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APRESENTACAO

Os conhecimentos utilizados na Fisioterapia em busca de avangos no
tratamento e reabilitacdo, motivaram a realizacdo de um estudo acerca dos efeitos da
fotobiomodulacdo (FBM) sobre a fadiga muscular periférica e o dano muscular
induzidos por estimulacdo elétrica neuromuscular (EENM). Com intencdo de
aprofundar os saberes acerca desta tematica, um estudo de revisao sistematica foi
realizado durante o meu periodo de mestrado junto ao Grupo de Pesquisa em
Biomecéanica e Cinesiologia da UFRGS, e que constitui 0 ponto central da presente
dissertacéo, que esta dividida em trés capitulos.

O Capitulo | apresenta uma revisao narrativa contextualizando a tematica sobre
a EENM, a fadiga muscular (central e periferica), o dano muscular e a FBM.

O Capitulo Il apresenta uma revisdo sistematica, que teve como objetivo revisar
sistematicamente os efeitos da FBM na fadiga muscular periférica e no dano muscular
induzido pela EENM.

Por fim, o Capitulo Il apresenta uma breve consideracdo final sobre as
principais contribuicbes da presente dissertacao.



RESUMO

Objetivo: Revisar sistematicamente os efeitos da fotobiomodulacdo (FBM) na fadiga
muscular periférica e no dano muscular induzido pela estimulagdo elétrica
neuromuscular (EENM).

Fontes de dados: PubMed, Physiotherapy Evidence Database (PEDro), Embase e
Cochrane Central Register of Controlled Trials (Cochrane CENTRAL) foram usados
para busca de dados até maio de 2022.

Risco de viés: O risco de viés foi avaliado usando o Centro de Revisdo Sistematica
para Experimentagdo em Animais de Laboratério (SYRCLE) e a escala PEDro.
Sintese dos resultados: Uma analise qualitativa dos dados foi realizada por meio de
uma revisao sistematica registrada no PROSPERO (CRD42022291195).

Resultados: Foram encontrados 661 artigos e incluidos sete estudos, quatro ensaios
pré-clinicos randomizados (EPCRS) e trés ensaios clinicos randomizados (ECRs). O
risco de viés avaliado pela ferramenta SYRCLE variou de 4 a 6 pontos para EPCRs e
a escala PEDro variou de 7 a 10 pontos para ECRs. Os EPCRs avaliaram os efeitos
da FBM com comprimentos de onda de 655 nm, 660 nm, 904 nm e 905 nm e doses
de 0,08 J,0,1J,0,2 J3,0,3J3,0,4 J,1,0Je 3,0 J. Os ECRs avaliaram os efeitos da
FBM com comprimentos de onda de 808 nm e 830 nm e doses de 3,0J,7,0Je 30,0
J. Tanto a fadiga muscular periférica quanto o dano muscular foram atenuados nos
EPCRs. No entanto, os ECRs ndo mostraram atenuacao na fadiga muscular periférica
e dano muscular por FBM.

Conclusédo: Apesar da plausibilidade biolégica evidenciada nos EPCRs apresentando
atenuacdo da fadiga muscular periférica e dano muscular, as evidéncias existentes
ndo suportam o uso de FBM para atenuar os efeitos da fadiga muscular periférica e

dano muscular causados pela EENM em humanos.



Palavras-chave: Terapia com laser de baixa poténcia; Terapia de estimulacdo

elétrica; Fadiga muscular; Dano muscular; Revisdo sisteméatica



ABSTRACT

Objective: To systematically review the photobiomodulation (PBM) effects on
peripheral muscle fatigue and muscle damage induced by neuromuscular electrical
stimulation (NMES).

Data sources: PubMed, Physiotherapy Evidence Database (PEDro), Embase, and
Cochrane Central Register of Controlled Trials (Cochrane CENTRAL) were used for
data search up to May 2022.

Risk of bias: it was assessed using the Systematic Review Center for Laboratory
Animal Experimentation (SYRCLE) and PEDro scale.

Synthesis of results: A qualitative analysis of the data was performed through a
systematic review registered in PROSPERO (CRD42022291195).

Results: Six hundred and sixty-one articles were found, and seven studies were
included, four randomized preclinical trials (RPCTs) and three randomized controlled
trials (RCTs). Risk of bias by the SYRCLE tool ranged from 4 to 6 points for RPCTs
and the PEDro scale ranged from 7 to 10 points for RCTs. RPCTs evaluated PBM
effects with wavelengths of 655 nm, 660 nm, 904 nm, and 905 nm and doses of 0.08
J,0.1J3,02J3,03J3,04J,1.0J,and 3.0J. RCTs evaluated the PBM effects with 808
nm and 830 nm wavelengths and doses of 3.0 J, 7.0 J and 30.0 J. Both peripheral
muscle fatigue and muscle damage were attenuated in the RPCTs. However, RCTs
showed no attenuation in peripheral muscle fatigue and muscle damage by PBM.
Conclusion: Despite the biological plausibility evidenced in EPCRs showing
attenuation of peripheral muscle fatigue and muscle damage, existing evidence does
not support the use of FBM to attenuate the effects of peripheral muscle fatigue and

muscle damage caused by NMES in humans.

Keywords: Low-level laser therapy; Electric stimulation therapy, Muscle fatigue;



Muscle damage; Systematic Review.
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CAPITULO 1

1.1 CONTEXTUALIZACAO DO TEMA

1.1.1 Estimulac&o Elétrica Neuromuscular (EENM)

A terapia de estimulac@o elétrica consiste na aplicacdo de estimulos elétricos
por meio de eletrodos de superficie posicionados sobre a pele para nervos, musculos
ou articulagdes (MAFFIULETTI et al., 2018). Trés modalidades de eletroterapia sé&o
distinguidas de acordo com sua indicacéo de uso, sendo elas: (1) estimulacao elétrica
nervosa transcutanea, consiste em uma corrente de baixa intensidade sobre as fibras
nervosas cutaneas geralmente para tratamento de dores agudas e cronicas; (2)
estimulacao elétrica funcional, consiste em uma corrente de intensidade moderada
sobre musculos selecionados para gerar movimentos funcionais com a finalidade de
restaurar fungdes perdidas; (3) estimulacdo elétrica neuromuscular (EENM), consiste
em uma corrente de alta intensidade e intermitente para gerar contracbes musculares
relativamente fortes, na maioria das vezes em condi¢Bes tetanicas isométricas
(MAFFIULETTI et al., 2018).

Portanto, a EENM € um recurso terapéutico que utiliza uma série de estimulos
elétricos intermitentes por via transcutanea. Ao ativar ramos nervosos intramusculares
em musculos esqueléticos superficiais, ela desencadeia contragcbes musculares
involuntarias e visiveis, onde as unidades motoras (Ums) sao recrutadas de forma néao
seletiva a partir da despolarizacdo dos axénios motores localizados nas proximidades
dos eletrodos (MAFFIULETTI, 2010; VAZ e FRASSON, 2018; RABELLO etal., 2020).

Na EENM existem dois tipos de correntes que sao comumente utilizadas, a
corrente pulsada e a corrente alternada. A corrente pulsada é definida como uni ou
bidirecional com intervalo de tempo entre os pulsos. Pode ser gerada com formato de
onda retangular, sinusoidal ou assimétrico, com uma fase positiva (corrente
monofasica), ou uma fase positiva seguida de uma fase negativa (corrente bifasica),
com faixas de frequéncias de 1 a 200Hz (sendo classificada como de baixa frequéncia)
e duracdo de pulso frequentemente utilizada de 100 a 1000us. A corrente alternada é
definida como bifasica, com pulsos continuos e ndo intervalados, com formato

senoidal, triangular ou retangular, com faixas de frequéncias portadoras de 1kHz a
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10kHz, modulada em burst ou rajadas de baixa frequéncia entre 1-200Hz (WARD e
ROBERTSON, 2000; WARD e CHUEN, 2009; VAZ e FRASSON, 2018).

A EENM é amplamente utilizada no cenario de reabilitacdo clinica, para
melhorar a forca muscular e prevenir o processo fisiologico de perda/reducdo da
capacidade de producao de forca e de quadros de atrofia, principalmente no caso de
imobilizagdo do membro (MAFFIULETTI et al., 2013; DIRKS et al., 2015; HASHIDA et
al., 2016). Ja foi utilizada em diferentes populacdes, como pacientes em estado critico
e acamados (DIRKS et al., 2015), em idosos (LANGEARD et al., 2017) e em atletas
(GONDIN; COZZONE e BENDAHAN, 2011). Adicionalmente, a EENM tem mostrado
resultados positivos em protocolos de reabilitacdo (HONG et al., 2018; MAFFIULETTI
et al., 2013; HERZIG; MAFFIULETTI, ESER, 2015), no pés-operatério de
reconstrucdo do ligamento cruzado anterior (KIM et al., 2010), na reabilitacdo de
pacientes com osteoartrite do joelho (VAZ et al., 2013), para o ganho de forca e
funcionalidade (DOUCET et al., 2012), na melhora do desempenho de resisténcia
(VELDMAN et al.,, 2016), no retorno mais rapido as atividades de vida diaria
(STEVENS-LAPSLEY et al, 2012; VAZ et al., 2013) e na recuperacao da fadiga
neuromuscular de atletas no pds-exercicio (BABAULT et al., 2011).

No entanto, apesar das inUmeras vantagens da EENM para pratica clinica e
para a melhora do desempenho, sua eficiéncia e tempo de aplicacdo podem ser
limitados devido a fadiga neuromuscular (YU; CHANG, 2010; OLIVEIRA et al., 2018)
e ao dano muscular (FOURE e GONDIN, 2020), frequentemente presentes apés
protocolos de EENM (JUBEAU et al., 2008; NOSAKA et al., 2011; KRUEGER et al.,
2013).

1.1.2 Processo de ativagcao muscular

A fim de entendermos como a EENM ativa os musculos esqueléticos, faz-se
necessario primeiro revisar alguns conceitos referentes ao processo de ativacao
voluntaria dos musculos esqueléticos e o processo de contracdo muscular para a
geracao de forca.

O processo de contracdo muscular voluntaria ocorre nas seguintes etapas
sequenciais: (1) no cértex cerebral ocorre o planejamento de acfes e o controle dos
movimentos voluntarios; (2) essa informacdo se propaga por meio de potenciais

elétricos para os nucleos da base do telencéfalo e, posteriormente, para a medula
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espinhal; (3) esses potenciais de acdo se dirigem do H-medular para os
motoneurdnios, até chegarem na placa motora (i.e., sinapse entre 0s motoneurbnios
e as fibras musculares); (4) em cada placa motora, o neurdnio motor secreta e libera
pequena quantidade de substancia neurotransmissora (i.e., do neurotransmissor
acetilcolina); (5) a acetilcolina atua sobre a area da membrana plasmatica da fibra
muscular (i.e., sarcolema) abaixo dos botdes terminais dos axbénios, para abrir
multiplos canais regulados pela acetilcolina; (6) a abertura dos canais de acetilcolina
faz com que grande quantidade de ions sddio possa fluir para o interior da fibra
muscular, desencadeando um potencial de acao na fibra muscular; (7) o potencial de
acdo se propaga ao longo do sarcolema e dos tibulos transversos ou tdbulos-T; (8) o
potencial de acdo no tlbulo-T altera a conformacao do receptor dihidropiridina; (9) o
receptor dihidropiridina abre os canais de rianodina localizados no reticulo
sarcoplasmatico, liberando o célcio (Ca?*) no citoplasma da fibra muscular; (10) o Ca2*
age sobre os sarcOmeros (i.e., unidades contrateis que constituem as miofibrilas) ao
se ligar a proteina troponina nos filamentos finos do sarcémero; (11) a mudanca
conformacional da troponina, causada pelo Ca?*, desloca a proteina tropomiosina
sobre o filamento fino, expondo o sitio de ligacdo da actina glomerular ou actina-G;
(12) em presenca da adenosina trifosfato ou ATP no citoplasma, ocorre a conexao
dessa molécula com a proteina ATPase localizada nas cabecas de miosina do
filamento grosso do sarcomero; (13) a molécula de ATP € quebrada pela ATPase,
ativando a cabeca de miosina ou ponte cruzada; (14) no estado ativado, a miosina se
liga & actina, e as cabecas da miosina executam o movimento angular potente de
rotacédo; (15) o movimento potente das pontes cruzadas deslocam os filamentos de
actina que deslizam em direcéo ao centro do sarcomero provocando o encurtamento
deste (ENOKA, 2000; BADILLO; AYESTARAN, 2001; GUYTON; HALL, 2002; AIRES,
2008).

A EENM age sobre a membrana plasmética dos axdnios motores excitando-0s
e gerando um potencial de acdo. Portanto, a EENM age a partir da etapa 3 da
descricao acima. Entretanto, a forma como a EENM age sobre as UMs difere daquela
determinada pelo recrutamento durante a contracdo voluntaria. Enquanto na
contragdo voluntaria o sistema nervoso central recruta as UMs de acordo com o
principio do tamanho (i.e., das menores para as maiores), nas contracdes evocadas

pela EENM os motoneurbnios ndo sao recrutados pelo seu tamanho, mas sim pelo
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seu posicionamento em relacéo ao eletrodo de estimulagcdo. Portanto, as UMs cujos
motoneurdnios tém seus axbnios mais préximos da pele onde se encontra o eletrodo
de EENM sé&o as recrutadas, e todas elas sdo recrutadas de forma sincronica,
diferente do recrutamento assincrénico da contracdo voluntaria. Em fungdo disso,
somente uma parte das UMs de musculos superficiais é recrutada pela EENM, nao
havendo rotatividade no recrutamento das UMS com as alteragées na capacidade de
geracado de forca das estruturas contrateis. Isso faz com que essas UMs entrem em
fadiga rapidamente, um dos efeitos deletérios e limitadores do uso da EENM na prética
clinica (WAN et al., 2017) .

1.1.3 Fadiga muscular

A fadiga muscular é definida como uma reducdo na capacidade dos musculos
esqueléticos em produzir ou sustentar a forca em resposta a atividade contratil
prolongada ou repetida, durante a realizagdo de exercicios musculares maximos ou
submaximos. Portanto, a fadiga € a perda da capacidade de um musculo em realizar
trabalho (GANDEVIA, 2001; BOYAS e GUEVEL, 2011; SHEI e MICKLEBOROUGH,
2013). Entretanto, € uma condicdo transitoria que pode ser revertida com o0 repouso
(SHEI e MICKLEBOROUGH, 2013). Ela pode se originar em diferentes niveis do
trajeto motor anteriormente descrito, sendo geralmente dividida em componentes de
origem central ou periférica. A fadiga central pode ser causada pela diminuicdo da
ativacdo do sistema nervoso central e a fadiga periférica, por fatores ao nivel dajuncdo
neuromuscular ou no interior das fibras musculares. (BIGLAND-RITCHIE etal., 1978;
WESTERBLAD; ALLEN, 2002; SESBOUE e GUINCESTRE, 2006; WAN et al., 2017).

Fadiga central

A fadiga central se origina no sistema nervoso central, o qual diminui o drive
central para o musculo (BIGLAND-RITCHIE et al., 1978; GANDEVIA, 2001; WAN et
al., 2017). Assim, a fadiga central determina uma diminuicdo na ativacao voluntaria ou
involuntaria do musculo pelaredugdo no nimero e nas taxas de disparo dos potenciais
de acdo das UMs recrutadas no inicio da geracdo da forca muscular. Portanto,
fenbmenos fisiolégicos supraespinhais e espinhais sdo capazes de induzir uma
diminuicdo na excitacdo dos motoneurdnios (BOYAS e GUEVEL, 2011; LIMA et al.,
2018).
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A fadiga central pode ser decorrente de fatores deletérios agindo sobre os
seguintes sitios: (1) ativacdo do cOrtex motor primario; (2) reflexos periféricos
provenientes dos mecanoceptores; (3) ativacdo das UMs (SHEI e
MICKLEBOROUGH, 2013).

A reducéo da ativacdo do cortex motor primario pode estar ligada a acumulo ou
deplecado de certos neurotransmissores cerebrais (e.g., a serotonina), induzindo uma
diminuicdo da excitacdo descendente corticoespinhal. O principal fator sugerido para
0 aumento dos niveis na concentracdo de serotonina no cérebro, esta associado a
elevacao dos niveis de seu precursor, o triptofano. Durante o exercicio fisico intenso
e prolongado, ocorre uma maior utilizacdo de aminoacidos da cadeiaramificada (ACR)
pelo musculo esquelético para a producdo de energia. A reducédo de ACR na barreira
hematoencefalica, leva ao aumento da captacdo do triptofano. O triptofano compete
pelo mesmo transportador dos acidos graxos e, como consequéncia, aumenta a
disponibilidade de triptofano livre levando a uma maior produgdo de serotonina
cerebral (ROSSI e TIRAPEGUIl, 2004; BOYAS e GUEVEL, 2011).
Consequentemente, esta ligado a reducao do comando central e do recrutamento das
UMs, desencadeando a fadiga central e diminuicdo do desempenho (ROSSI e
TIRAPEGUI, 2004; BOYAS e GUEVEL, 2011).

Outros neurotransmissores que podem influenciar na fadiga central sédo a
dopamina (que esta ligada a inibicdo da sintese de serotonina), as catecolaminas (por
exemplo, adrenalina, noradrenalina e dopamina, que podem ter um efeito sobre a
fadiga devido ao seu efeito na motivacdo e na acdo motora), e a anfetamina (que
melhora o desempenho fisico). No entanto, ha poucos dados publicados para tirar
conclusbes claras sobre a influéncia desses neurotransmissores no inicio da fadiga
central (BOYAS e GUEVEL, 2011; SHEI e MICKLEBOROUGH, 2013).

Além disso, a fadiga central também pode estar relacionada a um feedback
sensorial que reduz/inibe a taxa de disparos dos motoneurdnios regulada por reflexos
periféricos provenientes dos mecanoceptores. Dentre esses receptores estao os fusos
neuromusculares, os 6rgaos tendinosos de Golgi, e as termina¢des nervosas do tipo
Il e IV (em resposta a acumulagdo de alguns metabdlitos a nivel muscular durante o
exercicio) (DAVIS e BAILEY, 1997).

Os fusos neuromusculares (que possuem fibras nervosas aferentes dos grupos

la e ll) estdo localizados paralelos as fibras musculares, fornecendo informacédo ao
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sistema nervoso sobre o comprimento e alteracdes do comprimento do musculo.
Alteracdes estruturais no muasculo induzidas por contragcdes ou alongamento repetidos
ou a variacdo da rigidez, levam a uma reducdo nas taxas de disparos dos fusos
neuromusculares contribuindo para o aumentando da inibicdo pré-sinaptica e
induzindo & limitag&o dos disparos dos motoneurdnios alfa (BOYAS e GUEVEL, 2011;
WAN et al., 2017).

Os o6rgaos tendinosos de Golgi (com fibras nervosas aferentes do grupo Ib)
estdo localizados nos tenddes e fornecem informacdes ao sistema nervoso central
sobre atensao intramuscular. Os sinais emitidos por esses mecanorreceptores inibem
a atividade neuronal. Entretanto, as descri¢cdes dos efeitos dos 6rgdos tendinosos de
Golgi durante uma tarefa exaustiva ndo sao exatas, devido a dificuldade de isolar os
sinais emitidos por suas fibras nervosas e por suas proje¢des incluirem interneurdénios
que recebem sinais de aferentes la (BOYAS e GUEVEL, 2011).

O aumento dos disparos dos aferentes musculares dos grupos il e IV diminui
a taxa de disparos dos motoneurénios durante um exercicio fatigante. Isso ocorre em
funcdo desses mecanorreceptores serem estimulados pela isquemia, hipoxemia e
pelo acimulo extracelular de potassio (K*) e lactato (BOYAS e GUEVEL, 2011; WAN
et al., 2017).

As UMs sdo constituidas por um motoneurénio e as fibras musculares que ele
inerva (SALE, 1992; KOMI, 2006). Tém a funcdo de propagar e transformar o sinal
elétrico em for¢ca muscular, a qual pode variar pelo nimero de UMs recrutadas e pela
variacao na taxa de disparo das UMs (DUCHATEAU et al., 2006; CORMIE, 2011). As
UMs, quando recrutadas inicialmente, geram disparos entre 5-8Hz. Durante breves
contracdes voluntarias ndo fatigantes, as taxas médias de disparo das UMs séo de
50-60Hz. Entretanto, a ativacdo repetitiva das UMs e dos seus motoneuronios leva a
uma diminuicdo em sua excitabilidade, contribuindo para a perda de forca que define
a fadiga (WAN etal., 2017).

Fadiga periférica
A fadiga periférica ocorre em decorréncia de uma diminuigdo na forca contratil
das fibras musculares e de mudancas nos mecanismos subjacentes a transmissao

dos potenciais de acdo muscular, sendo produzida por alteracbes na juncao
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neuromuscular ou distalmente a ela (BIGLAND-RITCHIE et al.,, 1978; GANDEVIA,
2001; BOYAS e GUEVEL, 2011; WAN et al., 2017). Em relag&o as questbes de uma
possivel reducdo da ativacdo neural, essa reducdo esta relacionada, por exemplo,
com alteragfes na fungdo da placa motora pela redugcdo na sintese e liberagdo do
neurotransmissor. Ja em relacdo as questdes intrinsecas musculares, essas estao
relacionadas com as diferentes etapas do processo de acoplamento excitagdo-
contracdo. Dentre essas etapas temos uma possivel diminuicdo na atividade elétrica
do sarcolema, uma atenuacdo da liberacdo de Ca?* pelo reticulo sarcoplasmatico e
uma inibicdo das pontes cruzadas impossibilitando a interacdo entre os filamentos de
actina e miosina (SESBOUE e GUINCESTRE, 2006; WAN et al., 2017). Cabe ressaltar
que estas etapas sdo inter-relacionadas, o que pode indicar que a fadiga pode ter
inicio em todos estes sitios, de forma simultinea ou com temporalidades distintas
(SESBOUE e GUINCESTRE, 2006), o que torna a avaliacdo da fadiga periférica uma
tarefa de grande complexidade.

Para melhor entendermos os mecanismos da fadiga periférica, procuramos
destacar os sitios do sistema de acoplamento excitacdo-contracdo das UMs e os
provaveis efeitos sobre os mesmos e que explicam a fadiga periférica. Dentre esses
sitios e alteracdes respectivas estdo: (1) reducdo na entrada de Ca?* nos botdes
terminais, o que reduz o processo de exocitose e liberagcdo da acetilcolina na fenda
sinaptica, (2) reducdo na re-sintese de acetilcolina pelos motoneurbnios, com
consequente redugcdo na ativagcdo dos canais de acetilcolina no sarcolema; (3)
reducdo na despolarizacdo do sarcolema em fungcdo do que ocorre no item dois; (4)
reducdo da velocidade de conducéo e da amplitude dos potenciais de acdo em
decorréncia do efluxo de K*; (5) reducdo na liberacdo de Ca?* pelo reticulo
sarcoplasmatico pelo aumento nas concentracdes de ions magnésio (Mg?*) e de
fostado inorganico (Pi) no sarcoplasma; (6) reducdo na acdo da troponina por falta de
Ca?* no sarcoplasma, o que impede o deslocamento da tropomiosina sobre o
filamento de actina; (7) sem a liberacédo dos sitios de ligacdo para as pontes cruzadas
nos glomérulos de actina, que permanecem bloqueados pela tropomiosina, ndo sao
estabelecidas as pontes cruzadas e a forca ndo € gerada; (8) deplecéo das reservas
de Ca?* ao nivel do reticulo sarcoplasmatico pelo acumulo de H*; (9) deplecdo das
reservas de ATP dentro da fibra muscular devido a queda dos estoques de

fosfocreatina e glicogénio muscular, comprometendo a acdo das bombas de Na*/K*

22



(induzindo a altera¢des no limiar de excitabilidade das fibras musculares e impedindo
0 restabelecimento das concentragbes ibnicas de repouso) e reducdo do
bombeamento do Ca?* para o reticulo sarcoplasmatico atrasando a fase de
relaxamento muscular e a reposicédo das reservas de Ca?* para que novo estimulo
possa dar continuidade a geracao de forca (WESTERBLAD e ALLEN, 2002; BOYAS
e GUEVEL, 2011; WAN et al., 2017; LIMA et al., 2018).

A fadiga periférica tem sido dividida em fadiga de baixa frequéncia (FBF) e
fadiga de alta frequéncia (FAF). A FBF é caracterizada por uma diminui¢cdo seletiva
da forca de forma mais severa quando o0s musculos sédo estimulados por baixa
frequéncia (10-30 Hz). Também é chamada de fadiga de longa duracdo devido a
recuperacdo lenta (JONES, 1996; BAPTISTA et al.,, 2009). EENM de baixas
frequéncias e estimulos elétricos com contragdes de longa duracdo induzem a FBF
(KEETON; A BINDER-MACLEOD, 2006; BAPTISTA etal., 2009). Sua origem é devida
a uma falha no processo de acoplamento excitacao-contracdo (KEETON; A BINDER-
MACLEOD, 2006; LIMA et al., 2018). Conforme mencionado acima, o0 processo de
acoplamento excitagcdo-contracdo envolve diferentes etapas, iniciando-se com o
potencial de acdo no sarcolema, passando pela ligacdo do Ca?* a troponina, e o
retorno do Ca?* para o reticulo sarcoplasmatico. Portanto, tanto a liberacdo de Ca?*
qguanto a sua concentragdo no sarcoplasma estdo ligadas diretamente & FBF (LIMA et
al., 2018).

Ja a FAF é caracterizada por uma diminuicdo da forca evocada por estimulos
de alta frequéncia (50-100 Hz) e que pode ser rapidamente revertida quando a
frequéncia de estimulacdo cessa (JONES, 1996). A FAF é atribuida ao acumulo
extracelular de K*, decorrente do grande nimero de estimulos elétricos. Quando a
frequéncia do estimulo é alta, ha incapacidade da fibra muscular em gerar um
potencial de acdo, pois a repolarizacdo da membrana sarcoplasmatica fica
comprometida se os ions K* ndo séo levados para o interior da célula e o Na* ndo é
transportado de wvolta para o meio extracelular, bloqueando ou prejudicando o
processo de geracao de um novo potencial de acdo na fibra muscular (GERMINARIO
et al., 2008; LIMA et al., 2018).

Meétodos de avaliacdo da fadiga
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A fadiga neuromuscular pode ser avaliada por diferentes técnicas, como por
exemplo (1) a eletromiografia (EMG) de superficie; (2) a estimulacdo magnética
transcraniana (EMT); (3) a estimulacdo elétrica na regido cervicomedular; (4) a
estimulacao elétrica de baixa intensidade do nervo periférico; (5) a estimulagdo de alta
intensidade do nervo periférico; (6) os biomarcadores. Estimulagdes magnéticas ou
elétricas ndo invasivas sao utilizadas para gerar potenciais motores evocados e
registrados por EMG (BERCHICCI et al., 2013; WAN et al., 2017).

A EMG de superficie permite a avaliacdo dos potenciais de acdo das UMs de
modo nao invasivo, fornecendo informacdes sobre o comportamento temporal (ou no
dominio do tempo) e alteragBes no espectro de poténcia (dominio da frequéncia) da
ativacdo dessas UMs durante uma contracdo muscular (BIGLAND-RITCHIE et al.,
1978; STASHUK, 2001). Mais especificamente, os valores root mean square ou
valores RMS nos permitem identificar possiveis alteracdes na magnitude do sinal
EMG, que esta diretamente relacionado com alteracées (aumento ou diminuicdo) no
recrutamento das UMs devido a fadiga. J4 a mediana da frequéncia dos sinais EMG
tem sido associada a velocidade de conducao dos potenciais de a¢do das UMs, a qual
sofre uma reducdo durante o processo de fadiga (AKIMA; TOMITA; ANDO, 2019;
BERGSTROM et al., 2020). Portanto, a EMG de superficie nos permite detectar o
ponto em que 0s componentes neurais da fadiga ocorrem.

A EMT € uma técnica ndo invasiva de investigacdo e modulacdo da
excitabilidade cortical em humanos e é otimizada para ativar o musculo de interesse.
Através de uma bobina sobre o couro cabeludo e eletrodos de superficie colocados
sobre musculos contralaterais ao hemisfério estimulado, registra-se o potencial motor
evocado (PME) por meio da EMG. A depressdo do PME pode ocorrer no muasculo
relaxado apdés um exercicio fatigante. Na fadiga periférica, durante estimulos de
contracdes isométricas submaximas, ocorre um aumento do PME nos muasculos dos
membros superiores e inferiores devido um aumento dos impulsos centrais para o
conjunto de motoneurénios inferiores (WAN et al., 2017). Ja em contracbes maximas
sustentadas, observa-se uma reducdo do PME em funcdo do desrecrutamento de
UMs decorrente da fadiga.

A estimulagdo elétrica na regido cervicomedular visa ativar o trato
corticoespinhal em nivel subcortical, eliminando assim as contribuicdes corticais para

a resposta muscular evocada. Eletrodos fixados sobre 0os processos mastoides geram
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potencial motor cervicomedular evocado (PMCE) registrados pela EMG. O exame de
PMCE durante e ap0s as contracfes voluntarias revela alteracées na excitabilidade
do motoneurdnio, mas também sugere alteracdes na eficacia da via corticoespinhal
dependentes da atividade executada. A comparacdo de PME e PMCE é Util para a
localizacdo da excitabilidade no nivel cortical ou subcortical. Como eles testam a
mesma via subcortical que a EMT, mas ndo séo afetados pela excitabilidade alterada
em nivel cortical, os PMCEs geralmente oferecem a compara¢cdo mais apropriada
para permitir a interpretacdo de alteragbes nos potenciais evocados motores
(TAYLOR, 2006; WAN et al., 2017).

A estimulacdo elétrica de baixa intensidade do nervo periférico ativa
preferencialmente as fibras sensoriais la, que fazem sinapse com o motoneurdnio-a
na medula espinhal. O sinal transportado pelos neurbnios motores para o musculo é
conhecido como reflexo de Hoffmann (reflexo H). Um declinio geral na amplitude do
reflexo H com o desenvolvimento da fadiga muscular, indica uma diminuicdo na
excitabilidade espinhal (WAN et al., 2017).

A estimulacdo de alta intensidade do nervo periférico ativa diretamente o
motoneurdnio-a, evocando uma resposta motora (onda M), registrada com EMG de
superficie. A onda M é usada para avaliar a excitabilidade periférica da membrana
muscular e a transmissao na jungao neuromuscular. Ela possibilita identificar uma
falha no acoplamento excitacdo-contracdo quando ocorre uma mudanca na forca de
contracdo sem alteragdo na onda M. Em contragbes de sustentacdo méxima com
longa duracdo ndo ocorre alteracdo na amplitude da onda M; entretanto, ocorre um
declinio na ativagdo central, sugerindo que os fatores centrais podem contribuir para
a fadiga, sem alteracdo periférica na excitabilidade do sarcolema. Contracfes
fatigantes de curta duragdo induzem um aumento na amplitude e na area da onda M.
Entretanto, contracdes de maior duracdo que induzem fadiga podem levar a um

declinio na excitabilidade do sarcolema e no tamanho da onda M (WAN et al., 2017).

Biomarcadores para o diagnéstico da fadiga muscular

Durante a fadiga muscular, alteracées metabodlicas sdo observadas. Portanto,
alguns biomarcadores sédo utilizados para avaliar a fadiga muscular, sendo eles: (1)
biomarcadores do metabolismo do ATP, como lactato, aménia e hipoxantina; (2)

biomarcadores de estresse oxidativo, como peroxidacdo lipidica, peroxidacdo de
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proteinas e capacidade antioxidante; e (3) biomarcadores inflamatérios, como TNF-a,

leucdcitos e interleucinas (WAN et al., 2017).

Biomarcadores do metabolismo de ATP

Em circunstancias normais, o conjunto total de nucleotideos de adenina do
ATP, da adenosina difosfato (ADP), e da adenosina monofosfato (AMP) permanece
constante. Entretanto, quando o suprimento de ATP esta reduzido durante (ou ainda
apos) o exercicio, observa-se a fadiga. Os biomarcadores mais conhecidos da fadiga
muscular decorrentes do metabolismo do ATP incluem lactato, amonia e hipoxantina.
Devido a redugdo do suprimento de oxigénio, a producdo de ATP muda de processos
aerbbicos para glicélise anaerdbica ou glicogendlise elevando o acumulo de lactato.
Em outra condigdo para manter o nivel de ATP e ADP, duas moléculas de ADP sdo
convertidas em uma molécula de ATP e uma de AMP. A AMP gquando degradada pela
AMP-desaminase se converte em inosina monofosfato (IMP) e aménia. A IMP é
degradada em inosina e hipoxantina. Lactato e aménia sdo geralmente determinados
no soro sanguineo, enquanto a hipoxantina € geralmente analisada no soro ou na
urina (WAN et al., 2017).

Biomarcadores de estresse oxidativo

Durante o repouso, as espécies reativas de oxigénio (EROs) permanecem em
um nivel baixo. J& ao realizar atividades envolvendo o processo contratil, ocorre o
aumento das EROs. Os produtos de EROs levam a oxidac&o de proteinas, lipidios ou
acidos nucléicos, que sdo acompanhados por uma diminuicdo da capacidade
antioxidante das fibras musculares, induzindo a fadiga. Biomarcadores promissores
para avaliar o dano oxidativo na fadiga muscular incluem biomarcadores de
peroxidacdo lipidica (ou seja, substancias reativas ao acido tiobarbitarico e
isoprostanos) e biomarcadores de oxidacdo de proteinas (ou seja, carbonilas de
proteinas). Biomarcadores para avaliar a capacidade antioxidante incluem glutationa,

glutationa peroxidase, catalase e o antioxidante total (WAN et al., 2017).

Biomarcadores inflamatérios
Além da deplecéo da producéo de ATP e EROs, o exercicio e a fadiga também

induzem a uma reagédo inflamatéria local ou sistémica. Biomarcadores promissores
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para avaliar a inflamacao na fadiga muscular incluem leucdcitos, IL-6 e TNF-a (Wan
et al., 2017).

1.1.4 Dano muscular

O dano muscular € definido como “lesdo ou dano que prejudica a fungéo ou
condicdo muscular” e varia de microlesdo de um pequeno numero de fibras
musculares a uma ruptura de um musculo inteiro, dependendo da causa e extensdo
do dano (ARMSTRONG, 1990). Quando o musculo é danificado, rupturas estruturais
sao observadas, levando a alteracdes histologicas musculares que ocorrem ao nivel
dalinha Z (sendo esta a mais wulneravel), na membrana sarcoplasmatica, no reticulo
sarcoplasmatico, nos tubulos T, nas miofibrilas, no sistema citoesquelético (e.g. titina
e desmina). Observam-se também, um alto conteido de células satélites miogénicas
(CRAMERI et al., 2007) e aumentos nos colagenos tipos | e lll (FOURE e GONDIN,
2020), ocorrendo predominantemente nas fibras musculares de contracédo rapida ou
do tipo Il (CRAMER!I et al., 2007; FOURE et al., 2019).

Esse dano estrutural microscopico promove comprometimento funcional em
todo o musculo, resultando em diminuicdo da capacidade de producdo de forca,
alteracdo no comprimento ideal de producéo de forca e aumento da tensdo passiva
(MORGAN e ALLEN, 1999; PROSKE e MORGAN, 2001), e dor muscular de inicio
tardio (DMIT). Aumento de proteinas musculares no sangue, inchaco e resposta
inflamatéria também estédo associados ao dano muscular (MORGAN e ALLEN, 1999;
PROSKE e MORGAN, 2001; CLARKSON e HUBAL, 2002; CHEUNG; A HUME e
MAXWELL, 2003). Em conjunto, essas mudancas levam a limitacdo do desempenho
atlético (BYRNE; TWIST e ESTON, 2004) e aumento do risco de lesdo (CHEUNG; A
HUME e MAXWELL, 2003).

A avaliacdo direta de dano muscular é possivel atraves de imagens de
ressonancia magnética (RM) com tempo de relaxamento transversal (T2) e andlise
por biopsias musculares. Contudo, a avaliacdo de imagens de RM ainda gera
controvérsias relacionadas aos métodos de andlise de imagem na determinacédo do
dano muscular. Além disso, devido a natureza invasiva e erros inerentes ao uso da
técnica de bidpsia (CLARKSON e HUBAL, 2002), outras técnicas indiretas, tais como
ultrassom (US), os niveis de proteinas musculares no sangue (por exemplo, atividade

de CK, concentracdo de mioglobina), a fraqueza muscular (durante contracao
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voluntaria maxima), a dor muscular (medida por meio da escala visual analdgica), o
aumento da rigidez muscular, e oinchago muscular, sao utilizadas para avaliar o dano
muscular (NOSAKA et al., 2011).

Os niveis de microlesfes estéo relacionados com os estimulos de exercicios
fisicos propostos, sendo que contracdes excéntricas de maxima intensidade (quando
um musculo em contracdo € forcado a se alongar enquanto produz tensdo) e
contracdes isométricas voluntarias maximas induzem ao dano muscular (BARONI et
al., 2010; FOURE et al., 2019). Durante as contraces excéntricas, o dano muscular
€ maior nos musculos dos membros superiores em comparagdo com 0s dos membros
inferiores, uma vez que 0s grupos musculares dos membros superiores apresentam
um menor comprimento muscular (JAMURTAS et al., 2005; SAKA et al., 2009).

Embora o modelo de exercicio mais amplamente utilizado para estudar
dano/dor muscular seja aquele envolvendo contracBes excéntricas, ha evidéncias de
que a estimulacdo elétrica, ao ser utilizada para o fortalecimento muscular, pode
induzir maior dano associado as contracdes isométricas evocadas (JUBEAU et al.,
2008). Mackey et al. (2008) induziram dano muscular nos gastrocnémicos evocados
por EENM (60 Hz, duracao 300 us, relacdo on-off 4-6 s), enquanto Fouré et al. (2019)
induziram o dano muscular por contracdes isomeétricas evocadas por EENM (100 Hz,
duracgéo 400 us, relagao on-off 5-35 s) nos extensores do joelho. Esses achados foram
apoiados pelo uso da RM com aumento de T2 nos musculos localizados diretamente
abaixo dos eletrodos de estimulagéo.

Outro aspecto importante sobre a geracdo de dano muscular pela EENM é a
forma como as UMs séo recrutadas pela EENM. Conforme mencionado
anteriormente, enquanto contragdes voluntarias séo decorrentes de um recrutamento
progressivo de UMs menores para maiores durante o processo de fadiga, ja durante
a EENM as mesmas UMs sao recrutadas com uma intensidade de corrente constante
ou muitas vezes crescente, 0 que leva a uma fadiga periférica rapida e ao dano

muscular dessas UMs.

1.1.5 Fotobiomodulacéo
Na tentativa de amenizar a fadiga muscular periférica e o dano muscular, a
fotobiomodulacdo (FBM) é uma técnica terapéutica que vem sendo utilizada (IBITOYE

et al., 2016). A FBM ocorre através da aplicacdo de fontes nao ionizantes de luz,
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incluindo LASER (do acrénimo inglés “Light Amplification by Stimulated Emission of
Radiation”) e LED (Light-Emitting Diode) nos tecidos, e pode influenciar a atividade
celular por estimulacdo ou inibicdo de funcBes quimicas e fisioldgicas pelo chamado
efeito fotoquimico (KARU, 1989). A FBM diz respeito a um conjunto de reacdes que
envolvem a absorcdo de fotons por moléculas especializadas chamadas de
fotorreceptores ou croméforos (SUTHERLAND, 2002). Esses fotorreceptores em
humanos estdo presentes na hemoglobina, melanina, mitocéndrias, citocromo C
oxidase (CCO), mioglobina, flavinas, flavoproteinas, porfirinas, entre outras (KARU,
1999; HUANG et al., 2011). A absorcao dos fétons por essas estruturas € dependente
do comprimento de onda (HAMBLIN; DEMIDOVA 2006), e uma maior penetracado da
luz sobre os tecidos ou células ocorre dentro de uma janela éptica com comprimento
de onda entre 650 a 1200 nm (HUANG et al., 2011).

O LASER, teve sua aplicacéo desenvolvida na década de 1960 por Theodore
Harold Maiman (LEAL JUNIOR et al, 2010). O LASER produz radiagdo
eletromagnética ndo ionizante e caracteriza-se por apresentar luz monocromatica
(comprimento de onda definido), coerente (todos os fétons que compdem o feixe
emitido estdo em fase) e colimada (propaga-se como um feixe de ondas praticamente
paralelas). Os LASERS podem ser classificados em dois tipos fundamentais. Os
lasers de alta poténcia ou lasers cirdrgicos ou HILT (High Intensity Laser Treatment)
possuem indicacbes para cirurgia (corte, coagulacdo, cauterizacdo) e efeitos de
ablacéo (preparagfes cavitarias, prevengdo.). Ja os lasers de baixa poténcia ou lasers
terapéuticos ou LLLT (Low Level Laser Therapy), sdo amplamente utilizados para fins
terapéuticos e bioestimulantes (CAVALCANTI et al, 2011). O tipo de laser é
determinado pelo seu comprimento de onda (A) e pelo meio usado para produzi-lo.

A LLLT geralmente é utilizada com dois comprimentos de onda na faixa do
visivel, vermelha e em nivel infravermelho. O Hélio—Nednio (He-Ne) emite uma luz
visivel, vermelha com seu A = 632,8 nm, sua poténcia € limitada praticamente entre
30 mW a 50 mW e a penetracdo da luz se da numa faixa de 0,8 mm até 15 mm. O
LASER infravermelho emite A a partir de 770 nm até 1550 nm, sendo constituidos pelo
cristal de arseneto de galio (Ga-As), e pelo arseneto de galio e aluminio (Ga-Al-As).
O Ga-As possui seu A = 904 nm, com uma poténcia (de pico) entre 10-15 Watts (W) e
uma penetracdo de 30 a 50 mm. O Ga-Al-As possui seu A entre 780 e 870 nm,

(comprimentos de onda mais comumente utilizados, A=820 nm e 830 nm), com
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poténcias de pico variando entre 20 e 100 mW e uma penetracdo de 30 a 50 mm
(PARIZOTTO, 2016; HUANG etal.,, 2011).

O LED é produzido por meio da transformacao de energia elétrica em luz, sendo
uma fonte de luz semicondutora. Foi desenvolvido em 1963 por Nick Halonyac, e
inicialmente os primeiros LEDs emitiam somente luz vermelha de baixa intensidade.
Atualmente, estao disponiveis nos comprimentos de onda da luz visivel, ultravioleta e
infravermelho. Dependendo do semicondutor utilizado, sera produzida uma cor de luz
com determinados comprimentos de onda. Por exemplo, se o semicondutor for
composto por arseneto de galio e aluminio, a luz sera infravermelha com comprimento
de onda de 880 nm. Se o semicondutor utilizado for o nitreto de gélio, o LED ira
produzir luz de cor azul com um comprimento de onda de 430 nm (CORAZZA, 2005).

As mitocondrias sdo as organelas responsaveis pela producdo de energia nas
células e, por esta razdo, tém um papel muito importante na funcdo celular e na
manutencdo da homeostase. As mitocondrias contém uma cadeia respiratéria de
transporte de elétrons (CRTE) capaz de transferir elétrons através dos complexos |,
Il, Il eIV, realizando varias reacdes redox de nicotinamida adenina dinucleotideo
(NAD+/NADH) ou flavina-adenina dinucleotideo (FAD/FADH 2) em conjunto com o
bombeamento de ions de hidrogénio (H*) da matriz mitocondrial para o espaco
intermembranar. Esses processos geram agua como produto final metabdlico, pois o
oxigénio € o aceptor final de elétrons da CRTE, que é acoplado a sintese de ATP
guando os ions H* retornam a matriz mitocondrial através do complexo V (ATP
sintase), completando assima CRTE. Mudancas no fluxo de elétrons atraves da CRTE
e, consequentemente, o bombeamento de H*, produzem modulagdes significativas na
forca motriz total de protons e na sintese de ATP. Essas alteracdes podem ser
medidas pelo potencial de membrana mitocondrial (MMP) e conteido de ATP (PERRY
et al.,, 2011).

Karu (1989) descreve que o mecanismo primario da FBM esta atribuido a
absorcdo de radiacdo monocromatica visivel e proxima ao infravermelho por
componentes da CRTE, CCO. Absorcédo dos fétons pelos CCO levam a um aumento
no potencial eletroquimico de prétons, ao aumento de RNA e sintese proteica,
aumentos no consumo de oxigénio, aumentos nos potenciais de membrana e
aumento na sintese ATP (CHUNG et al.,, 2011; HUANG et al., 2011; ALVES et al.,
2019).
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A atividade mitocondrial gera as espécies reativas de oxigénio (EROs) como
um produto natural do metabolismo aerébico (AMAROLI et al., 2021). Em condi¢des
fisioldgicas normais as mitocondrias regulam os niveis de EROs evitando assim o
dano celular (ALMANSA-ORDONEZ et al., 2020). Estudos demonstram que a FBM
pode diminuir os niveis de EROs e o estresse oxidativo (SANTOS et al., 2010).

O oxido nitrico (ON) produzido na mitocondria pode inibir a respiragédo celular
ligando-se a CCO e deslocando competitivamente o0 oxigénio, especialmente em
células estressadas ou hipdéxicas (BROWN, 2001; SAMOILOVA et al., 2008;
MITCHELL e MACK, 2013). A aplicacdo da FBM leva a fotodissociacdo do ON com o
CCO, essa dissociagao resulta no aumento da producdo de ATP (CHUNG et al.,
2011).

Alteracdes distintas na homeostase tecidual, cicatrizacdo e regeneracao
podem ser esperadas apos a FBM, A FBM demonstrou aumentar a proliferacao celular
in vitro em varios tipos de células: fibroblastos (PEREIRA et al., 2002), queratinécitos
(GROSSMAN et al.,, 1998), células endoteliais (MOORE et al., 2005) e linfécitos
(MUSAWI etal., 2017). As alteracBes nos niveis de expressao de proteinas envolvidas
na regulacdo antioxidante e redox, antiapoptética e pro-sobrevivéncia, proliferacéao
celular, significam que alteragdes distintas na homeostase tecidual, cicatrizagdo e
regeneracdo podem ser esperadas apds a FBM. Estudos em modelo animal
demonstraram efeitos para cicatrizacdo de feridas (REZENDE et al, 2007),
regeneracdo de nervos periféricos e centrais (SNYDER et al.,, 2002), regeneragao
ossea (PARK e PARK, 2016), e regeneracéo de tendbes (AKAMATSU et al., 2021).

Em estudos com seres humanos saudaveis, a FBM demonstrou melhora na
funcdo cerebral (BARRETT e GONZALEZ-LIMA, 2013; BLANCO et al., 2015), e
atenuacdo da fadiga induzida por exercicios (BARONI et al., 2010; LEAL-JUNIOR et
al,, 2013; ROSSATO et al.,, 2016; LANFERDINI et al., 2017). Em relacdo ao dano
muscular induzido pelo exercicio, alguns estudos demonstraram que a FBM promoveu
menor mudanca na CK (presente logo ap6s um dano muscular) e lactato
desidrogenase (presente varios dias apos um dano muscular), principalmente 24h e
48h apds o exercicio (LEAL-JUNIOR et al., 2009a; BARONI et al., 2010).

A FBM também estd sendo considerada como um tratamento vidavel para
condicbes neurolégicas graves, como lesdo cerebral traumatica, acidente vascular

cerebral (SHEN et al., 2008), lesdo da medula espinhal, lesdo no nervo periférico
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(ROCHKIND et al., 2007). Na artrite em criangas e adultos (AILIOAIE e LITSCHER,
2020), a reducéo da dor (TANBOGA et al., 2011).
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CAPITULO 2
PHOTOBIOMODULATION EFFECTS ON MUSCLE FATIGUE AND MUSCLE
DAMAGE INDUCED BY NEUROMUSCULAR ELECTRICAL STIMULATION: A
SYSTEMATIC REVIEW.

(Artigo submetido ao perioddico Clinical Rehabilitation)

Rodrigo Silva Santos, Luisa Reichert, Isabel de Almeida Paz, Gustavo do

Nascimento Petter, Marco Aurélio Vaz

2.1 INTRODUCTION

Neuromuscular Electrical Stimulation (NMES) is a therapeutic resource that
uses intermittent electrical stimuli in superficial skeletal muscles to trigger visible
muscle contractions!. NMES is used to restore, preserve or improve muscle strength
and functional capacity>3. Furthermore, NMES has been adopted in clinical practice
as a method of rehabilitation and training, in isolation or associated with resistance
exercise*®. NMES has been applied to different populations!, such as in bedridden
critically ill patients?6, patients with knee osteoarthritis”8, in the elderly® and athletes?C.
However, some adverse effects, such as peripheral muscle fatigue!® and muscle
damagel? may limit NMES application time, thereby limiting and/or reducing its
therapeutic effects.

Muscle fatigue is defined as a reduction in the ability of skeletal muscles to
produce or sustain force in response to contractile activity’>. Muscle fatigue can
originate at different levels of the motor pathway, being generally divided into
components of central or peripheral originl416, Central fatigue originates in the central
nervous system, which decreases the central drive for muscle31416 while peripheral
fatigue is produced by changes at or distal to the neuromuscular junction1314.16,

Muscle fatigue can be assessed by changes in maximal voluntary contraction
(MVC) capacity, as well as changes in the time and frequency domains of
electromyographic signals1®l7. It can also be evaluated through several biomarkers,
such as adenosine triphosphate (ATP) metabolism biomarkers (e.g., lactate, ammonia,
and hypoxanthine); oxidative stress biomarkers (ROS) (e.g., lipid peroxidation, protein

peroxidation, and antioxidant capacity); and inflammatory biomarkers (e.g., TNF-a,
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leukocytes, and interleukins)?®.

Muscle damage is defined as injury or damage that impairs muscle function!®19,
It ranges from microinjury to a small number of muscle fibers with sarcolemma rupture
to a rupture of an entire muscle, depending on the cause and damage extent1819,
Muscle damage is characterized by histological changes in muscle fibers and
connective tissue that can cause muscle strength decrease and delayed onset muscle
soreness (DOMS)™°. Rupture of the sarcolemma promotes muscle cells’ death, and
the entire cells’ contents are released into the extracellular environment, causing
inflammation (i.e., degradation of cell contents), swelling, pain, and loss of contractile
function?0. In this process, blood levels of muscle creatine kinase (CK) increase,
therefore, CK is a useful marker for measuring muscle damage?!. Direct assessment
of muscle damage performed in humans is possible through magnetic resonance
imaging with transverse relaxation time T2 and analysis by muscle biopsies?2. Indirect
techniques such as ultrasound, blood muscle protein levels (e.g., CK activity,
myoglobin concentration), muscle weakness (determined by a reduction in MVC),
muscle pain (obtained through visual analog scale), increased muscle stiffness and
muscle swelling are used to assess muscle damage?®.

Both fatigue and muscle damage are undesirable NMES effects since they limit
possibilities of using this technique in rehabilitation and training protocols. More
specifically, muscle fatigue limits the volume and total work of the exercise session. In
contrast, muscle damage can generate an exaggerated inflammatory process with
possible unwanted effects on the renal system (i.e., rhabdomyolysis)?® and late
manifestations of pain and/or discomfort?4.

Photobiomodulation (PBM) is a therapeutic technique that can be used to
alleviate peripheral muscle fatigue and muscle damage?>26. PBM determines a set of
reactions that involve the absorption of photons by specialized molecules called
photoreceptors or chromophores?’. These photoreceptors in humans are present, for
example, in hemoglobin, melanin, mitochondria, cytochrome C oxidase (CCO),
myoglobin, flavins, flavoproteins, and porphyrins26.2829 The absorption of photons by
these structures is dependent on the light wavelength3°.

PBM'’s primary mechanism of action is attributed to the absorption of visible and
near-infrared monochromatic radiation by components of the respiratory chain of

mitochondrial electron transport and CCQO?3!. Photon absorption by CCO leads to an
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increase in the electrochemical potential of protons, in ribonucleic acid (RNA) and
protein synthesis, in oxygen consumption, in membrane potentials, and in the
synthesis of Nicotinamide Adenine Dinucleotide (NADH) and ATP26:29.32,

PBM has shown positive effects as a fatigue attenuator33-36 and muscle damage
reducer333537 when applied before an exercise protocol. However, the few studies that
evaluated the PBM effects when applied before a NMES protocol38-44 showed positive
results on muscle fatigue and muscle damage in animal models3840-42  while human
model studies did not show positive results3%4344, These discrepancies may be due to
between-studies very heterogeneous protocols, different instruments used for the
outcomes’ analyses, sample size differences, and population heterogeneity. In
addition, the clinical trial studies are of low-to-moderate quality according to the PEDro
scale due to problems regarding the participants’ concealed allocation®°, and blinding
of therapists®® and outcome evaluators3®. Therefore, to shed some light on the
abovementioned problems/limitations, as well as better understand the PBM effects, a
systematic review of the literature was performed. Our goal was to verify the PBM
effects on peripheral muscle fatigue and muscle damage caused by the application of
NMES, compared to PBM-placebo or to a control group, both in randomized pre-
clinical studies (RPCTs) and randomized clinical trials (RCTs) in animal models and in

healthy individuals, respectively.

2.2 METHODS
2.2.1 Study Design

A systematic review was performed following the recommendations proposed
by the Preferred Reporting ltems for Systematic Reviews and Meta-analysis for
Scoping Reviews (PRISMA-ScR) and was registered in PROSPERO
(CRD42022291195). PRISMA 2020 checklist is available in the supplementary
material.
2.2.2 Eligibility Criteria

This review included RPCTs and RCTs that evaluated the PBM effects,
compared to PBM-placebo or to the control group, on (1) peripheral muscle fatigue
assessed by muscle strength, electromyographic signals, metabolism biomarkers of
ATP, ROS biomarkers, and inflammatory biomarkers, and (2) muscle damage

assessed by drop in force or torque, biopsy technique, magnetic resonance imaging,
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ultrasound imaging, blood’s muscular protein levels, discomfort level, delayed onset
muscle soreness, increased muscle stiffness and muscle swelling. Studies that (1) did
not involve the PBM application on muscle tissue, (2) did not show comparisons with
control or PBM-placebo groups, (3) did not specify the NMES-evoked fatigue protocol;
(4) did not present at least one of the analyzed outcomes, were excluded.
2.2.3 Information Sources

The searches were performed in the following electronic databases: PUBMED,
Cochrane Central Register of Controlled Trials (Cochrane CENTRAL), EMBASE, and
Physiotherapy Evidence Database (PEDro). Searches were carried out in May 2022.
2.2.4 Search Strategy

The searches were performed using the following controlled and uncontrolled
terms related to the intervention: “Low-level Light Therapy” OR “Photobiomodulation”
OR “LLLT” AND “Electric Stimulation Therapy” OR “Therapeutic Electrical Stimulation”.
There were no restrictions on language, date, or publication status. The complete

search strategy used in all databases is shown in Chart 1.

Chart 1. Database Search Strategy

Number of Search
Database Search Strategy Items Date
Extracted

"Low-Lewel Light Therapy"[Mesh] OR "Light Therapies,
Low-Lewvel" OR "Light Therapy, Low-Lewel" OR "Low
Lewvel Light Therapy" OR "Low-Lewel Light Therapies" OR
"Therapies, Low-Lewvel Light" OR "Therapy, Low-Level
Light® OR  "Photobiomodulation Therapy" OR
"Photobiomodulation ~ Therapies” OR  "Therapies,
Photobiomodulation” OR "Therapy, Photobiomodulation™
OR "LLLT" OR "Laser Therapy, Low-Lewel" OR "Laser
Therapies, Low-Level" OR "Laser Therapy, Low Lewel"
OR "Low-Lewel Laser Therapies” OR "Laser Irradiation,
Low-Power" OR ‘“lIrradiation, Low-Power Laser® OR
"Laser Irradiation, Low Power" OR "Low-Power Laser
Therapy"” OR "Low Power Laser Therapy" OR "Laser
Therapy, Low-Power" OR "Laser Therapies, Low-Power"
OR "Laser Therapy, Low Power" OR "Low-Power Laser
Therapies” OR "Low-Lewel Laser Therapy" OR "Low
Level Laser Therapy" OR "Low-Power Laser Irradiation”
OR "Low Power Laser Irradiation” OR "Laser
Biostimulation" OR "Biostimulation, Laser" OR "Laser
Phototherapy” OR "Phototherapy, Laser" AND "Electric
Stimulation Therapy"[Mesh] OR "Therapeutic Electrical
Stimulation" OR "Electrical Stimulation, Therapeutic" OR
"Stimulation, Therapeutic Electrical® OR "Therapeutic
Electric ~ Stimulation® OR  "Electric  Stimulation,
Therapeutic" OR "Stimulation, Therapeutic Electric" OR
"Electrical Stimulation Therapy" OR "Stimulation

PUBMED 165 May 2022
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Therapy, Electrical® OR "Therapy, Electrical Stimulation”

MeSH descriptor: [Low-Level Light Therapy] explode all
trees AND MeSH descriptor: [Electric Stimulation 15 May 2022
Therapy] explode all trees

(‘Low Lewel light Therapy’/exp OR ‘Low-Lewel Light
Therapy’ ‘Light Therapies, Low-Level’ OR ‘Light Therapy,
Low-Level’ OR ‘Low Lewel Light Therapy’ OR ‘Low-Level
Light Therapies’ OR ‘Therapies, Low-Lewel Light OR
‘Therapy, Low-Level Lightt OR ‘Photobiomodulation
Therapy’ OR ‘Photobiomodulation  Therapies’ OR
‘Therapies, Photobiomodulation’ OR ‘Therapy,
Photobiomodulation’ OR ‘LLLT OR ‘Laser Therapy, Low-
Level’ OR ‘Laser Therapies, Low-Lewel’ OR ‘Laser
Therapy, Low Level’ OR ‘Low-Level Laser Therapies’ OR
‘Laser Irradiation, Low-Power OR ‘Irradiation, Low-
Power Laser OR ‘Laser Irradiation, Low Power’ OR ‘Low-
Power Laser Therapy’ OR ‘Low Power Laser Therapy’
OR f‘Laser Therapy, Low-Power OR ‘Laser Therapies,
Low-Power OR ‘Laser Therapy, Low Power OR ‘Low-
Power Laser Therapies’ OR ‘Low-Lewvel Laser Therapy’
OR ‘Low Lewel Laser Therapy’ OR ‘Low-Power Laser
Irradiation” OR ‘Low Power Laser Irradiation’ OR ‘Laser
Biostimulation” OR ‘Biostimulation, Laser OR ‘Laser
Phototherapy’ OR  ‘Phototherapy, Laser) AND
(‘electrotherapy’/exp OR ‘Electric Stimulation Therapy’
OR ‘Therapeutic Electrical Stimulation” OR ‘Electrical
Stimulation, Therapeutic’ OR ‘Stimulation, Therapeutic
Electrical’ OR ‘Therapeutic Electric Stimulation’ OR
‘Electric  Stimulation, Therapeutic’ OR ‘Stimulation,
Therapeutic Electric’ OR ‘Electrical Stimulation Therapy’
OR ‘Stimulation Therapy, Electrical OR ‘Therapy,
Electrical Stimulation’)

Low-Lewvel light Therapy OR Photobiomodulation AND
Electric Stimulation Therapy

Cochrane
CENTRAL

EMBASE 195 May 2022

PEDro 286 May 2022

2.2.5 Selection of Studies and Data Extraction

Two authors (RSS and LR) independently reviewed the list of titles and
abstracts of recruited articles and selected only those potentially relevant for a more
detailed review at the full-text level using the Endnote tool. Reviewers independently
extracted data from included studies and compared their data extraction worksheets
to confirm data accuracy. Retrieved data had participants’ characteristics, NMES
parameters, PBM parameters, assessed muscle groups, and primary outcomes of

peripheral muscle fatigue and muscle damage.

2.2.6 Peripheral Fatigue and Muscle Damage Outcomes

Peripheral muscle fatigue was assessed by extracting the following data:
reduction in voluntary and/or evoked force/torque, percentage reduction of peak

force/torque, sustaining capacity of force/torque, total work, work performed in each
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contraction, and blood lactate.
Muscle damage was assessed by extracting the following data: CK activity,

delayed onset muscle soreness, and discomfort level.

2.2.7 Methodological Quality Assessment

Two authors (RSS and LR) independently assessed the methodological quality
of animal model studies using the Systematic Review Center for Laboratory Animal
Experimentation (SYRCLE) scale, which is based on 10 items to assess scientific rigor:
sequence generation, baseline characteristics, allocation concealment, random
housing, blinding to caregivers and researchers, random outcome assessment,
blinding of outcome raters, incomplete outcome data, selective outcome reporting, and
other sources of bias®.

The same authors independently evaluated human model studies using the
Physiotherapy Evidence Database (PEDro) scale, widely used in the methodological
evaluation of review studies, with good validity and reliability*647. The scale is based
on 11 items to assess scientific rigor: eligibility criteria, participants’ random allocation
to groups, concealed allocation, between-groups similarity at baseline, subjects’
blinding, therapists’ blinding, raters’ blinding, measurements of at least one key
outcome from more than 85% of the subjects in each group, intention-to-treat analysis,
between-group comparisons for at least one outcome, measures’ point estimates and
variability for at least one outcome. For this review, the following PEDro scale score
ranges were adopted: scores from 0-4 were considered low quality; 4-5 were
considered of acceptable quality; 6-8 were considered of good quality; and 9-10 were
considered of excellent methodological quality*@.

2.2.8 Synthesis Methods

Due to studies’ heterogeneity, insufficient data comparisons between studies,
and to the variety of protocols for evaluating the outcomes and PBM parameters, it
was not possible to perform statistical analysis. Therefore, a qualitative evaluation was

carried out through a systematic review of the included studies.

2.2.9 Reporting Bias Assessment
The researchers contacted the authors of the respective articles to request data

that were not included in the manuscripts.
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2.2.10 Certainty Assessment

PEDro and SYRCLE scales was used to assess the methodological quality
scores. The included studies were classified according to criteria previously
established by Van Tulder etal*® and categorized into five levels of evidence: (1) strong
evidence, findings consistent with several high-quality studies; (2) moderate evidence,
consistent findings in one high-quality study and one or more low-quality studies; (3)
limited evidence, consistent findings in one or more low-quality studies; (4) indicative
findings, findings consistent with two studies of a non-experimental nature of sufficient
quality; (5) none or insufficient evidence if there were no trials or if the results were

conflicting.

2.3 RESULTS
2.3.1 Study selection

The search in the electronic databases revealed 661 articles. After removing
duplicates, 447 potentially relevant studies were identified. From these trials, 426 were
excluded based on title and/or abstract. From the remaining 21 studies, we were
unable to obtain the full text of one study, and 14 studies were excluded after reading
the full text based on the intervention type or outcomes. Therefore, seven trials were
included for full reading (Figure 1).
2.3.2 Characteristics of the included studies

From the included studies, four were RPCTs3840-42. and three were cross-over
RCTs394344 The four RPCTs were performed on the tibialis anterior muscle of male
Wistar rats, divided into groups that received PBM (experimental), PBM-sham, or no
intervention (control group) (Table 1). All used the same muscle activation protocol
through NMES, with a current intensity of 6 to 7 V and a 2-ms pulse duration to induce
a tetanic contraction. Stimulation frequency was increased from 0.2 to 60 Hz and
maintained constant until muscle force dropped to 50% of its initial value. This
procedure was repeated six times every 10 minutes for the next 60 minutes.

The three RCTs (cross-over) in a human model performed the intervention on
the knee extensors of healthy men, randomized between PBM (experimental), PBM-

placebo or no intervention (control group) groups (Table 2).
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ldentification

Identification of studies by databases and records

Records identified in the

databases PUBMED, Cochrane,

EMBASE and PEDro:
Registros (n = 651)

L J

Records removed before screening:

Duplicate records removed (n = 214)
Records marked as ineligible by
automation tools (n = 0)
Records removed for other reasons
(n=10)

Screening

-

£

Records analyzed
{n=447)

Records excluded
in = 426)

p 4

Reports sought for retrieval
n=21)

L J

Reports not retrieved
(n=1)

Reports assessed for eligibility
(n=20)

Reports excluded:

Mo muscle application (n = &)
Mo comparator (n = 3)

Did not use NMES (n = 3)
Mo outcome (m= 2}

Studies included in review
n=7)

Figure 1. Flowchart for identification and selection of articles for final inclusion (based on the Prisma
Flowchart Model).
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Table 1.Preclinical studies indicating sample size, intervention groups, and outcomes related to muscle fatigue and muscle damage.

Study

Sample

Group (sample size)

Muscle Fatigue
Outcome

Muscle Damage
Qutcome

Muscle Fatigue
Results

Muscle Damage
Results

Lopes-
Martins et
al. 2006

Leal Junior
et al, 2010

De-Almeida
et al, 2011

Santos et al,
2014

32 Male
Wistar
rats

30 Male
Wistar
rats

30 Male
Wistar
rats

66 Male
Wistar
rats

Control (n=8)
PBM 655 nm [0.1 J (n=8)]
PBM 655 nm [0.2 J (n=8)]
PBM 655 nm [0.4 J (n=8)]

Control (n=6)
PBM 904 nm [0.1 J (n=6)]
PBM 904 nm [0.3 J (n=6)]
PBM 904 nm [1.0 J (n=6)]
PBM 904 nm [3.0 J (n=6)]

Control (n=6)
PBM 904 nm [0.1 J (n=6)]
PBM 904 nm [0.3 J (n=6)]
PBM 904 nm [1.0 J (n=6)]
PBM 904 nm [3.0 J (n=6)]

Control (n=6) and Placebo (n=6)
PBM 660 nm [1.0 J (n=6); 3.0J

(n=6); 10 J (n=6)]

PBM 830 nm [1.0 J (n=6); 3.0J

(n=6); 10 J (n=6)]

PBM 905 nm [1.0 J (n=6); 3.0 J

(n=6); 10 J (n=6)]

I) % of peak force
Il) 50% force fall time
) work performed in

each contraction

I) % of peak force
I) 50% force fall time
) work performed in

each contraction
IV) %A Blood lactate

I) total work of six
contractions

I) % of peak force
I) 50% force fall time
lll) total work of six
contractions

l) percentage of CK
activity after the third
and sixth contractions

l) percentage of CK
activity after the sixth
contractions

l) percentage of CK
activity after the sixth
contractions

1) A of CK activity
after the sixth
contraction

655 nm (0.08 J,0.2 J
and 0.4 J) attenuated
fatigue

904 nm (0.1 J,1.0J
and 3.0 J) attenuated
fatigue

904 nm (1.0 Jand
3.0 J) attenuated
fatigue

660 nm (1.0 Jand
3.0J) and 905 nm
(1.0 Jand 3.0J)
attenuated fatigue

655 nm (0.2 Jand 0.4
J) attenuated muscle
damage

904 nm (0.1 Jand 1.0
J) attenuated muscle
damage

904 nm (1.0 Jand 3.0
J) attenuated muscle
damage

660 nm (1.0 J) and
905 nm (1.0 J, 3.0J
and 10 J)

Abbreviations: CK, creatine kinase; PBM, photobiomodulation; J, joule; %, percentage; A, delta.
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Table 2. Clinical studies indicating sample size, intervention groups, activation protocol, and outcomes related to muscle fatigue and muscle damage.

Muscle Muscle
Study Sample Group (N) NMES Protocol Muscle Fatigue Outcome Muscle Damage Outcome  Fatigue Damage
Results Results
Control Intensity: maximum
_ tolerated
(n=5) Wawe type:
PBM 808 ype . _ :
Gorgev et 5 healthy m [3 J rectangular pulsed 1) % reduction in peak torque in the did not did not
al 920%8 men 19+0.7 (n=5) (FR: 50Hz; PD: 1st, 15th, and 45th contractions did not evaluate attenuate evaluate
' years PBM 808 500us) ewked by NMES fatigue
Duty cycle: 2s ON;
nm [7 J 2s OFF
(n=5)]
Intensity: maximum
tolerated
PBM-Sham Wawe type:
24 healthy (n=12) biphasic . did not
Cieslinski men PBM 830 rectangular pulsed &ter\gﬁi‘il(()n to(r)(lltj_?mmgﬁ?g?e ZPE [) VAS to digital pressure a?tlgnﬂg:e attenuate
et al, 2018  20.9+0.82 nm [30 J (FR: 80Hz; PD: 48h. 72h a,nd %6h ' ' I) VAS to the squat fatioue muscle
years (n=12)] 300us) ' ' 9 damage
Duty cycle: 5s ON;
15s OFF
Intenstl(';}/e:r{r;wtzgmum ) % MVC peak torque owver 45
PBM-Sham Wave tvpe: NMES-ewvoked contractions
24 healthy (n=12) bi haZi?: ' ) peak torque MVC pre- ) CK level did not did not
Jowko et men - P intervention, post-immediate, 24h, o attenuate
al. 2019 21 940.3 PBM 830 rectangular pulsed 48h. 72h. and 96h I) VAS to digital pressure attenuate muscle
" SO nm [30 J (FR: 80Hz; PD: Yo . ll) VAS tothe squat fatigue
years (n=12)] 3000s) i) A% for baseline peak torque damage
- DUty o clg' 5s ON- MVC pre-intervention, post-
ylgs dFF " intervention, 24h, 48h, 72h, and 96h

Abbreviations: PBM, photobiomodulation; J, joule; FR, frequency; PD, pulse duration; Hz, hertz; us, microseconds; s, seconds %, percentage; A, delta; MVC,

maximum woluntary contraction; NMES, neuromuscular electrical stimulation; VAS, visual analogic scale; h, hours; CK, creatine kinase.
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2.3.3 Methodological Quality
2.3.3.1 Pre-clinical trials

SYRCLE scale scores ranged from 5 to 7 points out of a maximum of 10 points
for RPCTs. The studies by Lopes-Martins et al®8, Leal Junior et al*® and Almeida et
al*! obtained a total of 5 points, presenting an acceptable quality and the study by
Santos et al*2 obtained a total of 7 points being considered of good quality. No studies
scored on allocation concealment, random outcome assessment, or selective outcome
reporting. Three studies did not score on caregivers’ blinding (75%) and blinding of
outcome assessors (75%), while Santos et al*? was the only study to score (25%). The
reviewers judged item 10 (other sources of bias) as negative, as they did not identify
other sources of bias in the evaluated studies (Table 3).
2.3.3.2 Clinical trials

The PEDro scale scores were 7 in the study by Gorgey et al®® and 10 points in
the studies by Cieslinski et al*® and Jéwko et al*4, with a maximum of 10 points. The
study by Gorgey et al®*® did not score on the concealed allocation of participants and
blinding of therapists and outcome evaluators (Table 4). Therefore, the study by
Gorgey et al*® was considered of good quality, while the studies by Cieslinski et al*3

and Jéwko et al** were of excellent quality.
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Table 3. Randomized pre-clinical trials’ risk of biases.

Stud Q1 Q2 Q3 Q4 Q5 Q6 Q7 Q8 Q9 Q10 Total

y (Selection) (Selection) (Selection) (Performance) (Performance) (Detection) (Detection) (Attrition) (Reporting) (Other) Score
Lopes-
Martins
etal,
2006

Leal
Junior Yes Yes N/A Yes N/A N/A N/A Yes N/A Yes 5

et al.
De-

Almeida Yes Yes N/A Yes N/A N/A N/A Yes N/A Yes 5
et al,

Santos
et al, Yes Yes N/A Yes Yes N/A Yes Yes N/A Yes 7
2014

Yes Yes N/A Yes N/A N/A N/A Yes N/A Yes 5

This table presents the individual analysis of each manuscript using the risk of biases (RoB) assessment tool developed by SYRCLE.
Biases are grouped into selection, performance, detection, attrition, reporting, and other biases. The responses were “yes” for low
risk of bias, “no” for high RoB, and “not available (N/A)” for unclear or unreported risk. Q1 Allocation Sequence Adequately Generated
and Applied? Q2 Were the Groups Similar at Baseline? Q3 Was the Allocation Adequately Concealed? Q4 Were the Animals
Randomly Housed during the Experiment? Q5 Were the Caregivers and/or Investigators Blinded to the Knowledge? Q6 Were Animals
Selected at Random for the Outcome Assessment? Q7 Was the Outcome Assessor Blinded? Q8 Were Incomplete Outcome Data
Adequately Addressed? Q9 Are Reports of the Study Free of Selective Outcome Reporting? Q10 Was the Study Apparently Free of
Other Problems that Could Pose a High Risk of Bias?
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Table 4. The randomized clinical trials risk of biases.

S Similarity ] ) o ] Between- Point /
Eligibility = Random  Concealed Subjects  Therapists Blinding >85% Intention o Total
Study o ) ] at o o Group Variability
Criteria Allocation  Allocation Blinding Blinding  Assessors Outcome to Treat Score
Baseline Differences Measures
Gorgey et
Yes Yes N/A Yes Yes N/A N/A Yes Yes Yes Yes 7
al, 2008
Cieslinski
Yes Yes Yes Yes Yes Yes Yes Yes Yes Yes Yes 10
et al, 2018
Jowko et
Yes Yes Yes Yes Yes Yes Yes Yes Yes Yes Yes 10
al, 2019
Total 3 3 2 3 3 2 2 3 3 3 3

The responses were “yes” for low risk of bias (RoB), “no” for high RoB, and “not available (N/A)” for unclear or unreported risk.
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2.3.4 OUTCOMES
2.3.4.1 PBM Effects on Peripheral Muscle Fatigue

Strength-related variables were evaluated by the four RPCTs3840-42 and only
one study used the percentage of blood lactate*® to assess peripheral muscle fatigue.
All these studies demonstrated that PBM was able to attenuate muscle fatigue when
compared to the control group.

Lopes-Martins et al*®® evaluated peripheral muscle fatigue by the maximal force
elicited at the onset of each of six electrically-induced tetanic contractions, by the time
for an electrically-induced tetanic force to drop 50% of the value at the onset of each
tetanic contraction, and by the work performed (area under the force-time curve) by
each electrically-induced tetanic contraction. They observed that PBM with a
wavelength of 655 nm and doses of 0.08 J, 0.2 J, and 0.4 J attenuated fatigue.

Leal Junior et al*® demonstrated that PBM with a 904 nm wavelength attenuated
peripheral muscle fatigue. The smaller evoked peak force percentage reduction from
the beginning of each of the six tetanic contractions for the groups with doses of 1.0 J
and 3.0 J, the higher sustained force time before the 50% force drop for the 0.1 J, 1.0
J and 3.0 J groups, the higher work performed in each contraction for the 1.0 J and 3.0
J groups, and the smaller blood lactate levels for all irradiated groups evidenced the
smaller fatigue.

Almeida et al*! identified that PBM with a 904 nm wavelength attenuated muscle
fatigue by the higher total work observed on the sixtetanic contractions for the groups
with doses of 1.0 J and 3.0 J. Santos et al*? reported that PBM attenuated peripheral
muscle fatigue assessed by peak force evoked at the beginning of each of the six
tetanic contractions for the groups with 660 nm wavelength and doses of 1.0 J and 3.0
J and the group with 905 nm wavelength and a 1.0 J dose. The mean sustained-force
time (i.e., meantime for the force to fall 50% of the initial force) for the groups irradiated
with 660 nm and 830 nm with doses of 3.0 J and 10 J and for the 905 nm group with
doses of 1.0 J, 3.0 J, and 10 J, and the total work of the six evoked contractions for the
group irradiated with 660 nm with a dose of 3.0 J and the group of 905 nm with a dose
of 1.0 J, were higher compared to the NMES control group.

As for the RCT studies (human model) evaluated the PBM effects on the peak
force evoked by NMES3944 and two evaluated peak knee extensor torque in MVC43:44,

None of these studies identified PBM effects attenuating muscle fatigue.
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Gorgey et al®® evaluated muscle fatigue by the percentage of peak torque
reduction in the 1st, 151 and 45™ evoked contractions. They identified that PBM with a
wavelength of 808 nm with doses of 3 J and 7 J did not show attenuation of muscle
fatigue.

Cieslinski et al*® evaluated muscle fatigue by peak isometric MVC torque drop
from pre-intervention to immediately post, and after 24h, 48h, 72h and 96h of the
fatigue protocol. They identified that PBM with 830 nm wavelength and 30 J dose did
not attenuate muscle fatigue.

Jéwko et al** evaluated peripheral muscle fatigue by the % of peak MVC torque
over 45 NMES-evoked contractions, by the MVC peak torque difference between pre-
intervention values compared to immediate post, and after 24h, 48h, 72h, and 96h of
the fatigue protocol, and by the percentage variation (A%) of peak MVC torque
immediately after, and post 24h, 48h, 72h, and 96h compared to the pre-intervention
MVC. They identified that PBM with 830 nm wavelength and 30 J dose did not
attenuate muscle fatigue.
2.3.4.2 PBM Effects on Muscle Damage

The four RPCTs38,40-42 assessed muscle damage, and all of them found a
PBM effect in reducing muscle damage by CK activity reduction post-fatigue. However,
only one RCT study analyzed CK activity**, noting no significant differences between
the PBM and control groups. The other muscle damage outcomes evaluated in the
RCTs were VAS for digit pressure*344 and squatting*344, with no differences between
the PBM groups and their controls. Lopes-Martins et al®® evaluated muscle damage by
CKlevels from blood samples collected between NMES sessions. They observed that
PBM with a wavelength of 655 nm and doses of 0.2 J and 0.4 J attenuated muscle
damage.

Leal Junior et al*® observed that PBM with a wavelength of 904 nm and doses
of 0.1 J, 1.0 J and 3.0 J attenuated muscle damage by reducing CK activity after the
sixth contraction for the irradiated groups, except the 3.0 J group.

Almeida et al*! identified that PBM with a wavelength of 904 nm attenuated
muscle damage by CK activity after the sixth evoked tetanic contraction for the groups
with irradiated doses of 1.0 J and 3.0 J.

Santos et al*? reported that PBM attenuated muscle damage evaluated by the

variation of CK activity after the sixth contraction for the groups irradiated with 660 nm
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and a dose of 1.0 J and with 905 nm and doses of 1.0 J, 3.0 Jand 10 J.

Cieslinski et al*® evaluated muscle damage by the level of discomfort from VAS
during digitopressionand during squatting pre-intervention, immediately post, and after
24h, 48h, 72h and 96h of the fatigue protocol. They observed that PBM with 830 nm
of wavelength and a 30 J dose did not attenuate muscle damage.

Jéwko et al** evaluated muscle damage by the level of CK activity and by the
level of discomfort obtained by VAS during digitopression and during squatting before
the intervention, immediately after, and post 24h, 48h, 72h and 96h of the fatigue
protocol. They identified that PBM with a wavelength of 830 nm at a dose of 30 J did
not attenuate muscle damage.

2.3.5 Reporting Biases

The present study could not extract some mean and standard deviation values
from the results in the following outcomes: peak force4%42, strength-sustaining
time384042 muscle work340, and evoked peak torque3®44,

2.3.6 Certainty of Evidence

For the four RPCTs, three studies3®404l presented an acceptable
methodological quality, and one study*? presented a good methodological quality. A
moderate level of evidence was found for PBM to attenuate peripheral muscle fatigue
and muscle damage.

Among the three RCTs, two studies*344 had excellent methodological quality
and one study®® was classified as good methodological quality. Therefore, we
considered a strong level of evidence that PBM has no efficacy on peripheral muscle

fatigue and muscle damage outcomes in humans.

2.4 DISCUSSION

To the best of our knowledge, this is the first systematic review to verify the PBM
effects on peripheral muscle fatigue and muscle damage induced by NMES in
preclinical and clinical trials. Preclinical trials showed that PBM attenuated both
peripheral muscle fatigue and muscle damage®384%-42, However, clinical trials did not
observe these effects394344,

The divergence between the RPCTs and RCTs may be related to the different
methods of PBM application since the preclinical studies used the in situ application,

with the rat tibialis anterior muscle exposed (PBM application was performed directly
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on the muscle), which facilitates the light interaction directly with the muscle tissue. In
clinical studies, however, interference from the skin and adipose tissues may have
reduced the light signals’ action on neuromuscular structures. It is also important to
point out that there are anatomical and proportional differences in the irradiated areas,
where the size of the tibialis anterior muscle of rats is smaller than that of the human
guadriceps (evaluated in RCTs). Therefore, the irradiated areas in preclinical animal
studies probably covered a larger muscle area than the human model studies.
Another explanation may be the different PBM wavelengths used in RPCTs
(660, 830, and 905 nm*2, 655 nm?36, 904 nm4%41) and RCTs (808 nm3° and 830 nm*3:44).
RCTs used PBM with wavelengths of 808 nm and 830 nm, values similar and identical
to the wavelength used by Santos et al.*> who did not obtain significant results
regarding peripheral muscle fatigue and muscle damage induced by NMES. Although
Santos et al.*2 did not provide a clear explanation for why the 830 nm wavelength did
not produce similar effects to those observed with shorter (660 nm) and longer (905
nm) wavelengths (except for the similar time for the evoked force to decay 50% of the
initial value), there could exist specific wavelengths and doses that are optimal for
reducing muscle fatigue and muscle damage in humans. It has been shown that longer
wavelengths are required for penetrating human skin®°, and the 905 nm wavelength in
Santos et al.*2 study showed the best results for reducing peripheral muscle fatigue
and muscle damage. This suggests that PBM with longer wavelengths may be required
to produce a positive effect on muscle fatigue and muscle damage in human studies.
PBM acts on cellular metabolism by photochemical stimulation of cellular
mitochondria, resulting in an increase in mitochondrial membrane potential®!, the
formation of giant mitochondria through the membranes’ fusion of smaller and
neighboring mitochondria, and the improvement of the enzymatic activity of the CCO
chromophore, responsible by the transport of electrons from complex il to complex V
of the electron transport chain, directly involved in ATP synthesis®2-54. The hypotheses
suggested for the mechanisms that explain the PBM effects on peripheral muscle
fatigue are related to the increased of mitochondrial activity that contributes to
increased levels of cellular respiration and ATP synthesis, increased cellular energy,
phosphocreatine resynthesis, and removal and lactic acid oxidation by increased
microcirculation*®51.55, The increased maturation of young myofibrils®® and the

increase in the number and activation of satellite cells around the myofibrils57 may

64



explain the PBM effects in reducing muscle damage. In addition to satellite cells, PBM
has been shown to promote the control of inflammation®8-60 and synthesis and
remodeling of collagen levels®261, which may also contribute in reducing the NMES-
evoked muscle damage deleterious effects.

A limitation of the revised studies is their risk of bias. In general, the RPCTs did
not score allocation concealment, random outcome assessment, selective outcome
reporting, caregiver blinding, or outcome assessor blinding, which may have influenced
their positive results. Gorgey et al®® study was the only RCT that did not score on the
hidden allocation of participants and blinding of therapists and outcome assessors.
Their small sample size may also have influenced their results. The lack of allocation
concealment may overestimate the therapeutic effects, and the moderate
methodological quality may partly explain the differences in some results.

Based on the available evidence, we conclude that there is a divergence
between the evaluations and results of pre-clinical and clinical studies regarding the
PBM effects on peripheral muscle fatigue and muscle damage caused by NMES.
Despite the biological plausibility brought in pre-clinical studies, additional clinical
studies with high methodological quality, comparing different PBM doses, different
irradiation areas, and different muscles, are still needed to determine if PBM has
indeed a positive effect in reducing the NMES harmful effects in human muscles as it

did in animal studies.

2.5 CONCLUSION
Despite the biological plausibility evidenced in RPCTSs, the evidence does not
support the use of PBM to attenuate the effects of peripheral muscle fatigue and

muscle damage caused by NMES in humans.

CLINICAL MESSAGES (2-4 bullet points, 50 words or less)

o PBM in pre-clinical trials in an animal model can attenuate peripheral
muscle fatigue and muscle damage evoked by NMES, suggesting that PBM can
optimize long-term NMES usage.

o PBM in human clinical trials is not able to attenuate peripheral muscle

fatigue and muscle damage evoked by NMES.
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o New clinical trials with different PBM parameters (doses and
wavelengths) and new protocols need to be tested before we can reach definitive
conclusion about the PBM effects on peripheral muscle fatigue and muscle damage in
humans.

o Moderate methodological quality of most studies and the high-quality
scores in two clinical trials suggest that the observed evidence adequately supports
the abovementioned conclusions for clinical practice in the human model.
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CAPITULO 3

CONCLUSAO

A presente dissertacdo teve como objetivo verificar os efeitos da FBM na fadiga
muscular periférica e no dano muscular causados pela aplicacdo da EENM, tanto em
EPCRs em ratos saudaveis, como em ECRs em individuos saudaveis. Uma revisao
sistematica foi conduzida na qual foram incluidos EPCRs e ECRs que compararam 0s
efeitos da FBM com FBM-placebo ou com grupo controle na fadiga muscular periférica
e no dano muscular induzidos por EENM. Sumarizacdo dos estudos e avaliacdo da
qualidade metodoldgica foram realizadas no modelo animal e humano. Entretanto,
resultados controversos foram encontrados entre os estudos de ensaios pré-clinicos
e clinicos, sendo que os EPCRs apresentaram resultados positivos da FBM na
atenuacdo da fadiga muscular periférica e dano muscular induzidos por EENM,
enquanto os ECRs ndo apresentaram atenuacao da fadiga e dano muscular.

Essa divergéncia pode estar relacionada aos diferentes métodos de aplicacao
da FBM e aos diferentes comprimentos de onda da FBM utilizados nos diferentes
estudos. Outro fator que pode ter influenciado os resultados €é a qualidade
metodologica dos estudos incluidos, uma vez que a auséncia da ocultacdo de
alocacdo, avaliacdo aleatoria de resultados ou relatérios seletivos de resultados,
cegamento do cuidador e cegamento do avaliador de resultados, e seu pequeno
tamanho de amostra, podem ter superestimado os resultados dos EPCRs. O reduzido
nimero de estudos nao permitiu a realizacdo de uma metanalise, o que impossibilitou
avaliar a qualidade da evidéncia utiizando o GRADE. Entretanto, foi realizada uma
avaliacdo da qualidade das evidéncias com base no estudo de Van Tulder et al.
(1999). Ainda assim, ndo podemos inferir se qualquer estimativa de efeito seria incerta
ou ndo, nem que provaveis novos estudos tenham um impacto mais importante sobre
a nossa confianca para estimar o efeito.

Por fim, esses resultados podem impactar diretamente na tomada de deciséo
clinica para o uso da FBM, uma vez que é fundamental identificar os melhores
parametros de FBM para podermos estabelecer sua eficacia em humanos.
Recomendamos fortemente novos ECRs com maior rigor metodoldgico e que testem

novos parametros de FBM em humanos.
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