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RESUMO 

A laserterapia de baixa intensidade (LTBI) ou fotobiomodulação tem sido aplicada em diversas 

condições em tecidos humanos. Em particular, no músculo esquelético essa terapia melhora 

condições musculares como inflamação, fadiga e regeneração. Também tem-se revelado 

benéfica na atenuação da atrofia muscular quando o músculo é submetido à imobilização e 

microgravidade. A atrofia muscular é uma condição caracterizada pela diminuição do volume 

da fibra muscular e perda da força de contração da mesma. A atrofia se instala quando o 

processo de degradação prevalece sobre o de síntese proteica resultando em perda de organelas 

e de proteínas. Diversos mecanismos celulares e moleculares estão envolvidos na atrofia 

muscular dependendo da causa desta última. Um dos mecanismos envolvidos é a autofagia, 

processo fisiológico cuja função precípua é degradar e reciclar componentes do citosol, 

eliminando as organelas defeituosas e os agregados de proteínas celulares. Observou-se 

recentemente que a LTBI interferiu também nos processos autofágicos, em modelo 

experimental de mucosite. O presente estudo investigou os efeitos da LTBI: i) na atrofia 

muscular provocada por desnervação e ii) se esse efeito estaria relacionado a autofagia. Para 

isto, camundongos da linhagem C57BL/10 foram anestesiados e tiveram o nervo isquiático 

direito totalmente seccionado. Os animais foram divididos em 3 grupos, sendo o Grupo Lesão 

(LE) de animais submetidos a secção total de nervo isquiático; Grupo Laser (LA), animais nos 

quais o nervo isquiático foi totalmente seccionado e o músculo tibial anterior direito recebeu 

aplicação de laser (comprimento de onda de 830 nm, densidade de energia de 4 J/cm2);Grupo 

Controle (CT), sem tratamento alguma aplicação do laser teve início 6 horas após a secção total 

do nervo, sendo aplicada diariamente sobre o músculo tibial anterior por 5 ou 14 dias 

consecutivos. Após 5 ou 14 dias de tratamento, parâmetros histomorfométricos, bioquímicos e 

ultraestruturais foram avaliados no músculo tibial anterior direito. Neste estudo, a LTBI atenuou 

a atrofia induzida por desnervação no músculo tibial anterior de camundongos, mas sem intervir 

no processo autofágico. Sugere-se estudos futuros sobre a LTBI como método adjuntivo à 

eletroestimulação no tratamento da atrofia por desnervação. 

Palavras chaves: Laserterapia, atrofia muscular, desnervação muscular, sistema autofagia-

lisossomo. 

  



 

 

ABSTRACT 

Low-level laser therapy (LLLT) or photobiomodulation has been applied under various 

conditions in human tissues. Particularly, in the skeletal muscle this therapy improves muscle 

conditions, such as inflammation, fatigue and regeneration. It has also been shown to be 

beneficial in attenuating muscle atrophy when muscle undergoes immobilization and 

microgravity. Muscle atrophy is a condition characterized by a decrease of muscle fiber volume 

and loss of contraction force.  Muscle atrophy occurs when protein degradation exceeds its 

synthesis leading to loss of organelles and proteins. Several cellular and molecular mechanisms 

are involved in muscle atrophy depending on its cause. One of these mechanisms is autophagy, 

a physiological process whose main function is to degrade and recycle cytosol components, 

eliminating damaged organelles and cellular protein aggregates. It has recently been observed 

that LLLT also interferes with autophagy processes in an experimental model of mucositis. The 

present study investigated the effects of LLLT: i) on denervation-induced muscle atrophy and 

ii) whether this effect would be related to autophagy. C57BL/10 mice were anesthetized and 

had their sciatic nerve totally sectioned. The animals were divided into 3 groups: Lesion Group 

(LE), with animals subjected to total section their sciatic nerve; Laser Group (LA), animals in 

which sciatic nerve was completely sectioned and the right anterior tibialis muscle irradiated 

with Laser (wavelength of 830 nm, energy density of 4 J/cm2); Control Group (CT), without 

any surgery nor treatment. Laser application started 6 hours after total section of the nerve, 

being applied daily on the right anterior tibialis muscle for 5 or 14 consecutive days. After 5 or 

14 days of treatment, histomorphometric, biochemical and ultrastructural parameters were 

evaluated in right anterior tibialis muscle. In the present study, LLLT significantly attenuated 

denervation-induced muscle atrophy in mice anterior tibialis muscle, but without affecting the 

autophagic process. It is suggested future studies about LLLT as an adjunct method of electrical 

stimulation in the treatment of denervation-induced muscle atrophy. 

Key words: Laser therapy, muscle atrophy, muscle denervation, autophagy-lysosome system. 
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1.1. Aspectos Físicos e Fundamentos Biológicos da Laserterapia de Baixa Intensidade 

O termo LASER é um acrônimo para Light Amplification by Stimulated Emission 

of Radiation (amplificação da luz através da emissão estimulada de radiação). 

Em 1917, Albert Einstein formulou a Teoria da Emissão Estimulada de Radiação, 

dando origem aos princípios básicos da geração desse tipo de luz (KLEPPNER, 2004). Em 

1960 Theodore Maiman, um engenheiro e físico americano produziu o primeiro aparelho 

emissor de luz laser de rubi. Desde então, inúmeras variações do protótipo original de Maiman 

tem encontrado diferentes aplicações. 

A primeira sugestão da aplicação do laser como ferramenta terapêutica foi proposta 

no final dos anos de 1960 por Endre Mester, um médico húngaro, e seus colaboradores após 

terem observados que a irradiação laser de baixa intensidade atuava de forma positiva na 

regeneração dos tecidos. Desde então, e cada vez mais, profissionais como fisioterapeutas, 

dentistas, e médicos utilizam a laserterapia de baixa intensidade (LTBI) também conhecida por 

fotobiomodulação para cicatrização de feridas, tratamento de distúrbios musculoesqueléticos e 

dor, entre outras situações (KITCHEN, 2003; BÉLANGER, 2012). 

A interação do laser de baixa intensidade com o tecido biológico se faz basicamente 

por dois mecanismos. Primeiro, o feixe luz incidido sofre dispersão à medida que penetra nos 

tecidos, e segundo sofre absorção por algum cromóforo. Este último é representado por alguma 

biomolécula que é capaz de, através de sua configuração eletrônica ou atômica, ser excitada 

pelo(s) fóton(s) incidente(s). A dispersão e absorção da luz no tecido dependem do 

comprimento de onda, sendo que o intervalo entre 600 a 1100 nm é capaz de gerar efeitos 

fotobioestimulantes (KITCHEN, 2003; HAMBLIN; DEMIDOVA, 2006;  HUANG et al., 

2011). 

Na célula, o principal cromóforo capaz de absorver a luz emitida pelo laser é o 

citocromo c oxidase presente na cadeia respiratória da mitocôndria (KARU, 1989). O citocromo 

c oxidase absorve luz e excita seus elétrons e desencadeia uma cascata de reações bioquímicas 

que uma vez estimulada permanece em atividade por um período de tempo, sem a necessidade 

de um estímulo contínuo da luz (KARU, 1999). Tais reações levam ao aumento da produção 

de trifosfato de adenosina (ATP), síntese de DNA e RNA, redução do estresse oxidativo e 

restaura a função mitocondrial, iniciando uma cascata de efeitos que promovem a reparação 

dos tecidos e a redução de inflamação (CHUNG et al., 2012). 

Pesquisas a respeito da resposta biológica do laser são numerosas. No sistema 

nervoso a LTBI acelera a regeneração nervosa após esmagamento de nervos espinais 



16 

 

(MARCOLINO et al., 2013) e produz analgesia devido a um bloqueio da condução de fibras 

nervosas centrais e periféricas e à liberação de endorfinas(DE FREITAS; HAMBLIN, 2016).A 

LTBI, em condições experimentais é capaz de acelerar a reparação óssea através da estimulação 

de osteoblastos (HOU et al., 2008), diminuir a inflamação através da inibição de citocinas pró-

inflamatórias tais como, interleucina-1 beta (IL-1β), interleucina-6 (IL-6) e fator de necrose 

tumoral alfa (TNF-a) (DE ALMEIDA et al., 2013) bem como acelerar o processo cicatricial em 

lesões cutâneas (CURY et al., 2013). 

 

 

 

1.2. Laserterapia de Baixa Intensidade em Músculo Esquelético: observações 

experimentais e clínicas 

O primeiro estudo da LTBI em músculo esquelético é de autoria de Mester e 

colaboradores (1975) no qual demonstrou melhoria na regeneração das fibras musculares. 

Desde então, da análise da literatura observa-se a existência de mais de quatro centenas de 

estudos de caráter experimental a respeito da LTBI englobando diversos aspectos da estrutura, 

biologia e fisiologia da fibra muscular. Observa-se também que o aspecto mais examinado é o 

potencial anti-inflamatório da LTBI. 

O efeito anti-inflamatório da LTBI tem sido examinado tanto em seu aspecto 

preventivo quanto curativo. Há evidências de que a LTBI aumentou a atividade da 

metaloproteinase 2 (MMP-2), uma enzima responsável pela degradação dos componentes da 

matriz extracelular e das membranas basais. Neste caso a lesão muscular foi induzida por 

trauma pós impacto. O efeito positivo da LTBI foi também observado sobre o tecido conjuntivo 

anexo a musculatura esquelética conforme demonstrado por análise quantitativa e qualitativa 

da distribuição do colágeno (ALVES et al., 2014;  RIBEIRO et al., 2015). 

Silveira e colaboradores (2016) observaram que a LTBI induziu processos 

bioestimulatórios que aceleraram ou resolveram a resposta inflamatória aguda, bem como, o 

estado oxidante provocado pelo trauma. Outro fato de interesse é que em algumas situações 

experimentais o efeito anti-inflamatório da laserterapia com comprimento de onda de 904 nm 

e 810 nm foi superior aquele observado com terapêutica farmacológica por diclofenaco. A 

avaliação da inflamação nestes casos foi efetuada por métodos bioquímicos e técnicas de 

genética molecular (DE ALMEIDA et al., 2013;  DE ALMEIDA et al., 2014). 
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Efeito benéfico da LTBI foi também observado na regeneração muscular. O 

emprego de laser com 808 nm promoveu a redução da fibrose caracterizada pela diminuição do 

colágeno tipo I e do fator de crescimento transformador beta (TGF-beta), uma citocina que 

estimula a síntese de proliferação de colágeno e de fibronectina (ASSIS et al., 2013). 

Referente a regeneração muscular outro fato interessante é que o efeito positivo da 

LTBI foi detectado no processo de regeneração muscular tanto em sua fase aguda quanto 

crônica. Observou-se também o efeito bioestimulatório do laser na angiogênese, na redução da 

mionecrose, e na estimulação da síntese de colágeno do tipo I e III, quando se emprega criolesão 

(DE SOUZA et al., 2011). 

O efeito positivo sobre a regeneração muscular foi observado mesmo em animais 

idosos inclusive com estimulação da proliferação de células satélites, que são responsáveis pela 

formação de novas fibras musculares (VATANSEVER et al., 2012). Além do estímulo à 

regeneração propriamente dita há evidências de que a LTBI atuou como agente mioprotetor à 

medida em que diminuiu a área de lesão quando foi aplicada simultaneamente a indução da 

mesma (BRUNELLI et al., 2014). 

Os efeitos da LTBI foram observados não somente em situações de lesão e 

inflamação, mas também em condições fisiológicas. Fadiga e lesão em músculo tibial anterior 

de ratos resultantes de contrações tetânicas foram evitadas por aplicação de laser com diferentes 

comprimentos de onda (SANTOS et al., 2014). 

A LTBI, para uso em humanos foi inicialmente empregada no tratamento de 

diversos tipos de ulcerações crônicas no final da década de 1960 e início de 1970 (MESTER; 

MESTER; MESTER, 1985). 

Atualmente a LTBI é empregada em situações de fadiga muscular (DE BRITO 

VIEIRA et al., 2014;  MIRANDA et al., 2014;  BUBLITZ et al., 2016), dor miofascial 

(KHALIGHI et al., 2016), melhoria da performance muscular (TOMA et al., 2016) assim como 

para atenuar a espasticidade da musculatura mastigatória em casos de paralisia cerebral 

(SANTOS et al., 2016) e na prevenção de danos musculares (FERRARESI et al., 2015). 

Portanto o tecido muscular esquelético responde à LTBI em diversas 

situações biológicas. 
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1.3. Atrofia Muscular: Aspectos Clínicos e Biológicos 

O músculo estriado esquelético é o tecido presente em maior extensão no corpo 

humano representando, em indivíduos sadios adultos cerca de 40% da massa corporal total. 

Trata-se de um tecido maleável, com grande capacidade de adaptação e de responder 

rapidamente a estímulos tanto positivos quanto negativos.  O tecido muscular esquelético 

também se amolda a estímulos produzidos por condições de prolongada inatividade e 

envelhecimento, assim como em doenças crônicas, como câncer e diabetes (ASSIS et al., 2013;  

BONALDO; SANDRI, 2013;  SCHIAFFINO et al., 2013;  FRONTERA; OCHALA, 2015). 

Um dos mecanismos de adaptação de maior importância na biologia bem como nos 

aspectos clínicos do tecido muscular envolve os processos de síntese e de degradação das 

proteínas sarcoplasmáticas. Apesar de produzirem resultados opostos, os processos de síntese 

e de degradação são regulados pelos mesmos mecanismos genéticos e moleculares. Aceita-se 

que a ativação de um deles implica na supressão do outro e vice versa. Desta forma, o equilíbrio 

entre eles é fundamental para a homeostasia celular. A ruptura desse equilíbrio como, por 

exemplo, a prevalência do processo de degradação sobre o de síntese proteica resulta em perda 

de organelas e de proteínas. Como resultado haverá diminuição do volume da fibra muscular e 

perda da força de contração da mesma, uma condição conhecida por atrofia muscular 

(BONALDO; SANDRI, 2013). 

A atrofia muscular resultante de lesões de nervos espinais configura-se num aspecto 

relevante no cenário de reabilitação física em todo o mundo. Embora, nesses casos, a reparação 

da lesão nervosa represente o procedimento de maior importância a prevenção da atrofia 

muscular é um fator significativo para o sucesso da recuperação funcional do músculo. É bem 

sabido que a manutenção das condições da biologia da fibra muscular, facilita o processo de 

recuperação da junção neuromuscular promovido pela reparação cirúrgica (ROCHKIND, 2009;  

WANG et al., 2014). 

No Brasil, a axonotmese representa a lesão do nervo mais comum (45%), seguido 

por neurotmese (41%) e neuropraxia (14%) (KOUYOUMDJIAN, 2006). A consequência 

secundária de lesões nervosas periféricas mais evidente é a atrofia muscular, causando 

incapacidade funcional (WANG et al., 2014). Portanto, atrofia muscular por desnervação 

representa um assunto de importância para a clínica médica e reabilitadora.  

Atualmente a eletroestimulação é o método mais utilizado na prevenção da atrofia 

muscular. Apesar de bons resultados há algumas desvantagens que podem interferir na 

qualidade do resultado, por exemplo, o posicionamento e o tamanho da superfície dos eletrodos. 
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Além de contraindicações para o seu uso como no caso de paciente com dispositivo eletrônico 

implantado, como por exemplo, marca-passo cardíaco e aplicação sobre lesões cutâneas 

abertas. Há também pessoas que não toleram a sensação do estímulo, portanto a 

eletroestimulação depende da tolerância de dor do paciente (KITCHEN, 2003; ALON, 2013). 

Diversos mecanismos celulares e moleculares estão envolvidos na atrofia muscular 

sendo que os principais são: o sistema ubiquitina-proteassomo e a via autofagia-lisossomo 

(BONALDO; SANDRI, 2013;  SCHIAFFINO et al., 2013).  

O primeiro é assim denominado por envolver proteínas chamadas de ubiquitinas 

distribuídas no citoplasma e núcleo que com auxílio das enzimas ativadora de ubiquitina (E1), 

conjugadora (E2) e Ligase (E3), se associam a um complexo proteico denominado de 

proteassoma26S. Cabe ao complexo ubiquitina-proteassoma efetuar a proteólise de proteínas 

desenoveladas reduzindo-as em oligopeptídeos. Após ativação da ubiquitina pela E1, a 

ubiquitina é transferida de E1 para E2, então E3 acopla-se ao substrato proteico a ser degradado 

induzindo o movimento da ubiquitina de E2 ao substrato proteico que resulta no acoplamento 

deste último ao proteassoma 26S (BONALDO; SANDRI, 2013). No músculo esquelético o 

sistema ubiquitina-proteassoma promove a remoção de proteínas sarcoméricas quando ocorrem 

alterações na atividade muscular. 

O evento conhecido como autofagia-lisossomo, que será daqui em diante referido 

apenas como autofagia, representa o processo fisiológico, em células eucarióticas pós mitóticas 

cuja função precípua é degradar e reciclar componentes do citosol, eliminando as organelas 

defeituosas e os agregados de proteínas celular. Trata-se, portanto, de um processo crucial para 

a reciclagem dos componentes celulares e para a manutenção da homeostasia celular nos tecidos 

orgânicos (KLIONSKY, 2007).  

A autofagia resulta, inicialmente, na formação de autofagossomo, uma vesícula 

formada por dupla membrana, que engloba as organelas a serem degradadas (Figura 1). Ao 

autofagossomo funde-se o lisossomo, originando o autolisossomo, que contém enzimas 

hidrolíticas em especial a fosfatase ácida que em última análise se responsabiliza pela 

degradação enzimática do conteúdo vesicular (MIZUSHIMA et al., 2004). 

O processo autofágico envolve a atividade de proteínas relacionadas à autofagia 

(Atg), as quais são codificadas pelos genes denominados ATG. Dentre estas proteínas, 

encontra-se o complexo multiproteico formado por Atg12-Atg5 e Atg16L1, presente na etapa 

inicial da formação da membrana de isolamento (MIZUSHIMA; YOSHIMORI; LEVINE, 

2010). Nesta etapa também, a LC3-I (forma citosólica da proteína-1 de cadeia leve-3 associada 
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ao microtúbulo) é clivada e conjugada com fosfatidiletanolamina para gerar a forma mais rápida 

de migração, a LC3-II a qual se liga à membrana do autofagossomo (ZHAO et al., 2007). 

 

 

 

FIGURA 1. Processo autofágico em células de mamíferos.(A) Membrana de isolamento, 
ou fagóforo, ao qual se une o complexo multiproteicoAtg12-5 e Atg16L1e proteína 
LC3(B)Alongamento do fagóforo e captura de componentes citoplasmáticos; (C) 
Fechamento da dupla membrana, formando o autofagossomo; do qual se dissocia o complexo 
Atg12-5 e Atg16L1; (D) Fusão da membrana do lisossomo com a membrana externa do 
autofagossomo, da qual a LC3 se dissocia; (E) Fusão do lisossomo com o autofagossomo, 
formando o autolisossomo, cuja membrana interna do autofagossomo e os componentes 
capturados, juntamente com LC3-II são degradados pelas hidrolases lisossomais. Adaptado 
de Xie e Klionsky (2007). 

 

Portanto, a atrofia muscular é um assunto clinicamente relevante e a sua 

instalação depende de alterações dos níveis fisiológicos basais da autofagia. 

 

 

 

1.4. Laserterapia de Baixa Intensidade em Atrofia Muscular e Autofagia 

Salvo engano a literatura especializada revela a existência de apenas três estudos 

experimentais cujos objetivos foram os de examinar o possível efeito antiatrófico da LTBI. 

Com protocolos de tratamento semelhantes aquele aqui utilizado, observou-se significativa 

diminuição da atrofia quando estas foram resultantes de imobilização, isquemia seguida de 

reperfusão e após animal ter sido submetido a microgravidade (NAKANO et al., 2009;  

LAKYOVA et al., 2010;  MONICI et al., 2013). 

Contudo, os efeitos benéficos observados naqueles estudos não podem ser 

extrapolados para os casos de atrofia provocada por desnervação muscular.  Este raciocínio se 



21 

 

baseia no fato de que, inobstante a existência de um programa genético comum (SACHECK et 

al., 2007;  CISTERNA; CARDOZO; SAEZ, 2014) há evidências de que a expressão de alguns 

genes são mais afetadas que outros dependendo do tipo de estímulo que produz a atrofia. Assim, 

por exemplo, na atrofia induzida por desnervação há aumento na expressão do mRNA 

relacionado a síntese de receptores de acetilcolina o que parece não ocorrer quando a atrofia é 

induzida por outros meios (JOASSARD et al., 2015). Além disto, a expressão de alguns genes 

diferem na fase aguda e na fase crônica da desnervação. Por exemplo, o gene P53, relacionado 

a detecção de estresse celular é expresso durante a atrofia por desnervação, mas não naquelas 

produzidas por envelhecimento, imobilização e privação alimentar (CALURA et al., 2008). 

Outro fato relevante diz respeito possibilidade de duplo efeito da autofagia sobre a 

homeostasia da fibra muscular. Há indícios de que a ausência de autofagia, provoca uma perda 

crônica de massa muscular devido ao acúmulo de componentes celulares danificados ou 

envelhecidos. Por outro lado, o excesso de autofagia causa um rápida perda de massa muscular 

devido à depuração contínua dos componentes celulares necessários (NEEL; LIN; PESSIN, 

2013). Portanto a presença do processo autofágico em um determinado nível é essencial para a 

manutenção da massa e da função muscular (RABEN et al., 2008;  MASIERO et al., 2009). 

Um fato de relevância para este estudo advém de uma investigação recente em um 

modelo experimental de mucosite, uma condição caracterizada pela inflamação da mucosa oral 

incluindo lábios, língua, palato e gengivas causada pelo tratamento de radioterapia e 

quimioterapia em portadores de câncer. A autofagia é um processo envolvido no 

desenvolvimento da mucosite após esses tratamentos (PAGLIN et al., 2001;  PAGLIN; 

YAHALOM, 2006). Observou-se recentemente que a LTBI interferiu nos processos 

autofágicos através da modulação da expressão de genes autofágicos principalmente o ATG5 

que é importante na fase inicial da formação da membrana de isolamento 

(BOSTANCIKLIOGLU et al., 2015).  
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Considerando-se que a: i) prevenção de atrofia muscular por desnervação é de 

interesse clínico, e que ii) em outras situações como imobilização e microgravidade, a atrofia 

é minimizada pela LTBI, 

Este estudo tem como objetivo principal examinar em condições experimentais, 

os efeitos da LTBI na atrofia muscular induzida por desnervação.  

  

Considerando-se ainda que: i) a autofagia tem um papel significativo na atrofia 

muscular e ii) que a LTBI pode modular a autofagia, conforme visto nos casos de mucosite, 

Outro objetivo deste estudo é examinar, se o eventual efeito antiatrófico da 

LTBI pode estar relacionado a alterações da autofagia. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 
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3.1. Animais e Grupos Experimentais 

Foram utilizados camundongos com 4 e 5 meses de vida, fêmeas e machos, da 

linhagem C57BL/10, provenientes do Centro Multidisciplinar para Investigação Biológica 

(CEMIB) – UNICAMP. Durante o período experimental, os animais foram mantidos no 

Biotério do Departamento de Biologia Celular e Estrutural do Instituto de Biologia, UNICAMP, 

e acomodados em caixas plásticas padronizadas sob condições ambientais controladas (12 horas 

de ciclo claro/escuro) com ração e água ad libitum. Todos os experimentos foram realizados 

em acordo com as diretrizes para experimentação animal de nossa Instituição, sob o protocolo 

nº 3805-1 da Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA-IB-UNICAMP). 

No total foram empregados 48 animais, assim distribuídos: Grupo Lesão (LE); 

animais submetidos a secção total de nervo isquiático (n=16), Grupo Laser (LA); animais nos 

quais o nervo isquiático foi totalmente seccionado e o músculo tibial anterior direito recebeu 

aplicação de laser (n=16), Grupo Controle (CT); sem tratamento algum (n=16). 

 

 

 

3.2. Procedimento Cirúrgico para Indução da Atrofia 

Os animais foram anestesiados, com solução de cloridrato de cetamina 2% 

(Francotar®) e Cloridrato de Xilazina 2% (Virbaxyl®), na proporção de (1:1) diluídos em água 

bidestilada na proporção de (1:3) e injetado 0,015 ml/g por via intraperitoneal. 

Após nos certificarmos de que os animais estavam profundamente anestesiados, foi 

realizada tricotomia na face posterior do membro pélvico direito e através de incisão entre as 

fibras do músculo glúteo máximo o nervo isquiático direito foi exposto, junto ao tendão do 

músculo obturador. O nervo foi seccionado com tesoura microcirúrgica sob microscópio 

cirúrgico (DF Vasconcellos #11991). Após a secção total do nervo, o coto proximal e distal 

foram afastados com a pinça. A seguir, a ferida cirúrgica foi fechada e para isto, utilizamos fio 

de sutura (Mononylon 5-0 ETHICON). 

Depois de cessado o efeito do anestésico (após 2-3horas) os camundongos foram 

levados ao biotério onde permaneceram em gaiolas de polietileno, com ração e água ad libitum 

e, sob condições ambientais controladas (12 horas de ciclo claro/escuro) com temperatura 24 ± 

1°C. 
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3.3. Aplicação do laser 

Os animais do Grupo Laser receberam tratamento de laser de baixa intensidade com 

os parâmetros descritos abaixo: 

Aparelho laserpulse IBRAMED®, classe 3B, diodo de arseneto de gálio-alumínio 

(GaAlAs) 

Comprimento de onda 830 nm 

Densidade de energia 4.0 J/cm2 

Energia Total 480 J 

Potência 30 mW 

Densidade de potência 300 mW/cm2 

Área irradiada 0.1 cm2 

Modo de aplicação Pontual 

Tempo de aplicação 16 s 

 

Antes do início da aplicação, o equipamento emissor foi calibrado pelo próprio 

fabricante, IBRAMED, através de Multímetro digital MD-1700. O tratamento teve início 6 

horas após a secção total do nervo. O Grupo Laser (n=16) foi dividido em dois subgrupos com 

oito animais, sendo que em um grupo, os animais receberam tratamento com laser durante 5 

dias consecutivos e em outro durante 14 dias consecutivos. 

A aplicação do laser foi efetuada em único ponto na face antero lateral da perna 

direita na área correspondente à projeção do músculo tibial anterior. A aplicação teve duração 

de 16 segundos. A caneta emissora de laser foi posicionada perpendicularmente ao ponto de 

aplicação o qual foi previamente tricotomizado conforme pode ser visto na Figura 2. Durante a 

irradiação os animais não foram anestesiados, apenas imobilizados de forma que não produziu 

sofrimento ou dor. 
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FIGURA 2. Posicionamento do animal e aplicação do laser. 
 

 

3.4. Eutanásia dos Animais e Obtenção do Músculo Tibial Anterior 

Após anestesia, a pele foi aberta e o nervo isquiático foi exposto conforme 

anteriormente descrito. Procedeu-se, então com a avaliação das condições de inervação da fibra 

muscular. Para isto, o nervo isquiático foi levemente estimulado, num ponto proximal ao local 

em que este foi seccionado, o que foi executado por compressão, com uma pinça. Com isto, 

realizou-se a observação da presença ou ausência de resposta reflexa muscular. 

Após examinados, os animais foram sacrificados com superdosagem de anestesia 

por via intraperitoneal, de uma mistura de cloridrato de cetamina (130mg/kg Francotar, Virbac, 

São Paulo, Brasil) e cloridrato de xilazina (6,8mg/kg, 2%, Virbaxyl, Virbac). 

Os músculos tibiais anterior direito e esquerdo foram isolados e seccionados 

transversalmente na metade do terço médio do ventre muscular. Uma das metades do músculo 

serviu pata análise histomorfométrica. Para isto, o músculo foi fixado em suporte de madeira 

com Tragacanth® imerso em isopentano à -80ºC por 40 segundos e imediatamente colocado 

em nitrogênio líquido à -159ºC. Os músculos foram retirados do nitrogênio e armazenados à -

80ºC em Biofreezer (BioFreezerJouan, VX380). Esta metade foi utilizada para obtenção de 

cortes histológicos que serviram para avaliação da atrofia muscular e da autofagia. A outra 

metade foi estocada em tubos criogênicos no Biofreezer e posteriormente empregada para o 

Immunoblotting. 

Para o Grupo Controle adotou-se o mesmo procedimentos. 
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3.5. Avaliação da Atrofia Muscular 

Para obtenção dos cortes histológicos os músculos foram inicialmente 

descongelados por aproximadamente 30 minutos até atingirem a temperatura de -26ºC. A seguir 

utilizando-se de um criostato (Microm®-HS505E) foram obtidos cortes semiseriados 

transversais com espessura de 8 μm. As lâminas foram lavadas em água corrente por dez 

minutos e os cortes corados com hematoxilina de Harris, e lavadas em água corrente por dez 

minutos. Em seguida, as lâminas foram imersas em solução de eosina por 3 minutos e 

posteriormente o excesso de eosina foi removido em água destilada. Depois disto, os cortes 

foram desidratados em séries de etanol, diafanizados em xilol e as lâminas montadas em meio 

de montagem (Entellan ®) para posterior observação em microscopia de luz.  

Procedeu-se, então, a captação de imagens. Para isto, foi utilizado fotomicroscópio 

(Nikon Eclipse E-400) com objetiva de 10X acoplado a um computador e vídeo-câmera (Nikon 

Express Series, Shinagawa, Tokyo, Japão). A área de secção transversal das fibras musculares 

foi avaliada com software Image-Pro Plus® Versão 6.0.0.260. O software Pxper® Versão 

0.9.1.0 foi usado para exibir uma grade com medidas fixas sobre a imagem capturada do corte 

do músculo, onde o critério para seleção da fibra que foi avaliada era estar sob uma intersecção 

da grade. Para cada músculo foram examinados 3 cortes sendo que em cada um deles foram 

avaliadas 100 fibras musculares. 

 

 

 

3.6. Avaliação da Autofagia 

3.6.1. Immunoblotting 

Os músculos foram retirados do biofreezer e homogeneizados em tampão (Triton 

X-100 1%, tris-HCl 100 mM [pH 7,4], pirofosfato de sódio 100mM, fluoreto de sódio 100mM, 

ETDA 10mM, ortovanadato de sódio 10 mM, PMSF 2 mM) com inibidores de proteases em 

homogeneizador SonicadorSonics vibra-cellTM modelo CV18, operado em Amp1 60% por 30 

segundos. Os extratos foram centrifugados a 11000 rpm à 4ºC por 20 minutos e o sobrenadante 

utilizado para análise por extrato proteico total. A determinação da proteína total foi realizada 

pelo método de Bradford (1976). 

As amostras de extrato proteico foram tratadas com tampão Laemmli (Tris 10mM, 

β-MercaptoEthanol, glicerol 10%, SDS 2% e azul de bromfenol 0,1%) e aquecidas em banho 
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seco por 5 minutos a 95-100 ºC. Em seguida, 30 mg de proteína foi pipetado em gel de 15% 

SDS-poliacrilamida em aparelho para eletroforese da Bio-Rad (mini-Protean, Bio-

RadLaboratories). A eletrotransferência do gel para a membrana de nitrocelulose (Hybond, 

AmershamBiosciences) foi realizada em 90 minutos a 120 V em aparelho de transferência 

(mini-Protean, Bio-RadLaboratories, Richmond, CA, EUA). As membranas foram incubadas 

com anticorpo primário (anti LC3; NovusBiologicals, 1:250) diluído em 10ml de solução basal 

(Tris 10mM, NaCl 150mM e Tween-20 0,02%) contendo 1% de leite desnatado à 4ºC, durante 

12 horas em agitador mecânico (Rocker II, BoekelScientific). As membranas foram lavadas 

com solução basal 3 vezes, 10 minutos cada lavagem e incubadas com anticorpo secundário 

(antiRabbit, 1:2.500) por 90 minutos, em temperatura ambiente. Finalmente as membranas 

foram lavadas com solução basal 3 vezes, 10 minutos cada lavagem e para detectar as bandas 

imunorreativas, as membranas foram expostas à solução de quimioluminescência (SuperSignal 

West Pico Chemiluminescente, Pierce Biotechnology, Rockford, Illinois, USA) por 5 minutos, 

seguida de exposição no G-BOX. A detecção das bandas imunofluorescentes e a quantificação 

foram feitas no aparelho G-Box Chemi através do software de aquisição de imagem GeneSnap 

(Syngene, Maryland-EUA). As densidades das bandas foram quantificadas pelo software de 

análise GeneTools (Syngene, Maryland-EUA), em seguida os dados foram transferidos para o 

programa Excel. 

Para a normalização dos dados obtidos utilizou-se o controle interno através da 

incubação das amostras com o anticorpo Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH). O 

protocolo consiste na reutilização das membranas utilizadas para marcação descrita 

anteriormente. As referidas membranas foram lavadas com solução basal (3 vezes de 10 

minutos) e incubadas com 10mL de Stripping Buffer (10mM Tris-HCl pH 7.5; β-

Mercaptoethanol 0.1M; Uréia 8M) durante 1 hora, à 60°C. Em seguida, foi realizada uma 

incubação em Tris-HCl 1M pH 7.5 por 30 minutos em temperatura ambiente para neutralizar o 

Stripping. A incubação com os anticorpos primário (anti GAPDH) e secundário (antiRabbit) 

bem como a lavagem e detecção das bandas imunorreativas adotou-se o mesmo procedimento 

acima descrito relacionado ao anticorpo primário anti LC3. 

As membranas foram coradas em Ponceau para certificação de que a quantidade de 

proteína foi a mesma em todas as amostras. 
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3.6.2. Imunofluorescência 

Para a obtenção dos cortes transversais de músculos procedeu-se da mesma forma 

como descrita anteriormente. 

Os cortes foram hidratados com TBS (0.05M) por 30 minutos e imersos em Triton 

X-100 (0.3% - Sigma) por 10 minutos. Após lavagem durante 30 minutos com TBS, os cortes 

foram imersos por 3 horas em solução para bloquear marcação inespecífica (TBS 0.05M em 

3% de albumina bovina - TBS/ BSA 3%) e incubados por 12 horas com anticorpo primário 

(anti LC3; NovusBiologicals, 1:250) à 4°C, em câmara úmida. Os cortes foram lavados e 

incubados com anticorpo secundário anti-Rabbit IgG-FITC (Sigma) diluído em TBS/BSA 1%, 

durante 1 hora, à temperatura de 20°C. Finalmente, os cortes foram montados em meio de 

montagem DABCO (Sigma) e recobertos por lamínulas. 

As lâminas foram analisadas em microscópio de fluorescência (Nikon). Os pontos 

positivos ao anti-LC3 no sarcoplasma de cada fibra muscular foram diretamente contados com 

objetivas de aumento 20X sendo que para cada músculo foram examinadas 400 fibras. Os 

resultados foram expressos como a média de pontos positivos ao anti LC3 por fibra muscular. 

 

 

 

3.6.3. Microscopia Eletrônica 

Os animais foram anestesiados conforme descrito no início deste capítulo e 

posicionados em decúbito dorsal. Uma toracotomia mediana foi executada com posterior 

afastamento do esterno e do coração. O átrio direito foi aberto com auxílio de uma tesoura de 

iredectomia e com uma agulha de 0.70X25mm acoplada a uma seringa de plástico de 20 ml o 

ventrículo esquerdo foi perfundido com uma solução de Karnovsky (1965) com volume 

suficiente para promover a palidez dos tecidos. 

A pele correspondente aos locais anatômicos do ponto de secção total do nervo 

isquiático e do músculo tibial foi aberta para gotejamento da solução de Karnowsky e em 

seguida a retirada dos mesmos. Estes (nervo isquiático e músculo tibial anterior) foram imersos 

em solução de Karnovsky por 24 horas, em seguida foram fragmentados em blocos de 

aproximadamente 2 mm de comprimento e pós-fixados em tetróxido de ósmio a 1% em tampão 

cacodilato 0.1M por duas horas. Posteriormente foram imersos em uranila a 5% durante toda a 

noite, desidratados em solução crescente de acetona (30% e 100%) e incluídos em resina 

Araldite. Cortes finos de orientação transversal e longitudinal em relação ao maior eixo do 
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ventre muscular foram obtidos através de ultramicrótomo e foram corados com azul de toluidina 

1%. Da mesma forma foram obtidos cortes ultrafinos (4 secções em cada grade; 6-12 fibras 

musculares por secção) que foram contrastados com acetato de uranila e citrato de chumbo; e 

examinados em microscópio eletrônico de transmissãoTecnai G2 SpiritBioTWIN no Centro de 

Microscopia Eletrônica do IB/Unicamp. 

 

 

 

3.7. Análise Estatística 

Para verificação da normalidade dos dados foi utilizado o teste Kormogorov-

Smirnov. Todos os resultados foram apresentados como média ± desvio padrão. Todos os 

grupos experimentais foram comparados usando a análise de variância ANOVA de uma via 

(seguido pelo teste de Student-Newman-Keuls). Em todas as análises, os valores de P foram 

considerados estatisticamente significantes, apenas quando inferiores a 0,05 (P<0,05). Para 

todos os cálculos estatísticos foi utilizado o software GraphPadPrism® versão 6.01 (GraphPad 

Software, Inc., San Diego, CA). 
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4. RESULTADOS 
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4.1. Sobre a Atrofia Muscular 

Após 5 dias de desnervação, no Grupo Lesão ocorreu redução de 36% da área de 

secção transversal das fibras musculares quando comparado com o Grupo Controle 

(1094,88±40,44 µm2vs1699,66±89,00 µm2, P< 0.001). No Grupo Lesão a área de secção 

transversal mostrou-se 34% menor que aquela do Grupo Laser (1094,88±40,44 

µm2vs1661,66±139,66 µm2, P< 0.001). 

Não houve diferença entre as áreas de secção transversal dos músculos dos animais 

do Grupo Laser e Grupo Controle (Figura 3). 

A 

 

               B 
 

 

FIGURA 3. Área de secção transversal das fibras musculares após 5 dias de desnervação. (A) Cortes 
histológicos transversais de fibras musculares corados com hematoxilina-eosina.  Notar a ocorrência de fibras 
atróficas (setas). Grupos: Controle (CT), Lesão (LE) e Laser (LA). Barra: 100 μm. (B) Área de secção transversal 
do músculo tibial anterior direito. Média ± desvio padrão. *** P<0.001 quando comparado LE com CT e # 
P<0.001 quando comparado LE com LA. A significância estatística foi determinada com ANOVA de uma via 
seguido pelo teste de Student-Newman Keuls. 
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Após 14 dias de desnervação, no Grupo Lesão ocorreu redução de 47% da área de 

secção transversal das fibras musculares quando comparado com o Grupo Controle 

(827,21±63,57 µm2vs1559,26±72,31 µm2, P< 0.001). No Grupo Lesão a área de secção 

transversal mostrou-se 23%menor que aquela do Grupo Laser (827,21±63,57 

µm2vs1067,14±46,85 µm2, P< 0.001). No Grupo Laser houve redução de 32% da área de secção 

transversal quando comparado com o Grupo Controle (1067,14±46,85 µm2vs1559,26±72,31 

µm2, P< 0.001) (Figura 4). 

A 
 

  
 
              B 

 

 

FIGURA 4. Área de secção transversal das fibras musculares após 14 dias de desnervação. (A) Cortes 
histológicos transversais de fibras musculares corados com hematoxilina-eosina.  Notar a ocorrência de fibras 
atróficas (setas). Grupos: Controle (CT), Lesão (LE) e Laser (LA). Barra: 100 μm. (B) Área de secção transversal 
do músculo tibial anterior direito. Média ± desvio padrão. *** P<0.001 quando comparado CT com LE, CT 
comparado com LA e LE comparado com LA. A significância estatística foi determinada com ANOVA de uma 
via seguido pelo teste de Student-Newman Keuls. 
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4.2. Sobre a Autofagia 

4.2.1. Quantificação de LC3 por Immunoblotting 

A análise dos resultados referente aos 5 dias mostraram que não houve diferença 

(P<0.05) na razão LC3II/LC3I/GAPDH entre os grupos Controle, Lesão e Laser (Figura 5). 

 

 

FIGURA 5. Razão LC3II/LC3I/GAPDH após 5 dias de desnervação. Os números indicados à 
esquerda representam os pesos moleculares (kDa) das correspondentes proteínas. Bandas da proteína 
LC3 (linha superior): Isoforma LC3 II representa forma ativa da autofagia, GAPDH (37kDa) (linha 
intermédia) ePonceau (linha inferior). Grupos: Controle (CT), Lesão (LE) e Laser (LA). Não houve 
diferença (P<0.05) entre os grupos. A significância estatística foi determinada com ANOVA de uma via 
seguido pelo teste de Student-Newman Keuls. 
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Após 14 dias, a razão LC3II/LC3I/GAPDH foi 5,74 vezes maior (P<0.05) no Grupo 

Lesão quando comparado ao Grupo Controle. No Grupo Laser a razão diminuiu 27% em 

relação ao Grupo Lesão embora sem diferença significativa (Figura 6). Comparada ao Grupo 

Controle a razão foi 4.18 vezes maior no Grupo Laser(P<0.05). 

 

 

FIGURA 6. Razão LC3II/LC3I/GAPDH após 14 dias de desnervação. Os números indicados à 
esquerda representam os pesos moleculares (kDa) das correspondentes proteínas. Bandas da proteína 
LC3 (linha superior): Isoforma LC3 II representa forma ativa da autofagia, GAPDH (37kDa) (linha 
intermédia) ePonceau (linha inferior). Grupos: Controle (CT), Lesão (LE) e Laser (LA). * P<0.05 quando 
comparado CT com LE e com LA. A significância estatística foi determinada com ANOVA de uma via 
seguido pelo teste de Student-Newman Keuls. 
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4.2.2. Quantificação de Pontos Positivos à Imunomarcação de LC3 

Os resultados obtidos para os grupos de 5 e 14 dias foram compatíveis com aqueles 

obtidos pela técnica de immunoblotting. Aos 5 dias não houve diferença (P<0.05) na média de 

pontos positivos entre os grupos Controle, Lesão e Laser (Figura 7). 

A 
 

               B 

 
FIGURA 7.  Número de pontos positivos marcados por anti LC3 após 5 dias de desnervação. (A) Secções 
transversais de fibras musculares. Notar a ocorrência de pontos positivos marcados por anti LC3 (seta). Grupos: 
Controle (CT), Lesão (LE) e Laser (LA). Barra: 100μm.(B) Média de pontos positivos por fibra muscular. Média 
± desvio padrão. Não houve diferença (P<0.05) entre os grupos. A significância estatística foi determinada com 
ANOVA de uma via seguido pelo teste de Student-Newman Keuls. 
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Após 14 dias, a média dos pontos positivos ao anti-LC3 foi 1,72 vezes maior 

P<0.05) no Grupo Lesão quando comparado ao Grupo Controle. No Grupo Laser a média dos 

pontos positivos diminuiu 16% em relação ao Grupo Lesão embora não diferente. No Grupo 

Laser a média de pontos positivos foi 1,42 vezes maior que no Grupo Controle (P<0.05). (Figura 

8). 

  A 

 

               B 

 
FIGURA 8. Número de pontos positivos marcados por anti LC3 após 14 dias de desnervação. (A) Secções 
transversais de fibras musculares. Notar a ocorrência de pontos positivos marcados por anti LC3 (seta). Grupos: 
Controle (CT), Lesão (LE) e Laser (LA). Barra: 100μm. (B) Média de pontos positivos por fibra muscular. Média ± 
desvio padrão. * P<0.05 quando comparado CT com LE e com LA. A significância estatística foi determinada com 
ANOVA de uma via seguido pelo teste de Student-Newman Keuls. 
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4.2.3. Ultraestrutura da Fibra Muscular 

Não houve diferença nos aspectos ultraestruturais da fibra muscular entre o Grupo 

Lesão e Grupo Laser, exceto pelo fato de que no Grupo Lesão as mitocôndrias dispostas na 

região subsarcolemal encontravam-se, aparentemente em maior número. De outra forma, 

observou-se em ambos os grupos, mitocôndrias com estrutura compatíveis a normalidade: 

membrana dupla e cristas aparentes algumas vezes com pontos eletrodensos sugestivos de 

precipitados de cálcio (Figura 9). Elementos sugestivos de autofagia foram identificados no 

grupo Lesão (Figura 10). 

Outros aspectos ultraestruturais como retículo sarcoplasmático, túbulos T, núcleos 

e nucléolos apresentaram-se compatíveis com a normalidade em ambos os grupos. 
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B 

 

FIGURA 9. Ultraestrutura da fibra muscular desnervada. Secções transversais de fibra muscular após 14 
dias de desnervação. Notar a ocorrência de mitocôndrias de aspectos normais dispostas na região subsarcolemal 
(setas). Notar dupla membrana externa (cabeça de seta) e cristas mitocondriais (asterisco). (A) Grupo Lesão 
e (B) Grupo Laser. 

*
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B 

 

FIGURA 10. Autofagia. Secções transversais de fibra muscular após 14 dias de desnervação no grupo Lesão. 
(A)Fusão do lisossomo com o autofagossomo (seta). (B) Autolisossomo (seta). 
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5. DISCUSSÃO 
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5.1. Sobre o Protocolo 

Em estudos relacionados à aplicação de laser é comum se deparar com aspecto de 

limitação dos resultados. Assim sendo, a conclusão do estudo não deve ser vista 

incondicionalmente e algumas considerações devem ser feitas. 

Sobretudo é necessário considerar o protocolo aplicado. Entende-se por isto 

variações na dosagem, tempo de aplicação, comprimento de onda, etc. Este fato é de relevância, 

pois é bem conhecido o fato de que repostas biológicas variam amplamente dependendo desses 

parâmetros. Cite-se, por exemplo, o caso da miogenina, uma molécula relacionada com a 

regeneração muscular, cuja expressão foi suprimida pela LTBI quando aplicada com 

comprimento de onda 660nm, potência de 20 mW e 50 mW; e energia total de 0.4 J e 0.2 J 

(RODRIGUES et al., 2013). Com respostas opostas, Assis e colaboradores (2013) notaram o 

aumento da expressão da miogenina quando a LTBI foi aplicada com comprimento de onda de 

780nm, potência de saída de 30 mW e energia total de 1.4J. 

Neste estudo, a escolha do comprimento de onda (830 nm) utilizado baseia-se no 

fato de que o mesmo é eficiente para alcançar grupos musculares como tibial anterior, 

gastrocnêmio e quadríceps em animais de laboratório conforme observado em diversos estudos 

anteriores (NAKANO et al., 2009; MACEDO et al., 2012; VATANSEVER et al., 2012;  ASSIS 

et al., 2013;  RODRIGUES et al., 2013;  MANTINEO; PINHEIRO; MORGADO, 2014;  

MACEDO et al., 2015). Por sua vez o tempo (14 dias) e frequência de tratamento (aplicação 

diária) adotado neste estudo baseou-se no estudo de Nakano e colaboradores (2009), salienta-

se que esses autores também examinaram atrofia muscular. A escolha da densidade de energia 

(4 J/cm2), por sua vez, baseou-se no estudo de Macedo e colaboradores (2012), no qual foi 

avaliado a regeneração muscular em tibial anterior de ratos idosos. 

 

 

 

5.2. Sobre os Resultados Propriamente Ditos 

A capacidade da LTBI em prevenir a atrofia muscular já foi observada em situações 

em que a atrofia foi induzida por microgravidade (MONICI et al., 2013), desuso (NAKANO et 

al., 2009) e por modelos de isquemia seguidas por reperfusão sanguínea (LAKYOVA et al., 

2010). O presente estudo mostra, pela primeira vez, que a atrofia por desnervação pode ser 

atenuada pela LTBI. 
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Um fato que merece destaque diz respeito ao efeito antiatrófico da LTBI aos 5 e 14 

dias pós desnervação. No primeiro deles, a área de secção transversal do grupo Lesão foi 34% 

menor que a do músculo em que o nervo foi seccionado e recebeu tratamento ao passo que no 

segundo esse percentual foi de 23%. Aos 5 dias, a recuperação da área de secção transversal 

das fibras musculares foi completa, pois não há diferença significativa entre o Grupo Controle 

e o Laser (1699,66±89,00 µm2 vs 1661,66±139,66 µm2). Enquanto que aos 14 dias, a área de 

secção transversal das fibras musculares não foi completamente recuperada pela LTBI 

(Controle 1559,26±72,31 µm2 vs Laser 1067,14±46,85 µm2, P<0.001). 

Parece-nos evidente que o efeito benéfico da LTBI vai se perdendo com o decorrer 

do tempo e nos parece que a fase mais aguda da desnervação é mais sensível ao efeito do LTBI. 

Isto nos faz admitir que a possibilidade de que a manipulação dos eventos moleculares e 

celulares da fase aguda da desnervação são essenciais para atenuar a atrofia. Este fato é 

compatível com estudos anteriores mostrando que a expressão de fatores relacionados a 

remodelação, adaptação e homeostasia muscular foram expressos com maior intensidade no 

início da desnervação. Cite-se, como exemplo disto a expressão da MyoD, miogenina e MFR4 

que está aumentada entre 8 horas e 3 dias pós lesão. Além disto, há entre o primeiro e o terceiro 

dia pós desnervação aumento de expressão dos receptores nicotínicos de acetilcolina (WU et 

al., 2014). 

Um mecanismo provável que explica o efeito antiatrófico da LTBI estaria 

relacionado a sua ação sobre a síntese proteica das fibras musculares. A atrofia se instala quando 

a proteólise excede os processos de síntese proteica (FANZANI et al., 2012). Considerando-se 

que as mitocôndrias representam a principal fonte de energia para a fibra muscular é de se 

esperar que as mesmas estejam envolvidas no processo de atrofia muscular. 

De fato, em fibras musculares atróficas a rede mitocondrial sofre acentuada 

modificação (MAIURI et al., 2007;  FANZANI et al., 2012). Na célula, o principal cromóforo 

capaz de absorver a luz emitida pela LTBI é o citocromo c oxidase na cadeia respiratória da 

mitocôndria (KARU, 1989). Há também evidências de que a LTBI produz alterações no 

potencial global redox da célula, modulando a produção de espécie reativas de oxigênio, que 

por sua vez induz a ativação de numerosas vias de sinalização intracelular, como por exemplo, 

a síntese de ácidos nucleicos e proteínas (SHEFER et al., 2003;  HAMBLIN; DEMIDOVA, 

2006;  CHUNG et al., 2012;  FARIVAR; MALEKSHAHABI; SHIARI, 2014). Assim a LTBI 

resultaria em estimulação da síntese de proteínas sarcoméricas prevenindo a atrofia.  Outro 

mecanismo é que LTBI diminuiria a proteólise uma vez que há evidências de que a mesma 

inibe a expressão de MuRF1, responsável pela degradação proteica (FERRARESI; HAMBLIN; 
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PARIZOTTO, 2012). Portanto não podemos descartar que o efeito antiatrófico seria decorrente 

desses mecanismos. 

Além do acima descrito, o efeito antiatrófico da LTBI poderia ser explicado por 

outros mecanismos como: i) a ativação das células satélites, ii) expressão de fatores de 

crescimento e angiogênese (NAKANO et al., 2009), iii) redução da apoptose (LAKYOVA et 

al., 2010) e iv) aumento da atividade da proteína serina/treonina fosfatases (MONICI et al., 

2013).  Contudo, é nosso entendimento que alguns fatos poderiam limitar a aceitação desses 

mecanismos.  Por exemplo, discute-se ainda o quanto a apoptose estaria de fato envolvida na 

atrofia muscular por desnervação (DUPONT-VERSTEEGDEN, 2006;  FANZANI et al., 2012). 

Além disto, é bem sabido que a ativação de células satélites participa da formação de novas 

fibras sem contribuir para adição de proteínas nas fibras atróficas já existentes. 

Neste estudo examinamos, pela primeira vez, se a prevenção da atrofia estaria 

relacionada à influência da LTBI na autofagia. Isto baseia-se no fato de que: o fluxo autofágico 

mais precisamente a degradação lisossomal está aumentada na atrofia contribuindo para a 

degradação de proteínas no músculo desnervado (SCHIAFFINO; HANZLIKOVA, 1972), e 

que a LTBI atenua a atrofia muscular em outros modelos experimentais (NAKANO et al., 2009;  

LAKYOVA et al., 2010;  MONICI et al., 2013).Além disto, há um estudo mostrando que a 

LTBI modula a expressão de genes autofágicos em modelo experimental de mucosite 

(BOSTANCIKLIOGLU et al., 2015). 

A autofagia foi avaliada através da quantificação da razão entre a proteína LC3-II 

e LC3-I. Este procedimento vem sendo empregado em estudos dessa natureza e baseia-se no 

fato de que durante a formação das vesículas autofágicas a proteína LC3-I é clivada e conjugada 

pela fosfatidiletanolamina transformando-se em LC3-II. Portanto, o aumento da razão indica 

aumento na formação vesicular (ZHAO et al., 2007). 

Note-se que aos 5 dias após a desnervação a razão LC3-II/ LC3-I não foi diferente 

entre os músculos dos três grupos experimentais (Figura 5). Este fato indica que nesse período 

não houve alteração na formação de vesículas autofágicas. Esse resultado está em conformidade 

com um estudo anterior no qual a autofagia não sofreu alteração nos 0, 3 e 7 dias após a 

desnervação (RIZZATO, 2014). Portanto, é possível que a atenuação da atrofia pela LTBI, 

nesse período tenha ocorrido através de outros mecanismos que não aquele relacionado à 

formação de vesículas, como por exemplo, influência sobre a síntese proteica e proteólise. 

Note-se também o aumento significativo (5.74 vezes) na razão LC3-II/ LC3-I entre 

os músculos do Grupo Controle e aqueles que mantiveram-se desnervados por 14 dias. Isto 

indica que nesse período houve aumento da formação de vesículas autofágicas. De outro lado, 
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não houve alteração significativa na razão LC3-II/ LC3-I do Grupo Laser quando comparado 

ao Grupo Lesão, embora observamos uma tendência de diminuição da mesma (27%). Assim, 

nos parece que a prevenção da atrofia, no protocolo aqui adotado, não está associada aos efeitos 

da LTBI sobre a autofagia. 

Os resultados advindos da técnica immunoblotting a respeito da autofagia e acima 

discutidos foram corroborados com nossas observações pela imunofluorescência conforme 

nota-se nas figuras 7 e 8. 

Interessante também mencionar que, embora não tenha aspecto quantitativo, a 

análise da ultraestrutura demonstrou que o laser não provocou lesão das fibras musculares. 

Além disto, o fato de aparentemente as mitocôndrias estarem dispostas na região subsarcolemal 

do Grupo Lesão está de acordo com a literatura, embora não se encontre explicações definitivas 

para esses achados (CARLSON, 2014). 

O acima exposto permite-nos propor a possibilidade de que a LTBI seja empregada 

como um método adjuntivo à eletroestimulação, o padrão ouro no tratamento da atrofia por 

desnervação. Esta proposição baseia-se em dois pontos. O primeiro diz respeito a factibilidade 

do emprego da LTBI por parte dos pacientes. Trata-se de um procedimento indolor, fácil 

manuseio e, portanto possível de ser efetuado pelo próprio paciente. Caberia também em casos 

em que a eletroestimulação está contra indicada, como em pacientes com lesões nervosas, 

porém que apresentam lesões cutâneas abertas. Segundo, isto pode ser vantajoso sob o ponto 

de vista biológico: é possível que os mecanismos moleculares e celulares através dos quais a 

LTBI atua na atenuação da atrofia sejam distintos daqueles resultantes da eletroestimulação. 

Sugere-se que a LTBI, como método adjuntivo à eletroestimulação, poderia ser vantajosa em 

relação a monoterapia pela eletroestimulação, no tratamento da atrofia por desnervação. 
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6. CONCLUSÃO 
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Neste estudo a LTBI, atenuou a atrofia induzida por desnervação em músculo tibial 

anterior de camundongos adultos jovens, mas sem intervir no processo autofágico. 
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