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RESUMO 

 

A epidemia global da obesidade é um problema crescente e diversas doenças estão associadas 

a ela, como o diabetes mellitus do tipo 2 (DM2). O DM2 é caracterizado por resistência à 

insulina (RI). Em estudos anteriores observamos que a fotobiomodulação (PBM - 

photobiomodulation) melhorou a sinalização da insulina em adipócitos de camundongos 

alimentados com dieta hiperlipídica. Diante disso, o objetivo deste estudo foi investigar se a 

PBM também melhora a sinalização da insulina em células musculoesqueléticas e os 

mecanismos envolvidos. No primeiro experimento, camundongos (Swiss albino) machos 

receberam dieta controle pobre em gordura (LFC - low-fat control) ou dieta rica em gordura 

(HFD - high-fat diet) por 12 semanas. Da 9ª a 12ª semana, receberam tratamento SHAM ou 

PBM (630  20 nm; 780 mW/cm2; 31,2 J/cm2; 60 J) sendo subdivididos em: LFC-SHAM (n = 

8), LFC-PBM (n = 8), HFD-SHAM (n = 9) e HFD-PBM (n = 9). A PBM foi aplicada em 5 

pontos: centro do abdômen e membros superiores e inferiores, 1 vez ao dia, 5 dias por 

semana, durante 4 semanas. A PBM reverteu a deficiência da fosforilação da proteína quinase 

B (PKB/Akt) na serina 473 (ser473) e inibiu o aumento do conteúdo de β-L-hidroxiacil-CoA 

desidrogenase (HADH) e de mitofusina-2, induzidos pela HFD no quadríceps. No segundo 

experimento, mioblastos de camundongos (C2C12), após diferenciação, foram cultivados em 

meio high glucose apenas, controle (CTRL), ou contendo ácido palmítico (PAL), oleato de 

sódio e L-carnitina para indução da RI. Depois, receberam tratamento SHAM ou PBM (660 e 

850 nm; 9,16 e 19,71 mW/cm2; 2 ou 4 ou 8 J/cm2; 24,4 ou 52,4 ou 76,8 J) aplicado 1 vez. A 

PBM, nas doses de 4 ou 8 J/cm2, reverteu a deficiência da fosforilação da Akt (ser473) e da 

atividade máxima da citrato sintase e o aumento da fosforilação da c-Jun NH(2) terminal 

quinase (JNK) (thr183/tyr185), induzidos pelo ácido palmítico. Além disso, nas doses de 2, 4 

ou 8 J/cm2, a PBM reverteu o aumento do conteúdo de mitofusina-2 e da atividade da 

superóxido dismutase (SOD), induzidos pelo ácido palmítico. Em conclusão, a PBM 

melhorou a sinalização da insulina nas células musculoesqueléticas, in vivo e in vitro, e esse 

efeito parece envolver a modulação do estado redox e da função mitocondrial, além da 

atenuação da ativação de quinases de estresse. 

 

Palavras-chave: Diodo emissor de luz. Terapia com fotobiomodulação. Obesidade. Diabetes 

mellitus tipo 2. Disfunção mitocondrial. Desequilíbrio redox. Inflamação. Lipotoxicidade. 

Tecido muscular. Células C2C12. 



 

 

 

ABSTRACT 

 

The global obesity epidemic is a growing problem and several diseases are associated with it, 

such as type 2 diabetes mellitus (DM2). DM2 is characterized by insulin resistance. In 

previous studies, we observed that photobiomodulation (PBM) improved glucose tolerance 

and insulin signaling in epididymal adipose tissue, in mice fed a high-fat diet (HFD). 

Therefore, the objective of this study was to investigate whether PBM also improves insulin 

signaling in musculoskeletal cells and mechanisms involved. In the first experiment, male 

mice (Swiss albino) received a low-fat control diet (LFC) or HFD for 12 weeks. From the 9th 

to the 12th week, they received SHAM treatment or PBM (630  20 nm; 780 mW/cm2; 31,2 

J/cm2; 60 J) being subdivided into: LFC-SHAM (n = 8), LFC-PBM (n = 8), HFD-SHAM (n = 

9) and HFD-PBM (n = 9). The PBM was applied transcutaneously at 5 points: left and right 

quadriceps muscle, upper limbs and center of the abdomen, 1 time/day, 5 days/week, for 4 

weeks. PBM reversed the deficiency of protein kinase B (PKB/Akt) serine 473 (ser473) 

phosphorylation and inhibited the HFD-induced increase in β-L-hydroxyacyl-CoA 

dehydrogenase (HADH) and mitofusine 2 content in the quadriceps. In the second 

experiment, mice myoblasts (C2C12), after differentiation, were cultured in high glucose 

medium only, control (CTRL), or containing palmitic acid (PAL), sodium oleate and L-

carnitine to induce insulin resistance. Then they received SHAM treatment or PBM (660 and 

850 nm; 9,16 and 19,71 mW/cm2; 2 or 4 or 8 J/cm2; 24,4 or 52,4 or 76,8 J), applied 1 time. 

PBM, at doses of 4 or 8 J/cm2, reversed the deficiency of Akt (ser473) phosphorylation and 

citrate synthase activity and the increase in c-Jun NH(2) terminal kinase (JNK) 

(thr183/tyr185) phosphorylation, induced by palmitic acid. Furthermore, at doses 2, 4 or 8 

J/cm2, PBM reversed the increase in mitofusin-2 content and superoxide dismutase (SOD) 

activity, induced by palmitic acid. In conclusion, PBM improved intracellular insulin 

signaling in musculoskeletal cells, in vivo and in vitro, and this effect appears to involve 

modulation of redox state and mitochondrial function, in addition to attenuation of stress 

kinase activation. 

 

Keywords: Light-emitting diode. Photobiomodulation. Obesity. Type 2 diabetes mellitus. 

Mitochondrial dysfunction. Redox imbalance. Inflammation. Lipotoxicity. Muscle tissue. 

C2C12 cells. 
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1 INTRODUÇÃO 

 
Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS), em 2016, mais de 1,9 bilhão 

(39%) de adultos, em todo o planeta, tinham sobrepeso, ou seja, possuíam o índice de massa 

corporal (IMC) igual ou superior a 25 kg/m2, e desses, mais de 650 milhões (13%) tinham 

obesidade, IMC igual ou superior a 30 kg/m2 (WHO, 2021a). No Brasil, dados recentes 

mostram que o sobrepeso já atinge 57,2% dos adultos (59,9% dos homens e 55,0% das 

mulheres) e a obesidade aproximadamente 22,4% dos adultos (22,0% dos homens e 22,6% 

das mulheres) (BRASIL, 2022). Estima-se que ocorram mais de 2,8 milhões de mortes em 

decorrência de sobrepeso ou obesidade a cada ano, em todo o mundo (WHO, 2021b). A fim 

de colocar esse número em perspectiva, de 17 de novembro de 2019 até o dia 27 de agosto de 

2022 foram registradas 6.485.188 mortes associadas ao vírus SARS-CoV-2 (JHU, 2022), 

causador da COVID-19. Esse número corresponde a uma média de 2.161.729 de mortes por 

ano. Apesar de ser um número alto, ainda está abaixo do número de óbitos anuais 

relacionados ao sobrepeso e à obesidade. É importante destacar também que o risco de morrer 

por COVID-19 é maior em pacientes com obesidade (TARTOF et al., 2020; BELCHIOR-

BEZERRA et al., 2022). 

O aumento da disponibilidade de ácidos graxos, característico da obesidade, pode 

sobrecarregar a capacidade das células do organismo de oxidar tais moléculas, levando à 

deposição de gordura ectópica em tecidos como o muscular esquelético e o hepático. Como 

consequência, ocorre o acúmulo de lipídeos no meio intracelular, que interferem no processo 

de sinalização da insulina (CHAVEZ e SUMMERS, 2003; SHI et al., 2006; DAVIS et al., 

2009; HOLLAND et al., 2011; HASSAN et al., 2016). Essa interferência culmina em 

prejuízos na capacidade da insulina em inibir a produção endógena de glicose no fígado e em 

estimular a captação de glicose nos tecidos muscular esquelético e adiposo, caracterizando o 

quadro de resistência à insulina (RI) (SAMUEL e SHULMAN, 2016). Por sua vez, essas 

alterações levam ao aumento nas concentrações circulantes de glicose, o que exige maior 

produção de insulina pelas células beta pancreáticas, como compensação, para manter a 

homeostase glicêmica. A persistência dessas alterações pode levar ao estresse e ao colapso 

das células beta, reduzindo drasticamente a disponibilidade de insulina, que em associação à 

RI agravada, resultará em hiperglicemia crônica e diabetes mellitus do tipo 2 (DM2) (SHIM et 

al., 2020). 

Como visto, a RI é uma condição primária no curso do DM2 e, apesar dos 

mecanismos de seu desenvolvimento ainda não estarem totalmente elucidados, há evidências 
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da participação de pelo menos três fatores cruciais nesse processo. Diversos estudos mostram 

que o aumento dos ácidos graxos livres está associado à elevação na produção de espécies 

reativas, moléculas instáveis aptas a transformarem outras moléculas com as quais reagem, 

culminando no desequilíbrio redox (DUVAL et al., 2007; LAMBERTUCCI et al., 2008). E 

há evidências da contribuição do desequilíbrio redox para o desenvolvimento da RI (PILON 

et al., 2010; ZHAI, BALLINGER e MESSINA, 2011; CHATTOPADHYAY et al., 2015; 

RANI et al., 2016). O desbalanço entra a produção das espécies reativas e os mecanismos 

antioxidantes, característico do desequilíbrio redox, pode afetar a mitocôndria, levando à 

disfunção dessa organela (SCHRAUWEN e HESSELINK, 2004; INDO et al., 2007). Estudos 

mostram que a disfunção mitocondrial também está associada ao comprometimento da via de 

sinalização intracelular da insulina e desenvolvimento da RI (MONTGOMERY e TURNER, 

2015; SERGI et al., 2019). A disfunção mitocondrial favorece o acúmulo intracelular de 

intermediários lipídicos, que interferem na sinalização da insulina, prejudicando o 

metabolismo da glicose. Outra forma pela qual os ácidos graxos interferem na sinalização 

intracelular da insulina é por meio da ativação de proteínas quinases ativadas por mitógeno 

(MAPK), também conhecidas como quinases de estresse. Essas proteínas regulam diversas 

funções celulares, incluindo a proliferação, diferenciação, migração e apoptose (VESELY et 

al., 2009). Entretanto, as quinases de estresse também podem exercer outras ações, 

promovendo alterações que afetam a sinalização da insulina e, consequentemente, o 

metabolismo da glicose (HIROSUMI et al., 2002; CUENDA e ROUSSEAU, 2007). 

Tendo em vista a estreita associação entre a disfunção mitocondrial e a RI, não 

surpreende que intervenções que melhoram a função da mitocôndria no músculo esquelético 

(MARTINS et al., 2012) e em adipócitos (KUSMINSKI e SCHERER, 2012) têm o potencial 

de aumentar a sensibilidade à insulina nesses tecidos e sistemicamente. As estratégias, não 

farmacológicas, tradicionalmente utilizadas para tratar a RI, justamente por melhorarem a 

função mitocondrial e outros parâmetros associados à RI, são a restrição calórica 

(CIVITARESE et al., 2007; NISOLI et al., 2005) e o treinamento físico (TOLEDO et al., 

2007). Mas, apesar de apresentarem bons resultados, essas intervenções apresentam baixa 

aderência por parte da população (CATENACCI e WYATT, 2007; BLÜHER, 2019). 

Considerando o crescente número de pessoas com obesidade, faz-se necessária a investigação 

de outras terapias para tratamento da RI e prevenção ou atenuação do DM2. 

A fotobiomodulação (PBM - photobiomodulation, do inglês) é uma abordagem 

terapêutica não-invasiva, segura, economicamente viável e inovadora (HAMBLIN, 2017a), 

baseada na aplicação de luz de baixa intensidade (menor ou igual a 10 W/cm²) (POSTEN et 
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al., 2005). Dois importantes parâmetros que influenciam os efeitos fotobiológicos da PBM 

são o comprimento de onda (HAMBLIN e DEMIDOVA, 2006) e a dose, também chamada de 

densidade de energia ou fluência (ZEIN, SELTING e HAMBLIN, 2018). Os comprimentos 

de onda vermelho e infravermelho são, descritos até agora, como os de maior bioatividade 

(HAMBLIN e DEMIDOVA, 2006; KARU, 2010; HAMBLIN, 2017a). E há evidências de 

que a associação desses comprimentos de onda pode induzir efeitos diferentes dos produzidos 

pela utilização de cada um separadamente (LIMA, SERGIO e FONSECA, 2020). Em relação 

à dose, estudos mostram que seu aumento é positivo até certo ponto, a partir do qual seus 

efeitos tornam-se nulos ou prejudiciais (CHUNG et al., 2012; HAMBLIN, 2017a). 

Há evidências in vitro (FERRARESI et al., 2015) e in vivo (SILVEIRA et al., 

2019) de que a PBM melhora a função mitocondrial em células musculares esqueléticas. E os 

efeitos da PBM sobre a função mitocondrial parecem envolver a redução do desequilíbrio 

redox (TATMATSU-ROCHA et al., 2016; HEO et al., 2019) e atenuação da ativação de vias 

inflamatórias (YOSHIMURA, SABINO e RIBEIRO, 2016; SANTOS et al., 2020) que 

contribuem para ativação de quinases de estresse (TUNCMAN et al., 2006). Em trabalhos 

anteriores, mostramos que a PBM reduziu a RI em adipócitos de camundongos alimentados 

com dieta rica em gordura (HFD - high fat diet, do inglês), também chamada de hiperlipídica 

(SILVA et al., 2018, 2020). Paralelamente aos nossos estudos e ao encontro dos nossos 

resultados, Gong et al., (2020, 2021) mostraram que a PBM com comprimento de onda 

vermelho melhorou a ativação da proteína quinase B (PKB/Akt) em adipócitos IR-3T3-L1 e 

em miotubos IR-L6, contribuindo para a redução da RI em modelos de DM2. Em conjunto, 

esses achados mostram que a PBM exerce efeitos positivos sobre a RI, possivelmente 

envolvendo melhora da função mitocondrial. 

Apesar dos resultados positivos já descritos sobre a sinalização da insulina em 

adipócitos e células musculares, outros parâmetros da PBM precisam ser explorados. Ainda 

são necessários estudos que investiguem o comportamento dose-resposta nas células 

musculoesqueléticas e os efeitos da PBM com a combinação dos comprimentos de onda 

vermelho e infravermelho sobre a via de sinalização da insulina. Além disso, são necessários 

estudos que elucidem melhor os mecanismos envolvidos. Esses, portanto, são os objetivos 

deste estudo. Nossa hipótese é que a PBM com a combinação dos comprimentos de onda 

vermelho e infravermelho melhorará a sinalização intracelular da insulina em células 

musculares esqueléticas, assim como a PBM com apenas o comprimento de onda vermelho, e 

que isso envolverá a diminuição do desequilíbrio redox, a melhora da função mitocondrial e a 

atenuação da ativação de quinases de estresse. 
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Para testarmos essa hipótese, fizemos dois experimentos. No primeiro, aplicamos 

a PBM, com comprimento de onda vermelho, na dose de 31.2 J/cm2, em camundongos, para 

avaliarmos os efeitos sobre a sinalização da insulina no músculo esquelético e mecanismos 

subjacentes. No segundo, investigamos os efeitos da PBM, com a combinação dos 

comprimentos de onda vermelho e infravermelho, em diferentes doses (2, 4 ou 8 J/cm²), sobre 

a sinalização intracelular da insulina em miotubos C2C12 e mecanismos envolvidos. 

 

 



20 

 

 

2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 Obesidade e DM2 

 

A obesidade segue em uma obstinada ascensão, em nível mundial, e esse aumento 

em sua prevalência está associado a diversas causas (CABALLERO, 2019). Dentre essas 

causas destacam-se o aumento na disponibilidade de alimentos de alto valor energético 

(RICO-CAMPÀ et al., 2019) e a redução da demanda energética diária, em razão da 

urbanização e do desenvolvimento de máquinas que reduzem o esforço físico humano 

(GUTHOLD et al., 2018). Esses fatores ambientais, somados a fatores genéticos, influenciam 

a expressão fenotípica da obesidade, que é caracterizada pelo ganho excessivo de massa 

associado ao aumento do tecido adiposo, levando a alterações metabólicas (BLÜHER, 2019). 

As consequências do sobrepeso e obesidade são inúmeras. Dados da OMS 

apontam que o IMC elevado é um fator de risco para doenças não transmissíveis, como alguns 

tipos de câncer, doenças cardiovasculares e DM2 (WHO, 2021a). Essas doenças estão entre as 

principais razões de morte no mundo. O diabetes, por exemplo, já é considerado uma 

epidemia global, sendo classificado como a nona principal causa de óbitos em todo o planeta, 

em 2019 (WHO, 2020). Em 2019, aproximadamente 1,5 milhão de mortes foram atribuídas 

diretamente ao diabetes, sobretudo ao DM2, que é o mais comum (WHO, 2022). Apesar de 

nem todos os portadores de DM2 apresentarem sobrepeso ou obesidade, a maioria dos casos 

ocorre nesses indivíduos (RENDINA-RUEDY e SMITH, 2016). 

O DM2 é caracterizado pela RI associada à incapacidade das células beta 

pancreáticas em manterem concentrações suficientes de insulina, o que resulta em 

hiperglicemia e glicotoxicidade (SHIM et al., 2020). Perifericamente, a RI reduz a captação 

de glicose pelo tecido muscular esquelético e adiposo. Outro efeito da RI é que ela prejudica a 

supressão da lipólise mediada pela insulina e, como consequência, a oferta aumentada de 

ácidos graxos livres interfere ainda mais no transporte de glicose no músculo esquelético. 

Além disso, a RI leva ao aumento da produção hepática de glicose (EIKENBERG e DAVY, 

2013). A princípio, essa elevação nos níveis de glicose circulante é compensada pelo aumento 

da secreção de insulina, porém, se o aumento da glicemia é mantido por longos períodos, 

observa-se o efeito glicotóxico. Ou seja, a RI é intensificada, aumentando a demanda por 

insulina, o que sobrecarrega as células beta do pâncreas, culminando na disfunção dessas 

células. O estágio inicial dessa disfunção consiste em tolerância à glicose diminuída, também 

denominada de intolerância à glicose (KAHN, 1997), que pode progredir para hiperglicemia 
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crônica e DM2 (STUMVOLL, GOLDSTEIN e VAN HAEFTEN, 2005; KAHN, HULL e 

UTZSCHNEIDER, 2006; SCHENK, SABERI e OLEFSKY, 2008; KALUPAHANA, 

MOUSTAID-MOUSSA e CLAYCOMBE, 2012; CZECH, 2017). 

 

2.2 Sinalização da insulina e captação de glicose 

 

A insulina é um importante hormônio peptídico anabólico de 51 aminoácidos, 

fundamental para a manutenção do metabolismo de glicose, lipídeo e proteína, participando 

ainda dos processos de diferenciação e crescimento celular (PESSIN e SALTIEL, 2000). 

Após as refeições, o aumento na concentração plasmática de glicose e aminoácidos estimula 

as células β das ilhotas pancreáticas de Langerhans a secretarem insulina (TAGER et al., 

1979), que reduz a produção endógena de glicose, através da inibição da glicogenólise e 

gliconeogênese hepáticas e aumenta sua captação periférica, especialmente pelos miócitos e 

adipócitos. Concomitantemente, esse hormônio diminui a degradação e aumenta a síntese 

proteica, enquanto reduz a lipólise no tecido adiposo e aumenta a lipogênese no fígado 

(SALTIEL e KAHN, 2001). 

Como já mencionado, uma das principais ações da insulina é estimular a captação 

de glicose pelos tecidos muscular e adiposo. Para exercer suas ações intracelulares a insulina 

primeiramente precisa ligar-se ao receptor específico de membrana, o receptor de insulina (IR 

- insulin receptor, do inglês), uma proteína heterotetramérica com atividade quinase 

intrínseca, composta por duas subunidades extracelulares alfa (α), de 135 kilodáltons (kDa) 

cada, dispostas simetricamente e que se ligam, cada uma delas, por pontes de dissulfeto, a 

uma das duas subunidades transmembranas β, cada uma com 95 kDa, inibindo sua atividade 

tirosina quinase intrínseca (FIGURA 1; SALTIEL e KAHN, 2001). Ao ligar-se às 

subunidades α dessa enzima alostérica, a insulina induz mudanças conformacionais, 

aproximando os domínios quinase, permitindo a autofosforilação cruzada dos resíduos de 

tirosina (1158, 1162, 1163) das próprias subunidades β. Isso cria sítios para ancoragem dos 

substratos do receptor de insulina (IRS - insulin receptor substrate, do inglês). Os IRS 

ancorados são também fosforilados em seus resíduos de tirosina. Esses resíduos de 

fosfotirosina dos IRS são sítios de reconhecimento para moléculas contendo domínios com 

homologia ao coativador do receptor de esteroide 2 (Src2) (SH2) (SALTIEL e KAHN, 2001; 

KAHN, HULL e UTZSCHNEIDER, 2006). 

Já foram descritos seis membros da família dos IRS (WHITE, 1998; CAI et al., 

2003). Dentre estes, o IRS1 e o IRS2 destacam-se em relação ao metabolismo e controle 
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glicêmico (SUN et al., 1991; PREVIS et al., 2000; BOUCHER, KLEINRIDDERS e KAHN, 

2014). Dessa forma, a fosforilação em tirosina dos IRS1 e IRS2, pelo IR, permite associação 

desses, através do domínio de ligação SH2, com a subunidade regulatória p85 da 

fosfoinositídeo 3-quinase (PI3K) que, por sua vez, ativa a subunidade catalítica p110 da PI3K, 

através da região inter-SH2, recrutando-a para as proximidades da membrana plasmática e 

promovendo a fosforilação dos fosfoinositídeos (PI) na posição 3 do anel de inositol. Como 

resultado dessa sequência de eventos, ocorre a formação do fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato 

(PIP3), que ativa a quinase dependente de fosfoinositídeos 1 (PDK1). A enzima PDK1 é uma 

proteína quinase serina/treonina que fosforila e ativa outras serina/treonina quinases, 

incluindo a PKB também conhecida como Akt. A Akt é parcialmente ativada por fosforilação 

de treonina 308 pela PDK1. A ativação completa requer fosforilação do resíduo serina 473, 

que pode ser catalisado por diversas proteínas, dentre elas a PDK2 (BACKER, MYERS et al., 

1992; BACKER, SCHROEDER et al., 1992; SALTIEL e KAHN, 2001). 

A Akt, quando ativada, fosforila e inativa seu substrato de 160 kDa (AS160), uma 

proteína que apresenta domínio GAP (proteínas ativadoras de GTPases) específico para 

proteínas reguladoras do tráfego de vesículas (Rab). Quando o domínio GAP da AS160 é 

inibido, ocorre a conversão das Rabs em suas formas ativas levando a reorganização do 

citoesqueleto e translocação do transportador de glicose 4 (Glut-4) para a membrana da 

célula, ocorrendo assim a captação de glicose pelas células dos tecidos muscular e adiposo 

(SALTIEL e KAHN, 2001). Essa proteína pertence a uma família de facilitadores de 

transporte, da qual fazem parte 12 tipos distintos, dentre os quais, apenas o Glut-4 está 

predominantemente localizado em compartimentos intracelulares (BROWN e DEMPSEY, 

2000; KANZAKI, 2006). O Glut-4 é rapidamente internalizado, por endocitose dependente de 

clatrina, sendo reencaminhado para o armazenamento em compartimentos intracelulares, 

quando finalizado o estímulo da insulina (WATSON e PESSIN, 2001; KANZAKI, 2006). 

Após ser ativado, o receptor de insulina não sofre autodesativação, sendo 

necessário, portanto, um processo catalisado por proteínas fosfatases de tirosina, que 

interagem diretamente com o receptor de insulina e retiram fosfatos de importantes sítios de 

fosforilação, reduzindo a atividade e revertendo o receptor ao seu estado de quinase inativa 

(YOUNGREN, 2007). O sinal de ativação da via PI3K/Akt pode ser cessado, por exemplo, 

por fosfatases que atuam sobre PIP3 através da retirada do fosfato na posição 3 do anel de 

inositol (WIJESEKARA et al., 2005). Outro mecanismo de regulação da sinalização da 

insulina é a fosforilação em resíduos de serina e/ou treonina do receptor de insulina e de seus 

substratos (COPPS e WHITE, 2012). 
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Figura 1 - Via de sinalização da insulina. O receptor de insulina quando ativado promove a fosforilação de 
resíduos de tirosina de vários substratos proteicos, como IRS, resultando na ativação de vias de sinalização 
intracelulares. Dentre essas vias destaca-se a PI3K que, quando ativada, promove a translocação de 
transportadores de glicose, como o Glut-4, levando à captação de glicose. Adaptada de Saltiel e Kahn (2001). 

 

Segundo Hançer et al. (2014) a insulina tem uma contribuição importante na 

fosforilação dos resíduos de serina/treonina do IRS, uma vez que grande parte desses resíduos 

é fosforilada na presença desse hormônio. Dessa forma, fisiologicamente, a fosforilação de 

serina/treonina do receptor de insulina e de seus substratos funciona como um mecanismo de 

feedback que se desenvolve durante a estimulação da insulina. Porém, em uma situação 

patológica, como na obesidade, esse mecanismo pode ser hiperativado por quinases de 

estresse, inibindo a sinalização da via e caracterizando a RI (HIROSUMI et al., 2002). 

 

2.3 Bases moleculares da RI no contexto da obesidade 

 

A RI corresponde a uma diminuição na capacidade desse hormônio em estimular 

a utilização de glicose, dentre outras alterações, devido à deficiência no seu receptor ou 

defeito em algum mecanismo pós-receptor (DANDONA, ALJADA e BANDYOPADHYAY, 

2004). Como visto, a ligação da insulina ao seu receptor inicia uma cascata de fosforilação 

que culmina na exocitose de vesículas que armazenam o Glut-4, promovendo sua translocação 
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para a membrana plasmática, resultando em uma maior absorção de glicose pelos tecidos 

alvos. Alterações em qualquer etapa da sinalização da insulina impedirão que esse hormônio 

exerça sua função de maneira adequada, caracterizando a RI, na qual as concentrações 

fisiológicas deste hormônio não são suficientes para induzir seus efeitos metabólicos. 

Como descrito, a Akt é uma proteína chave na sinalização da insulina. Nesse 

sentido, diversos trabalhos mostraram que prejuízo na atividade da Akt estimulada pela 

insulina, em células C2C12 tratadas com palmitato (CHAVEZ e SUMMERS, 2003; FENG et 

al., 2012), no músculo esquelético de roedores em modelos de obesidade induzida 

geneticamente ou por dieta (SHAO et al., 2000; CHO et al., 2001; TREMBLAY et al., 2001) 

e humanos com RI e DM2 (KROOK et al., 1998; ZIERATH, KROOK e WALLBERG-

HENRIKSSON, 1998; BROZINICK, ROBERTS e DOHM, 2003; KARLSSON et al., 2005; 

COZZONE et al., 2008; HØJLUND et al., 2009; TONKS et al., 2013), está correlacionado 

com redução na captação de glicose. Portanto, é sugerido que a redução na ativação de Akt 

estimulada por insulina, no músculo esquelético, diminui a translocação de Glut-4 e a 

captação de glicose. 

Os ácidos graxos saturados prejudicam a sensibilidade à insulina in vivo e in vitro 

(CHAVEZ e SUMMERS, 2003; SHI et al., 2006; DAVIS et al., 2009; HOLLAND et al., 

2011). Eles interferem na sinalização da insulina ativando vias pró-inflamatórias e/ou 

fornecendo substratos para a síntese de lipídios potencialmente prejudiciais, como o 

diacilglicerol e as ceramidas. Os ácidos graxos saturados ativam os receptores do tipo Toll 

(TLR), especialmente o TLR4, que é expresso em diversos tecidos, inclusive no músculo 

esquelético, para estimular os processos pró-inflamatórios a jusante (CHAVEZ e SUMMERS, 

2003; SHI et al., 2006; DAVIS et al., 2009; HOLLAND et al., 2011; TAO et al., 2017). Há 

evidências de que o ácido palmítico, referido como C16:0 (onde C16 indica o número de 

átomos de carbono e 0 indica o número de ligações duplas), liga-se diretamente à proteína de 

diferenciação mielóide 2 do co-receptor TLR4 (MD2, também conhecida como Ly96). O 

knockdown ou a inibição da MD2 impediu a resposta pró-inflamatória ao ácido 

palmítico (WANG et al., 2017).  

A ativação de TLR4 inicia a sinalização de vias intracelulares envolvendo 

proteínas adaptadoras, como a proteína de resposta primária de diferenciação mieloide 88 

(MYD88) e o interferon-β, que é indutor da molécula adaptadora contendo domínio TIR 

(TRIF, também conhecida como TICAM1), que ativam vias pró-inflamatórias para aumentar 

a produção de citocinas pró-inflamatórias. Essas citocinas pró-inflamatórias induzem cascatas 

de sinalização feedforward para exacerbar os efeitos pró-inflamatórios. Acredita-se que a 
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ativação da I kappa B quinase beta (IKKβ) e da JNK, mediada por TLR4, provavelmente via 

MYD88, medeia diretamente a RI induzida por ácidos graxos saturados. De fato, 

camundongos knockout para IKKβ e JNK são protegidos da resistência à insulina induzida 

por HFD (YUAN et al., 2001; HIROSUMI et al., 2002), mas o mecanismo ainda precisa ser 

elucidado.  

Os ácidos graxos saturados são ainda substratos para diacilglicerol e ceramidas, 

que também podem prejudicar a ação da insulina. O diacilglicerol e outros acil CoA, em 

excesso, ativam as isoformas da proteína quinase C (PKC) que, por sua vez, diminuem as 

atividades da PI3K e do ISR-1 na via de sinalização da insulina para captação de glicose, nas 

células musculoesqueléticas (ERION e SHULMAN, 2010; SZENDROEDI et al., 2014). Já as 

ceramidas, em excesso, ativam a proteína fosfatase 2A (PP2A) e a PKC-zeta, contribuindo 

também para a inibição da captação de glicose estimulada pela insulina no músculo 

esquelético (CHAURASIA e SUMMERS, 2015; CHEN et al., 2017). 

Outro efeito conhecido dos ácidos graxos saturados no contexto da RI associada à 

obesidade é o desequilíbrio redox. O desequilíbrio redox corresponde ao desbalanço entre a 

produção e a remoção de espécies reativas de oxigênio (ROS - reactive oxygen species, do 

inglês) e de nitrogênio (RNS - reactive nitrogen species, do inglês) (SIES e JONES, 2007). 

As espécies reativas participam na modulação de várias condições fisiológicas importantes 

como a ativação da expressão gênica, de receptores da sinalização celular e no controle do 

tônus vascular (ALLEN e TRESINI, 2000; HEHNER et al., 2000; HENSLEY et al., 2000). 

No entanto, quando a produção de ROS e RNS excede a capacidade antioxidante, elas 

induzem processos danosos. Os lipídeos são os alvos biológicos mais comuns de oxidação 

pelas ROS e RNS, processo denominado peroxidação lipídica (GATÉ et al., 1999; 

HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007), mas as proteínas também podem sofrer danos 

oxidativos (SHACTER, 2000), assim como o ácido desoxirribonucleico (DNA) (MAYNE, 

2003).  

Existem dois mecanismos antioxidantes endógenos, encontrados nos meios intra e 

extracelulares, com a finalidade de controlarem os efeitos das espécies reativas nas células, os 

enzimáticos e os não-enzimáticos (POWERS e LENNON, 1999). Os antioxidantes 

enzimáticos catalisam reações com a finalidade de removerem as espécies reativas ou 

reduzirem as moléculas oxidadas. As principais enzimas antioxidantes são a superóxido 

dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx), glutationa redutase (GR), 

glutationa S-transferase (GST), peroxirredoxinas e tiorredoxinas. Os antioxidantes não-

enzimáticos possuem a capacidade de interromperem reações de oxidorredução e os principais 
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incluem a glutationa reduzida (GSH), ácido ascórbico (vitamina C), vitamina E ácido úrico 

(WAYNER et al., 1987; SIES e STAHL, 1995; POWERS e JACKSON, 2008). 

Algumas moléculas podem ser usadas como marcadores de estado redox da célula 

ou tecido. A maioria das espécies reativas têm meia vida curta e reagem rapidamente com 

biomoléculas. Os principais marcadores de estado redox são as substâncias reativas ao ácido 

tiobarbitúrico (TBARS - thiobarbituric acid-reactive substances, do inglês), que indicam 

dano oxidativo aos lipídeos (ESTERBAUER, SCHAUR e ZOLLNER, 1991), e os derivados 

carbonílicos em proteínas, que indicam dano oxidativo a proteínas (LEVINE et al., 1994). 

Modelos celulares de RI apresentam persistente aumento na produção de ROS 

(HOUSTIS, ROSEN e LANDER, 2006). Animais tratados com agentes oxidantes têm piora 

na RI (OGIHARA et al., 2004; BLOUET et al., 2007), enquanto animais tratados com 

antioxidantes apresentam maior sensibilidade à insulina (ZHAI, BALLINGER e MESSINA, 

2011). Foram observados, em pacientes com obesidade, o aumento da peroxidação lipídica e 

de marcadores de dano oxidativo a proteínas, concomitantemente à redução da atividade de 

enzimas antioxidantes mitocondriais (SOD e GPx) (CHATTOPADHYAY et al., 2015). 

Ademais, evidências mostram que o DM2 está associado com o aumento na formação de ROS 

e RNS e com a redução do potencial antioxidante (RANI et al., 2016). Em conjunto, esses 

achados mostram o importante papel exercido pelo desequilíbrio redox no desenvolvimento 

da RI. 

As mitocôndrias estão expostas às ROS e também às RNS, seja pelo óxido nítrico 

produzido pela iNOS ou por uma isoforma dessa enzima conhecida como NOS mitocondrial 

(mtNOS). Interessante ressaltar que a iNOS tem sua expressão induzida por citocinas pró-

inflamatórias, como IL-1β e TNF (NAIK e DIXIT, 2011). Uma vez ativada, essa enzima 

produz grandes quantidades de NO e por longos períodos de tempo (BROWN, 2001). 

Ademais, foi demonstrado que ROS atuam como moléculas sinalizadoras para a síntese de 

citocinas pró-inflamatórias (NAIK e DIXIT, 2011), que podem aumentar a produção de NO 

pela iNOS, causando uma ação em cadeia de aumento na produção de ROS e RNS e de 

citocinas pró-inflamatórias. A exposição das mitocôndrias por longo prazo ao desequilíbrio 

redox pode danificar sua estrutura e DNA, o que pode resultar em disfunção mitocondrial 

(SCHRAUWEN e HESSELINK, 2004; INDO et al., 2007). Além disso, diversas evidências 

apontam para a participação de RNS no bloqueio da respiração mitocondrial por meio da 

ligação reversível do NO com a citocromo c oxidase (BROWN, 2001), a última enzima da 

cadeia transportadora de elétrons que catalisa a formação de água e também transloca prótons 

para o espaço intermembranoso mitocondrial, criando o gradiente eletroquímico responsável 
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pela síntese de adenosina trifosfato (ATP) por meio da ATP sintase. Uma vez ligado à 

citocromo c oxidase, o NO inibe, portanto, a ação dessa enzima, bloqueando a respiração 

mitocondrial. Sabe-se que o bloqueio da respiração mitocondrial também aumenta a produção 

de ROS (NABBEN et al., 2011). 

Nesse contexto, vários estudos mostraram que a função, conteúdo e capacidade 

oxidativa mitocondrial estão reduzidos em pessoas com obesidade e resistência à insulina e 

com DM2 (HOLLOWAY et al., 2007; SCHRAUWEN-HINDERLING et al., 2007). 

Interessante notar que existem evidências mostrando que ácidos graxos modulam a expressão 

de genes relacionados ao metabolismo da glicose e de lipídeos (SCHMID et al., 2004). 

Schmid et al., (2004) demonstraram que camundongos submetidos à dieta rica em gordura 

apresentavam alteração e redução na expressão de ATP sintase no músculo esquelético. Além 

disso, conteúdo aumentado de lipídeos intramusculares está associado com redução da 

expressão do co-ativador 1-alfa do receptor gama do peroxissoma ativado por proliferação 

(PGC-1α), um regulador chave da biogênese e função mitocondrial, e redução da expressão 

gênica dos complexos respiratórios I, II, III e IV (SPARKS et al., 2005), resultando em 

disfunção e redução na biogênese mitocondrial (PETERSEN et al., 2004). Essas alterações na 

expressão gênica e proteica de enzimas que desempenham papel na função e biogênese 

mitocondrial induzidas por ácidos graxos contribuem para redução da capacidade oxidativa 

levando consequentemente à disfunção mitocondrial. 

Apesar de ainda não estar claro se a disfunção mitocondrial é causa ou 

consequência da RI, evidências apontam uma relação entre essas duas condições 

(HOLLOWAY et al., 2007; SCHRAUWEN-HINDERLING et al., 2007; MONTGOMERY e 

TURNER, 2015; SERGI et al., 2019). Alteração da função mitocondrial foi demonstrada em 

seres humanos e camundongos com obesidade, RI e DM2 (KELLEY et al., 1999; LOWELL e 

SHULMAN, 2005; CIVITARESE e RAVUSSIN, 2008; WILDE et al., 2008; 

YUZEFOVYCH et al., 2013; MONTGOMERY e TURNER, 2015). Especificamente, muitos 

estudos observaram redução da massa mitocondrial no músculo esquelético, na obesidade e 

DM2 (KELLEY et al., 2002; MORINO et al., 2005; RITOV et al., 2005), bem como taxas de 

respiração máxima diminuídas no músculo esquelético em pacientes com DM2 

(MOGENSEN et al., 2007).  

A função mitocondrial está relacionada ao transporte de ácidos graxos, β-

oxidação, atividade do ciclo de Krebs, síntese de acetil coenzima A (acetil-CoA) e atividade 

da cadeia transportadora de elétrons. Foi demonstrado que camundongos, que consumiram 

uma dieta hiperlipídica, desenvolveram RI e diminuição da tolerância à glicose e 
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apresentaram alterações nas proteínas de β-oxidação do músculo esquelético, principalmente 

uma abundância de β-L-hidroxiacil-CoA desidrogenase (HADH), uma enzima chave para β-

oxidação (VENTURA-CLAPIER, GARNIER e VEKSLER, 2008). Também foi observado 

que a citrato sintase, enzima que participa da primeira reação do ciclo de Krebs e que tem sido 

utilizada como biomarcador de conteúdo e função mitocondrial (LARSEN et al., 2012; 

JACOBS et al., 2013), apresentou atividade reduzida, insensível à estimulação por insulina, 

em miotubos estabelecidos a partir de indivíduos com DM2, enquanto a insulina estimulou a 

atividade da citrato sintase em 26 a 33% nos miotubos estabelecidos a partir de indivíduos 

controle magros e obesos, sendo que o efeito estimulador da insulina foi abolido na presença 

de altas concentrações de palmitato (ØRTENBLAD et al., 2005).  

A função da mitocôndria está intimamente relacionada à sua morfologia, que é 

resultado de processos de fusão e fissão, chamados coletivamente de dinâmica mitocondrial 

(WESTERMANN, 2010, 2012). A fusão é controlada por mitofusinas 1 e 2 e gene da atrofia 

óptica do tipo 1 (Opa1) (CIPOLAT et al., 2004; PALMER et al., 2011), enquanto a fissão é 

controlada pela proteína relacionada à dinamina 1 (Drp1) e proteína de fissão 1 (Fis1) 

(NUNNARI et al., 2002; LIESA, PALACÍN e ZORZANO, 2009). Alterações na dinâmica 

mitocondrial foram observados na RI e no DM2 (BACH et al., 2003, 2005; YU, 

ROBOTHAM e YOON, 2006; LIESA, PALACÍN e ZORZANO, 2009; ZORZANO, LIESA 

e PALACIN, 2009; HERŃANDEZ-ALVAREZ et al., 2010; ZORZANO et al., 2010; 

QUIRÓS et al., 2012; LIESA e SHIRIHAI, 2013). 

Martins et al. (2012) propuseram um modelo integrativo no qual a disfunção 

mitocondrial, caracterizada por redução na massa mitocondrial, na síntese de ATP, no 

consumo de oxigênio e na fosforilação oxidativa, teria papel central na RI induzida por ácidos 

graxos. De acordo com esses autores, a obesidade aumenta a concentração circulante e 

consequentemente o conteúdo intramuscular de ácidos graxos, o que por sua vez, reduz a 

expressão de genes envolvidos na biogênese e capacidade oxidativa mitocondrial, além de 

desencadear o desequilíbrio redox por meio da produção de ROS e RNS. Como consequência, 

a massa mitocondrial é reduzida, assim como sua capacidade oxidativa. A redução da 

capacidade oxidativa mitocondrial juntamente com o acúmulo de ácidos graxos 

intramusculares leva a ativação de vias inflamatórias. 

Interessantemente, Coletta e Mandarino (2011) demonstraram que alterações em 

genes e proteínas da via inflamatória contribuem para a disfunção mitocondrial e que isso 

pode levar a redução na oxidação de lipídeos, acúmulo de gordura intramuscular, 

anormalidades na sinalização da insulina e finalmente a RI. A ativação de vias inflamatórias 
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intramusculares leva à ativação de quinases de estresse, como a quinase regulada por sinal 

extracelular (ERK), proteína quinase ativada por mitógeno 38 (p38) e JNK. A ativação dessas 

quinases está relacionada com o desenvolvimento da RI por inibirem a ativação em tirosina 

do IRS1, um passo intracelular fundamental para captação de glicose estimulada por insulina 

(FUJISHIRO et al., 2003).  

Em resumo, o modelo proposto por Martins et al. (2012) integra os mecanismos 

apontados na literatura para a participação de ácidos graxos na RI induzida pela obesidade. O 

aumento no conteúdo de ácidos graxos intramusculares leva à disfunção mitocondrial por 

meio do aumento do desequilíbrio redox, ativação de vias inflamatórias e alteração na 

expressão de genes relacionados à biogênese e à função mitocondrial. Interessantemente, 

existem evidências que sugerem que a disfunção mitocondrial preceda o aparecimento da RI 

(RECTOR et al., 2010). Em uma revisão recente, Sergi et al. (2019) apresentam um 

compilado de evidências que corroboram com esse modelo proposto por Martins et al. (2012). 

Diante do exposto, é esperado que intervenções que melhorem a função 

mitocondrial no músculo esquelético (MARTINS et al., 2012) e em adipócitos (KUSMINSKI 

e SCHERER, 2012) tenham o potencial de melhorar a sensibilidade à insulina. As estratégias 

não farmacológicas convencionalmente utilizadas no tratamento do DM2 são o treinamento 

físico aeróbico (TOLEDO et al., 2007) e a restrição calórica (NISOLI et al., 2005; 

CIVITARESE et al., 2007), justamente porque elas aumentam a função mitocondrial, junto a 

outros efeitos positivos (WILSON-FRITCH et al., 2004) e, por consequência, melhoram a 

sensibilidade à insulina. Entretanto, essas mudanças no estilo de vida, como a adoção de dieta 

e exercício físico, encontram grande resistência e também baixa aderência por parte da 

população (CATENACCI e WYATT, 2007; BLÜHER, 2019). Diante disso, fica evidenciada 

a necessidade de investigação de outras terapias, que atuem melhorando a função 

mitocondrial, a fim de prevenir e/ou tratar a RI, como a PBM com laser (KARU, 2010; AVCI 

et al., 2013) ou diodo emissor de luz (LED) (EELLS et al., 2004; FERRARESI et al., 2015). 

 

2.4 Sistema operacional e propriedades do LED 

 

O LED é um dispositivo semicondutor optico-eletrônico, formado de junção p-n 

(p – empobrecida de elétrons; n – enriquecida de elétrons) que, ao ser diretamente polarizada, 

quando o aparelho é energizado, faz com que os elétrons cruzem a barreira de potencial e se 

recombinem com as lacunas, emitindo energia em forma de luz, processo denominado 

“eletroluminescência” (BAGNATO et al., 2006). Por não possuir cavidade óptica, sua luz, 
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quase monocromática, é desprovida de coerência (FIGURA 2A) e colimação (FIGURA 2B). 

Ou seja, suas ondas não estão em fase e seus fótons não são paralelos, apresentando uma sutil 

variação de tonalidade e perdendo intensidade à medida em que a luz se distância do ponto de 

origem (BAGNATO, 2002; BAXTER, 2003; COSTA, CORRAL-BAQUÉS e AMAT, 2007). 

 

 
Figura 2 - Aspectos físicos da luz irradiada por LED. (A) Irradiação não coerente do LED, as ondas dos fótons 
que compõem o feixe de luz não encontram-se em fase. (B) Irradiação não colimada do LED, os fótons 
propagam-se de maneira desalinhada, não sendo paralelos. (C) Caracterização de diferentes comprimentos de 
onda. Quanto maior o comprimento de onda, maior a distância entre dois picos de onda. Adaptada de Cidral-
Filho (2011) que adaptou de Baxter (2003). 

 

Alguns autores defendem que a coerência da luz é essencial para que os efeitos 

terapêuticos desejados sejam alcançados (BIHARI e MESTER, 1989; PÖNTINEN et al., 

1996). No entanto, em condições fisiológicas, a absorção da luz, de baixa intensidade, pelos 

sistemas biológicos é naturalmente não coerente, pois a taxa de excitação da decomposição da 

coerência é muito superior à taxa de fotoexcitação. Ou seja, a coerência fica retida ao longo 

dos primeiros extratos da pele, antes mesmo que ocorra a absorção da luz pelas moléculas 

fotorreceptoras especializadas, como a melanina, a porfirina, a hemoglobina e a citocromo c 

oxidase (KARU, 2003). 

Um sistema de luz, pode ser de alta ou baixa intensidade, dependendo do seu nível 

de excitabilidade, que define o efeito provocado no tecido biológico alvo. Um sistema de alta 

intensidade (acima de 10 W/cm²) gera energia elevada, podendo romper o tecido, sendo 

utilizado normalmente como instrumento de corte ou modificação permanente. Os sistemas de 

alta intensidade têm sido frequentemente utilizados na medicina, em atos cirúrgicos de 
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extrema precisão e delicadeza, assim como em processos odontológicos e de fisioterapia, 

possibilitando micro alterações celulares que modificam o curso do seu ciclo vital. Por outro 

lado, um sistema de baixa intensidade excita em menor proporção as moléculas do tecido 

biológico alvo, promovendo, dependendo da dose (J/cm2), bioestimulação ou bioinibição, em 

relação às reações bioquímicas e fisiológicas das células irradiadas. Os sistemas de baixa 

intensidade têm sido utilizados especialmente para fins fototerápicos (POSTEN et al., 2005; 

BAGNATO, 2008). 

Nos últimos anos, diversas pesquisas mostraram a aplicabilidade do LED, através 

de estudos experimentais e clínicos, evidenciando que sua eficácia fotobiomoduladora é 

semelhante à do laser, que difere por possuir luz monocromática, coerente e colimada, como 

mostra a revisão feita por Heiskanen e Hamblin, (2018). Nesse contexto, comparado ao laser, 

o LED terapêutico é mais seguro, podendo ser manuseado pelo próprio paciente em casa. 

Ademais, ele possibilita a construção de “clusters” e apresenta menor gasto de energia, devido 

a uma maior área emissora de luz, que possibilita a irradiação de grande área corpórea de uma 

só vez (WHELAN et al., 2001). Além disso, a luz não coerente do LED possui um espectro 

de ação eletromagnético mais amplo em relação à luz coerente, permitindo interagir com mais 

fotorreceptores específicos (KARU, 2003). 

 

2.5 PBM: definição e mecanismos de ação 

 

A reação fotobiológica está relacionada à absorção da radiação luminosa com um 

determinado comprimento de onda por moléculas fotorreceptoras especializadas. Mediante 

essa absorção, as moléculas adquirem um estado eletronicamente excitado nos processos 

moleculares primordiais que desencadeiam efeitos biológicos em situações específicas 

(KARU, 1999). Várias moléculas são capazes de reagir com os fótons: os aminoácidos e 

ácidos nucléicos absorvem principalmente a radiação no espectro ultravioleta (BAXTER e 

WAYLONIS, 1995), já os cromóforos absorvem luz no espectro visível, sendo mais comuns a 

hemoglobina e a melanina (NUSSBAUM, LILGE e MAZZULLI, 2003), além de alguns 

componentes da cadeia respiratória (ou cadeia transportadora de elétrons), principalmente a 

citocromo c oxidase (KARU, 1999), também conhecida como complexo IV, composta por 

dois centros heme (A e A3) e dois centros de cobre (CuA e CuB), capazes de absorver radiação 

luminosa entre o vermelho e infravermelho (KARU, 2010). Portanto, o termo 

fotobiomodulação (PBM - photobiomodulation, do inglês) refere-se ao mecanismo pelo qual a 
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luz, na faixa espectral visível e infravermelha, é absorvida por moléculas fotorreceptoras em 

tecidos biológicos, provocando reações fotofísicas e fotoquímicas, sem causar dano térmico. 

 

 
Figura 3 - Propriedades ópticas do tecido irradiado. Adaptada de Sabino et al. (2016). 
 

Quando o feixe luminoso é irradiado sobre o tecido vivo, parte da luz sofre 

reflexão. A proporção de luz refletida depende do comprimento de onda, das características 

do tecido irradiado e do ângulo de incidência (BAXTER, 2003). A parcela da radiação 

luminosa que é absorvida pode sofrer espalhamento, que se refere a qualquer mudança na 

direção da propagação do feixe luminoso e, também, depende do comprimento de onda 

incidido, da natureza do tecido receptor e do ângulo de incidência do dispositivo (TIPLER, 

2000). A porção restante da radiação luminosa, que não é refletida e nem espalhada, é 

transmitida às moléculas fotorreceptoras especializadas, capazes de serem excitadas pelos 

fótons incidentes devido às suas configurações eletrônicas ou atômicas (BAXTER e 

WAYLONIS, 1995). Logo, a transmitância, quantidade de luz absorvida que não sofre 

espalhamento, é a característica mais relevante para a estimulação do efeito biológico 

(SABINO et al., 2016) (FIGURA 3). 

O comprimento de onda (FIGURA 2C) interfere na transmitância (HAMBLIN e 

DEMIDOVA, 2006). Estudos apontam a existência de uma “janela óptica” de bioatividade 

localizada nas regiões espectrais vermelha e próximo à infravermelha (600 a 1200 nm), onde 

a transmitância é maximizada (HAMBLIN e DEMIDOVA, 2006; KARU, 2010; HAMBLIN, 

2017a). Isso ocorre devido à baixa absorção da luz nesses comprimentos de onda pela água, 
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hemoglobina e melanina (FIGURA 4; HAMBLIN e DEMIDOVA, 2006). Com essa redução 

do espalhamento, mais luz é capaz de penetrar, alcançando regiões mais profundas do tecido 

(BAROLET, 2008). 

 
Figura 4 - Janela óptica no tecido biológico. Devido à menor absorção dos comprimentos de onda vermelho e 
próximo ao infravermelho (600 a 1200 nm) pela água, hemoglobina e melanina, a transmitância é maximizada. 
Adaptada de Hamblin e Demidova (2006). 
 

Os comprimentos de onda podem ser utilizados separadamente ou em associação. 

Já foi demonstrado que a combinação de comprimentos de onda distintos pode produzir 

efeitos diferentes nos tecidos biológicos em comparação aos produzidos por cada um dos 

comprimentos de onda isoladamente. Esses efeitos positivos podem ser atribuídos a diferentes 

graus de absorção, porque tecidos superficiais e profundos podem absorver diferentes níveis 

de radiação (LIMA, SERGIO e FONSECA, 2020). 

Outra importante característica da PBM é a “Lei de Arndt-Schultz” (FIGURA 5; 

BAXTER, 2003). Segundo essa lei, também conhecida como “dose-resposta bifásica”, o 

aumento da dose, até determinado valor, promove um efeito máximo, inibidor ou estimulador, 

que desaparece ou leva a danos, caso a dose seja aumentada para além dessa faixa (CHUNG 

et al., 2012; HAMBLIN, 2017a). Então, além da “janela óptica”, já citada, parece haver uma 

“janela terapêutica”, onde tratamento é mais efetivo com determinadas doses. Portanto, os 

efeitos terapêuticos, que exploraremos logo adiante, parecem depender mais do comprimento 

de onda (HAMBLIN, 2017a) e dose aplicada (ZEIN, SELTING e HAMBLIN, 2018), do que 

da fonte emissora de luz (HEISKANEN e HAMBLIN, 2018). 
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Figura 5 - Lei de Arndt-Shultz ou dose-resposta bifásica. Pré-limiar, sem efeito biológico (A); dose benéfica (B); 
dose tóxica (C). Adaptada de Baxter (2003). 

 

2.6 PBM na RI e mecanismos subjacentes 

 

Estudos sugerem que a interação entre a molécula fotorreceptora e o feixe 

luminoso promove a aceleração da transferência de elétrons na cadeia respiratória 

mitocondrial, através de mudança nas propriedades de oxirredução dos transportadores. Essas 

evidências apontam ativação ou mudança no potencial de oxirredução de componentes da 

cadeia respiratória mitocondrial, especialmente quanto à citocromo c oxidase. Ou seja, através 

da absorção de luz pela enzima citocromo c oxidase, que passa a funcionar como um 

aceitador de prótons, a PBM promove mudanças e adaptações no metabolismo celular 

(KARU, 2003). 

Segundo Karu (2003), na mitocôndria, a citocromo c oxidase representa uma 

estrutura-chave na regulação das vias metabólicas, sendo também o principal cromóforo, até 

então descrito, a absorver a luz vermelha e/ou infravermelha incidente. Sob condições 

fisiológicas, a atividade da citocromo c oxidase é regulada pelo NO e essa regulação resulta 

em inibição da respiração mitocondrial. Por sua vez, a ativação fotônica do fluxo de elétrons 

na molécula citocromo c oxidase pode reverter a inibição parcial do centro catalítico por meio 

do NO, aumentando também, deste modo, o consumo de O2. Desta forma, a absorção de luz 

leva ao aumento da atividade da citocromo c oxidase (HU et al., 2007), deslocando o NO 

(KARU, PYATIBRAT e AFANASYEVA, 2005) e aumentando a síntese de adenosina 

trifosfato (ATP) (BAROLET, 2008). Essa fotodissociação entre o NO e a citocromo c oxidase 

é uma possível explicação para o fato da PBM parecer exercer maiores efeitos sobre as células 
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danificadas do que sobre as células saudáveis. Pois as células danificadas ou hipóxicas são 

mais propensas a terem concentrações inibitórias de NO (HAMBLIN, 2017b). 

Outros mecanismos são propostos para explicar os efeitos relevantes da PBM, 

com comprimento de onda vermelho e infravermelho, sobre as células. Segundo Hamblin 

(2017a), os canais iônicos de cálcio de potencial receptor transitório (TRP) controlados por 

calor absorvem luz infravermelha por meio de água estruturada em camadas (também 

conhecida como água interfacial). Um modelo mais recente traz a interação funcional entre 

citocromo c (emissor), citocromo c oxidase (dreno) e a camada de água interfacial 

nanoscópica (portão) entre essas duas enzimas, atuando como um transistor de campo 

biológico cujo portão é controlado por fótons de luz vermelha ou infravermelha (SOMMER et 

al., 2020). Considerando que a citocromo c oxidade absorve luz vermelha e infravermelha por 

meio de seus centros metálicos e que existem vários outros centros metálicos na mitocôndria, 

não se pode descartar a possível existência de outros cromóforos, ainda não identificados 

como alvos da PBM, que podem estar envolvidos nos efeitos observados. 

Esses mecanismos primários de fotoexcitação induzindo mudanças na citocromo c 

oxidase são desencadeados pela absorção de luz na mitocôndria. Porém, mesmo após cessar a 

radiação luminosa efetiva, estes eventos iniciais são seguidos por reações secundárias a nível 

celular, podendo levar a outras mudanças no estado redox e a modulação das reações 

bioquímicas, definidas por complexa cascata de sinalização celular, transduzindo e 

amplificando o sinal fotônico de acordo com os mecanismos primários (KARU, 1999). 

Assim, as alterações em moléculas sinalizadoras intracelulares, tais como íons cálcio, ROS e 

fatores de transcrição redox-sensíveis, como o factor nuclear kappa B (NF-κB), também estão 

envolvidos na PBM (CHEN et al., 2011). 

Quando a PBM estimula a atividade da citocromo c oxidase em células saudáveis, 

o aumento resultante no potencial de membrana mitocondrial (MMP), acima dos níveis basais 

normais, leva a um aumento breve e bastante modesto na geração de ROS (CHEN et al., 

2009). No entanto, esse breve aumento de ROS causada por 3 J/cm2 de laser infravermelho 

mostrou ser suficiente para NF-κB, em fibroblastos embrionários (CHEN et al., 2011).  Esse 

aumento na produção de ROS pela PBM pode ser benéfico ou prejudicial, dependendo da taxa 

em que é gerado. Se a geração de ROS nas mitocôndrias ocorre a uma taxa que permite que a 

SOD dismute essas espécies reativas em peróxido de hidrogênio, então o H2O2 não carregado 

pode difundir-se para fora das mitocôndrias para ativar vias de sinalização benéficas, 

enquanto que se a geração de ROS ocorre a uma taxa acima da capacidade da SOD de lidar 



36 

 

 

com sua produção, então ROS pode acumular-se nas mitocôndrias e danificá-las (HAMBLIN, 

2017a). 

Apesar da PBM elevar a produção de ROS em células saudáveis, já é bem aceito 

que no tratamento de lesão tecidual ou dano muscular, ou seja, em células danificadas, a PBM 

reduz marcadores de desequilíbrio redox (FILLIPIN et al., 2005; DE-MARCHI et al., 2012; 

TATMATSU-ROCHA et al., 2016). Neurônios corticais primários cultivados foram tratados 

com uma dentre três intervenções diferentes, todas escolhidas a partir de métodos da literatura 

de indução artificial de desequilíbrio redox em cultura de células. O primeiro foi o cloreto de 

cobalto (CoCl2), que é usado como mimético para hipóxia e funciona por uma reação de 

Fenton produzindo radicais hidroxila (HERVOUET et al., 2008). O segundo foi o tratamento 

direto com peróxido de hidrogênio. O terceiro foi o tratamento com o inibidor do complexo 

mitocondrial, rotenona (MADUNGWE et al., 2016). Todos os três destes diferentes 

tratamentos aumentaram ROS mitocondriais intracelulares conforme avaliado por Cell-Rox 

Red e, ao mesmo tempo, diminuíram o MMP conforme medido pelo éster metílico de 

tetrametil rodamina (TMRM). A PBM (3 J/cm2, laser infravermelho) elevou o MMP de volta 

à linha de base, enquanto simultaneamente reduziu a geração de ROS em células com 

desequilíbrio redox. Em células controle (sem desequilíbrio redox), a PBM aumentou o MMP 

acima da linha de base e ainda levou a um aumento modesto na geração de ROS (HUANG et 

al., 2013). 

Em síntese, a PBM estimula o aumento da função mitocondrial (SILVEIRA et al., 

2019). Com isso, observa-se aumento do consumo de oxigênio, do transporte de elétrons e da 

produção de ATP (FERRARESI et al., 2015). A PBM também estimula a atividade de 

enzimas antioxidantes (MARTINS et al., 2016). Concomitantemente, ocorre redução de NO 

(SANTOS et al., 2020), de ROS (HUANG et al., 2013), do desequilíbrio redox 

(TATMATSU-ROCHA et al., 2016; HEO et al., 2019) e da ativação de vias inflamatórias 

(YOSHIMURA, SABINO e RIBEIRO, 2016; SANTOS et al., 2020). Estes efeitos parecem 

ser mediados pelo aumento da expressão de genes relacionados ao metabolismo lipídico, à 

cadeia transportadora de elétrons, síntese de ATP, além de genes antioxidantes e anti-

inflamatórios. E por aumentar a atividade da citrato sintase, enzima chave do ciclo de Krebs 

(VIEIRA et al., 2018), e da citocromo c oxidase, enzima chave da cadeia transportadora de 

elétrons (HAYWORTH et al., 2010).  

Nesse sentido, Ferraresi et al., (2015) mostraram que a PBM, usando a 

combinação de LED vermelho e infravermelho, foi eficiente em aumentar a síntese de ATP e 

o potencial de membrana mitocondrial em miotubos C2C12. Em um estudo recente, Silveira 
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et al., (2019) mostraram que a PBM, com laser vermelho, aumentou a atividade das 

mitocôndrias do músculo esquelético de ratos adultos, possivelmente, devido à absorção da 

luz pelos centros metálicos nos complexos da cadeia respiratória, de uma maneira 

aparentemente dependente da dose e do tempo. Portanto, há evidências in vitro e in vivo de 

que a PBM é melhora a função mitocondrial em células musculares esqueléticas. 

Considerando que o desenvolvimento da RI parece estar relacionado à disfunção 

da mitocôndria e que a PBM é eficaz em aumentar a função dessa organela, nosso grupo foi 

pioneiro em avaliar os efeitos da PBM sobre a via de sinalização intracelular da insulina 

relacionada ao metabolismo da glicose. No nosso primeiro trabalho, mostramos que a PBM, 

com laser infravermelho, melhorou a tolerância à glicose em jejum e aumentou a fosforilação 

de Akt (ser473), AS160 serina 588 (ser588) e o conteúdo de Glut-4 no tecido adiposo 

epididimal de camundongos alimentados com HFD (SILVA et al., 2018). Posteriormente, 

mostramos que a PBM, com LED vermelho, melhorou tolerância à glicose, RI e 

hiperinsulinemia em jejum, reduziu o infiltrado inflamatório e aumentou a fosforilação de Akt 

(ser473), AS160 (ser588) e treonina 642 (thr642) e o conteúdo de Glut-4 no tecido adiposo 

epididimal de camundongos alimentados com HFD (SILVA et al., 2020). Corroborando com 

nossos achados, Gong et al., (2020) mostraram que a PBM, com laser vermelho, promoveu a 

ativação da Akt em adipócitos IR-3T3-L1, contribuindo para a redução da RI em modelos de 

DM2. Em um estudo mais recente, Gong et al. (2021) mostraram resultados semelhantes em 

miotubos IR-L6. 

Embora os resultados supracitados mostrem efeitos positivos da PBM sobre a 

sinalização da insulina e o metabolismo da glicose, há uma lacuna na literatura sobre o 

comportamento dose-resposta nas células musculoesqueléticas e também sobre os efeitos da 

combinação dos comprimentos de onda vermelho e infravermelho sobre a sinalização 

intracelular da insulina. Além disso, os mecanismos subjacentes precisam ser melhor 

elucidados. Portanto, no presente estudo, nossos objetivos foram investigar o comportamento 

dose-resposta e os efeitos da PBM com a combinação dos comprimentos de onda vermelho e 

infravermelho, além do efeito do comprimento de onda vermelho isoladamente, sobre a 

sinalização intracelular da insulina nas células musculoesqueléticas e os mecanismos 

envolvidos. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral 

 

Investigar o comportamento dose-resposta e os efeitos da PBM com a combinação 

dos comprimentos de onda vermelho e infravermelho, assim como os efeitos do comprimento 

de onda vermelho isoladamente, sobre a sinalização intracelular da insulina nas células 

musculoesqueléticas e mecanismos subjacentes. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

3.2.1 Experimento 1 

 

 Analisar o efeito da PBM sobre a fosforilação da Akt (ser473) e sobre o 

conteúdo de HADH e mitofusina-2 em tecido muscular esquelético de camundongos 

com obesidade. 

 

3.2.2 Experimento 2 

 

 Averiguar o efeito da PBM em diferentes doses sobre a fosforilação da Akt 

(ser473), o conteúdo de mitofusina-2 e a fosforilação de JNK (thr183/tyr185) em 

modelo in vitro de resistência à insulina; 

 Avaliar o efeito da PBM em diferentes doses sobre a atividade máxima da 

citrato sintase em modelo in vitro de resistência à insulina; 

 Verificar o efeito da PBM em diferentes doses sobre a peroxidação lipídica, a 

capacidade antioxidante não enzimática e a atividade da superóxido dismutase em 

modelo in vitro de resistência à insulina. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Experimento 1 

 

No experimento realizado durante o meu mestrado, foi observado que a PBM a 

longo prazo com laser infravermelho melhorou a tolerância à glicose e a sinalização da via da 

insulina no tecido adiposo epididimal (SILVA et al., 2018). Foi observado ainda que a PBM a 

longo prazo com LED vermelho modulou componentes da via da sinalização da insulina 

também no tecido adiposo epididimal, reverteu a RI e melhorou a tolerância à glicose em 

camundongos com obesidade induzida por dieta hiperlipídica. Dando sequência a esse 

experimento, no presente estudo, foram realizadas análises no tecido muscular esquelético 

desses roedores e os dados já foram publicados pelo nosso grupo (SILVA et al., 2020).  

 

4.1.1 Animais e condições experimentais 

 

Foram utilizados camundongos machos da linhagem Swiss albino, com idade 

inicial de 10 semanas, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Minas 

Gerais (UFMG), que foram mantidos, manipulados e eutanasiados de acordo com os 

princípios adotados pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal 

(CONCEA). Os camundongos foram acondicionados em caixas de polipropileno (49 x 34 x 

16 cm), adaptados a ciclo claro/escuro de 12/12 h, à temperatura ambiente de 22 ± 2 ºC, com 

acesso ad libitum à água filtrada e às respectivas dietas. O projeto foi aprovado pela Comissão 

de Ética no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e 

Mucuri (UFVJM), protocolo 028/2014 (ANEXO A) e conduzido no Núcleo de 

Experimentação Animal (NEA) dessa instituição. 

 

4.1.2 Delineamento experimental 

 

Os animais foram aleatoriamente alocados em 2 grupos e receberam dieta controle 

pobre em gordura (LFC – low-fat control, do inglês) ou HFD por 12 semanas. Durante a 8ª 

semana todos os animais passaram por adaptação ao tratamento SHAM ou PBM. O 

tratamento, SHAM ou PBM, ocorreu da 9ª a 12ª semana. Quarenta e oito horas após a última 

sessão de tratamento, os animais foram eutanasiados e foram retirados os tecidos para análises 

explicitadas adiante. O delineamento experimental está esquematizado na figura 6. 
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Figura 6 - Delineamento do Experimento 1. 

 

4.1.3 Dietas 

 

Trinta e quatro animais foram divididos aleatoriamente em grupo LFC (n = 16) e 

HFD (n = 18). O grupo LFC recebeu dieta com baixa concentração de gordura (10% das 

calorias provenientes de gordura, 20% de proteínas e 70% de carboidratos) e o grupo HFD 

recebeu dieta hiperlipídica (60% das calorias provenientes de gordura, 20% de proteínas e 

20% de carboidratos). O conteúdo de micronutrientes e minerais foi similar entre as duas 

dietas, como pode ser verificado na tabela 1. Ambas foram produzidas no laboratório 

semanalmente. 

 

 

Tabela 1 – Composição das dietas experimentais. 

Ingrediente 
Quantidade (g) 

Low-fat control (LFC) High-fat diet (HFD) 

Caseína 200,0 200,0 

Amido dextrinizado 125,0 125,0 

Sacarose (União) 68,8 68,8 

Celulose microfina 50,0 50,0 

Óleo de soja (Liza) 25,0 25,0 

Banha de porco (Sadia) 20,0 245,0 

Mix mineral 35,0 35,0 

Mix vitaminas 10,0 10,0 

L-cistina 3,0 3,0 

Bitartarato de colina 2,0 2,0 

Amido de milho (Maizena) 506,2 0,0 

Total 1045 763,8 

kcal/g 3,85 5,24 
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4.1.4 Adaptação e PBM 

 

Durante a oitava semana de dieta, os animais foram adaptados aos tratamentos 

SHAM ou PBM, que consistiu na colocação da haste durante quarenta segundos em cada um 

dos cinco pontos, uma vez ao dia, iniciando sempre às 18 h, ao longo de cinco dias. Porém, a 

fonte de luz foi mantida desligada e assim os animais não receberam transferência de energia. 

A partir da nona semana de dieta os animais foram subdivididos em grupos que receberam 

tratamento SHAM (fonte de luz desligada) ou PBM (LED, 630  20 nm, na faixa espectral 

vermelha) (Bios Therapy II, Bios). Os grupos foram: LFC-SHAM (n = 8), LFC-PBM (n = 8), 

HFD-SHAM (n = 9) e HFD-PBM (n = 9). 

Para a subdivisão foi realizado um teste intraperitoneal de tolerância à glicose. Os 

animais permaneceram em jejum por 6 horas e foi injetado intraperitonealmente 1 mg de 

dextrose (Proquímios) por grama de massa corporal, em solução salina 50% (p/v). Amostras 

de sangue foram coletadas da ponta da cauda antes (0 minutos) e nos minutos 15, 30, 60, 120 

e 180 após a injeção de dextrose (MORTON et al., 2001). A concentração plasmática de 

glicose foi medida por meio de corte na ponta da cauda com medidor portátil de glicose 

(Roche, Accu-Chek Performa Nano). A partir desses dados foi plotada curva da concentração 

plasmática de glicose em função do tempo e calculou-se a área sob a curva. Quanto menor a 

área sob a curva de glicose maior a tolerância à glicose. Após o teste, foi realizado o 

pareamento, que resultou nos seguintes valores: LFC-SHAM (média = 41667,7 mg/dL de 

glicose X 180 min), LFC-PBM (média = 44736,7 mg/dL de glicose X 180 min), HFD-SHAM 

(média = 71863,4 mg/dL de glicose X 180 min) e HFD-PBM (média = 72558,0 mg/dL de 

glicose X 180 min), não havendo diferenças consideráveis entre os grupos LFC-SHAM X 

LFC-PBM (p = 0,83) e HFD-SHAM X HFD-PBM (p = 0,89). 

A PBM ocorreu uma vez ao dia, sendo iniciada sempre às 18 h, início do período 

ativo dos animais, cinco dias por semana, durante quatro semanas (9ª a 12ª semana), 

totalizando 20 aplicações. Foi realizada em cinco pontos sobre a pele do animal: 1) músculo 

quadríceps esquerdo e 2) direito, 3) membro superior esquerdo e 4) direito e 5) região central 

do abdômen (FIGURA 7). Esses pontos foram escolhidos para avaliarmos os efeitos da PBM 

sobre o tecido adiposo da região abdominal, cujos dados já foram publicados (SILVA et al., 

2018), e sobre o tecido muscular esquelético, cujos dados já publicados (SILVA et al., 2018) 

estão sendo apresentados nesta tese. Os parâmetros utilizados para a PBM estão descritos na 

tabela 2. 
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Figura 7 - Pontos de aplicação dos tratamentos SHAM e PBM nos camundongos. Tanto o tratamento SHAM 
quanto PBM foram aplicados nos membros superiores, inferiores e região central do abdômen. Adaptada de Reis 
(2016). 

 

Tabela 2 - Parâmetros da PBM nos camundongos. 

Comprimento de onda 630 nm 

Frequência de pulso contínua 

Modo de aplicação contato com o animal 

Diâmetro da ponteira 7 mm 

Área de saída do feixe 0,38 cm2 

Número de pontos de aplicação 5 

Tempo de aplicação por ponto 40 s 

Potência óptica 300 mW 

Densidade de potência óptica (intensidade) 779,53 mW/cm2 

Energia (por ponto/total) 12/60 J 

Densidade de energia (dose ou fluência) 31,19 J/cm2 

 

Durante o experimento, dois animais vieram a óbito por causas desconhecidas, 

sendo um do grupo LFC-PBM e outro do grupo HFD-SHAM. Assim, o número total foi de 32 

camundongos e os grupos seguiram com a seguinte distribuição: LFC-SHAM (n = 8), LFC-

PBM (n = 7), HFD-SHAM (n = 8), HFD-PBM (n = 9). 
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4.1.5 Eutanásia 

 

Quarenta e oito horas após a última sessão de PBM, os animais foram 

anestesiados com xilazina (Syntec) (10 a 15 mg/kg) mais ketamina (Syntec) (100 a 150 

mg/kg). Em seguida, foi injetada via intraperitoneal 15 U de insulina humana regular (Lilly) 

por kg de massa corporal, para ativação da via da insulina, ou salina no mesmo volume. Dessa 

forma, a distribuição final dos grupos foi: LFC-SHAM-SALI (n = 4), LFC-SHAM-INS (n = 

4), LFC-PBM-SALI (n = 3), LFC-PBM-INS (n = 4), HFD-SHAM-SALI (n = 4), HFD-

SHAM-INS (n = 4), HFD-PBM-SALI (n = 4), HFD-PBM-INS (n = 5). Após 15 minutos da 

injeção, os animais foram eutanasiados através do método físico de deslocamento cervical. 

 

4.1.6 Conteúdo e fosforilação de proteínas 

 

O conteúdo e a fosforilação de proteínas no tecido muscular esquelético foram 

analisados pela técnica de Western ImunoBlotting. As análises de p-Akt (ser743) e Akt total 

foram realizadas no Laboratório de Biologia do Exercício e Imunometabolismo (BioEx), na 

UFVJM. No entanto, devido a problemas com equipamentos necessários para a realização da 

técnica, as análises de mitofusina-2, HADH e gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase 

(GAPDH) foram realizadas no Laboratório de Fisiologia Endócrina e da Reprodução, na 

UFMG, em Belo Horizonte/MG, sob a supervisão da Profa. Dra. Adelina Martha dos Reis. 

Amostras de tecido muscular esquelético reto femoral (aproximadamente 50mg) 

foram homogeneizadas com 200 μL de tampão de lise [triton X100 1% (Thermo Scientific); 

tris 100 mM, pH 8,0 (Calbiochem); glicerol 20% (Synth) e ácido etilenodiamino tetra-acético 

0.2 mM (Synth)], contendo 1 tablete de coquetel inibidor de protease (Roche) e 2 tabletes de 

coquetel inibidor de fosfatase (Roche) para cada 10 mL de tampão. Os lisados foram 

centrifugados (Thermo Scientific) a 12000 g, durante 5 minutos, a 4 ºC e o sobrenadante 

contendo as proteínas de interesse foi coletado. A concentração de proteínas totais nos 

extratos foi determinada pela técnica de Bradford (1976), utilizando-se albumina de soro 

bovino (BSA, 1 mg/mL) (INLAB) como padrão. A leitura foi realizada em leitor de 

microplacas (Molecular Devices), no comprimento de onda de 595 nm. Os valores de proteína 

foram determinados pelo software Softmaxpro®, em mg/mL. 

As amostras foram diluídas na proporção de 3:1 em tampão de amostra 4x 

[glicerol 50% (Synth); tris 300 mM (Sigma-Aldrich), pH 6,8; dodecil sulfato de sódio (SDS) 

1% (Merck Millipore); ácido etilenodiamino tetra-acético 60 mM (Synth); azul de bromofenol 
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0,001% (Synth) e betamercaptoetanol 8% (Spectrum Chemical)] e aquecidas a 95 °C, por 5 

minutos. Aproximadamente 30 μg das proteínas totais foram fracionados em gel de 

poliacrilamida, constituído pelo gel de empilhamento [solução de acrilamida : bisacrilamida 

(30%) 42% (Sigma); tris 120 mM, pH 6,8 (Sigma-Aldrich); SDS 0,1% (Synthy); persulfato de 

amônio 0,075% (Dinâmica) e tetrametiletilenodiamina 0,07% (Bio-Rad)] e gel de separação 

(solução de acrilamida : bisacrilamida (30%) 16,5% (Sigma); tris 400 mM (Sigma-Aldrich), 

pH 8,8; SDS 0,1% (Synthy); persulfato de amônio 0,075% (Dinâmica) e 

tetrametiletilenodiamina 0,07% (Bio-Rad)). Aos géis foram também aplicados 6 μL do padrão 

de peso molecular (Thermo Scientific). A eletroforese (Bio-Rad) foi realizada por 

aproximadamente 120 minutos com voltagem entre 50 e 100 volts. 

As proteínas foram transferidas para membranas de difluoreto de polivinilideno 

(PVDF) (Merck Millipore) previamente ativadas por 5 min em metanol (Êxodo Científica) e 

equilibradas por 20 min em tampão de transferência [tris 25 mM (Sigma-Aldrich); glicina 192 

mM (Calbiochem) e metanol 10% (Dinâmica)]. Para as análises de p-Akt (ser743) e Akt total, 

a transferência turbo (Bio-Rad) foi realizada em voltagem constante de 25 volts e amperagem 

máxima de 1,5 miliamperes (mA), durante 33 min. Já para as análises de HADH, mitofusina-

2 e GAPDH, a transferência semi-dry (Bio-Rad) foi realizada em voltagem constante de 15 

volts, durante 60 min. Após a transferência, as membranas foram coradas com Ponceau 0,1% 

(Apacor) para monitoramento da qualidade do procedimento e do padrão de similaridade das 

bandas. As membranas foram lavadas para retirada do corante e bloqueadas com BSA 10% 

(INLAB) em tampão contendo tampão tris salina - tween (TBS-T) 0,1% [NaCl 5 M (Synth); 

tris 1 M, pH 7,6 9 (Sigma-Aldrich) e tween-20 0,1% (Dinâmica)], por 1 hora, à temperatura 

ambiente, sob agitação leve.  

As membranas foram lavadas 3 vezes, por 5 min com TBS-T 0,1% e encubadas 

com anticorpos primários [1:1000, diluído em TBS-T 0,1% com BSA 1% (INLAB)] a 4 ºC, 

sob agitação leve, overnight. As membranas foram lavadas novamente em TBS-T 0,1%, 3 

vezes, 5 minutos, e encubadas por 120 minutos, à temperatura ambiente, com o anticorpo 

secundário [1:5000, diluído em TBS-T 0,1% com BSA 3% (INLAB)] ligado à peroxidase. A 

relação dos anticorpos utilizados está descrita na tabela 3. 

Após três sessões de lavagens por 5 minutos com TBS-T 0,1%, as membranas 

foram encubadas em solução Luminata Forte (Merck Millipore), por 3 minutos. O sinal 

gerado pelas bandas foi captado por sistema de fotodocumentação (Loccus Biotecnologia), 

para as análises de p-Akt (ser473) e Akt total, ou por sistema de fotodocumentação (GE 

Healthcare), para as análises de HADH, mitofusina-2 e GAPDH. A quantificação foi feita 
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pelo software ImageJ (1.45s, Wayne Rasband). A GAPDH foi utilizada como normalizadora 

para as proteínas analisadas, com exceção da p-Akt (ser473), que foi normalizada pela Akt 

total. Os valores de conteúdo relativo gerados estão apresentados como unidades arbitrárias. 

 

Tabela 3 - Anticorpos para detecção de proteínas dos camundongos. 

Anticorpo Tipo Fonte # Catálogo 

Phospho-Akt (Ser473) (193H12) Monoclonal Coelho 4058* 

Akt (pan) (11E7) Monoclonal Coelho 4685* 

HADH Policlonal Coelho 19828-1-AP** 

Mitofusin-2 (D2D10) Monoclonal Coelho 9482S* 

GAPDH (14C10) Monoclonal Coelho 2118* 

Anti-rabbit IgG - Cabra 7074* 

*Cell Signaling. **Proteintech. 

 

4.1.7 Análise estatística 

 

Para análise estatística utilizou-se o software Statistica (v10.0, StatSoft). Foi 

realizado o teste de Shapiro-Wilk para avaliar a normalidade dos dados. Para comparação 

entre os grupos utilizou-se a análise de variância com duas fontes de variação: dieta (LFC ou 

HFD) X tratamento (SHAM ou PBM). Quando detectadas diferenças significantes, os testes 

foram seguidos do post-hoc de Tukey HSD para detecção pontual das diferenças. O nível de 

significância adotado foi de p<0,05. Os resultados estão apresentados como média ± erro 

padrão. 

 

4.2 Experimento 2 

 

Objetivando compreender melhor os efeitos da PBM sobre células musculares 

esqueléticas, foram realizadas também análises em miotubos C2C12, provenientes de 

camundongos e precursores de músculo esquelético. 
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4.2.1 Cultura de células C2C12 

 

Primeiramente, foi realizado treinamento para desenvolvimento e manutenção de 

cultura de células C2C12, com a equipe de pesquisa do Prof. Dr. Leonardo dos Reis Silveira, 

no Obesity and Comorbidities Research Center (OCRC), da Universidade Estadual de 

Campinas (Unicamp), em Campinas/SP. Posteriormente, no Centro Integrado de Pós-

Graduação e Pesquisa em Saúde do Vale do Jequitinhonha (CIPq-Saúde), da UFVJM, os 

mioblastos, gentilmente cedidos pelo Prof. Dr. Leonardo Silveira, foram descongelados e 

mantidos em 10 mL de meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) - high glicose 

(Sigma-Aldrich) com 10% de soro fetal bovino (Sigma-Aldrich) e 1% de penicilina-

estreptomicina (Lonza), em garrafas de cultura de 75 cm² (Nest) mantidas em estufa (Solab) a 

37 ºC e 5% de CO2. 

Para não perder a população mioblástica, ao atingirem confluência de 70%, as 

células, que são aderentes, foram encubadas em tripsina (Sigma-Aldrich) durante 5 min em 

estufa a 37 ºC e 5% de CO2. Em seguida, foram centrifugadas a 200 g (Thermo Scientific), 

durante 5 min. O precipitado foi homogeneizado em 1 mL de meio de cultura com 10% de 

soro fetal bovino (Sigma-Aldrich) e 1% de penicilina-estreptomicina (Lonza). As células 

foram contadas com o auxílio do corante de exclusão Azul de Tripan 0,4% (Êxodo 

Científica), que distingue as células viáveis (incolores) das células inviáveis (azuis), em 

câmara de Neubauer (Kasvi), em microscópio invertido (Nova Instruments) e plaqueadas na 

densidade de 5 x 103 células viáveis/cm2 na mesma ou numa nova garrafa esterilizada (Nest) 

contendo 10 ml de meio de cultura com 10% de soro fetal bovino (Sigma-Aldrich) e 1% de 

penicilina-estreptomicina (Lonza). O meio foi trocado a cada 24 horas, para manter seu valor 

nutritivo, até confluência de 70% das células e novo repique. A cada repique foi contada uma 

passagem. 

Para melhor aproveitamento das células, foi realizada a expansão até a décima 

sexta passagem, sendo mantidos 12 criotubos de cada passagem. A criopreservação foi feita 

na proporção de 106 células viáveis/mL de meio de cultura com 10% de soro fetal bovino 

(Sigma-Aldrich) e 1% de penicilina-estreptomicina (Lonza) suplementado com DMSO 5% 

(Sigma-Aldrich) e os criotubos de 2 mL (Nest) foram mantidos à -80 ºC (Coldlab). Como o 

DMSO é tóxico para as células à temperatura ambiente, imediatamente após cada 

descongelamento elas foram centrifugadas (Thermo Scientific) durante 5 min, a 200 g e o 

pellet formado foi homogeneizado em meio de cultura completo. 
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Os experimentos ocorreram sempre nas mesmas passagens das células, para 

padronização, sendo essas: décima segunda e décima sexta passagem. Todos os ensaios foram 

feitos em duplicata experimental, ou seja, com as duas passagens já citadas. Exceto os de 

parâmetros do estado redox, que foram realizados apenas com a décima segunda passagem. 

As células foram manipuladas dentro da capela de fluxo laminar (Veco) e todas as soluções 

utilizadas foram preparadas com água ultrapura (Millipore) e esterilizadas em filtragem a 

vácuo com membrana de 0,22 µm (Bionaky). 

 

4.2.2 Delineamento experimental 

 

Mioblastos C2C12 foram descongelados e mantidos em 10 mL de meio de 

cultura, composto por DMEM - high glucose (Sigma-Aldrich) acrescido de 10% de soro fetal 

bovino (Sigma-Aldrich) e 1% de penicilina-estreptomicina (Lonza), em garrafas de cultura de 

75 cm² (Nest) mantidas em estufa a 37 ºC e 5% de CO2. Ao atingirem 70% de confluência, 

foram encubadas em tripsina (Lonza) durante 5 minutos em estufa a 37 ºC e 5% de CO2. Em 

seguida, foram centrifugadas (Thermo Scientific) durante 5 minutos, a 200 g. O pellet 

formado foi homogeneizado em 1 mL de meio de cultura com 10% de soro fetal bovino 

(Sigma-Aldrich) e 1% de penicilina-estreptomicina (Lonza). As células foram contadas e 

plaqueadas na densidade de 5 x 103 células viáveis/cm2 em 8 placas de 6 poços (Kasvi). Após 

plaqueamento, os mioblastos foram cultivados em 2 mL de meio de cultura com 10% de soro 

fetal bovino (Sigma-Aldrich) e 1% de penicilina-estreptomicina (Lonza), com troca total a 

cada 24 horas, e mantidos em estufa a 37 ºC e 5% de CO2. 

Ao atingirem confluência de 100% foi dado o estímulo para diferenciação celular 

dos mioblastos em miotubos. Após a diferenciação, as células foram encubadas com solução 

contendo ácido palmítico para a indução da RI e, 24 horas após, ocorreu a PBM. Quinze 

minutos após a PBM, as células foram encubadas com solução para estímulo da via de 

sinalização da insulina e, 15 minutos depois, foram extraídas para realização das análises. 

Portanto, a extração das células para as análises ocorreu 30 minutos após a PBM, como feito 

no estudo de Gong et al. (2020). Esses passos serão detalhados adiante. 

A distribuição final dos 16 tratamentos, CTRL-SHAM-PBS, PAL-SHAM-PBS, 

CTRL-SHAM-INS, PAL-SHAM-INS, CTRL-PBM2-PBS, PAL-PBM2-PBS, CTRL-PBM2-

INS, PAL-PBM2-INS, CTRL-PBM4-PBS, PAL-PBM4-PBS, CTRL-PBM4-INS, PAL-

PBM4-INS, CTRL-PBM8-PBS, PAL-PBM8-PBS, CTRL-PBM8-INS, PAL-PBM8-INS, em 

triplicata, está esquematizada na figura 8. 
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Figura 8 - Esquema de distribuição dos grupos de C2C12 nas placas. 

 

4.2.3 Diferenciação celular 

 

Para a diferenciação celular dos mioblastos, ao atingirem confluência de 100%, o 

meio de cultura com 10% de soro fetal bovino (Sigma-Aldrich) e 1% de penicilina-

estreptomicina (Lonza) foi removido e, posteriormente, foi adicionado aos poços 1 mL de 

tampão fosfato-salino (PBS) (137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 8 mM Na2HPO4, 2 mM KH2PO4, 

pH 7,4) (Sigma-Aldrich). Após descarte, foi adicionado o meio de diferenciação, constituído 

de DMEM - high glucose acrescido de 2% soro de cavalo (Sigma-Aldrich) e 1% de 

penicilina-estreptomicina (Lonza). As células foram mantidas nesse meio, com troca total a 

cada 24 horas, até ocorrer a diferenciação. A figura 9 (KISLINGER et al., 2005) mostra as 

mudanças na morfologia celular ao longo do processo de diferenciação. 
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Figura 9 - Mudanças na morfologia celular em resposta à diferenciação miogênica. Imagens baseadas em 
microscopia de luz de mioblastos (MB) C2C12 indiferenciados em proliferação (dia 0) e células diferenciadas 
em momentos distintos [dias 2 (2d), 4 (4d) e 6 (6d)]. Barra: 450 μm (KISLINGER et al., 2005). 

 

4.2.4 Indução da RI 

 

Após a diferenciação dos mioblastos em miotubos, foi preparada solução para 

indução da RI. Para isso, ácido palmítico (Sigma-Aldrich), oleato de sódio (Sigma-Aldrich) e 

L-carnitina (Sigma-Aldrich) foram dissolvidos, separadamente, a uma concentração de 100 

mM, sendo o ácido palmítico dissolvido em álcool etílico absoluto (Synth), sob agitação 

constante, a 50 ºC (Solab), e os demais em água ultrapura. Posteriormente, as soluções de 

ácido palmítico e oleato de sódio foram diluídas a 0,5 mM e a de L-carnitina a 2 mM em meio 

de diferenciação acrescido de 1% de BSA livre de ácido graxo (Sigma-Aldrich), sob agitação 

constante (Solab), a 50 ºC. Essa concentração de ácido palmítico é eficiente em induzir RI em 

miotubos C2C12 e a de oleato de sódio em evitar a supressão significativa da viabilidade 

celular (YANG et al., 2013). A suplementação com L-carnitina é para dar suporte ao 

transporte desses ácidos graxos de cadeia longa para o interior das mitocôndrias (GASTER et 

al., 2004). Nos grupos CTRL, foi utilizado o meio de diferenciação acrescido com 1% de 

BSA livre de ácido graxo apenas. Em seguida, as células foram encubadas (2 mL/poço) 

durante 24 horas.  
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4.2.5 PBM 

 

Tendo como objetivo combinar os comprimentos de onda vermelho e 

infravermelho e aprimorar a aplicação da PBM em cultura de células, um equipamento de 

LED foi desenvolvido em parceria com o Instituto de Ciência e Tecnologia (ICT) da UFVJM. 

O processo de desenvolvimento, do esboço até o término da construção, durou cerca de 3 

anos. O aparelho foi confeccionado com material de baixo custo e as lâmpadas foram 

dispostas em clusters de 6 LEDs vermelhos (660 nm) e 6 infravermelhos (850 nm) por poço, 

de modo a iluminar uniformemente todas as células aderidas ao fundo da placa. As luzes são 

controladas por um painel que permite definir a intensidade de irradiação, optar por utilizar 

ambos ou apenas um dos comprimentos de onda, definir o tempo e quais poços serão 

iluminados por vez. Nesse equipamento, o LED é aplicado de baixo para cima (FIGURA 10). 

A PBM ocorreu 24 horas após a encubação das células em solução para indução 

da RI. A parte inferior da placa de 6 poços foi acomodada a uma distância de 2,6 cm das 

lâmpadas para que a distribuição das luzes vermelha e infravermelha fosse uniforme em cada 

poço. Os parâmetros utilizados estão descritos na tabela 4. Esses parâmetros foram calibrados 

usando um sensor e um medidor de energia óptica (S142C e PM100USB, Thorlabs). Como 

controle para a PBM, as placas contendo os grupos SHAM foram mantidas durante o mesmo 

tempo sobre o equipamento, porém sem receberem a incidência de luz.  

 

 

Figura 10 - PBM nos miotubos C2C12. Foi utilizado LED 660 nm (vermelho) e LED 850 nm (infravermelho). 
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Tabela 4 - Parâmetros da PBM em miotubos C2C12. 

Comprimentos de onda 
660 nm (vermelho) e 850 nm 

(infravermelho) 

Quantidade de diodos por poço 
12 (6 vermelho e 6 

infravermelho) 

Frequência de pulso contínua 

Modo de aplicação 2,6 cm de distância da placa 

Área do sensor (cm2) 0,71  

Potência óptica de chegada no poço (mW) 

(vermelho/infravermelho) 
6,5 / 14  

Densidade de potência óptica (intensidade, mW/cm2) de 

chegada no poço (vermelho/infravermelho/ total) 
9,16 / 19,72 / 28,88 

Tempos de aplicação (seg) 69; 139 e 277 

Densidades de energia (doses ou fluências, J/cm²) por 

comprimento de onda vermelho/infravermelho/total, 

respectivo ao tempo de aplicação 

0,63/1,36/2; 1,27/2,74/4 e 

2,54/5,46/8 

Área do poço (cm2) 9,6 

Energia (J) por poço por comprimento de onda 

vermelho/infravermelho/total, respectivo ao tempo de 

aplicação 

6,1/13,1/19,2; 12,2/26,3/38,5 

e 24,4/52,4/76,8 

Nm – nanometro; cm – centímetro; mW – miliwatt; seg – segundo; J – joule. 
 

Após o tratamento SHAM ou PBM, as células foram recolocadas na estufa por 15 

minutos. Em seguida, para ativar a via de sinalização, meio de diferenciação contendo 20 

mUI/mL de insulina lispro (Lilly) foi adicionada (2 mL/poço). Como controle para a insulina 

foi utilizado meio de diferenciação contendo o mesmo volume de PBS (137 mM NaCl, 2,7 

mM KCl, 8 mM Na2HPO4, 2 mM KH2PO4, pH 7,4). Então, as células permaneceram na 
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estufa por mais 15 minutos antes da coleta das mesmas para análises, que ocorreu, portanto, 

30 minutos após a PBM.  

 

4.2.6 Temperatura durante a aplicação do LED 

 

A placa de 6 poços (Nest), contendo miotubos em meio de diferenciação, foi 

exposta ao equipamento de LED, usando-se exatamente os mesmos parâmetros definidos para 

os experimentos com as células, e foi inserido um sensor de multímetro digital (Pol-41, 

Politerm) dentro do poço, em contato direto com as células e o meio de cultura (FIGURA 

11A). Esse processo foi realizado em três poços distintos. No primeiro, o sensor foi mantido 

encostado no acrílico lateral da parte interna do poço e o tempo de aplicação foi de 69 

segundos, no segundo, foi colocado na região central e o tempo de aplicação foi de 139 

segundos e, no terceiro, foi posicionado de forma intermediária entre essas duas porções e o 

tempo de aplicação foi de 277 segundos. A temperatura, em ºC, foi exibida no monitor do 

aparelho (FIGURA 11B). Como mostrado na tabela 5, não foi observada nenhuma alteração 

igual ou maior a 1 ºC. 

 

   A B 

 
Figura 11 - Aferição da temperatura do poço durante a aplicação do LED. Sensor dentro do poço durante a 
aplicação do LED (A) e monitor mostrando a temperatura em ºC (B). 



54 

 

 

Tabela 5 - Temperatura durante a aplicação do LED. 

Poço - região Tempo (s) 
Temperatura 

inicial (ºC) 

Temperatura 

final (ºC) 

Delta 

(ºC) 

1 - lateral 69 24 24 0 

2 - central 139 24 24 0 

3 - intermediária 277 24 24 0 

 
 

A exposição ao calor está associada ao aumento da biogênese mitocondrial em 

miotubos C2C12 (LIU e BROOKS, 2012), aumento da biogênese e função mitocondrial no 

tecido muscular esquelético de humanos (HAFEN et al., 2018), ativação das enzimas 

mitocondriais no tecido muscular esquelético de ratos (CHEN et al., 1999), melhora da 

sensibilidade à insulina no tecido muscular esquelético de ratos alimentados com HFD 

(GUPTE et al., 2009), proteção do tecido muscular esquelético de camundongos alimentados 

com HFD à RI (CHUNG et al., 2008) e melhora da sensibilidade à insulina no tecido adiposo 

de mulheres com síndrome do ovário policístico (ELY et al., 2019). E foi devido a tudo isso 

que realizamos a aferição da temperatura do meio de cultura contendo miotubos aderidos ao 

fundo da placa durante aplicação do LED. E, como não foi observada variação da 

temperatura, podemos afirmar que os resultados apresentados mais adiante neste estudo não 

estão relacionados ao aquecimento do meio de cultura e das células. 

 

4.2.7 Viabilidade celular  

 

O método de exclusão por Azul de Tripan é um ensaio que avalia a citotoxicidade 

mensurando a viabilidade celular pela integridade da membrana. Em síntese, as células são 

contadas na câmara de Neubauer, em microscópio invertido, e o corante invade as células 

inviáveis, corando o citoplasma, devido à perda de seletividade da membrana, enquanto as 

viáveis permanecem intactas e, portanto, incolores.  

Os ensaios ocorreram 30 minutos após a PBM. Para isso, o meio contendo 

insulina foi removido, os poços foram lavados com PBS (137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 8 mM 

Na2HPO4, 2 mM KH2PO4, pH 7,4), as células foram removidas com auxílio cell scraper, 

centrifugadas (Thermo Scientific) durante 5 minutos, a 200 g e ressuspensas em meio de 

diferenciação. O Azul de Tripan (Dinâmica) foi diluído em água ultrapura à 0,4%, essa 

solução foi diluída na proporção de 1:1 com cada amostra. Então, 10 µL dessa solução final, 
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já contendo amostra, foi adicionada à câmara de Neubauer (Kasvi) para a contagem das 

células viáveis e inviáveis. 

Para o cálculo do percentual de células viáveis, o número de células viáveis (não 

coradas) foi dividido pelo número total de células (coradas e não coradas) e o resultado dessa 

divisão foi multiplicado por 100. O percentual de células viáveis foi superior a 90% em todos 

os grupos. Além disso, foi realizada análise de variância com três fontes de variação e não foi 

observada diferença entre os grupos (p = 0,84). Portanto, fica claro que a indução da RI, a 

PBM e o estímulo com insulina (para ativação da via intracelular desse hormônio) não 

alteraram a viabilidade dos miotubos C2C12. 

 

4.2.8 Conteúdo e fosforilação de proteínas 

 

O conteúdo e a fosforilação de proteínas nos miotubos C2C12 foi analisada pela 

técnica de Western ImunoBlotting. Trinta minutos após a PBM, o meio contendo insulina ou 

PBS foi removido, os poços foram lavados com PBS (137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 8 mM 

Na2HPO4, 2 mM KH2PO4, pH 7,4), que foi removido em seguida, e foram adicionados 60 

μL/poço de tampão de lise [triton X100 1% (Thermo Scientific); tris 100 mM, pH 8,0 

(Calbiochem); glicerol 20% (Synth) e ácido etilenodiamino tetra-acético 0.2 mM (Synth)], 

contendo 1 tablete de coquetel inibidor de protease (Roche) e 2 tabletes de coquetel inibidor 

de fosfatase (Roche) para cada 10 mL de tampão. Então, foi passado cell scraper (Thermo 

Scientific) em cada poço para remoção das células e todo o volume foi coletado em tubo 

identificado. Os tubos foram colocados no gelo e cada amostra foi homogeneizada, com 

pipeta P200 (Labmate), em 6 ciclos, de 20 up-down cada. Os lisados foram centrifugados 

(Thermo Scientific) a 12 000 g, durante 5 minutos, a 4 ºC e o sobrenadante contendo as 

proteínas de interesse foi coletado. A concentração de proteínas totais nos extratos foi 

determinada pela técnica de Bradford, (1976), utilizando-se BSA (1mg/mL) (INLAB) para 

construção da curva padrão. A leitura foi realizada em leitor de microplacas (Molecular 

Devices), no comprimento de onda de 595 nm. Os valores de proteína foram determinados 

pelo software Softmaxpro®, em mg/mL. 

As amostras foram diluídas na proporção de 3:1 em tampão de amostra 4x 

[glicerol 50% (Synth); tris 300 mM (Sigma-Aldrich), pH 6,8; dodecil sulfato de sódio (SDS) 

1% (Merck Millipore); ácido etilenodiamino tetra-acético 60 mM (Synth); azul de bromofenol 

0,001% (Synth) e betamercaptoetanol 8% (Spectrum Chemical)] e aquecidas a 95 °C, por 5 

minutos. Aproximadamente 30 μg das proteínas totais foram fracionados em gel de 
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poliacrilamida, constituído pelo gel de empilhamento [solução de acrilamida : bisacrilamida 

(30%) 42% (Sigma); tris 120 mM, pH 6,8 (Sigma-Aldrich); SDS 0,1% (Synthy); persulfato de 

amônio 0,075% (Dinâmica) e tetrametiletilenodiamina 0,07% (Bio-Rad)] e gel de separação 

(solução de acrilamida : bisacrilamida (30%) 16,5% (Sigma); tris 400 mM (Sigma-Aldrich), 

pH 8,8; SDS 0,1% (Synthy); persulfato de amônio 0,075% (Dinâmica) e 

tetrametiletilenodiamina 0,07% (Bio-Rad)). Aos géis foram também aplicados 6 μL do padrão 

de peso molecular (Thermo Scientific). A eletroforese foi realizada por aproximadamente 120 

minutos com uma voltagem entre 50 e 100 volts. 

As proteínas foram transferidas para membranas de PVDF (Merck Millipore) 

previamente ativadas por 5 minutos em metanol (Êxodo Científica) e equilibradas por 20 

minutos em tampão de transferência [tris 25 mM (Sigma-Aldrich); glicina 192 mM 

(Calbiochem) e metanol 10% (Dinâmica)]. A transferência tank blotting (Bio-Rad) foi 

realizada a uma voltagem constante de 80 volts, durante 100 minutos (50 minutos, inversão da 

posição dos cassetes, mais 50 minutos), com a cuba mantida em gelo. Após a transferência, as 

membranas foram coradas com Ponceau 0,1% (Apacor) para monitoramento da qualidade do 

procedimento e do padrão de similaridade das bandas. As membranas foram lavadas para 

retirada do corante e bloqueadas com BSA 10% (INLAB) em tampão contendo tampão TBS-

T 0,1%% [NaCl 5 M (Synth); tris 1 M, pH 7,6 9 (Sigma-Aldrich) e tween-20 0,1% 

(Dinâmica)], por 1 hora, à temperatura ambiente, sob agitação leve.  

As membranas foram lavadas 3 vezes, por 5 minutos com TBS-T 0,1% e 

encubadas com anticorpos primários [1:1000, diluído em TBS-T 0,1% com BSA 1% 

(INLAB)] a 4 ºC, sob agitação leve, overnight. As membranas foram lavadas novamente em 

TBS-T 0,1%, 3 vezes, 5 minutos, e encubadas por 120 minutos, à temperatura ambiente, com 

o anticorpo secundário [1:5000, diluído em TBS-T 0,1% com BSA 3% (INLAB)] ligado à 

peroxidase. A relação dos anticorpos utilizados está descrita na tabela 6. 

Após três sessões de lavagens por 5 minutos com TBS-T 0,1%, as membranas 

foram encubadas em solução Luminata Forte (Merck Millipore), por 3 minutos. O sinal 

gerado pelas bandas foi captado por sistema de fotodocumentação (Loccus Biotecnologia) e a 

quantificação foi feita pelo software ImageJ. A Akt total foi utilizada como normalizadora 

para a p-Akt (ser473), a GAPDH foi utilizada como normalizadora para a Mitofusin-2 e a 

JNK total foi utilizada como normalizadora para a p-JNK (thr183/tyr185). Os valores de 

conteúdo relativo gerados estão apresentados como unidades arbitrárias. 
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Tabela 6 - Anticorpos para detecção de proteínas dos miotubos C2C12. 

Anticorpo Tipo Fonte # Catálogo 

Phospho-Akt (Ser473) (193H12) Monoclonal Coelho 4058* 

Akt (pan) (11E7) Monoclonal Coelho 4685* 

Mitofusin-2 (D2D10) Monoclonal Coelho 9482S* 

GAPDH (14C10) Monoclonal Coelho 2118* 

Phospho-SAPK/JNK (T183/Y185) Monoclonal Coelho 9251S* 

SAPK/JNK (pan) Monoclonal Coelho 9252S* 

Anti-rabbit IgG - Cabra 7074* 

*Cell Signaling. 
 

4.2.9 Atividade máxima da citrato sintase  

 

Para a análise da atividade máxima da citrato sintase nos miotubos C2C12, foram 

adicionados 100 µL de tampão de extração [50 mM tris base (Calbiochem) e 1 mM de ácido 

etilenodiamino-tetra-acético (EDTA) (Synth), pH 7,4] em tubos contendo 106 células. Os 

tubos foram colocados no gelo e cada amostra foi homogeneizada, com pipeta P200 

(Labmate), em 6 ciclos, de 20 up-down cada. Os lisados foram centrifugados (Thermo 

Scientific) a 10000 g, durante 20 minutos, a 4 ºC, para separar os resíduos celulares. As 

alíquotas do sobrenadante foram separadas para dosagem de proteínas totais e para o ensaio 

enzimático. A atividade máxima da enzima foi determinada segundo protocolo modificado de 

Alp, Newsholme e Zammit (1976), a partir da quantificação do complexo amarelo formado 

entre a CoA liberada na reação com ácido 5,5-ditiobis(2-nitrobenzóico) (DTNB) (reagente de 

Ellman) presente no tampão de ensaio. 

A mistura de ensaio foi constituída por tris base a 10 mM (Calbiochem); DTNB a 

0,2 mM (Sigma-Aldrich); acetil-CoA a 0,01 mM (Sigma-Aldrich) e Triton X100 a 1% (v/v) 

(Thermo Scientific), pH 8,1. A reação foi iniciada com adição de oxaloacetato a 13,2 mM 

(Sigma-Aldrich) e amostra na solução de ensaio, na proporção de 1:1:18, com volume final de 

200 µL. O método baseia-se na reatividade do DTNB com a CoA-SH, marcando o grupo Tiol 

(SH), resultando em um composto iônico que absorve luz a 412 nm. Assim, a taxa de 

formação de CoA-SH pode ser avaliada nesse comprimento de onda. O ensaio foi feito em 

triplicata de cada amostra e para o cálculo foi utilizada a média dos 3 valores obtidos por 

amostra. Foi realizado um número de leituras que permitiu visualizar a curva da atividade da 
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enzima até o ponto máximo da reação, com intervalos de 5 segundos entre elas, na 

temperatura de 25 ºC. A concentração de proteínas totais das amostras foi determinada pelo 

método de Bradford (1976) (Comassie blue assay). Amostra de BSA (1mg/mL) (Sigma-

Aldrich) foi utilizada para construção de uma curva com concentrações conhecidas de 

proteína (curva padrão). A leitura, em triplicata, foi realizada espectrofotometricamente em 

leitor de microplacas (Molecular Devices), no comprimento de onda de 595nm e os valores de 

proteína determinados pelo software Softmaxpro® em mg/mL. O cálculo da atividade 

máxima da citrato sintase foi feito utilizando a fórmula [((((ABS 2 – ABS 1)/(T2-T1))-

((ABS2’-ABS2’)/(T2’-T1’))) /13,6) x (Vol total ensaio / Vol amostra)] x Proteína (mg/ml) = 

µmol.min-1. mg de proteína -1. Os valores foram multiplicados por um mil (1000) e os 

resultados expressos em nmol/min/mg de proteína. 

 

4.2.10 Parâmetros do estado redox  

 

Foram avaliados nos miotubos C2C12 a ocorrência de peroxidação lipídica, a 

partir da concentração de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS - 

Thiobarbituric Acid Reactive Substances, do inglês), a capacidade antioxidante não 

enzimática, determinada pelo poder antioxidante de redução do ferro (FRAP - Ferric 

Reduncing Antioxidant Power, do inglês) e a atividade da enzima superóxido dismutase 

(SOD). 

Para a lise das células foi utilizado o método descrito por (GLASS e GERSHON, 

1981), com modificações. Em tubos contendo cerca de 106 miotubos C2C12 foram 

adicionados 300 μL de PBS (137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 8 mM Na2HPO4, 2 mM KH2PO4, 

pH 7,4) contendo 0,2% de Triton 100X (Thermo Scientific). Essa solução passou por 6 ciclos 

de congelamento-descongelamento e, na sequência, foi centrifugada (Thermo Scientific) a 

10000 g, por 15 minutos, a temperatura ambiente. Após a centrifugação o sobrenadante do 

lisado foi separado em alíquotas para os ensaios: mensuração de substâncias reativas ao ácido 

tiobarbitúrico (TBARS); capacidade antioxidante total determinada pelo método FRAP e 

atividade da SOD. 

A reação do ácido tiobarbitúrico com o malondialdeído (MDA) (1,1,3,3-

tetrametoxipropano), principal produto da peroxidação lipídica, foi utilizada para determinar a 

concentração de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS), de acordo com o 

método descrito por (OHKAWA; OHISHI; YAGI, 1979). Alíquotas do lisado celular (200 

µL) foram adicionadas a 125 µL de ácido acético (2,5 M, pH 3,4) (Prolab); 50 µL de SDS 
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(8,1%) (Merck Millipore) e 125 µL de ácido tiobarbitúrico (0,8%) (Sigma-Aldrich). Essa 

mistura foi homogeneizada e aquecida a 95 °C durante 90 minutos. Decorrido esse tempo, as 

amostras foram resfriadas e centrifugadas (Thermo Electron) durante 5 minutos, a 5000 g. O 

sobrenadante foi analisado, em triplicata, no leitor de microplacas (Molecular Devices) a 532 

nm. A concentração de TBARS foi estimada a partir da curva padrão de concentrações 

conhecidas de MDA (1,1,3,3-tetramethoxypropane - Sigma) como padrão externo. A 

quantidade de MDA produzida foi interpretada como a concentração de TBARS. Os 

resultados estão expressos em nmol de MDA/107 células. 

A capacidade antioxidante total foi determinada pelo método FRAP, de acordo com 

Benzie e Strain (1996). A capacidade de redução do complexo da forma férrico - 

ferritripiridiltriazina (TPTZ) para a forma ferroso - TPTZ pelos antioxidantes não enzimáticos 

do lisado celular, em pH ácido, determinam o poder antioxidante da amostra. Para a 

confecção do reagente FRAP, 25 mL de tampão acetato de sódio (0,3 M, pH 3,6) são 

acrescentados a 2,5 mL de TPTZ (10 mM) (Sigma-Aldrich) e depois misturados a 2,5 mL de 

FeCl3.H2O (20 mM) (Prolab). A uma alíquota de 528 μL do reagente FRAP foi adicionado 72 

μL do sobrenadante celular. Essa mistura foi homogeneizada e incubada no escuro, a 37 °C, 

por 30 minutos. Depois foi centrifugada (Thermo Electron) a 300 g por 5 min, e o 

sobrenadante analisado espectrofotometricamente (Molecular Devices) em triplicata, em leitor 

de microplacas, a 593 nm. A capacidade antioxidante total das amostras foi expressa em 

equivalentes de Fe2+, determinada a partir da curva padrão de concentrações conhecidas de 

sulfato ferroso (FeSO4) e normalizada pela quantidade de células. Os resultados estão 

expressos em μM FeSO4/107 células. 

O ensaio para determinar a atividade da SOD (EC1.15.1.1) foi realizado de acordo 

com Marklund e Marklund (1974), com algumas modificações. Resumidamente, a 50 μL do 

lisado celular foram adicionados 150 μL de tampão fosfato de potássio (50mM, pH 7,8) 

(Prolab) contendo 1 mM de ácido dietilentriaminopentaacético (DTPA - Sigma). As amostras 

e o tampão foram aquecidos a 37 ºC durante 3 minutos. A reação foi iniciada com a adição de 

1 μL de pirogalol a 0,2 mM (Sigma). A leitura foi realizada durante 190 segundos à 37 ºC no 

leitor de microplacas (Molecular Devices), a 420 nm, em duplicata. A concentração de 

proteínas totais das amostras foi determinada pelo método de Bradford (1976) (Comassie blue 

assay). Amostra de BSA (1mg/mL) (Sigma-Aldrich) foi utilizada para construção de uma 

curva com concentrações conhecidas de proteínas (curva padrão). A leitura, em triplicata, foi 

realizada espectrofotometricamente em leitor de microplacas (Molecular Devices), no 

comprimento de onda de 595nm e os valores de proteína determinados pelo software 
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Softmaxpro® em mg/mL. A atividade da enzima SOD, expressa em U/mg de proteína, é 

determinada a partir da capacidade da SOD em inibir a autoxidação do pirogalol, onde 1U = 

50% de inibição da autoxidação do pirogalol. 

 

4.2.11 Análise estatística 

 

Para análise estatística utilizou-se o software Statistica. Foi realizado o teste de 

Shapiro-Wilk para avaliar a normalidade dos dados. Para comparação entre os grupos 

utilizou-se a análise de variância com três fontes de variação: meio (CTRL ou PAL) X 

tratamento (SHAM ou PBM2 ou PBM4 ou PBM8) X estímulo (PBS ou INS). Quando 

detectadas diferenças significantes, os testes foram seguidos do post-hoc de Fisher LSD para 

detecção pontual das diferenças. O nível de significância adotado foi de p<0,05. Os resultados 

estão apresentados como média ± erro padrão. 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 Experimento 1 

 

5.1.1 Conteúdo e fosforilação de proteínas 

 

Os resultados referentes ao Experimento 1, figuras 13, 14 e 15, já foram 

publicados (SILVA et al. 2020). A figura 12 mostra a fosforilação da Akt (ser473) no 

músculo esquelético reto femoral de camundongos. A estatística foi realizada apenas nos 

grupos estimulados com insulina, pois não foi possível quantificar a Akt (ser473) nos grupos 

que receberam salina, como mostrado na imagem representativa dos blots. Houve uma 

redução na fosforilação da Akt (ser473) em resposta à insulina no grupo HFD-SHAM (p = 

0,02) em comparação ao grupo LFC-SHAM. Por outro lado, não houve diferença na 

fosforilação da Akt (ser473) em resposta à insulina no grupo HFD-PBM (p = 0,33) em 

comparação ao grupo LFC-PBM. Logo, a PBM reverteu a redução da fosforilação de Akt 

(ser473) no músculo esquelético reto femoral, causada pela HFD nos camundongos. 
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Figura 12 - Fosforilação da Akt (ser473) no músculo reto femoral de camundongos. Efeito da LFC ou HFD e 
tratamento SHAM ou PBM na fosforilação da Akt (ser473). Solução salina (-) ou insulina (+) foi injetada, por 
via intraperitoneal, 10 minutos antes da eutanásia. * p<0.05 vs LFC. Grupos: LFC-SHAM (n = 4); LFC-PBM (n 
= 4); HFD-SHAM (n = 4); HFD-PBM (n = 4). 
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Já a figura 13 mostra o conteúdo de HADH no músculo esquelético reto femoral 

de camundongos. Observamos que ocorreu um aumento no conteúdo de HADH no grupo 

HFD-SHAM (p = 0,01) em comparação ao grupo LFC-SHAM. Em contrapartida, o conteúdo 

de HADH do grupo HFD-PBM não foi diferente (p = 0,37) em relação ao grupo LFC-PBM e 

foi menor (p = 0,01) quando comparado ao grupo HFD-SHAM. Portanto, a PBM reverteu o 

aumento no conteúdo de HADH no músculo esquelético reto femoral, causado pela HFD em 

camundongos. 
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Figura 13 - Conteúdo de HADH no músculo reto femoral de camundongos. Efeito da LFC ou HFD e tratamento 
SHAM ou PBM no conteúdo de HADH. Solução salina (-) ou insulina (+) foi injetada, por via intraperitoneal, 
10 minutos antes da eutanásia. * p<0.05 vs LFC; # p<0.05 vs HFD-SHAM. Grupos: LFC-SHAM (n = 7); LFC-
PBM (n = 7); HFD-SHAM (n = 7); HFD-PBM (n = 8). 
 
 

Ainda no presente estudo, a figura 14 mostra o conteúdo de mitofusina-2 no 

músculo esquelético reto femoral de camundongos. Observamos um aumento no conteúdo de 

mitofusina-2 no grupo HFD-SHAM (p = 0,04) em comparação ao grupo LFC-SHAM. Por 

outro lado, o conteúdo de mitofusina-2 do grupo HFD-PBM foi menor (p = 0,01) em relação 

ao grupo LFC-PBM e ainda menor (p = 0,00) quando comparado ao grupo HFD-SHAM. 

Portanto, a PBM não apenas reverteu o aumento no conteúdo de mitofusina-2 no músculo 

esquelético reto femoral, causado pela HFD em camundongos, como diminuiu o conteúdo de 

mitofusina-2 também em comparação ao grupo LFC. 
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Figura 14 - Conteúdo de mitofusina-2 no músculo reto femoral de camundongos. Efeito da LFC ou HFD e 
tratamento SHAM ou PBM no conteúdo de mitofusina-2. Solução salina (-) ou insulina (+) foi injetada, por via 
intraperitoneal, 10 minutos antes da eutanásia. * p<0.05 vs LFC; # p<0.05 vs HFD-SHAM. Grupos: LFC-SHAM 
(n = 8); LFC-PBM (n = 7); HFD-SHAM (n = 8); HFD-PBM (n = 8). 
 

 

5.2 Experimento 2 

 

5.2.1 Conteúdo e fosforilação de proteínas 

 

A figura 15 mostra a fosforilação da Akt (ser473) nos miotubos C2C12. 

Observamos aumento na fosforilação da Akt (ser473) em resposta à insulina nos grupos 

CTRL-SHAM-INS (p = 0,00), CTRL-PBM2-INS (p = 0,00), CTRL-PBM4-INS (p = 0,00) e 

CTRL-PBM8-INS (p = 0,00) em comparação aos grupos CTRL-SHAM-PBS, CTRL-PBM2-

PBS, CTRL-PBM4-PBS e CTRL-PBM8-PBS, respectivamente. Porém, não foram 

observadas alterações na fosforilação da Akt (ser473) em resposta à insulina nos grupos PAL-

SHAM-INS (p = 0,37) e PAL-PBM2-INS (p = 0,56) em comparação aos grupos PAL-

SHAM-PBS e PAL-PBM2-PBS, respectivamente. Em contrapartida, houve aumento na 

fosforilação da Akt (ser473) em resposta à insulina nos grupos PAL-PBM4-INS (p = 0,00) e 

PAL-PBM8-INS (p = 0,00) em comparação aos grupos PAL-PBM4-PBS e PAL-PBM8-PBS, 

respectivamente. Logo, a fosforilação da Akt (ser473) foi maior nos grupos PAL-PBM4-INS 

(p = 0,00 e p = 0,00) e PAL-PBM8-INS (p = 0,00 e p = 0,00) em comparação aos grupos 
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PAL-SHAM-INS e PAL-PBM2-INS, respectivamente. Além disso, a fosforilação da Akt 

(ser473) não foi diferente nos grupos PAL-PBM4-INS (p = 0,90) e PAL-PBM8-INS (p = 

0,82) em comparação aos grupos CTRL-PBM4-INS e CTRL-PBM8-INS, respectivamente. 

Logo, a PBM nas doses de 4 ou 8 J/cm2 reverteu totalmente a redução da fosforilação da Akt 

(ser473) em resposta à insulina, causada pelo ácido palmítico nos miotubos C2C12. 
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Figura 15 - Fosforilação da Akt (ser473) nos miotubos C2C12. Efeito do meio CTRL ou PAL e tratamento 
SHAM ou  PBM2  ou  PBM4  ou  PBM8  e  estímulo  PBS  (-)  ou  INS  (+) na fosforilação da Akt (ser473). 
* p<0.05 vs CTRL; # p<0.05 vs PAL-SHAM e PAL-PBM2; & p<0.05 vs PBS. Grupos: CTRL-SHAM-PBS 
(n=6); CTRL-SHAM-INS (n=6); CTRL-PBM2-PBS (n=5); CTRL-PBM2-INS (n=6); CTRL-PBM4-PBS (n=6); 
CTRL-PBM4-INS (n=6); CTRL-PBM8-PBS (n=6); CTRL-PBM8-INS (n=5); PAL-SHAM-PBS (n=5); PAL-
SHAM-INS (n=6); PAL-PBM2-PBS (n=6); PAL-PBM2-INS (n=6); PAL-PBM4-PBS (n=6); PAL-PBM4-INS 
(n=6); PAL-PBM8-PBS (n=6); PAL-PBM8-INS (n=6). 

 

Já a figura 16 mostra o conteúdo de mitofusina-2 nos miotubos C2C12. 

Observamos aumento no conteúdo de mitofusina-2 nos grupos PAL-SHAM-PBS (p = 0,00) e 

PAL-SHAM-INS (p = 0,00) em comparação aos grupos CTRL-SHAM-PBS e CTRL-SHAM-

INS, respectivamente. Por outro lado, não houve diferença no conteúdo de mitofusina-2 nos 

grupos PAL-PBM2-PBS (p = 0,42), PAL-PBM2-INS (p = 0,13), PAL-PBM4-PBS (p = 0,24), 

PAL-PBM4-INS (p = 0,13), PAL-PBM8-PBS (p = 0,09) e PAL-PBM8-INS (p = 0,21) em 
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comparação aos grupos CTRL-PBM2-PBS, CTRL-PBM2-INS, CTRL-PBM4-PBS, CTRL-

PBM4-INS, CTRL-PBM8-PBS e CTRL-PBM8-INS, respectivamente. Além disso, o 

conteúdo de mitofusina-2 foi menor nos grupos PAL-PBM2-PBS (p = 0,00), PAL-PBM4-

PBS (p = 0,00) e PAL-PBM8-PBS (p = 0,00) em comparação ao grupo PAL-SHAM-PBS e 

nos grupos PAL-PBM2-INS (p = 0,00), PAL-PBM4-INS (p = 0,00) e PAL-PBM8-INS (p = 

0,00) em comparação ao grupo PAL-SHAM-INS. Isso mostra que a PBM nas doses de 2, 4 

ou 8 J/cm2 reverteu completamente o aumento de mitofusina-2 induzido pelo ácido palmítico 

nos miotubos C2C12. 
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Figura 16 - Conteúdo de mitofusina-2 nos miotubos C2C12. Efeito do meio CTRL ou PAL e tratamento SHAM 
ou PBM2 ou PBM4 ou PBM8 e estímulo PBS (-) ou INS (+) no conteúdo de mitofusina-2. * p<0.05 vs CTRL; # 
p<0.05 vs PAL-SHAM. Grupos: CTRL-SHAM-PBS (n=6); CTRL-SHAM-INS (n=5); CTRL-PBM2-PBS (n=6); 
CTRL-PBM2-INS (n=5); CTRL-PBM4-PBS (n=6); CTRL-PBM4-INS (n=6); CTRL-PBM8-PBS (n=6); CTRL-
PBM8-INS (n=6); PAL-SHAM-PBS (n=6); PAL-SHAM-INS (n=6); PAL-PBM2-PBS (n=5); PAL-PBM2-INS 
(n=6); PAL-PBM4-PBS (n=6); PAL-PBM4-INS (n=6); PAL-PBM8-PBS (n=6); PAL-PBM8-INS (n=6). 
 

 

Ainda no presente estudo, a figura 17 mostra a fosforilação da JNK 

(thr183/tyr185) nos miotubos C2C12. Observamos aumento na fosforilação da JNK 

(thr183/tyr185) nos grupos PAL-SHAM-PBS (p = 0,00), PAL-SHAM-INS (p = 0,00), PAL-
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PBM2-PBS (p = 0,00) e PAL-PBM2-INS (p = 0,00) em comparação aos grupos CTRL-

SHAM-PBS, CTRL-SHAM-INS, CTRL-PBM2-PBS, CTRL-PMB2-INS, respectivamente. 

Por outro lado, não houve diferença na fosforilação da JNK (thr183/tyr185) nos grupos PAL-

PBM4-PBS (p = 0,26), PAL-PBM4-INS (p = 0,26), PAL-PBM8-PBS (p = 0,31) e PAL-

PBM8-INS (p = 0,80) em comparação aos grupos CTRL-PBM4-PBS, CTRL-PBM4-INS, 

CTRL-PBM8-PBS e CTRL-PBM8-INS, respectivamente. Além disso, a fosforilação da JNK 

(thr183/tyr185) foi menor nos grupos PAL-PBM4-PBS (p = 0,00 e p = 0,00) e PAL-PBM8-

PBS (p = 0,00 e p = 0,00) em comparação aos grupos PAL-SHAM-PBS e PAL-PBM2-PBS, 

respectivamente, e nos grupos PAL-PBM4-INS (p = 0,00 e p = 0,00) e PAL-PBM8-INS (p = 

0,00 e p = 0,00) em comparação aos grupos PAL-SHAM-INS e PAL-PBM2-INS, 

respectivamente. Isso mostra que a PBM nas doses de 4 ou 8 J/cm2 reverteu completamente o 

aumento na fosforilação da JNK induzido pelo ácido palmítico nos miotubos C2C12. 
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Figura 17 - Fosforilação da JNK (thr183/tyr185) nos miotubos C2C12. Efeito do meio CTRL ou PAL e 
tratamento SHAM ou PBM2 ou PBM4 ou PBM8 e estímulo PBS (-) ou INS (+) na fosforilação da JNK 
(thr183/tyr185). * p<0.05 vs CTRL; # p<0.05 vs PAL-SHAM e PAL-PBM2. Grupos: CTRL-SHAM-PBS (n=6); 
CTRL-SHAM-INS (n=6); CTRL-PBM2-PBS (n=6); CTRL-PBM2-INS (n=5); CTRL-PBM4-PBS (n=6); CTRL-
PBM4-INS (n=6); CTRL-PBM8-PBS (n=6); CTRL-PBM8-INS (n=6); PAL-SHAM-PBS (n=6); PAL-SHAM-
INS (n=6); PAL-PBM2-PBS (n=6); PAL-PBM2-INS (n=6); PAL-PBM4-PBS (n=5); PAL-PBM4-INS (n=6); 
PAL-PBM8-PBS (n=6); PAL-PBM8-INS (n=6). 
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5.2.2 Atividade máxima da citrato sintase 

 

A figura 18 mostra os resultados da atividade máxima da citrato sintase nos 

miotubos C2C12. Observamos aumento na atividade máxima da citrato sintase em resposta à 

insulina nos grupos CTRL-SHAM-INS (p = 0,01), CTRL-PBM2-INS (p = 0,00), CTRL-

PBM4-INS (p = 0,00) e CTRL-PBM8-INS (p = 0,00) em comparação aos grupos CTRL-

SHAM-PBS, CTRL-PBM2-PBS, CTRL-PBM4-PBS e CTRL-PBM8-PBS, respectivamente. 

Porém, não foram observadas alterações na atividade máxima da citrato sintase em resposta à 

insulina nos grupos PAL-SHAM-INS (p = 0,69) e PAL-PBM2-INS (p = 0,65) em 

comparação aos grupos PAL-SHAM-PBS e PAL-PBM2-PBS, respectivamente. Em 

contrapartida, houve aumento na atividade máxima da citrato sintase em resposta à insulina 

nos grupos PAL-PBM4-INS (p = 0,00) e PAL-PBM8-INS (p = 0,00) em comparação aos 

grupos PAL-PBM4-PBS e PAL-PBM8-PBS, respectivamente. Logo, a atividade máxima da 

citrato sintase foi maior nos grupos PAL-PBM4-INS (p = 0,00 e p = 0,00) e PAL-PBM8-INS 

(p = 0,00 e p = 0,00) em comparação aos grupos PAL-SHAM-INS e PAL-PBM2-INS, 

respectivamente. Além disso, a atividade máxima da citrato sintase não foi diferente nos 

grupos PAL-PBM4-INS (p = 0,92) e PAL-PBM8-INS (p = 0,82) em comparação aos grupos 

CTRL-PBM4-INS e CTRL-PBM8-INS, respectivamente. Logo, a PBM nas doses de 4 ou 8 

J/cm2 reverteu totalmente a redução da atividade máxima da citrato sintase em resposta à 

insulina, causada pelo ácido palmítico. 
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Figura 18 - Atividade máxima da citrato sintase nos miotubos C2C12. Efeito do meio CTRL ou PAL e 
tratamento SHAM ou PBM2 ou PBM4 ou PBM8 e estímulo PBS (-) ou INS (+) na atividade máxima da citrato 
sintase. * p<0.05 vs CTRL; # p<0.05 vs PAL-SHAM e PAL-PBM2; & p<0.05 vs PBS. Grupos: CTRL-SHAM-
PBS (n=6); CTRL-SHAM-INS (n=5); CTRL-PBM2-PBS (n=6); CTRL-PBM2-INS (n=6); CTRL-PBM4-PBS 
(n=6); CTRL-PBM4-INS (n=5); CTRL-PBM8-PBS (n=6); CTRL-PBM8-INS (n=6); PAL-SHAM-PBS (n=6); 
PAL-SHAM-INS (n=6); PAL-PBM2-PBS (n=6); PAL-PBM2-INS (n=6); PAL-PBM4-PBS (n=6); PAL-PBM4-
INS (n=6); PAL-PBM8-PBS (n=5); PAL-PBM8-INS (n=6). 
 

5.2.3 Parâmetros do estado redox 

 

A figura 19 mostra a análise da peroxidação lipídica, por meio da concentração de 

TBARS, nos miotubos C2C12. Houve redução da concentração de TBARS nos grupos 

CTRL-SHAM-INS (p = 0,00) e CTRL-PBM8-INS (p = 0,00) em relação aos grupos CTRL-

SHAM-PBS e CTRL-PBM8-PBS, respectivamente. Observamos também aumento da 

concentração de TBARS nos grupos CTRL-PBM8-PBS (p = 0,00) e CTRL-PBM8-INS (p = 

0,00) em relação aos grupos CTRL-SHAM-PBS e CTRL-SHAM-INS, respectivamente. Além 

disso, o grupo PAL-SHAM-INS apresentou aumento (p = 0,00) da concentração de TBARS 

em relação ao CTRL-SHAM-INS, enquanto o grupo PAL-PBM8-PBS apresentou redução (p 

= 0,00) em comparação ao grupo CTRL-PBM8-PBS.  
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Figura 19 - Análise da peroxidação lipídica nos miotubos C2C12. Efeito do meio CTRL ou PAL e tratamento 
SHAM ou PBM2 ou PBM4 ou PBM8 e estímulo PBS (-) ou INS (+) na concentração de TBARS. * p<0.05 vs 
CTRL; @ p<0.05 vs CTRL-SHAM; & p<0.05 vs PBS. Grupos: CTRL-SHAM-PBS (n=1); CTRL-SHAM-INS 
(n=1); CTRL-PBM2-PBS (n=1); CTRL-PBM2-INS (n=1); CTRL-PBM4-PBS (n=1); CTRL-PBM4-INS (n=1); 
CTRL-PBM8-PBS (n=1); CTRL-PBM8-INS (n=1); PAL-SHAM-PBS (n=1); PAL-SHAM-INS (n=1); PAL-
PBM2-PBS (n=1); PAL-PBM2-INS (n=1); PAL-PBM4-PBS (n=1); PAL-PBM4-INS (n=1); PAL-PBM8-PBS 
(n=1); PAL-PBM8-INS (n=1). 
 
 

Já a figura 20 mostra a capacidade antioxidante não enzimática, determinada pelo 

FRAP, em miotubos C2C12. Os grupos PAL-SHAM-INS (p = 0,00) e PAL-PBM4-PBS (p = 

0,04) apresentaram aumento do FRAP em relação aos grupos CTRL-SHAM-INS e CTRL-

PBM4-PBS, respectivamente. Já o grupo PAL-PBM8-INS apresentou redução (p = 0,05) do 

FRAP em relação ao grupo PAL-SHAM-INS. Os grupos PAL-SHAM-PBS, PAL-PBM2-

PBM, PAM-PBM2-INS, PAL-PBM4-INS e PAL-PBM8-PBS não apresentaram diferença em 

relação aos demais (p>0,05). 
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Figura 20 - Capacidade antioxidante não enzimática nos miotubos C2C12. Efeito do meio CTRL ou PAL e 
tratamento SHAM ou PBM2 ou PBM4 ou PBM8 e estímulo PBS (-) ou INS (+) no FRAP. * p<0.05 vs CTRL; # 
p<0.05 vs PAL-SHAM e PAL-PBM4. Grupos: CTRL-SHAM-PBS (n=1); CTRL-SHAM-INS (n=1); CTRL-
PBM2-PBS (n=1); CTRL-PBM2-INS (n=1); CTRL-PBM4-PBS (n=1); CTRL-PBM4-INS (n=1); CTRL-PBM8-
PBS (n=1); CTRL-PBM8-INS (n=1); PAL-SHAM-PBS (n=1); PAL-SHAM-INS (n=1); PAL-PBM2-PBS (n=1); 
PAL-PBM2-INS (n=1); PAL-PBM4-PBS (n=1); PAL-PBM4-INS (n=1); PAL-PBM8-PBS (n=1); PAL-PBM8-
INS (n=1). 

 

Por fim, a figura 21 mostra a atividade da SOD nos miotubos C2C12. 

Observamos aumento na atividade da SOD nos grupos PAL-SHAM-PBS (p = 0,00) e PAL-

SHAM-INS (p = 0,00) em comparação aos grupos CTRL-SHAM-PBS e CTRL-SHAM-INS, 

respectivamente. Por outro lado, não houve diferença na atividade da SOD nos grupos PAL-

PBM2-PBS (p = 0,93), PAL-PBM2-INS (p = 0,78), PAL-PBM4-PBS (p = 0,94), PAL-

PBM4-INS (p = 0,81), PAL-PBM8-PBS (p = 0,91) e PAL-PBM8-INS (p = 0,88) em 

comparação aos grupos CTRL-PBM2-PBS, CTRL-PBM2-INS, CTRL-PBM4-PBS, CTRL-

PBM4-INS, CTRL-PBM8-PBS e CTRL-PBM8-INS, respectivamente. Além disso, a 

atividade da SOD foi menor nos grupos PAL-PBM2-PBS (p = 0,00), PAL-PBM4-PBS (p = 

0,00) e PAL-PBM8-PBS (p = 0,00) em comparação ao grupo PAL-SHAM-PBS e nos grupos 

PAL-PBM2-INS (p = 0,00), PAL-PBM4-INS (p = 0,00) e PAL-PBM8-INS (p = 0,00) em 

comparação ao grupo PAL-SHAM-INS. Isso mostra que a PBM nas doses de 2, 4 ou 8 J/cm2 

reverteu completamente o aumento na atividade da SOD induzido pelo ácido palmítico nos 

miotubos C2C12. 
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Figura 21 - Atividade da SOD nos miotubos C2C12. Efeito do meio CTRL ou PAL e tratamento SHAM ou 
PBM2 ou PBM4 ou PBM8 e estímulo PBS (-) ou INS (+) na atividade da enzima superóxido dismutase - SOD. * 
p<0.05 vs CTRL; # p<0.05 vs PAL-SHAM. Grupos: CTRL-SHAM-PBS (n=1); CTRL-SHAM-INS (n=1); 
CTRL-PBM2-PBS (n=1); CTRL-PBM2-INS (n=1); CTRL-PBM4-PBS (n=1); CTRL-PBM4-INS (n=1); CTRL-
PBM8-PBS (n=1); CTRL-PBM8-INS (n=1); PAL-SHAM-PBS (n=1); PAL-SHAM-INS (n=1); PAL-PBM2-
PBS (n=1); PAL-PBM2-INS (n=1); PAL-PBM4-PBS (n=1); PAL-PBM4-INS (n=1); PAL-PBM8-PBS (n=1); 
PAL-PBM8-INS (n=1). 
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6 DISCUSSÃO 

 

Este estudo mostra, pela primeira vez, os efeitos da PBM, com a combinação dos 

comprimentos de onda vermelho e infravermelho, em diferentes doses, sobre a via de 

sinalização da insulina. E mostra também os efeitos da PBM sobre a ativação de quinases de 

estresse, conteúdo e atividade de proteínas mitocondriais e estado redox de células musculares 

esqueléticas, em modelos de obesidade. A PBM promoveu alterações benéficas tanto in vivo, 

com comprimento de onda vermelho, nos camundongos alimentados com dieta hiperlipídica, 

quanto in vitro, com a combinação dos comprimentos de onda vermelho e infravermelho, nos 

miotubos C2C12 mantidos em meio contendo ácido palmítico. Nos camundongos, a PBM 

reverteu a redução da fosforilação da Akt (ser473), o aumento do conteúdo de HADH e de 

mitofusina-2, induzidos pela HFD no músculo reto femoral. Nas células cultivadas, a PBM 

nas doses de 4 ou 8 J/cm2 reverteu a redução da fosforilação da Akt (ser473) e da atividade 

máxima da citrato sintase e o aumento da fosforilação da JNK (thr183/tyr185), induzidos pelo 

ácido palmítico. Além disso, nas doses de 2, 4 ou 8 J/cm2, a PBM reverteu o aumento do 

conteúdo de mitofusina-2 e da atividade da SOD induzidos pelo ácido palmítico nos miotubos 

C2C12. 

O principal achado deste estudo é que, assim como observado por Gong et al. 

(2020) com comprimento de onda vermelho em adipócitos, os efeitos da PBM com a 

combinação dos comprimentos de onda vermelho e infravermelho em células 

musculoesqueléticas também foram dependentes da dose utilizada. O efeito sobre a ativação 

da Akt foi observado apenas quando utilizadas as doses de 4 ou 8 J/cm2, semelhante ao estudo 

citado, assim como para os efeitos sobre a atividade máxima da citrato sintase e ativação da 

JNK. Porém, interessantemente, os efeitos sobre o conteúdo de mitofusina-2 e atividade da 

SOD foram observados tanto com as doses de 4 ou 8 J/cm2, quanto com a dose menor, de 

apenas 2 J/cm2. Segundo a lei de Arndt-Schultz, doses diminutas não são suficientes para 

gerar efeitos biológicos relevantes (CHUNG et al., 2012; HAMBLIN, 2017a). Em 

complemento a essa lei, considerando os resultados do presente estudo, podemos dizer que 

uma mesma dose, neste caso, a menor, pode promover efeitos sobre alguns parâmetros, mas 

não ser suficiente para atuar sobre outros. 

Além da dose (ZEIN, SELTING e HAMBLIN, 2018), outro importante parâmetro 

que influencia nos efeitos fotobiológicos é o comprimento de onda (HAMBLIN e 

DEMIDOVA, 2006). Já foi demonstrado que a combinação de comprimentos de onda 

distintos pode produzir efeitos diferentes nos tecidos biológicos em comparação aos 
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produzidos por apenas um comprimento de onda isolado (LIMA, SERGIO e FONSECA, 

2020). Em contraste a esses achados, no presente estudo, tanto a PBM com somente o 

comprimento de onda vermelho, no músculo esquelético dos camundongos, quanto a PBM 

com a combinação dos comprimentos de onda vermelho e infravermelho, nos miotubos 

C2C12, reverteram a deficiência da fosforilação da Akt (ser473) e inibiram o aumento do 

conteúdo de mitofusina-2, induzidos pela HFD ou pelo ácido palmítico, respectivamente. As 

demais análises foram realizadas em apenas um dos dois modelos experimentais, não podendo 

ser comparadas entre eles. Embora todas as análises do presente estudo tenham sido 

realizadas em células musculoesqueléticas, é importante salientar que o primeiro experimento 

foi in vivo, enquanto o segundo foi in vitro. Portanto, essas condições distintas tornam a 

comparação entre os experimentos limitada. Além disso, por se tratar de alvos diferentes, as 

doses utilizadas foram distintas, sendo este mais um fator desfavorável à comparação entre os 

experimentos. Diante disso, são necessários outros estudos, utilizando parâmetros e alvos 

idênticos, para comparação entre os efeitos da utilização de apenas um comprimento de onda 

versus a combinação de comprimentos de onda distintos. 

Outro resultado importante deste estudo diz respeito a Akt, que é uma enzima 

chave na sinalização da insulina e prejuízo na sua atividade está associado com redução na 

captação de glicose, caracterizando o quadro de RI (DANDONA, ALJADA e 

BANDYOPADHYAY, 2004). De fato, humanos com RI e DM2 apresentam deficiência na 

ativação da Akt, associada com redução na captação de glicose (KROOK et al., 1998; 

ZIERATH, KROOK e WALLBERG-HENRIKSSON, 1998; BROZINICK, ROBERTS e 

DOHM, 2003; KARLSSON et al., 2005; COZZONE et al., 2008; HØJLUND et al., 2009; 

TONKS et al., 2013). Já foi demonstrado prejuízo na atividade da Akt no músculo esquelético 

de roedores alimentados com HFD (SHAO et al., 2000; CHO et al., 2001; TREMBLAY et 

al., 2001) e em células C2C12 tratadas com palmitato (CHAVEZ e SUMMERS, 2003; FENG 

et al., 2012). 

No presente estudo, avaliamos a fosforilação da Akt (ser 473) no músculo 

esquelético de camundongos e em miotubos C2C12 e, corroborando com estudos 

supracitados, também observamos redução na ativação dessa proteína em resposta à HFD e ao 

ácido palmítico, respectivamente. A PBM reverteu essa deficiência na fosforilação da Akt 

(ser473) causada pela HFD nos camundongos e pelo ácido palmítico nos miotubos C2C12, 

sugerindo que a sensibilidade à insulina foi reestabelecida em ambas as situações. Portanto, os 

presentes resultados expandem nosso estudo anterior (SILVA et al., 2018) e mostram que a 

PBM, com os parâmetros utilizados, reverte a RI não apenas no tecido adiposo, mas também 



74 

 

 

no músculo esquelético. Esses dados vão ao encontro dos achados de Gong et al. (2021), que 

também observaram aumento da ativação da via da insulina no músculo esquelético, com 

consequente melhora do metabolismo da glicose, após PBM, com comprimento de onda 

vermelho, em modelo de camundongo com DM2 e em miotubos IR-L6. 

Um dos fatores que podem interferir na sinalização da insulina, em consequência 

da sobrecarga lipídica, é a ativação de quinases de estresse, como a JNK, que promove a 

fosforilação de resíduos de serina e treonina do IRS1, inibindo a via (HIROSUMI et al., 

2002). Em miócitos cultivados, já foi demonstrado que a RI induzida por palmitato é 

acompanhada pelo aumento na ativação da JNK (SENN, 2006), enquanto o knockdown de 

JNK atenua a RI induzida por palmitato, (VIJAYVARGIA et al., 2010). Em camundongos e 

humanos com obesidade, a atividade da JNK também está aumentada no músculo esquelético 

(HIROSUMI et al., 2002; BANDYOPADHYAY et al., 2005; CHIANG et al., 2009). Três 

genes diferentes codificam JNK, sendo estes: JNK 1, 2 e 3 (BARR e BOGOYEVITCH, 

2001). Enquanto a expressão de JNK 1 e 2 é difundida, a expressão de JNK 3 ocorre 

principalmente nos tecidos cardíaco e encefálico (KYRIAKIS, WOODGETT e AVRUCH, 

1995). Estudos apontam JNK 1 como a isoforma que mais contribui para o desenvolvimento 

da RI associada à obesidade, já que camundongos knockdown para JNK 1, mas não para JNK 

2, são consideravelmente protegidos da obesidade e RI, em modelos de obesidade induzida 

por dieta e geneticamente (HIROSUMI et al., 2002; TUNCMAN et al., 2006).  

Nesta pesquisa, avaliamos a ativação de JNK (1/2) nos miotubos C2C12 e, ao 

encontro dos estudos supracitados, observamos aumento da ativação em resposta ao ácido 

palmítico. Esse aumento foi completamente revertido pela PBM nas doses de 4 ou 8 J/cm2. 

Em um estudo anterior, mostramos que a PBM com laser infravermelho atenuou parcialmente 

a ativação de JNK no tecido adiposo de camundongos alimentados com HFD (SILVA et al., 

2018). Mostramos também, em um outro trabalho, que a PBM com LED vermelho reverteu 

completamente o aumento na ativação de JNK induzido pela HFD no tecido adiposo de 

camundongos (SILVA et al., 2020). Salehpour et al. (2019) mostraram que o estresse de 

contenção aumentou a ativação de JNK no córtex pré-frontal de camundongos e que a PBM, 

com comprimento de onda infravermelho, reduziu consideravelmente essa ativação. Portanto, 

os presentes resultados e a literatura parecem concordar que PBM reduz a ativação de JNK. 

Outro fator intimamente associado à RI é a redução da biogênese e função 

mitocondrial (MONTGOMERY e TURNER, 2015) e a PBM é conhecida por melhorar esses 

parâmetros (MASHA, HOURELD e ABRAHAMSE, 2013; NGUYEN et al., 2014; 

SILVEIRA et al., 2019). Portanto, investigamos o conteúdo de duas proteínas mitocondriais: 
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HADH, nos camundongos, e mitofusina-2, nos camundongos e nas células cultivadas. A 

HADH é uma enzima chave na β-oxidação, onde catalisa a formação de β-cetoacil-CoA a 

partir de β-L-hidroxiacil-CoA (SCHULZ, 1991). Os resultados mostram que, enquanto a HFD 

aumentou o conteúdo de HADH, a PBM reverteu esse aumento. Muitos estudos 

demonstraram que a HFD em camundongos leva ao aumento da capacidade de oxidação de 

ácidos graxos (MONTGOMERY et al., 2013; DASARI et al., 2018) e o conteúdo de 

proteínas HADH é elevado nesse contexto (MONTGOMERY et al., 2013; PUTTI et al., 

2016). Foi sugerido que a capacidade ampliada de oxidação de ácidos graxos pode refletir 

uma resposta adaptativa que não compensa completamente a disponibilidade lipídica 

aumentada, levando ao acúmulo de lipídeos e à RI (MONTGOMERY e TURNER, 2015; LIN 

et al., 2018). Assim, a redução no conteúdo de HADH no músculo esquelético em resposta à 

PBM, em camundongos alimentados com HFD, pode ser indicativa de diminuição do 

acúmulo lipídico devido à reversão da RI (PETERSEN e SHULMAN, 2018). 

A morfologia das mitocôndrias está constantemente mudando pelos processos de 

fusão e fissão (LIU et al., 2014) e o trabalho de Littlejohns et al. (2014) mostrou um papel 

direto da dinâmica mitocondrial na regulação da RI. No presente estudo, observamos que 

camundongos alimentados com HFD, assim como miotubos mantidos em meio contendo 

ácido palmítico, apresentaram aumento no conteúdo de mitofusina-2 e que a PBM inibiu 

completamente o aumento de mitofusina-2 nos dois experimentos. 

Os nossos resultados contrastam com os de alguns estudos que mostram redução 

no conteúdo da proteína mitofusina-2 no músculo esquelético em ratos Zucker obesos (BACH 

et al., 2005), indivíduos com obesidade e pacientes com DM2 (YU, ROBOTHAM e YOON, 

2006) e ratos alimentados com HFD (WYCKELSMA et al., 2017). Por outro lado, e 

condizente com nossos achados, Littlejohns et al. (2014) observaram aumento no conteúdo de 

mitofusina-2 no tecido cardíaco de camundongos alimentados com HFD, paralelamente à 

redução da área, comprimento e densidade das mitocôndrias cardíacas. Um outro trabalho, de 

Wyckelsma et al. (2017), avaliou o conteúdo da proteína mitofusina-2 no músculo esquelético 

de idosos e jovens e observou que o conteúdo de mitofusina-2 estava aumentado nos idosos, 

embora tenha sido repetidamente demonstrado que o envelhecimento está associado à 

disfunção mitocondrial e redução do conteúdo mitocondrial (SHORT et al., 2005; WHITE et 

al., 2013; WANG et al., 2016). Além disso, os idosos do estudo de Wyckelsma et al. (2017) 

realizaram um protocolo de treinamento intervalado de alta intensidade por 12 semanas e foi 

observado um declínio da mitofusina-2, juntamente com um aumento robusto no conteúdo 

mitocondrial. Os autores especularam que o aumento de mitofusina-2 com o envelhecimento 
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era uma resposta compensatória à disfunção mitocondrial relacionada ao envelhecimento, e 

que o declínio de mitofusina-2 observado em resposta ao treinamento físico sugeria que as 

mitocôndrias estavam se tornando mais funcionais e, portanto, a necessidade de aumentar o 

conteúdo de proteínas de mitofusina-2 era menor. Assim, um mecanismo semelhante pode 

explicar os presentes resultados: mitofusina-2 foi aumentada no grupo alimentado com HFD 

ou mantido em meio contendo ácido palmítico como uma resposta compensatória ao aumento 

da disfunção mitocondrial. E uma diminuição no conteúdo de mitofusina-2 induzida pela 

PBM pode ser um indicativo de melhora na função mitocondrial. 

Em complemento às análises do conteúdo de HADH e mitofusina-2, avaliamos a 

atividade máxima da citrato sintase nos miotubos C2C12. A citrato sintase é uma enzima que 

participa do metabolismo oxidativo e que tem sido utilizada como biomarcador de conteúdo e 

função mitocondrial (LARSEN et al., 2012; JACOBS et al., 2013). Neste estudo, observamos 

que a atividade máxima da citrato sintase foi estimulada pela insulina. No entanto, o ácido 

palmítico prejudicou essa ativação da citrato sintase pela insulina. Porém, a PBM, nas doses 

de 4 ou 8 J/cm2, reverteu completamente o prejuízo na atividade máxima da citrato sintase, 

causado pelo ácido palmítico, reestabelecendo a resposta dessa enzima à insulina. 

O estudo de Ørtenblad et al. (2005) também mostrou atividade reduzida da citrato 

sintase, insensível à estimulação pela insulina, em miotubos estabelecidos a partir de 

indivíduos com DM2, enquanto a insulina estimulou a atividade da citrato sintase em 26 a 

33%, nos miotubos estabelecidos a partir de indivíduos controle magros e com obesidade, 

sendo que o efeito estimulador da insulina foi abolido por altas concentrações de palmitato. 

Segundo eles, um mecanismo provável para a alteração na atividade da citrato sintase em 

resposta à insulina seja a fosforilação/desfosforilação dessa proteína. Eles sugerem também 

que o aumento de ácidos graxos livres associado à obesidade e ao DM2 pode operar por meio 

da citrato sintase, contribuindo para a patogênese da resistência à insulina induzida por 

lipídeos. Porém, o mecanismo preciso pelo qual os ácidos graxos livres inibem a ação da 

insulina na citrato sintase permanece desconhecido. 

Em relação aos efeitos da PBM sobre a citrato sintase, corroborando com os 

nossos resultados, Aquino et al. (2015) observaram aumento na atividade da citrato sintase 

induzido por PBM, com comprimento de onda infravermelho, no músculo esquelético de 

ratos. Ao encontro desses achados, o estudo de Vieira et al. (2018) também mostrou aumento 

na atividade da citrato sintase mitocondrial induzido por PBM, com comprimento de onda 

infravermelho, no músculo esquelético de ratos submetidos ao treinamento aeróbico. Em 
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conjunto, esses dados mostram que a PBM aumenta a atividade da citrato sintase nas células 

musculoesqueléticas de camundongos e ratos. 

Extrapolando os resultados de HADH do músculo reto femoral dos camundongos 

para os miotubos C2C12 no presente estudo, podemos dizer que, juntos, os resultados de 

HADH, mitofusina-2 e citrato sintase, sugerem que a oferta excessiva de lipídeos 

sobrecarregou a capacidade oxidativa mitocondrial. Na tentativa de lidar com essa situação 

estressante, as mitocôndrias se adaptaram elevando a β-oxidação, indicada pelo aumento no 

conteúdo de HADH, e aumentando a dinâmica mitocondrial, mostrada pelo aumento no 

conteúdo de mitofusina-2. No entanto, essas respostas adaptativas compensaram 

insuficientemente o aumento da disponibilidade lipídica, levando à RI, inclusive ao nível da 

citrato sintase. Dessa forma, o ciclo de Krebs parece ter sido um ponto limitante para essas 

respostas compensatórias. Em contrapartida, a PBM reduziu a RI, provavelmente melhorando 

a função mitocondrial e reduzindo a lipotoxicidade. Com isso, reestabeleceu a ativação da 

citrato sintase pela insulina e diminuiu o estímulo que impulsionava o aumento da capacidade 

oxidativa mitocondrial, refletindo nas reduções no conteúdo de HADH e mitofusina-2. Mais 

estudos são necessários para confirmar se as alterações observadas na HADH, citrato sintase e 

mitofusina-2 são traduzidas em alterações na função e na morfologia mitocondrial, 

respectivamente. 

Outra possível explicação para os resultados observados é que, com o aumento no 

aporte de lipídios e seu transporte para as mitocôndrias, a utilização dos ácidos graxos foi 

aumentada, haja vista o aumento no conteúdo de HADH e mitofusina-2. Porém, como já 

citado, o ciclo de Krebs parece ter sido um ponto limitante. Como consequência dessa 

limitação, pode ter ocorrido elevação na formação de intermediários lipídicos, resultantes da 

β-oxidação incompleta. Esse acúmulo de intermediários lipídicos, por sua vez, pode ser a 

causa da RI observada. Em contrapartida, a PBM parece ter modulado o metabolismo 

mitocondrial, reduzindo o conteúdo de HADH e mitofusina-2 e, consequentemente, 

diminuindo a utilização de ácidos graxos, a β-oxidação incompleta e, portanto, a formação de 

intermediários lipídicos. Como consequência foi observada melhora na RI.  

Mais um fator, resultante do acúmulo de ácidos graxos, que está relacionado com 

a RI é o desequilíbrio redox (HOUSTIS, ROSEN e LANDER, 2006; RANI et al., 2016) e a 

PBM pode modular o balanço redox (TATMATSU-ROCHA et al., 2016; HEO et al., 2019). 

Por isso, analisamos o estado redox a partir da medida da concentração de marcadores de 

desequilíbrio redox e da atividade antioxidante. A reação do MDA com o ácido tiobarbitúrico 

é um estimador confiável da peroxidação lipídica (JANERO, 1990), avaliada pelo ensaio de 
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TBARS. A peroxidação lipídica ocorre quando radicais livres reagem com moléculas dos 

ácidos graxos que compõem a membrana celular, gerando danos, comprometendo sua 

estrutura e funcionalidade, podendo levar à morte celular (HALLIWELL e GUITTERIDGE, 

2007). 

Observamos aumento da concentração de TBARS em resposta ao ácido palmítico 

em miotubos C2C12 que foram encubados com insulina. Em contrapartida, os miotubos 

C2C12 mantidos em meio contendo ácido palmítico e encubados com insulina que receberam 

PBM nas doses de 2, 4 ou 8 J/cm2 não apresentaram diferença da concentração de TBARS em 

relação aos seus CTRL. Outro efeito observado neste estudo foi aumento da concentração de 

TBARS nos grupos CTRL que receberam PBM na dose de 8 J/cm2, independente da 

encubação com insulina. Ou seja, o efeito observado parece realmente ser consequência da 

PBM na dose mais alta avaliada. Ainda no presente estudo, observamos redução da TBARS 

em resposta à insulina em dois grupos CRTL. No entanto, devido à limitação do experimento, 

considerando o n amostral pequeno, esses resultados precisam ser melhor investigados. 

Em concordância com nossos achados, Tian et al., (2011) também observaram 

aumento da concentração de TBARS no músculo sóleo de ratos alimentados com HFD por 12 

semanas. Ainda corroborando com nossos resultados, já foi descrito que a PBM, com 

comprimento de onda infravermelho, mitigou a concentração de TBARS no músculo 

gastrocnêmio de ratos diabéticos submetidos ao exercício de alta intensidade (FRIGERO et 

al., 2018). Outro estudo mostrou que a PBM, com comprimento de onda vermelho, reduziu a 

concentração de TBARS em músculo esquelético desnervado de ratos (NASCIMENTO et al., 

2021). Em conjunto, esses dados mostram o potencial da PBM para reduzir a peroxidação 

lipídica em diferentes contextos. Segundo a lei de Arndt-Schultz, o aumento da dose promove 

um efeito máximo até certo ponto, a partir do qual o efeito passa a ser nulo ou prejudicial 

(CHUNG et al., 2012; HAMBLIN, 2017a). Neste contexto, podemos ponderar que a PBM na 

dose de 8 J/cm2 pode ser danosa para miotubos C2C12 em condições fisiológicas. Porém, 

para miotubos C2C12 com estresse gerado pela sobrecarga lipídica, em função do ácido 

palmítico, a dose de 8 J/cm2 parece exercer efeitos positivos. Não foram encontrados estudos 

que tenham relatado alteração de TBARS em resposta à insulina. Portanto, esse achado 

merece ser melhor investigado em estudos futuros. 

Para entendermos melhor o estado redox dos miotubos C2C12, analisamos 

também a capacidade antioxidante total não enzimática pelo método FRAP (BENZIE e 

STRAIN, 1996). Curiosamente, observamos aumento do FRAP nos miotubos C2C12, em 

resposta ao ácido palmítico, tanto no grupo que não recebeu PBM e foi encubado com 
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insulina quanto no grupo que recebeu PBM na dose de 4 J/cm2 e que não foi encubado com 

insulina. Esse aumento de FRAP em resposta ao ácido palmítico, nos miotubos C2C12 que 

também foram encubados com insulina, foi completamente revertido pela PBM na dose de 8 

J/cm2. Contudo, assim como observado para TBARS, tendo em vista o n amostral pequeno, 

esses resultados de FRAP precisam ser melhor investigados. 

De encontro com nossos achados, Ayeleso, Ramachela e Mukwevho (2018) 

mostraram redução do FRAP em células C2C12 expostas ao palmitato. E um outro estudo 

mostrou que o FRAP foi inversamente relacionado ao índice de RI (SCHAFT et al., 2019). 

Destoando dos resultados do presente estudo, Nascimento et al. (2021) mostraram que a 

PBM, com comprimento de onda vermelho, não alterou FRAP no músculo esquelético 

desnervado de ratos, apesar de melhorar outros parâmetros relacionados ao estado redox. 

Neste sentido, Martins et al. (2021) também mostraram que a PBM, com comprimento de 

onda vermelho, não alterou o FRAP na cartilagem articular de ratos, em um modelo de 

osteoartrite de joelho induzida, embora tenham mostrado melhora de outros parâmetros do 

estado redox pela PBM. E, diferente desses achados e também dos nossos resultados, Amjadi 

et al. (2020) mostraram que a PBM intravenosa, com os comprimentos de onda 

infravermelho, vermelho, verde ou azul, aumentou FRAP na circulação de ratos diabéticos. E 

esse aumento foi diretamente proporcional ao tempo de irradiação (2, 4, 6 ou 8 minutos) e 

inversamente proporcional ao comprimento de onda. 

Por fim, avaliamos a atividade da SOD, uma enzima que catalisa a dismutação de 

ânions superóxido em peróxido de hidrogênio e oxigênio molecular, sendo uma importante 

defesa antioxidante (POWERS e LENNON, 1999). Embora, valores de SOD circulante sejam 

questionáveis, pacientes com obesidade apresentam concentrações circulantes mais baixas de 

SOD, sugerindo um déficit de enzimas antioxidantes citoprotetoras associado à obesidade 

(OLUSI, 2002; TORKANLOU et al., 2016). No tecido adiposo de camundongos com 

obesidade grave também foi observada redução tanto na expressão quanto na atividade da 

isoforma Cu-Zn-SOD (SOD1), presente no citoplasma. Porém, não foram encontradas 

alterações no músculo esquelético (FURUKAWA et al., 2004). De encontro com esses 

achados, um estudo mostrou aumento de 84% no conteúdo da isoforma Cu-Zn-SOD (SOD1) 

no músculo vasto lateral de homens com obesidade (SAMJOO et al., 2013). Portanto, o 

comportamento da SOD mediante a obesidade, desde a expressão até a atividade, parece 

variar dependendo da espécie, do tecido ou tipo celular e, também, da isoforma analisada. 

Corroborando com o estudo de Samjoo et al. (2013), no presente estudo 

observamos aumento na atividade da SOD nos miotubos C2C12 em resposta ao ácido 
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palmítico. No entanto, esse aumento na atividade da SOD nos miotubos C2C12 em resposta 

ao ácido palmítico foi completamente revertido pela PBM nas doses de 2, 4 ou 8 J/cm2. 

Contrastando com nossos resultados, um estudo mostrou que a PBM, com comprimento de 

onda infravermelho, aumentou a atividade da SOD e de outras enzimas antioxidantes no 

músculo gastrocnêmio de ratos diabéticos submetidos ao exercício de alta intensidade 

(FRIGERO et al., 2018). 

Uma possível explicação para os efeitos observados no estado redox dos miotubos 

C2C12, neste estudo, é que o aumento da capacidade antioxidante total não enzimática e da 

atividade da SOD, em resposta ao ácido palmítico, pode representar uma resposta das células 

para lidar com o aumento na produção de espécies reativas, indicado pelo aumento da 

peroxidação lipídica, na busca pelo reestabelecimento do equilíbrio redox. E a reversão desse 

aumento na capacidade antioxidante total não enzimática e na atividade da SOD, nos 

miotubos C2C12 tratados com a PBM, especialmente com a dose de 8 J/cm2, pode ser um 

indicativo de que a produção das espécies reativas foi reduzida nessas células 

fotobiomoduladas, não havendo mais a necessidade de aumentar a capacidade antioxidante 

total não enzimática e a atividade da SOD na tentativa de compensar a produção aumentada 

das espécies reativas e de reestabelecer o equilíbrio redox. E isso pode estar relacionado à 

melhora da atividade metabólica. 

Confirmando nossa hipótese, nossos resultados mostram que a PBM com a 

combinação dos comprimentos de onda vermelho e infravermelho melhorou a sinalização 

intracelular da insulina em células musculares esqueléticas, assim como a PBM com apenas o 

comprimento de onda vermelho. E isso envolveu a modulação do estado redox e da função 

mitocondrial, além da atenuação da ativação de quinases de estresse. 
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7 CONCLUSÃO 

 

A PBM melhorou a sinalização intracelular da insulina nas células 

musculoesqueléticas em modelos experimentais de obesidade in vivo e in vitro, tanto com o 

comprimento de onda vermelho quanto com a combinação dos comprimentos de onda 

vermelho e infravermelho. Esses efeitos parecem depender da dose e aparentam estar 

relacionados a outras alterações promovidas pela PBM, como a modulação do estado redox e 

da função mitocondrial, além da atenuação da ativação de quinases de estresse. 
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