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RESUMO

A desnutricao € uma condicdo decorrente de um aporte insuficiente de
nutrientes ou de um inadequado aproveitamento biolégico dos alimentos
ingeridos, que gera déficits importantes no metabolismo, comprometendo os
sistemas, incluindo o musculoesquelético. Considerando que a ocorréncia de
lesbes musculares é um fato comum, uma opcdo de tratamento para a
recuperacdo é a terapia por laser de baixa intensidade (Low-Level Laser
Therapy — LLLT), que diminui o tempo de cicatrizacao e garante melhor reparo
da lesédo. Assim, o objetivo do trabalho foi analisar os efeitos da LLLT na
recuperacdo muscular de ratos submetidos a desnutricdo e recuperacao
proteica, por meio de analises morfoldgicas e bioquimicas. Foram utilizados 40
ratos Wistar, recém-desmamados, divididos aleatoriamente em dois grupos
(n=20): Grupo Controle (C) submetido somente a dieta normoproteica (14%) e
o Grupo Desnutrido/ Recuperado (D) submetido a dieta hipoproteica (6%) por
45 dias e recuperados por mais 45 dias com ragao normoproteica (14%). Ao
completar a fase de recuperacdo nutricional, todos os animais foram
submetidos a criolesdo no musculo tibial anterior direito, e subdivididos nos
grupos (n=5): Controle Lesao (C), Controle Laser (CL), Desnutrido/Recuperado
Lesao (D) e Desnutrido/Recuperado Laser (DL). Ap6s 24 h da lesédo, os grupos
CL e DL receberam tratamento com LLLT diodo AsGaAl 830nm, na forma
continua, poténcia de 30mW e densidade de energia de 20J/cm?2, durante 80
segundos, em dias intercalados. Ao término do protocolo os animais foram
eutanasiados 7 ou 21 dias ap6s a lesdo dependendo do grupo experimental. O
musculo tibial anterior direito (lesado) foi retirado, pesado e dividido
transversalmente em duas partes iguais, sendo uma parte destinada a técnica
de microscopia de luz (HE) e a outra a técnica de immunobloting (marcacéo da
citocinas TNF-a, TGF-B1 e proteina m-TOR). A avaliacdo dos resultados foi
feita pelo teste ANOVA, com valor de p<0,05 para significancia estatistica. Os
resultados mostraram que os animais submetidos a dieta hipoproteica e
recuperados apresentaram reducdo na massa corporal quando comparados
aos animais submetidos a dieta normoproteica (p<0,05). Aos 7 dias houve
reducédo da inflamacao e da TNF-a nos grupos controle e desnutrido 21 dias
(p<0,05), porém nos animais irradiados nao houve esse resultado foi observado
somente aos 21 dias, sem alteragao nos valores de TNF-a. A Densidade de
Area de Tecido Conjuntivo demonstrou o mesmo comportamento, porém os
niveis de TGF-B1 nao foram influenciados pela LLLT. A Area de Seccéao
Transversa € a m-Thor aumentaram com o tratamento por LLLT nas fases
finais da regeneracdo. Com os resultados do presente estudo pode-se concluir
que a terapia com laser de baixa intensidade (830 nm) favoreceu a
regeneracao muscular na fase tardia (21 dias) em modelo experimental de
desnutricdo proteica pds-natal com posterior recuperacao.

Palavras-Chave: Desnutricdo, Regeneracado Muscular, terapia por luz de baixa
intensidade



ABSTRACT

Malnutrition is a condition due to an insufficient supply of nutrients or an
inadequate biological utilization of the food ingested, which generates important
deficits in the metabolism, compromising the systems, including the
musculoskeletal system. Considering that the occurrence of muscle injuries is a
common fact, a treatment option for recovery is Low Level Laser Therapy (LLLT),
which decreases healing time and ensures better injury repair. Thus, the
objective of this work was to analyze the effects of LLLT on the muscle recovery
of rats subjected to malnutrition and protein recovery, through morphological and
biochemical analyzes. Wistar rats were randomly divided into two groups (n =
20): Control Group (C) submitted to the normoprotein diet (14%) and the
Undernourished / Recovered Group (D) submitted to a hypoprotein diet (6 %) For
45 days and recovered for another 45 days with normoproteic diet (14%). At the
end of the nutritional recovery phase, all animals were submitted to cryolesion in
the right tibialis muscle and subdivided into groups (n = 5): Control Lesion (C),
Laser Control (CL), Malnutrition / And Malnourished / Recovered Laser (DL).
After 24 h of injury, CL and DL groups were treated with LLLT 830nm diode
AsGaAl, in continuous form, 30mW power and energy density of 20J / cmz, for 80
seconds, on interspersed days. At the end of the protocol the animals were
euthanized 7 or 21 days after injury depending on the experimental group. The
right (injured) anterior tibial muscle was removed, weighted and divided
transversely into two equal parts, one part being dedicated to the light
microscopy (HE) technique and the other to the immunoblotting technique (TNF-a
cytokine, TGF- B1 and m-TOR protein). The ANOVA test was used to evaluate
the results, with a value of p<0.05 for statistical significance. The results showed
that the animals submitted to the hypoproteic diet and recovered showed a
reduction in body mass when compared to the animals submitted to the
normoprotein diet (p<0.05). At 7 days there was a reduction of inflammation and
TNF-a in the control and malnourished groups for 21 days (p<0.05), but in the
irradiated animals, this result was observed only at 21 days, with no change in
TNF-a values. Conjunctival Tissue Density demonstrated the same behavior, but
TGF-B1 levels were not influenced by LLLT. The Transverse Section Area and m-
Thor increased with LLLT treatment in the final stages of regeneration. With the
results of the present study, it can be concluded that low-intensity laser therapy
(830 nm) favored muscle regeneration in the late phase (21 days) in an
experimental model of postnatal protein malnutrition with subsequent recovery.

Key words: Malnutrition, Muscular Regeneration, Low-Level Laser Therapy
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1. INTRODUCAO

A desnutricao € uma condicdo decorrente de um aporte insuficiente de
nutrientes e energia ou de um inadequado aproveitamento biolégico dos
alimentos ingeridos. Tal condicdo n&o se relaciona, necessariamente, a
condicdo de fome do individuo, mas pode ser ocasionada também por
desmame precoce, déficit nutricional de vitaminas e minerais, incidéncia
repetida de infeccoes (MONTEIRO, 20083).

Dados do IBGE (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica) de 2010
apontam que a inseguranca alimentar, ou seja, estar restrito a alimentacao ou
mesmo ter a possibilidade de que a restricao ocorra, esta presente em 5,8%
dos moradores de domicilios particulares, o que corresponde a 11,2 milhdes de
pessoas (IBGE, 2010).

Nos paises em desenvolvimento a desnutricdo € a segunda causa de
morte mais frequente em criangas menores de 5 anos, sendo que nos casos de
portadores de desnutricdo grave, a taxas de mortalidade correspondem a cerca
de 20 a 30% dos casos. Os fatores que colaboram para tais indices incluem
uma reidratagdo inadequada levando a faléncia cardiaca, falta de
conhecimento sobre as infec¢cdes que levam a septicemia e falhas no
reconhecimento da vulnerabilidade de criancas desnutridas a hipoglicemia e a
hipotermia (SCHOFIELD; ASWORT, 1996; WHO, 1996).

A desnutricdo proteica leva a alteragcées no sistema imune, que
incluem a perda de mediadores imunol6gicos plasmaticos, como por exemplo o
TNF (Tumor Necrosis Factor), e a deficiéncia de carboidratos provoca
distarbios metabdlicos que levam ao aumento na degradacao intercelular de
acidos graxos (MULLER; KRAWINKEL, 2005). Além disso, a caréncia
nutricional de proteinas leva a déficits importantes no metabolismo, ja que as
mesmas exercem papel significativo no ciclo vital do homem e suas func¢des
estdo ligadas a maior parte das reagdes homeostasicas do organismo, dentre
as quais podemos citar a formacdo de enzimas, formagdo de anticorpos,

formacao de horménios, equilibrio acido-basico, distribuicdo de liquidos no



organismo, transporte de substancias, transporte de oxigénio, coagulacao
sanguinea e atividade muscular (NEIVA; GUERINO; MELLO, 1999).

As lesdes musculares sdo comuns, bem como os traumas ortopédicos e
doencas musculares. A incapacidade gerada por tais lesbes esta diretamente
relacionada com as propriedades intrinsecas de recuperacdo do musculo, que
envolve a presenca de células satélites, que tem capacidade de proliferacao e
diferenciacao, podendo gerar novas fibras; como resultado final a cascata de
eventos para recuperacdo muscular ha o acumulo de matriz extracelular,
composta principalmente por colageno, resultando na formacdo da cicatriz.
(MANN et al., 2011; SHIN et al., 2014; TIDBALL; VILLALTA, 2010).

O processo de reparacdo do tecido muscular passa por trés fases: a
primeira é a fase de destruicdo, caracterizada pela ruptura e necrose das
fibras, formagcéo de hematoma e reacao inflamatéria celular; em seguida vem a
fase de reparacgao, onde ha fagocitose do tecido necrosado e regeneracao das
fibras, com concomitante producdo de tecido conjuntivo e crescimento de
capilares na area lesada; por ultimo vem a fase de remodelagdo, na qual ocorre
a maturacao das fibras regeneradas, contracéo e formacgao do tecido cicatricial
e recuperacao da capacidade funcional do musculo (KALIMO et al., 1997 apud
JARVINEN et al., 2005).

Nos casos de desnutricdo, ha uma reducdo na disponibilidade de
aminoacidos, carboidratos, lipidios, vitaminas e sais minerais, que sao
fundamentais para o acumulo de fontes de energia, proliferacdo celular,
resisténcia a tragdo em feridas e sintese de colageno. A reducdo de proteinas
também dificulta o processo de reparagao tecidual, prolongando a fase de
cicatrizacdo, reduzindo o numero de fibroblastos, diminuindo a resisténcia do
tecido e aumentando as unides néo-cicatriciais. Com isso, as principais fases
do processo de cicatrizagdo sao prejudicadas, devido a alteragdes no processo
de sintese proteica e ao maior estimulo na lise das fibras colagenas
organizadas (ARCHIBALD, 1976 apud MEIRELES et al., 2014; SILVEIRA,
1997).

Como opcao de tratamento para a recuperacao de lesbes musculares, a
terapia por laser de baixa intensidade (Low-Level Laser Therapy — LLLT)
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apresenta uma série de vantagens quando comparada aos tratamentos
convencionais. Além disso, o tratamento com laser é visto como uma
alternativa para diminuir o tempo de cicatrizacdo e garantir melhor reparo da
lesdo em pacientes que, por conta de alguma condicao sistémica, como a
desnutricdo, tem esse processo prejudicado (MEIRELES et al., 2014).

O efeito da LLLT se da devido a absorcao de luz pelos tecidos, gerando
modificagbes no metabolismo celular. Sdo os cromoforos receptores
localizados nas células que absorvem a luz emitida, permitindo que a mesma
module reacgdes bioquimicas especificas no interior das células, além de
estimular uma série de reagdes mitocondriais em cadeia, resultando na sintese
de ATP (DORTBUDAK, 2000; STEIN et al., 2005).

Na fase inflamatéria da lesdo, onde ha recrutamento de neutréfilos e
macréfagos para o local, além de producao de citocinas inflamatérias (TNF-q,
IL-1A, IL-6 e IL-8) e enzimas proteoliticas responsaveis pela fagocitose das
células e propagacao da inflamacao, o laser atua aumentando a reparacao do
tecido por meio de sua capacidade para limitar a resposta inflamatéria e
atenuar o dano oxidativo (JARVINEN et al., 2005; MANN et al., 2011). O laser
demonstrou também ser mais efetivo que o farmaco diclofenaco sodico,
potente anti-inflamatério ndo esteroidal que atua atiando a via de inibidores da
COX (BUTTERFIELD et al., 2006)

Outros fatores benéficos da aplicacdo da LLLT em lesbes musculares
incluem a reducao no numero de células inflamatérias e enzimas responsaveis
pela liberacdo de fatores quimiotaticos nas fases iniciais da inflamagéo e a
inibicao da sintese de prostaglandinas e citocinas inflamatérias (CRESSONI et
al., 2008; DOURADO et al., 2003; MESQUITA-FERRARI et al., 2011; RENNO
et al., 2011).

Os efeitos da LLLT na reparacao tecidual dependem diretamente dos
parametros de irradiacdo e tratamento, como comprimento de onda, energia
irradiada, area irradiada e tempo de aplicacdo, sendo calculada através desses
parametros a dose total de energia irradiada. Para efeito de reparacao, estudos
apresentam doses variadas de irradiacdo, em um intervalo que varia entre

632,8 e 904 nm, com efeitos terapéuticos obtidos em exposi¢des de 1J/cm? até
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valores superiores a 300 J/cm?. Outro fator variavel é o nimero de dias e de
sessoOes de tratamento (MANTINEO et al., 2014; PIVA et al., 2011; RAMOS et
al., 2012).

A modalidade de aplicacédo do laser também é um fator importante a ser
levado em consideracao, podendo ocorrer de forma continua ou pulsada. A
maioria dos estudos utiliza a aplicacdo de forma continua, principalmente para
a recuperacao do musculo esquelético. A forma pulsada oferece beneficios
quando aplicada em casos de cicatrizacdo de feridas e pds acidente vascular
cerebral (HASHMI et al., 2010; MANTINEO et al., 2014).

Sabe-se que o laser aplicado na faixa do infravermelho gera uma
inducao de efeitos fotofisicos e fotoelétricos na membrana das células, gerando
excitacao de elétrons e vibracao e rotacao de uma parte ou mesmo de todas as
moléculas, promovendo um aumento intracelular na sintese de ATP (COLLS,
1986 apud MEIRELES, 2014).

Diante da constante necessidade de ampliacdo dos conhecimentos do
terapeuta quanto a aplicabilidade e efetividade de parametros dos recursos
fisioterapéuticos como da LLLT, e visando maior conhecimento das etapas do
processo de regeneracdo muscular em modelos experimentais desnutridos e
recuperados, este estudo teve por objetivo analisar o efeito da LLLT em ratos,
submetidos a criolesdo e tratados com alta densidade de energia do laser de
830 nm.

Considerando que o tempo médio para a recuperacdao completa do
musculo esquelético apds lesdo é de 21 dias (JARVINEN et al., 2005) e que
LLLT pode favorecer o processo de reparo do tecido, com aumento da
angiogénese e da formacao de miotubos, a hipdtese desse estudo é que a
terapia com LLLT favorecera a regeneracao muscular nos animais submetidos

ao protocolo de desnutricdo e recuperacao nutricional.
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2. OBJETIVO

Avaliar os efeitos da terapia com laser de baixa intensidade (830 nm) na
recuperacdo muscular de ratos submetidos a desnutricdo e recuperacao

proteica.
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3. MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 40 ratos jovens da linhagem Wistar adquiridos na
Anilab Paulinia/SP e mantidos no Biotério da Faculdade de Ciéncias da Saude
(FACIS-UNIMEP), sob temperatura ambiente de 23°C % 2° C, submetidos a
ciclo claro/escuro de 12h, com agua e racdo ad libitum. Em média foram
alocados quatro animais em caixas de polietileno de tamanho médio.

O estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Metodista de Piracicaba (UNIMEP), sob o protocolo n® 03/2016
(Anexo 1)

3.1 Nutricao
As dietas normoproteica (AN 93M - 14%) e hipoproteica (AN - 6%)
comercializada por Prag Solugdes Servicos e Comércio Ltda; CNPJ:

03.420.938/0001-59 / IE: 401.091.476.112-ME foram utilizadas (Tabela 1).

Tabela 1: Composicao das dietas utilizadas pelos grupos experimentais (em gramas)

. Dieta AN 93 — 14% proteina Dieta AN — 6% proteina
Ingredientes

(p/1 Kg) (p/1 Kg)
Amido de milho 465,7 508,0
Caseina 140,0 66,0
Amido dextrinizado 155,0 166,5
Sacarose 100,0 121,0
Oleo de soja 40,0 40,0
Fibra (Cel. Microcrist.) 50,0 50,0
L-cistina 1,8 1,0
Cloreto colina 2,5 2,5
Mix mineral G 35,0 35,0
Mix vitaminico 10,0 10,0
Total 1000,0 1000,0

Fonte: Reeves, Nielsen e Fahey Jr (1993)
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3.2 Grupos Experimentais

Os animais recém-desmamados foram divididos aleatoriamente em dois
grupos:

- Grupo Controle (C, n=20): animais receberam a dieta normoproteica
(AIN 93M — 14% de proteina) por 90 dias.

- Grupo Desnutrido / Recuperado (D, n=20): animais receberam dieta
hipoproteica (AIN — 6% de proteina) por 45 dias e, em seguida, foram
recuperados com dieta normoproteica (AIN 93M — 14% de proteina) por 45
dias.

Ao completar 90 dias de dieta, os animais foram submetidos a criolesao
e eutanasiados 7 ou 21 dias apos a lesao conforme tabela 2.

Tabela 2. Grupos experimentais (n=5 por grupo)

Controle (C) Desnutrido/Recuperados (D)
Lesédo 7 dias (C7) Leséo 7 dias (D7)
Les&o + LLLT por 7 dias (C7L) Leséo + LLLT por 7 dias (D7L)
Lesdo 21 dias (C21) Lesdo 21 dias (D21)
Lesdo + LLLT por 21 dias (C21L) Les&o + LLLT por 21 dias (D21L)

A massa corporal foi verificada apds o primeiro dia da chegada dos
animais ao biotério e repetida a cada sete dias, até o fim de todo periodo
experimental, utilizando-se uma balancga digital calibrada (GEHAKA, BG 1000).

3.3 Procedimento da Lesao Muscular

Os animais foram anestesiados com injecdo intraperitoneal de uma
mistura de cloridrato de cetamina (1,16 g/10 mL) e cloridrato de xilazina (2
g/100 mL), na proporcao de 3:2, em dose de 0,09 e 0,06 mL/100g de massa
corporal, respectivamente. Apds apresentar sinais de anestesia, a regido
anterior do membro pélvico direito foi tricotomizada e o musculo tibial anterior
exposto. Para a lesao foi utilizada uma barra metalica de 1 cm x 0,5 cm
resfriada em nitrogénio liquido por 30 segundos. A haste metalica resfriada foi
pressionada sobre o ventre muscular do musculo tibial anterior por 10

segundos; em seguida, foi imersa novamente em nitrogénio liquido por 30
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segundos, e pressionada novamente no mesmo local por mais 10 segundos,
segundo o protocolo de Miyabara et al. (2006). Apds o procedimento de lesdo a
fascia muscular e a pele foram suturadas e os animais foram alocados
individualmente em gaiolas com racédo e agua ad libitum até sua recuperacao
pods cirurgica. Posteriormente foram alocados em gaiolas coletivas com no

maximo 4 animais por gaiola.

3.4 Protocolo de Laserterapia de Baixa Intensidade

Para o tratamento foi utilizado o laser de baixa intensidade de diodo
AsGaAl na forma continua, com comprimento de onda de 830 nm, poténcia de
30 mW e densidade de energia de 20 J/cm? (Pertille et al., 2012). Os animais
foram submetidos as aplicacoes realizadas por meio da técnica pontual (em um
Unico ponto) acima da area lesada durante 80 segundos, sendo 0S mesmos
contidos manualmente por um pesquisador enquanto a aplicacdo do laser foi
realizada por outro pesquisador. O tratamento iniciou-se 24 horas apés a lesao,
trés vezes na semana, em dias intercalados. Os animais dos grupos 7 dias
(C7L e D7L) receberam no total trés sessdes de tratamento e os animais dos
grupos 21 dias (C21L e D21L) receberam nove sessdes de tratamento.

3.5 Eutanasia dos Animais

Ap6s o periodo experimental, os animais foram anestesiados com
injecao intraperitoneal de uma mistura de cloridrato de cetamina (1,16 g/10 mL)
e cloridrato de xilazina (2 g/100 mL), na propor¢cao de 3:2, em dose de 0,09 e
0,06 mL/100g de massa corporal, respectivamente. Apds sinais de anestesia
geral, foi realizado pneumotdrax para sacrificio do animal e, posteriormente, o
musculo tibial anterior direito (lesado) foi retirado e dividido transversalmente
em duas partes iguais, sendo uma parte destinada a técnica de microscopia de
luz e a outra parte destina a técnica de immunobloting.



16

3.6 Analise Histoldgica

Parte dos musculos de cada animal foi fixada em suporte de madeira
com tragacanth gum, imerso em isopentano a -90°C por 40 segundos e
imediatamente colocado em nitrogénio liquido a -196°C e mantidos em
tambores de nitrogénio. Para obtencdo dos cortes, os musculos foram
descongelados por aproximadamente 30 minutos até atingirem a temperatura
de -23° C, e seccionados transversalmente utilizando um criostato (modelo
HYRAX C 25 - Zeiss). Cortes transversais nao seriados com espessura de 10
pm foram coletados para coloragdo de Hematoxilina e Eosina. Os cortes foram
mantidos em alcool 70%. No dia seguinte foram lavados em agua corrente por
10 minutos e corados com hematoxilina de Harris e novamente lavados em
agua corrente 10 minutos. Em seguida os cortes foram corados com eosina e
as laminas foram lavadas em agua destilada, e posteriormente iniciou-se a
desidratagdo em &lcool e a diafanizacdo em xilol. As laminas foram montadas
com Entellan e utilizadas para mensuracdo da area de secgao transversa
(AST), da area de inflamacéao / regeneragcao (% Infl/Reg) e da densidade de
area de tecido conjuntivo (DATC).

Dois cortes aleatérios de cada Iamina foram escolhidos para as medidas.
Para a AST foram analisadas, por animal, 200 fibras em regeneracgao utilizando
microscopio éptico com camera acoplada, com objetiva de 20X e conectado a
um computador com software Image Pro-Plus® 6.0 (Media Cybermetics).

A éarea de inflamacédo e regeneracao foi caracterizada por apresentar
intenso infiltrado inflamatério e fibras em estagio inicial de regeneracao. Essas
fibras possuem pequeno diametro, citoplasma escasso fortemente baséfilo e
nucleo central (MARQUES et al., 2008). Para esta analise foi utilizado
microscépio dptico com camera acoplada, com objetiva de 4X para realizacao
das fotos de todo o corte transversal. Posteriormente as imagens foram
montadas no Power Point e analisadas no programa Image J ®, calculando a
area total do musculo (corte transversal) e a area com infiltrado inflamatério e
com fibras em processo inicial de regeneracao.

A mensuracao da DATC foi realizada por meio do software Image Pro
Express com imagens adquiridas através de video camera (Nikon Express
Series), acoplada ao microscépio de luz (Nikon Eclipse E 400) com objetiva de
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20X, onde foram analisadas 15 imagens por animal, e sobre as imagens foi
sobreposta uma grade contendo 88 interseccbes, onde foram contabilizadas
quais estavam sobre o tecido conjuntivo, e posteriormente o resultado foi

transformado em porcentagem.

3.7 Técnica de Immunoblotting

3.7.1 Preparacao de Extrato Total

A outra parte dos musculos foi cortada em pequenos pedacos e
homogeneizada em tampao especifico, a 4°C usando homogeneizador tipo
Polytron PTA 20S (modelo PT 10/35; Brinkmann Instruments, Westbury, NY,
EUA) operado em velocidade méxima por 30 segundos. Os extratos foram
centrifugados a 11000 rpm a 4°C por 20 minutos e o sobrenadante utilizado

para analise por extrato total.

3.7.2 Eletroforese

As amostras dos extratos protéicos foram tratadas com tampéao
Laemmli, acrescido de ditiotreitol 100 mM e aquecidas em banho seco por 5
minutos. Em seguida, 50 pug de proteina foram aplicados em gel SDS-
poliacrilamida a 15% em aparelho para eletroforese da Bio-Rad (mini-Protean,
Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA, EUA). Foram obtidos trés extratos
proteicos por grupo, resultando em 12 géis. A eletrotransferéncia do gel para a
membrana de nitrocelulose foi realizada em 90 minutos a 120 V (constante) em
aparelho de transferéncia da Bio-Rad. As membranas foram lavadas com
solucdo basal e incubadas com 10 pg de anticorpo primario diluido em 10 mL
de solucao basal contendo 1% de leite desnatado a 4°C durante a noite. No dia
seguinte, as membranas foram lavadas por 30 minutos com solucado basal e
incubadas em 10 mL de solucao basal contendo 1% de leite desnatado e 2,5
ug de anticorpo secundario por 2 horas em temperatura ambiente.

Posteriormente, as membranas foram novamente lavadas por 30 minutos com
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solucédo basal. Para detectar as bandas imunorreativas, as membranas foram
expostas a solugdo de quimioluminescéncia (Pierce) por 5 minutos e, em
seqguida, o sinal fluorescente foi captado no equipamento G-Box (GeneSys).
Apos obtencao de bandas, as membranas foram lavadas com solugao
basal e incubadas com 10 mL de Stripping Buffer (10mM Tris-HCI pH 7,5; B-
Mercaptoethanol 0,1M; Uréia 8M) durante 1h, a 60° C. Posteriormente as
membranas foram incubadas em Tris-HCI 1M pH 7,5 por 30 min para
neutralizar o stripping, lavadas com solugdo basal e processadas conforme
descrito previamente para marcagdao da proteina gliceraldeido 3-fosfato de
hidrogenase (GAPDH). Esta é uma proteina de controle interno, pois a
quantidade desta proteina ndo se altera em diferentes condigdes fisiologicas.

3.7.3 Analise das Bandas Imunorreativas

As bandas observadas foram digitalizadas para quantificagdo da
densitometria 6ptica usando o programa Image J ® (The National Institute of
Health, EUA).

3.7.4 Anticorpos
Anticorpos Primarios

» TGF-B1 (transforming growth factor beta), mouse monoclonal, Sigma-
Aldrich, T7039;

» TNF-a (tumor necrosis factor alfa), mouse monoclonal, Sigma, T0157;

» m-TOR (mammalian target of rapamycin), rabbit policlonal, Sigma, T2949;

» GAPDH (Glicealdeido 3-fosfato dehidrogenase), mouse monoclonal, Santa
Cruz, SC-59540.

Anticorpos Secundarios
» Goat anti-rabbit IgG-HRP, Santa Cruz: sc-2004;
» Goat anti-mouse IgG-HRP, Santa Cruz: sc-2005.
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3.8 Analise Estatistica

A andlise dos dados foi feita utilizando-se o software Bioestat versdo 5.0. A
normalidade foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk e a comparacao entre os
grupos avaliados foi realizada através do teste ANOVA One Way, ndo sendo
realizado pds-teste. Para todos os testes foi considerado significativo um valor
de p<0,05.
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4. RESULTADOS

Apbs o desmame 0s animais apresentavam a mesma massa corporal
nos grupos avaliados. Ao final dos primeiros 45 dias do protocolo, o grupo D
apresentou reducdo estatisticamente significativa na massa corporal quando
comparado ao C (p<0,05), devido ao consumo da dieta hipoproteica. Na fase
de recuperacao nutricional, o grupo D aumentou a massa corporal, entretanto,
nao atingiu os valores do controle (p<0,05), como observado na tabela 3.

Tabela 3: Média e desvio padrdao da massa corporal (MC) em gramas, dos grupos
avaliados no inicio do protocolo, ao final do periodo de desnutricao (45 dias) e ao
final do protocolo (90 dias).

Grupo MC inicial MC 45dias  MC 90 dias
Controle (C) 39,2 + 3,46 293,5+ 18,59 389,7 + 33,01
Desnutrido/

Recuperado (D) 40,5+ 2,62 53,0+7,19* 305,1+20/45"

= difere do respectivo grupo C; p<0,05

4.1 Quantificacdo da Area de Inflamacao/Regeneracio e TNF-a

Os resultados referentes a porcentagem da area de inflamacdo /
regeneracao demonstraram que aos 7 dias o processo inflamatério foi similar
entre os grupos C7 e D7, entretanto com o transcorrer do processo de
regeneracdo houve reducdo estatisticamente significativa nos grupos C21
quando comparado ao C7, e D21 quando comparado ao D7 (p<0,01). O
mesmo comportamento foi observado na citocina TNF-a (Figuras 1 e 2).

Histologicamente observou-se que o grupo D21 apresentou uma éarea de
inflamacéao e regeneracao maior quando comparado ao C21 (p<0,01, Figura 2),
entretanto o conteddo da citocina TNF-a foi similar entre os grupos, como
observado na figura 3.



21

Inflamacdo / Regeneracdo

14

12

10

8

6 *#

A

z 1 11
0

D7 D7L D21 D21L 21 C21L

o

Porcentegem (%)

oy
oy

(2o

Figura 2: Média e desvio padrdo da porcentagem de éarea de inflamacdo e
regeneragao do musculo tibial anterior lesado dos animais avaliados. C: controle; D:
desnutrido / recuperado; L: grupo tratado com LLLT.

§ difere do respectivo grupo 7 dias; * difere do respectivo grupo L; # difere do
respectivo grupo C; p<0,01
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Figura 3: Média e desvio padrdo do conteudo da citocina TNF-a (em unidades
arbitrarias TNF-a / GAPDH) do musculo tibial anterior lesado dos animais avaliados. C:
controle; D: desnutrido / recuperado; L: grupo tratado com LLLT.

§ difere do respectivo grupo 7 dias; * difere do respectivo grupo L; # difere do
respectivo grupo C; p<0,01
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Apoés 7 dias de tratamento com a LLLT houve redugao estatisticamente
significativa na area de inflamacao/regeneragcdo no grupo C7L quando
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comparado ao seu controle C7 e ao grupo desnutrido D7L (p<0,01). Além
disso, observou-se aumento na area de inflamacao/regeneracao no grupo D7L
quando comparado ao D7 (p<0,01, Figura 2 e 8). Tais alteragdes histologicas
nao foram evidenciadas na avaliacdo do conteudo da citocina TNF-a, onde
houve diminuicdo da citocina no grupo D7L quando comparado ao C7L
(p<0,01, Figura 3).

Como esperado, ap6s 21 dias da lesdao houve reducdo da area de
inflamacéao/regeneracdo e da citocina TNF-a em todos os grupos quando
comparados aos respectivos controles 7 dias (p<0,01, Figuras 2 e 3) e 0
tratamento com a LLLT apresentou diminuicdo no processo inflamatério nos
grupos C21L e D21L quando comparados aos seus controles, C21 e D21
respectivamente (p<0,01), como mostram as figuras 2 e 8, mas o tratamento
com a LLLT nao alterou o contetdo da citocina TNF-a nesses grupos (Figura
3).

4.2 Quantificacdo da Densidade de Area de Tecido Conjuntivo (DATC) e
TGF-B1

Os dados histolégicos demonstraram que aos 7 dias a porcentagem de
DACT foi similar entre grupos C7 e D7, como observado também no conteudo
da citocina TGF-B1 (figuras 4 e 5). Com o transcorrer do processo de
regeneracao houve reducao estatisticamente significativa da DACT e de TGF-
B1 no grupo C21 quando comparado ao C7 (p<0,01). Comparando os tipos de
dieta, observou-se que houve reducdo na DACT no grupo C21 quando
comparado ao D21 (p<0,01), como mostrado nas figuras 4 e 8.

O tratamento com a LLLT demonstrou reducdo estatisticamente
significativo da DACT no grupo C7L quando comparado ao grupo C7 (p<0,01) e
com o transcorrer da regeneracdo a LLLT teve efeito positivo na reducao da
DACT no grupo C21L quando comparado ao C7L, como também no grupo
D21L quando comparado ao grupo D7L (p<0,01). Nos grupos desnutridos o
tratamento com a LLLT favoreceu a redugao da DACT no grupo D21L quando
comparado ao grupo D21 (p<0,01, Figuras 4, 5 e 8).
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Figura 4: Média e desvio padrdao da porcentagem da densidade de area de tecido
conjuntivo do musculo tibial anterior lesado dos animais avaliados. C: controle; D:
desnutrido / recuperado; L: grupo tratado com LLLT.

§ difere do respectivo grupo 7 dias; * difere do respectivo grupo L; # difere do
respectivo grupo C; p<0,01
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Figura 5: Média e desvio padrdao do conteudo da citocina TFG-B1 (em unidades
arbitrarias TGF-B1 / GAPDH) do musculo tibial anterior lesado dos animais avaliados.
C: controle; D: desnutrido / recuperado; L: grupo tratado com LLLT.

§ difere do respectivo grupo 7 dias; p<0,01



24

Comparando os tipos de dietas, observou-se aumento estatisticamente
significativo da DACT no grupo D7L quando comparado ao C7L (p<0,01). No
que se refere a citocina TGF-B1, o tratamento com a LLLT n&o interferiu no seu
conteudo (Figura 5).

4.3 Quantificacdo da Area de Seccdo Transversa (AST) e m-TOR

Nas fibras musculares do tibial anterior lesado observou-se aumento
estatisticamente significativo (p<0,01) da AST durante o processo de
regeneracao muscular nos grupos controle 21 dias (C21 comparado ao C7;
C21L comparado ao C7L). No grupo desnutrido tal fato ocorreu apenas nos
animais tratados com a LLLT, onde o grupo D21L apresentou aumento
estatisticamente significativo da AST quando comparado ao grupo D7L e D21
(p<0,01; Figura 6 € 8).

O uso da LLLT favoreceu o aumento da AST das fibras musculares na fase
final da regeneragdo em ambos 0s grupos, onde observou-se aumento
estatisticamente significativo entre o grupo C21L quando comprado ao C21, e
entre o grupo D21L quando comparado ao D21 (p<0,01), entretanto observou-
se que o periodo de desnutricao interferiu nas fibras musculares, pois houve
reducdo estatisticamente significativa no grupo D21L quando comparado ao
C21L (p<0,01), como observado nas figuras 6 e 8.

Tais resultados referentes ao grupo controle foram similares no conteudo da
proteina m-TOR, evidenciando o aumento da proteina no grupo C21L quando
comparado aos grupos C21, C7L e D21L (p<0,01), como observado na figura
7.
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Figura 6: Média e desvio padrao area de secgao transversa (AST) do musculo tibial
anterior lesado dos animais avaliados. C: controle; D: desnutrido / recuperado; L:

grupo tratado com LLLT.
* difere do grupo D21L; # difere do grupo C7L; § difere do grupo C21; p<0,01
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Figura 7: Média e desvio padrao do conteudo da proteina m-TOR (em unidades
arbitrarias m-TOR / GAPDH) do musculo tibial anterior lesado dos animais
avaliados. C: controle; D: desnutrido / recuperado; L: grupo tratado com LLLT.

* difere do grupo D21L; # difere do grupo C7L; § difere do grupo C21; p<0,01
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Na figura 8 é possivel observar os cortes histolégicos do musculo tibial
anterior lesado. Nos grupos 7 dias verifica-se grande infiltrado inflamatério e
tecido conjuntivo, principalmente no grupo D7L, com a presenca de pequenas
fibras musculares no estagio inicial da regeneracao. No grupo C7L observa-se a
reducdo do infiltrado inflamatério e tecido conjuntivo. Nos grupos 21 dias
observa-se o aumento da AST das fibras regeneradas (com nucleo centralizado)

em todos os grupos, principalmente no grupo C21L.



Figura 8. Cortes transversais histologicos corados com HE do musculo tibial anterior
lesado dos grupos avaliados. Notar o infiltrado inflamatério e aumento do tecido
conjuntivo nos grupos 7 dias. Aumento da AST nas fibras com nudcleo centralizado nos
grupos 21 dias. * infiltrado inflamatério e tecido conjuntivo;

— fibra muscular regenerada com nucleo centralizado. Barra 50 um.
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5. DISCUSSAO

No presente estudo, o protocolo de desnutricado pés-desmame utilizado
foi eficaz, pois comprometeu o desenvolvimento do animal, evidenciado pela
reducdo da massa corporal do grupo D quando comparado ao grupo C. Estes
resultados estdo de acordo com Escriva et al. (1991), que afirmam que a
reducdo da massa corporal de ratos jovens submetidos a uma dieta
hipoproteica por 4 semanas é uma consequéncia de alteracdes funcionais da
insulina nos tecidos.

Ihemelandu (1985) confirma esses achados, afirmando que a
desnutricdo afeta de forma significativa o crescimento e a diferenciagdo das
células, e que quanto mais precoce ocorrer, maiores serao 0S
comprometimentos gerados aos 6rgaos e tecidos. O autor afirma ainda que
danos ao sistema muscular, como a reducdo no aporte de proteinas por
desnutricdo sdo um fator fundamental para a diminuicdo do peso corporal na
fase adulta.

O estudo de Alves et al. (2014) observou que tanto o peso corporal
quanto o peso do musculo tibial anterior dos animais desnutridos com dieta de
8% de proteina foram estatisticamente menores do que os valores encontrados
nos grupos controle.

Durante o periodo de recuperacédo nutricional, o grupo D aumentou
gradativamente a massa corporal, entretanto, ao final do protocolo, néo
conseguiu alcancar os valores do grupo controle, se mantendo estatisticamente
inferior a ele, o que difere do estudo de Pertille et al. (2016) que utilizou o
mesmo protocolo de desnutricdo (45 dias dieta 6% de caseina) e recuperacao
(45 dias dieta 14% caseina), observando que o tempo de recuperacao foi
suficiente para que o grupo desnutrido / recuperado alcangasse os valores da
massa corporal do controle. Tal fato pode estar relacionado as caracteristicas
metabdlicas de cada ninhada.

Na fase aguda do processo de regeneragdao muscular apds a criolesao
(7 dias), observou-se que os grupos C7 e D7 apresentaram o0 mesmo
comportamento em relacéo ao processo inflamatério e ao conteddo da citocina
TNF-a no musculo, entretanto na fase cronica da regeneragdo, os dados

histoldgicos evidenciam a presenca de uma area de inflamagao maior no grupo
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D21, sugerindo um atraso na regeneracdo dos animais desnutridos e
recuperados. O aumento da area de inflamagdo e regeneragdo também foi
observado por Pertille et al. (2016) aos 14 dias apds crioleséo.

Os resultados da area de inflamacgao/regeneracao e do conteudo de
TNF-a destacam que a LLLT favoreceu a reducdo da area de inflamagao,
entretanto nao ficou evidenciada a interferéncia do tipo de dieta neste contexto.

Renno et al. (2014), avaliaram a regeneragdo muscular de ratos
submetidos a criolesao através do uso de laser AsGaAl nos parametros de 808
nm, 50 mW e densidades de energia de 10 J/cm? e 50 J/cm?® Os autores
observaram que os animais irradiados com ambas as densidades de energia
apresentaram areas com menor infiltrado celular e areas com menores zonas
de lesdao quando comparados ao grupo controle apos 13 dias de lesé@o, sendo a
densidade de energia de 50 J/cm? mais benéfica para a recuperagéo da lesao.

O TNF-a é uma das principais citocinas relacionadas ao processo
inflamatério e imune, sendo secretado por macréfagos, linfécitos e mondcitos.
Sua funcdo é promover a resposta imune e inflamatéria através do
recrutamento e ativacdo de neutréfilos e mondcitos para o local da infeccéao
(VITALE; RIBEIRO, 2007).

Zhevago e Samoilova (2006) concluiram em seus estudos com humanos
que a diminuicdo do teor plasmatico de citocinas pré-inflamatérias, como o
TNF-a, é o principal mecanismo responsavel pelos efeitos anti-inflamatérios da
LLLT.

Aimbire et al. (2006) observaram em ratos com lesdo pulmonar que a
LLLT (AsGaAl, com poténcia de 1.0, 2.5 e 5 mW e comprimento de onda de
650nm) reduziu de forma significativa os niveis séricos de TNF-a nos animas
que receberam a irradiacdo quando comparados ao grupo controle, sendo o
efeito dose dependente.

No presente estudo foi avaliado o conteddo muscular do TNF-a, o que
nao representa o conteludo plasmatico da citocina avaliado na maioria dos
trabalhos, o que pode explicar a divergéncias dos resultados.

Em relagdo a quantificagdo do tecido conjuntivo, na fase inicial da
regeneracao, a LLLT favoreceu a reducao da DACT apenas no grupo C7L. O
contetdo da citocina TGF-B1 foi similar entre todos os grupos 7 dias, como
também observado no estudo de Pertille et al. (2016), que utilizou o0 mesmo
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protocolo de desnutricdo e recuperagdo, ndo encontrando diferencas entre os
tipos de dieta.

O efeito positivo da LLLT ficou evidente no grupo D21L, com a reducao
da DACT. Entretanto, o conteudo da citocina TGF-B1 apresentou reducao
apenas no grupo C21.

O TGF-p1 é uma citocina com ampla funcdo sobre varios tipos de
células, regulando o crescimento cellular, diferenciacdo, producdo de matriz
extracelular e apoptose (HELDIN et al., 1997).

A LLLT induz a atividade dos fibroblastos, através do estimulo da
producéo do fator de crescimento fibroblastico (FGF), que tem capacidade para
induzir a proliferagéo e diferenciagédo fibroblastica, além de afetar as células
imunes que secretam citocinas e outros fatores regulatérios do crescimento
para fibrobastos. Além disso, a maturacao e a locomocao dos fibroblastos pela
matriz celular também s&o influenciadas pelo laser (WALSH, 1997).

Alguns estudos evidenciam a eficacia do laser no reparo tecidual de
animais desnutridos, fato observado também no presente estudo, aos 21 dias
de irradiacdo. Pinheiro et al. (2004) avaliaram a cicatrizacdo de feridas
cutdneas em animais nutrido e desnutridos, nos parametros de 635 nm e 40
mW, e doses de 20 J/cm? e 40 J/cm?, observando que a irradiacdo foi mais
efetiva nos animais desnutridos, além disso, os autores encontraram uma
maior quantidade de fibras colagenas depositadas nesse grupo, e maior grau
de maturagdo das mesmas, no periodo de 7 dias.

Pinheiro et al. (2009) utilizaram o mesmo protocolo de tratamento para
comparacdo do processo de cicatrizacdo de animais nutridos e desnutridos,
porém com comprimentos de onda diferentes, sendo utilizados o laser de 780
nm, na faixa do infravermelho e o laser vermelho de 635 nm. Os autores
observaram que ambos os comprimentos de onda foram mais eficientes nos
animais desnutridos, porém nos grupos que receberam irradiagdo com o laser
vermelho a 20 J/cm? os efeitos benéficos foram maiores. O laser na faixa do
infravermelho apresentou maiores beneficios quando utilizado o comprimento
de onda de 40 J/cm?.

A AST e o conteudo da proteina m-TOR foram similares entre os todos

durante o processo inicial de regeneracao, entretanto apds 21 dias da lesdo a
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interferéncia da dieta hipoproteica ficou evidente nos grupos desnutridos, pois
apenas o grupo C21 apresentou maior AST e aumento no conteudo da m-TOR.
A LLLT favoreceu o aumento da sintese proteica (AST e conteudo de m-TOR)
no grupo C21L.

A m-TOR é responsavel por regular uma série de processos que
contribuem para o crescimento celular, incluindo a iniciacdo da traducao do
RNAm, sintese de ribossomos, expressdo do metabolismo de genes, autofagia
e reorganizacao citoesquelética (KIM et al., 2002).

Ihemelandu (1985) afirma que ocorre uma perda de fibras musculares
em animais desnutridos, e que as proteinas sdo necessarias para a sintese de
actina e miosina ap6s a fusdo dos mioblastos.

O efeito da LLLT na massa muscular também foi observado em outros
trabalhos. Oliveira et al. (1999) avaliaram o efeito do laser AsGa na
regeneracdo do musculo tibial em ratos submetidos a lesdo por injecéo
intramuscular e tratados durante cinco dias pela LLLT, com 31 e 10 J/cm?, e
concluiram que o grupo que recebeu 10 J/cm? apresentou aumento da massa
muscular.

A aplicagéo do laser de AsGa também foi avaliada por lyomasa et al.
(2009), que aplicaram doses de 5 J/cm? e 10 J/cm?, e observaram aumento na
atividade mitocondrial, na acdo de fibroblastos e de macrofagos e na
angiogénese do musculo tibial anterior de ratos submetidos a contusao.

Alves et al. (2014) observaram que a LLLT promove efeitos benéficos na
reparagdo de lesdes, iniciando-se na fase aguda. No presente estudo
concluimos que esse efeito positivo ficou mais evidente nos animais que nao
passaram pelo processo de desnutricdo, sugerindo que mesmo apds a
recuperacao nutricional, o processo de regeneracdao muscular fica deficitario.

No presente estudo observou-se nos animais controle (com dieta
normoproteica) a resposta gradativa do processo regeneragao, com reducao do
TNF-a muscular e TGF-B1 e aumento da proteina m-TOR, sendo favorecido
pela irradiacdo da LLLT. Os resultados dos grupos desnutridos sugerem que o
processo de regeneracdo acontece de forma mais lenta, com acumulo de
tecido conjuntivo e restricdo na recuperacdo da AST das fibras musculares

regeneradas, que sao minimizadas com a irradiacao da LLLT.
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Ha uma variedade de parametros e tipos de laser utilizados para
recuperacdo de lesdo muscular, como também ha diferentes protocolos de
desnutricdo (intra-uterina, durante a amamentacdo e pds-desmame) que
dificultam a comparacéo dos resultados do presente estudo com a literatura.

A hipé6tese do presente estudo foi confirmada parcialmente, pois a LLLT
favoreceu a recuperacao do musculo tibial anterior apés 21 dias da crioleséo.
Entretanto, observa-se que a resposta foi menor quando comparado ao grupo
nutrido.

Novos estudos com a dosagem sérica de TNF-a e interleucinas, como
também a aplicacdo de outras intervengbes suplementos nutricionais ou
exercicio fisico previamente a lesdo podem ser realizados para o melhor
entendimento do efeito da desnutricdo e recuperacao nutricional no musculo
esquelético.

Cabe destacar também o importante fato de as avaliacdes terem
acontecido até os 21 dias apds a criolesdo no presente estudo, ja que grande
parte da literatura apresenta dados apenas durante os 13 primeiros dias ap6és a
leséo.
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6. CONCLUSAO

Com os resultados do presente estudo pode-se concluir que a terapia
com laser de baixa intensidade (830 nm) favoreceu a regeneragdo muscular na
fase tardia (21 dias) em modelo experimental de desnutricdo proteica pds-natal

com posterior recuperacao nutricional.
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