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RESUMO 

OLIVEIRA, C.G. Efeito da fotobiomodulação na miosite: avaliação da 

nocicepção, inflamação e regeneração muscular. 2022. 104p. Dissertação 

(Mestrado em Biologia de Sistemas) – Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade 

de São Paulo, São Paulo, 2022. 

A lesão muscular ocorre com frequência em diferentes situações, como no 

esporte, por exemplo, podendo levar a dor e comprometimento da função muscular, 

desencadeando limitação funcional e impacto negativo na qualidade de vida dos 

indivíduos. Diferentes terapias complementares são estudadas a fim de melhorar a 

qualidade de vida de pacientes acometidos por lesões musculares, como a 

fotobiomodulação (PBMT, abreviação do inglês “photobiomodulation therapy”), que 

têm demonstrado eficácia na melhora do quadro álgico, na redução da inflamação, na 

regeneração e cicatrização de tecidos a partir de duas modalidades principais: o laser 

de baixa a média intensidade (LLLT) e do diodo emissor de luz (LEDT). Os fótons 

gerados por esses dispositivos são absorvidos pelo citocromo c oxidase (CCO), que 

aumentam a atividade enzimática, consumo de oxigênio e produção de trifosfato de 

adenosina (ATP). No entanto, existem poucos estudos demonstrando se a PBMT 

pode auxiliar na recuperação da miosite. Sendo assim, o objetivo principal deste 

estudo é investigar se PBMT pode modular a nocicepção, inflamação e regeneração 

muscular em um modelo experimental de miosite. Foram utilizados dispositivos de 

laser (LLLT; 660 nm) e LED (LEDT; 850 nm), com energia total de 3 J para ambos. 

Durante 5 sessões, as aplicações foram realizadas sobre o músculo gastrocnêmio de 

ratos Wistar submetidos ao modelo de miosite induzida por Adjuvante Completo de 

Freund (CFA). O efeito da PBMT na resposta nociceptiva foi avaliado antes, durante 

e após a finalização do tratamento, assim como na resposta edematogênica. Ao final 

do tratamento, foram analisados o infiltrado inflamatório, a incidência de macrófagos 

e a análise da expressão de proteínas relacionadas a regeneração muscular [proteína 

de caixa emparelhada 7 (Pax7), fator de crescimento de fibroblastos 6 (FGF-6), fator 

de crescimento transformador beta 1 (TGF-β1), fator regulador miogênico 4 (MRF4) e 

cadeia pesada de miosina embrionária (MyHC-e)]. A PBMT diminuiu parcialmente a 

hipernocicepção e o edema, além de controle da inflamação, porém sem efeitos 

significativos na regeneração muscular.  

Palavras-chave: Dor muscular; Miosite; Fotobiomodulação; Células satélites; 

Macrófagos. 



ABSTRACT 

OLIVEIRA, C.G. Effect of photobiomodulation on myositis: assessment of 

nociception, inflammation and muscle regeneration. 2022. 104p. Dissertation 

(Master thesis in Life Systems Biology) – Institute of Biomedical Sciences, University 

of Sao Paulo, Sao Paulo, 2022. 

Muscle injury often occurs in different situations, such as in sports, and can lead 

to pain and impairment of muscle function, triggering functional limitation and a 

negative impact on the quality of life of individuals. Different complementary therapies 

are studied in order to improve the quality of life of patients affected by muscle injuries, 

such as photobiomodulation (PBMT), which has been shown to be effective in 

improving pain, reducing inflammation, tissue regeneration and healing from two main 

modalities: low-level laser (LLLT) and light emitting diode (LEDT). Photons generated 

by these devices are absorbed by cytochrome c oxidase (CCO), which increase 

enzyme activity, oxygen consumption, and adenosine triphosphate (ATP) production. 

However, there are few studies demonstrating whether PBMT can interfere with 

myositis recovery. Therefore, the main objective of this study is to investigate whether 

PBMT can modulate nociception, inflammation, and muscle regeneration in an 

experimental model of myositis. Laser devices (LLLT; 660 nm) and LED (LEDT; 850 

nm) were used, with a total energy of 3 J for both. During 5 sessions, applications were 

performed on the gastrocnemius muscle of Wistar rats submitted to the Complete 

Freund's Adjuvant (CFA) induced myositis model. The effect of PBMT on the 

nociceptive response was evaluated before, during and after the end of treatment, as 

well as on the edematogenic response. After the end of the treatment, we analyzed 

the inflammatory infiltrate, the incidence of macrophages and the expression of 

proteins related to muscle regeneration [paired box protein 7 (Pax7), fibroblast growth 

factor 6 (FGF-6), transforming growth beta 1 (TGF-β1), myogenic regulatory factor 4 

(MRF4) and embryonic myosin heavy chain (MyHC-e)]. PBMT partially decreased 

hypernociception and edema, in addition to controlling inflammation, but without 

significant effects on muscle regeneration. 

Keywords: Muscle pain; Myositis; Photobiomodulation; Satellites cells; Macrophages. 
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1 INTRODUÇÃO  

 

1.1 Dor e Nocicepção: conceitos gerais 

A dor é descrita pela Associação Internacional para o Estudo da Dor (IASP), como 

“uma experiência sensitiva e emocional desagradável, associada, ou semelhante 

àquela associada, a uma lesão tecidual real ou potencial” [1]. Esta é uma experiência 

pessoal, que pode ser influenciada em cada indivíduo por fatores biológicos, 

psicológicos e sociais, que é entendida pelas experiências vividas, sendo que seu relato 

merece ser respeitado. A incapacidade de comunicação não invalida a possibilidade de 

um ser humano ou um animal sentir dor, pois a descrição verbal é apenas um dos vários 

comportamentos para expressar a dor [1]. 

A dor inclui componentes discriminativos da sensibilidade dolorosa, envolvendo 

aspectos afetivos e motivacionais. Os componentes do tipo sensorial-discriminativo 

compreendem a detecção da intensidade, localização, duração, padrão temporal e 

qualidade do estímulo nocivo. Por outro lado, os componentes do tipo emocional-

afetivo-cognitivo referem-se a reação emocional decorrente da percepção, isto 

significa, a integração do estímulo nocivo com áreas corticais e sistema límbico [2]. 

Ainda, pode ser classificada de acordo com o tipo de lesão, como neurogênica, quando 

ocorre lesão do tecido neuronal; neuropática, quando ocorre a disfunção de um nervo; 

psicogênica, quando ocorre por fatores psicológicos; nociceptiva, quando ocorre por 

estimulação excessiva dos nociceptores [3]. 

Um termo mais recente, dor nociplástica, é caracterizada como “dor que surge de 

uma nocicepção alterada, apesar de não haver evidência clara, ou ameaça, de lesão 

tecidual real provocando a ativação de nociceptores periféricos, ou evidência de doença 

ou lesão no sistema somatossensorial que cause a dor [1, 4]. Em termos de duração, 

um episódio de dor pode ser agudo ou crônico. A dor aguda corresponde à ativação 

local de nociceptores induzida por um dano tecidual e desaparece até mesmo antes do 

restabelecimento do tecido lesado [5]. Já a dor crônica é provocada por uma lesão 

tecidual ou doença e geralmente ultrapassa o tempo de recuperação do organismo, 

sendo um importante fator de incapacidade e sofrimento [6, 7]. 

O processo doloroso é entendido e interpretado como tal pelo mecanismo de 

nocicepção, fenômeno pelo qual ocorre a codificação e o processamento dos estímulos 
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ambientais físicos e químicos ou patológicos, por meio de uma cascata complexa de 

eventos da periferia até as estruturas superiores do Sistema Nervoso Central (SNC). O 

primeiro passo na sequência dos eventos que originam o fenômeno doloroso é a 

transformação dos estímulos agressivos em potenciais de ação que, das fibras 

nervosas periféricas, são transferidos para o SNC [2, 8].  

Essa transformação é chamada de transdução e ocorre através dos nociceptores 

localizados em tecidos superficiais, profundos e vísceras, que se apresentam como 

terminações nervosas livres [9]. Os nociceptores, então, são sensibilizados pela ação 

de substâncias químicas, denominadas algiogênicas, presentes no ambiente tissular, 

como por exemplo, acetilcolina, bradicinina, histamina, serotonina, leucotrieno, 

substância P, fator de ativação plaquetário, radicais ácidos, íons potássio, 

prostaglandinas, tromboxano, interleucinas, fator de necrose tumoral (TNF-α), fator de 

crescimento nervoso (NGF), monofosfato cíclico de adenosina (AMPc), dentre outros 

[10, 11].  

Os receptores específicos para a dor estão localizados nas terminações de fibras 

nervosas A-delta e C e, quando ativados, sofrem alterações no potencial de repouso 

de sua membrana, permitindo a deflagração de potenciais de ação [9, 12]. As fibras A-

delta, mielinizadas, de condução rápida (5 a 30m/s), são responsáveis por estímulos 

térmicos e mecânicos e estão relacionadas à dor aguda cortante e bem localizada. 

Fibras do tipo C são amielinizadas, de condução lenta (0,5 a 2m/s), responsáveis por 

estímulos térmicos, mecânicos e químicos e são relacionadas à dor crônica indistinta e 

mal localizada. As fibras A-delta, em função da presença da bainha de mielina, 

transmitem o estímulo doloroso de forma rápida, enquanto as fibras C são responsáveis 

pela transmissão lenta da dor [2, 12].  

Após a etapa de transdução ocorre a transmissão do sinal, onde o estímulo é 

conduzido a estruturas do SNC, inicialmente no corno dorsal da medula espinal 

(CDME). A próxima fase da nocicepção é a chamada modulação [2, 9, 13], na qual o 

estímulo é modulado no CDME antes de chegar à níveis superiores do SNC. Na última 

etapa da nocicepção, chamada de percepção, o estímulo é então integrado no SNC, 

sendo percebido e interpretado como dor [2, 9, 13].  

Além disso, a estimulação persistente de nociceptores provoca dor espontânea, 

redução do limiar de sensibilidade, hiperalgesia e alodinia. A IASP definiu os termos 
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“hiperalgesia” para a situação em que um estímulo normalmente doloroso provoca uma 

resposta exacerbada, e “alodinia”, quando um estímulo normalmente inócuo resulta em 

dor [14]. Dessa forma, podemos classificar a hiperalgesia como primária e secundária. 

A hiperalgesia primária é conceituada como sendo o aumento da resposta ao estímulo 

doloroso no local da lesão, enquanto a hiperalgesia secundária é aquela que se estende 

para áreas adjacentes [15]. 

 

1.2 Dor muscular 

De acordo com a revisão de literatura realizada por Abdelhamid & Sluka (2015) 

cerca de 20% da população adulta sofre de dor musculoesquelética crônica, uma 

condição debilitante que é reconhecida mundialmente como a segunda principal causa 

de incapacidade na população mundial, e uma das principais causas de morbidade e 

ausência do trabalho motivada por doença [16].  

As afecções musculoesqueléticas podem surgir de lesão traumática, não 

traumática ou em condições patológicas que afetam qualquer parte do sistema músculo 

esquelético, como os músculos, ossos ou articulações. São exemplos de dor 

musculoesquelética aquela decorrente da osteoartrite, da artrite inflamatória e de 

doenças do tecido conjuntivo, incluindo músculos, articulações e ossos [17]. Ainda, na 

dor musculoesquelética, existe um subgrupo denominado dor muscular que é descrita 

como latejante e constante e pode ser referida para outras estruturas somáticas mais 

profundas, tais como tendões, fáscia, articulações ou outros músculos. É de difícil 

localização e é causada pela estimulação dos nociceptores musculares [18, 19]. 

A dor muscular crônica representa alto custo econômico, e não responde bem às 

intervenções convencionais, como por exemplo anti-inflamatório não-esteroides 

(AINEs), o que afeta a qualidade de vida das pessoas. Apesar de sua prevalência, os 

mecanismos fisiopatológicos desses distúrbios são mal compreendidos [20]. Em estudo 

realizado por Teixeira et al. (2001), dos 485 pacientes com dor de difícil controle, 278 

dos casos (57,3%) estavam relacionados com afecções do aparelho locomotor [21]. Em 

pesquisa realizada com 1.954 entrevistados, 63% relatam ter tido dores musculares, 

entre eles 57% sentem dor pelo menos uma vez por semana. Ainda, as principais 

causas apontadas para as dores musculares são má postura (58%) e excesso de 
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exercício (56%). Na sequência, os motivos citados são gripes ou resfriados e excesso 

de trabalho ou estudo, com 48% e 42%, respectivamente [22].  

Além disso, a dor muscular pode ser causada por lesão muscular, que ocorre com 

frequência nos esportes, como contusões ou entorses [23, 24], em quedas, distensão 

muscular, fibromialgia [25], uso de estatina para redução de colesterol [26] e no 

trabalho, incluindo a população de jovens, adultos e idosos [27]. Esse tipo de lesão 

causa dor e comprometimento da função muscular, desencadeando importante 

limitação funcional [28].  

Para mimetizar a dor muscular, dispomos de modelos murinos de dor muscular 

como a criolesão, induzida pelo congelamento do músculo [27, 29]; queda de carga 

diretamente sobre o músculo [30]; injeção de carragenina [31]; e a injeção de CFA 

(Adjuvante Completo de Freund) [32-35]. 

O CFA emulsionado com um antígeno é um método amplamente utilizado para 

induzir doença autoimune em modelos animais, ainda que a contribuição do CFA para 

a resposta imune não seja bem compreendida [36]. É composto de uma emulsão de 

água em óleo, preparado a partir de óleos não metabolizáveis (óleo de parafina e 

monooleato de manida) e contém a Mycobacterium tuberculosis (bacilo de Koch) morto 

[37]. Exemplos de modelos de doenças induzidas em roedores pela injeção de CFA 

incluem artrite induzida por colágeno (CIA) pela emulsão de CFA e colágeno tipo II, 

miocardite autoimune experimental (EAM), tireoidite autoimune experimental (EAT), 

encefalomielite autoimune experimental (EAE) e uveíte autoimune experimental (EAU) 

[36]. Ainda, o CFA foi utilizado para indução de dor plantar aguda e crônica [38], dor 

inflamatória [39], e comumente utilizado para induzir artrite reumatoide [38-41]. 

 

1.3 Inflamação e regeneração muscular 

O músculo esquelético adulto é um tecido pós-mitótico, terminalmente 

diferenciado, que possui um imenso potencial de regeneração após lesão [42, 43] mas, 

para isso, o tecido muscular esquelético requer uma resposta celular coordenada, que 

envolve a ativação de vários processos celulares e moleculares, podendo ser dividido 

em três fases: a fase inflamatória, a fase de ativação/diferenciação das células satélites 

e a fase de maturação, quando ocorre a remodelação das novas fibras musculares 

formadas [44, 45], incluindo a infiltração de macrófagos pró (perfil M1, ativação 
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alternativa) e anti-inflamatórios (perfil M2; ativação alternativa), ademais, com a 

ativação de células satélites (Figura 1) [46, 47]. 

Após a lesão, a resposta celular mais imediata à lesão muscular (fase 1 de 

regeneração) é a resposta inflamatória, desencadeada pela necrose de fibras 

musculares, incluindo o recrutamento de células das linhagens mielóide e linfóide 

(células imunológicas) circulantes, acompanhado por um aumento do influxo de cálcio 

e liberação de cálcio do retículo sarcoplasmático da fibra muscular lesionada, levando 

à proteólise do tecido danificado. As primeiras células a infiltrarem no tecido lesado, 

são os neutrófilos, o que ocorre nas primeiras 6 horas após o dano muscular [45, 48-

51].  

Posteriormente, os macrófagos infiltram o músculo danificado. A população de 

macrófagos consiste em duas populações distintas, os macrófagos iniciais pró-

inflamatórios e os macrófagos M2, anti-inflamatórios. Os macrófagos do tipo M1, após 

o recrutamento dos neutrófilos, infiltram no meio lesado, atingem seu pico em torno de 

24 horas após a lesão e são responsáveis pela fagocitose de partes do tecido 

danificado. Ainda, o perfil de macrófago M1 secretam citocinas pró-inflamatórias, como 

desintegrina e metaloproteinase com motivo de trombospondina tipo 1 (ADAMTS1), 

fator de crescimento semelhante à insulina tipo 1 (IGF-1), interleucina 6 (IL-6), 

interleucina 1-beta (IL-1β), e TNF-α para estimular a proliferação de células satélites 

musculares, ao mesmo tempo que as limitam para diferenciação e fusão [44, 52, 53].  

Uma fração de macrófagos com perfil M1 são modificados de um fenótipo pró-

inflamatório para um fenótipo anti-inflamatório, denominados macrófagos com perfil M2, 

aproximadamente 2 dias após lesão muscular, com pico 4-6 dias após a lesão. Os 

macrófagos M2, por sua vez, liberam moléculas anti-inflamatórias e fatores de 

crescimento que impedem a proliferação de células satélites e estimulam sua 

diferenciação, fusão e crescimento de miofribras. À medida que as células satélites 

evoluem da proliferação para a diferenciação, o número de macrófagos M1 diminui 

enquanto a população intracelular de macrófagos M2 aumenta no tecido danificado. Se 

essa transição for retardada e o fenótipo M1 for prolongado, as citocinas inflamatórias 

persistem e a miogênese é prejudicada, demonstrando a importância dessa troca 

fenotípica precisamente temporizada [53, 54].  
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A segunda fase da regeneração do músculo esquelético é caracterizada pela 

ativação e diferenciação das células satélites, um processo altamente orquestrado 

concomitante com alterações morfológicas. As células satélites, as células-tronco do 

músculo esquelético, são indispensáveis para a regeneração muscular. Sua 

funcionalidade é modulada criticamente por vias de sinalização intrínsecas, bem como 

por interações com o nicho de células-tronco [44, 55, 56].  

Em condições de repouso, as células satélites se mantêm quiescentes e residem 

sob a lâmina basal da fibra muscular. Neste estado de quiescência, as células satélites 

expressam o fator de transcrição “paired box transcription factor 7” (Pax7), sendo, neste 

caso, fosforilado pela caseína quinase 2 (CK2) [57, 58]. O fator de transcrição Pax7 é 

expresso em todas as células satélites e é necessário para sua manutenção pós-natal 

e regeneração do músculo esquelético, quando preciso. Ao serem ativadas, as células 

satélites musculares expandem-se e se diferenciam durante a regeneração do músculo 

esquelético, um processo controlado pela expressão sequencial de fatores de 

transcrição, semelhante ao programa de diferenciação da miogênese embrionária [52, 

59, 60]. 

As células satélites possuem um enorme potencial miogênico, que depende 

principalmente da expressão dos genes Pax, como Pax3 em fase embrionária e Pax7 

em fase adulta, e subsequente expressão de fatores reguladores miogênicos (MRFs), 

sendo eles MyoD, Myf5, Miogenina e MRF4 [42, 44, 61]. Após a ativação, as células 

satélites co-expressam Pax7, MyoD (um marcador precoce para comprometimento 

miogênico) e Myf5, deixando o estado quiescente e se diferenciando em mioblastos, 

antes de amadurecer para miofibras. Notavelmente, um subconjunto de células 

satélites ativadas desregula MyoD e resiste ao processo de diferenciação, mantendo 

assim um estado mitoticamente inativo semelhante à quiescência, para garantir o pool 

de células satélites.  

Ainda na fase de proliferação, as células satélites (agora denominadas 

mioblastos), expressam MyoD e miogenina, migram e diferenciam-se em miócitos, 

ainda expressando MyoD e miogenina. Os miócitos são fundidos em miotubos, os quais 

apresentam aumento da expressão de miogenina e MRF4, o que leva à regulação 

negativa da expressão de Pax7, que é inativado pela clivagem da caspase 3 [57]. O 

processo de diferenciação ocorre com o auxílio de fatores de crescimento, como fator 
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de crescimento de fibroblastos (FGF), do fator de crescimento transformador (TGF), 

fator de crescimento humano (HGF), fator inibidor de leucemia (LIF), fator de 

crescimento derivado de plaquetas (PDGF), NGF, entre outros [62]. 

Alguns FGFs são encontrados no músculo esquelético, que controlam vários 

aspectos da organogênese, como proliferação de células-tronco musculares, migração 

de células precursoras miogênicas, diferenciação de miotubos e regeneração de 

músculos danificados [63]. Os FGFs medeiam suas respostas biológicas ligando-se aos 

receptores do fator de crescimento de fibroblastos 1 (FGFR1), 2 (FGFR2), 3 (FGFR3) 

e 4 (FGFR4) de superfície celular [64].  

Um dos FGF importantes restritos ao músculo esquelético em desenvolvimento e 

em fase adulta é o fator de crescimento de fibroblastos 6 (FGF-6) [65]. O FGF-6 

desempenha um papel duplo na regeneração muscular, podendo estimular tanto a 

proliferação e migração de mioblastos pela ligação ao FGFR1 quanto promover a 

diferenciação muscular, ligando-se ao FGFR4 [66-68]. 

Morfologicamente, as células progenitoras miogênicas tornam-se miócitos 

alongados, que então se fundem para formar miotubos multinucleados [42, 54, 69]. As 

fibras musculares recém-formadas são caracterizadas por núcleos localizados 

centralmente e pela reexpressão de cadeias pesadas de miosina embrionária (MyHC-

e) e neonatal (MyHC-n), que podem ser usados para identificar fibras em regeneração 

[70], as quais serão posteriormente substituídas pelas isoformas adultas de MyHC [71]. 

Esse processo é seguido pela maturação em miofibras (fase 3 de regeneração), que 

são as unidades contráteis do músculo esquelético [44].  

Além disso, a reparação efetiva do músculo esquelético depende de interações 

complexas entre fibroblastos, miofibroblastos, células miogênicas e citocinas, como 

fator de transformação do crescimento beta 1 (TGF-β1) [72]. O TGF-β1 desempenha 

importante papel na função do fibroblasto e manutenção da matriz extracelular (MEC) 

[73], no entanto, quando suprarregulado, TGF-β1 pode inibir a diferenciação terminal 

de mioblastos [74, 75]. 

Além da regeneração muscular se tornar incompleta pela suprarregulação de 

TGF-β1 [76], este é considerado um fator pró-fibrótico no tecido muscular em resposta 

a lesão, inflamação ou doença [77]. A formação de tecido cicatricial (fibrose) no músculo 
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esquelético reduz a recuperação da força [78] e declínio da função muscular em 

diferentes doenças relacionadas ao músculo esquelético [79]. 

Atualmente, fármacos analgésicos e AINEs são vastamente prescritos para tratar 

a dor associada a distúrbios musculoesqueléticos. No entanto, esses medicamentos 

tratam apenas os sintomas e não a causa da doença. Eles têm sido associados a uma 

gama de efeitos colaterais relacionados ao uso a longo prazo [80]. 

Estratégias terapêuticas complementares que sejam eficazes em melhorar a 

regeneração/reparação do músculo após a lesão estão relacionadas com a regulação 

da inflamação, o aumento do processo de regeneração e o bloqueio do excesso de 

fibrose [81], como é o caso da terapia de fotobiomodulação (PBMT, do inglês 

“photobiomodulation therapy”), isto pois, os tratamentos disponíveis podem apresentar 

efeitos colaterais, resistência ao paciente, altas doses sem efeito desejado, problemas 

renais e hepáticos. 
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Figura 1 – Ilustração do processo inflamatório e regenerativo no músculo esquelético. Fonte: 
Camila Garcia de Oliveira (2022). 
 

1.4 Fotobiomodulação (PBMT) 

A PBMT consiste em uma forma não invasiva de tratamento e utiliza 

comprimentos de onda de luz variando do vermelho (600–700 nm) ao infravermelho 

próximo (NIR) (700–950 nm), para fornecer baixa irradiância (potência da luz por 

unidade de área) ao tecido alvo [82-86]. 
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 Esse  tipo de tratamento têm sido um método complementar para o controle da 

dor [84], reduzir a inflamação, modulando vários aspectos do processo inflamatório, 

incluindo edema, formação hemorrágica, necrose, influxo de neutrófilos e a atividade 

de macrófagos e linfócitos [80], ainda promove a regeneração dos vasos linfáticos, 

melhora a motilidade linfática e previne fibrose tecidual [82]. 

Esses efeitos são o resultado de reações primárias envolvendo a absorção de 

comprimentos de onda específicos da luz por componentes da cadeia respiratória 

mitocondrial [82, 87, 88]. Os cromóforos primários foram identificados como citocromo 

c oxidase nas mitocôndrias e nos canais iônicos de cálcio [89].  

Os efeitos secundários da absorção de fótons incluem aumentos na produção de 

adenosina trifosfato (ATP), aumento de espécies reativas de oxigênio (EROs), aumento 

na concentração de óxido nítrico (NO) e a modulação dos níveis de cálcio [87, 88, 90, 

91]. Os efeitos terciários incluem a ativação de inúmeros fatores de transcrição, levando 

a uma melhor sobrevivência celular, aumento da proliferação, migração e síntese 

proteica [87, 88, 90, 91]. 

A justificativa para a aplicação da PBMT nos músculos baseia-se justamente na 

estimulação da atividade mitocondrial. Os músculos dependem fortemente de ATP, que 

é a fonte biológica de energia necessária para o trabalho muscular e, portanto, níveis 

robustos de ATP é a hipótese mais popular para explicar os efeitos biomodulatórios que 

a PBMT parece exercer sobre o tecido muscular [92]. Além disso, existem vários outros 

mecanismos de ação para explicar os efeitos da PBMT no tecido muscular, como a 

estimulação das defesas contra o estresse oxidativo, prevenção e reparação de danos 

musculares, modulação da expressão gênica por ativação de fatores de transcrição e 

possível aumento na excitabilidade das fibras musculares [92]. 

A PBMT possui uma propriedade física importante para o efeito terapêutico, que 

é a monocromaticidade, isto é, os fótons que os compõe são da mesma cor e com 

mesmo comprimento de onda.  Esta terapia é comumente aplicada por meio de dois 

tipos de fonte luminosa, sendo uma do tipo coerente e unidirecional, fotóns 

provenientes viajando ordenadamente em relação ao tempo e em uma mesma direção, 

produzida a partir de um dispositivo laser de baixa a média intensidade (LLLT), e outra 

não coerente e não unidirecional, produzida por diodos emissores de luz ([LEDT]; 

[Figura 2]), sendo que ambas as modalidades podem melhorar a cicatrização de feridas 
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e tecidos moles, reduzir a inflamação e aliviar a dor aguda e crônica [93]. Com a 

vantagem de não ser invasiva, as aplicações da PBMT são amplas, desde o alívio da 

dor até a promoção da recuperação de tendinopatias, lesões nervosas, osteoartrite e 

cicatrização de feridas [94]. 

 

 
Figura 2 – Ilustração dos fótons provenientes do LLLT e LEDT. Fonte: Camila Garcia de Oliveira 
(2022). 

 

Nos últimos anos, diferentes estudos demonstraram o efeito do LLLT como, por 

exemplo, em modelo de neuropatia [83, 95], dor musculoesquelética [96], dor lombar 

crônica inespecífica [97] e dor miofascial em mulheres [98]. Ainda, demonstrou 

capacidade em acelerar o processo de regeneração muscular [99], melhorar a neuralgia 

trigeminal [100, 101] e a dor neuropática diabética [102, 103]. 

A respeito da aplicação do LEDT podemos destacar o uso nos cuidados de saúde 

como tratamento de doenças neurológicas [104], dor inespecífica no joelho [80], 

redução das alterações patológicas locais induzidas pelo veneno da serpente Bothrops 

asper [105], tratamento de fascite plantar [106] e para recuperação muscular após 

exercício excêntrico prejudicial [107]. 

Alguns parâmetros dosimétricos são destacados como importantes para o uso da 

PBMT, tais como comprimento de onda (λ), a potência da fonte (mW), a densidade de 

energia (J/cm²), a densidade de potência (mW/cm²), o tempo de irradiação (s), a energia 

total aplicada (J) e o período de tratamento (número de sessões), como descrito por 
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Hamblin (2019) [108]. Os parâmetros descritos apresentam diferentes combinações, as 

quais podem ser usadas para ambas as modalidades de aplicação da luz (LLLT ou 

LEDT) [109]. 

Devido à grande importância dos parâmetros citados acima, já que estes 

determinam a eficácia e sucesso do tratamento e devido à grande discrepância nas 

diferentes literaturas publicadas na última década, se faz necessário a padronização da 

dosimetria para tratamento de dor muscular e o modelo de miosite, em específico, com 

PBMT. 

Conforme descrito anteriormente e frente à complexidade do processo de 

regeneração do músculo esquelético, ainda existe uma grande lacuna do que diz 

respeito ao local e tempo de aplicação da terapia. Apesar da PBMT ser muito utilizada 

no meio clínico, ainda falta embasamento científico que demonstrem sua eficácia. Com 

base em nossa pesquisa, particularmente, faltam estudos demonstrando se as células 

e os fatores envolvidos no processo da regeneração muscular podem ser modulados 

pela PBMT, como células satélites, macrófagos, Pax7, FGF-6, TGF-β1, MRF4 e MyHC-

e, e, que contribuem para acelerar o processo anti-inflamatório e induzir o processo 

regenerativo no músculo. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 

Avaliar o efeito terapêutico da fotobiomodulação (PBMT) sobre o quadro 

nociceptivo, inflamatório e regenerativo do músculo gastrocnêmico de ratos submetidos 

à miosite por meio da injeção de CFA. 

 

2.2 Objetivos específicos  

a) Avaliar o efeito do tratamento com PBMT utilizando LLLT e LEDT após 

indução de miosite no músculo gastrocnêmio, durante 5 sessões; 

b) Comparar o efeito do LLLT ao LEDT após indução de miosite no músculo 

gastrocnêmio; 

c) Avaliar as respostas nociceptivas tátil, mecânica e térmica no modelo 

experimental de miosite induzida por CFA e o efeito da PBMT sobre tais respostas; 

d) Realizar a medida da espessura muscular por meio de paquimetria, para 

analisar o efeito da PBMT sobre o edema muscular causado pela injeção de CFA; 

e) Analisar a morfologia das fibras musculares com relação a área de 

infiltrado inflamatório, número e área de fibras com núcleos centralizados no músculo 

GC ao término do protocolo experimental; 

f) Analisar a incidência de macrófagos no músculo GC ao término do 

protocolo experimental; 

g) Analisar a expressão proteica de Pax7, FGF6, TGF-β1, MRF4 e MyHC-e 

no músculo GC ao término do protocolo experimental.  
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Animais 

Foram utilizados 29 ratos Wistar (Rattus norvegicus) adultos jovens (6 a 8 

semanas), machos, pesando entre 200 e 220 g, fornecidos pelo Biotério Central do 

Instituto de Ciências Biomédicas (ICB) e mantidos no Biotério do Departamento de 

Anatomia (BDA), ambos da Universidade de São Paulo (USP). Este projeto foi 

submetido e aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) do ICB-USP, 

sob o nº 7373190319. Para a realização dos experimentos comportamentais foi 

utilizada a sala de comportamento do BDA, a qual possui isolamento e temperatura 

controlada (22 oC ± 1), local em que os animais foram mantidos por um período de 45 

minutos para adaptação e posteriormente submetidos aos experimentos 

comportamentais. Todos os animais foram manipulados considerando os princípios e 

o guia de uso de animais de laboratório envolvendo dor e nocicepção [110]. As 

diretrizes ARRIVE 2.0 também foram consideradas durante a elaboração e a execução 

do trabalho [111]. 

 

3.2 Grupos experimentais e delineamento do estudo  

Os animais foram divididos aleatoriamente (randomização simples) em 4 grupos 

experimentais: Naïve (n = 4-6), animais que não receberam injeção de CFA ou veículo, 

tampouco tratamento com PBMT; Veículo (n = 4), animais que receberam injeção da 

combinação de óleo mineral (veículo do CFA) e solução salina (NaCl 0,9 %), no 

músculo GC e foram utilizados como controle do veículo de diluição do CFA; CFA (n = 

4-10), animais que receberam injeção de CFA no músculo GC e permaneceram sem 

tratamento; CFA+LLLT (n = 4), animais que receberam injeção de CFA no músculo GC 

e foram tratados com LLLT; CFA+LEDT (n = 3-4), animais que receberam injeção de 

CFA no músculo GC e foram tratados com LEDT. 

Para analisar o efeito antinociceptivo/analgésico da PBMT (LLLT e LEDT), os 

testes comportamentais (alodinia tátil, hiperalgesia mecânica e hiperalgesia térmica) 

foram aplicados antes de qualquer procedimento (medida inicial, MI; dia zero) e 

repetidos no 6º, 7º, 8º, 9º, 10º e 11º (medida final - MF) dias após a injeção de CFA. 

Quanto a mensuração do músculo, esta foi realizada antes de qualquer procedimento 
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(MI) e ao término do protocolo experimental (MF). Após esse período, os animais foram 

eutanasiados e os tecidos foram coletados para posterior análise. Os testes 

comportamentais foram aplicados às patas traseiras, mais especificamente, nos 

membros posteriores direito (ipsilateral à injeção de CFA) e esquerdo (contralateral à 

injeção de CFA). A Figura 3, abaixo, ilustra a linha dos procedimentos realizados neste 

estudo: 

 

Figura 3 – Desenho experimental. MI: medida inicial; CFA: Adjuvante Completo de Freund; i.m.: 
intramuscular; PBMT: fotobiomodulação (LLLT ou LEDT); MF: medida final; WB: Western 
blotting; IHQ: imuno-histoquímica. Símbolo (#) indica os dias em que foram realizados testes 
comportamentais; (*) indica mensuração do músculo gastrocnêmio; (↓) representa os dias de 
tratamento com PBMT (LLLT ou LEDT).  

 

3.3 Procedimentos 

3.3.1 Indução da miosite 

A miosite foi induzida no músculo gastrocnêmio (GC) do membro posterior direito 

dos ratos, pela injeção de CFA (Sigma-Aldrich, Saint. Louis, Missouri, EUA), composto 

de uma emulsão de água em óleo, preparado a partir de óleos não metabolizáveis (óleo 

de parafina e monooleato de manida) e que contém a Mycobacterium tuberculosis 

morta [37], na dose total de 150µg/300µL. Como controle, utilizamos o veículo do CFA 

(combinação de óleo mineral e solução salina, NaCl 0,9 %; 1:1). O volume da injeção 

de CFA foi de 300 µL por GC, consistindo em uma aplicação no ventre medial e outra 

no ventre lateral do músculo GC, sendo 150 µL cada aplicação [33-35]. 
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3.3.2 Tratamento com fotobiomodulação (PBMT) 

Para aplicação da PBMT foram utilizados dois tipos de dispositivos: um dispositivo 

laser de baixa a média intensidade (LLLT), da marca IBRAMED® (Amparo- SP, Brasil), 

e um diodo emissor de luz (LEDT), da marca Bright Photomedicine (São Paulo- SP, 

Brasil). Os parâmetros de aplicação estão descritos na Tabela 1 e foram escolhidos 

com base em estudos prévios de nosso laboratório [35, 100, 102, 112] e também a 

partir das recomendações de Hamblin (2019), que estabelece os parâmetros que 

devem ser obrigatoriamente reportados em estudos experimentais e clínicos que 

envolvam a aplicação de PBMT [108].  
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Tabela 1 – Parâmetros utilizados para o tratamento com PBMT (LLLT e LEDT). 
 

Informações do dispositivo LLLT LEDT 

Fabricante IBRAMED Bright Photomedicine 

Modelo LASERPULSE Diamond Light-Aid 

Ano de fabricação 2010 2017 

Tipo de emissor AlGaInP GaAs 

Número de emissores Um Laser 25 LED 

Comprimento de onda e largura de banda 
(nm) 

660 nm 850 nm  

Modo de pulso (CW ou Hz, duty cicle) Onda contínua (CW-  
continuos wave) 

Onda contínua (CW-  
continuos wave) 

Tamanho do ponto do feixe no alvo (cm2) 0.06310 cm2 10 cm2 

Irradiância no alvo (mW/cm2) e ponto 30 mW/ponto 18.3 mW/ponto 

Duração da exposição (s) 17 segundos 2 minutos e 44 segundos 

Exposição radiante (J/cm2) 8.08 J/cm2  0.3 J/cm2 

Energia radiante (J) 3 J 3 J 

Número de pontos irradiado 6 pontos 1 ponto 

Técnica de aplicação Contato com a pele Contato com a pele 

Número e frequência de sessões de 
tratamento 

5 sessões, realizadas em  
dias consecutivos 

5 sessões, realizadas em   
dias consecutivos 

Energia radiante total em todo o curso de 
tratamento [J] 

15 J 15 J 

 

Para a aplicação do LLLT, os animais foram imobilizados em uma superfície plana 

e o laser probe foi posicionado diretamente na região do músculo GC direito (membro 

inferior direito), sobre o qual foram realizados 6 pontos ao longo do músculo, sendo 3 

pontos na porção medial e 3 na porção lateral. Para a aplicação do LEDT, o dispositivo 

foi posicionado sobre todo o músculo GC, devido à sua ampla área de cobertura, sendo 
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realizada uma única aplicação, conforme demonstrado na Figura 4. Tanto para o LLLT 

quanto para o LEDT, foi utilizada a energia total (radiante; J) de 3 J.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Figura 4 – Ilustração dos pontos de aplicação da PBMT (LLLT ou LEDT). À esquerda, a 
aplicação do tratamento com o aparelho de LLLT (seta vermelha) sobre os seis pontos definidos 
no músculo GC (círculos vermelhos); à direita, aplicação de LEDT (seta azul), abrangendo toda 
área central do ventre muscular (retângulo azul). Fonte: Camila Garcia de Oliveira (2022). 
 

3.3.3 Avaliação da sensibilidade nociceptiva 

Para a realização dos testes comportamentais (alodinia tátil, 3.3.4.1; hiperalgesia 

mecânica, 3.3.4.2; hiperalgesia térmica, 3.3.4.3) todos os ratos foram inicialmente 

habituados à sala de experimentação e aos equipamentos em que foram realizados os 

testes, por aproximadamente 45 minutos, em dois dias alternados que se antecedem 

aos experimentos. Todos os resultados dos testes comportamentais foram avaliados 

por meio de comparações das médias obtidas nos diferentes grupos experimentais. 

 

3.3.3.1 Alodinia tátil (von Frey filamentos) 

A alodinia tátil foi avaliada por ensaio quantitativo, em resposta ao estímulo tátil 

aplicado à pata posterior dos ratos, lado direito (ipsilateral) e lado esquerdo 

(contralateral), segundo método descrito por Chaplan et al. (1994) [113], modificado 

(Figura 5). Neste teste, os ratos foram colocados, individualmente, em caixas de acrílico 

posicionadas sobre uma base de malha metálica fixada na parede, com dimensões de 
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1 metro (m) de comprimento por 45 centímetros (cm) de largura. A trama metálica de 1 

cm² permite com que o experimentador acessasse as patas dos animais. 

Aos valores obtidos, foi empregada uma série logarítmica de 10 filamentos de 

von Frey (Anesthesiometer Semmes-Weinstein, Stoelting Co., EUA). Os filamentos 

usados e seus respectivos valores em gramas (g) foram: 3,61 (0,407 g); 3,84 (0,692 g); 

4,08 (1,202 g); 4,17 (1,479 g); 4,31 (2,041 g); 4,56 (3,630 g); 4,74 (5,495 g); 4,93 (8,511 

g.); 5,07(11,749 g) e 5,18 (15,136 g). O filamento capaz de induzir a retirada da pata 

por duas vezes consecutivas foi considerado como a força em grama (g) necessária 

para induzir a resposta nociceptiva do animal (100 % de resposta). 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5 – Imagem da aplicação do teste de alodinia tátil por meio dos filamentos de von Frey. 
  
 

3.3.3.2 Hiperalgesia mecânica (von Frey eletrônico) 

Para determinação da hiperalgesia mecânica foi utilizado o teste de von Frey 

eletrônico, utilizando-se de um analgesímetro digital (Insight®, Ribeirão Preto, SP, 

Brasil), segundo método descrito por Guerrero et al. (2006) [114], modificado (Figura 

6). O analgesímetro é composto de um transdutor de pressão, onde encontra-se 

acoplada uma ponteira universal, do próprio equipamento, e é ligado por um cabo a um 

detector digital de força. A ponteira do transdutor foi pressionada contra a superfície da 

pele dos membros posteriores direito (ipsilateral à injeção de CFA ou veículo) e 

esquerdo (contralateral à injeção de CFA ou veículo) dos animais, compreendendo a 
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região medial do ventre muscular do músculo GC. A pressão aplicada é expressa em 

grama (g) e representa a força necessária para gerar um reflexo de retirada do membro. 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 6 – Imagem da aplicação do teste para avaliação da hiperalgesia mecânica por meio de 
um analgesímetro digital (von Frey eletrônico).  
 
 

3.3.3.3 Hiperalgesia térmica (Hargreaves) 

A determinação da hiperalgesia térmica foi feita por meio do teste plantar 

descrito por Hargreaves et al. (1988) [115]. Os animais foram colocados em 

compartimentos de acrílico e posicionados sobre uma plataforma de vidro, que permite 

a passagem de forma homogênea da luz e do calor (Figura 7). Uma fonte de luz 

infravermelha acoplada a um monitor digital foi colocada sob o vidro, sendo posicionada 

e acionada manualmente sob as regiões plantares direita e esquerda do animal. 

Quando a fonte de luz é acionada, um cronômetro digital é deflagrado no monitor 

acoplado à fonte luminosa, até que o animal retire a pata, quando, então, a fonte de luz 

cessa e o cronômetro para automaticamente. Neste teste, o limiar nociceptivo térmico 

é representado pelo tempo, em segundos, necessário para a retirada da pata do animal. 
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Figura 7 – Imagem da aplicação do teste de hiperalgesia térmica (Hargreaves plantar test). 

 

3.3.1 Mensuração do músculo gastrocnêmio (GC) 

Para determinação da progressão do edema muscular no modelo de miosite 

induzida por CFA foi utilizado um paquímetro metálico, conforme demonstrado na figura 

a seguir (Figura 8). Este instrumento foi posicionado no membro inferior do animal, 

posteriormente ao terço médio do ventre do músculo GC, em sentido látero-medial 

[116]. As mensurações do músculo GC foram realizadas tanto do lado experimental 

(membro inferior direito) quanto do lado contralateral (membro inferior esquerdo). A 

paquimetria foi realizada antes de qualquer procedimento (MI) e ao término do protocolo 

experimental (MF), para todos os grupos. As medidas dos músculos (MI e MF) foram 

obtidas em milímetros (mm) e a partir destas foi calculado o delta (Δ) entre a MI e a MF 

de cada animal (MF-MI); este delta foi convertido em porcentagem (%), sendo 

estabelecidos os animais do grupo CFA como 100%.  
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Figura 8 – Imagem da mensuração do músculo gastrocnêmio com o paquímetro. 

 

3.3.2 Eutanásia e dissecção dos músculos gastrocnêmios (GC) 

Após a realização dos testes anteriormente descritos, os animais foram 

submetidos à eutanásia pelo método de decapitação (utilizando-se uma guilhotina), 

após breve anestesia inalatória com Isoflurano a 3% (Cristália®, Itapira, SP, Brasil). Em 

seguida, os músculos GC (direito e esquerdo) foram dissecados e coletados para os 

ensaios histológicos, ensaios de imuno-histoquímica e de Western blotting, descritos a 

seguir. 

 

3.3.3 Ensaios histológicos 

O músculo GC foi dissecado no sentido caudo-rostral e os fragmentos de interesse 

(ventres lateral e medial) foram previamente crioprotegidos em banhos de solução de 

sacarose a 5 %, 10 % e 20 % (1 hora cada), conforme protocolo modificado de Paixão 

(2011) [117]. Posteriormente, os tecidos foram incluídos em Tissue-Tek® Optimal 

Cutting Temperature (OCT) (Sakura® Finetek, CA, Estados Unidos) com Tragacanth 

(Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EUA) (aproximadamente 200 μg) e foram submetidos 

a um rápido congelamento em isopentano (2-metil-butano) (Labsynth®, Diadema, SP, 

Brazil), por aproximadamente 15 segundos, previamente refrigerado por imersão em 

nitrogênio líquido, com a finalidade de impedir o rompimento das fibras musculares e 

para que estas se mantivessem preservadas durante o processamento do tecido [118]. 
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Após a inclusão dos tecidos, estes permaneceram em freezer a -80 ºC até a realização 

da etapa subsequente.  

Os tecidos foram cortados em uma espessura de 10 µm em um criostato de 

congelamento (Leica Biosystems, Alemanha) e os cortes foram submetidos à coloração 

por hematoxilina-eosina (H&E), constando de: lavagem em água deionizada (2 

minutos); coloração de hematoxilina (3 minutos); lavagem com água corrente (5 

minutos); coloração com eosina (1 minuto e 30 segundos); desidratação com álcool 

absoluto I (2 minutos); desidratação com álcool absoluto II (2 minutos); fixação com xilol 

I (2 minutos); fixação com xilol II (2 minutos); e, finalmente, fixação com xilol III (2 

minutos). Em seguida, as lâminas foram preservadas com Permount® (Fisher Scientific 

International, Hampton, EUA) e cobertas com lamínulas. Para o ensaio histológico foi 

utilizado um corte do músculo GC de cada um dos animais dos grupos experimentais. 

As fotomicrografias foram obtidas em microscópio de luz Nikon E1000 (Nikon 

Corporation, Tóquio, Japão) acoplado a uma câmera fotográfica digital Nikon DCM 

1200 (Nikon Corporation, Tóquio, Japão). Para a quantificação de áreas de infiltrados 

inflamatórios (µm²), número e área de fibras com núcleos centralizados, foram obtidas 

imagens com ampliação de 40X e 100X. As quantificações foram realizadas com auxílio 

do software Image J (NIH, MD, EUA), utilizando-se da ferramenta “color threshold”, a 

qual permite selecionar as cores predominantes do infiltrado inflamatório e que podem 

ser traduzidas em pixels. As áreas de infiltrado inflamatório foram consideradas aquelas 

com incidência de coloração azul-púrpura em estruturas basofílicas (conferida pela 

hematoxilina), por serem ricas em cromatina, ribossomos e regiões citoplasmáticas 

ricas em ácidos ribonucleicos (RNAs) [119]. Já a quantificação da área total das fibras 

musculares foi realizada por meio da rotina “polygon selections > analyze > measure > 

area” para seleção visual de áreas eosinofílicas. Para tais medidas, as imagens foram 

previamente calibradas com auxílio da ferramenta “set scale” a partir da barra de 

calibração de 20 µm. Uma vez identificados os pixels de interesse, foi utilizada a 

ferramenta “analyze particles” [120]. Vale ressaltar que as análises do número e área 

de fibras com núcleos centralizados foram realizadas às cegas. 
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3.3.4 Ensaios de Imuno-histoquímica (IHQ) 

Os cortes de tecido muscular foram processados conforme descrito anteriormente 

no item 3.3.6 e mantidos em freezer a -80 ºC até serem utilizados para análise de IHQ. 

Para o ensaio de imuno-histoquímica foi utilizado um corte do músculo GC de cada um 

dos animais dos grupos experimentais. Os cortes foram lavados em acetona a -20 ºC 

por 10 minutos, e posteriormente lavados em solução PBS por 2 vezes de 5 minutos. 

Em seguida, os cortes foram incubados com os seguintes anticorpos primários: 

anticorpo anti-CD68 (AbD Serotec, Oxford, Reino Unido), diluição de 1:8000, para 

avaliação da incidência de macrófagos de fenótipo M1 e M2; anticorpo anti-CD206 

(receptor de manose) (Abcam, Cambridge, MA, EUA), diluição de 1:10000, para 

avaliação da subpopulação de macrófagos M2. Os cortes foram incubados com os 

anticorpos primários por um período de 18 horas à temperatura de 4 °C (overnight). O 

produto dessa reação foi detectado pelo complexo EnVision System-HRP (DAB) de 

acordo com as instruções do fabricante (Dako North America, Carpinteria, CA, EUA) e 

a contra-coloração foi feita com hematoxilina de Harris (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, 

EUA). As ligações inespecíficas foram bloqueadas pelas diluições dos anticorpos 

primário e secundário em solução de PBS contendo albumina bovina a 1 %. 

Os cortes foram examinados sob microscopia de luz e as avaliações das 

imunorreações para as diferentes populações de macrófagos (M1 e M2) foram feitas 

pelas proporções de volume de áreas positivas no tecido muscular, determinadas pelo 

limite de cor [121]. As fotomicrografias foram obtidas em microscópio de luz Nikon 

E1000 (Nikon Corporation, Tóquio, Japão) acoplado a uma câmera fotográfica digital 

Nikon DCM 1200 (Nikon Corporation, Tóqui, Japão). A quantificação de macrófagos foi 

realizada utilizando o software Image J (NIH, MD, EUA). A expressão de CD68 e CD206 

em toda a secção transversal do músculo foi analisada e expressa como a porcentagem 

da área transversal total do músculo. 

 

3.3.5 Ensaios de Western Blotting (WB) 

O músculo GC foi dissecado no sentido caudo-rostral e os fragmentos de interesse 

(ventre lateral e medial) foram coletados, submetidos ao congelamento em nitrogênio 

líquido e permaneceram em freezer a -80 ºC. A extração de proteína total do tecido foi 

realizada utilizando um tampão de extração (KCl, 90 mM; HEPES, 10 mM; MgCl²+, 3 
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mM; EDTA, 5 mM; glicerol, 1 %; DTT, 1 mM; SDS, 0,04 %; aprotinina, 20 mM; 

pepstatina, 20 mM; leupepstatina, 20 mM; PMSF, 40 µM; ortovanadato de sódio, 100 

mM). O conteúdo proteico das amostras foi dosado pelo método de Bradford [122]. 

Após a quantificação de proteína total, as amostras foram diluídas em um mesmo 

volume de tampão Laemmli (2x Laemmli Sample Buffer, Bio-Rad, Estados Unidos), 

contendo 54 mg/mL de DTT [123] e em seguida fervidas em banho-maria por 5 minutos 

e aplicadas (duplicadas) em gel de poliacrilamida (gel de gradiente – 4 % e 20 %), o 

qual foi submetido à eletroforese com corrente contínua de 120 V e corrente constante 

de 2500 mA. 

Após a separação eletroforética, as proteínas foram transferidas para uma 

membrana de nitrocelulose (Millipore, 0,2 μm de diâmetro) de acordo com a técnica 

descrita por Towbin et al. (1979) [124]. Os antígenos presentes na membrana de 

nitrocelulose foram submetidos à caracterização imunoenzimática. Após bloqueio com 

leite desnatado (Molico, Nestlé, Brasil) a 5 % em solução TBST (10 mM de Tris; 0,15 M 

de NaCl; 0,1 % de Tween® 20) por 1 hora e 30 minutos, as membranas foram incubadas 

com anticorpos primários (Tabela 2), por 16 horas a 4 ºC. Em seguida, as membranas 

foram lavadas com solução TBST por 3 vezes durante 10 minutos sob agitação e 

incubadas à temperatura ambiente com os anticorpos secundários (Tabela 2), por 1 

hora e 30 minutos. Após a incubação, as membranas foram lavadas 3 vezes durante 

10 minutos com solução TBST para que posteriormente fossem visualizadas. As 

membranas foram reveladas em aparelho UVITEC, utilizando o Kit ECL de 

quimioluminescência (Amershan Biosciences, NJ, Estados Unidos) e foram analisadas 

quanto à densidade das bandas marcadas, utilizando o programa Image J (NIH, MD, 

EUA). A análise dos dados foi realizada pela média das diferenças percentuais entre 

os diferentes grupos experimentais. A correção foi realizada pela densidade óptica para 

GAPDH (1:5000, Santa Cruz Biotechnology, EUA), considerando as amostras dos 

animais Naïve como o padrão para a normalização dos resultados. 
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Tabela 2 – Anticorpos primários e secundários utilizados para análise proteica por WB. 
 

Proteínas 

Analisadas 
Origem 

Animal 

de 

Origem 

Titulação Peso molecular 

Pax7 Developmental Studies 

Hybridoma Bank, JP 

Galinha 1:500 57.5 kDa/36 kDa 

MRF4 Invitrogen, EUA Camundongo 1:500 30 kDa 

MYH3 (policonal) OriGene Technologies, EUA Coelho 1:500 240 kDa 

TGF-β1 Abcam, UK Coelho 1:1000 44 kDa 

FGF-6 Abcam, UK Coelho 1:1000 24 kDa 

GAPDH Santa Cruz  

Biotechnology, UE 

Camundongo 1:5000 37 kDa 

HRP anti-galinha Santa Cruz  

Biotechnology, UE 

Cabra 1:5000 69 kDa 

HPR anti-camundongo GE Healthcare  

Life Sciences, BRA 

Cabra 1:5000 17 kDa 

HRP anti- coelho GE Healthcare  

Life Sciences, UK 

Burro 1:5000 50 kDa 

 
 

3.3.6 Análise estatística  

A análise estatística foi realizada utilizando o Software GraphPad Prism, versão 8 

(GraphPad Software Incorporation, Califórnia, Estados Unidos). As comparações entre 

os grupos foram conduzidas a partir da análise de variância (ANOVA) de uma ou duas 

vias (One-way ou Two-way, respectivamente), e em seguida foi realizado pós-teste de 

Bonferroni quando a análise de variância apresentou diferença estatisticamente 

significativa. Os dados foram representados em gráficos com a média e erro padrão da 

média (E.P.M). Para todos os testes, o nível de significância assumido foi de p < 0,05 

[125].  
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4 RESULTADOS 

 

4.1 Eficácia da indução da miosite com CFA e o efeito da PBMT (LLLT e LEDT) 

sobre a alodinia tátil 

O primeiro parâmetro analisado sobre a instalação da miosite foi o 

desenvolvimento de alterações da nocicepção. O resultado obtido com relação a 

alodinia tátil demonstrou que a injeção intramuscular (i. m.) de CFA no músculo GC 

levou à diminuição do limiar nociceptivo dos animais com miosite no 6º dia (grupos CFA, 

CFA + LLLT e CFA + LEDT) em relação ao grupo Naïve (Figura 9, painel A). Com 

relação ao lado contralateral à injeção de CFA, não foram observadas diferenças 

significativas (Figura 9, painel B). 

Foram observadas diferenças estatisticamente significativas ao longo de todo 

período experimental do grupo CFA em relação ao grupo Naïve nos dias que se 

seguiram a injeção de CFA, conforme descrito: 6º dia [Naïve (14,57 ± 1,38) versus (vs) 

CFA (3,21 ± 1,28)]; 7º dia [Naïve (11,92 ± 4,97) vs. CFA (3,91 ± 2,39)]; 8º dia [Naïve 

(11,3 ± 5,94) vs. CFA (2,49 ± 0,77)]; 9º dia [Naïve (12,96 ± 3,90) vs. CFA (3,93 ± 1,21)]; 

10º dia [Naïve (11,29 ± 3,77) vs. CFA (3,25 ± 1,63)]; 11º dia [Naïve (12,92 ± 3,42) vs. 

CFA (3,21 ± 1,28)]. Também foram observadas diferenças significativas entre o grupo 

CFA em comparação ao grupo Veículo nos seguintes períodos após a injeção de CFA: 

6º dia [Veículo (9,75 ± 4,89) vs. CFA (3,21 ± 1,28)]; 7º dia [Veículo (11,87 ± 4,54) vs. 

CFA (3,21 ± 1,28)]; 8º dia [Veículo (15,13 ± 0) vs. CFA (2,49 ± 0,77)]; 9º dia [Veículo 

(10,97 ± 3,16) vs. CFA (3,93 ± 1,21)]; 10º dia [Veículo (10,97 ± 3,16) vs. CFA (3,25 ± 

1,63)]; 11º dia [Veículo (15,13 ± 0) vs. CFA (3,21 ± 1,28)]. 

Ainda, foi observada melhora significativa (p < 0,05) da alodinia tátil nos animais 

tratados com LLLT (grupo CFA + LLLT) e LEDT (grupo CFA + LEDT) em relação ao 

grupo sem tratamento (CFA) no lado ipsilateral (Figura 9, painel A). A melhora da 

alodinia tátil no grupo CFA + LLLT foi observada após a segunda sessão e permaneceu 

até a última sessão de tratamento. A porcentagem (%) de melhora foi de 

aproximadamente 51 % após a primeira sessão [CFA + LLLT (10,79 ± 4,89) vs. CFA 

(3,91 ± 2,39)]; 78 % após segunda sessão [CFA + LLLT (11,30 ± 6,64) vs. CFA (2,49 ± 

0,77)]; 78 % após terceira sessão [CFA + LLLT (14 ± 1,95) vs. CFA (3,93 ± 1,21)]; 71 

% após quarta sessão [CFA + LLLT (11,30 ± 6,64) vs. CFA (3,25 ± 1,63)]; 66 % após 
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quinta sessão [CFA + LLLT (11,79 ± 3,31) vs. CFA (3,21 ± 1,28)], conforme demostrado 

na Figura 9 (painel A).  

Com relação ao grupo CFA + LEDT, o efeito da terapia foi visto após a segunda 

[CFA + LEDT (10,71 ± 3,82) vs. CFA (3,67 ± 3,06)], quarta [CFA + LEDT (11,79 ± 3,31) 

vs. CFA (3,25 ± 1,63)] e quinta sessão [CFA + LEDT (11,92 ± 5,56) vs. CFA (3,21 ± 

1,28)], sendo a melhora de aproximadamente 73 %, 75 % e 67 %, respectivamente, em 

relação ao grupo não tratado (Figura 9, painel A).  

Na comparação entre os grupos com os dois tipos de tratamentos (CFA +LLLT e 

CFA + LEDT) não houve diferença estatística em ambos os lados. 
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Figura 9 – Análise comportamental da alodinia tátil dos animais com miosite e tratados com 
LLLT ou LEDT (teste de von Frey filamentos). Os resultados do teste foram expressos em 
gramas (g). O limiar nociceptivo dos animais foi definido antes de qualquer procedimento 
(medida inicial; MI) e depois de 6, 7, 8, 9, 10 e 11 dias após a injeção do CFA ou veículo. As 
setas (↓) indicam os dias em que as terapias (LLLT ou LEDT) foram realizadas. No painel (A) 
está representado o lado ipsilateral à injeção de CFA ou veículo e no painel (B) está 

representado o lado contralateral às injeções. Os resultados apresentam a média  E.P.M. 
ANOVA de duas vias seguida de pós-teste de Bonferroni. Os símbolos (*), (#), ($) e (%) 
representam o valor de p < 0,05 quando comparados os grupos Naïve, Veículo, CFA + LLLT e 
CFA + LEDT (respectivamente aos símbolos) ao grupo CFA. 
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4.2 Desenvolvimento de hiperalgesia mecânica após injeção de CFA e o efeito 

da PBMT (LLLT e LEDT) sobre este parâmetro 

Como mencionado anteriormente, a instalação da miosite foi avaliada por meio 

do desenvolvimento de alterações nociceptivas em ratos submetidos à injeção de 

CFA. Sobre a ocorrência de hiperalgesia mecânica, foi observado que a injeção i. m. 

de CFA no músculo GC levou à diminuição do limiar nociceptivo mecânico dos animais 

com miosite no 6º dia (grupos CFA, CFA + LLLT e CFA + LEDT) em relação ao grupo 

Naïve. 

Assim como para alodinia tátil, a diminuição do limiar nociceptivo mecânico no 

grupo CFA foi observada interruptamente a partir do 6º dia após a injeção do CFA no 

lado ipsilateral à injeção do mesmo (Figura 10, painel A) e apenas no 10º dia após a 

injeção do CFA no lado contralateral (Figura 10, painel B), quando comparado ao grupo 

Naïve (p < 0,05). Não foi observada diferença estatística na comparação entre os 

grupos CFA e Veículo. 

Para o lado ipsilateral, as diferenças observadas do grupo CFA em relação ao 

grupo Naïve ocorreram nos seguintes dias após a injeção de CFA: 6º dia [Naïve (89,66 

± 24,27) vs. CFA (43 ± 12,06)]; 7º dia [Naïve (99,91 ± 20,80) vs. CFA (49,87 ± 14,90)]; 

8º dia [Naïve (99,25 ± 15,98) vs. CFA (61,5 ± 6,69)]; 9º dia [Naïve (100,83 ± 17,73) vs. 

CFA (55,37 ± 8,72)]; 10º dia [Naïve (102,25 ± 9,10) vs. CFA (55,62 ± 18,75)]; 11º dia 

[Naïve (87,75 ± 25,29) vs. CFA (50,75 ± 12,06)]. Para o lado contralateral, a diferença 

entre os grupos CFA e Naïve foi observada apenas no 10º dia após a injeção. Não 

houve diferença estatística entre os grupos tratados com LLLT (CFA + LLLT) ou LEDT 

(CFA + LEDT) quando comparados ao grupo que recebeu apenas a injeção de CFA, 

em ambos os lados (Figura 10, painéis A e B).  

Não houve diferença entre os grupos tratados com LLLT (CFA + LLLT) e LEDT 

(CFA +LEDT) tanto para o lado ipsilateral quanto para o lado contralateral. 
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Figura 10 – Análise comportamental da hiperalgesia mecânica (teste de von Frey eletrônico) 
dos animais com miosite e tratados com LLLT ou LEDT. Os resultados dos testes de 
hiperalgesia mecânica foram expressos em gramas (g). O limiar nociceptivo dos animais foi 
definido antes de qualquer procedimento (medida inicial; MI) e depois de 6, 7, 8, 9, 10 e 11 dias 
após a injeção do CFA. As setas (↓) indicam os dias em que as terapias (LLLT ou LEDT) foram 
realizadas. No painel A está representado o lado ipsilateral e no painel B está representado o 

lado contralateral dos animais. Os resultados apresentam a média  E.P.M. ANOVA de duas 
vias seguida de pós-teste de Bonferroni. O símbolo (*) representa o valor de p < 0,05 quando 
comparado o grupo Naïve ao grupo CFA. 
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4.3 Desenvolvimento de hiperalgesia térmica após injeção de CFA e o efeito 

da PBMT sobre este parâmetro 

Além da alodinia tátil e hiperalgesia mecânica observadas durante a instalação da 

miosite, foi avaliada também hiperalgesia térmica. Houve diminuição da latência 

(segundos) no lado ipsilateral do grupo CFA no 8º, 9º e 10º dia após a injeção de CFA 

em relação a medida inicial (MI). Também foram observadas diferenças estatísticas na 

comparação do grupo Veículo em relação ao grupo CFA no 8º dia [Veículo (16,11 ± 

5,34) vs. CFA (7,73 ± 2,55)] e do grupo Naïve em relação ao grupo CFA no 11º dia após 

a injeção de CFA [Naïve (17,78 ± 0,71) vs. CFA (5,56 ± 0,63)]. 

No que diz respeito aos grupos tratados (CFA + LLLT e CFA + LEDT) não houve 

diferença estatística ao compará-los ao grupo CFA, tanto para o lado ipsilateral (Figura 

11, painel A) quanto para o lado contralateral à injeção de CFA (Figura 11, painel B). 

Não foi observada diferença estatística entre os grupos tratados, CFA + LLLT e CFA + 

LEDT, em ambos os lados. 
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Figura 11 – Análise comportamental da hiperalgesia térmica (teste de Hargreaves) dos animais 
com miosite e tratados com LLLT ou LEDT. Os resultados dos testes de hiperalgesia térmica 
foram expressos como latência, em segundos (s). A latência dos animais foi definida antes de 
qualquer procedimento (medida inicial; MI) e depois de 6, 7, 8, 9, 10 e 11 dias após a injeção 
do CFA. As setas (↓) indicam os dias em que as terapias (LLLT ou LEDT) foram realizadas. No 
painel A está representado o lado ipsilateral e no painel B está representado o lado contralateral 

dos animais. Os resultados apresentam a média  E.P.M. ANOVA de duas vias seguida de pós-
teste de Bonferroni. Os símbolos (*) e (#) representam o valor de p < 0,05 quando comparado 
o grupo Naïve e Veículo, respectivamente, ao grupo CFA. O símbolo (@) representa o valor de 
p < 0,05 da comparação interna do grupo CFA (medida inicial em relação aos demais dias). 
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4.2 Desenvolvimento do edema muscular a partir da injeção de CFA e o efeito 

da PBMT (LLLT e LEDT) sobre a resposta edematogênica no músculo GC 

Após a indução da miosite, foi observada a presença de edema muscular em 

todos os animais submetidos à injeção de CFA no músculo GC (ipsilateral). Este 

aumento foi significativo (p < 0,05), no grupo CFA (99,17 ± 29,72) em relação aos 

grupos Naïve (26,26 ± 9,58) e Veículo (18,18 ± 0) (73 % e 81 %, respectivamente). 

Após a confirmação da presença de edema nos animais com miosite, o objetivo 

seguinte foi observar se a PBMT poderia melhorar o edema muscular. 

Foi observada diminuição do edema muscular dos grupos tratados com LLLT 

[CFA + LLLT (54,54 ± 14,84); p < 0,05] e LEDT [CFA + LEDT (54,54 ± 14,84); p < 0,05] 

quando comparados com o grupo CFA. Com isso, ambos os tratamentos diminuíram 

em aproximadamente 43 % o edema muscular em relação ao grupo CFA (Figura 12). 

 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 12 – Gráfico de barras representando a porcentagem (%) do edema muscular no 
músculo GC. O músculo GC foi mensurado por meio de paquimetria, antes (MI) e 11 dias após 
a injeção do CFA (MF) concomitante à finalização das 5 sessões de tratamento (LLLT ou 
LEDT). O edema foi expresso como o delta (Δ) da MI e MF (MF-MI). Os resultados apresentam 

a média  E.P.M. ANOVA de uma via seguida de pós-teste de Bonferroni. O símbolo (*) 
representa o valor de p < 0,05 quando comparado aos demais grupos. 
 

4.3 Ensaios histológicos 

Para averiguar a extensão inflamatória promovida pela injeção do CFA e 

identificar se os tratamentos foram capazes de melhorar a miosite e acelerar o processo 

de regeneração muscular, foi realizada a análise histológica no músculo GC dos 

animais (Figura 13).  
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Com relação ao infiltrado inflamatório, não foram observados sinais deste nos 

grupos Naïve (38,58 ± 61,74; Figura 13, painel A) e Veículo (9,47 ± 1,54; Figura 13, 

painel B). Já no grupo CFA, pode-se observar grande extensão da área de infiltrado 

leucocitário, composto de células mononucleares, com característica compatível à 

macrófagos e linfócitos (250 ±6 9,31; Figura 13, painel C), em comparação aos grupos 

Naïve e Veículo. Quando analisados os grupos tratados com LLLT e LEDT, foi 

observado que a área de infiltrado inflamatório é significativamente menor comparada 

ao grupo CFA [CFA + LLLT (46,1 ± 10,07; Figura 13, painel D) e CFA + LEDT (46,1 ± 

10,07; Figura 13, painel E)]. Ainda, a área do infiltrado inflamatório do grupo CFA + 

LLLT é menor em comparação ao grupo CFA + LEDT, sendo estes diferentes 

estatisticamente.  

Não houve diferença estatística entre os grupos tratados ou com LLLT (CFA + 

LLLT) ou com LEDT (CFA + LEDT) com relação ao número de fibras com núcleo 

centralizado e a área dessas fibras. 
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Figura 13 – Fotomicrografias representativas do músculo GC. Painéis (A) e (B) representam os 
grupos Naïve e Veículo, respectivamente; para ambos, o músculo GC apresenta aspecto 
regular, formado por fibras poligonais e ausência de infiltrados inflamatórios. (C): grupo CFA 
demonstrou extensa área de infiltrado inflamatório e fibras necróticas. Painéis (D) e (E) 
representam os grupos tratados com PBMT (CFA + LLLT e CFA + LEDT, respectivamente), 
demonstrando menor área de infiltrado. H&E; imagens com magnitude de 40X ou 100X 
(ampliação no canto superior direito); barras de escala equivalem a 20 µm.  

 

Quando avaliada a quantidade de fibras musculares com núcleo centralizado não 

houve diferenças entre os grupos Naïve (1,68 ± 1,03) e Veículo (0,86 ± 0,19) (Figura 

14, painel B). A área dessas fibras musculares específicas (com núcleo centralizado) 

também não apresentou diferença para os respectivos grupos Naïve e Veículo [(0,61 ± 

0,12) e (0,62 ± 0,13), respectivamente], as quais se apresentaram com formato 

poligonal padrão e sem sinais de inflamação. No entanto, no grupo CFA foi possível 

identificar aumento do número de células com núcleo centralizado (4,99 ± 2,87) (Figura 

14, painel B) e aumento da área das fibras musculares com núcleo centralizado (1,16 

± 0,98) (Figura 14, painel C), em comparação aos grupos Naïve e Veículo. Já nos 

grupos tratados com PBMT (CFA + LLLT e CFA + LEDT), houve aumento da 

quantidade de células com núcleo centralizado [CFA + LLLT (2,71 ± 1,07); CFA + LEDT 

(2,95 ± 2,45)] (Figura 14, painel B), bem como maior área de fibras com núcleo 
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centralizado [CFA + LLLT (0,37 ± 0,10); CFA + LEDT (0,39 ± 0,18)] quando comparados 

com os grupos Naïve e Veículo (Figura 14, painel C) e o oposto foi observado em 

comparação ao grupo CFA. Isso pois, os grupos CFA + LLLT e CFA + LEDT 

apresentaram menor quantidade células com núcleo centralizado e menor área de 

fibras com núcleo centralizado quando comparados ao grupo CFA (Figura 14, painel B 

e C). 

Na figura 14 estão representadas as quantificações da área de infiltrados 

inflamatórios [(µm²); (painel A)] das fotomicrografias, acerca da quantidade de fibras 

musculares com núcleo centralizado (painel B) e área das fibras com núcleo 

centralizado [(µm²); (painel C)], sendo que o grupo CFA é diferente estatisticamente 

dos demais grupos (Naïve, Veículo, CFA + LLLT e CFA + LEDT; p < 0,05). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 
 

52 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 14 - Gráficos de barras representativos das quantificações da área de infiltrados 
inflamatórios, número de células com núcleo centralizado e área das fibras musculares com 
núcleo centralizado. Painel (A) representa a quantificação da área (µm²) do infiltrado 
inflamatório para todos os grupos experimentais; Painel (B) representa a quantificação do 
número de células com núcleo centralizado e em (C) a área dessas fibras para todos os grupos 
experimentais; o grupo CFA (barra vermelha) mostra maior área com infiltrado inflamatório, 
maior quantidade de fibras com núcleo centralizado e maior área dessas fibras em comparação 

aos demais grupos. Os resultados apresentam a média  E.P.M. ANOVA de uma via seguida 
de pós-teste de Bonferroni. Os símbolos (*), ($) e (%) representam o valor de p < 0,05 quando 
comparado aos demais grupos, grupo CFA + LLLT e grupo CFA + LEDT respectivamente. 
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4.4 Ensaios de Imuno-histoquímica para marcação da incidência de 

macrófagos 

A incidência de macrófagos foi analisada no músculo GC direito (ipsilateral à 

injeção de CFA) no 11º dia do protocolo experimental. 

O grupo Naïve apresentou menor número de macrófagos (fenótipo M1+M2; 

CD68+) marcados significativamente (210,75 ± 120,51; Figura 15, painel A) em relação 

ao grupo CFA e aos grupos tratados com LLLT ou LEDT (p < 0,05). A diferença 

observada entre os grupos foi de 77 % para o grupo CFA (913,5 ± 257,78; Figura 15, 

painel C), 74 % para o grupo CFA + LLLT (884,75 ± 324,16; Figura 15, painel E) e 87 

% para o grupo CFA + LEDT (1004,66 ± 219; Figura 15, painel G), todos comparados 

ao grupo Naïve (Figura 15, painel A).  

Na análise específica para a marcação de macrófagos fenótipo M2 (CD206) foi 

observada diferença na comparação do grupo Naïve (289,25 ± 76,85; Figura 15, painel 

B) em relação aos grupos CFA (1074,5 ± 146,47; Figura 15, painel D) de 73 %, CFA + 

LLLT (1009,5 ± 292,66; Figura 15, painel F) de 67% e CFA + LEDT de 83 % (1184,33 

± 235,71; Figura 15, painel H). Não foi observada diferença estatística da incidência de 

macrófagos dos grupos tratados com LLLT ou LEDT na comparação com o grupo CFA, 

tanto para macrófagos com fenótipos M1+M2, como para o fenótipo apenas M2.  

Não houve diferença ao comparar os grupos tratados CFA + LLLT e CFA + LEDT 

com relação a incidência de macrófagos com fenótipos M1+M2 ou o fenótipo M2. 
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Figura 15 – Incidência de macrófagos no músculo GC com base na marcação de fenótipos tipo 
M1 e M2.  Painéis A e B: grupo Naïve (n = 4; um corte por rato, total de 4 ratos por grupo); 
painéis C e D: grupo CFA (n = 4; um corte por rato, total de 4 ratos por grupo); painéis E e F: 
grupo CFA + LLLT (n = 4, um corte por rato, total de 4 ratos por grupo); painéis G e H: grupo 
CFA + LEDT (n = 3, um corte por rato, total de 3 ratos por grupo). As cabeças de setas 
(arrowheads) vermelhas indicam a marcação de macrófagos para os fenótipos tipo M1+M2 
(CD68+) (painéis A, C, G e E) e apenas tipo M2 (CD206+) (painéis B, D, F. H). Objetiva de 40x. 
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Na figura 16 estão apresentados os gráficos das quantificações da incidência dos 

macrófagos (células por mm²) com fenótipo M1+ M2 (CD68) (painel A) e fenótipo M2 

(CD206) (painel B). Foram observadas diferenças significativas apenas do grupo Naïve 

em relação aos demais grupos (p > 0,05). 

 
  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16 – Gráfico de barras da quantificação da incidência de macrófagos (células/mm²) com 
base na marcação de fenótipos tipo M1 e M2 no músculo GC. Painel A: quantificação de 
macrófagos com fenótipos tipo M1+M2 (CD68+); painel B: quantificação de macrófagos com 

fenótipo tipo M2 (apenas) (CD206+). Os resultados apresentam a média  E.P.M. ANOVA de 
uma via seguida de pós-teste de Bonferroni. O símbolo (*) representa o valor de p < 0,05 na 
comparação do grupo Naïve aos demais grupos. 
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4.5 Ensaios de Western Blotting (WB) no músculo gastrocnêmio 

4.5.1 Quantificação da expressão proteica de Pax7 após a injeção de CFA e 

o tratamento com LLLT e LEDT 

Após a finalização dos testes comportamentais, no 11º após a injeção de CFA, os 

animais foram eutanasiados e os músculos GCs direitos (ipsilateral à injeção de CFA) 

e esquerdos (contralateral) foram coletados, armazenados e processados para o ensaio 

de WB. Para avaliar quantitativamente a expressão proteica de Pax7, importante fator 

de transcrição no processo de regeneração muscular. A análise de expressão proteica 

considerou separadamente duas bandas da proteína alvo: a primeira, com o peso 

molecular de 36 kDa, e a segunda, com peso molecular de 50 kDa. 

Não foram observadas alterações no padrão de expressão proteica de Pax7 (peso 

molecular de 36 kDa) entre os grupos experimentais para o lado ipsilateral (Figura 17, 

painel A), ou seja, todos os grupos demonstraram apenas expressão basal. O mesmo 

foi observado para o lado contralateral (GCs do lado esquerdo) (Figura 18, painel A). 

Para o peso molecular de 50 kDa, foi observado aumento (não significativo) da 

expressão de Pax7 nos grupos que receberam a injeção de CFA (CFA, CFA + LLLT e 

CFA + LEDT) em relação ao grupo Naïve (Figura 17, painel B). Nenhuma alteração da 

expressão de Pax7 (50 kDa) foi observada no lado contralateral (Figura 18, painel B). 

Ainda, não foi possível realizar quantificação do peso molecular de 50 kDa para o grupo 

Veículo, pois não foi observado banda aparente para ambos os lados (ipsilateral e 

contralateral). 

Além da análise de cada peso molecular individualmente, na somatória dos dois 

pesos moleculares (36 kDa e 50 kDa) não se pôde observar diferenças estatísticas 

entre os grupos analisados para ambos os lados ([ipsilateral; Figura 17, painel C]; 

[contralateral; Figura 18, painel C]).   
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Figura 17 – Gráfico de barras representando a porcentagem da densidade óptica (%) referente 
à expressão proteica da proteína Pax7 no músculo GC direito (ipsilateral). O painel (A) refere-
se à quantificação da expressão proteica de Pax7, com peso molecular de 36 kDa; o painel (B) 
refere-se à quantificação da expressão proteica de Pax7, com peso molecular de 50 kDa; o 
painel (C) refere-se à somatória da expressão proteica de ambos os pesos moleculares (36 e 

50 kDa). Os resultados apresentam a média  E.P.M. ANOVA de uma via seguida de pós-teste 
de Bonferroni. 
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Figura 18 – Gráfico de barras representando a porcentagem da densidade óptica (%) referente 
à expressão proteica da proteína Pax7 no músculo GC esquerdo (contralateral). O painel (A) 
refere-se à quantificação da expressão proteica de Pax7, com peso molecular de 36 kDa; o 
painel (B) refere-se à quantificação da expressão proteica de Pax7, com peso molecular de 50 
kDa; o painel (C) refere-se à somatória da expressão proteica de ambos os pesos moleculares 

(36 e 50 kDa). Os resultados apresentam a média  E.P.M. ANOVA de uma via seguida de pós-
teste de Bonferroni. 
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4.5.2 Quantificação da expressão proteica do fator de crescimento de 

fibroblastos 6 (FGF-6) após o tratamento com LLLT e LEDT 

Os resultados obtidos mostraram aumento na expressão proteica de FGF-6 (24 

kDa) nos grupos CFA (1,16 ± 0,98) e tratado com LLLT (0,37 ± 0,10; CFA + LLLT) em 

relação aos grupos Naïve (0,61 ± 0,12) e Veículo (0,62 ± 0,13). Já no grupo tratado com 

LEDT (0,39 ± 0,18; CFA + LEDT), pôde-se observar diminuição da expressão de FGF-

6 neste grupo em relação ao grupo CFA e CFA + LLLT e aumento em relação ao grupo 

Veículo (0,62 ± 0,13), porém sem diferença estatística significativa (Figura 19).  

 

 

 
 
 
 
 
 

Figura 19 – Gráfico de barras representando a porcentagem da densidade óptica (%) referente 
à expressão proteica da proteína FGF-6 no músculo GC direito (ipsilateral). Os resultados 

apresentam a média  E.P.M. ANOVA de uma via seguida de pós-teste de Bonferroni. Os 
símbolos (*) e (#) representam o valor de p < 0,05 quando comparado aos grupos Naïve e 
Veículo, respectivamente.  
 

4.5.3 Quantificação da expressão proteica do fator de crescimento 

transformador beta 1 (TGF-β1) após a injeção de CFA e o tratamento 

com LLLT e LEDT 

Ao avaliar a expressão proteica de TGF-β1 (44 kDa), observou-se aumento da 

expressão dessa proteína nos grupos CFA (4,99 ± 2,87) e tratado com LLLT (2,71 ± 

1,07; CFA + LLLT) em comparação ao grupo Veículo (0,86 ± 0,19). Por outro lado, 

houve diminuição da expressão de TGF-β1 no grupo tratado com LEDT (2,95 ± 2,45) 

em relação ao grupo CFA e CFA + LLLT (Figura 20).  

Naïve
(n = 4)

Veículo
(n = 4)

CFA
(n = 4)

CFA + LLLT
(n = 4)

CFA +LEDT
(n = 4)

0

100

200

300

D
e
n

s
id

a
d

e
 ó

p
ti

c
a
 (

%
) * *# #



 
 
 

60 
 
 

 

 
 
 
 
 

Figura 20 – Gráfico de barras representando a porcentagem da densidade óptica (%) referente 
à expressão proteica da proteína TGF-β1 no músculo GC direito (ipsilateral). Os resultados 

apresentam a média  E.P.M. ANOVA de uma via seguida de pós-teste de Bonferroni. Os 
símbolos (#) e (%) representam o valor de p < 0,05 quando comparado aos grupos Veículo e 
CFA + LEDT, respectivamente. 
 

4.5.4 Quantificação da expressão proteica do fator regulador miogênico 4 

(MRF4) após a injeção de CFA e o tratamento com LLLT e LEDT 

Igualmente ao observado quando analisada a proteína Pax7, o MRF4 é um 

importante fator de transcrição envolvido na regeneração muscular. A partir do ensaio 

de WB, também foram observadas duas bandas aparentes, uma de 28 kDa e outra de 

36 kDa. Para todos os grupos experimentais foi realizada a análise das bandas de 28 

kDa e 36 kDa isoladas e, logo após, foi analisada a somatória das duas bandas.  

Não foram observadas alterações no padrão de expressão proteica de MRF4 nos 

pesos moleculares analisados [(28 kDa, Figura 21, painel A]; 36 kDa, Figura 21, painel 

A)] entre os grupos experimentais referente ao lado ipsilateral, tampouco para a 

somatória das bandas apresentadas (Figura 21, painel C), ou seja, todos os grupos 

demonstraram apenas expressão basal.  

Ao que se refere ao lado contralateral, não foi observada diferença estatística 

entre os grupos para o peso molecular de 28 kDa (Figura 22, painel A). Por outro lado, 

pôde-se observar diferença estatística (p < 0,05) dos grupos CFA (3,07 ± 2,10), CFA + 

LLLT (6,51 ± 10,13) e CFA + LEDT (3 ± 1,28) em relação ao grupo Naïve (100 ± 0) para 

o peso molecular de 36 kDa (Figura 22, painel B). Para a somatória das duas bandas 

em questão (28 kDa e 36 kDa), também houve diferença estatística do grupo Naïve 

(100 ± 0) em relação aos grupos CFA (9,32±3,32), CFA + LLLT (34,62 ± 39,32) e CFA 

+ LEDT (11,99 ± 2,75) (Figura 22, painel C). 
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Figura 21 – Gráfico de barras representando a porcentagem da densidade óptica (%) referente 
à expressão proteica da proteína MRF4 no músculo GC direito (ipsilateral). O painel (A) refere-
se à quantificação da expressão proteica de MRF4, com peso molecular de 28 kDa; o painel 
(B) refere-se à quantificação da expressão proteica de MRF4, com peso molecular de 36 kDa; 
o painel (C) refere-se à somatória da expressão proteica de ambos os pesos moleculares (28 

e 36 kDa). Os resultados apresentam a média  E.P.M. ANOVA de uma via seguida de pós-
teste de Bonferroni. 
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Figura 22 – Gráfico de barras representando a porcentagem da densidade óptica (%) referente 
à expressão proteica da proteína MRF4 no músculo GC esquerdo (contralateral). O painel (A) 
refere-se à quantificação da expressão proteica de MRF4, com peso molecular de 28 kDa; o 
painel (B) refere-se à quantificação da expressão proteica de MRF4, com peso molecular de 36 
kDa; o painel (C) refere-se à somatória da expressão proteica de ambos os pesos moleculares 

(28 e 36 kDa). Os resultados apresentam a média  E.P.M. ANOVA de uma via seguida de pós-
teste de Bonferroni. O símbolo (*) representa o valor de p < 0,05 na comparação do grupo Naïve 
aos demais grupos. 
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4.5.5 Quantificação proteica da cadeia pesada de miosina embrionária 

(MyHC-e) após a injeção de CFA e o tratamento com LLLT e LEDT 

 

Na análise da proteína MyHC-e (240 kDa) não foram observadas alterações no 

padrão de expressão proteica entre os grupos experimentais para o lado ipsilateral 

(Figura 23), isto significa que todos os grupos demonstraram apenas expressão basal.  

 

 

 
 
 
 

Figura 23 – Gráfico de barras representando a porcentagem da densidade óptica (%) referente 
à expressão proteica da proteína MyHC-e no músculo GC direito (ipsilateral). Os resultados 

apresentam a média  E.P.M. ANOVA de uma via seguida de pós-teste de Bonferroni. 
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5 DISCUSSÃO  

A dor muscular é uma das principais causas de deficiência locomotora e é 

responsável por 29% de absenteísmo no trabalho [30]. Distúrbios musculares são 

encontrados rotineiramente em centros de reabilitação e representam 60% de todas as 

doenças [126]. Qualquer tipo de lesão muscular (contusão, por exemplo) pode levar a 

um mecanismo inflamatório, subsequentemente induzindo dor local ou irradiada [30].  

Apesar de atualmente a PBMT estar sendo utilizada abundantemente como 

terapia complementar [127-130], ainda existem lacunas quanto aos parâmetros da 

PBMT para melhorar diferentes tipos de dores e inflamações, especialmente a miosite, 

inflamação específica no músculo, que pode ocasionar a dor muscular. 

Este trabalho buscou um protocolo dos parâmetros ideais para o tratamento da 

miosite pela injeção de CFA, por meio da PBMT, que além de não invasiva também 

não apresenta efeitos colaterais descritos na literatura. Dentro da PBMT, dispomos 

principalmente do LLLT e do LEDT, dois tipos de fonte de luz muito utilizados tanto na 

pesquisa básica como na clínica voltados ao tratamento de lesões musculoesqueléticas 

[131]. Sendo assim, nossos objetivos foram observar se a PBMT, com LLLT e LEDT, 

era capaz de interferir na resposta nociceptiva, edematogênica, inflamatória e 

regenerativa nos músculos dos animais induzidos à miosite e qual tipo de fonte de luz 

poderia apresentar melhores resultados. 

Inicialmente, foi comprovado que a injeção de CFA é capaz de induzir processo 

inflamatório extenso e degenerativo no músculo GC dos animais, sendo caracterizado 

como miosite com subsequente dor muscular. Isto pois os animais submetidos à injeção 

de CFA apresentaram hipernocicepção nos testes comportamentais, edema muscular, 

ampla área de infiltrado inflamatório nas análises histológicas realizadas e aumento da 

expressão proteica de marcadores da regeneração muscular, como Pax7, MyHC-e, 

FGF-6 e TGF-β1. 

Com o modelo de miosite validado nos grupos que receberam a injeção de CFA, 

o objetivo seguinte foi avaliar o efeito da PBMT neste modelo, utilizando-se de duas 

fontes de luz: LLLT e LEDT. Os grupos submetidos ao LLLT e ao LEDT apresentaram 

resultados semelhantes na hipernocicepção dos animais no modelo de miosite, pois 

ambos os tipos de tratamentos promoveram parcial aumento do limiar nociceptivo dos 

animais. Ou seja, o protocolo de tratamento com a dose de 3 J utilizada tanto para 
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LLLT, quanto para LEDT foram capazes de reduzir significativamente a resposta do 

teste de alodinia tátil, porém, não houve diferença nas respostas ao estímulo mecânico 

e térmico dos animais tratados dentro do protocolo utilizado [35].  

As fibras que conduzem a resposta nociceptiva podem ser principalmente do tipo 

A-delta, de condução rápida, ou fibras C, de condução lenta. Sendo assim, sabe-se que 

a resposta de alodinia tátil está fisiologicamente relacionada às fibras A-delta, que são 

fibras mais superficiais e a resposta nociceptiva dos testes comportamentais de 

hiperalgesia térmica e mecânica, estão relacionadas com as fibras C, que são fibras 

mais profundas.  

Por isso, nossa hipótese para estes resultados comportamentais são de que 

devido a esta diferença inicial de estimulação de uma fibra ou outra, acreditamos que 

possa justificar a falta de efeito na resposta ao estímulo mecânico e térmico observado. 

No entanto, para comprovar esta hipótese, outros ensaios experimentais como 

eletrofisiologia necessitam ser conduzidos, além da alteração do protocolo utilizado 

para o tratamento.  

Nossos resultados são consistentes com estudos que mostram o uso de alta 

irradiância para alívio rápido da dor e baixa irradiância para alívio prolongado da dor 

[132]. Outro estudo, demonstrou o efeito da PBMT em animais submetidos ao modelo 

de osteoartrite de joelho, com a diminuição do limiar nociceptivo ao estímulo tátil [133]. 

Além disso, nosso grupo também demonstrou efeito benéfico da PBMT na melhora do 

limiar nociceptivo em modelo de neuralgia do trigêmeo [100, 101], neuropatia crônica 

[95] e mais recentemente, a mesma terapia demonstrou melhorar o comportamento 

nociceptivo em modelos de neuropatia diabética [103, 134]. 

Além do mais, estudos conduzidos em pacientes demonstraram que a 

combinação de comprimentos de onda LLLT pulsado (905 nm) com LEDT em dois 

comprimentos de onda diferentes (640 nm e 875 nm) foram eficazes na redução da dor 

e na melhoria dos componentes físicos em pacientes com dor no joelho [80]. Outro 

estudo, também em pacientes, verificou que o tratamento com LLLT (830 nm) foi capaz 

de induzir analgesia nos músculos mastigatórios dos participantes que apresentavam 

disfunção temporomandibular (DTM) [135]. 

Um estudo realizado por Neves et al. (2018) demonstrou a falta de resposta ao 

estímulo térmico após injeção de carragenina e o tratamento com PBMT em animais 
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[136]. Outro estudo realizado por Janzadeh et al. (2020) também demonstrou a falta de 

efeito ao estímulo mecânico, após o tratamento com a PBMT em animais com lesão 

medular  [137].   

Um dos nossos objetivos foi mensurar o edema no músculo GC e observar o 

possível efeito da PBMT neste sinal inflamatório. Nossos resultados mostraram que os 

dois tipos de fonte de luz (LLLT ou LEDT) foram igualmente eficazes na redução do 

edema induzido pela miosite. Em uma revisão sistemática, realizado por Silva et al. 

(2018) mostrou que a PBMT, utilizando diferentes tipos de fontes de luz, foi capaz de 

reduzir os efeitos patológicos locais, dentre eles o edema [138]. Além disso, um recente 

estudo verificou que a PBMT foi eficaz em reduzir a nocicepção e edema de animais 

com síndrome de dor regional complexa induzida por isquemia-reperfusão na pata 

traseira direita [139].  

A resposta inflamatória induzida pela injeção de CFA foi comprovada também com 

os ensaios histológicos. Os grupos Naïve e Veículo apresentaram morfologia padrão 

do músculo esquelético, com fibras bem estruturadas e número fisiológico de núcleos 

periféricos. No entanto, o grupo CFA apresentou características morfológicas 

inflamatórias, com vasta área de infiltrado inflamatório, caracterizado pela presença de 

leucócitos e macrófagos, aumento do número de fibras musculares com núcleo 

centralizado e aumento da área das fibras com núcleo centralizado. Portanto, 

mostramos que nosso modelo foi eficaz em mimetizar a miosite em animais com um 

padrão histológico semelhante ao observado pelo nosso trabalho anterior [33] no 

músculo gastrocnêmio. Outros trabalhos também demonstraram êxito em induzir 

inflamação no músculo masseter pela injeção de CFA [140-142]. 

Com a PBMT, tanto o grupo que recebeu o LLLT quanto o que recebeu o LEDT 

apresentaram diminuição da inflamação induzida pela injeção de CFA, já que a área de 

infiltrado inflamatório nos animais dos grupos tratados é menor do que no grupo CFA, 

bem como é menor a quantidade de fibras com núcleo centralizado e menor a área das 

fibras com núcleo centralizado, evidenciando que a PBMT promoveu controle da 

extensão da inflamação e efeito protetor contra a injeção de CFA. Com isso, podemos 

afirmar que os parâmetros utilizados em ambos os tratamentos puderam induzir 

melhora na resposta alodínica e edematogênica em nosso modelo experimental. 

Estudos semelhantes observaram que a PBMT foi eficaz na redução da inflamação pela 
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melhor organização das fibras musculares, redução da necrose celular e hemorragia 

no local lesionado [143, 144]. 

Além disso, estudos têm mostrado que a PBMT foi capaz de reduzir o edema do 

músculo esquelético [145], levando a uma redução significativa nos marcadores 

inflamatórios [146], além de acelerar o processo de regeneração muscular [147]. Ainda, 

se tratando do músculo, estudos demonstraram que a PBMT pode aumentar a massa 

muscular adquirida após o treinamento, diminuir a inflamação e o estresse oxidativo em 

biópsias musculares [92, 148-150]. 

Vieira et al. (2018) demonstrou que a PBMT por meio do laser 904 nm (GaAs) 

promoveu modificação molecular no músculo gastrocnêmio do camundongos 

submetidos à mionecrose por veneno de serpente do gênero Bothrops jararacussu. 

Após o tratamento, foi observado o aparecimento de numerosas células nucleadas 

centralmente no músculo, característica da regeneração da miofibra, formação 

aumentada de mioblastos, com regeneração mais rápida em relação ao músculo não 

irradiado [151]. Em um estudo subsequente, os autores observaram que o LLLT levou 

à redução da área de infiltrado inflamatório, sugerindo efeito protetor da terapia utilizada 

no músculo envenenado [120]. 

Dourado et al. (2017) também observaram que a PBMT quando aplicada em 

camundongos submetidos à injeção do veneno de Bothrops moojeni no músculo 

gastrocnêmio, levou ao aumento de células com perfil regenerativo nucleadas 

centralmente, bem desenvolvidas e número aumentado de vasos sanguíneos recém-

formados quando comparados aos músculos não irradiados [152]. No trabalho de 

revisão de Silva et al. (2018) foi demonstrado que a PBMT é uma ferramenta promissora 

para o tratamento local dos efeitos causados pela picada de serpente, reduzindo o 

edema local, hiperalgesia, influxo leucocitário e mionecrose, acelerando a regeneração 

tecidual relacionada à miotoxicidade [153]. 

No intuito de caracterizar o perfil do infiltrado inflamatório, realizamos a imuno-

histoquímica do músculo GC para avaliarmos a incidência de macrófagos, tanto com 

anticorpo contra macrófagos dos dois fenótipos M1+M2 (CD68), que englobam as duas 

isoformas, de característica pró-inflamatória e anti-inflamatória, respectivamente, 

quanto anticorpo contra apenas macrófago anti-inflamatório do tipo M2 (CD206). Ao 

quantificamos os macrófagos, não observamos alteração na marcação de M1+M2 ou 
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M2 após tratamento com PBMT. Esperávamos encontrar número aumentado de 

macrófagos que englobam os dois fenótipos M1+M2 e apenas o fenótipo anti-

inflamatório M2 após o tratamento com a terapia, pois, para desencadear a resolução 

da inflamação no músculo esquelético os macrófagos pró-inflamatórios (M1) passam a 

ser anti-inflamatórios (M2), dando sequência ao processo de regeneração muscular 

[154]. Contrariamente aos resultados obtidos, a literatura mostra a capacidade da 

PBMT em favorecer a polarização de macrófagos durante a inflamação do tecido [90, 

155]. Ademais, outros autores mostraram que as diferentes populações de macrófagos 

podem ser moduladas pelo tratamento de PBMT durante a regeneração muscular, para 

fluírem contra a inflamação, com diminuição de macrófagos M1 e aumento de 

macrófagos M2 no músculo [156] e em outros tecidos por expressão de marcadores 

anti-inflamatórios [86, 157-159].  

As interações do músculo com as células do sistema imune após lesão muscular, 

e particularmente a atividade dos macrófagos, são reconhecidas como críticas para a 

regeneração bem-sucedida [160]. Nesse contexto, Shang et al. (2020) mostraram a 

importância dos macrófagos durante a regeneração muscular [161]. No estudo de 

Zhang et al. (2020) o aumento dos níveis de lactato durante a isquemia resgatou a 

polarização de macrófagos e melhorou a reperfusão e regeneração muscular [162]. 

A regeneração muscular é iniciada com a ativação de células satélites, que 

entram no ciclo celular para darem início ao processo proliferativo e se diferenciarem 

em mioblastos. Esta etapa inicial é caracterizada pelo aumento da regulação de Pax7 

[54, 163-166]. Em nosso trabalho, duas bandas para a expressão proteica de Pax7 

foram analisadas, a banda de 36 kDa, relacionada a forma clivada e inativa pela 

Caspase 3 [57] e a banda de 50 kDa, que está relacionada à isoforma fosforilada e ativa 

de Pax7 pela CK2 [58].  

A forma inativa de Pax7 foi expressa em quantidade basal em todos os grupos 

analisados, sem diferença estatística. No entanto, a forma ativa de Pax7 no grupo CFA 

foi aumentada em relação aos grupos Naïve e Veículo. Ao analisarmos os grupos que 

receberam o tratamento de LLLT ou LEDT observamos que não houve diferença no 

padrão de expressão em relação ao grupo CFA, pois a expressão desse fator de 

transcrição continuou aumentada mesmo após o tratamento. 
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Supúnhamos que nos grupos tratados com a PBMT a regulação de Pax7 fosse 

diminuída na banda de 50 kDa (isoforma ativa) e aumentada na banda de 36 kDa 

(isoforma inativa), pois assim, teríamos maior atividade da Caspase 3 clivando Pax7 e 

o processo de regeneração estaria evoluindo para as fases seguintes, como mostra a 

literatura [165, 167-169]. Em estudo de Silva et al. (2019) a superexpressão do miR-

29c no músculo tibial anterior pôde aumentar a proliferação e diferenciação muscular 

evidenciada pelo aumento núcleos positivos para Pax7 [170]. Lin et al. (2020) mostrou 

em cultura de células satélites a modulação bidirecional de Pax7 após aplicação de 

PBMT [171]. Além disso, Vieira et al. (2021) demonstraram resultado similar ao nosso 

ao analisar a expressão gênica de Pax7 em diferentes tempos após injeção de veneno, 

pois não foi observada diferença estatística significativa entre os grupos tratados e não 

trados com PBMT, apenas expressão basal desse fator de transcrição [120].  

Alguns estudos mostram o processo de regeneração em andamento via regulação 

positiva ou negativa de Pax7. Avin et al. (2016) observaram menor regulação de Pax7 

no modelo de doença renal crônica associada ao estresse oxidativo e altos níveis de 

miostatina nos animais, que podem comprometer a função do músculo esquelético 

[172].  

Estudos que descrevem a regeneração muscular mostram a regulação de Pax7 

em fases iniciais, tendo sua importância tanto para manter as células em constante 

autorrenovação (manter o pool de células satélites), como sendo um dos fatores que 

dão início ao processo de regeneração após lesão do músculo [173-176]. 

Durante o processo de regeneração muscular há fatores de crescimento e 

citocinas que participam das diferentes etapas para auxiliá-lo, como por exemplo, FGF-

6, que atua em altas concentrações no início do processo, estimulando a entrada de 

células satélites no ciclo celular, impulsionando a proliferação e ao final do processo, 

em níveis mais baixos, ativam as vias de diferenciação muscular [62, 68, 163, 177]. No 

presente trabalho, a expressão proteica de FGF-6 no grupo CFA foi aumentada em 

relação aos grupos Naïve e Veículo. Nos grupos tratados (CFA+LLLT e CFA+LEDT), o 

padrão de expressão da proteína em questão foi semelhante ao do grupo CFA. 

O FGF-6 apresenta função dupla durante a miogênese, dependendo de qual 

receptor FGF-6 é ativado. Durante os estágios iniciais de regeneração, altas 

concentrações de FGF-6 promovem a proliferação do precursor miogênico através do 
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FGFR1. Em estágios posteriores, concentrações mais baixas de FGF-6 ativam as vias 

de diferenciação por meio do FGFR4 [68, 178, 179]. Por isso, esperávamos que com 

efeito do tratamento os animais dos grupos CFA+LLLT e CFA+LEDT estivessem em 

estágio mais avançado da regeneração, com baixos níveis da atividade de FGF-6. Para 

confirmamos a hipótese de que os grupos que receberam a injeção de CFA encontram-

se em estágios iniciais da regeneração muscular há a necessidade de experimentos 

mais específicos relacionados aos receptores FGFR1 e FGFR4, que atuam em 

diferentes momentos do processo de regeneração muscular. 

Hannon et al. (1996) examinaram níveis de FGF em células MM14, uma 

linhagem de células satélites de músculo esquelético, e observaram que as células em 

proliferação expressaram FGF-1, FGF-2, FGF-6 e FGF-7, enquanto as células 

diferenciadas expressaram FGF-5 e FGF-7, e redução da expressão de FGF-6 [180]. 

Em outro trabalho os autores observaram que o FGF-6 injetado no músculo tibial por 

três semanas em altas concentrações após lesão nervosa aumentou a proliferação de 

células mioblásticas, sugerindo que a proliferação celular aumentada é mediada pelas 

vias de sinalização de FGF6-FGFR1 que aumentam a expressão de ciclina D1. Ainda, 

baixas concentrações de FGF-6 aumentaram significativamente a expressão de MyoD 

e miogenina, bem como de FGFR4, indicando que a sinalização de FGF6-FGFR4 

promove a diferenciação de mioblastos, aumentando a expressão de fatores de 

transcrição específicos do músculo [68]. 

Pizette et al. (1996) investigaram o papel exógeno de FGF-6 em linhagem celular 

de mioblastos C2 de camundongo e sugeriram que as diferentes concentrações 

intramusculares de FGF-6 podem influenciar os processos de proliferação e 

diferenciação que ocorrem durante o desenvolvimento [181]. Layegh et al. (2020) ao 

comparar fibroblastos dérmicos primários de doadores normais e de diabéticos tipo II 

sob o tratamento de PBMT observaram o potencial efeito modulatório da terapia sob o 

FGF-6 [182].  

Além do FGF-6, o TGF-β1 é uma importante citocina sinalizadora da 

regeneração muscular. Durante a remodelação do tecido, TGF-β1 atua na 

diferenciação dos fibroblastos em miofibroblastos, os quais produzem uma MEC inicial 

de colágeno tipo I e tipo III. Entretanto, a persistência de proliferação excessiva de 

fibroblastos e miofibroblastos, acompanhado por níveis elevados de TGF-β1 em 
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estágios tardios da regeneração, pode levar ao acúmulo de MEC e enrijecimento do 

tecido, que pode levar a diminuição da capacidade dos mioblastos de regenerar o 

músculo, havendo maior deposição de tecido cicatricial e provável perda da função 

muscular [76, 183] 

Em nossos resultados da expressão proteica de TGF-β1 no músculo GC, 

observamos maior regulação dessa proteína no grupo CFA em relação ao grupo 

Veículo. Nos grupos injetados com CFA e tratados com PBMT, observamos que para 

o LLLT houve maior expressão da proteína analisada em relação ao grupo Veículo. Já 

no grupo tratado com LEDT houve menor expressão da proteína com relação aos 

grupos CFA e CFA+LLLT. Além do mais, a regulação de TGF-β1 foi menor no grupo 

Veículo comparado ao grupo Naïve. 

Neste sentido, sugerimos que o tratamento com LEDT foi capaz de controlar com 

mais êxito a fibrose no músculo causada pela injeção de CFA em comparação ao grupo 

CFA+LLLT, já que o grupo tratado com LEDT apresentou menores níveis de TGF-β1 

e, consequentemente, menor deposição de MEC e fibrose. Para resultados mais 

precisos, confirmando nossa hipótese, seriam importantes mais experimentos que 

avaliassem o processo fibrótico no músculo, como por exemplo a análise de colágeno 

[184], fibronectina [185] e proteoglicanos [79]. 

Liu et al. (2017) mostraram que após a depleção de macrófagos em modelo de 

contusão muscular, os níveis de TGF-β1 estavam aumentados nos estágios tardios da 

regeneração muscular, comprometendo este processo [186]. Em modelo experimental 

de esclerose lateral amiotrófica (ELA) em camundongos, foram apresentadas 

evidências de fibrose no músculo esquelético, que se correlaciona com a sinalização 

aumentada de TGF-β1 [77]. Outro estudo relacionado a Síndrome de Marfan, utilizou 

camundongos deficientes em fibrilina-1 e foi observado que o aumento da atividade de 

TGF-β1 leva à falha da regeneração muscular [74]. Lefaucheur et al. (1995) 

constataram, ao neutralizarem TGF-β1 em modelo de lesão por desnervação-

desvascularização do extensor longo dos dedos (EDL) em camundongos, aumento do 

número de pequenas miofibras em regeneração, sendo a TGF-β1 inibitória da 

proliferação de mioblastos [187]. 

No trabalho de Kim et al. (2020) foi evidenciada a formação de tecido cicatricial 

causada pela atividade pró-fibrótica de fatores de crescimento como o TGF-β1, que é 
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uma causa potencial de atraso na recuperação da força após lesão muscular induzida 

pelo exercício [78]. Sassoli et al. (2016) e Chang et al. (2020) apontam a PBMT como 

um tratamento antifibrótico em tecidos via cultura de fibroblastos [188, 189]. Mesquita-

Ferrari et al. (2011) observaram que após o tratamento de PBMT em modelo de 

criolesão muscular, os níveis gênicos de TGF-β1 e TNF-α diminuíram em relação ao 

grupo sem tratamento, 7 dias após a lesão [190]. 

Após os processos de proliferação e diferenciação em mioblastos mediados por 

Pax7, FGF-6 e TGF-β, a regeneração muscular é seguida pela diferenciação, onde 

estão presentes alguns outros marcadores, como o MRF4, que tem papel fundamental 

na diferenciação do músculo [191, 192]. Com relação a expressão da proteína MRF4, 

encontramos duas bandas aparentes para análise, que são descritas no datasheet do 

anticorpo utilizado, sendo elas de 28 kDa e 36 kDa. Não observamos alteração 

significativa no padrão de expressão da proteína entre os grupos. Por isso, sugerimos 

que a PBMT na dose utilizada não foi eficaz em acelerar o processo de regeneração 

para fases terminais, já que esperávamos maior expressão de MRF4 para que isso 

acontecesse, como é descrito por diferentes autores [193, 194]. 

Lima et al. (2021) e Hernandez-Hernandez et al. (2017) explicita a importância 

dos fatores reguladores miogênicos para determinação miogênica, incluindo o MRF4 

[195, 196]. Outros autores descreveram os papéis dos MRFs durante a regeneração 

muscular, apontando que MRF4, juntamente com a miogenina, atuam em fases tardias 

da miogênese, permitindo a formação e maturação dos miotubos [193, 194, 197]. 

No trabalho de Zhou et al. (2018), com intuito de padronizar o modelo de fibrose 

muscular induzida por radiação, avaliaram a expressão gênica de MRF4 durante 1, 2, 

4 e 8 semanas após exposição à radiação. Com isso, observaram que nas semanas 

iniciais não houve diferença dessa expressão entre os grupos, mas após 4 e 8 semanas 

da indução do modelo, houve maior regulação de MRF4 nos grupos expostos à 

radiação em relação aos grupos controles. Além disso, o modelo de fibrose muscular 

foi confirmado pelo aumento da expressão de TGF-β1 no músculo reto femoral de ratos 

[198]. 

Em fases finais da regeneração muscular, a reexpressão transitória de genes 

que codificam a miosina embrionária Myh3 e a miosina neonatal Myh8 é típica para 

lesão muscular e diminui à medida que a maturação das miofibras regeneradas 
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progride [199]. Assim, com o processo de regeneração muscular completo, há 

expressão de MHC adulta. Essas características evidenciam fases terminais do 

processo de regeneração muscular [48, 200-202].  

Dessa forma, as análises da expressão de MyHC-e, isoforma embrionária da 

cadeia pesada de miosina, não mostraram diferenças estatísticas no padrão de 

expressão entre os grupos. Friedmann-Bette et al.(2018) investigaram os efeitos do 

treinamento de força em atletas após reconstrução do ligamento cruzado anterior 

(LCA), com isso, o grupo que recebeu treinamento de “leg press”, guiado por 

computador com sobrecarga excêntrica, apresentava número significativamente maior 

de miofibras expressando MyHC-n e MHC I do que no grupo com treinamento de leg 

press concêntrico/excêntrico convencional, mas ainda assim, havia sinais moderados 

de ativação celular miogênica [203]. 

 O tratamento com β-escina em modelo experimental de lesão por cardiotoxina 

demonstrou que a droga promove a regeneração muscular, pois houve redução da 

infiltração de macrófagos nos músculos lesionados e aumento da população de 

macrófagos M2, outro resultado que comprova esse achado foram os níveis de 

transcrição de Myh3 (embrionária) e Myh8 (neonatal) mais baixos tanto nos dias 3 e 14 

após a indução da lesão em comparação com animais não tratados no músculo EDL 

[204].  

 Em modelo de regeneração muscular induzido por desnervação e esmagamento 

de tendões, Zimowska et al. (2017) demonstraram maior atividade de MyHC-e em 

estágios iniciais da regeneração muscular tanto no músculo sóleo como no EDL, porém, 

a expressão foi marcadamente prolongada no sóleo em comparação com o EDL [205]. 

De Lima Rodrigues et al. (2018) observaram que a PBMT, em diferentes protocolos de 

irradiação, pôde modular a expressão das diferentes isoformas de MyHC durante o 

processo de reparo de lesão muscular induzido pela criolesão no músculo tibial anterior 

[206]. Por outro lado, Macedo et al. (2020) averiguaram que a PBMT em conjunto ao 

treino de resistência aumentou o desempenho dos animais no treinamento resistido e 

a expressão de genes associados ao ganho de massa muscular em relação ao grupo 

apenas exercitado (sem PBMT), porém, nos parâmetros utilizados, tanto de treino 

quanto de PBMT, não foi possível observar alterações nos níveis gênicos de MHC 

[207]. 
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Nesse caso, os resultados de WB, analisando a expressão de Pax7, FGF-6, TGF-

β1, MRF4 e MyHC-e mostram que não foi possível estimular de maneira significativa o 

processo regenerativo no músculo GC no modelo de miosite pela injeção de CFA sob 

o tratamento de PBMT, no protocolo utilizado. Isso diverge do que é sugerido na 

literatura, como no trabalho de revisão de Shepherd et al. (2022) que mostram em 

diversos estudos a capacidade da PBMT em modular os MRFs em modelos 

experimentais de lesão muscular [208]. 

Tendo em vista os resultados apresentados, a PBMT pôde melhorar o limiar 

nociceptivo dos animais com miosite no teste de alodínia tátil, diminuir o edema 

muscular, controlar a extensão da inflamação protegendo o músculo de um processo 

inflamatório exacerbado como observado no grupo não tratado. Ao compararmos os 

tipos tratamento (LLLT e LEDT), não identificamos grandes diferenças em seus efeitos, 

as principais foram que o LLLT pôde controlar com mais precisão a extensão da 

inflamação no músculo em relação ao tratamento com LEDT. Já na análise da 

expressão proteica de TFG-β1, o tratamento com LEDT foi mais efetivo em controlar o 

processo fibrótico no músculo. 

Por outro lado, não observamos efeito do tratamento nos testes de hiperalgesia 

mecânica e térmica, nas análises das quantificações de macrófagos, tampouco no 

processo de regeneração muscular. Portanto, para que a PBMT, tanto com LLLT e 

LEDT apresente resultados mais claros, concisos e consistentes para estes pontos 

comentados, sugerimos novos parâmetros para o tratamento, que é um dos maiores 

desafios atualmente. A PBMT tem a capacidade de ser analgésica, anti-inflamatória e 

regenerativa [209], mas para ter sucesso nesses processos, é preciso encontrar os 

parâmetros ideais para a lesão, dor ou processo inflamatório a ser tratado.  

Neste sentido, sugerimos que o comprimento de onda para o tratamento no 

músculo esquelético, especificamente, seja na faixa de 800-900nm, pois atingiria com 

maior precisão o tecido em questão, isto pois no tratamento com LLLT o comprimento 

de onda utilizado é de 660 nm e ao decorrer do trabalho percebemos que este seria 

para estruturas mais superficiais como camadas derme e epiderme [210]. 

Sugerimos também que a quantidade de sessões do tratamento deva ser alterada, 

mantendo apenas o local e os pontos de aplicação. Provavelmente 5 sessões ainda 

não parecem ser suficientes, tendo em vista os resultados que obtivemos. Pelas 
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experiências do nosso laboratório, trabalhos na literatura e os achados com este 

trabalho, sugerimos que o total de 10 sessões seja o ideal para resultados positivos na 

miosite. 

Além do que, a literatura descreve que o processo regenerativo leva um pouco 

mais de tempo do que estamos trabalhando atualmente. Este tem em média de 10-21 

dias para ser completo e finalizado [61, 211, 212]. Por isso acreditamos que, se o tempo 

do tratamento fosse mais prolongado, poderíamos observar resultados promissores, já 

que o processo regenerativo no músculo se sucede em maior tempo do que estávamos 

trabalhando com a terapia. 

A chave de todo o tratamento que utilize a PBMT, isolada ou em conjunto com 

outro tipo de terapia, é a escolha ideal dos parâmetros a serem utilizados. Por isso, é 

importante que pesquisas sobre a PBMT no modelo de miosite continuem a ser 

realizadas, já que esta terapia pode ser muito bem utilizada, por exemplo, na clínica 

médica, para lesões musculares em atletas, dores musculares em jovens, adultos e 

idosos. 
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6 CONCLUSÃO  

 

De maneira geral, a PBMT aplicada por meio de LLLT ou LEDT apresentou 

indícios do efeito benéfico na miosite experimental induzida pela injeção de CFA, pois 

foram eficazes em melhorar parcialmente a hipernocicepção dos animais no teste de 

alodínia tátil, diminuir o edema dos animais e controlar a extensão da inflamação no 

músculo bem como a fibrose desenvolvida.  
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7 ATIVIDADES ACADÊMICAS 

7.1 Disciplinas e Obrigações do Programa de Pós-Graduação em Biologia de 

Sistemas nos segundos semestres dos anos de 2019 e 2020; 

7.2 Participação da XXXIV Reunião Anual da Federação de Sociedades de 

Biologia Experimental com apresentação do trabalho "Photobiomodulation as treatment 

for inflammation and muscle pain", publicado nos anais, página 58, volume 1, São 

Paulo, de 9 a 13 de setembro; 

7.3 Organização de evento na Comissão Socioeconômico da XII Jornada de 

Anatomia da Universidade de São Paulo- Estudo do Sistema Digestório durante o ano 

de 2019 para realização do evento em 2020; 

7.4 Monitora da aula prática intitulada: Vascularização das Vísceras do 

Sistema Digestório na XII Jornada de Anatomia da Universidade de São Paulo- Estudo 

do Sistema Digestório em janeiro de 2020; 

7.5 Monitora da aula prática intitulada: Cavidade oral, processos de 

mastigação e deglutição na XII Jornada de Anatomia da Universidade de São Paulo- 

Estudo do Sistema Digestório em janeiro de 2020; 

7.6 Participação no Estágio PAE, na disciplina BMA128- Anatomia Geral- 

1º/2020, como voluntário supervisionado pela Prof. Dra. Marucia Chacur; 

7.7 Participação no Estágio PAE, na disciplina BMA129- Anatomia do 

Aparelho Locomotor- 2º/2020, como voluntário supervisionado pela Prof. Dra. Elen 

Haruka Miyabara; 

7.8 Publicação do trabalho "Photobiomodulation reduces nociception and 

edema in a CFA-induced muscle pain model: effects of LLLT and LEDT", no periódico 

Photochemical and Photobiological Sciences, páginas 1392-1401, volume 19, Reino 

Unido no ano de 2020 (ANEXO A); 

7.9 Participação no Estágio PAE, na disciplina BMA125D- Anatomia Humana- 

1º/2021, como voluntário supervisionado pela Prof. Dra. Maria Luiza Morais Barreto de 

Chaves; 

7.10 Participação da com apresentação do trabalho "Photobiomodulation 

exerts anti-inflammatory and antinociceptive effects in CFA-induced myositis", realizada 

online, no período de 8 a 11 de setembro de 2021; 
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7.11 Participação como coautora do trabalho apresentado na XXXV Reunião 

Anual da Federação de Sociedades de Biologia Experimental intitulado "Participação 

da microglia e de receptores Nk1 na mediação central da hiperalgesia induzida pelo 

veneno de serpentes Bothrops jararaca: possível envolvimento das plaquetas", 

realizada online, no período de 8 a 11 de setembro de 2021; 

7.12 Realização do curso “Curso de Extensão Universitária na modalidade de 

Difusão: Capacitação no Uso e Manejo de Animais de Laboratório” com carga horária 

de 60 horas entre julho e setembro de 2021; 

7.13 Participação do I Simpósio Online de Biotecnologia Aplicada à Saúde 

Humana da Faculdade Alvorada Saúde como palestrante do tema “Dor muscular, 

inflamação e fotobiomodulação” em fevereiro de 2021; 

7.14 Participação da XLIV Reunião Anual da Sociedade Brasileira de 

Neurocência e Comportamento com apresentação do trabalho "Effect of 

photobiomodulation on inflammation and nociception in rats with complete Freund’s 

adjuvant (CFA)-induced myositis", realizada online, no período de 5 a 9 de outubro de 

2021; 

7.15 Participação do II Simpósio da Pós-graduação em Biologia de Sistemas 

com apresentação do trabalho " Exploring LASER and LED as potential therapies for 

cfa-induced myositis: pain and inflammation", realizada online, no período de 5 a 9 de 

outubro de 2021; 

7.16 Publicação como co-autora do trabalho "Ultrastructural and Molecular 

Development of the Myotendinous Junction Triggered by Stretching Prior to Resistance 

Exercise", no periódico Microscopy and Microanalysis, páginas 1-6, volume 19, Reino 

Unido no ano de 2022 (ANEXO B). 

7.17 Submissão de resumo como co-autora do trabalho “Could 

Photobiomodulation Therapy treat, or even prevent, Chemotherapy-induced Peripheral 

Neuropathic Pain?” para o congresso mundial da International Association for the Study 

of Pain (IASP), “IASP World Congress on Pain”, que ocorrerá em Toronto, Canadá, 

entre os dias 19 e 23 de setembro de 2022. 
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