, um fendmeno merecedor de destaque € que a imobilizacao ao
comprometer a fosforilacdo da mTOR indiretamente inibe a enzima AS160
deflagrando a resisténcia a insulina, sendo um dos passos iniciais no
desenvolvimento da atrofia. Na fase que corresponde a retirada da imobilizacao
pélvica, houve recuperacdo parcial na relacdo PT/DNA, fato que pode estar
diretamente relacionado ao efeito temporal na recuperacéo das vias sinalizadoras,
responsaveis pelo equilibrio entre a sintese proteica e a protedlise, considerando-se
ainda, que possa haver diferenga entre o grau de atrofia entre diferentes musculos,
uma vez que, estes nao atrofiam uniformemente quando imobilizados (Miokovic et
al., 2012;, Lang et al., 2012).

Um estudo no a&mbito morfoldgico realizado com o musculo extensor digital
longo (4% de fibras tipo I; 11% de fibra tipo IIA; 29% fibras 1ID/X; 58% fibras 1I1B),

demonstrou que 10 dias ndo foram efetivos na recuperacdo da protedlise apds
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imobilizacdo (Polizello et al., 2011). Neste sentido, € sugestivo que possa haver a
transposicao desta descricao para os musculos avaliados, ou seja, gluteo maximo,
gluteo médio e iliaco, os quais apresentam em média 70% de fibras do tipo I, similar
a constituicdo das fibras do musculo EDL (Delp e Duan, 1996).

Atualmente a terapia LED tem sido foco de estudos, visto sua eficiéncia
enquanto estimulante da microcirculagdo (Queiroz et al.,2008), indutor de aumento
da atividade muscular (Kelencz et al., 2010), reparo tecidual de tecido tendinoso
(Karu e Kolyakov, 2005), proliferacédo de fibroblasto (Casalechi, 2008), além de ser
uma terapia com potencial, enquanto agente que melhora o metabolismo energético
e estrutural podendo reduzir a fadiga (Ferraresi et al., 2012).

Considerando-se o perfil metabdlico, destacamos que nos procedimentos
experimentais vinculados a terapia com LED, a maior area do tecido muscular foi
contemplada com a aplicagdo da terapia, buscando melhor distribuir a energia
aplicada por toda a area e dentro de parametros que foram utilizados por outros
cientistas, os quais constataram reducdo na fadiga muscular e aumento no
desempenho muscular (Leal et al., 2011). Assim, no grupo submetido a imobilizacao
pélvica e tratado com LED, foi observado reservas glicogénicas maiores se
comparado aos musculos ndo tratados, sendo sugestivo que a melhora induzida pela
terapia se refere a modificacdo na sensibilidade e a atividade das vias ligadas ao
controle metabdlico, uma vez que, as reservas glicogénicas sdo marcadoras de
fadiga e indicam recomposicao quando se aplicou a terapia (Costill et al., 2008).

Um estudo recente realizado em humanos avaliou o efeito de varias dosagens
do LED sobre a fadiga muscular, enquanto realizava uma Unica extensao de perna

até a exaustao e verificou efeito positivo da terapia na performance fato que pode
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indicar melhora nas reservas e metabolizacao de substratos energéticos (Hemmings
et al., 2016).

No que se refere a relacado PT/DNA foi verificado que o grupo imobilizado que
recebeu a terapia com LED, apresentou menor perda se comparado ao grupo nao
tratado. Neste sentido, um estudo investigou através de bidpsia muscular, o efeito
do LED sobre o desempenho fisico de humanos submetidos a treinamento de forca
fisica, sendo verificado aumento na atividade dos genes PPARGC1-a, ligados a
biogénese mitocondrial, da VEGF que é o agente ligado a angiogénese e
principalmente ativacdo da mTOR (Ferraresi et al., 2012). Possivelmente, a menor
perda de mionucleos se deve ao efeito do LED na expressédo de diversos fatores
citosolicos atuando como protetor da perda de massa.

Na avaliacdo do peso do musculo gluteo maximo foi verificado reducao em
decorréncia da imobilizagao pélvica, no entanto, no grupo imobilizado tratado com a
terapia com LED a perda de peso foi menor, indicando os efeitos da terapia nas vias
enzimaticas citosélicas que atuam na interface sintese proteica/protedlise.

Ferraresi e col ( 2016) estudaram em gémeos monozigoticos a terapia com
LED combinada com um programa de treinamento de forca durante 12 semanas. As
avaliacbes se pautaram em bidpsias musculares, imagens de ressonancia
magnética, analise de carga maxima e testes de resisténcia a fadiga antes e ap6s o
programa de treinamento para avaliar a expressao génica, hipertrofia muscular e
desempenho, respectivamente. Os resultados mostram que comparado com o
placebo, o LED aumentou a carga maxima no exercicio e reduziu a fadiga,
acompanhado de diminui¢cdo na geracao de marcadores de inflamacéo (interleucina
1B) e atrofia muscular, foi observado também, que a enzima mTOR aumentou sua

atividade na presenga do LED, juntamente foi constatado hipertrofia do musculo da
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coxa, reiterando que a terapia com LED possa ter contribuido ativando vias
sinalizadoras citosélicas.

A avaliacdo biomolecular mostrou que a imobilizagdo pélvica promoveu
expressiva reducdo na populagcdo de receptores de insulina, redugdo na
concentragdo da enzima mTOR, bem como na concentracdo da enzima AMPK, em
todos os musculos avaliados, indicando que o desuso induzido pela imobilizacao
promoveu, nos diferentes musculos, redugdo na sinalizagdo intracelular
comprometendo as vias metabdlicas e o controle da sintese proteica.

No que ser refere ao grupo experimental submetido a imobilizacao pélvica que
foi tratado com LED, foi verificado aumento na fosforilagdo dos receptores de
insulina, fato que pode ser entendido por duas hipéteses, ou seja, a terapia pode ter
favorecido o restabelecimento na fosforilacdo dos receptores de insulina (IR) ou
ainda pode ter interferido em algum sinalizador que esteja comprometendo a acao
do receptor, destacando que a maior porcentagem de fosforilacdo do IR foi
observado no musculo gluteo maximo e em menor intensidade no muasculo glateo
médio, e ainda, nao foi observado efeito no musculo iliaco.

Esta acao diferenciada pode ter relacdo com a posi¢cao anatémica do musculo
onde o gluteo maximo devido sua posicdo mais superficial, pode ter recebido o
estimulo em maior intesidade que os demais, podendo haver uma hierarquia na
resposta muscular dependendo da distancia anatémica que se encontra da fonte do
estimulo. Com relacdo a porcentagem de fosforilacdo da enzima mTOR néao foi
verificado diferenca no musculo gluteo maximo, contudo foi observado agcdo de
pequena intesidade nos musculos gluteo médio e iliaco. Por fim, na avaliacdo da
porcentagem de fosforilacdo da enzima AMPK foi observado elevagédo expressiva

no gluteo maximo e médio e em menor intensidade no musculo iliaco.
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A literatura tem demonstrado a abrangéncia de acao da terapia com LED em
diferentes sistemas biolégicos promovendo melhora nas condicées homeostaticas e
intensificando o reparo tecidual, havendo também relatos de melhora em condicbes
quimiometabdlicas da musculatura esquelética (Ferraresi et al., 2016). Comparando
as analises moleculares pode-se verificar que nos musculos submetidos a
imobilizacdo pélvica, a terapia com LED promoveu acdo mais expressiva na
responsividade a insulina e ativacdo das vias citosdlicas ligadas a geracdo de
energia, representado pelo aumento na fosforilacdo do IR e AMPK, respectivamente.

Estes dados sdo sugestivos para se propor que possivelmente a acgéo
primaria da terapia com LED seja reconstituir as vias metabdlicas melhorando
primeiramente o sistema gerador de energia como observado no aumento da
fosforilacdo dos IR e da AMPK e possivelmente a recuperagéo das vias anabdlicas
esteja em um plano secudario, apds recuperar o equilibrio energético.

Por fim, na avaliacdo da concentracao plasmatica de TNFa ( fator indutor de
protedlise) foi verificado elevacao frente a imobilizacdo pélvica, assim como descrito
em outras condicées de desuso, sendo consenso entre pesquisadores que esta
citocina estd vinculada com o processo inflamatério, reducdo da massa e forga
muscular devido a sua agao catabdlica (Jackman, Kandarian, 2004, Junior et al.,
2015, Powers et al., 2016, Dideriksen et al., 2016).

Neste sentido, pesquisadores tem aplicado a terapia com LED dentro dos
parametros aqui utilizados, sendo descrito efeitos positivos em atividades biologicas
essenciais, tais como: na sintese de ATP, reducdo de edema e diminuicdo da
producdo de citocinas e mediadores inflamatérios tais como o TNFa (SERAFIM et
al., 2011; CORAZZA et al., 2007, Turnes, 2015). Ainda relacionado ao TNFa, foi

descrito que o aumento na formacao de TNF-a podem causar resisténcia a insulina
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no musculo esquelético por inibicdo da ativacdo das vias enziméaticas ligadas a PI-
3K mediada por IRS-1 e IRS-2, conduzindo a disfungdo metabdlica e estrutural,
assim, neste estudo ao observarmos que houve menores concentragdes de TNF-a
no grupo tratado com LED é sugestivo que haja recomposicao das vias sinalizadoras

citosdlicas que estavam inibidas pela citocina.
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CONCLUSAO:

Com base no modelo de imobilizacao pélvica proposto no presente estudo,
conclui-se que este promoveu reducado nas reservas musculares de glicogénio, na
relacdo de proteina total/DNA, na populacdo de receptores de insulina e na
concentracao plasmatica das enzimas AMPK e mTOR, mostrando-se efetivo em
promover atrofia nos musculos pélvicos.

Como proposta terapéutica utilizada, o LED mostrou-se eficaz quando
aplicado durante a imobilizacdo, minimizando os efeitos deletérios deflagrados pelo
desuso, propiciando melhores condicbes metabdlicas com reflexo na menor perda
de massa representado pela melhora na relacdo proteina total/DNA, indicando
menor perda de massa. Além do mais, o LED foi importante para a diminuicao da
producdo da citocinas TNFa, que € uma das principais citocinas de carater
inflamatdrio que inibem a sinalizagéo insulinica na face intracelular.

Assim, a terapia com LED mostrou-se eficaz em minimizar alteracées geradas

na imobilizacao.
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