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RESUMO

O presente estudo avaliou as adaptacdes fisiologicas relativas as atividades das enzimas
Lactato Desidrogenase - LDH (glicolitica) e Citrato Sintase - CS (oxidativa) e ao Limiar de
Anaerobiose (LA), ao exercicio em esteira em ratos submetidos a fotoestimulagdo por laser de
baixa intensidade (780nm) nos principais musculos participantes da marcha. Fizeram parte do
estudo 54 ratos machos, jovens (30 dias), Wistar, que foram divididos em quatro grupos: dois
permaneceram em repouso: (1) GRC, sendo um deles irradiado (2) GRL, e dois foram
submetidos a um protocolo de treinamento aerdbio em esteira por 5 semanas e a testes de
esforcos crescentes (3) GEC, sendo um deles irradiado (4) GEL. A irradiacdo por laser
infravermelho foi feita, diariamente, em niimero de quatro: quadriceps, gliteo méximo, Tibial
Anterior (TA) e soéleo, em cada pata traseira, totalizando 8 aplicagdes por animal/dia, sob os
parametros: Dose: 3,8 J/cmz, Poténcia: 15 mW, Tempo: 10 segundos, modo continuo, durante
5 semanas consecutivas. Os testes de esforgo crescente foram realizados, uma vez por
semana, totalizando 5 avaliagdes durante as quais foram obtidas amostras de sangue visando a
determinagdo do LA. Nas andlises eletroforéticas e espectrofotométricas da LDH e CS, foram
utilizadas fragdes de musculo TA, so6leo e cardiaco retiradas 48 horas apds a tltima sessdo de
exercicio. O laser provocou aumentos do metabolismo aerdbio de 2% a 78%, o exercicio de
18% a 75% e suas agdes combinadas de 43% a 92%. Aparente agdo sistémica do laser foi
detectada em musculo cardiaco, com aumento da atividade da CS e diminui¢do da atividade
LDH. Os grupos GEC e GEL exibiram aumento na velocidade maxima, LA deslocado para
um nivel de maior esfor¢co e uma ligeira tendéncia de reducao do lactato sérico no decorrer
das avaliacdes. Entretanto, ndo houve diferengas estatisticamente significantes entre os
grupos, apesar do GEL ter exibido maiores valores. Esses dados sugerem que o treinamento
aerobio em esteira associado ao laser de baixa intensidade possa acarretar adaptagdes
fisioloégicas no sentido de aumento na capacidade oxidativa dos animais representada pelo
aumento na atividade da CS, diminuicdo da LDH e maior grau de esforgo para a obten¢do do
LA, fato este, de grande utilidade na pratica terapéutica.

Palavras Chaves: laserterapia, performance aerobia, limiar anaerébio, LDH, CS, fisioterapia.
UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM FISIOTERAPIA

Autor: Wouber Hérickson de Brito Vieira

Orientador: Nivaldo Antonio Parizotto

Titulo: Efeitos do Laser de Baixa Intensidade em 780nm sobre a performance muscular
aerdbia de ratos em treinamento fisico em esteira.

Dissertacdo de Mestrado em Fisioterapia
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ABSTRACT

The purpose of this study was to evaluate relative the physiological adaptation the activities of
enzymes Lactate Dehidrogenase — LDH (glycolytic) e Citrate Synthase — CS (oxidative) and
to the Anaerobic Threshold (AT), to the exercise in treadmill in rats submitted to the
photostimulation for low-intensity laser (780 mm) in the main participant muscles of the
march. Fifty-four male Wistar rats had been part of the study. These animals were divided in
four groups: Two had remained in rest (1) GRC, being one of them irradied (2) GRL, and
other two were submitted to an aerobic treadmill training program during 5 weeks and to a
multistage treadmill test of increasing intensity (3) GEC, being one of them irradied (4) GEL.
The irradiation for infra-red laser (780 mm) was made daily in number of four (quadriceps,
maximum glateo, soleus, tibialis anterior) in each back leg of the animals, totalizing 8
applications for animal/day, using (dose, 3,8 J/cmz; power, 15 mW; time, 10 s, continuous)
during 5 weeks consecutives. The multistage treadmill tests of increasing intensity were made
once a week totalizing 5 evaluation, in order to obtain blood samples for determination of the
AT. In the analyses electrophoretics and spectrophotometic of the LDH and CS muscles
samples (soleus, TA and cardiac) were removed 48 hours after the last exercise bout. The
laser to promote increase in the oxidative metabolism of 2% a 78%, the exercise of 18% a
75%, and action combined of 43% a 92%; Apparent systemic action of the laser was detected
in cardiac muscle with increase in the activity of the CS and reduction of the LDH. The group
GEC and GEL showed increase in the maximum speed, in the speed corresponding to the AT
and a trend reduction of the blood lactate concentration during the training period. However,
no significant difference occurred between two groups though the GEL had shown higher
values. These data suggest that the aerobic treadmill-training partner to the low-intensity laser
can to promote physiological adaptation in the direction of increase oxidative capacity in the
animals, represented by increase of the CS, reduction of the LDH and by the higher degree of
effort to reach the Anaerobic Threshold. This similarity has a utility therapeutic practical.

Keywords: lasertherapy, aerobic performance, anaerobic threshold, LDH, CS, physical
therapy.

FEDERAL UNIVERSITY OF SAO CARLOS

PHYSICAL THERAPY POST-GRADUATION PROGRAM

Author: Wouber Hérickson de Brito Vieira

Orientates: Nivaldo Antonio Parizotto

Title: Effects of Low Power Laser in 780nm on muscler aerobic performance of rats on
training treadmill

Sao Carlos, December 2004.



ABREVIATURAS E SIMBOLOS

Acetil-Coa = acetil-coenzima A

ADP = adenosina difosfato

AGL = acido graxo livre

AMP = adenosina monofosfato

AMPK = proteina 5° — AMP - ativada

ATP = adenosina trifosfato

C = creatina

°C = graus Celsius

Ca"™ = jon célcio

cm = centimetro

cm’ = centimetro ao quadrado

CTA = ciclo de Krebs (ciclo do acido tricarboxilico)
CP = creatina fosfato

CS = citrato sintase

DTT = dithiothreitol

EDTA = 4cido etilenodiaminotetracético

eV = elétronvolt

FAD" = flavina adenina dinucleotideo oxidada
FADH, = flavina adenina dinucleotideo reduzida
g = grama

Ga-As = laser Arseneto de Galio

Ga-Al-As = laser Arseneto de galio e aluminio

GEC = grupo Exercicio-Controle
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GEL = grupo Exercicio-Laser

GRC = grupo Repouso-Controle

GRL = grupo Repouso-Laser

h = hora

H" = fon hidrogénio

He-Ne = laser Hélio e Nednio

I = fibra muscular lenta/oxidativa

Ila = fibra muscular rapida/oxidativa-glicolitica

IIb = fibra muscular rapida/glicolitica

[Ib-CEI-IEC 825-1 = classe 3 da classif. das normas de seguranca dos lasers terapéuticos
J/em? = joules por centimetro ao quadrado

Kn = constante de Michaelis-Menten

L = litro

LA = limiar de anaerobiose

Laser = amplifica¢do da luz por emissdo estimulada de radiacao
LDH = lactato desidrogenase

MDH = malato desidrogenase

min = minuto

mLDH = isoforma mitocondrial da enzima lactato desidrogenase
mm = milimetro

mmoles/L = milimoles por litro

pmoles.min™.mg proteina” = micromoles de substrato por minuto por miligrama de proteina
mM = milimolar

mW/cm? = miliwatts por centimetro ao quadrado

n = numero da amostra



nm = nandmetro

NAD" = nicotinamida adenina dinucleotideo oxidada
NADH = nicotinamida adenina dinucleotideo reduzida
0, = oxigénio

0, = anion superoxido

P = poténcia util

PCr = fosfocreatina

P; = fosfato inorgénico

PDH = piruvato desidrogenase

PIR = piruvato

S = segundo

TRIS = tris-(hidroximetil)- aminometano

Triton X-10 = octilfenoxipolietoxietanol

Hepes = 4cido etanosulfurico hidroxietilpiperazina
TA = musculo tibial anterior

UFSCar = Universidade Federal de Sao Carlos

Vinax = velocidade maxima

VO,max = consumo maximo de oxigénio

AV = watts

W/em? = watts por centimetro ao quadrado

A = comprimento de onda

% = porcentagem

13
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1- INTRODUCAO

1.1 — Delimitacio do problema

O laser de baixa intensidade ¢ uma modalidade terapéutica eletromagnética
relativamente nova, obtida a partir de um mecanismo especial de emissdo, que o fisioterapeuta
pode usufruir para o tratamento de seus pacientes (ORTIZ et al., 2001). Ha algum tempo,
estudiosos tém expressado sobre a interacdo e influéncia entre radiacdes eletromagnéticas,
como o laser, e sistemas bioldgicos, como tecido, organelas e células isoladas, no tratamento
de enfermidades com o objetivo principal de diminuicdo de processos inflamatorios e
dolorosos, bem como, de cicatrizacdo e reparacao tecidual (BAXTER, 1997) ou na
estimulacdo da taxa de respiracdo celular mediante modifica¢cdes mitocondriais (KARU,
1987, 1998; KARU; PYATIBRAT; KALENDO, 1995; MORIMOTO et al, 1994;
PASSARELA et al., 1984; PASSARELA et al.,, 1988; PASTORE et al., 1996; WILDEN;
KARTHEIN, 1998; YU et al., 1997).

Particularmente sobre estimulagdo do metabolismo energético Karu (1998); Manteifel,
Bakeeva e Karu (1997); Salet, Passarela e Quagliariello (1987); Yu et al. (1997), sugerem,
pois, que em células irradiadas, os primeiros eventos fotoquimicos e fotofisicos acontecem
nas mitocondrias, cujas alteragdes respiratdrias sdo explicadas como resultado tanto de
mudangas estruturais (BAKEEVA et al., 1993; MANTEIFEL; BAKEEVA; KARU, 1997),
quanto de altera¢des quimicas (metabdlicas) nessas organelas citoplasmaticas, podendo estas
ser no potencial de membrana (PASSARELA et al., 1984; PASSARELA et al., 1988) e/ou
em atividades enzimaticas (KARU, 1998, 1987; MORIMOTO et al., 1994; PASTORE et al.,
1996; WILDEN; KARTHEIN, 1998), todas contribuindo para a maior disponibilidade de

energia para a realizacdo das atividades celulares bem como para o maior uso da via
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metabolica aerobia (KARU, 1987; QUARTO et al., 1988; VACCA et al., 1993; WILDEN;
KARTHEIN, 1998).

Considerando as modificagdes estruturais apos irradiagdo por laser Manteifel, Bakeeva
e Karu (1997); Bakeeva et al. (1993), evidenciaram a formacdo de mitocondrias gigantes a
partir da fusdo das membranas de mitocondrias vizinhas e menores, de tal forma que aquelas
seriam capazes de proporcionar altos niveis de respiragcdo e energia de reposi¢ao. Por outro
lado, um mecanismo quimico baseado na ativagdo e/ou mudanga do potencial redox de
determinados componentes da cadeia respiratoria mitocondrial (citocromo C oxidase e NADH
desidrogenase) parece ser crucial na determinagao desse efeito sobre a bioenergética (KARU,
1987, 1999; MORIMOTO et al., 1994; PASTORE et al., 1994; QUARTO et al., 1988).

Além dos efeitos do laser sobre o metabolismo energético, ¢ sugerido na literatura
cientifica (BLAIR et al., 1994; POWERS; HOWLEY, 2000; WILMORE; COSTILL, 2001),
que o treinamento de endurance também promove mudangas nas caracteristicas estruturais e
metabolicas das mitocOndrias, favorecendo o uso da via aerobia em detrimento da anaerdbia
durante o exercicio. Alguns dos estudos averiguando o efeito do exercicio sobre a
performance aerobia tém utilizado andlises de atividade enzimatica (HALSBERGHE, 2003;
LEEK et al., 2001; SIU et al, 2003), bem como, de dosagem de lactato plasmatico
(McDERMOTT; BONEN, 1993; MOLINARI; SANTOS, 2001).

Assim, o laser de baixa intensidade pode ser um coadjuvante do exercicio no aumento
da capacidade aerobia e condicionamento fisico de individuos, tendo em vista que os achados
referentes as adaptacdes musculares ao treinamento aerobio se assemelham a alguns dos
efeitos do laser de baixa energia sobre o metabolismo oxidativo das células musculares. No
entanto, estudos in vivo, devidamente controlados, investigando tais beneficios do laser em
seres submetidos a um treinamento aerdbio sdo escassos. Dessa forma, o presente estudo se

propde analisar as possiveis adaptagdes fisiologicas musculares relativas a atividade das
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enzimas LDH e CS e ao limiar de anaerobiose, em resposta ao exercicio aerobio em esteira
em ratos submetidos a fotoestimulagdo por laser de baixa intensidade (780 nm) nos principais

musculos participantes da marcha.
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1.2 — Justificativa

Os estudos que envolvem o laser de baixa intensidade t€ém se concentrado,
predominantemente, na modulagdo de certos processos bioldgicos, em especial a
fotobioestimulagdo do processo de cicatrizagao e reparo dos tecidos (MESTER; MESTER;
MESTER, 1985). Atualmente, essa modalidade vem sendo desenvolvida e estudada em
laboratdrios, bem como, utilizada em outros campos da fisioterapia, de modo que sdo muitos
0s casos em que sua aplicacdo ¢ indicada. Entretanto, apesar dessa relativa utilizagao, sua
aplicacdo nao resulta em explicar facilmente seu funcionamento, de modo que os reais efeitos
sobre os tecidos e o mecanismo primdrio de a¢ao da luz sobre as moléculas fotoaceptoras
ainda nao tem sido estabelecidos. Além dos diferentes procedimentos metodologicos, os
parametros manipuldveis clinicamente nos aparelhos de laser ndo seguem um padrao
uniforme. Como resultado, surge uma enorme divergéncia nas conclusdes enunciadas a partir
desses experimentos.

Nao ¢ de hoje que se sabe da relacdo entre a irradiagdo por laser de baixa intensidade e
as respostas mitocondriais frente a essa estimulagdo no aumento da taxa energética e sintese
de ATP. No entanto, quase todos os estudos realizados nessa linha de pesquisa foram
desenvolvidos em culturas de células e em mitocondrias isoladas (in vitro), sendo a menor
parte realizados em animais de experimentacdo (in vivo). Além disso, ndo ha relatos na
literatura cientifica de estudos investigando o efeito conjunto do laser e atividade fisica sobre
a performance aerébia. Assim, baseado nos beneficios do laser sobre o metabolismo aerobio
obtido nesses estudos isolados, torna-se possivel e importante a realizagdo de estudos in vivo,
bem controlados, investigando os efeitos do laser sobre a performance aerobia em animais de
experimentacdo, no sentido de contribuir para uma fundamentagdo das reais possibilidades

fisiologicas desse recurso eletromagnético.
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1.3 — Revisao da literatura

1.3.1 — Laser de baixa intensidade

CONCEITUACAO E REVISAO HISTORICA

O termo LASER ¢ uma abreviatura do inglés: Light Amplification by Stimulated
Emission of Radiation que significa “Amplificacdo da Luz por Emissdo Estimulada de
Radiacdo”, sendo este o principio em que foi baseada sua criagdo. Ele constitui-se em uma
radiacdo eletromagnética especifica obtida a partir de um mecanismo especial de emissdao, em
que determinada substincia ¢ estimulada a emitir radiacdo, a partir do fornecimento de
energia aos seus atomos. Dependendo do tipo de substincia estimulada serdo obtidos
diferentes tipos de laser, com respectivos comprimentos de onda e freqiiéncia, visiveis ou nao,
fator este dependente da situacdo dentro do espectro de visibilidade do ser humano (faixa
espectral ou espectro eletromagnético) (AMESTOY, 1995; KITCHEN; BAZIN, 1996; LOW;
REED, 2001; TUNER; HODE, 1999).

O fendmeno fisico da emissdo estimulada de radiagdo foi postulado por Albert
Einstein em 1916. No entanto, o impeto para o descobrimento dos diferentes tipos de laser, se
deu em 1958, quando Townes e Schawlow propuseram um modelo para o desenvolvimento
de um laser propriamente dito (ORTIZ et al., 2001; TUNER; HODE, 1999).

Em 1960, Theodore Maiman produziu o primeiro feixe de luz laser de material sélido
nos Estados Unidos, utilizando o cristal de rubi com comprimento de onda na faixa vermelha
do espectro eletromagnético. As décadas subseqiientes foram marcadas pelo desenvolvimento
de varios aparelhos de laser, baseados no protdtipo original de Maiman, encontrando
aplicagdes variadas, como por exemplo, na area industrial (BAXTER, 1997; KITCHEN;

BAZIN, 1996; TUNER; HODE, 1999).
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A partir desse momento, os lasers apresentaram uma aplicacdo imediata na area
médica, especificamente na cirurgia, apresentando como caracteristica o fato de ser de alta
poténcia, do inglés: high reactive-level laser treatment (HLLT), tomando por base os efeitos
fototérmicos e fotodestrutivos sobre o tecido, sendo utilizados, pois, para cortar, coagular,
mesmo destruir tecidos (KARU, 1999, 2000; KITCHEN; BAZIN, 1996).

Mais recentemente, os pesquisadores voltaram-se para as possiveis aplicagoes clinicas
atérmicas (baixas poténcias e energia) do laser sobre os tecidos, baseados em seu efeito na
modulagdo de processos biologicos (MESTER; MESTER; MESTER, 1985).

Nos ultimos anos, a introdugcdo de fotodiodos emissores de laser pequenos e
compactos promoveu um recrudescimento no uso desta terapia, conhecida no ocidente como
laserterapia de baixo nivel, ou de baixa intensidade (TLBI), do inglés: low-level laser
treatment (LLLT), por este efeito biomodulatorio nos tecidos (BASFORD, 1989; BAXTER,
1991).

Na fisioterapia, as pesquisas tém se concentrado particularmente na
fotobioestimulagdo do processo de cicatrizagdo e reparo dos tecidos. No entanto, ndo ha ainda
um consenso na literatura especializada sobre os reais efeitos desse recurso terapéutico,
existindo divergéncias entre os diversos estudos e seus autores.

Assim, observa-se que desde sua inveng¢do, essa modalidade vem sendo desenvolvida
e estudada em laboratérios e na pratica terapéutica clinica, bem como, sendo utilizada em
varios campos como industria, medicina e fisioterapia, o que tem contribuido cada vez mais

para o melhor entendimento de seus principios e aplicabilidades.

CARACTERISTICAS DA RADIACAO LASER
A luz laser apresenta caracteristicas especiais que a diferenciam das outras

modalidades luminosas e que estdo relacionadas ao processo de sua producgdo, ou seja, a
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emissao estimulada de radiagdo, sendo elas: 1. a monocromaticidade; 2. a colimacao; 3. a
coeréncia; 4. a polarizagao.

A monocromaticidade indica que a luz tem uma sé cor e que 0 meio que gera a
radiagdo vai corresponder, na grande maioria das vezes, a um unico comprimento de onda ().
Esta caracteristica determina quais biomoléculas absorverdo a radiacdo incidente,
contribuindo para o melhor entendimento da interacao fotobioldgica e dos efeitos terapéuticos
especificos. A colimagdo consiste no alto grau de paralelismo do feixe laser indicando a
infima capacidade de divergéncia, de tal forma que a luz mantém um pequeno tamanho de
saida do feixe por uma longa distincia. Esta caracteristica ¢ responsavel pelos perigos
oculares produzidos por esse tipo de radiagdo luminosa, com excecdo dos diodos
semicondutores. A coeréncia consiste no sincronismo dos fétons de luz no espaco (coeréncia
espacial) e no tempo (coeréncia temporal), sem ocorrer interferéncia entre eles, ou seja,
apresentam a mesma fase. A polarizacdo € outra caracteristica adicional que pode estar
presente nos lasers e que corresponde a orientagdo em um sé plano das ondas de luz, de forma
que as vibragdes em seus campos elétricos acontecem numa so dire¢do. Esta caracteristica
determina a emissao de fotons de maneira unidirecionais e paralelos entre si (BAXTER, 1997;
KITCHEN; BAZIN, 1996; LOW; REED, 2001; ORTIZ; BRASILEIRO, 2004; TUNER;

HODE, 1999).

PRINCIPIOS GERAIS DOS EQUIPAMENTOS DE LASER

A radiacdo laser ¢ produzida quando um 4tomo se encontra no seu estado excitado,
cujos elétrons podem retornar para niveis mais baixos de energia a partir da estimulagdo
(colisdo) por um foéton incidente. Quando o elétron sofre esse salto quantico e retorna para a
sua Orbita original ele emite um foton de luz com as mesmas caracteristicas do foton

incidente. Esse fendmeno caracteriza a emissdo estimulada de radiacdo, o qual sofre um efeito
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de amplificagdo, proporcionando uma grande quantidade de fotons idénticos através da rapida
excitagdo do meio gerador da radiagdo (BAXTER, 1997; KITCHEN; BAZIN, 1996; LOW;
REED, 2001).

A quantidade de energia liberada na forma de um f6ton, cuja unidade ¢ dada em
elétronvolt (eV), determinard o comprimento de onda (A) da luz emitida, os quais apresentam
uma relagdo inversamente proporcional, ou seja, curtos comprimentos de onda estdo
relacionados com fotons carreando altas quantidades de energia (BAXTER, 1997).

A grande variabilidade de carga energética dos fotons determina a existéncia de uma
vasta quantidade de radiagdes, que passaram a ser classificadas dentro de um espectro
eletromagnético. Os lasers terapéuticos mais usados na pratica clinica e laboratorial
encontram-se em uma faixa de espectro variando entre o visivel e infravermelho, com
destaque para o de hélio-nednio (He-Ne), na faixa do visivel, e os de arseneto de galio (Ga-
As) e arseneto de galio e aluminio (Ga-Al-As), também denominados de semicondutores ou
diddico, com emissdo na faixa do infravermelho ou visivel. O intervalo espectral mais
utilizado se encontra entre os comprimentos de onda de 630 e 1300 mm (nanometro),
constituindo a chamada “janela terapéutica” para tecidos biologicos (BAXTER, 1997;
KITCHEN; BAZIN, 1996; KITCHEN; PARTRIGDE, 1991; ORTIZ; BRASILEIRO, 2004).

Uma vantagem da aplicagdo da radiagdo na faixa do infravermelho proximo (700 a
900 nm) quando comparada com a na faixa do visivel, ¢ a sua maior penetra¢ao nos tecidos
tendo em vista aquela ser pouco absorvivel pelo componente aquoso e pela hemoglobina

presentes na superficie tecidual (KITCHEN; BAZIN, 1996; ORTIZ; BRASILEIRO, 2004).

DOSE E PARAMETROS DA IRRADIACAO
Diversos sdo os pardmetros que descrevem os equipamentos de laser, os quais sdo: o

comprimento de onda, a poténcia ttil, a densidade de poténcia (ou irradiancia), a densidade de
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energia (dose ou fluéncia), o modo e tipo do feixe e a freqiiéncia de tratamento (KITCHEN;
BAZIN, 1996; LOW; REED, 2001; ORTIZ; BRASILEIRO, 2004; TUNER; HODE, 1999).

1. Comprimento de onda (A): consiste na distdncia entre dois picos (ponto mais alto) ou

dois vales (ponto mais baixo) de uma onda, ou seja, ¢ a distancia percorrida por um ciclo, cuja
unidade que o representa ¢ uma fracdo do metro, expressa em nandmetros (nm). Este
parametro é considerado o fator determinante dos efeitos fisiologicos, pois determina quais
biomoléculas absorverdo a radiacdo, cuja faixa Otima se estende desde o visivel até o
infravermelho proximo (BAXTER, 1997; KARU, 1998; KITCHEN; BAZIN, 1996;
LAAKSO; RICHARDSON; CRAMOND, 1993).

2. Poténcia util (P): consiste na energia emitida em um segundo, cuja unidade ¢
comumente expressa em watts (W) ou em miliwatts (mW). Os lasers terapéuticos
normalmente operam em poténcias de saida inferiores a 1W. Um laser serd mais potente
quanto maior for a energia gerada por segundo, tendo em vista que a efetividade da radiagao
laser se baseia na quantidade suficiente de energia. No entanto, ndo existem dados
conclusivos a respeito da poténcia ideal a ser usada (BAXTER, 1997; KITCHEN; BAZIN,
1996; ORTIZ; BRASILEIRO, 2004).

3. Densidade de poténcia (ou irradidncia): consiste na poténcia de saida da luz por area

de irradiacdo, cuja unidade é expressa em mW/cm® ou W/em”’. Este pardmetro comumente é
mantido ao nivel mais alto quando se utiliza a técnica “em contato” (superficies em
tratamento pressionadas firmemente pelo aplicador da fibra Optica), tendo em vista a
ocorréncia de maior concentracdo de fotons por unidade de area quando comparada ao uso
sem contato com o tecido alvo (BAXTER, 1997; KITCHEN; BAZIN, 1996).

4. Densidade de energia (dose ou fluéncia): consiste na energia total transmitida por um

. . , . . , 2 J
feixe laser por unidade de area, cuja unidade é expressa em J/cm”. Para calcular a dose utiliza-

se a seguinte formula:
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Densidade de energia (J/em®) = Poténcia (W) x Tempo (s)

Area de irradiacdo(cm’)

A dose ideal da radiacao laser depende de varios fatores, dentre eles: a distancia entre
a pele e o aplicador laser, do sistema oOptico do aparelho, da profundidade do tecido, das
caracteristicas que sdo inerentes a irradiagdo por laser sobre o tecido alvo, ou seja, reflexao,
refragdo, dispersdo, transmissdo e absor¢do do feixe, bem como, do tecido a ser irradiado e
seu estado fisiologico prévio (BAXTER, 1997; BECKERMAN et al., 1992).

De acordo com alguns autores (BAXTER, 1997; KITCHEN; BAZIN, 1996; LOW;
REED, 2001), acredita-se que exista uma “janela terapéutica” para uma fotoestimulacao
efetiva acima de um valor limiar, porém abaixo de um valor que ocasione uma fotoinibicao.
Esta hipdtese foi descrita como Lei de Arndt-Schultz, a qual prediz a existéncia de um efeito

dose-dependente representado por uma curva dose versus resposta biologica (Figura 1.1).

A

Janela Terapéutica Efeito inibitério

Resposta
biologica

Quellntidade de estimulo aplic.ado (dose)

Figura 1.1 - Esquema da Lei de Arndt-Schultz representando o comportamento dose-resposta a irradiagdo por
Laser. Fonte: AMARAL: Tese de doutorado em Ciéncias fisiolégicas. Sao Carlos, 2004. 120f.

Karu (1989), sugere que a eficacia da radiacdo laser esta grandemente relacionada com

uma adequada dosagem, aplicada de modo regular e gradual, de maneira que doses baixas ou

altas podem ndo produzir efeitos ou gerar prejuizos, respectivamente.
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Karu (1987); Yu et al. (1997), relatam que baixas doses regulam ou aceleram o
transporte de elétrons na cadeia respiratoria da mitocondria, enquanto doses elevadas
ocasionam efeitos adversos nos transportadores de elétrons (componentes da cadeia
respiratdria) os quais sdo importantes fotoaceptores da radiagdo laser, também denominado de
cromoforos, e fazem parte de uma estrutura chave da célula com capacidade para regular o
metabolismo.

O tipo de feixe depende do material (fonte) e da configuracdo do sistema de producao
da radiagdo laser, podendo ser pulsado ou continuo (BAXTER, 1997; KITCHEN; BAZIN,
1996; LOW; REED, 2001; ORTIZ; BRASILEIRO, 2004). Quanto a freqiiéncia de tratamento
ideal, este parametro ainda ndo se encontra determinado na literatura cientifica, de modo que
existem relatos de aplicagdes variando desde uma freqiiéncia diaria até aplicagdes a cada dois
dias ou duas vezes por semana (KARU, 1989; LAAKSO; RICHARDSON; CRAMOND,

1993).

MECANISMOS DE INTERACAO DO LASER COM OS TECIDOS BIOLOGICOS

A interagdo entre radiacdo eletromagnética na forma de laser e sistemas biologicos
constitui-se em um dos mais interessantes problemas na bioenergética (QUARTO et al,
1988). O mecanismo de conversdo fotoquimica da terapia por luz ndo ¢é privativo do laser,
sendo uma propriedade de qualquer fonte de luz com comprimento de onda especifico. O
laser ¢ apenas uma fonte de radiagdo eletromagnética conveniente que apresenta algumas
vantagens praticas para irradiar o interior dos tecidos como, por exemplo, a facilidade no uso,
a seguran¢a do ponto de vista elétrico, a forte monocromaticidade e elevada densidade de
poténcia. Entretanto, o mecanismo primario de acdo dessa modalidade terapéutica sobre

biomoléculas fotorreceptoras ainda ndo tem sido completamente estabelecido (KARU, 1999).
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Apesar de permanecerem obscuros os mecanismos de agdo do laser, acredita-se que
esse tipo de radiagdo possui a capacidade de alterar o metabolismo celular, ou seja, estimular
ou inibir atividades bioquimicas, fisioldgicas e proliferativas, na auséncia de aquecimento
tecidual significante, fenomeno que se denomina de biomodulac¢do o qual acontece quando da
absorc¢do, por parte de biomoléculas, dos fotons aportados pelo feixe (BASFORD, 1989;
BAXTER, 1997, KITCHEN; BAZIN, 1996; MORIMOTO et al, 1994; ORTIZ;
BRASILEIRO, 2004).

A caracteristica do efeito biomodulatorio atribuido ao laser de baixa intensidade ao
interagir com os tecidos bioldgicos, é referida como sendo dependente do comprimento de
onda, densidade de poténcia, dose, freqiiéncia de tratamento, do tipo de tecido e de lesdo, bem
como, do espectro especifico de absor¢do dos cromoforos (BECKERMAN et al., 1992; DE
BIE et al., 1998; KARU, 1987; KITCHEN; PARTRIDGE, 1991).

Virias teorias foram postuladas na tentativa de explicar o efeito da biomodulagdo do
laser sobre as atividades celulares (SCHAFFER ef al, 1997). Dentre elas, destaca-se a
fotoquimica que ¢ a mais estudada e oferece uma explicacdo para a sensibilidade das células a
luz laser. Esta teoria diz que a energia eletromagnética estimula fotorreceptores, os quais
necessariamente fazem parte de vias bioquimicas celulares, podendo regular o metabolismo,
como por exemplo, componentes da cadeia respiratoria (NADH desidrogenase e citocromo C
oxidase), que responderdo a uma faixa de luz especifica, apos atingir um estado de excitacao
eletronica (mudanca no potencial redox), realizando assim, a conversdo da energia
eletromagnética em bioquimica (BECKERMAN et al., 1992; KARU, 1998, 1999; ORTIZ et
al., 2001).

Wilden e Karthein (1998), relatam que os componentes da cadeia respiratoria

funcionam como uma espécie de “antenas ressonadoras” que respondem a radiacdo luminosa
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de comprimentos de onda especificos, no sentido de aumentar o fluxo de elétrons, e
conseqiientemente vitalizar a célula no aumento do metabolismo energético (Figura 1.2).
Estes fotorreceptores presentes na membrana mitocondrial absorvem luz no intervalo
espectral do infravermelho proximo, bem como, na regido do visivel quando se encontram em
seu estado redox intermediario, ou seja, nem totalmente reduzido ou nem oxidado, de modo
que a excitagdo eletronica desses componentes numa determinada seqiliéncia pode influenciar
a transferéncia de elétrons e ocasionar uma resposta bioldgica final (BAXTER, 1997; KARU,

1999, 2000; MORIMOTO et al., 1994; WILDEN; KARTHEIN, 1998).
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Figura 1.2 - Componentes da cadeia respiratoria com suas respectivas estruturas quimicas semelhantes a
“sistemas de antenas” e¢ a sua intera¢do com a radiagdo eletromagnética laser com seus
comprimentos de onda. Fonte: WILDEN; KARTHEIN: Clinical Laser Medicine & Surgery, v.

16, n. 3, 1998.

Baxter (1997) e Rochkind ef al. (1989), sugerem que o laser de baixa intensidade gera
efeitos fotoquimicos, fotofisicos e fotobioldgicos, ndo s6 na area de difusdo Optica, mas
também, por meio de mediadores metabolicos, nas regides circundantes ocasionando
manifestagdes sistémicas. Uma possivel explicagdo para esse efeito ¢ o fato do tecido
submetido ao laser produzir substidncias que apds a irradiagdo vao circular nos vasos

sanguineos e no sistema linfatico.
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EFEITOS DO LASER SOBRE A MITOCONDRIA

Karu (1998); Manteifel, Bakeeva ¢ Karu (1997); Salet, Passarela e Quagliariello
(1987); Yu et al. (1997) sugerem que, uma vez absorvida a luz, os eventos primarios
fotoquimicos e fotofisicos acontecem na mitocondria. Dentre os provaveis mecanismos
primarios fisicos e/ou quimicos da interagdo do laser com os fotoaceptores da mitocondria,
destacam-se: 1. a mudanga nas propriedades redox dos carreadores de energia com a
conseqiiente aceleragdo no transporte de elétrons na cadeia respiratoria (KARU, 1998, 1999,
2000; WILDEN; KARTHEIN, 1998; YU et al., 1997); 2. o aumento transitorio local na
temperatura dos cromoforos, ocasionando mudangas estruturais (conformacional) e na
atividade bioquimica (reagdes secundarias), tais como a ativagdo ou inibi¢cao de enzimas, que
favoreceria aos efeitos fotobiologicos (KARU et al, 1994; KARU, 1999); 3. geracdo de
espécies reativo de oxigé€nio - O,  (superoxido) em decorréncia da auto-oxidacdo de um
elétron, cuja producao ¢ dependente do estado metabdlico da mitocondria. Essa organela, por
sua vez, pode ter um mecanismo de reabsor¢do de O, " e por conseqiiéncia, servir como fonte
de elétrons para a fosforilacdo oxidativa de ADP sob condi¢des fisiologicas (MAILER, 1990);
4. geragdo de oxigénio molecular (O,) pela ativacdo do fluxo de elétrons na cadeia respiratoria
(FRIEDMAN; LUBART; LAULICHT, 1991; KARU, 1999, 2000; ORTIZ et al., 2001).

Um outro mecanismo postula que mudangas nas propriedades quimicas e fisicas das
membranas mitocondriais (cristas mitocondriais) induzidas pelo laser, resultam em fusdo
preferencial das membranas de mitocondrias que estdo localizadas uma ao lado das outras,
constituindo assim uma mitocondria gigante (MANTEIFEL; BAKEEVA; KARU, 1997;
BAKEEVA et al., 1993), a qual é capaz de proporcionar altos niveis de respiragdo e energia
de reposicao, ao passo que numa mitocondria pequena a transferéncia de energia acumulada e
a diferenca nos potenciais eletroquimicos dos protons sdo menos eficientes (CAMPO;

BOWMAN; TEDESCHI, 1984).
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Greco et al. (1991), observaram a formacao de mitocondrias atipicas, bem como, o
aumento na atividade enzimatica, ap6s a irradiagdo com laser He-Ne sobre mitocondrias
isoladas de figado de ratos, sugerindo, assim, que algum mecanismo pode desencadear a
biogénese mitocondrial a partir da irradiagdo por laser.

Assim, certamente existe mais de uma reacdo envolvida no mecanismo primario do
efeito do laser de baixa intensidade sobre os componentes mitocondriais, sendo estas reagdes
responsaveis por um certo efeito do laser sobre os tecidos. Entretanto, de acordo com
Morimoto et al., (1994); Yu et al. (1997), os efeitos do laser sobre as mitocondrias sdo
reversiveis, durando, pois, um periodo curto de tempo.

Karu (1987, 1999, 2000); Ortiz et al. (2001), sugerem que as mudangas primarias
fisicas e/ou quimicas induzidas pela luz nas moléculas fotoaceptoras sdo seguidas por uma
cascata de reacdes bioquimicas na célula que ndo necessitam de ativacdo luminosa,
constituindo assim, uma transducdo do foto-sinal e uma amplificagdo em cadeia. Estas
reacdes bioquimicas que acontecem apds a ocorréncia dos mecanismos primarios conduzirdo
para um macro efeito fotobioldgico, sendo denominadas de reagdes secundarias. Dentre os
efeitos secundarios da irradiacdo laser destaca-se a resposta em curto prazo da
fotoestimulagdo da taxa respiratéria e o aumento da sintese de ATP. Acredita-se que a
radiagdo laser exerce um estimulo na produ¢do de ATP no interior das células, efeito que se
produz quando se tem alteracdo estrutural como o aumento proporcional das mitocondrias
(BAKEEVA et al., 1993; MANTEIFEL; BAKEEVA; KARU, 1997), alteragdes quimicas
como maior concentragdo e/ou atividade de componentes envolvidos no metabolismo
energético, como por exemplo, o NADH desidrogenase (KARU, 1987; PASSARELA et al.,
1984) e o citocromo C oxidase (KARU, 1987; MORIMOTO et al., 1994; PASTORE et al.,
1994, 1996; QUARTO et al., 1988), e aumento no gradiente eletroquimico de prétons

(PASSARELA et al., 1984; PASSARELA et al., 1988). Os possiveis mecanismos primarios
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da interacdo laser-biomolécula e os respectivos efeitos secundarios em curto prazo estdao

ilustrados na Figura 1.3.

Efeitos em curto prazo:
v’ Fotoestimulacio da taxa
Mudancas na i it drial
Taxa de respiratoria mitocondria
sintese de v 1 na sintese de ATP
v’ Alteraciio da ermeabilidade
da membrana celular

?

Cromoforos

v" Mudan¢as no_ estado redox celular e
aceleracao na transferéncia de elétrons;

v’ Alteragdes atividade bioquimica e estrutural
pelo aquecimento transitorio dos cromoéforos;

v 1 Produgao superéxido (O,) / i produto de
sua dismutacao (H,0,);

v Geracéo de oxigénio molecular;

Figura 1.3 - Representacdo da célula e seus cromoforos, em destaque a mitocondria, com os provaveis
mecanismos de acdo primaria e efeitos em curto prazo do laser

Tomando por base os efeitos do laser sobre o metabolismo energético, via ativacao
mitocondrial, Molinari e Santos (2001), investigaram adaptacdes metabdlicas relativas a
concentracdo de lactato sérico ao treinamento aerobio em ratos submetidos a acdo do laser
infravermelho (830 nm), obtendo como resultado uma reduc¢do significativa na quantidade de
lactato plasmatico no grupo fotoestimulado por laser. Esses autores sugeriram, pois, que as
possiveis alteragdes quimicas e/ou fisicas dos componentes mitocondriais proporcionadas
pelo laser podem refletir ndo sé numa menor produgdo de lactato (como subproduto da via
anaerdbia), mas também, favorecer sua metabolizagdo pela célula.

Nessa mesma linha de pesquisa, Halsberghe (2003), verificou, por meio de analises de

cinética enzimatica, um aumento em 72% no metabolismo aerdébio do musculo soleo,
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imediatamente apds treinamento aerdbio em ratos submetidos a irradiacdo laser na faixa do
infravermelho (780 nm).

Assim, verifica-se a possibilidade do laser de baixa intensidade influenciar fungdes
fisiologicas, tanto em estudos in vitro quanto in vivo, mediante agdo sobre estruturas inerentes

ao metabolismo celular.

1.3.2 — Mitocondrias

As mitocOndrias sdo organelas citoplasmaticas presentes em todas as células
eucarioticas, sendo essenciais para o metabolismo energético devido sua fun¢do em converter
energia de nutrientes alimentares em uma forma biologicamente utilizavel pelo processo
denominado de fosforilagao oxidativa (ALBERTS et al., 1997; POWERS; HOWLEY, 2000).
Isso € possivel, pois essas estruturas contém, em sua membrana interna, todo um complexo
enzimatico responsavel pelo processo de transporte de elétrons, o qual libera energia que ¢
armazenada na forma de um gradiente eletroquimico de prétons, sendo utilizada para produzir
a maior parte do ATP celular (ALBERTS et al., 1997; WILDEN; KARTHEIN, 1998).

Segundo Alberts ef al. (1997), as mitocondrias sdo originadas pela divisdo de uma ja
existente, processo denominado de biparti¢do, que ¢ semelhante ao de células procaridticas de
vida livre como as bactérias. Além disso, essas organelas citoplasmaticas ndo sé se dividem
como também se fundem uma com as outras, cujo numero por célula pode ser regulado de
acordo com a necessidade do tecido, de modo que um grande nimero de mitocondrias tende a
ser observado em um musculo esquelético que ¢ estimulado a se contrair por um periodo
prolongado de tempo. Esta adaptacdo ¢ denominada de biogénese mitocondrial (HOOD,

2001).
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As mitocondrias possuem também seu proprio DNA, um filamento circular e, portanto
apresentam capacidade de sintese protéica. Seu nimero em varios tecidos reflete a fungao
fisiologica do tecido e determina sua capacidade de realizar fun¢des metabodlicas aerobias
(ALBERTS et al., 1997, LEHNINGER; NELSON; COX, 1995).

Wilmore e Costtil (2001), sugerem que a capacidade de utilizar oxigénio e produzir
ATP através da oxidacdo depende ndo s6 da quantidade, mas também do tamanho e da
eficiéncia das mitocondrias presentes no musculo.

Kiberstis (1999), sugere que a mitocondria desempenha, ainda, um papel central na
regulacdo da morte celular programada (apoptose) através da interrup¢do do transporte de
elétrons e conseqiientemente do metabolismo energético e pela ativagdo de proteinas que

alteram a afinidade da célula por elétrons, ou seja, o seu potencial redox.

1.3.3 — Fisiologia do exercicio

A fisiologia do exercicio se ocupa do estudo das adaptacdes fisiologicas aos estimulos
agudo e cronico do exercicio, atividade fisica e/ou treinamento fisico, de modo a contribuir
para o entendimento de como a energia que € obtida pelo organismo, a partir dos alimentos
que sdo consumidos, permite que acdes musculares realizem o movimento (WILMORE;
COSTILL, 2001). O estudo de tais adaptagdes fisioldgicas torna-se importante, pois nos
permite entender melhor as modificagdes da performance muscular do individuo mediante um

estimulo de treinamento.
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1.3.3.1 — Metabolismo do exercicio e bioenergética

O exercicio representa um grande desafio as vias bioenergéticas dos musculos em
atividade, tendo em vista a grande demanda de energia por parte desses durante o exercicio.
Nesse sentido, o organismo dispde de sistemas metabdlicos responsaveis pela produgdo e/ou
ressintese de moléculas altamente energéticas como a adenosina trifosfato (ATP) no interior
das células que operam com uma consideravel sobreposi¢do para suprir a energia necessaria
do exercicio (CONLEY; KEMPER; CROWTHER, 2001; FOSS; KETEYIAN, 2000;
POWERS; HOWLEY, 2000; WILMORE; COSTILL, 2001).

Esse processo metabdlico capaz de converter nutrientes alimentares (carboidratos,
gorduras e proteinas) numa forma de energia biologicamente utilizavel ¢ denominado de
bioenergética, cuja transferéncia de energia no corpo ocorre por meio da liberagdo da energia
contida em ligagdes quimicas de varias moléculas (POWERS; HOWLEY, 2000; WILDEN;
KARTHEIN, 1998).

Os carboidratos e as gorduras sdo as principais fontes de energia na atividade de um
individuo saudavel que consome uma dieta balanceada, sendo que as proteinas possuem um
pequeno papel como substrato energético durante o exercicio (POWERS; HOWLEY, 2000).
No entanto, o rendimento energético obtido com esses diferentes combustiveis, bem como a
propor¢ao de cada combustivel utilizado como fonte de energia depende, de varios fatores,
dentre eles: o tecido, a dieta, a intensidade e a dura¢do do exercicio ¢ o estado hormonal ¢ de
treinamento do organismo (LEHNINGER; NELSON; COX, 1995; ZONDERLAND et al,
1999).

No que se refere a duragdo e intensidade do exercicio e selegdo do substrato energético
utilizado, ¢ referido que durante o exercicio prolongado de baixa intensidade, ou seja, maior

que trinta minutos e menor que 30% do consumo maximo de oxigénio (VO,max),
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respectivamente, as gorduras sdo os substratos predominantes (ZONDERLAND et al., 1999).
Este fato tem sido atribuido a uma ativacao das lipases (enzimas responsaveis pela degradagao
das gorduras) por parte de hormdnios sanguineos como a adrenalina e o glucagon que, por sua
vez, produzem um aumento nos niveis sanguineos ¢ musculares de acidos graxos livres
(AGL) ativando o metabolismo das gorduras (POWERS; HOWLEY, 2000; WILMORE;
COSTILL, 2001). Por outro lado, a medida que a intensidade do exercicio aumenta, ocorre
um aumento progressivo do metabolismo dos carboidratos e uma diminui¢do concomitante do
metabolismo das gorduras. Dentre os fatores que contribuem para este fato, destacam-se: 1. o
recrutamento das fibras de contragdo rapida e 2. o aumento do nivel sanguineo de adrenalina.
Referente ao item 1, quando ocorre um aumento na intensidade do exercicio, mais fibras
musculares rapidas s3o recrutadas, as quais estdo mais bem equipadas para metabolizar
carboidratos do que gorduras, tendo em vista o grande nimero de enzimas glicoliticas em
detrimento da baixa quantidade de enzimas oxidativas que estas fibras apresentam, ou seja,
sdo fibras fisiologicamente especializadas para atividades de alta intensidade e curta duragao.
Relativo ao item 2, tem sido sugerido que o nivel de adrenalina no sangue aumenta, ativando
o metabolismo dos carboidratos (aumento da glicolise/glicogendlise) e a produgdo de lactato,
de maneira que este aumento de lactato diminui o metabolismo das gorduras para a produgao
de energia (POWERS; HOWLEY, 2000; WILMORE; COSTILL, 2001).

Os mecanismos utilizados pelas células para gerar ATP, a partir da metabolizagdo dos
substratos energéticos, visando suprir suas fungdes e permitir que agdes musculares ocorram,
podem ser classificados em anaerobio (quando nao envolve a utilizacdo de O,) e em aerdbio
(quando utiliza 0 O,). Assim tem-se:

- Via anaerdbia:

1. Sistema ATP-CP: formacao de ATP pela degradagdo da creatina fosfato (CP);
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2. Sistema glicolitico: formagdo de ATP por meio da degradacdo da glicose ou do

glicogénio.
- Via aerdbia:

1. Sistema oxidativo: formagao oxidativa de ATP.

O sistema ATP-CP (ou sistema fosfagénico) ¢ o mecanismo mais simples e mais
rapido de geragdo de ATP. Inicia-se a partir da deple¢do do ATP armazenado no musculo que
dura em torno de 3-4 segundos. Em seguida, ocorre a doa¢do de um grupo fosfato da ligagao
energética da CP para o ADP, disponibilizando ATP (energia) para a contragdo muscular no
inicio do exercicio, esgotando-se em no maximo 15 segundos. Esta reacdo ¢ catalisada pela
enzima creatina quinase € tem como principal funcdo manter um suprimento de ATP
relativamente constante. No entanto, a quantidade total de ATP que pode ser formada por essa
reacdo ¢ limitada, de modo que a ressintese da CP exige ATP e ocorre somente durante a
recuperagdo do exercicio. O sistema glicolitico (ou glicdlise) também ¢ capaz de produzir
ATP rapidamente e envolve a degradacdo da glicose, numa seqiiéncia de 10 reagdes
enzimaticas, para formar duas moléculas de &cido pirGvico, com rendimento de duas
moléculas de ATP no sarcoplasma da célula muscular. O sistema oxidativo consiste na
produgdo de ATP com a utilizagdo de O, que ocorre no interior das mitocondrias e envolve a
interagdo de dois processos metabdlicos: 1. o ciclo de Krebs ou do acido tricarboxilico, cuja
fun¢do principal é a remocdo de fons hidrogénio (H) e a energia associada a esses
hidrogénios de varios substratos envolvidos no ciclo e 2. a fosforilacdo oxidativa, que consiste
na formagdo de ATP na cadeia de transporte de elétrons ou cadeia respiratoria. Os hidrogénios
sdo removidos dos substratos nutricionais ndo s6 durante o ciclo de Krebs, mas também,
durante a glicolise e sdo transportados por “moléculas transportadoras” (ou equivalentes de

~ . . . . . . , + . .
reducdo) como as coenzimas: nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD") e flavina adenina
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dinucleotideo (FAD+) para serem utilizados na geracdo de ATP em processos aerobios. A
importancia dessa remog¢ao reside no fato de que os hidrogénios, em virtude dos elétrons que
eles possuem, contém a energia potencial das moléculas dos alimentos. Entretanto, para que
ocorra o transporte desses equivalentes de redugdo do citoplasma até a matriz mitocondrial
sd0 necessarios mecanismos de “langadeiras de substratos”, presentes na membrana
mitocondrial interna, envolvendo a transferéncia reciproca de elementos oxidados e reduzidos
das vérias duplas de oxirreducdo. Assim, se existir oxigénio suficiente, os hidrogénios da
NADH (forma reduzida da coenzima) podem ser “lancados” via sistema de langadeiras
(malato-aspartato e/ou a-glicerofosfato) para o interior das mitocondrias das células, cujos
elétrons uma vez transportados para a cadeia de transporte de elétrons, fluem numa ordem
seqiiencial das estruturas de menor para maior potencial de reducdo, presentes nessa cadeia,
onde a molécula de O, ¢ o aceptor final, liberando energia suficiente para refosforilar o ADP e
formar conseqiientemente ATP (POWERS; HOWLEY, 2000; WILMORE; COSTILL, 2001).
O mecanismo que tenta explicar a formacdo aerobia de ATP ¢é conhecido como hipdtese
quimiosmotica, a qual baseia-se no fato de que a energia liberada durante a passagem dos
elétrons pela cadeia respiratoria ¢ utilizada para bombear prétons (H") liberados a partir da
NADH e FADH; do interior das mitocondrias, por meio da membrana mitocondrial interna,
para o espaco entre as membranas mitocondriais interna e externa, sendo armazenada na
forma de um gradiente eletroquimico de protons cuja energia ¢ em ultima instancia utilizada
para gerar ATP (ALBERTS et al., 1997; DEVLIN, 1998; LEHNINGER; NELSON; COX,
1995). Por outro lado, se o O, ndo estiver disponivel para aceitar hidrogénios nas
mitocondrias, o acido pirtivico pode aceita-los para formar o é4cido lactico, numa reacao
catalisada pela LDH (lactato desidrogenase) e recuperar a NAD', ou seja, a forma oxidada da
coenzima para que a glicolise possa continuar (POWERS; HOWLEY, 2000; SPRIET;

HOWLETT; HEIGENHAUSER, 2000; WILMORE; COSTILL, 2001).
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1.3.3.2 - Limiar de anaerobiose e metabolismo do lactato

O Limiar de Anaerobiose (LA) identificado pela lactacidemia, também denominado
limiar de lactato, consiste na carga de trabalho correspondente a0 momento em que o acido
lactico sanguineo aumenta sistematicamente durante o exercicio de esfor¢o progressivo, ou
seja, consiste no ponto de inflexdo da curva de lactato sanguineo versus a carga de exercicio
(LANGFORT et al., 1996; PILIS et al., 1993; POWERS; HOWLEY, 2000, VOLTARELLI,
GOBATTO; MELLO, 2002; WILMORE; COSTILL, 2001).

Historicamente, esse aumento no nivel sanguineo de acido lactico tem sido
considerado uma indicagdo de aumento do metabolismo anaerébio dos musculos que estdo se
contraindo em relagdo ao metabolismo aerobio, em razao da maior demanda de O, nas células
musculares e conseqlientemente, dos baixos niveis de O, disponivel (BROOKS, 1998; KATZ;
SAHLIN, 1988; SPRIET; HOWLETT; HEIGENHAUSER, 2000; WASSERMAN, 1984).
Entretanto, outros fatores podem estar envolvidos na determinagdo do acumulo de acido
lactico no sangue, tendo destaque a aceleracdo da glicdlise, o maior recrutamento de fibras de
contracao rapida e a reducdo na taxa de remogao do lactato, de modo que qualquer um ou uma
combinacdo desses fatores pode fornecer uma explicagdo para o LA (POWERS e HOWLEY,
2000).

Howlett et al. (1998), sugerem que a produgdo de lactato pode ocorrer durante o
exercicio aerdbio intenso, em decorréncia de uma lenta ativacdo das rotas metabdlicas que
fornecem substrato para a producdo aerébia de ATP, como por exemplo, a ativagdo da enzima
piruvato desidrogenase (PDH) que catalisa a reagdo de conversdo do piruvato a acetil-
coenzima (acetil-CoA), um substrato do ciclo de Krebs.

O acumulo de lactato no sangue ¢ no musculo em decorréncia da ativacdo da via

r1: 1. 7 . 4 r +
metabolica anaerdbia normalmente esta associado ao acumulo de ions H', quando a
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capacidade do organismo para tampona-los for superada, e conseqiientemente, ha uma
reducdo do pH, ocasionando, dessa forma, uma acidose metabolica. Este fenomeno pode
alterar o processo de contragio muscular no momento em que esses ions H™ podem deslocar
os fons Ca"" do interior da fibra muscular. Isso, por sua vez, interfere no acoplamento actina-
miosina, ocasionando uma diminui¢do na performance de forca do musculo (HATTA, 1990;
LIEBER, 1992; WILMORE; COSTILL, 2001).

O limiar de lactato ocorre numa intensidade submaxima do exercicio, normalmente
entre 50 ¢ 80% da carga maxima, cuja concentragdo de lactato sérico tem sido estimada entre
2 a 4mmol/L. No entanto, esse valor ¢ inferido para cada individuo (PILIS et al, 1993;
WILMORE; COSTILL, 2001).

Powers e Howley (2000) sugerem que o LA pode variar em decorréncia de fatores
genéticos, nutricionais, hormonais, sexo, dentre outros, ¢ segundo o tipo ¢ a quantidade de
treinamento que o individuo foi submetido, de tal forma que em individuos ndo treinados, o
LA se dd em torno de 50-60% da carga maxima, que pode ser representada pelo consumo
maximo de oxigénio (VO,max), enquanto que nos treinados ocorre em taxas de trabalho mais
elevadas (65-80% da carga maxima), representando assim, uma maior capacidade aerobia.

Assim, tem sido sugerido na literatura cientifica que o acumulo de lactato no sangue ¢
reduzido, para uma mesma carga de trabalho, apds um periodo de treinamento de endurance
tanto nos estudos em animais quanto em humanos, cujas explicagdes para tal beneficio tem
sido atribuidas ao aumento na capacidade oxidativa, a redu¢do na producdo de lactato e ao
aumento na taxa de sua remoc¢do (BROOKS, 1998; GLADDEN, 2000; McDERMOTT;
BONEN, 1993; SPRIET; HOWLETT; HEIGENHAUSER, 2000). Especificamente, sobre a
remocao de lactato, esta pode ocorrer, apés um programa de treinamento, pela ocorréncia de
fatores como: 1. o aumento na distribui¢do do lactato por outros tecidos como (figado,

coragdo, musculo esquelético e rins); 2. aumento da gliconeogénese por parte do musculo
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esquelético e dos hepatocitos; 3. utilizacao do lactato pela contragdo de fibras oxidativas; 4.
eficiente transporte de lactato através da membrana sarcolemal (FAVIER et al. apud
MCDERMOTT; BONEN, 1993; GLADDEN, 2000; POWERS; HOWLEY, 2000). Além
disso, o exercicio pode aumentar o transporte de lactato via ativacdo de proteinas da
membrana sarcolemal (BROOKS, 1998), e da atividade enzimatica (DOHM; KASPEREK;
BAKARAT, 1985), de modo a contribuir no aumento do caminho gliconeogénico do lactato.
Entretanto, de acordo com HATTA (1990), a remogao oxidativa do lactato apos o exercicio
ainda é o maior caminho de remog¢do desse metabolito.

Hollosszy e Coyle (1984), sugerem que a principal conseqiiéncia metabdlica do
treinamento aerobio ¢ a redug¢do da velocidade de utilizacdo do glicogénio muscular e
aumento no uso dos AGL como substrato energético, tendo como resultado final uma menor
producdo de lactato durante o exercicio numa determinada velocidade.

Outros autores (DONOVAN; BROOKS apud BROOKS, 1998; GLADDEN, 2000;
SPRIET; HOWLETT; HEIGENHAUSER, 2000; STANLEY et al. apud BROOKS, 1998;
WASSERMAN, 1984), sugerem que baixo nivel de lactato sanguineo apos treinamento de
endurance pode ser reflexo ndo s6é da maior capacidade de sua utilizagdo, mas também,
devido a alta densidade mitocondrial e otimizac¢dao da via oxidativa, com conseqiiente oferta
de O, para ser utilizado na produgdo de ATP.

Assim, o lactato que por um certo tempo foi considerado um produto inutil do
metabolismo glicolitico, verifica-se, através de recentes evidéncias, que este metabodlito pode
ter um papel benéfico durante o exercicio, servindo como substrato tanto para a oxidagdo
pelos musculos esqueléticos e coragdo, mecanismo que responde por cerca de 70-75% de sua
distribuicdo, quanto para a formacdo de glicose através da gliconeogénese (HATTA, 1990;
POWERS; HOWLEY, 2000), com este processo contribuindo em 25-30% para a produgao de

glicose hepatica tanto em humanos quanto em animais de experimentacdo (BROOKS, 1998).
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Outro mecanismo sugerido para a metabolizacdo do lactato consiste no consumo e
oxidacdo do lactato em grande quantidade pelas mitocondrias, sobretudo, do musculo
esquelético, coracdo e figado, dada a presenga de proteinas de membrana transportadora de
lactato, bem como, isoformas mitocondriais de enzimas como a mLDH (BROOKS, 1998).

Bonen ¢ Homonko (1994), sugerem um modelo no qual fibras de contracdo rapida
(tipo IIb) produzem lactato que ¢ oxidado, subseqiientemente, por fibras vermelhas (tipos I e
ITa), tendo em vista que estas duas ultimas s3o metabolicamente adaptadas a oxidagdo do
lactato e contém maior capacidade para seu transporte sarcolémico quando comparadas as
fibras glicoliticas (BROOKS, 1998; GLADDEN, 2000).

O LA tem importantes implicagdes praticas como na predi¢cdo da performance no
esporte, bem como, no planejamento da intensidade de treinamento, de modo que vem se
tornando popular na avaliagdo da efetividade do treinamento em atletas, tendo em vista a
facilidade e a rapidez na obtencdo e analise das amostras sanguineas, quando avaliado pela
lactacidemia. No entanto, esse método de avaliagdo do LA, apesar de sua importincia na
prescri¢ao e controle do treinamento, por ser invasivo, nem sempre ¢ utilizado em rotina de
pesquisas laboratoriais, sobretudo nos estudos em humanos. (LANGFORT et al., 1996; PILIS
et al, 1993; POWERS; HOWLEY, 2000; VOLTARELLI; GOBATTO; MELLO, 2002;
WILMORE; COSTILL, 2001).

Pilis et al. (1993), Voltarelli, Gobatto e Mello (2002), tém demonstrado que alteragdes
no lactato sanguineo em ratos ocorrem de forma semelhante as em humanos. Entretanto, os
estudos em animais de experimentacdo ainda sdo escassos, tornando-se, pois, importante essa
analise como forma de contribuir na busca das evidéncias para determinar o mecanismo (ou
mecanismos) fisioldgico(s) que alteram a concentragdo sanguinea de lactato durante o

exercicio progressivo.
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1.3.3.3 — Adaptacoées metabolicas ao treinamento aerdbio

O treinamento aerdbio ou de endurance consiste na pratica de exercicios de baixa-
moderada intensidade e longa duragdo no qual fibras musculares sdo submetidas a
sobrecargas repetitivas e progressivas por periodo prolongado de tempo, demandando assim o
metabolismo oxidativo para sua execucdo. Este tipo de treinamento promove uma série de
adaptacdes fisioldgicas no organismo que podem ser descritas em relagdo as alteragdes
sistémicas e musculares, as quais estdo envolvidas com o aumento da capacidade do musculo
em gerar ATP e utilizar a gordura como substrato energético (BLAIR et al.,, 1994; FOSS;
KTEYIAN, 2000; POWERS; HOWLEY, 2000; WILMORE; COSTILL, 2001).

As alteragdes mais imediatas perceptiveis do treinamento aerdbio envolvem o
aumento da capacidade de realizar o exercicio submdximo prolongado e o aumento da
capacidade aerébia méaxima do individuo, de modo que a medida que esta aptiddo aumenta,
uma atividade classificada como anaerdbia pode tornar-se aerébia, do ponto de vista da
demanda metabolica ao organismo (MCARDLE; KATCH; KATCH, 1998; WILMORE;
COSTILL, 2001).

Considerando as adaptagdes musculares tem sido documentado que o uso repetido das
fibras musculares estimula alteracdes estruturais e funcionais, as quais podem ocorrer nas
seguintes estruturas desse tecido: 1. no tipo de fibra muscular; 2. no suprimento capilar; 3. no
conteudo de mioglobina; 4. no conteudo e fun¢do mitocondrial; 5. nas enzimas oxidativas

No que se refere ao tipo de fibra muscular, ha evidéncias de que o treinamento aerobio
pode fazer com que fibras com caracteristicas mais glicolitcas (tipo IIb) se transformem em
outras com propriedades mais oxidativas (tipo Ila e/ou tipo I) (FOSS; KETEYIAN, 2000;
LIEBER, 1992; WILMORE; COSTILL, 2001). Com relagdo ao suprimento capilar, o

treinamento pode aumentar a quantidade de capilares no tecido muscular, o que promovera
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um aumento na perfusdao sanguinea através do musculo e, conseqiientemente contribuira para
a manutencdo de um ambiente adequado para a produgdo aerdbia de energia e para as
contracdes musculares repetidas (MCARDLE; KATCH; KATCH, 1998; WILMORE;
COSTILL, 2001). Em se tratando do conteido muscular de mioglobina, este pode aumentar
em 75 a 80%, melhorando por sua vez o fornecimento de O, para as mitocondrias (FOSS;
KETEYIAN, 2000; WILMORE; COSTILL, 2001). Quanto as adaptacdes sobre a
mitocondria, observa-se o aumento no seu niumero ¢ tamanho (densidade mitocondrial),
fornecendo um sistema oxidativo mais eficiente ao musculo para utilizar o O, e produzir
energia, de modo que, quanto maior for o volume do treinamento aerdbio, maiores serdo as
adaptacdes (LEEK et al., 2001; WILMORE; COSTILL, 2001). Por ultimo, tem sido sugerido
que a atividade contratil muscular crénica promove um aumento na concentracdo € na
atividade das enzimas do metabolismo aerobio, com destaque para a citrato sintase. Esta
adaptacdo pode reduzir a velocidade de utilizagdo do glicogénio muscular, em detrimento da
maior oxidacdo das gorduras, bem como, reduzir a producdo de lactato durante o exercicio
numa determinada velocidade (BLAIR et al, 1994; GLADDEN, 2000; WILMORE;
COSTILL, 2001).

Zonderland et al. (1999), sugerem que a capacidade do musculo oxidar mais os acidos
graxos provavelmente reflete ndo somente uma maior atividade enzimatica, mas também a
melhor disponibilidade do substrato que ¢ favorecida pelo treinamento aerobio.

Todas as adaptagdes musculares ocasionadas pelo treinamento de endurance sio
altamente especificas ao tipo de treinamento ¢ favorecem a um aumento na capacidade
oxidativa e a uma transi¢ao mais rapida entre o estado de repouso e o exercicio (BERGERON
et al.,, 2001; POWERS; HOWLEY, 2000; WILMORE; COSTILL, 2001).

O treinamento aerobio pode ainda ativar uma variedade de quinases que poderiam

estar envolvidas na fosforilagdo de fatores de transcri¢ao, com destaque para a proteina 5° —
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AMP — ativada (AMPK) (HOOD, 2001). Esta proteina tem sido implicada como sendo chave
para o metabolismo muscular, controlando o metabolismo de gorduras e carboidratos
(WINDER; HARDIE, 1999), de modo que hé evidéncias de que sua atividade aumenta no
musculo de ratos sob treinamento em esteira (WINDER; HARDIE, 1996), bem como, em
humanos (CHEN et al, 2000), quando as propor¢des de ATP/AMP e do conteudo de
fosfocreatina (PCr) estdo diminuidos, ou seja, quando ha estresse energético (BERGERON et
al., 2001).

Winder et al. (2000), relatam que o aumento na agdo da AMPK esta associado com
aumentos na atividade de enzimas oxidativas mitocondriais. Assim, esses dados sugerem que
repetidas sessOes de exercicio podem gerar adaptagdes bioquimicas no musculo mediadas
pela ativagdo da AMPK.

Por outro lado, Moraska et al. (2000), sugerem que o treinamento aerobio, por
exemplo, em esteira, pode também promover mudancas negativas, tendo em vista que esse
tipo de exercicio pode ativar cronicamente respostas de estresse, as quais podem desencadear
uma hipertrofia adrenal, uma involucao timica e uma ulcera¢do gastrintestinal, envolvendo
assim os sistemas endocrino, imune e neural que sdo estressores dependentes.

Hoffman-Goetz ¢ Pederson (1994), consideram além das alteracdes fisicas, as
alteracdes de ordem psicologicas, como o estresse mental, as quais associadas aquelas
influenciam todo e qualquer registro de variavel fisiologica. Esses autores citam como
exemplo animais que se exercitam em esteira, os quais quando sdo submetidos a estimulos

adversos, agressivos, desencadeiam respostas de estresse mental.
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1.3.4 — Enzimas e potenciais metabolicos

Enzimas consistem em proteinas especializadas que tém um importante papel na
regulacdo das vias metabodlicas das células, através de sua funcdo catalisadora, atuando na
aceleragdo de reagdes quimicas, sem interferir nas propriedades termodinamicas do sistema
com o qual estd interagindo (DEVLIN, 1998; LEHNINGER; NELSON; COX, 1995).

As enzimas podem apresentar formas variadas que catalisam a mesma reagao quimica,
sendo denominadas de isozimas/isoformas, quando codificadas em genes/loci duplicados ou
de alozimas/aloformas, quando codificadas em alelos diferentes no mesmo gene/locus. Estas
geralmente diferem nas suas propriedades cinéticas ou reguladoras, no tipo de cofator que
empregam ou na sua distribui¢do subcelular, podendo se apresentar citoplasmaticas, ligadas a
membrana ou compartimentadas dentro de organelas, como as mitocondriais (LEHNINGER;
NELSON; COX, 1995).

Ha também moléculas organicas pequenas, freqiientemente derivadas de vitaminas,
denominadas de coenzimas que se ligam as enzimas (apoenzimas) tornando-as
biologicamente ativas no processo catalitico - holoenzimas. Estas estruturas, geralmente,
apresentam uma afinidade pela enzima que ¢ semelhante a do substrato, sendo, por
conseqiiéncia, consideradas como um segundo substrato (DEVLIN, 1998).

A atividade enzimatica das fibras musculares fornece uma indicagao relativa de seu
potencial de oxidagdo, tendo em vista que um grande nimero de enzimas ¢ necessario na
oxidacdo de nutrientes energéticos. Nesse sentido, a regulacdo de uma ou mais enzimas de
uma via metabdlica prové o meio de controle da velocidade de uma determinada via
energética. Uma vez que o metabolismo pode ser dividido em aerobio ou anaerdbio, enzimas
indicadoras de um ou outro tipo podem ser utilizadas para o entendimento do funcionamento

de um organismo em uma dada condi¢do ambiental ou para comparar as taxas metabolicas em
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diferentes oOrgdos e tecidos em estudos fisioloégicos e bioquimicos. A maioria das vias
metabolicas possui uma enzima considerada “limitadora da velocidade”, a qual determina a
velocidade da via metabolica particular envolvida. O sentido do fluxo de material, direto ou
inverso, dependerd da concentra¢do de substrato em relagdo a do produto e da constante de
equilibrio da reacdo (DEVLIN, 1998; POWERS; HOWLEY, 2000).

Enzimas indicadoras de potencial oxidativo como a citrato sintase (CS: E.C. 4.1.3.7) e a
1,3-hidroxiacil-CoA: NAD desidrogenase (HOAD: E.C. 1.1.1.36) e de potencial glicolitico
como a hexoquinase (HK: E.C. 2.7.1.1), piruvato quinase (PK : E.C. 2.7.1.40 — principal
indicador do potencial glicolitico) e lactato desidrogense (LDH : E.C. 1.1.1.27 — enzima
terminal da glicdlise anaerobia) tém sido utilizadas em estudos que visam elucidar aspectos
adaptativos dos organismos aos diversos habitats e as flutuacdes das condi¢des ambientais. Ao
mesmo tempo, modelos empregando razdes de atividades enzimdticas de rotas metabolicas
aerdbias e anaerdbias sdo, freqiientemente, utilizados para distinguir musculos com diferentes
caracteristicas metabolicas. Atividade da CS, por ser a primeira de um conjunto de enzimas que
fazem parte do metabolismo aerobio do ciclo de Krebs, ¢ considerada um marcador standard da
capacidade oxidativa relativa de um tecido uma vez que ¢ altamente correlacionada com a
capacidade respiratoria mitocondrial (HOLLOSZY; COYLE, 1984). A LDH nao ¢ considerada
uma enzima limitante da velocidade da glicolise, mas sua atividade tem sido mostrada mais alta
em tecidos com alta atividade glicolitica (NEWSHOLME; LEECH, 1988). Assim, em
musculos com alta capacidade oxidativa ocorrerdo baixas razdes de atividade LDH/CS,
enquanto que, em musculos com baixa capacidade oxidativa e alta glicolitica, essas serdo altas.
Entretanto, ¢ importante ressaltar que embora a razdo de atividade LDH/CS caracterize o tipo
metabolico de musculo esquelético, ela ndo reflete o potencial metabdlico absoluto (POWERS
et al., 1997). Por exemplo, a razdo de atividade LDH/CS em musculo liso poderia sugerir

caracteristicas de um musculo esquelético aerébio (vermelho), embora a totalidade das
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atividades de suas enzimas oxidativas sejam consideravelmente mais baixas do que as do
musculo esquelético vermelho (PETE; SPAMER, 1986). Em contraste, comparagdes das razdes
de atividade LDH/CS entre diferentes musculos esqueléticos fornece-nos uma indicagdo

acurada do tipo metabolico desses.

1.3.4.1 - LDH

A LDH ¢ uma enzima encontrada em muitos invertebrados e em todas as células dos
vertebrados, aparecendo no tecido destes em, geralmente, cinco formas
isozimicas/isoférmicas separaveis por eletroforese, todas contendo 4 cadeias polipeptidicas
(tetrameros) e apresentando diferentes valores de velocidade méaxima (Vmsx) € de constante de
Michaelis-Menten (Ky). Essas cinco formas moleculares da LDH sdo resultantes da
associagdo, ao acaso, de duas subunidades distintas: A (ou M) e B (ou H), as quais apresentam
caracteristicas estruturais e funcionais proprias e sdo codificadas por dois loci diferentes.
Assim, o locus LDH-A* codifica a subunidade A, ¢ o LDH-B* codifica a subunidade B, cuja
associagdo permite a ocorréncia de, pelo menos, duas isoformas homotetraméricas: a A4 (My4)
ou LDHs, tipica de musculo esquelético predominantemente anaerdbio, e B4 (Hs) ou LDH,,
tipica de musculo cardiaco, tecido predominantemente aerobio. Tanto nesses dois tecidos
como em outros, aparecem também, em proporg¢des distintas, dependendo da quantidade de
subunidades de um tipo ou de outro, trés isoformas heterotetraméricas, A;B (LDH4), A;B;
(LDHs), AB3 (LDH,) (APELLA; MARKERT, 1961).

Almeida-Val et al. (1995), sugerem que a distribuicdo tissular de qualquer isozima
reflete a expressao génica, que pode ser regulada de acordo com as necessidades energéticas,

disponibilidade de oxigénio e fungdes fisioldgicas. Por exemplo, o aumento na expressdao da
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1sozima da LDH-A nos tecidos considerados tipicamente aerébios como o coracao, pode ser
detectado em animais expostos a hipéxia (HOCHACHKA; STOREY, 1975).

Nevo (1990), relata que o conhecimento sobre as isozimas e como elas se distribuem
nos diversos tecidos sdo de grande valor, pois servem como evidéncias dos ajustes nos
diferentes niveis: molecular, bioquimico, morfologico, fisioldgico, evolutivo e
comportamental.

A LDH ocupa importante posi¢do no metabolismo celular, na via glicolitica, sendo
responsavel, quando o O, ndo se encontra disponivel, pela reacdo de conversao do piruvato a
lactato com oxidagdo simultinea da coenzima NADH a NAD" (forma oxidada). Na presenca
do O,, a LDH pode realizar a reagdo inversa, ou seja, de reoxidagdo do lactato a piruvato, o
qual se transforma em acetil-CoA para formar ATP durante a fosforilagdo oxidativa. A forma
oxidada da coenzima transportadora de elétrons (NAD") ¢é essencial para possibilitar o
prosseguimento da glicolise (POWERS; HOWLEY, 2000; DEVLIN, 1998; LEHNINGER;
NELSON; COX, 1995).

A isoforma A4 que sé € inibida por altas concentragdes de piruvato, ¢ muito eficiente
na conversao de baixas concentra¢des de piruvato em lactato no musculo esquelético, por isso
¢ considerada uma piruvato redutase, atuando, pois, na manutengdo do balanco redox durante
periodos de escassez de O, (anaerobiose). Além disso, ¢ encontrada em tecidos com alto
potencial glicolitico anaerdbio. Por outro lado, a isozima B4 tende a favorecer a oxidagdo
rapida do lactato a piruvato no coracdo, tendo em vista que é, geralmente, considerada como
lactato oxidase, e assim, “desvia” o substrato para o metabolismo aerdbio, evitando que o
coragdo acumule lactato. Além disso, ¢ inibida por altas concentragdes de piruvato, ¢ ¢
encontrada em tecidos com metabolismo, predominantemente, aerébios. Assim, uma relagao

B/A (atividade enzimatica em baixa concentracdo de substrato / atividade enzimatica em alta
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concentracdo de substrato) pode fornecer uma idéia do tipo de subunidade predominante em
cada tecido.

Segundo Powers e Howley (2000), a isoforma da LDH encontrada nas fibras de
contragao rapida possui uma menor afinidade ao acido piravico (mais alto K,,), promovendo a
formagao de acido lactico, enquanto que as fibras de contragdo lenta contém uma isoforma da
LDH que promove a conversdo de acido lactico em acido piruvico (maior afinidade, menor
Km). Assim, o acido lactico pode se formar na fibra rapida durante o exercicio simplesmente
em razao do tipo de isoforma de LDH presente, independente, nesse caso particular, da
quantidade de O, disponivel.

Segundo Brooks (1998), ha evidéncias da existéncia da isoforma LDH intra-
mitocondrial (mLDH) que, preferivelmente, em relagdo a forma citosolica, é essencial no
consumo e oxidacdo de lactato mitocondrial. Essa isoforma aparece principalmente no

coragdo, podendo ocupar o espago periplasmatico ou a matriz mitocondrial.

1.34.2-CS

A CS ¢ uma enzima regulatoria chave no caminho metabdlico gerador de energia,
cujo aumento em sua atividade tem sido implicado na facilitacdo do rendimento de energia
via metabolismo aerobio no ciclo de Krebs. Ela é uma das muitas enzimas que catalisam
reacdes de condensagdo, sendo, pois, responsavel pela catdlise de condensacdo dos compostos
oxaloacetato e acetil-CoA para formar um produto quimicamente mais complexo que esses
precursores, o citrato (LEHNINGER; NELSON; COX, 1995; MORASKA et al., 2000; SIU et
al., 2003).

Dada a sua importancia no metabolismo aerdbio, essa enzima tem sido implicada

como marcador para a avaliacdo da capacidade oxidativa apds o exercicio tanto em estudos
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em animais (MORASKA et al., 2000; SIU et al., 2003), quanto em humano (LEEK et al.,
2001; TONKONOGI; HARRIS; SAHLIN, 1997), cujas evidéncias parecem sugerir que a
capacidade oxidativa muscular e a atividade de enzimas mitocondriais como a CS sdo
elevadas apés um periodo de treinamento de endurance. No entanto, existem alguns
resultados conflitantes, o que contribui para a realizacdo de mais estudos nessa linha pesquisa.

Moraska et al. (2000), relatam que o aumento na atividade da CS ¢ um indicativo de
aumento da biogénese mitocondrial que proporcionara maior eficiéncia na producdo de
energia. Leek et al. (2001), sugerem que algumas variagdes observadas em estudos da CS,
provavelmente ndo se devam nem ao tipo de programa de treinamento empregado, nem da
amostra investigada, mas sim, ao efeito do exercicio prévio ou efeito agudo como observado
em seu estudo. Tonkonogi, Harris e Sahlin (1997), também observaram um aumento na
atividade da CS em musculo esquelético, os quais relacionaram tal aumento ao efeito agudo
(imediato) do exercicio. Portanto, uma sessdo aguda de exercicio parece regular a atividade da
CS no musculo esquelético, cujo efeito de aumento parece ocorrer 1 hora apds o exercicio
permanecendo elevada até 24 horas e entdo retornando para a linha de base dentro de 72
horas. Entretanto, esse efeito agudo do exercicio, por sua vez, pode ser influenciado pelo
estagio de treinamento e pelo nivel de CS.

Balogh et al. (2001), examinando alteragdes induzidas pelo exercicio, em variaveis
antioxidantes e bioquimicas no plasma de cavalos, verificaram um aumento na concentragao
de proteinas totais e na atividade de algumas enzimas, imediatamente apds o exercicio.
Porém, todos os valores retornaram aos iniciais apos 24 horas de repouso. Assim, torna-se
importante verificar o tempo decorrido entre a ultima sessdo de exercicio e a coleta da
amostra muscular (bidpsia), pois isso consiste num ponto crucial quando se avalia a atividade
enzimatica (LEEK et al., 2001). Esses autores relatam, ainda, que o mecanismo exato

responsavel pelo aumento na atividade da CS apos o exercicio ¢ dificil de isolar, tendo em
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vista que o exercicio pode induzir uma vasta extensao de estimulos hormonais, fisiologicos e
neurais que podem atuar em nivel molecular e enzimatico de forma isolada ou em
combinagdo com outros parametros.

A atividade da CS investigada em musculo cardiaco parece ndo mostrar muitas
alteracdes, tendo em vista que as adaptagdes da CS nesse tecido, ndo sdo ainda bem definidas
(KAINULAINEN et al., 1989; SIU et al., 2003; ZONDERLAND et al., 1999).

Siu et al. (2003), investigando o efeito do treinamento de endurance sobre a atividade
da CS em musculo esquelético e cardiaco, ndo detectaram modificacdo significativa na
atividade dessa, em musculo cardiaco. De acordo com esses autores, tal achado pode ter
relacdo com o fato do musculo cardiaco possuir capacidade oxidativa prévia para suplementar

o requerimento de energia durante o exercicio.
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2 - OBJETIVOS

2.1 — Objetivo Geral

- Verificar possiveis adaptagdes bioquimicas/fisiologicas, relativas a atividade de
duas enzimas, uma do ciclo de Krebs (CS) e outra glicolitica (LDH), e ao limiar anaerdbio
(LA), em resposta ao exercicio em esteira, em ratos submetidos a fotoestimulagdo por laser de

baixa intensidade (780 nm) nos principais musculos participantes da marcha.

2.2 - Objetivos Especificos

- Quantificar as atividades da CS e LDH nos musculos soleo, tibial anterior (TA) e
cardiaco dos 4 grupos de animais e utiliza-las para a obtengao de:

* razdes B/A (atividade da LDH em baixa concentracao de substrato / atividade
da LDH em alta concentragdo de substrato);

* razdes LDH/CS que servem como indicadores metabolicos;
- Verificar, em eletroforese, através do método de Klebe (1975) a expressdao dos loci
duplicados da LDH através das intensidades relativas de suas subunidades, nos 3
tecidos de animais dos 4 grupos;
- Verificar e correlacionar possiveis modificagdes no LA e velocidade méxima da

corrida, entre os dois grupos submetidos ao treinamento aerobio.
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3 - MATERIAL E METODOS

3.1 — Animais

Fizeram parte do experimento, inicialmente, 60 ratos machos jovens (30 dias) albinos,
da variedade Wistar, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Sao Carlos
(UFSCar), com peso inicial de 112 + 4,7g. Os animais foram alojados em biotério proprio do
Laboratorio de Fisiologia do Exercicio e acondicionados em gaiolas coletivas de
polipropileno, divididos em grupos de cinco animais por caixa. Esses animais receberam
como alimento sélido, ragdo peletizada da marca Pr6-Biotério para roedores e agua “ad
libitum” (Figura 3.1). Durante o periodo de experimentacdo, esses animais permaneceram em
sala com temperatura controlada, na faixa de 22°-27°C, com fotoperiodo definido em 12hs de

claro e 12hs de escuro.

Figura 3.1 - Gaiolas coletivas contendo cinco animais sob ragao e agua “ad libitum”

3.2 — Procedimentos

Os animais foram divididos em quatro grupos: (1) GRC e (2) GRL que permaneceram

em repouso, sendo um deles GRL (n = 10) irradiado por laser de baixa intensidade e o outro,

nosso controle GRC (n = 10), ndo. Os outros dois (3) GEC e (4) GEL foram submetidos a um
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protocolo de treinamento aerdbio em esteira e a testes de esforgos crescentes para a obtencao
de amostras de sangue, sendo um destes GEL (n = 20) irradiado por laser e o outro, nosso
controle GEC (n = 20), ndo. Entretanto, considerando a necessidade do sacrificio dos animais
dos diferentes grupos experimentais para a coleta de amostras musculares para serem
utilizadas durante a analise de cinética enzimatica, bem como, devido ao nimero limitado de
animais que a esteira utilizada no estudo comportava, esse trabalho foi realizado em duas
etapas. Na primeira, foram utilizados 30 animais, de modo que foram coletados dados dos
grupos (1) e (3) (ndo estimulados por laser). Apds a realizacdo dos procedimentos propostos,
outros 30 animais foram utilizados durante a segunda etapa do estudo, na qual foram
coletados dados dos outros dois grupos, (2) e (4) (submetidos a irradiagdo por laser).

O critério de distribuicdo dos grupos utilizado no estudo respeitou a selecdo natural
dos animais durante o periodo de adaptagdo a esteira, de tal forma que aqueles animais que
ndo acompanharam o periodo de adaptagdo proposto foram automaticamente separados para
compor os grupos (1) e (2) (em repouso) até se atingir o nimero amostral pré-determinado
para cada um desses dois grupos (n=10).

Para todos os grupos (experimentais ¢ controles) amostras de musculos soleo, TA e
cardiaco foram coletadas apds o periodo de treinamento aerdbio para serem utilizadas nas
analises qualitativas (eletroforese em gel de amido) e quantitativas (espectrofotometria) da
atividade enzimatica.

Os animais utilizados nas duas etapas do estudo apresentaram especificacdes
semelhantes de peso e idade, foram submetidos as mesmas condi¢des ambientais e de
alimenta¢do supracitadas e foram analisados no mesmo periodo sob 0os mesmos métodos, no
que se refere a cinética enzimatica. Além disso, o tempo decorrido entre o ultimo teste de
esfor¢o crescente ¢ a realizacdo do sacrificio dos animais foi semelhante para ambas as etapas,

assim como o tempo de duragdo da coleta das amostras musculares.
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Apo6s o periodo de distribuicdo dos animais em cada um dos grupos, aqueles que nao
acompanharam o protocolo de treinamento aerébio proposto foram descartados do estudo.
Além disso, também foram excluidos aqueles em que nao foi possivel identificar o LA pela
analise da lactacidemia. Assim, dos 60 animais obtidos inicialmente no estudo, trés foram
excluidos do grupo 3 e dois do grupo 4 por ndo exibirem curva de LA, bem como, um animal
foi descartado do grupo 2 por ter morrido, totalizando assim, 54 animais ao término do estudo

distribuidos entre os 4 grupos, conforme previamente citado.

3.3 —Instrumentacio

O treinamento aerdébio ¢ os testes de esforcos crescentes e intervalados foram
realizados em uma esteira ergométrica para animais de pequeno porte, contendo trés partes
(Figura 3.2a), cada qual com 7 raias individuais. Isto permitiu que os animais se exercitassem
simultaneamente ¢ isoladamente (Figura 3.2b). Além disso, a esteira era acionada por um
motor de corrente continua de 24 Volts com controle de velocidade, o qual permitiu controlar
e selecionar a velocidade pré-determinada em (m/min). A esteira era dotada, ainda, de um
mecanismo que possibilitava o ajuste manual da inclinacdo, permitindo uma variagdo

ascendente e descendente de :té 20% (Figura 3.2c).

Figura 3.2 - Esteira ergométrica contendo 3 partes (a); separada por 7 raias individuais em cada parte (b);
dotada de um sistema manual de inclinagdo de até 20% (c)
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A irradiagdo por laser de baixa intensidade foi realizada através de um aparelho do
tipo infravermelho (GaAlAs), da Classe IIIb-CEI-IEC 825-1, com comprimento de onda (1)
de 780 nm e poténcia programavel (Figura 3.3), o qual foi previamente aferido conforme

normas do fabricante.

Figura 3.3 - Aparelho de laser infravermelho (GaAlAs) com comprimento de onda de 780nm da Classe IIIb-
CEI-IEC 825-1

Para a dosagem do lactato sanguineo a fim de determinar o LA dos animais, foi
utilizado um lactimetro, modelo: YSI MODEL 1500 Sport Lactate Analyzer (Figura 3.4), o

qual era previamente calibrado segundo o padrio indicado pelo fabricante.
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Figura 3.4 - Lactimetro YSI MODEL I500 Sport Lactate Analyzer

Para a andlise de cinética enzimatica foi utilizado um espectrofotometro HP UV-Vis
G1107A Diode Array, com unidade 6tica modelo 8452-A, controlada por computador tipo

PC486, com processador matematico e interface HP-1B, monitor de video e impressora tipo
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Deskjet, software de cinética multicélula MS-DOS e controlador de temperatura tipo Peltier

(Figura 3.5).

Figura 3.5 — Espectrofotometro HP UV-Vis G1107A Diode Array, com unidade 6tica modelo 8452-A com
controlador de temperatura tipo Peltier

3.4 — Pré-treinamento (adaptacao e condicionamento do animal a esteira)

Os dois grupos de animais que foram submetidos ao protocolo de treinamento aerdbio
e aos testes de esfor¢os crescentes e intervalados passaram, primeiramente, por um periodo de
adaptacdo a esteira, de modo que os mesmos foram submetidos a esteira desligada durante
varios minutos. Em seguida foram condicionados a andar/correr na esteira ergométrica
durante seis dias consecutivos, inicialmente com velocidade muito baixa (6 m/min) com 0%
de inclinacdo e tempo de 5 minutos, até atingirem, a partir da progressdo da carga de trabalho
(tempo de atividade e velocidade), um maximo de 10 minutos de esforco diario com
velocidade de 17,5 (m/min) no 6° dia que era a velocidade minima preconizada para o inicio
do treinamento aerobio. As sessoes tanto de adaptacdo quanto do treinamento foram sempre
no inicio do crepusculo, periodo do dia em que os ratos naturalmente costumam entrar em sua
mais alta atividade, por serem animais de habito noturno, bem como a sala de treinamento
permaneceu na penumbra, visando com isso obter uma melhor adaptagcdo do animal a esteira,
melhor desempenho no treinamento e minimizar possiveis respostas de estresse pelos sistemas

responsivos a esse fenomeno organico, pois de acordo com Maestroni, Conti e Poerpaoli
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(1986), a alteracao no horario de atividade pode ocasionar alteragdo no ritmo bioldgico do

animal e desencadear tais respostas adversas.

3.5 —Treinamento aerobio

O protocolo de treinamento aerobio foi realizado diariamente, de domingo a quinta-
feira, durante cinco semanas. Este apresentava um aumento diario na carga de trabalho (dois
minutos no tempo de treinamento € uma progressdo variavel na velocidade), até se atingir
uma meta pré-determinada para o ultimo dia de treinamento semanal (Anexo A). Esta
graduagdo teve o intuito de possibilitar uma boa adaptagdo dos animais ao treinamento,
preconizando assim um predominio do treinamento aerdbio, conforme averiguado
previamente pelo grupo de pesquisa do Laboratério de Fisiologia do Exercicio pertencente ao
Departamento de Ciéncias fisiologicas da UFSCar sob a coordenagdo do Prof®. Dr°. Sérgio E.
de Andrade Perez, bem como, sugerido por outros investigadores (MORASKA et al., 2000).
E valido salientar que sempre o inicio da corrida ocorria numa carga de trabalho menor (10%
da velocidade e tempo pré-determinados para o dia) como forma de aquecimento, conforme
preconizado por (SIU et al., 2003). Durante o treinamento, os animais receberam estimulos
“manuais” do tipo “toques leves” em suas caudas, através das polpas digitais dos
examinadores, como forma de exigir o maximo do animal e garantir uma maior uniformidade

de resposta do grupo amostral ao treinamento.

3.6 — Teste de esforco

O teste de esforgo para avaliacdo do LA foi realizado uma vez por semana, no dia

seguinte (sexta-feira) ao ultimo dia de treinamento semanal, totalizando cinco avaliagoes,
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sendo sabado o dia de descanso dos animais, conforme ilustrado no Anexo A. Esse teste de
esforco foi do tipo em degraus descontinuos com velocidades crescentes, em esteira
ergométrica. Antes do inicio do teste de esforgo era retirada a primeira amostra (linha de
base). Em seguida, os animais foram submetidos a intervalos de esfor¢o fisico, com duracao
de trés minutos, seguidos de intervalos de dois minutos a cada bloco de exercicio para a coleta
de sangue.

A velocidade da esteira era aumentada em 4 m/min a cada intervalo de exercicio, com
inclinagdo constante de 10%, conforme teste realizado por Langfort et al., 1996; Pilis et al.,
1993, cuja velocidade inicial foi de 13 m/min. Assim, as velocidades da esteira foram: 13, 17,

21, 25, 29, 33, 37 m/min, seguindo-se nessa ordem até o animal atingir a exaustao fisica.

3.7 — Coleta de amostras de sangue e dosagem de lactato sérico

Para a realizagdo da coleta de sangue o animal foi imobilizado manualmente. Em
seguida, foi realizado um pequeno “pique” na sua cauda para retirada de 25 pl de sangue
diretamente em tubo capilar previamente calibrado e heparinizado. Depois, o sangue era
transferido para um tubo de capacidade de 0,5 ml tipo “ependorff” contendo (50ul) de
anticoagulante (fluoreto de soédio) (Figura 3.6). O material retirado foi mantido, durante o
procedimento, refrigerado, sendo em seguida congelado em freezer até sua utilizagdo na
mensura¢do do lactato. Imediatamente apds a coleta de cada amostra para cada animal, o
ferimento do pique foi heparinizado, a fim de impedir a coagulacdo do sangue e evitar novos
piques a cada coleta, o que traria estresse ao animal.

A dosagem de lactato sérico foi obtida através de um lactimetro, cujos valores reais

foram determinados mediante multiplicagdo daqueles valores fornecidos pelo aparelho por
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trés, tendo em vista que o conteudo dosado pelo instrumento para cada amostra foi de 25 pl

(1/3 do volume total existente no tubo “ependorff™).

Figura 3.6 - Tubos “ependorff” contendo as amostras de sangue misturado com o fluoreto de so6dio

3.8 — Irradiacao por laser de baixa intensidade

O tratamento com laser infravermelho foi realizado diariamente, utilizando os
seguintes pardmetros: (L) de 780 nm, dose de 3.8 J/cm®, poténcia de 15 mW, irradiancia de
37,5 mW/cm®> no modo continuo, por 30 dias consecutivos, conforme utilizado por
(HALSBERGHE, 2003). As aplica¢des da radiagdo laser no grupo submetido ao exercicio
(GEL) foram realizadas imediatamente apds a corrida na esteira, visando aproveitar as
condicdes de “estresse fisico” e conseqlientemente, de alteracdes metabolicas do animal,
tendo em vista a maior eficacia do laser nessas condi¢des (KARU, 1987; KITCHEN;
PARTRIDGE, 1991). As aplica¢des foram em niimero de quatro em cada pata traseira dos
animais, totalizando oito aplicacdes por animal/dia, sendo uma na regido suprajacente do
quadriceps, outra no TA, outra no séleo, e outra na regido do gliteo maximo, todas sobre a
pele depilada, utilizando-se a técnica pontual (Figura 3.7a-c). Para realizar as aplicagdes do
laser, o animal foi contido manualmente por um segundo examinador, objetivando favorecer o

facil acesso aos pontos de aplicagdo nos membros posteriores dos animais.
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A escolha e a quantidade dos pontos de irradiacao teve o propodsito de estimular os
principais musculos utilizados durante a marcha/corrida e obter possivel resposta mensuravel
em proporgdes sistémica, respectivamente (BAXTER, 1994).

Para demarcar os pontos de aplicagdo foram tomados como referéncia os locais
depilados nos membros dos animais em conjunto com a determinacdo dos musculos por
anatomia de superficie, sendo a depilagdo um meio de evitar e/ou minimizar a reflexdo e a

refracdo, e conseqiientemente, aumentar a efetividade da irradiagdo por laser (BAXTER,

Figura 3.7 - Aplicagdo do laser sobre os musculos séleo e gliteo, respectivamente, utilizando a técnica pontual,
sob a estabilizagdo do animal por um outro examinador (a e b); setas indicando os pontos do
musculo gluteo D e E com a pele depilada (¢). D = direito; E = esquerdo

3.9 — Enzimas

O sacrificio dos animais foi realizado dois dias apos o término do ultimo teste de
esforco proposto no protocolo de treinamento (ver Anexo A) através do uso de éter em cuba
anestésica visando a obtengdo do material muscular. Esse intervalo de tempo até o sacrificio
foi adotado como forma de garantir que eventuais modificacdes observadas entre os grupos
investigados, no que se refere a cinética enzimatica fossem decorrentes do tratamento
proposto (irradiacdo por laser) e ndo a um possivel efeito agudo da ultima sessdo de
treinamento, como sugerido por Leek et al., (2001). Foi realizada a coleta de dois musculos da
marcha de todos os animais: o soleo, o qual ¢ um musculo esquelético de contragdo lenta,

predominantemente de fibras vermelhas, e assim de alta taxa oxidativa e baixa taxa glicolitica,
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e o TA, que ¢ um musculo esquelético de contracdo rapida, predominantemente de fibras
brancas, e assim de baixa taxa oxidativa e alta taxa glicolitica. Esses foram utilizados para as
analises de atividade enzimatica visando identificar possiveis alteracdes metabdlicas em
musculos irradiados diretamente por laser.

Foi também realizada a coleta do musculo cardiaco com o objetivo de detectar
possiveis alteragdes sistémicas da irradiacdo por laser, tendo em vista que a regido toracica
nao foi fotoestimulada.

Os musculos coletados foram seccionados em duas partes. Uma delas, abrangendo
aproximadamente 33% da massa inicial, foi direcionada para a analise da cinética da CS, ¢ a
outra (aproximadamente 66%) destinada a cinética da LDH. Depois de pesados, esses
fragmentos foram, entdo, imediatamente congelados por meio da imersdo em nitrogénio
liquido, durante o experimento, ¢ posteriormente guardados em freezer a uma temperatura

aproximada de (—80°C) até a analise.

3.9.1 - Preparacio dos extratos de tecidos

Fracgdes de cada musculo coletado bilateralmente (so6leo, TA e cardiaco) foram pesadas
e homogeneizadas conjuntamente (pool) em tampao gelado, especifico para cada cinética (ver

abaixo) obedecendo a uma relagdo peso/volume de 1/4.

- LDH: 150 mM de IMIDAZOL (SIGMA), 1 mM de EDTA, 5 mM de DTT
(Ditiotreitol — SIGMA), a 1% TRITON X-100, pH 7,4 a 25°C.
- CS: 20 mM de HEPES (SIGMA), 1 mM de EDTA (SIGMA), a 1% TRITON X-

100 (SIGMA), pH 7,4 a 25°C.
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Os homogeneizados foram centrifugados em centrifuga refrigerada (SORVALL RC-
5B) a 27.000 g por 15 minutos, a uma temperatura de 4°C.

Apds a centrifugacdo, os extratos contendo os pools de cada tecido foram utilizados
para medida da atividade da LDH e CS e, em eletroforese em gel de amido, para deteccao e

quantificagdo das isoformas da LDH.

3.9.2 - Ensaios enzimaticos e medida de concentracio protéica

Determinagdes espectrofotométricas da atividade enzimatica foram feitas em volume
final de 1,0 ml, a 25°C, sendo realizada triplicata de cada amostra (pool), utilizando técnicas
revistas por Driedzic e Almeida-Val (1996). Todos os ensaios enzimaticos eram realizados no
mesmo dia a fim de reduzir variagdes inter-ensaios. As reacdes foram iniciadas pela adi¢ao de
substrato, seguindo-se pela oxidacdo do NADH a 340nm, (coeficiente de extingdo milimolar
= 6,22) para a LDH. Em se tratando da CS, a reacdo foi monitorada seguindo-se a producao
de anion reduzido de DTNB a 412 nm (coeficiente de extingdo milimolar = 13,6). Os
resultados foram expressos em Ul/mg de proteina, onde U representa unidade de atividade
enzimatica e € definida como a quantidade de enzima que converte 1 umol de substrato ao
produto por minuto (umoles de substrato.min™.mg™ de proteina), a 25°C. A dosagem protéica
foi realizada segundo o método de Kalckar (1947) que consiste na titulagao do triptofano, por
métodos espectrofotométricos na regido do ultra-violeta. Para tanto, foram feitas leituras de
cada amostra em 280nm e 260nm, em cubetas de 1ml e calculadas as quantidades de proteina

pela formula:

1,45 DO2go - 0,74 DOsg . diluigdo = mg de proteina/ml
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Foram utilizados os seguintes protocolos:

o LDH: 1 mM e 10 mM de piruvato (SIGMA) - (omitido nos controles), 0,15 mM
de NADH (SIGMA), 1 mM de KCN e 50 mM de Imidazol, pH 7,4.

o CS: 0,5 mM de oxaloacetato (SIGMA) - (omitido nos controles), 0,4 mM de
acetil-CoA (SIGMA), 0,25 mM de DTNB (5,5 —Dithiobis (4cido 2-nitrobenzéico) — SIGMA)
e 75 mM de Tris-HCI, pH 8,0.

Todas as analises de atividade enzimatica da CS e LDH foram obtidas de médias das
triplicatas entre os quatro grupos, estabelecidas pelos valores absolutos do pool.

O célculo para determinagdo da atividade enzimatica seguiu a equacdo descrita a

seguir:

umoles substrato.mg™ de proteina (tecido fresco).min™ = ™ (amostra) x {d (cubeta) x A OD/ min

6,22 ou 13,6

onde: mg de proteina
fd = fator de diluigao

/A OD / min = variagdo na densidade dptica por minuto

6,22 = coeficiente de extingao molar da coenzima NADH - (LDH)

13,6 = coeficiente de extingdo molar do DTNB - (CS)

3.9.3 - Eletroforese em gel de amido

Os extratos obtidos da centrifugacdo foram submetidos a eletroforese em gel de amido,
sistema horizontal, segundo Smithies (1955). Na preparagao dos géis, foi utilizado amido de
milho obtido segundo Val et al. (1981). A solucdo tampao utilizada foi o Tris-Borato-EDTA
alcalino (EBT), pH 8,6 conforme descrito por Boyer, Fainer e Wason-williams (1963) para a

LDH.
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A aplicacdo das amostras foi feita, inserindo-se pequenos retangulos de papel
Whatman 3MM (1,0 x 0,5cm) no gel, em cortes transversal feitos previamente, a uma
distancia de Scm da extremidade catodica. As eletroforeses corriam durante 14 horas a 4°C

com uma voltagem de 4V/cm.

3.9.3.1 - Deteccao das isoformas da LDH

Ap6s eletroforese, as bandas com atividade enzimatica foram reveladas através do

método de coloracdo histoquimica, segundo Shaw e Prasad (1970).

3.9.3.2 - Quantificacdo das intensidades relativas das isozimas pelo Método de Klebe

(1975)

As contribui¢des relativas de genes duplicados as atividades isoférmicas da LDH nos
trés tipos de musculos aqui analisados, foram obtidas pelo procedimento de dilui¢des seriadas
de Klebe (1975), que determina os pontos finais visuais de cada isoforma em cada tecido.
Assim, com esse procedimento, utilizaram-se diluigdes seriadas pela metade de extratos dos
trés musculos (1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64, 1/128), as quais foram aplicadas,
seqiiencialmente, em eletroforese de gel de amido. Apos a eletroforese, os géis foram corados,
histoquimicamente, e as reacdes de coloragdo interrompidas, assim que aparecia no canal que
continha a menor diluicdo empregada, a atividade enzimatica de pelo menos uma banda. A
ultima diluicdo na qual uma banda ¢ visivel denomina-se ponto final visual de cada
homopolimero produzido por um gene duplicado. Assim, sendo um homopolimero detectado
pela tltima vez na quinta dilui¢do pela metade (1/32), apds o outro homopolimero presente no

tecido, dizemos que este tem uma atividade de, aproximadamente, 32 vezes a do outro, ou
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seja, ocorre numa propor¢ao aproximada de 32:1. Se somente uma banda polimérica ¢
observada, pode-se interpretar tal resultado como a auséncia de expressao de outros genes ou,
a expressdo desses num nivel inferior ao limite de detec¢do pelos métodos histoquimicos
utilizados. Como ndo ¢é possivel distinguir a alternativa correta, assumimos a segunda
alternativa estabelecendo um limite inferior para os diferentes homopolimeros. Assim, quando
somente uma banda homopolimérica é observada, sem deteccdo de heteropolimeros,
considera-se que os outros homopolimeros ndo sdo detectaveis, porém estdo presentes numa
proporcao de 1:256.

Nos casos onde somente um dos homopolimeros ¢ detectado num tecido juntamente
com o heteropolimero, dizemos que o segundo locus esta ativo num nivel muito baixo. Da
relacdo das atividades do homopolimero em relagdo ao heteropolimero no procedimento das
dilui¢des seriadas de Klebe (1975), € possivel se calcular as contribuigdes relativas dos tipos
de subunidades e os niveis teéricos do segundo homopolimero indetectavel.

Segundo Ferris ¢ Whitt (1979), as proporg¢des das intensidades relativas das isozimas
refletem as propor¢des molares dos diferentes tipos de subunidades e, com isso, as expressoes
relativas de genes duplicados. Assim, as propor¢des molares das subunidades nos diferentes
tecidos foram estimadas pela raiz quadrupla da proporcao de atividade do homopolimero para
a LDH, ja que se trata de uma enzima tetramérica.

Todos esses procedimentos enzimaticos foram realizados no Laboratorio de Evolucao
Molecular, pertencente ao Departamento de Genética e Evolucao da Universidade Federal de

Sao Carlos (DGE/UFSCar), sob a orientacao da Prof*. Dr*. Maria Luiza B. Schwantes.
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3.10 — Tratamento de analise dos dados

Os dados referentes a atividade enzimatica detectada em extratos de musculos séleo,
TA e cardiaco e ao LA dos animais foram submetidos ao teste estatistico de varidncia
(ANOVA One-Way) e/ou KRUSKAL-WALLIS, conforme a normalidade ou ndo dos dados,
respectivamente, permitindo a analise comparativa entre os grupos. Os testes post-hoc de
TUKEY e de NEWMAN-KEULS, respectivamente, foram eleitos para a localizagdo e
caracterizagdo das diferencas entre grupos especificos, considerando um nivel de
probabilidade de 5% (P < 0,05) como o limite de significancia estatistica. Foi utilizado ainda
o teste de correlagcdo de PEARSON para verificar a existéncia ou ndo de correlagdo entre os
dados da velocidade maxima e velocidade no momento do LA. Como critério para
determinagdo do LA de cada animal se utilizou a inspe¢do visual realizada por 5

examinadores tomando-se a moda como valor final.
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4 - RESULTADOS

4.1 - Caracterizacao dos animais
4.1.1 - Corrida na esteira:

As metas semanais pré-determinadas no protocolo de treinamento aerdbio em esteira
realizado pelos animais dos grupos 3 e 4 sdo apresentadas na Tabela 4.1. Todos os animais
completaram o protocolo de treinamento proposto, exibindo, pois, boa adaptabilidade e
performance aerdbia. Assim, os animais iniciaram o treinamento de corrida numa velocidade
média de 17,5 = 4,14 (m/min), percorrendo uma distancia de 0,175 + 0,05 (km) durante 10 +
0,03 (minutos). Ao final das 5 semanas de treinamento, os animais atingiram uma velocidade
média de 30,5 + 0,47 (m/min), percorrendo uma distancia de 1,906 + 0,13 (km) durante 60 +
0,05 (minutos). Esses parametros foram semelhantes para todos os animais, tiveram um
carater de aumento gradativo no decorrer das semanas e se mostraram inferiores ao LA dos
animais, o que justifica e caracteriza um protocolo de treinamento predominantemente
aerobio como ja esperado, tendo em vista a realizacdo de estudos pilotos prévios e sua

utilizagao por outros autores (HALSBERGHE, 2003).

Tabela 4.1 — Pardmetros (metas) pré-determinados do treinamento aerdbio realizado pelos animais dos grupos 3
e 4. Valores referentes a média e desvio-padrio

semanas tempo distancia vel. média vel. média
n° (min) (km) (km/h) (m/min)

inicio 10 £ 0,03 0,175 £ 0,05 1,09 £ 0,26 17,5 £ 4,14

1 20 £ 0,05 0,393 £ 0,09 1,31 £ 0,09 21,0 £ 1,46

2 30 £ 0,05 0,781 £ 0,11 1,56 £+ 0,08 25,0 £+ 1,28

3 40 + 0,05 1,134 £+ 0,11 1,71 + 0,05 27,5+ 0,76

4 50 £ 0,05 1,504 £ 0,12 1,81 £ 0,03 29,0 £ 0,47

5 60 + 0,05 1,906 £ 0,13 1,90 £ 0,03 30,5 0,47
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4.1.2 - Massa corporal:

Os dados referentes a massa corporal estdo ilustrados na Figura 4.1. No inicio do
estudo, os animais de todos os grupos apresentaram massa corporal similar (P > 0,05). Apds o
periodo de 5 semanas de treinamento os animais de todos os grupos exibiram um aumento
estatisticamente significante em suas massas corpoéreas (p < 0,0001). No entanto, comparando
as massas corporeas finais dos grupos, foi possivel identificar um menor peso no grupo 4
(submetido ao exercicio e laser - 257,45 £+ 22,98¢g) em relagdo ao grupo 1 (controle-padrao —
286,17 + 24,94¢) - p < 0,05). Isso indica um menor ganho de peso pelo grupo 4, sugerindo
uma maior atividade metabolica em relagdo ao grupo 1, tendo em vista que os animais

daquele grupo foram submetidos aos stress do exercicio associado ao laser.

Massa corporal
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Figura 4.1 - Massa corporal inicial e final dos animais dos 4 grupos estudados. Valores referentes & média e
desvio-padrao
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4.1.3 - Massa muscular:

Os dados referentes a massa muscular do soleo, TA e coragdo para oS grupos
estudados podem ser visualizados na Figura 4.2. Pode-se observar que dos tecidos estudados o
TA apresentou valor médio maior de massa muscular, seguido do coracdo e por ultimo do
soleo. Entretanto, comparando-se os valores médios de massa muscular de cada tecido entre

os diferentes grupos, ndo se observou diferenca estatisticamente significante.

Massa muscular

1,2 4 —&—soleo
——TA
’ coragéo
0,4 - s I

GRC (1) GRL (2) GEC (3) GEL (4)

gramas
o
oo
L

Figura 4.2 - Massa muscular dos musculos soleo, TA e cardiaco nos 4 grupos estudados. Valores referentes a
média e desvio-padrao

4.2— Respostas metabdlicas a irradiacio por laser

4.2.1 - Atividade da CS e LDH

A Figura 4.3 mostra os valores da atividade da CS nos trés musculos de cada um dos
grupos analisados. Como esperado, as atividades mais altas da CS foram detectadas em
extratos de coragdo dos 4 grupos analisados, seguindo-se das detectadas em extratos de soleo,
e, as mais baixas detectadas em extratos de TA. Como pode ser observado, ocorre um
aumento estatisticamente significante na atividade dessa enzima em extrato de musculo
cardiaco do grupo 4 (P < 0,01) (Figura 4.3a) em relacao aos outros grupos (1, 2 e 3), bem

como, do grupo 3 (P <0,05) em relagao ao 1.
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Foi possivel identificar também um aumento estatisticamente significante na atividade
enzimdtica em extrato de soleo do grupo 4 (P < 0,05) em relagdo aos outros grupos (Figura
4.3b). Ja para atividade detectada em extratos de TA, ndo houve diferenca estatisticamente
significante entre os grupos, apesar do grupo 4 apresentar, novamente, o maior valor médio
de atividade (Figura 4.3b).

Para a enzima LDH, na presen¢a de ImM de piruvato, os resultados estdo ilustrados na
Figura 4.4. Nos trés musculos analisados, a atividade da LDH detectada no grupo 1, ou seja,
aquele que ndo recebeu qualquer tipo de estimulo, se mostrou maior em relagcdo aos outros
trés grupos experimentais. No caso do musculo séleo pode-se observar que no grupo 1 essa
diferenca foi estatisticamente significante em relagdo aos grupos 2 (P < 0,05) e 4 (P < 0,01).
Também a diferenca detectada na atividade da LDH de s6leo do grupo 3 (exercicio controle)
mostrou-se estatisticamente significante (P < 0,05) em relagdo ao grupo 4, que além do
exercicio foi irradiado por laser. Em extratos de TA, o grupo 1 apresentou atividade
enzimatica superior e estatisticamente significante em relagao aos grupos 2 (P <0,05)e 3 (P <
0,01). Por outro lado, comparando-se os grupos submetidos ao exercicio, foi possivel
identificar uma atividade maior no grupo irradiado por laser, diferentemente do observado nos
musculos soleo e cardiaco, sendo essa diferenca estatisticamente significante (P < 0,05). Em
extratos de coracdo, o grupo 1, apresentou atividade da LDH superior aos outros trés grupos
experimentais, diferenga esta estatisticamente significante (P < 0,01). Além disso, pode-se
observar uma diferenca estatisticamente significante entre os grupos submetidos ao exercicio

(P <0,05), tendo o grupo irradiado apresentado menor atividade.
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Figura 4.3 - Atividade da enzima CS em extratos dos musculos cardiaco (a), séleo ¢ TA (b) dos quatro grupos
estudados. Valores referentes a média e desvio-padrio. **significancia estatistica — P < 0,01;
*significancia estatistica — P < 0,05
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Os resultados referentes a atividade da LDH na concentracdo de 10 mM de substrato
podem ser visualizados na Figura 4.5. Apesar de ter ocorrido diminui¢do na atividade da LDH
nos trés musculos dos 4 grupos analisados quando comparado aos valores encontrados na
concentragdo de 1 mM, j& que aquela concentracdo foi inibitdria, houve um comportamento
semelhante ao encontrado na atividade dessa enzima na concentragdo menor de substrato
(ImM). A tnica diferenga evidente em relagdo a concentragdo de ImM foi observada no
musculo TA, quando da comparagdo entre os grupos submetidos ao exercicio, na qual o grupo
irradiado (grupo 4) apesar de apresentar atividade maior, tal diferenca ndo se mostrou
estatisticamente significante.

Ao tragar uma relacao entre os tecidos dos diferentes grupos analisados para CS pode-
se observar que nos animais do grupo 1, a atividade da CS de coracdo (2,34 umoles acetil-
CoA.min".mg proteina™) foi de 9,75 vezes maior do que a de musculo soleo (0,24 pmoles
acetil-CoA.min™".mg proteina™) ¢ de 39 vezes maior que a de TA (0,06 umoles acetil-
CoA.min".mg proteina™). Nos animais do grupo 2, a atividade da CS de coragdo (6,25
umoles acetil-CoA.min".mg proteina™) foi de 37 vezes maior do que a de musculo séleo
(0,17 umoles acetil-CoA.min".mg proteina™) e de 63 vezes maior que a de TA (0,10 pmoles
acetil-CoA.min™".mg proteina™). Esses resultados em relagio ao grupo 1, evidenciam uma
ativagcdo da CS em 167% no coragao, uma inibicao de 29% no soleo e, uma ativagao de 66%
em TA, provocados, provavelmente, pela agdo do laser (Figura 4.6a-c). Nos animais do grupo
3, a atividade da CS de coragdo (6,76 umoles acetil—CoA.min'l.mg proteina’l) foi de 26 vezes
maior do que a de musculo soleo (0,26 pmoles acetil-CoA.min".mg proteina™) e de 68 vezes
maior que a de TA (0,10 pmoles acetil-CoA.min™.mg proteina™). Esses resultados em relagio
ao grupo 1, evidenciam uma ativa¢ao da CS em 189% no coragdo, de 8% no séleo e, de 66%

em TA, provocados, provavelmente, pela agao do exercicio (Figura 4.6a-c).
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Figura 4.4 - Atividade da LDH em extratos dos musculos soleo, TA e cardiaco dos quatro grupos estudados, em
ImM de piruvato. Valores referentes a média e desvio-padrdo. **significancia estatistica — P < 0,01;
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No grupo 4, a atividade da CS de coragio (16,02 pmoles acetil-CoA.min".mg
proteina™) foi de 33 vezes maior que a de miisculo séleo (0,49 pmoles acetil-CoA.min™'.mg
proteina™) e de 114 vezes maior que a de TA (0,14 pmoles acetil-CoA.min'.mg proteina™).
Esses resultados em relagdo ao grupo 1, evidenciam uma ativagdo da CS em 585% no
coragdo, de 104% no soleo e, de 133% em TA, provocados, provavelmente, pela acdo
conjunta do exercicio e laser (Figura 4.6a-c). Do mesmo modo, esses resultados em relagdo ao
grupo 3, evidenciam uma ativacdo da CS em 137% no coragdo, de 88% no soleo e, de 40%
em TA, provocados, provavelmente, pela acdo apenas do laser, na presenca do exercicio
(Figura 4.7).

Por outro lado, considerando as relagdes teciduais para a LDH nos diferentes grupos
estudados foi possivel identificar que nos animais do grupo 1, a atividade da LDH de TA
(4,94 pmoles pir.min™'.mg proteina™) foi de 4,76 vezes maior do que a de misculo séleo (1,07
pmoles pir.min™.mg proteina™) e de 1,9 vezes maior que a de coragio (2,55umoles pir.min"
! mg proteina™). Nos animais do grupo 2, a atividade da LDH de TA (1,91 pmoles pir.min”
!.mg proteina™) foi de 2.4 vezes maior do que a de musculo s6leo (0,79 pmoles pir. min™.mg
proteina™) e de 1,3 vezes maior que a de coragio (1,52 pmoles pir. min™'.mg proteina™). Esses
resultados em relagdo ao grupo 1, evidenciam inibi¢gdes da LDH em 61% no TA, de 26% no
soleo e de 40% no coragdo, provocados, provavelmente, pela a¢do do laser (Figura 4.6a-c).
Nos animais do grupo 3, a atividade da LDH de TA (1,77 pmoles pir. min"'.mg proteina™) foi
de 1,8 vezes maior que a de musculo soleo (0,97 pmoles pir. min"'.mg proteina™) e,
ligeiramente menor que a de coracdo (1,91 pmoles pir. min™.mg proteina™). Esses resultados
em relagdo ao grupo 1, evidenciam inibi¢des da LDH em 64% no TA, de 9% no sdleo e, de

25% em coragdo, provocados, provavelmente, pela acdo do exercicio (Figura 4.6a-c).
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Figura 4.7 - Efeito do laser na presenca do exercicio = L+E (grupo 4) sobre a atividade enzimatica da CS e LDH
nos tecidos analisados em relagdo ao seu controle (grupo 3). Valores positivos = ativacdo; valores
negativos = inibi¢ao
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No grupo 4, a atividade da LDH de TA (3,6 umoles pir. min".mg proteina™) foi de 11
vezes maior do que a de musculo séleo (0,33 pmoles pir. min"'.mg proteina™) e de 2,6 vezes
maior que a de coragdo (1,38 pmoles pir. min".mg proteina™). Esses resultados em relagio ao
grupo 1, evidenciam inibi¢des da LDH em 27% no TA, de 69% no séleo e, de 46% em
coragdo, provocados, provavelmente, pela acdo conjunta do exercicio e laser (Figura 4.6a-c).
Do mesmo modo, esses resultados em relacdo ao grupo 3, evidenciam ativacdo da LDH em
103% no TA e inibi¢des de 66% no soleo e, de 28% em coragdo, provocados, provavelmente,

pela a¢do apenas do laser, na presenga do exercicio (Figura 4.7).

4.2.2-RazioB/A

As razdes B/A (atividade da LDH em baixa concentracdo de substrato / atividade da
LDH em alta concentragdo de substrato) servem como indicadores da ocorréncia ou nao de
modificacdes no tipo de subunidade (isoforma) da enzima predominante em cada tecido
através do seguinte critério: valores superiores a 1 (um) sdo indicativos do predominio da
subunidade B e, conseqiientemente, do metabolismo oxidativo, tendo em vista esta ser
considerada lactato oxidase e a sua atividade ser inibida em 10mM de piruvato. Por outro
lado, valores inferiores a 1 indicam o predominio da subunidade A, tipica do metabolismo
glicolitico, sendo considerada piruvato redutase e sua atividade ndo inibida por altas
concentragdes de piruvato. De acordo com a Figura 4.8a, pode-se observar que houve um
predominio da subunidade B para todos os tecidos considerando que todos os valores se
mostraram maior que 1, sendo tal predominio e portanto, alta inibicdo a concentra¢do de
10mM, maior nos musculos soleo e cardiaco, cuja inibi¢do variou entre 40 a 60%, comparado

a menor inibi¢do presente no musculo TA, variando entre 20 a 40% (Figura 4.8b).
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Especificamente em extratos de soleo, o grupo 4 foi o que apresentou maior valor de
B/A (2,36), estatisticamente diferente (P < 0,05) em relagdo ao grupo 2. Em extratos de
coragdo, o grupo 2 apresentou o maior valor de B/A (2,4) sendo estatisticamente diferente (P
< 0,05) em relagdo ao grupo 3, e o grupo 4, com um valor de B/A de 2,2, estatisticamente
diferente (P < 0,05) também em relagdo ao grupo 3. Em extratos de TA, o valor de B/A mais
baixo detectado para os 4 grupos e também, para os 3 musculos, foi obtido no grupo 4 (1,4).
O grupo 2 apresentou o maior valor de B/A (1,7) e mostrou-se estatisticamente diferente (P <
0,05) em relagdo ao grupo 4.

Em extratos de so6leo, o grupo 4 foi o que apresentou maior valor de inibi¢do em
10mM (57,04%) e no coragdo ambos os grupos submetidos a irradiagdo por laser
apresentaram valores percentuais de inibicdo em 10mM maior (58,02% e 54,41%) em relagao
aos seus controles (grupos 1 — 53,78% e 3 — 43,64%), respectivamente. Para o musculo TA
somente o grupo 2, com maior inibi¢do, se mostrou estatisticamente diferente (P < 0,05) em
relagdo ao grupo 4.

Considerando relagdes das razdes B / A entre os tecidos para os diferentes grupos foi
possivel identificar que nos animais do grupo 1, as razdes B/A foram de 1,5 (menor
quantidade de subunidades B, inibi¢do de 32%) em TA, 2,1 (52% de inibi¢ao) em sdleo e, 2,2
(54% inibigdo) em coragdo. Nos animais do grupo 2, as razdoes B/A foram de 1,7 (40% de
inibicdo) em TA (portanto um aumento de inibi¢do ou uma diminui¢ao de subunidades A de
8% em relagdo ao grupo controle), 1,8 (44% de inibi¢do) em séleo (portanto uma diminuigado
da inibi¢do ou aumento de subunidade A em 8%) e, 2,4 (58% inibi¢do) em coracdo (portanto
um aumento de inibicdo ou diminuicdo de subunidades A em 4%), provocados,
provavelmente pela a¢dao do laser nesse grupo. Nos animais do grupo 3, as razdes B/A foram
de 1,5 (35% de inibicdo) em TA (portanto um aumento de inibi¢do ou diminui¢do de

subunidades A de 3% em relagdo ao grupo controle), 1,9 (48% de inibicdo) em sbleo
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(portanto uma diminui¢do da inibicdo ou aumento de subunidades A em 4%) e, 1,8 (44%
inibicdo) em coracdo (portanto uma diminui¢ao de inibi¢do ou aumento de subunidades A em
10%), provocados, provavelmente pela acdo do exercicio nesse grupo. No grupo 4, as razdes
B/A foram de 1,4 (29% de inibi¢do) em TA (portanto um aumento de inibi¢do ou diminui¢ao
de subunidades A de 3% em relagdo ao grupo controle), 2,4 (57% de inibigdo) em sbleo
(portanto um aumento da inibi¢do ou diminui¢do de subunidades A em 5% em relagdo ao
controle) e, 2,2 (54% inibi¢do) em coragdo (portanto sem alterar a inibi¢ao ou a quantidade de
subunidades B) provocados, provavelmente, pela agdo conjunta do exercicio e laser. Do
mesmo modo, em relacdo ao grupo 3, foi mostrada uma diminui¢do de inibi¢do ou aumento
de subunidades A em 3% no TA, um aumento de inibi¢do ou diminui¢do de subunidade A em
9% em so6leo e, um aumento de inibi¢do ou diminui¢do de subunidades A em 10% em

coragdo, provocados, provavelmente, pela agao apenas do laser, na presenca do exercicio.

4.2.3 —Razdo LDH / CS

A relagdo entre a atividade das enzimas LDH a ImM de substrato ¢ CS possibilita a
inferéncia do perfil metabolico dos tecidos, a partir do seguinte critério: valores dessa relagao
superior a 1 sdo indicativos de predominio do metabolismo anaerébio, tendo em vista o
numerador ser constituido pela LDH, enzima chave no metabolismo glicolitico. Por outro
lado, valores inferiores a 1 indicam o predominio do metabolismo aerobio, pois o
denominador ¢ formado pela CS, enzima do metabolismo oxidativo. Assim, a atividade da
LDH em ImM mostrou-se maior que a da CS nos 4 grupos para TA (Figura 4.9a), em trés dos
quatro grupos, para soleo (Figura 4.9b), com exce¢do do grupo 4 e, no grupo 1 para coragao
(Figura 4.9¢), tendo em vista a obtencao de valores acima de 1, o que sugere um predominio
no metabolismo anaerdébio. Em extratos de musculo cardiaco, observa-se valores

predominantemente menores que 1 para os grupos 2, 3 e 4, sugerindo um predominio do
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metabolismo aerobio (Figura 4.9c). A analise comparativa de extratos dos trés musculos
analisados evidencia maiores relagdes LDH/CS no grupo controle em relagao aos demais.

Para extratos de TA, pode-se observar diferenca estatisticamente significante somente
do grupo 1 (LDH/CS = 77,37) em relagdao aos grupos 2 ¢ 3 (LDH/CS = 23,71 e 22,76, P <
0,05, respectivamente) (Figura 4.9a). Baseado nos valores obtidos para TA, ¢ possivel
concluir que esse tecido foi o que apresentou maior predominio no metabolismo glicolitico.

Em extratos de soleo, a relagdo detectada no grupo 1 mostrou-se estatisticamente
diferente (LDH/CS = 5,02, P < 0,05) em relagdo ao grupo 4 (LDH/CS = 0,71), o qual foi
submetido ao estimulos de exercicio e laser (Figura 4.9b). Também a segunda maior relagao
LDH/CS obtida no grupo 2 (4,87) mostrou-se estatisticamente diferente (P < 0,05) em relagao
ao grupo 4.

Em extratos de musculo cardiaco, a diferenca detectada no grupo 1 (LDH/CS = 1,1)
foi estatisticamente significante em relagdo aos grupos 2 (LDH/CS = 0,24, P < 0,05) ¢ 4
(LDH/CS = 0,09, P <0,01) que foram submetidos a irradiagdo laser (Figura 4.9c). Também a
diferenga detectada na relacio LDH/CS do grupo 3 (0,28) mostrou-se estatisticamente

significante em relagdo ao grupo 4 (P <0,05).
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Considerando relagdes da razao LDH/CS entre os tecidos para os grupos analisados foi
possivel identificar que em animais do grupo 1, a razao LDH/CS foi de 1,1 em coracdo (sem
predominancia de um tipo de metabolismo), diferentemente do que seria esperado em se
tratando de um miusculo aerdbio. Entretanto, a maior diferenca em relagdo ao esperado
ocorreu em soleo onde a razdo LDH/CS foi de 5. Esses dados sugeririam que o musculo sdleo
desses animais mantém seu metabolismo sustentado principalmente pela glicolise anaerobia,
envolvendo a mobilizagdo da glicose e a producdo do lactato, como em musculo TA (77.,4).
Nos animais do grupo 2, a razdo LDH/CS foi de 0,24 em coragdo, 4,9 em soleo (inesperado) e
23,7 em TA. Isso indicaria nesse grupo em relagdo ao controle, aumentos no metabolismo
aerobio na ordem de 78% em extratos de coragdo, de 2% nos de soleo, e de 69% nos de TA,
que poderiam ser analisados como provocados pelo laser (Figura 4.10a-c). Ja no grupo 3, a
razdo LDH/CS foi 0,28 no coragdo, 4,1 no so6leo e 22,8 no TA. Em relacdo ao controle, pode-
se interpretar esses aumentos no metabolismo aerébio de 75% no coragdo, de 18% no sdleo e
de 71% no TA como causados pelo exercicio (Figura 4.10a-c). Nos animais do grupo 4, em
relacdo ao controle, essas razoes foram de 0,09 no coragdo, de 0,71 em séleo ¢ de 43,9 em
TA, o que indicariam aumentos no metabolismo aerobio de 92% no coragdo, de 86% no séleo
e de 43% no TA provocados pela a¢do conjunta do laser e exercicio (Figura 4.10a-c). Em
relagdo ao grupo 3, esses valores indicariam aumentos de 68% no coracdo e de 83% no séleo,
do metabolismo aerobio e de 93% no TA do anaerobio, devido somente ao laser na presenca

do exercicio (Figura 4.11a-b).
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4.3 — Expressao/atividade dos loci duplicados da LDH obtidos através de eletroforese e

espectrofotometria

Com relacdo aos padrdes eletroforéticos da LDH dos musculos soleo, TA e cardiaco,
os resultados obtidos ndo mostraram diferengas significantes entre os grupos estudados, no
que se refere a suas intensidades relativas e nimero dos componentes. Diferentemente do que
ocorre na maioria dos vertebrados, a isoforma A4 ou My, produto do locus LDH-A*, ndo se
apresentou predominante em extratos de TA, tecido predominantemente anaerdbio, em
nenhum dos grupos analisados, nem se quer foi detectada. O produto do locus LDH-A*
apareceu apenas na forma de heteropolimeros, inclusive nos outros 2 tecidos analisados. Ja o
produto do locus LDH-B*, o homopolimero B4 ou Hy foi predominante em extratos de sdleo e
coragdo, como ja esperado. A figura 4.12 ilustra o padrio eletroforético detectado em extratos
de séleo, coracdo e TA do grupo submetido ao exercicio e laser (grupo 4), tendo em vista este

ter apresentado padrdes mais definidos/claros.
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1 2 3 4 5 6 7 8

Figura 4.12 - Pontos visuais finais das isoformas da LDH detectado em extratos de musculos soleo (a), TA (b) e
cardiaco (c) de animais do GEL. o = ponto de origem da migrag&o; T = sentido da migragdo; 1-8
= dilui¢des segundo Klebe (1975)
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Uma vez que as bandas com atividade enzimdtica que aparecem nos zimogramas
refletem o produto final da reagdo, sua quantificagdo através da densitometria ndo reflete a
concentracdo enzimatica presente na amostra. No caso de proteinas, dentro de uma certa
faixa, a densitometria reflete exatamente a concentracdo dessa na amostra, uma vez que cada
banda eletroforética é estequiométrica a quantidade de corante nela depositado. Assim sendo,
para a analise comparativa da atividade das isoformas da LDH nos grupos em estudo, foi
utilizado o procedimento de diluigdes seriadas de Klebe (1975), que determina os pontos
visuais finais de cada homopolimero nos extratos teciduais (so6leo, TA e coracdo) para os 4
grupos analisados (Quadro 4.1). Assim, pode-se observar que em nenhum tecido estudado
houve o aparecimento do homopolimero A4 tipico de tecidos com caracteristicas fisiologicas
predominantemente anaerobias. No que se refere as propor¢des obtidas das duas subunidades
nos diferentes tecidos, pode-se observar que nos musculos soleo e cardiaco, os quais sdo
fisiologicamente adaptados para o metabolismo aerobio, houve um predominio, para todos os
grupos, da subunidade B (tipica de tecidos com metabolismo predominantemente oxidativo)
em relagdo a subunidade A, cujos valores variaram de 1,7B: 1A a1,4B: 1A (0,67:0,42a0,19
: 0,4), numa média de 1,5 subunidades B para 1 de A (0,47 : 0,38) no s6leo e de 1,7B : 1A a
1,4B : 1A (1,61 : 0,94 a 0,81 : 0,58) numa média de 1,5 subunidades B para 1 de A (1,1 :
0,73) no coragdo. Por outro lado, no musculo T.A que possui caracteristicas fisiologicas de
metabolismo anaerébio, houve um predominio, para todos os grupos, da subunidade A (tipica
de tecidos com metabolismo predominantemente glicolitico) em relagdo a B, cujos valores
variaram de 1B : 1,2A a 1B : 1,7B (2,25 :2,69 2 0,66 : 1,11) numa média de 1,4 subunidade A

para 1 de B (1,32 : 1,74), conforme pode ser visualizado nos Quadros 4.2 ¢ 4.3.
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Quadro 4.1 — Pontos visuais finais das isoformas da LDH nos trés misculos para cada um dos quatros grupos de
ratos a partir do método de dilui¢des seriadas de Klebe (1975)

LDH (1) GRC | (2)GRL | (3)GEC (4) GEL
Musculos Bs AB; |Bs AB;| By AB;|Bs AB;
Soleo 1 1 1 1 1 1 1

TA 1 1 1 1 1 1 1 1
16 128 8 64 4 128 8 128
Coragio 1 1 1 1 1 1 1
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Quadro 4.2 -V ariagﬁo da expressdo dos locus duplicados da LDH em musculos SéleO, T'A e cardiaco nos quatro
grupos de ratos analisados

Propor¢ao
LDH (1) GRC (2) GRL (3) GEC (4) GEL média
Soéleo 1,7B: 1A 1,4B: 1A 1,4B: 1A 14B: 1A [1,475+£0,15:1
TA IB:1,2A IB:1,2A IB:1,7A IB: 1,4A |1:1,375+0,24
Coragao 1,7B: 1A 1,4B: 1A 1,4B: 1A 14B: 1A |1,475+0,15:1

Quadro 4.3 — Atividades dos produtos do locus LDH-B* em relag@o ao do locus LDH-A*, calculadas a partir das
proporgdes detectadas pelo método de Klebe (1975). atividade (umoles de pir.min™'.mg proteina™)
obtida em 1mM de piruvato

LDH (1) GRC (2) GRL (3) GEC (4) GEL
Séleo 0,67 : 0,4 0,46 : 0,33 0,57 : 0,4 0,19: 0,4
TA 2,25 :2,69 0,87 : 1,04 0,66 : 1,11 1,5:2,1
Coragio 1,61 : 0,94 0,89 : 0,63 1,11:0,8 0,81 : 0,58
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4.4 — Dosagem de lactato

Os dados da dosagem do lactato se referem a analise comparativa das médias da
velocidade maxima da corrida e velocidade da corrida no momento do LA expressas em
(m/min) durante os cinco testes de esforgos crescentes e intervalados nos dois grupos
submetidos ao treinamento aerébio (grupos 3 e 4).

Primeiramente, no que se refere aos dados da velocidade maxima dos animais do
grupo 3, pode-se observar que no decorrer das cinco avaliagdes houve um aumento na
velocidade maxima atingida pelos animais, sendo esta diferenga estatisticamente significante
entre a terceira, a quarta e a quinta avaliagdo (43 £ 9,04 - P <0,05;44 £ 12,63 45+ 11,33 -
P < 0,01) respectivamente, em relagdo a primeira e/ou segunda avalia¢do (Figura 4.13a). Em
relacdo ao grupo 4, pode-se observar também um aumento na velocidade maxima no decorrer
das cinco avaliacdes, sendo esta diferenga estatisticamente significante entre a terceira, a
quarta e a quinta avaliacdo (41 + 4,85; 45 + 4,65 e 49 £ 4,65 - P < 0,01) respectivamente, em
relacdo a primeira, segunda e/ou terceira avaliagdes (Figura 4.13b). Porém, ndo foi possivel
identificar diferenga estatisticamente significante entre os dois grupos, apesar do grupo
submetido ao laser (grupo 4) ter apresentado, durante a quinta avaliagdo, maior valor de
velocidade méaxima (49 + 4,65) em relagdo ao apresentado pelo grupo 3 (45 + 11,33) durante
a respectiva avaliagdo.

No que se refere a velocidade da corrida no momento do LA do grupo 3, pode-se
observar o seu aumento no decorrer das cinco avaliagdes, sendo esta diferenca
estatisticamente significante entre a quarta e a quinta avaliacdo (36,69 + 10,51 e 36,39 + 8,86
- P < 0,05) respectivamente, em relacdo a primeira e a segunda avaliagdes (Figura 4.14a). Em
relacdo ao grupo 4, pode-se observar também um aumento na velocidade maxima no decorrer

das cinco avaliagdes, sendo essa diferenga estatisticamente significante da quinta avaliagao
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(39,89 £ 5,10 - P <0,01) em relacdo a todas as outras avaliagdes, bem como, entre a terceira
e a quarta avaliagdes (30,33 £ 6,14 - P < 0,05 ¢ 33,67 + 4,80 — P < 0,01) respectivamente, em
relagdo a primeira e/ou segunda avaliacdes (Figura 4.14b). Da mesma forma que para a
velocidade maxima, ndo houve diferenca estatisticamente significante dessa variavel entre os
dois grupos, apesar do grupo submetido ao laser novamente apresentar maior valor durante a
quinta avaliacdo (39,89 + 5,10) em relacdo ao apresentado pelo grupo 3 (36,39 + §,86)

durante a respectiva avaliagao.

Velocidade maxima da corrida
Grupo exercicio (3)
60 - *(1) *(1,2)  **(1,2)
. 1 1 ]
£ 1
E 30
E
15 -
0
1 2 3 4 5
Testes de esforgo EI
Grupo exercicio + laser (4)
60 **(1,2) e
1 *#(1,2) ’
45 -
)
£ 30
E
15 +
0
1 2 3 4 5
Testes de esforgo IIlI

Figura 4.13 - Velocidade maxima durante as cinco avaliacdes do teste de esforgo crescente e intervalado nos
grupos submetidos ao exercicio (a) e ao exercicio e laser (b). Valores referentes a média e
desvio-padrdo. **significancia estatistica - P < 0,01; *significancia estatistica — P < 0,05
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Velocidade no momento do LA
Grupo exercicio (3)
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Figura 4.14 - Velocidade no momento do LA durante as cinco avaliagdes do teste de esforco crescente e
intervalado nos grupos submetidos ao exercicio (a) e ao exercicio e laser (b). Valores referentes a
média e desvio-padrdo. **significancia estatistica - P < 0,01; *significancia estatistica — P < 0,05
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No que se refere ainda aos dados do treinamento aerdbio, pode-se observar uma
correlacdo direta entre a velocidade maxima da corrida e velocidade da corrida no momento
do LA no decorrer das cinco avaliagdes, tanto para o grupo 3 (r = 0,971) quanto para o grupo
4 (r=0,979) (Figura 4.15a-b).

Considerando a concentragdo de lactato sérico no momento do LA, pode-se observar
uma ligeira tendéncia na sua redu¢do no decorrer das cinco avaliagdes para o grupo 3 e
praticamente uma manuten¢do ou pequena variagdo dos valores para o grupo 4. Entretanto,
ndo houve alguma diferenca estatisticamente significante entre as semanas para cada grupo
bem como entre ambos os grupos (Figura 4.16a-b).

Foi possivel também tragar a curva de lactato x esfor¢o para os grupos 3 ¢ 4, de modo
que o LA se mostrou deslocado para um nivel de esfor¢o em torno de 45 m/min para ambos
os grupos, tendo o grupo 4 exibido, do ponto de vista qualitativo, uma curva mais uniforme,
ou seja, de aumento gradativo do esforco (Figura 4.17a-b).

Realizando uma interpretacdo geral dos dados referentes a dosagem do lactato, pode-
se evidenciar um aumento na velocidade maxima atingida pelos animais e na velocidade no
momento do LA a partir da terceira semana, bem como, uma ligeira tendéncia para a reducao
da quantidade de lactato sérico para os dois grupos analisados. No entanto, ndo se evidenciou
alguma diferencga estatisticamente significante entre os grupos para essas variaveis. Por outro
lado, ¢ pertinente considerar que para o grupo 3 parece ocorrer uma estabiliza¢do
(manutencao) do ganho aerdbio, representado pelas varidveis velocidade maxima e velocidade
durante o LA, a partir da 4* avaliacdo. Ja para o grupo 4 isto nao foi observado, tendo em vista
os valores se mostrarem maior na 5% avaliacdo (curva ascendente). Assim, serd que se o
periodo de treinamento fosse realizado por um periodo de tempo maior ocorreriam diferengas
significativas entre os grupos? ou a partir de qual semana de treinamento os valores se

estabilizariam?
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Velocidade maxima e no momento do LA
Grupo exercicio (3)
60 -
£ n ‘_‘/‘___’___’
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Figura 4.15 - Velocidade maxima da corrida e velocidade no momento do LA durante as cinco avalia¢des do
teste de esfor¢o crescente e intervalado nos grupos submetidos ao exercicio (a) e ao exercicio e
laser (b)
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Lactacidemia no momento do LA
G icio (3)
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Figura 4.16 - Concentragio de lactato sérico no momento do LA durante as cinco avaliagdes do teste de esfor¢o
crescente e intervalado nos grupos submetidos ao exercicio (a) e ao exercicio e laser (b). Valores
referentes a média e desvio-padrao
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Curva de lactato x esforgo
Grupo exercicio (3)
8 -
©
— 6 4
|
S g 4
S E
8= 2-
-
0 T T T T T T T T T T T T T 1
0 13 17 21 25 29 33 37 41 45 49 53 57 61
velocidade da esteira (m/min)
a I
G icio + | (4
8 5
©
. l
§3
S e 4
S
c £
3 2
0 T T T T T T T T T T T 1
0 13 17 21 25 29 33 37 41 45 49 53
Velocidade da esteira em (m/min) EI

Figura 4.17 - Concentracdo de lactato sérico em relacdo ao aumento do esforgo (curva de lactato sérico x
esfor¢o) dos animais dos grupos submetidos ao exercicio (a) e ao exercicio e laser (b). Valores
referentes a média e desvio-padrio A seta indica 0 momento do LA
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5 - DISCUSSAO

O laser de baixa intensidade, apesar do pouco tempo de sua utilizagdo na fisioterapia,
vem sendo cada vez mais desenvolvido e estudado em laboratérios e na pratica terapéutica,
constituindo-se, atualmente, em uma das modalidades bioestimulantes mais utilizadas na
reabilitacdo, o que tem contribuido para o melhor entendimento de seus principios e
aplicabilidades. No entanto, as evidéncias cientificas e clinicas ainda s3o escassas € na
maioria das vezes contraditorias, fato este que justifica a necessidade e importancia da
realizagao de pesquisas envolvendo esse recurso terapéutico.

Uma das evidéncias cientificas sugeridas em decorréncia da a¢ao do laser sobre o
metabolismo celular, consiste no aumento da taxa respiratoria e conseqiientemente, na sintese
de ATP celular mediante modificagdes quimicas e estruturais de componentes celulares, em
destaque a mitocondria (KARU, 1987, 1995, 1998; BAKEEVA et al., 1993; MANTEIFEL;
BAKEEVA; KARU, 1997; MORIMOTO et al, 1994; PASSARELA et al, 1984;
PASSARELA et al., 1988; PASTORE et al., 1996; WILDEN; KARTHEIN, 1998; YU et al.,
1997). Entretanto, os estudos que sugerem essas respostas sobre o metabolismo energético,
tém sido fundamentalmente, realizados in vitro. Assim, o presente estudo teve o proposito de
investigar as adaptacdes fisiologicas relativas a atividade das enzimas CS ¢ LDH, que ocupam
posicdes chaves no metabolismo oxidativo e glicolitico, respectivamente, ¢ ao Limiar de
Anaerobiose (LA) em ratos sob treinamento aerdébio em esteira e submetidos a

fotoestimulagdo por laser de baixa intensidade.

e Massa corporal:
O aumento na massa corporal observado apds o periodo de experimentacao (adaptacao

e treinamento em esteira) em todos os grupos foi evidente, tendo em vista o intervalo de
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duragdo do experimento (6 semanas) e o fato dos animais terem se alimentado constantemente
sem alguma restricdo. Um fator relevante que poderia ter influéncia no aumento da massa
corpérea dos animais, consiste no aumento da massa muscular, especificamente, para os
animais dos grupos 3 e 4 (submetidos ao exercicio em esteira). Isso se torna possivel, pois,
esses animais foram submetidos a esfor¢cos de intensidade crescente durante os testes
realizados para a coleta de amostras de sangue, sem contar no proprio carater de aumento
progressivo na intensidade da corrida envolvida no treinamento proposto, conforme sugerido
por Moraska et al., 2000. Entretanto, tal inferéncia nao foi observada nesse estudo.

Por outro lado, o menor ganho na massa corpdrea observado no grupo 4 (submetido ao
exercicio e laser) em relacdo ao grupo 1 ¢é sugestivo de uma maior atividade metabdlica,
indicada pela maior atividade enzimatica (ex: CS) presente nesse grupo, sendo os AGLs o
principal substrato energético envolvido no metabolismo oxidativo desses animais. Isso ¢
verdade, uma vez que o exercicio proposto por ter sido de carater aerobio, pode ter favorecido
ao maior metabolismo da gordura (4cidos graxos) nesses animais comparado aqueles sem
atividade fisica (sedentarios), conforme sugerido por outros autores (HOLLOSSZY; COYLE,
1984; MORASKA et al., 2000; ZONDERLAND et al., 1999).

Siu et al. (2002); Moraska et al. (2000), observaram em seus estudos que ambos os
grupos controle e treinado apresentaram aumento de peso corporal apds um periodo de
treinamento aerdbio em esteira. No entanto, esse ganho foi estatisticamente menor no grupo

submetido ao treinamento em relacdo ao controle, como observado nesse estudo.

o Atividade da citrato sintase:
Os resultados referentes a atividade enzimatica da CS evidenciam um maior nivel de
atividade dessa enzima no musculo cardiaco e no so6leo. Tais resultados eram de se esperar e

pode ser relacionado com a concentragdo tecidual da enzima e, conseqiientemente, com o
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perfil metabolico desses tecidos, tendo em vista que se caracterizam por serem
predominantemente aerdbios, diferentemente do TA que possui morfologia, fisiologia e
bioenergética tipicamente anaerobia (LIEBER, 1992).

O aumento estatisticamente significante na atividade enzimatica da CS nesses tecidos
predominantemente aerobios, observado, sobretudo, no grupo 4, evidencia o efeito conjunto
do exercicio e laser de baixa intensidade. Esses estimulos favorecem respostas adaptativas de
carater aerdbio, o que retrata a especificidade da resposta ao tipo de intervencao aplicado
(POWERS; HOWLEY, 2000; WILMORE; COSTILL, 2001).

Halsberghe (2003), verificou, através de analises de cinética enzimatica da MDH
(malato desidrogenase), e da razdo LDH/MDH, um aumento em 72% no metabolismo aerobio
do musculo sdleo, imediatamente ap6és um regime de treinamento aerdbio, em ratos
submetidos a fotoestimulagdo por laser na faixa do infravermelho (780 mm), utilizando os
mesmos parametros dosimétricos considerados nesse estudo.

Beckerman et al. (1992); Karu (1987); Kitchen e Partridge (1991); Wilden e Karthein
(1998), sugerem que a magnitude ou eficacia do efeito biomodulatério atribuido ao laser de
baixa intensidade ao interagir com os tecidos bioldgicos, ¢ dependente, dentre outros fatores,
das condigdes metabolicas prévias do tecido, de tal forma que a resposta tende ser Otima
quando o potencial redox celular se encontra alterado como, por exemplo, num quadro de
lesdo tecidual, cujo ambiente celular apresenta condi¢des (diminuicdo do Ph e do suprimento
energético - O;) que favorece a maior interacdo da radiagdo com os tecidos, e
conseqlientemente, maior resposta bioldgica final (fotomodulagdo), diferentemente de quando
o ambiente celular encontra-se em condigdes de normalidade/fisioldgicas. Assim,
considerando que a resposta foi maior no grupo submetido ao laser mediante exercicio fisico,

provavelmente o “estresse metabdlico” proporcionado pelo treinamento pode ter favorecido
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para uma maior a¢do do laser e conseqiientemente maior efetividade da resposta estimulatoria
por parte do tecido.

Baxter (1997); Kitchen e Bazin (1996); Laakso, Richardson e Cramond (1993a)
sugerem que o tipo de laser, ¢ dessa forma, o comprimento de onda utilizado, é um fator
determinante dos efeitos fisiologicos, pois determina quais biomoléculas absorverdo a
radiagdo. Nesse sentido, tem sido sugerido na literatura especializada (KARU, 1998; ORTIZ;
BRASILEIRO, 2004), que o laser na faixa do infravermelho préximo (700-900 nm), o qual
foi utilizado nesse estudo (780 nm) apresenta como vantagens em relacdo ao visivel o fato de
possuir maior poténcia de emissdo e, conseqiientemente, maior penetracio nos tecidos. Isso se
da pelo fato desse tipo de laser ser pouco absorvivel pelo componente aquoso ¢ hemoglobina
presentes na superficie tecidual. Por outro lado, considerando o aspecto de absorcdo, ¢
referido que a faixa espectral desde o visivel (ex: 632,8 nm) até¢ o infravermelho préximo
(WILDEN; KARTHEIN, 1998) ¢ capaz de interagir com moléculas fotoaceptoras
(componentes da cadeia respiratdria mitocondrial), como o NADH-Desidrogenase, Succinato
Oxidase e Citocromo C Oxidase (KARU, 1987; PASTORE et al., 1994, QUARTO et al.,
1988) que estdo diretamente envolvidas no metabolismo oxidativo da célula, e
conseqiientemente, desencadear uma resposta fotobioldgica final. Uma vez que ocorre essa
interacdo entre laser e cromoforos mitocondriais, uma aceleracdo no fluxo de elétrons
proporcionado por esses cromdforos mediante estimulo da radiacdo laser de baixa intensidade
consiste num provavel mecanismo responsavel pelos efeitos sobre a bioenergética (ex:
aumento na taxa respiratoria e sintese de ATP).

Wilden; Karthein (1998), relatam que os componentes da cadeia respiratoria
funcionam como uma espécie de “antenas ressonadoras” que respondem a radiacdo luminosa
de comprimentos de onda especificos, no sentido de aumentar o fluxo de elétrons, e

conseqlientemente vitalizar a célula no aumento do metabolismo energético.
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Considerando parametros dosimétricos Karu (1987); Yu et al. (1997), relatam que
baixas doses regulam ou aceleram o transporte de elétrons na cadeia respiratorio da
mitocondria, enquanto doses elevadas ocasionam efeitos adversos nos transportadores de
elétrons (componentes da cadeia respiratoria). Assim, priorizou-se nesse estudo uma dose
considerada baixa (3,8 j/cm®) a qual, em conjunto com outras varidveis manipuldveis nos
aparelhos de laserterapia, pode ter sido satisfatoria para a obtengdo da resposta de maior
atividade da CS, representada, provavelmente, pela maior densidade mitocondrial e
conseqiientemente, maior sintese protéica (enzimatica). Portanto, acredita-se que exista uma
“janela terapéutica” para uma fotoestimulagao efetiva acima de um valor limiar, porém abaixo
de um valor que ocasione uma fotoinibigao.

Também Amaral (2004), investigando a atividade da CS em musculo TA ap6s induzir
uma criolesao, verificou um aumento nos indices dessa enzima nos grupos irradiados por laser
quando comparado aos grupos controle e placebo, principalmente nos comprimentos de onda
no limite do visivel e na faixa do infravermelho proximo semelhante ao utilizado em nosso
estudo.

O aumento na atividade da CS foi evidente também no grupo submetido ao exercicio
quando comparado ao grupo controle, principalmente em extratos de misculo cardiaco.

Tonkonogi, Harris e Sahlin (1997), observaram também um aumento na atividade da
CS imediatamente ap6s uma sessao de exercicio prolongado, evidenciando o efeito agudo do
exercicio sobre a atividade enzimatica.

Moraska et al. (2000), sugerem que uma das adaptagdes do treinamento de endurance
consiste no aumento da biogénese mitocondrial que pode ser indicada pela maior atividade da
CS, uma vez que esta enzima ocupa importante posi¢cao na via aerobia, como observado nesse

estudo.
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Outros estudos tanto em animais (SIU et al., 2002), quanto em humanos (LEEK et al,,
2001), tém evidenciado o aumento na atividade da CS apods o exercicio em curto prazo
(agudo) e em longo prazo (cronico). Porém, esses ultimos autores sugerem que o tempo
decorrido desde a execucdo da sessdo de exercicio até a extracdo das amostras musculares
para a avaliacdo da atividade enzimadtica, ¢ um fator critico na determinagdo dos resultados
referentes a cinética enzimatica, sendo, pois, responsavel pela discordancia de alguns achados
sobre essa tematica. Tem sido discutido, ainda, que o efeito da sessdo aguda pode ser
influenciado pelo estagio de treinamento e pelo nivel de CS. Porém, apesar de ndo se
conhecer o tempo exato de curso das mudangas na CS, os autores sugerem que o aumento na
atividade da enzima ocorra 1 hora ap6s o exercicio, permanecendo elevada até 24 horas e
retornando para valores basais apds um periodo de tempo de 72 horas.

Assim, tomando-se por base o fato de que as amostras musculares, nesse estudo, foram
coletadas dois dias apos a realizagdo da ultima sessdao de exercicio, o que descartaria a a¢ao
direta desta sessdo, e pelo fato, do grupo 4 (submetido ao exercicio e laser) ter apresentado
valor maior de atividade da enzima CS em relacdo ao grupo 3 (submetido somente ao
exercicio), tal aumento evidenciaria a agdo preponderante do laser de baixa intensidade. Uma
outra provavel justificativa, além das supracitadas, para o aumento observado na atividade da
CS em musculos submetidos a irradiagdo por laser (ex: musculo soleo), seria a formagao de
mitocondrias atipicas e/ou maiores e, portanto, com maior teor de enzimas do metabolismo
aerobio como sugerido por Bakeeva et al. (1993) e Manteifel, Bakeeva e Karu (1997).
Também, Greco et al. (1991) observaram a formagdo de mitocondrias atipicas, bem como, o
aumento na atividade enzimatica, ap6s a irradiagdo com laser He-Ne sobre mitocondrias
isoladas de figado de ratos, sugerindo, assim, que algum mecanismo possa desencadear a

biogénese mitocondrial a partir da irradiagdo por laser. Vacca et al. (1996) demonstraram a
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capacidade da radiacdo laser elevar a sintese de proteinas mitocondriais e citosdlicas em
hepatocitos.

Especificamente sobre o aumento na atividade da CS observado no musculo cardiaco
dos animais do grupo 4, tal achado pode refletir o efeito sist€émico desse recurso
fisioterapéutico, tendo em vista que esse tecido ndo foi irradiado diretamente por laser.
Porém, ndo se pode descartar as adaptacdes sistémicas e musculares proporcionadas pelo
treinamento de endurance, representadas pela hipertrofia do coragdo, e conseqiientemente,
maior nimero ¢ atividade das enzimas oxidativas (BLAIR et al., 1994; MORASKA et al.,
2000; POWERS; HOWLEY, 2000; WILMORE; COSTILL, 2001).

Baxter (1997) e Rochkind et al. (1989) sugerem que o laser de baixa intensidade gera
efeitos fotoquimicos, fotofisicos e fotobioldgicos, ndo s6 na area de difusdo Optica, mas
também, nas regides circundantes ocasionando manifestacdes sist€émicas, cuja provavel
explicagdo seria o fato do tecido submetido ao laser produzir substincias que, apds a
irradiagdo, vao circular nos vasos sanguineos ¢ no sistema linfatico e dessa forma, ocasionar
respostas em outras areas corporais.

Especificamente sobre os resultados da CS, evidenciados nesse estudo, e sobre os da
MDH, encontrados por Halsberghe (2003), decorrentes da acdo do laser de baixa intensidade,
pode-se especular que tais achados podem, em parte, ter sido ocasionados por modifica¢des
fisicas (tamanho) e/ou quimicas (modula¢do do potencial redox com aumento no fluxo de
elétrons pelos componentes da cadeia respiratdria) da mitocondria como sugerido por outros
autores (BAKEEVA et al., 1993; KARU, 1987; 1999; MANTEIFEL; BAKEEVA; KARU,

1997; PASTORE et al., 1994).
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e Atividade da lactato desidrogenase:

O sistema isozimico da LDH se constitui no mais estudado na maioria dos
vertebrados, pois ¢ considerado um dos melhores meios para estudos de ajustes metabdlicos a
variagdes nos parametros externos ou internos das espécies (GOMES, 2002).

Numa visdo geral, pode-se observar que para essa enzima os musculos soleo e
cardiaco apresentaram comportamentos semelhantes, no que se refere ao padrao de atividade
entre os grupos. Tal achado parece estar relacionado com as caracteristicas fisioldgicas desses
tecidos (perfil metabolico), de modo que aqueles apresentam caracteristicas de metabolismo
aerdbio diferentemente do TA que é predominantemente anaerdbio, como ja referido. Além
disso, esses musculos predominantemente aerobios exibiram niveis de LDH menores do que o
musculo TA. Isso pode retratar, ndo s6 o perfil metabolico do tecido, mas também, a
especificidade da resposta adaptativa ao tipo de estimulo proposto. Assim, como o TA possui
metabolismo predominantemente anaerébio e a LDH ¢ uma enzima chave desse tipo de
metabolismo, j& era de se esperar uma maior atividade nesse tecido.

Considerando-se as atividades da LDH entre os grupos, pode-se observar uma menor
atividade da LDH (maior inibi¢do) nos grupos submetidos ao laser quando comparada a de
seus respectivos controles, com exce¢dao do TA do grupo 4, que sofre uma ativagao de 103%.
Para o musculo TA, apesar de todos os grupos apresentarem uma menor atividade da enzima
(inibicdo) em relagcdo ao grupo 1 (controle), como ja esperado, tendo em vista os estimulos
propostos (exercicio e/ou laser) visarem respostas aerobias, em detrimento de respostas
anaerdbias, houve uma menor redugdo (27%) na atividade da LDH no grupo submetido ao
exercicio e laser. Isso pode estar relacionado com o grande nimero de repeticdes apresentado
pelos animais desse grupo durante os testes de esfor¢o para a determinacdo do LA. Esses
testes exigiam um grande esfor¢o do animal e conseqiientemente, um aumento da atividade

anaerobia o que pode ter contribuido para esse resultado.
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Corroborando tal hipdtese, Dudley, Abraham e Terjung (1982), investigando a
influéncia da duragdo e intensidade do exercicio sobre adaptagdes bioquimicas do musculo
esquelético, evidenciaram um maior estresse metabolico e, portanto, aumentada taxa
glicolitica, durante as maiores velocidades de corrida, atribuindo tal achado ao maior numero
do contragdes musculares requeridas, principalmente pelas fibras tipo IIb. Isso por sua vez,
pode justificar o aumento na atividade de enzimas envolvidas no metabolismo anaerobio,
como a LDH aqui estudada.

Um outro fato observado consistiu na semelhanca no padrao de atividade da LDH nas
concentragdes de 1 mM e 10 mM, indicando a confiabilidade e homogeneidade da analise

realizada para essa enzima.

e Razdes de atividade B/A e padroes eletroforéticos da LDH

Segundo Bailey e Wilson (1968), a razdo entre a atividade enzimatica da LDH em
baixas concentragdes de piruvato (3,3 x 10* M) e altas concentracdes (1 x 102 M),
denominada B/A, pode indicar homologias entre isoformas ortélogas (codificadas em loci,
originalmente os mesmos que foram separados por especiacdo). Essa relacdo tem sido,
freqlientemente, utilizada por diversos autores com a mesma concentra¢ao inibitéria, porém
com a baixa concentragdo diferente (1 x 10° M) (ALMEIDA-VAL, 1986). A razdo de
atividade B/A pode fornecer uma idéia do tipo de subunidade predominante em cada tecido,
uma vez que a isoforma predominante em musculo esquelético de caracteristica anaerobia (A4
— LDH tipo muscular), possui pouca inibicdo em altas concentragdes de substrato quando
comparada a predominante em musculo cardiaco (Bs— LDH tipo cardiaco) que ¢ fortemente
inibida nessas concentracdes. As relacdes obtidas no presente trabalho sugerem um
predominio da subunidade B nos 3 musculos analisados, tendo em vista terem se mostrado

maiores que um, principalmente, para os musculos séleo e cardiaco (1,8 a 2,4) como era de se
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esperar, o que impediria o acimulo de lactato nesses tecidos. Tal achado ¢ corroborado tanto
pelo maior percentual de inibicdo a concentragdo de 10mM de substrato (44% a 57% em
soleo e 44% a 58% em coragdo) quanto pelo predominio da subunidade B, obtido através do
método de diluigdes seriadas de Klebe (1975) (1,4B : 1A a 1,7B : 1A), nesses tecidos com
caracteristicas aerdbias. Assim, os ratos analisados ret€ém a predominancia da subunidade
cardiaca mesmo em TA, considerado anaerdbio. Porém, apesar das relagdes B/A indicarem
um predominio (1,4 a 1,7) e inibi¢des menores (29% a 40%) da subunidade B também para o
musculo TA (musculo branco e glicolitico) e na eletroforese a subunidade A s6 ser detectada
na forma de heteropolimeros, a predominancia da subunidade B ndo se mostrou evidente pelo
método de Klebe (1975). Foi detectado através desse método predominio da subunidade A
(1B : 1,2A a 1B : 1,7A), como ja era de se esperar. Essa expressdo divergente dos loci da
LDH nos diferentes tecidos ja era esperada, uma vez que o musculo TA, onde houve um
ligeiro predominio do tipo de subunidade muscular, ¢ um musculo esquelético de contragao
rapida, predominantemente de fibras brancas, que apresenta, pois, baixa taxa oxidativa ¢ alta
taxa glicolitica.

O aumento no produto do locus LDH-A* em determinado tecido pode estar
relacionado a diferentes fatores, em destaque, o aumento da atividade glicolitica do tecido
durante periodos de anaerobiose causada por uma diminuicdo da oferta de oxigénio no
ambiente ou por um “estresse metabolico” decorrente de demandas energéticas maiores do
organismo como no caso de um esfor¢o intenso. Assim, o aumento de 3% de subunidades A
observado no musculo TA dos animais do grupo 4, de 4% no so6leo do grupo 3 e de 10% no
coragdo do grupo 3, pode ter relagdo com a grande demanda energética a que esses animais
foram submetidos como ja referido, principalmente, durante os testes de esforco crescente. O
aumento de 8% detectado no séleo do grupo 2 sé pode ser decorrente da irradiagdo a que esse

grupo foi submetido. Por outro lado, nos musculos so6leo e cardiaco, onde predominou o tipo
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de subunidade cardiaca, ocorrem, predominantemente, fibras vermelhas e conseqlientemente,
altas taxas oxidativas e baixas glicoliticas (LIEBER, 1992). Entretanto, é necessario ressaltar
um provavel padrdo regulatério complexo para as isoformas da LDH dado pela restrigdo de

expressao do locus LDH-A* nesses ratos.

e Razoées de atividade LDH/CS

Para determinar as propriedades metabolicas, utilizamos o paradigma de diferenciagao
metabodlica proposto por Pette e Spamer (1986). Esse modelo assume que a diferenciacdo
metabolica no musculo estriado estd relacionada as capacidades relativas de rotas aerdbias e
anaerdbias e que a medida das atividades de enzimas oxidativas e glicoliticas se constituem em
medidas das capacidades dessas rotas. Além disso, o modelo emprega a relagdo de atividades
enzimaticas de rotas metabodlicas aerdbias e anaerdbias para distinguir entre musculos com
diferentes caracteristicas metabolicas. As atividades da CS e da LDH foram escolhidas, nesse
estudo, como marcadores de rotas aerobias e anaerdbias, respectivamente. O predominio no
metabolismo aerobio observado no musculo cardiaco dos grupos 2, 3 e 4, tendo em vista que
todos os valores se mostraram inferior a um (0,24, 0,28 e 0,09), era esperado uma vez que esse
tecido apresenta alta capacidade oxidativa, em decorréncia da grande quantidade de enzimas
mitocondriais que possui (POWERS; HOWLEY, 2000; SIU et al, 2003; WILMORE;
COSTTIL, 2001). Esse aumento foi evidenciado principalmente no grupo 4 (submetido ao
exercicio e laser), o que pode ser indicativo da resposta ao treinamento como relatado por
outros autores (SIU et al., 2003) associada a maior efetividade do laser de baixa intensidade.
Essa maior atividade metabdlica sugerida para o grupo 4 ¢ justificada ndo so6 pela realizagdo do
exercicio proposto, mas também pelo menor ganho de peso corporal observado nesse grupo
apos o periodo experimental, como ja referido. Este fato estar de acordo com Moraska et al.

(2000), os quais sugeriram que dentre as adaptacdes ja citadas referentes ao treinamento de
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endurance pode-se destacar também o aumento na taxa metabolica indicada pela redugdao no

ganho do peso corporal ap6s um periodo de treinamento, como encontrado nesse estudo.

e Limiar de anaerobiose:

Os achados referentes as adaptagdes fisioldgicas relativas ao LA encontrados nesse
estudo sugerem, primeiramente, que a determinacdo do LA em ratos sob treinamento aerobio
em esteira e submetidos a esforcos de intensidade progressiva ocorre de maneira similar as
descritas em humanos, conforme encontrado por Pilis et al, 1993. Isso possibilita aos
profissionais envolvidos, sobretudo, no esporte, a determinacdo com maior acuricia da
intensidade do esfor¢o em que o lactato sérico comega a se acumular, de modo a facilitar para
a melhor avaliagdo da performance do individuo e prescricdo de uma determinada atividade
fisica.

O aumento na velocidade méxima da corrida, o desvio do LA para um nivel de maior
esfor¢o e a ligeira tendéncia na reducdo do lactato sérico, para uma mesma carga de trabalho,
encontrados nesse estudo ao final das cinco semanas de treinamento podem representar
adaptacdes fisiologicas, em especial musculares, ao treinamento aerdbio. Essas adaptagdes
sdo traduzidas pelo aumento na capacidade oxidativa, em decorréncia do maior conteudo
mitocondrial em tecidos como musculo esquelético, coracdo e figado, que pode ser
evidenciado pela maior atividade da CS e conseqiientemente, pela maior oferta de O, para
sintese de ATP. Outro fator envolvido consiste na maior capacidade de gliconeogénese
conforme sugerido por outros estudos (BROOKS, 1998; GLADDEN, 2000; HATTA, 1990;
SPRIET; HOWLETT; HEIGENHAUSER, 2000).

Hollosszy e Coyle (1984), sugerem que a principal conseqiiéncia metabolica do
treinamento aerobio ¢ o aumento na densidade mitocondrial que favorece um maior tempo de

corrida e um aumento da atividade aerobia em cargas maiores. Outra adaptagdo consiste na
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reducdo da velocidade de utilizacdo do glicogénio muscular e, por conseguinte, aumento na
capacidade do musculo em oxidar AGLs. Isso, por sua vez, contribuird para a menor produgao
de lactato durante o exercicio numa determinada velocidade.

Assim, tem sido sugerido na literatura cientifica que o acimulo de lactato no sangue,
para uma mesma carga de trabalho, ¢ reduzido ap6s um periodo de treinamento de endurance
tanto nos estudos em animais quanto em humano, cujas explicagdes para tal beneficio, em
linhas gerais, tem sido atribuidas ao aumento na capacidade oxidativa, a redug¢ao na produgao
de lactato ¢ ao aumento na taxa de sua remocdo (BROOKS, 1998; GLADDEN, 2000;
MCDERMOTT; BONEN, 1993; SPRIET; HOWLETT; HEIGENHAUSER, 2000).

Especificamente, sobre a remogao de lactato, esta pode ocorrer, apds um programa de
treinamento, pela ocorréncia de fatores como: o aumento da gliconeogénese por parte do
musculo esquelético e dos hepatocitos, como ja citado; a utilizagdo do lactato pela contragao
de fibras oxidativas (tipos I e Ila); e o eficiente transporte de lactato através da membrana
sarcolemal (FAVIER et al apud McDERMOTT; BONEN, 1993; GLADDEN, 2000;
POWERS; HOWLEY, 2000). Além disso, o exercicio pode aumentar o transporte de lactato
via ativacdo de proteinas da membrana sarcolemal (BROOKS, 1998) ¢ da atividade
enzimatica (DOHM; KASPEREK; BAKARAT, 1985), de modo a contribuir no aumento do
caminho gliconeogénico do lactato. Pérem, ndo se evidenciou diferenca estatisticamente
significante entre ambos os grupos no que se refere a velocidade maxima da corrida e
velocidade da corrida no momento do LA.

Foi possivel identificar ainda que o LA ocorreu numa porcentagem em torno de 70-
80% da velocidade maxima para ambos os grupos. Segundo Powers ¢ Howley (2000), o LA
em individuos treinados se d4 numa porcentagem maior que naqueles sedentarios, ocorrendo

entre 65-80% da carga maxima, como encontrado nesse estudo. Corroborando esse achado,
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Pilis et al. (1993), verificaram o LA em ratos sedentarios em torno de 55-65%, evidenciando a
obtencdo do LA numa carga de trabalho menor que nos individuos treinados.

Esse estudo sugere que a radiagdo laser de baixa intensidade possa influenciar
variaveis bioquimicas, como a atividade enzimatica da CS e LDH, em tecidos como o
musculo esquelético (ex: soleo) e cardiaco, no sentido de estimular o metabolismo celular
aerobio. Considerando as modificagdes significantes na atividade enzimatica, principalmente
da CS, para o grupo submetido ao exercicio e laser de baixa intensidade em relacdo aos
grupos controles, era de se esperar a obtengdo de uma melhor performance, principalmente
quando associado ao exercicio fisico (estresse metabolico), fato este, ndo observado no
presente estudo. Porém, ¢é pertinente considerar, baseado nos achados referentes a velocidade
maxima e velocidade no momento do LA exibido pelos animais dos grupos 3 e 4, que o
primeiro grupo tendeu a apresentar uma estabilizacdo dos pardmetros (ganho aerdbio) em
torno da quarta avaliacdo, diferentemente do segundo (grupo 4) que apresentou valores
superiores dessas varidveis durante a ultima avaliac¢do, exibindo assim, uma curva ascendente.
Assim, os resultados encontrados nesse estudo ficam limitados a alguns questionamentos:
Porque se evidenciou uma diferenga na atividade enzimatica, mas ndo na performance do
exercicio maximo? Se o protocolo de treinamento fosse realizado por um periodo maior de
tempo os resultados se estabilizariam a partir de qual semana?

Os comentarios supracitados ndo passam de hipdteses nao respondidas nesse trabalho
e servem de justificativa para a continuidade dessa investigagdo. Portanto, um maior nimero
de estudos devidamente controlados envolvendo esse recurso ainda sdo necessarios no sentido
de contribuir para a obten¢cdo de uma melhor fundamentagdo cientifica acerca de seus reais
efeitos fisiologicos, em destaque os relacionados a bioenergética, ¢ do seu uso como
modalidade terapéutica eficaz e segura. Isso ¢ verdade, tendo em vista que a correta aplicagdo,

considerando a determinagdo dos parametros manipulaveis nos aparelhos de laser e
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conseqiientemente seus efeitos fisioldgicos, sdo situagdes de grande incomodo, na maioria das

vezes, para o profissional fisioterapeuta no ambito da pratica clinica.
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6 — CONCLUSOES

# Houve ativagao da CS e inibicdo da LDH provocadas pelo laser (G2), exercicio (G3) e suas
acOes combinadas (G4), em relacao ao G1, para todos os extratos teciduais, com exce¢ao do
soleo do G2, no qual ocorreu inibigdo de ambas as enzimas; bem como, do G4, em relagdo ao

G3, com excecao do TA, no qual houve ativagcdo das duas enzimas;

# Evidenciou-se aumento na atividade da CS e diminui¢ao na da LDH no coragao, sugerindo

uma forte acao sistémica da radiagdo laser, tendo em vista que esse tecido nao foi irradiado;

# Observou-se um predominio da subunidade B para todos os extratos teciduais dos 4 grupos
estudados verificado através das razdes B/A e padroes eletroforéticos. Por conseqiiéncia, isso
indicaria que os ratos aqui analisados retém a predominancia da subunidade cardiaca mesmo
em TA, considerado anaerdbio. Entretanto, através do método de dilui¢des seriadas de Klebe

(1975) foi possivel identificar um predominio da subunidade A em extratos de TA;

# As razdes LDH / CS evidenciaram um predominio do metabolismo aerébio no coragao e do
anaerdbio no soleo (com excec¢dao do grupo 4) e TA, para todos os grupos experimentais. Em
relagdo ao grupo 1, essas razdes evidenciaram aumentos no metabolismo aerdbio de 2% a
78% provocados pelo laser; de 18% a 75% pelo exercicio; e de 43% a 92% pelas agdes
combinadas. Em relag¢do ao grupo 3, os valores detectados no grupo 4, indicaram aumentos do
metabolismo aerobio em coragdo ¢ séleo e, do anaerébio no TA, devido somente ao laser na

presenca do exercicio;
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# A radiagdo laser se mostrou efetiva para influenciar as atividades das enzimas CS e LDH e

alterar o metabolismo, mas ndo no limiar de anaerobiose e na velocidade maxima;

# O modelo de treinamento aerdbio em esteira utilizando animais de experimentacdo permitiu
a determinagdo do LA, cujas adaptacgdes fisiologicas tendem a ocorrer de maneira semelhante

as encontradas em humanos;

# Foi possivel identificar, apds o periodo de treinamento, um aumento na velocidade maxima
e um desvio do LA para um nivel de maior esfor¢o nos animais de ambos os grupos
submetidos ao exercicio. Porém, ndo houve diferenca estatisticamente significante entre os

grupos para essas variaveis;

# Modelos em animais tornam-se importantes como forma de contribuir para elucidagdao dos
mecanismos fisiologicos do LA, e conseqlientemente, facilitar a avaliacdo e prescricdo de
uma atividade fisica. Além disso, pesquisas envolvendo o laser de baixa intensidade sobre
indicadores metabolicos se fazem necessarias, tendo em vista a sua agao sobre essas variaveis,

em destaque, a atividade de enzimas chaves nas vias metabolicas e suas relagdes.
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ANEXOS

ANEXO A - Protocolo de treinamento aerdbio

Dias

Duracio (min) Velocidade (m/min)

1 (Domingo)

10 17,5

2

3
4
5

Meta para o 5° dia:
Tempo: 18 min

Velocidade: 21 m/min

6 (Sexta-feira)

TESTE DE ESFORCO - COLETA DE AMOSTRAS DE SANGUE

7 (Sabado)

DESCANSO

8 (Domingo)

9

10

11

12

Meta para o 12° dia:
Tempo: 30 min

Velocidade: 25 m/min

13 (Sexta-feira)

TESTE DE ESFORCO - COLETA DE AMOSTRAS DE SANGUE

14 (Sabado)

DESCANSO

15 (Domingo)

16

17

18

19

Meta para o 19° dia:

Tempo: 40 min

Velocidade: 27,5 m/min

20 (Sexta-feira)

TESTE DE ESFORCO - COLETA DE AMOSTRAS DE SANGUE

21 (Sabado)

DESCANSO

22 (Domingo)

23

24

25

26

Meta para o 26° dia:
Tempo: 50 min

Velocidade: 29 m/min

27 (Sexta-feira)

TESTE DE ESFORCO - COLETA DE AMOSTRAS DE SANGUE

28 (Sabado)

DESCANSO

29 (Domingo)

30

31

32

33

Meta para o 33° dia:

Tempo: 60 min

Velocidade: 30,5 m/min

34 (Sexta-feira)

TESTE DE ESFORCO - COLETA DE AMOSTRAS DE SANGUE

37 (Segunda)

SACRIFICIO E COLETA DE AMOSTRAS MUSCULARES
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