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RESUMO

Recentes estudos tém utilizado as terapias por laser (LLLT) e LEDs (light-emitting
diodes - LEDT) de baixa intensidade para o aumento de desempenho muscular em
modelos experimentais e estudos clinicos randomizados. No entanto, os efeitos dessas
terapias sobre o tecido muscular ainda ndao sdo bem compreendidos, principalmente em
relacdo aos seus mecanismos de acdo e utilizacdo clinica. Assim, 0 objetivo dessa tese
foi investigar os efeitos da LLLT e LEDT sobre o tecido muscular utilizando modelos
in vitro, experimental e clinico para elucidar os principais mecanismos de agdo dessas
terapias sobre o tecido muscular submetido a testes de resisténcia a fadiga e/ou
programas de treinamento fisico para guiar a pratica clinica. Dentre 0os mecanismos de
acao, destacamos uma modulacdo do metabolismo mitocondrial, sintese de ATP
(adenosina trifosfato) e glicogénio, proliferacdo de células musculares, defesas
antioxidantes e uma modulacéo de expressdo génica quantificada por reacdo em cadeia
da polimerase em tempo real (RT-PCR) e microarrays (todo 0 genoma humano). Para
consecucdo desses objetivos, realizamos um estudo in vitro com cultura de células de
linhagem muscular, dois estudos experimentais com animais submetidos a testes de
fadiga e treinamento fisico, e cinco estudos clinicos que investigaram os efeitos da
LLLT e LEDT no pre-condicionamento muscular (aplicacdo antes do exercicio fisico) e
na recuperacdo muscular pds-exercicio (aplicacdo apds os exercicios) em atletas, ndo
atletas e homens jovens geneticamente comparaveis (gémeos idénticos) submetidos a
jogos oficiais de voleibol, testes de esforco submaximo, méximo, e programas de
treinamento fisico, respectivamente. Os estudos in vitro, experimental e clinicos, além
da extensa revisao bibliografica incluida nessa tese, nos permitiu entender que existe um
tempo-resposta para as células musculares absorverem a energia dos lasers/ LEDs e
transformarem essa energia em respostas bioquimicas para o aumento de desempenho
muscular em regimes de pré-condicionamento muscular, ou acelerar a recuperacdo
muscular pés-exercicio. Também, a LLLT/ LEDT aplicada sobre o tecido muscular
exibe um padrdo de dose-resposta que parece ser dependente do objetivo da terapia, ou
seja, prevencdo de dano muscular ou estimulo ao metabolismo energético, sintese de
ATP, expressdo génica e melhor desempenho muscular.

Palavras-chave: LLLT, LED, microarrays, RT-PCR, desempenho muscular, fadiga.
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ABSTRACT

Recent studies have used low-level laser therapy (LLLT) and LEDs (light-emitting
diodes - LEDT) to increase muscle performance in experimental models and
randomized clinical trials. However, the effects of these therapies on muscle tissue are
not well understood, especially related to their mechanisms of action and clinical use.
The objective of this thesis was to investigate the effects of LLLT and LEDT on muscle
tissue through in vitro, experimental models and clinical trials to elucidate the main
mechanisms of action of these therapies on muscle tissue submitted to fatigue tests and/
or strength training programs to guide the clinical practice. Among the mechanisms of
action, we highlight a modulation of mitochondrial metabolism, synthesis of ATP
(adenosine triphosphate) and glycogen, muscle cell proliferation, antioxidant defenses
and a gene expression modulation quantified by real time polymerase chain reaction
(RT-PCR) and microarrays (whole human genome). To accomplish these objectives, we
conducted an in vitro study with muscle cell line culture, two experimental studies with
animals submitted to fatigue tests and physical training, and five clinical studies that
investigated the effects of LLLT and LEDT on muscular pre-conditioning (LLLT/
LEDT application before exercise) and post-exercise muscle recovery (LLLT/ LEDT
application after exercise) in athletes, non-athletes and young men genetically
comparable (identical twins) submitted to official games of volleyball, sub maximal and
maximal tests of effort, and physical training programs, respectively. In vitro,
experimental and clinical studies, added to an extensive literature review included in
this thesis, allowed us to understand that there is a time-response to muscle cells absorb
the energy of lasers/ LEDs and transform that energy into biochemical responses to
increase muscle performance in muscular pre-conditioning regimen, or accelerate post-
exercise muscle recovery. In addition, LLLT/ LEDT applied over the muscle tissue
shows also a pattern of dose-response which appears to be dependent of the objective,
I.e., prevention of muscle damage or stimulation of energy metabolism, ATP synthesis,
gene expression and improved muscle performance.

Keywords: LLLT, LED, microarrays, RT-PCR, muscle performance, fatigue.
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Figura 1 — Randomizagdo e grupos. Cinquenta camundongos machos
Balb/c foram primeiramente alocados em 2 grupos iguais: LEDT-ATP e
LEDT-Fadiga. Em seguida, ambos os grupos foram subdivididos em 5
grupos iguais: LEDT-Placebo; LEDT-5min; LEDT-3h; LEDT-6h e LEDT-
24h. Siglas: terapia LED (light-emitting diode therapy — LEDT); ATP =
adenosina trifosfato.

Figura 2 — Escada. Escada inclinada (80°) com 100 x 9 cm (comprimento e
largura, respectivamente) usada para o teste de fadiga. Tubo Falcon
preenchido com agua e fixado a cauda do camundongo.

Figura 3 — LEDT. A) Distribui¢do interna do arranjo de LEDs (light-
emitting diodes). LEDs brancos emitem luz vermelha (630 £ 10 nm) e LEDs
amarelos emitem luz infravermelha (850 + 20 nm). B) Posicionamento dos
camundongos para receberem a terapia LED (LEDT) sem contato sobre
ambas as pernas, gliteos e musculatura inferior das costas.

Figura 4 — ATP, teste de fadiga e correlacbes (n= 5 animais por
subgrupo). A) Contetudos de ATP no musculo séleo para os subgupos do
grupo LEDT-ATP: LEDT-Placebo; LEDT-5min; LEDT-3h; LEDT-6h e
LEDT-24h. B) Conteidos de ATP no mdsculo gastrocnémio para 0s
subgupos do grupo LEDT-ATP: LEDT-Placebo; LEDT-5min; LEDT-3h;
LEDT-6h e LEDT-24h. C) Teste de fadiga para os subgrupos do grupo
LEDT-Fadiga: LEDT-Placebo; LEDT-5min; LEDT-3h; LEDT-6h e LEDT-
24h. D) Coeficiente de correlagcdo de Pearson (indice r) entre o contetdo
ATP no musculo séleo e o teste de fadiga. E) Coeficiente de correlacdo de
Pearson (indice r) entre o conteido ATP no musculo gastrocnémio e o teste
de fadiga. Siglas: LEDT = Terapia LED (light-emitting diode therapy); ATP
= adenosina trifosfato; P= LEDT-Placebo; 5 min= LEDT-5min; 3h= LEDT-
3h; 24h= LEDT-24h; *= significancia estatistica (P < 0,05).

ESTUDO 1

Figura 1 — Escada. Escada inclinada (80°) com 100 x 9 cm (comprimento e
largura, respectivamente) utilizada para o programa de treinamento e
avaliacbes de desempenho muscular. Tubo Falcon preenchido com agua e
fixado a cauda do camundongo.

Figura2 - LEDT. Posicionamento dos animais e aplicacdo da terapia LED
(light-emitting diode therapy — LEDT) sobre os membros inferiores, gluteos
e musculatura inferior das costas sem contato.

Figura 3 — Cirurgia. Apés a anestesia, os camundongos foram submetidos
aos procedimentos cirdrgicos para a retirada dos muasculos gastrocnémio,
soleo e quadriceps femoral. O gastrocnémio e soleo foram separados
cirurgicamente antes das analises.
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Figura 4 — Desempenho Muscular (n=5 animais por grupo). A) Teste de
3 repeticdbes maximas (3RM) na linha de base (pré) e final (pds)
mensurando a carga total carregada pelos animais durante esse teste. *:
significancia estatistica (P < 0,05) comparando a carga final do teste de
3RM entre os grupos. B) Numero de repeticbes ou escaladas realizadas
pelos animais tratados com diferentes regimes de LEDT durante o programa
de treinamento progressivo. C) Poténcia muscular desenvolvida pelos
animais de cada grupo tratados com diferentes regimes de LEDT durante o
programa de treinamento progressivo. D) Trabalho muscular desenvolvido
pelos animais de cada grupo tratados com diferentes regimes de LEDT
durante o programa de treinamento progressivo. * significancia estatistica
(P < 0,05) comparada ao grupo LEDT-Placebo. * significancia estatistica (P
< 0,05) comparada ao grupo LEDT-Apés. & significancia estatistica (P <
0,05) comparada ao grupo LEDT-Antes. Siglas: LEDT= terapia LED (light-
emitting diode therapy — LEDT); LEDT-Placebo (Placebo - P) = LEDT
placebo (equipamento de LEDT em modo placebo) aplicado sobre os
masculos imediatamente antes (5 minutos) de cada sessdo de treinamento
em escada inclinada; LEDT-Antes (Antes — A) = LEDT aplicada sobre 0s
masculos imediatamente antes (5 minutos) de cada sessdo de treinamento
em escada; LEDT-Antes-Apds (Antes-Apos — A-A) = LEDT aplicada sobre
0s musculos imediatamente antes (5 minutos) e imediatamente apés (5
minutos) de cada sessdo de treinamento em escada; LEDT-Apo6s (Apo6s —
Ap) = LEDT aplicada sobre os mdsculos imediatamente apds (5 minutos) de
cada sessao de treinamento em escada. A carga do teste de 3RM na linha de
base (pré) versus final (pds) foi analisada por andlise de variancia
(ANOVA) de duas vias (two-way) com medidas repetidas e post hoc de
Tukey HSD. NUmero de repeticdes (escaladas), trabalho e poténcia
muscular foram analisados por ANOVA de uma via (one-way) com post hoc
de Tukey HSD.

Figura 5 — Conteldo de ATP Muscular e Glicogénio (n= 5 animais por
cada grupo treinado, n= 2 animais no grupo Controle). A) Contetdo de
Adenosina Trifosfato (ATP) no musculo gastrocnémio ap6s o programa de
treinamento. * significancia estatistica (P < 0,05). Siglas: LEDT= terapia
LED (light-emitting diode therapy — LEDT); LEDT-Placebo (Placebo - P) =
LEDT placebo (equipamento de LEDT em modo placebo) aplicado sobre 0s
musculos imediatamente antes (5 minutos) de cada sessdo de treinamento
em escada inclinada; LEDT-Antes (Antes — A) = LEDT aplicada sobre 0s
musculos imediatamente antes (5 minutos) de cada sessdo de treinamento
em escada; LEDT-Antes-Apos (Antes-Apo6s — A-A) = LEDT aplicada sobre
0s masculos imediatamente antes (5 minutos) e imediatamente apds (5
minutes) de cada sessdo de treinamento em escada; LEDT-Apds (Apos —
Ap) = LEDT aplicada sobre os musculos imediatamente apos (5 minutos) de
cada sessdo de treinamento em escada. Controle (C)= grupo controle, ou
seja, sem exercicio ou avaliagdo de desempenho muscular. Para as
comparacles entre todos os grupos foi utilizada a anélise de variancia
(ANOVA) de uma via (one-way) com post hoc de Tukey HSD.
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Figura 6 — Marcadores de Estresse Oxidativo no musculo quadriceps
femoral (n=5 animais por cada grupo treinado, n= 2 animais no grupo
Controle). A) Glutationa Total (glutationa reduzida — GSH). B) Glutationa
Oxidada (GSSG). C) Proteina Carbonilada. D) Atividade da Catalase. E)
Peroxidacdo Lipidica usando TBARS (Substancias Reativas ao Acido
Tiobarbitdrico). F) Proteina Tiol. * significancia estatistica (P < 0,05).
Siglas: LEDT= terapia LED (light-emitting diode therapy — LEDT); LEDT-
Placebo (Placebo - P) = LEDT placebo (equipamento de LEDT em modo
placebo) aplicado sobre os musculos imediatamente antes (5 minutos) de
cada sessdo de treinamento em escada inclinada; LEDT-Antes (Antes — A) =
LEDT aplicada sobre os muasculos imediatamente antes (5 minutos) de cada
sessao de treinamento em escada; LEDT-Antes-Apds (Antes-Apos — A-A) =
LEDT aplicada sobre os musculos imediatamente antes (5 minutos) e
imediatamente apds (5 minutes) de cada sessdo de treinamento em escada;
LEDT-Apés (Apés — Ap) = LEDT aplicada sobre os mdusculos
imediatamente apds (5 minutos) de cada sessao de treinamento em escada.
Controle (C)= grupo controle, ou seja, sem exercicio ou avaliacdo de
desempenho muscular. Para as comparacdes entre todos os grupos foi
utilizada a andlise de variancia (ANOVA) de uma via (one-way) com post
hoc de Tukey HSD.

Figura 7 — Céulas musculares em estado proliferativo e mionucleos
adultos em musculo gastrocnémio (n= 5 animais por cada grupo
treinado; n= 2 animais no grupo Controle). Imunofluorescéncia para
BrdU (5-bromo-2'-deoxiuridina) marcou as células musculares em estado
proliferativo. Todas as imunomarca¢Ges em vermelho indicam novos
mionucleos em formacdo. Os pontos em cor roxa significam uma mescla de
imunomarcacdo vermelha (novos miondcleos em formagdo) e azul
(mionudcleos  adultos). DAPI  (4',6-diamidino-2-fenilindole) marcou
mionucleos adultos ja formados. As imagens foram fotografadas em
microscopio confocal (Olympus America Inc. Center Valley, PA, USA)
com uma ampliagdo de 20x e zoom de 1x e 3x. As imunomarcagOes para
BrdU e DAPI foram quantificadas usando o software Image J (NIH,
Bethesda, MD). * significancia estatistica (P < 0,05). Siglas: LEDT= terapia
LED (light-emitting diode therapy — LEDT); LEDT-Placebo (Placebo - P) =
LEDT placebo (equipamento de LEDT em modo placebo) aplicado sobre os
musculos imediatamente antes (5 minutos) de cada sessdo de treinamento
em escada inclinada; LEDT-Antes (Antes — A) = LEDT aplicada sobre 0s
musculos imediatamente antes (5 minutos) de cada sessdo de treinamento
em escada; LEDT-Antes-Apos (Antes-Apos — A-A) = LEDT aplicada sobre
0s masculos imediatamente antes (5 minutos) e imediatamente apds (5
minutes) de cada sessdo de treinamento em escada; LEDT-Apds (Apos —
Ap) = LEDT aplicada sobre os musculos imediatamente apos (5 minutos) de
cada sessdo de treinamento em escada. Controle (C)= grupo controle, ou
seja, sem exercicio ou avaliagdo de desempenho muscular. Para as
comparacles entre todos os grupos foi utilizada a anélise de variancia
(ANOVA) de uma via (one-way) com post hoc de Tukey HSD.

Figura 8 — Metabolismo Mitocondrial no musculo gastrocnémio (n= 5
animais por cada grupo treinado; n= 2 animais no grupo controle). A
analise de imunofluorescéncia para citocromo ¢ oxidase subunidade IV
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(COX 1V) imunomarcou as células musculares com metabolismo
mitocondrial em amarelo. As imagens foram fotografadas em microscopio
confocal (Olympus America Inc. Center Valley, PA, USA) com uma
ampliacdo de 20x e zoom de 1x and 3x. COX IV foi quantificada usando o
software Image J (NIH, Bethesda, MD). * significancia estatistica (P <
0,05). Siglas: LEDT= terapia LED (light-emitting diode therapy — LEDT);
LEDT-Placebo (Placebo - P) = LEDT placebo (equipamento de LEDT em
modo placebo) aplicado sobre os musculos imediatamente antes (5 minutos)
de cada sesséo de treinamento em escada inclinada; LEDT-Antes (Antes —
A) = LEDT aplicada sobre os musculos imediatamente antes (5 minutos) de
cada sessdo de treinamento em escada; LEDT-Antes-Apds (Antes-Apds —
A-A) = LEDT aplicada sobre os musculos imediatamente antes (5 minutos)
e imediatamente apds (5 minutes) de cada sessdo de treinamento em escada;
LEDT-Ap6s (Apés — Ap) = LEDT aplicada sobre os mdusculos
imediatamente apo6s (5 minutos) de cada sessdo de treinamento em escada.
Controle (C)= grupo controle, ou seja, sem exercicio ou avaliacdo de
desempenho muscular. Para as comparacdes entre todos os grupos foi
utilizada a andlise de variancia (ANOVA) de uma via (one-way) com post
hoc de Tukey HSD.

ESTUDO IV
Figura 1 — Desenho experimental do estudo.

Figura 2 — Posicionamento do voluntério no dinam6metro isocinético (lado
esquerdo da figura) e amplitude de movimento desenvolvida na avaliacdo
isocinética (lado direito da figura).

Figura 3 — Posicionamento do voluntario no teste de uma repeticdo maxima
em leg press (1RM) (lado esquerdo da figura) e determinagdo da amplitude
de movimento nessa avaliacdo (centro e lado direito da figura).

Figura 4 — Aplicacdo da laserterapia de baixa intensidade (low-level laser
therapy — LLLT) sobre a coxa dos voluntarios imediatamente apds uma
sesséo de treinamento.

Figura 5 — Assepsia da regido da coxa (lado esquerdo da figura) e anestesia
local com xilocaina a 2% sobre a regido do vasto lateral (lado direito da
figura).

Figura 6 — Local da biopsia do masculo vasto lateral, conforme seta e
indicacdo de numero 3.

Figura 7 — Inciséo realizada com lamina de bisturi (lado esquerdo da figura)
e introducdo da agulha de biépsia no musculo vasto lateral (lado direito da
figura).

Figura 8 — Fragmento muscular (lado esquerdo da figura) e armazenamento
em nitrogénio liquido (lado direito da figura).

Figura 9 — Incisdo da biopsia (lado esquerdo da figura) e oclusdo com
micropore (lado direito da figura).
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Figura 10 — Investigacdo da integridade do RNA mensageiro (RNAmM) em
eletroforese em gel de agarose. Amostra 13 é foi controle; amostras 15 e 19
foram descartadas.

Figura 11 — Gasket e camaras de hibridacdo Agilent (lado esquerdo da
figura) e forno de hibridacdo Agilent (lado direito da figura).

Figura 12 — Distribuicdo das amostras dos grupos GT e GTL para a
hibridacdo com os chips de microarrays.

Figura 13 — Chip de microarray escaneado ap6s hibridagéo.

Figura 14 — Chip de microarray e suas sondas para hibridacdo com a
amostra investigada.

Figura 15 - Indicadores de qualidade das hibridagdes: gréafico do
coeficiente de variacdo dos sinais de fluorescéncia obtidos para os diferentes
controles (esquerda) e a relagdo linear entre o sinal obtido e a concentracdo
dos Spikes (direita) do experimento de microarray da amostra GT1 pré.

Figura 16 — Normalizacéo da intensidade dos valores de expressdo atraves
da mediana. Andlise pareada para o grupo GTL (grupo treinamento
associado a laserterapia de baixa intensidade).

Figura 17 — Normalizacdo da intensidade dos valores de expressao através
da mediana. Anélise pareada para o grupo GT (grupo treinamento).

Figura 18 — Normalizacdo da intensidade dos valores de expressao através
da mediana. Analise ndo-pareada entre os grupos GTL (grupo treinamento
associado a laserterapia de baixa intensidade) e GT (grupo treinamento) na
condicdo pds-treinamento.

Figura 19 — Sumario do nimero de genes diferencialmente expressos e
classificados de acordo com a sua magnitude de mudanca (fold change —
FC) e valor de P para o grupo GTL (grupo treinamento associado a
laserterapia de baixa intensidade).

Figura 20 — Distribuicdo dos genes diferencialmente expressos no grupo
GTL (grupo treinamento associado a laserterapia de baixa intensidade) de
acordo com a magnitude de mudanca (fold change — FC). A= FC de 1,0; B=
FC de 1,5; C=FC de 2,0; D= FC de 3,0; E= FC de 4,0.

Figura 21 — Sumario do nimero de genes diferencialmente expressos e
classificados de acordo com a sua magnitude de mudanca (fold change —
FC) e valor de P e para o grupo GT (grupo treinamento).

Figura 22 — Distribuicdo dos genes diferencialmente expressos no grupo
GT (grupo treinamento) de acordo com a magnitude de mudanca (fold
change — FC). A= FC de 1,0; B= FC de 1,5; C= FC de 2,0; D= FC de 3,0;
E= FC de 4,0.

Figura 23 — Sumario do numero de genes diferencialmente expressos e
classificados de acordo com a sua magnitude de mudanca (fold change -
FC) e valor de P entre os grupos GTL (grupo treinamento associado a
laserterapia de baixa intensidade) e grupo GT (grupo treinamento) pos-
treinamento.
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Figura 24 — Distribuicdo dos genes diferencialmente expressos entre 0s
grupos GT (grupo treinamento) e GTL (grupo treinamento associado &
laserterapia de baixa intensidade) de acordo com a magnitude de mudanca
(fold change — FC) pés-treinamento. A= FC de 1,0; B= FC de 1,5; C=FC de
2,0; D= FC de 3,0; E= FC de 4,0.

Figura 25 — Diagrama de Venn ilustrando a anélise de intersec¢do dos
genes significativamente expressos em ambos os grupos (GTL e GT). GT
(grupo treinamento) e GTL (grupo treinamento associado a laserterapia de
baixa intensidade).

Figura 26 — Analise da estabilidade ou menor variacdo de expressao dos
genes candidatos a enddgenos para 0s experimentos de microarrays para
ambos os grupos do estudo: GT (grupo treinamento) e GTL (grupo
treinamento associado a laserterapia de baixa intensidade).

Figura 27 — Analise da estabilidade ou menor variacdo de expressao dos
genes candidatos a endogeno analisados em RT-PCR (Reagdo em Cadeia da
Polimerase Quantitativa em Tempo Real) considerando ambos 0s grupos da
pesquisa: GT (grupo treinamento) e GTL (grupo treinamento associado a
laserterapia de baixa intensidade).

Figura 28 — A) Gréficos que representam 4 genes (AKT1, MTOR, MSTN e
TRIM63) significativamente expressos nas andlises pareadas de
microarrays e confirmados por RT-PCR para o grupo GTL. B) Graficos que
representam os mesmos genes (AKT1, MTOR, MSTN e TRIM63) que ndo
foram diferencialmente expressos nas analises pareadas de microarrays e
confirmados por RT-PCR para o grupo GT. Todos os resultados foram
expressos em magnitude de mudanca (fold change) e a validagdo desses
resultados foi confirmada por RT-PCR. RT-PCR= Reacdo em Cadeia da
Polimerase Quantitativa em Tempo Real; GTL= grupo treinamento
associado a laserterapia de baixa intensidade; GT= grupo treinamento; *
significancia estatistica (P < 0,05) (pré versus pos-treinamento).

Figura 29 — A) Gréficos que representam 3 genes (CS, SOD2 e NFKB) néo
significativamente expressos nas analises pareadas de microarrays e
confirmados por RT-PCR para o grupo GTL. B) Graficos que representam
0os mesmos genes (CS, SOD2 e NFKB) que também ndo foram
diferencialmente expressos nas analises pareadas de microarrays e
confirmados por RT-PCR para o grupo GT. Todos os resultados foram
expressos em magnitude de mudanca (fold change) e a validacdo desses
resultados foi confirmada por RT-PCR. RT-PCR= Reagdo em Cadeia da
Polimerase Quantitativa em Tempo Real; GTL= grupo treinamento
associado a laserterapia de baixa intensidade; GT= grupo treinamento.

Figura 30 — Gréaficos que representam 3 genes diferencialmente expressos
nas analises ndo pareadas de microarrays entre os grupos GT e GTL. Todos
os resultados foram expressos em magnitude de mudanca (fold change) e a
validacdo desses resultados foi confirmada por RT-PCR. RT-PCR= Reagéo
em Cadeia da Polimerase Quantitativa em Tempo Real; GTL= grupo
treinamento associado a laserterapia de baixa intensidade; GT= grupo
treinamento; * significancia estatistica (P < 0,05) (GT poés-treinamento
versus GTL pos-treinamento).
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Figura 31 — Genes mais expressos (intensidade da cor vermelha significa
mais expressdo) e menos expressos (intensidade da cor verde significa
menos expressdo) de forma global para o grupo treinamento (GT). Genes
em branco ndo pertecem ao banco de dados do grupo analisado, mas foram
adicionados pelo software Ingenuity Pathways Analysis (IPA) para
estabelecer as redes de sinalizages.

Figura 32 — Genes mais expressos (intensidade da cor vermelha significa
mais expressdo) e menos expressos (intensidade da cor verde significa
menos expressdo) de genes relacionados as mitocondrias celulares do grupo
treinamento (GT). Genes em branco ndo pertecem ao banco de dados do
grupo analisado, mas foram adicionados pelo software Ingenuity Pathways
Analysis (IPA) para estabelecer as redes de sinalizacdes.

Figura 33 — Genes mais expressos (intensidade da cor vermelha significa
mais expressao) e menos expressos (intensidade da cor verde significa
menos expressdo) de forma global para o grupo treinamento associado a
laserterapia da baixa intensidade (GTL). Genes em branco ndo pertecem ao
banco de dados do grupo analisado, mas foram adicionados pelo software
Ingenuity Pathways Analysis (IPA) para estabelecer as redes de
sinalizag0es.

Figura 34 — Genes mais expressos (intensidade da cor vermelha significa
mais expressao) e menos expressos (intensidade da cor verde significa
menos expressdo) de genes relacionados as mitocondrias celulares do grupo
treinamento associado a laserterapia da baixa intensidade (GTL). Genes em
branco ndo pertecem ao banco de dados do grupo analisado, mas foram
adicionados pelo software Ingenuity Pathways Analysis (IPA) para
estabelecer as redes de sinalizacdes.

Figura 35 — Genes mais expressos (intensidade da cor vermelha significa
mais expressao) e menos expressos (intensidade da cor verde significa
menos expressdo) de forma global para o grupo treinamento associado a
laserterapia da baixa intensidade (GTL) pos-treinamento em relacdo ao
grupo treinamento (GT) pos-treinamento. Genes em branco ndo pertecem ao
banco de dados dos grupos analisados, mas foram adicionados pelo software
Ingenuity Pathways Analysis (IPA) para estabelecer as redes de
sinalizagdes.

Figura 36 — Genes mais expressos (intensidade da cor vermelha significa
mais expressao) e menos expressos (intensidade da cor verde significa
menos expressdo) de forma global para o grupo treinamento associado a
laserterapia da baixa intensidade (GTL) pos-treinamento em relacdo ao
grupo treinamento (GT) pos-treinamento. Genes em branco ndo pertecem ao
banco de dados dos grupos analisados, mas foram adicionados pelo software
Ingenuity Pathways Analysis (IPA) para estabelecer as redes de
sinalizagoes.

Figura 37 — Genes mais expressos (intensidade da cor vermelha significa
mais expressao) e menos expressos (intensidade da cor verde significa
menos expressdo) relacionados as mitocondrias celulares. Anélises entre 0s
grupos GTL (treinamento associado a laserterapia da baixa intensidade) pds-
treinamento em relagdo ao GT (grupo treinamento pds-treinamento). Genes
em branco ndo pertecem ao banco de dados dos grupos analisados, mas
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foram adicionados pelo software Ingenuity Pathways Analysis (IPA) para
estabelecer as redes de sinalizages.

ESTUDO V

Figura 1 — Sequencia das atividades durante uma sessdo de treinamento.
Exercicio em leg press (primeira atividade); exercicio em cadeira extensora
(segunda atividade); LEDT ou Placebo imediatamente apds 0s exercicios
(terceira atividade). Sigla: Terapia LED= (light-emitting diode therapy —
LEDT).

Figura 2 — Resultados das andlises genémicas para os dezesseis l6cus
testados (Amelogenin, D3S1358, D5S818, vWA, THO01, D13S317,
D8S1179, D21S11, D7S820, TPOX, D16S539, D18S51, CSF1PO, FGA,
Penta E, Penta D) para os dois irmdos. A imagem superior é do irmdon® 1, e
a imagem inferior é do irméo n° 2.

Figura 3 — A) Resultados em percentual de mudancas (%) para o
desempenho muscular apds o programa de treinamento para o teste de uma
repeticdo méxima (1RM) em leg press (LP) e cadeira extensora (CE) e teste
de fadiga em dinamdmetro isocinético; mudancgas percentuais de creatina
quinase (CK) no sangue relacionadas a primeira (1°), décima terceira (13°),
vigésima quinta (25°) e trigésima sexta (36°) sessGes de treinamento;
mudangas na escala visual analdgica (VAS) em centimetros (cm)
relacionadas a primeira (1°), décima terceira (13°), vigésima quinta (25°) e
trigésima sexta (36°) sessOes de treinamento. B) Imagens de Ressonancia
Magnética (MRI) dos musculos da coxa antes (linha de base — pré) e apds
(final) o programa de treinamento. Doze fatias e lacunas foram utilizadas
para calcular o volume muscular. Imagens do nivel 5 (fatia n° 5) para ambos
0S gémeos estdo representando a diferenca total entre as terapias levando em
consideracao todos as 12 fatias e lacunas. Os resultados foram apresentados
em percentual de mudancas (%).

Figura 4 — Lado esquerdo da figura representa a variacdo de expressdo
génica (fold change — FC) para IL1-B (interleukin-1-5), MSTN (myostatin),
MTOR (mechanistic target of rapamycin) e SOD2 (superoxide dismutase 2,
mitochondrial). Lado direito da figura € o suposto efeito da fototerapia por
lasers (low-level laser therapy — LLLT) e LEDs (light-emitting diode
therapy — LEDT) na sinalizagdo de células musculares em humanos. Genes
coloridos foram modulados pela fototerapia. Siglas. CTE= cadeia
transportadora de elétrons mitocondrial.

ESTUDO VI

Figura 1 — Arranjo de 200 LEDs (light-emitting diodes): 100 LEDs
emitindo luz infravermelha (850 + 20 nm) dispostos em 25 arranjos de 4
LEDs (LEDs amarelos) mais 100 LEDs emitindo luz vermelha (630 + 10
nm) dispostos em 25 arranjos de 4 LEDs (LEDs brancos).
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Figura 2 — Percentuais de mudanca (%) da atividade da creatina quinase
(CK) no sangue entre os grupos. Siglas: Terapia LED= light-emitting diode
therapy — LEDT,; * significancia estatistica (P < 0,05) em analise de
variancia (ANOVA) de duas vias (two-way) com medidas repetidas e post
hoc de Tukey HSD.

ESTUDO VII

Figura 1 — Procedimentos do estudo e grupos musculares irradiados pela
LEDT (light-emitting diode therapy): A) biceps braquial e triceps braquial;
B) obliguo externo e grande dorsal; C) quadriceps femoral; D) isquiotibiais;
E) tibial anterior e fibulares; F) gastrocnémio e séleo. A ordem de cada
terapia (LEDT-1-Placebo, LEDT-2-Placebo e LEDT-Efetivo) foi
randomizada. A sequéncia de aplicagdo da LEDT ndo foi randomizado e
respeitou a seguinte sequéncia: F, E, D, C, B, A. Siglas. R= intervalo de dias
entre os testes de carga constante; LAV= limiar anaerébio ventilatério.

Figura 2 — Valores de VO,. ap, a; € ap; TD; e TD, durante os testes de carga
constante (TCC): LEDT-1-Placebo, LEDT-2-Placebo e LEDT-Efetivo.
Siglas: VO, (consumo de oxigénio). a, (média de VO, durante o
aquecimento no exercicio), a; (amplitude de VO, muscular na fase
muscular); a; (amplitude “extra” de VO, na fase de componente lento); TD;
(tempo de atraso para iniciar a fase muscular); TD; (tempo de atraso para o
inicio da fase de componente lento); LEDT (light-emitting diode therapy).

Figura 3 — Comparacdes entre os testes de carga constante (TCC): LEDT-1-
Placebo, LEDT-2-Placebo e LEDT-Efetivo. Siglas. Tym (tempo limite de
exercicio); “11” (velocidade de ajuste do consumo de oxigénio (VO,)
muscular); L (litros); LEDT (ligtht-emitting diode therapy). Note nessa
figura que foram plotadas linhas pontilhadas para demonstrar a tendéncia ou
linearidade para a adaptacdo esperada apds mdltiplos testes de carga
constante. No entanto, ap6s a LEDT-Efetivo, houve uma clara quebra de
linearidade ou tendéncia, sugerindo efeitos benéficos da LEDT sobre a
cinética de VO.,.

ESTUDO V1|

Figura 1 — Fluxograma (1A) e protocolo de exercicio (PRBS) (1B). Siglas:
LEDT= light-emitting diode therapy; PRBS= pseudorandom binary
sequence exercise.

Figura 2 — Arranjo de 200 LEDs (light-emitting diodes): 100 na faixa do
infravermelho (830 nm) agrupados em 25 arranjos de 4 LEDs; 100 na faixa
do vermelho (630 nm) agrupados em 25 arranjos de 4 LEDs.

Figura 3 — A) Descricdo de tempo-resposta hipotética para VO, e que varia
a velocidade de adaptagdo (exemplos de cinéticas lentas=ee para rapida

=) para uma dada altera¢do na carga de trabalho (PRBS - pseudorandom
binary sequence). Esses mesmos dados podem ser traduzidos para o
dominio da frequéncia (3B) onde a amplitude de VO, para cada funcao
sinusoidal pode ser calculada para cada frequéncia especifica. Observa-se
que uma cinética mais rapida apresenta amplitudes maiores para uma dada
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frequéncia. Figura 3C € uma representacdo da resposta de VO, de um
voluntario. A janela de dados corresponde ao intervalo de 150-300 seg (30
seg de 25 W e 120 seg de 100 W) do protocolo PRBS original. O tempo foi
rearranjado a fim de ajustar os dados utilizando uma funcdo exponencial
iniciando no tempo zero. Para este mesmo participante, toda a resposta de
VO, no PRBS foi analisada no dominio da frequéncia (como descrito na
figura 3B). Considerando-se a linearidade da resposta de entrada e saida, o
sinal de VO, foi ajustado de volta para o dominio do tempo pela soma
(principio da superposi¢édo) de cada sinusoidal ajustada (Figura 3D). Siglas:
PRBS = pseudorandom binary sequence e VO, = consumo de oxigénio.

Figura 4 — Resultados das amplitudes para as harmonicas 1 (2 mHz) a 6 (13
mHz). Siglas: VO,= consumo de oxigénio; VCO,= producdo de dioxido de
carbono; FC= frequéncia cardiaca; Q= débito cardiaco; LEDT= light-
emitting diode therapy.

Figura 5 — Gréficos de segundo a segundo para a resposta de VO, (simbolo
+ desvio padrdo) e a média da funcdo exponencial =, aV0, = aa, + @a *

(1 - exp‘(m_mD/ar))). 5A, B, C e D mostram a cinética de VO, para as

condigdes: manhé-placebo, manh&-LEDT, tarde-placebo, tarde-LEDT,
respectivamente. E importante observar a resposta semelhante para todas as
condicBes, comparando os parametros da equagdo (média + desvio padrao).
Siglas: VO,= consumo de oxigénio; LEDT= light-emitting diode therapy;
ao= linha de base para 0 VO,; a= VO, no estado estavel; [ ¥ velocidade de
ajuste do consumo de oxigénio (VO;) e TD= ¢é o tempo de atraso da resposta
exponencial.

XXiii

290

294

296



SUMARIO

REVISAO DA LITERATURA
TEMA DE INTERESSE
HISTORICO DA COMPOSIGAO DA TESE

PAGINA
1

65
66

ESTUDO I: Fototerapia de baixa intensidade aumenta o potencial de membrana
mitocondrial e a sintese de ATP em miotubos formados por células musculares de

camundongos (C2C12) com uma resposta pico entre 3-6 horas
Introducéo
Materiais e métodos
Resultados
Discussao
Conclusao

71
73
78
81
88

ESTUDO II: Tempo-resposta para 0 aumento de ATP e resisténcia a fadiga muscular

apos a fototerapia em camundongos
Introducéo
Materiais e métodos
Resultados
Discusséo
Conclusao

92
94
103
105
110

ESTUDO IIlI: Terapia LED (light-emitting diode therapy - LEDT) associada ao
treinamento em camundongos aumenta a desempenho muscular, atividade da citocromo
c oxidase, ATP, glicogénio, proliferacdo celular e defesas antioxidantes

Introducéo 113
Materiais e métodos 116
Resultados 130
Discussao 142
Conclusao 149

ESTUDO IV: Efeitos do laser de baixa intensidade sobre a modulagdo da expressdo
génica global de homens jovens sob treinamento fisico de forca

Introducéo 152
Materiais e métodos 154
Resultados 179
Discussao 212

XXV



Conclusao 216

ESTUDO V: Fototerapia no treinamento de forca: ensaio clinico duplo-cego e
controlado com placebo em um par de gémeos idénticos

Introducéo 220
Materiais e métodos 221
Resultados 228
Discussao 232
Conclusao 234

ESTUDO VI: Terapia LED (light-emitting diode therapy - LEDT) antes dos jogos
previne incrementos de creatina quinase (CK) com dose-resposta em atletas de voleibol:
estudo randomizado e duplo-cego controlado por placebo

Introducéo 237
Materiais e métodos 239
Resultados 244
Discussao 245
Conclusao 251

ESTUDO VII: Pré-condicionamento muscular usando terapia LED (light-emitting diode
therapy - LEDT) para exercicio de alta intensidade: estudo randomizado, duplo-cego e
controlado por placebo com um maratonista de elite

Introducgéo 254
Materiais e métodos 257
Resultados 265
Discussao 271
Conclusao 278

ESTUDO VIII: Efeitos da fototerapia de baixa intensidade sobre a capacidade aerdbia
em humanos: estudo duplo-cego, randomizado, cruzado e controlado por placebo

Introducéo 282
Materiais e métodos 284
Resultados 294
Discussao 297
Conclusao 300
CONSIDERACOES FINAIS 301

XXV



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 304
APENDICES 322
ANEXOS 328

XXVi



REVISAO DA LITERATURA

Revisdo publicada parcialmente no periddico Photonics & Lasersin Medicine (2012) e
publicada parcialmente no Handbook of Photomedicine — Chapter 53 (2013) —
ANEXOI.

FERRARESI, C.; HAMBLIN, M. R.; PARIZOTTO, N. A. Low-level laser (light)
therapy (LLLT) on muscle tissue: performance, fatigue and repair benefited by the
power of light. Photonics LasersMed [S.1.], v. 1, n. 4, p. 267-286, Nov 1 2012.

FERRARESI, C.; PARIZOTTO, N. A. Low-Level Laser Therapy and Light-Emitting
Diode Therapy on Muscle Tissue: Performance, Fatigue, and Repair. Handbook of
Photomedicine. Taylor & Francis, 2013. p. 611-630.

Revisdo bibliografica sobre as terapias laser e LED (fototerapia) e exercicio fisico
atualizada até 01/07/2014



1. Introducdo a fadiga muscular e adaptagdes musculares aos diferentes tipos de

exercicio fisico

O intenso uso dos musculos em exercicios fisicos de alta intensidade ou em
muitas contracdes musculares repetidas pode conduzir ao declinio de desempenho e o
surgimento da fadiga muscular periférica (ALLEN; LAMB e WESTERBLAD, 2008;
WESTERBLAD; BRUTON e KATZ, 2010). A fadiga muscular é um fendmeno
complexo, com muitas teorias e evidéncias cientificas que elucidam o seu processo de
instalacdo. Dentre as evidéncias cientificas, destacamos a deplecdo de fontes energéticas
como a fosfocreatina e glicogénio; acumulo de fosfato inorgéanico (Pi), adenosina
difosfato (ADP), fons Ca**, Mg®*, H" e lactato; perda de sensibilidade ao Ca®* pela
miofibrila e maior producdo ou acumulo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e
nitrogénio (RNS) durante os exercicios (ALLEN; LAMB e WESTERBLAD, 2008;
WESTERBLAD; BRUTON e KATZ, 2010; WESTERBLAD e ALLEN, 2011).

As evidéncias cientificas que explicam a fadiga muscular periférica sugerem que
um ou mais dos seguintes eventos da contracdo muscular podem ser prejudicados
(ALLEN; LAMB e WESTERBLAD, 2008; WESTERBLAD; BRUTON e KATZ,
2010): (i) geracao do potencial de acdo na juncdo neuromuscular; (ii) propagacdo do
potencial de acdo ao longo do sarcolema e também pelo sistema de tdbulos-T; (iii)
ativacdo de sensores voltagem dependentes nas paredes dos tubulos-T para abertura dos
canais de Ca*" no reticulo sarcoplasmético; (iv) liberacdo de Ca®* pelo reticulo
sarcoplasmatico para dentro do sarcoplasma; (v) ligacdo do Ca®* & troponina C (TnC) e
movimentacdo da tropomiosina que expde o sitio de ligacdo da actina com a miosina;

(vi) formacdo das pontes cruzadas e inicio da contracdo muscular; (vii) constante



bombeamento de Ca** para o reticulo sarcoplasmético e diminuicéo da concentracéo de
Ca’* no sarcoplasma; (viii) relaxamento muscular.

As fontes energéticas de producdo de adenosina trifosfato (ATP) para a contracéo
muscular podem ter o metabolismo aerdbio (oxidativo) ou anaerébio predominante
(aldtico e latico) (ALLEN; LAMB e WESTERBLAD, 2008; WESTERBLAD;
BRUTON e KATZ, 2010). O metabolismo aerébio utiliza o ciclo de Krebs para a
oxidacgéo de acetil coenzima A (acetil-Coa) e reducgéo dos cofatores NAD (nicotinamida
adenina dinucleotideo) e FAD (flavina dinucleotideo) que fornecerdo proétons e elétrons
para a cadeia transportadora de elétrons (CTE) nas cristas mitocondriais. Na CTE o
oxigénio (O,) é o aceptor final dos prétons e elétrons para o processo de sintese de ATP
e agua metabolica. JA& no metabolismo anaerdbio ndo ha participacdo de O, para a
producdo de ATP: (i) o ATP pode ser produzido pela hidrolise da fosfocreatina
(anaerodbio aléatico) e/ou (ii) produzido a partir da oxidagdo de nicotinamida adenina
dinucleotideo reduzida (NADH)+H pelo piruvato proveniente da glicélise. Além de
ATP, no segundo processo ha formacgdo de lactato (metabolismo anaerdbio latico)
(ALLEN; LAMB e WESTERBLAD, 2008; WESTERBLAD; BRUTON e KATZ,
2010).

Existem diferentes tipos de exercicios fisicos, os quais promovem adaptaces
especificas no tecido muscular, como ajustes bioquimicos (metabolismo energético) e
estruturais que conduzem a melhores desempenhos fisicos (TONKONOGI et al., 2000;
TONKONOGI e SAHLIN, 2002; LIU et al., 2003; AAGAARD, 2004; FRY, 2004,
WESTERBLAD; BRUTON e KATZ, 2010)

O exercicio de forca ou de alta intensidade promove (i) um maior recrutamento
energético de forma anaerdbia (adaptacdo metabolica); (ii) aumenta a area de seccao

transversa do mausculo esquelético (hipertrofia) via microlesbes; (iii) modifica as
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caracteristicas contrateis das fibras musculares (transicao entre as fibras do tipo I, lIx e
I1b para o tipo lla — adaptacdo estrutural); (iv) aumenta o recrutamento, sincronismo e
frequéncia de disparos das unidades motoras do musculo em atividade (adaptacdo
neural) e conduz ao desenvolvimento de maior forca muscular (LIU et al., 2003;
AAGAARD, 2004; FRY, 2004; ALLEN; LAMB e WESTERBLAD, 2008;
WESTERBLAD; BRUTON e KATZ, 2010).

Em contrapartida, o exercicio de resisténcia ou de baixa intensidade (i) promove
um maior recrutamento energético de forma aerdbia (adaptacdo metabolica); (ii)
estimula as fibras musculares a desenvolverem mais mitocondrias, aumentar o tamanho
daquelas ja existentes e proporciona maior densidade mitocondrial e de enzimas
oxidativas nas fibras musculares (predominio das fibras tipo | — adaptacéo estrutural);
(iii) aumenta a producdo de ATP pela via mitocondrial e aumenta a resisténcia a fadiga
muscular nos exercicios fisicos (TONKONOGI et al., 2000; TONKONOGI e
SAHLIN, 2002; COFFEY e HAWLEY, 2007; SAHLIN et al., 2007; HAWLEY, 2009;
WESTERBLAD; BRUTON e KATZ, 2010).

Pensando sobre a fadiga muscular periférica e as adaptacGes metabolicas e
estruturais do tecido muscular aos diferentes tipos de exercicio fisico, alguns autores
utilizaram o laser de baixa intensidade (low-level laser therapy - LLLT) para acelerar
essas adaptacOes e prevenir ou reduzir a fadiga muscular (LOPES-MARTINS et al.,
2006; VIEIRA et al., 2006). A escolha da LLLT nesses processos ocorreu
possivelmente por esse recurso terapéutico modular o metabolismo energético via
mitocondrias celulares, reduzir processos inflamatérios, controlar a dor e acelerar o
reparo tecidual (BAKEEVA et al., 1993; KARU, 1999; LOPES-MARTINS et al., 2005;
CHOW et al., 2009; ENWEMEKA, 2009; FULOP et al., 2009). Os primeiros estudos

com essa tematica utilizaram modelos experimentais para identificarem o0s possiveis
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efeitos da LLLT sobre o tecido muscular submetido ao estresse mecénico e metabdlico
do exercicio fisico. Em especial, a resisténcia muscular a fadiga e o metabolismo
energético foram os focos desses trabalhos pioneiros (LOPES-MARTINS et al., 2006;

VIEIRA et al., 2006).

2. Uso da fototerapia por laser de baixa intensidade (low-level laser therapy -
LLLT) e LED (light-emitting diode therapy - LEDT) na melhora de desempenho

muscular, prevencao e recuperacao acelerada das lesées musculares

2.1 Modelos experimentais que utilizaram a LLLT

Foi realizada uma pesquisa bibliografica por trabalhos que utilizaram a LLLT e a
LEDT em modelos experimentais para aumentar o desempenho muscular em exercicio;
recuperar lesdes decorrentes do exercicio fisico ou contracdo muscular; ou ainda
prevenir lesdes musculares oriundas também da contracdo muscular voluntaria ou
induzida por estimulacdo elétrica neuromuscular. A pesquisa utilizou os bancos de
dados PubMed e MEDLINE entre o periodo de 1/6/1994 a 1/7/2014. Foram excluidos
todos os trabalhos com propostas diferentes da melhora do desempenho, recuperacédo
e/ou prevencdo de dano muscular frente ao exercicio fisico, ou ainda aqueles que
utilizaram metodologias de inducdo de lesdo ou fadiga muscular ndo proveniente de
contracdo muscular. Os termos usados na pesquisa foram: phototherapy, low-level laser
therapy (LLLT), light-emitting diode (LED), LED therapy (LEDT), rats, muscle,
performance, fatigue, training, exercise, muscle damage. Foram classificados 10
estudos experimentais.

O primeiro estudo foi o de LOPES-MARTINS et al. (2006) que verificaram os

efeitos da LLLT (655 nm) sobre a fadiga muscular em ratos. Os autores induziram a



fadiga do tibial anterior por estimulacdo elétrica neuromuscular e quantificaram o
decaimento do torque e o dano muscular por meio dos niveis sanguineos de creatina
quinase (CK). A LLLT foi aplicada antes da inducdo da fadiga sobre um Gnico ponto no
ventre do musculo tibial anterior dos animais. Os resultados indicaram que a LLLT
aplicada antes da contracdo muscular reduziu a fadiga com dose de 0,5 J (Joule)/cm? e
diminuiu o dano muscular com doses de 1,0 e 2,5 J/cm?,

Os resultados do trabalho de LOPES-MARTINS et al. (2006) incentivaram
outros pesquisadores a desenvolverem mais trabalhos experimentais em busca de se
identificar mais efeitos da LLLT sobre o tecido muscular submetido a diferentes
protocolos de exercicios fisicos, bem como melhor entender os mecanismos de a¢do da
LLLT para a reducgéo da fadiga e dano muscular.

LIU et al. (2009) treinaram ratos em esteira em plano declinado (-16° de
inclinacdo) na velocidade de 16 m/min até a exaustdo dos animais. Os autores
verificaram que a LLLT (632,8) aplicada sobre um unico ponto do musculo
gastrocnémio de ratos inibiu a inflamacdo; reduziu a atividade da CK no soro
sanguineo, os niveis musculares de malondialdeido (MDA) 24h e 48h ap0s o exercicio e
aumentou a atividade da enzima antioxidante superéxido dismutase (SOD).

Utilizando um protocolo de natacdo para inducdo de fadiga e dano muscular,
SUSSAI et al. (2010) investigaram os efeitos da LLLT (660 nm) sobre os niveis de CK
no plasma sanguineo e a apoptose da célula muscular de ratos. A LLLT foi aplicada
durante 40 segundos de irradiagdo sobre 1 ponto do muasculo gastrocnémio logo ap6s o
protocolo de fadiga. Comparado ao grupo controle, o grupo irradiado com LLLT teve os
menores niveis de CK e apoptose celular 24h e 48h apos a inducdo da fadiga.

PATROCINIO et al. (2013), utilizando o modelo de escada para o treinamento de

ratos, também verificaram os efeitos da LLLT sobre o desempenho muscular. Os
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autores ataram cargas a cauda dos animais durante os treinamentos, os quais foram
realizados 3 vezes por semana, durante 5 semanas, com carga inicial de 75% da massa
corporal dos animais e acrescendo-se 30g de carga a cada série. Cada treinamento foi
composto de 4 séries com cargas progressivas de 50%, 75%, 90% e 100% referente a
carga da uUltima sessdo de treinamento realizado. A LLLT (830 nm) foi aplicada com
dose de 120 J/em? (3,3 J) sobre ambos os msculos tibiais anterior dos animais logo
apos cada sessdo de treinamento. Embora a participagdo do masculo tibial anterior ndo
ser direta no exercicio proposto, os resultados mostraram que apds o programa de
treinamento o grupo LLLT reduziu os niveis de lactato sanguineo, diminuiu a deplecao
de glicogénio muscular e aumentou a area de secc¢do transversa comparado aos grupos
controle e treinamento sem LLLT, sugerindo, talvez, efeitos sistémicos.

O modelo de estimulacédo elétrica neuromuscular para a inducdo de fadiga e dano
muscular de LOPES-MARTINS et al. (2006) foi reproduzido posteriormente em mais
estudos que investigaram os efeitos da LLLT sobre o tecido muscular. Como exemplo
desses trabalhos, LEAL JUNIOR et al. (2010a) investigaram os efeitos da LLLT (904
nm) sobre a fadiga do musculo tibial anterior de ratos. A LLLT foi aplicada sobre um
unico ponto do masculo tibial anterior antes da inducdo da fadiga e com diferentes
tempos de tratamento e energia total. Os grupos de 1 J (Joule) e 3 J tiveram os maiores
picos de forga comparados ao grupo controle (sem LLLT), 0,1 J e 0,3 J. Os niveis de
lactato sanguineo foram menores em todos os grupos irradiados com LLLT. A atividade
da CK sanguinea foi também menor em todos os grupos irradiados, exceto no grupo 3 J.

Com a mesma metodologia do trabalho de LEAL JUNIOR et al. (2010a), DE
ALMEIDA et al. (2011) identificaram que a LLLT (904 nm) e energia de 1 J diminuiu
significativamente a atividade da CK sanguinea, reduziu os niveis de expressdao de RNA

mensageiro para ciclo-oxigenase-2 (COX-2) e aumentou a expressao de ciclooxigenase-
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1 (COX-1) comparado aos demais grupos. Os autores concluiram que a LLLT é efetiva
para a prevencao do dano muscular e pode modular a expressdo de genes responsaveis
pela resposta inflamatéria.

Recentemente SANTOS et al. (2014) investigaram os efeitos da LLLT quando
aplicada imediatamente antes de contracGes tetanicas induzidas por estimulagdo elétrica
neuromuscular durante 60 minutos (uma a cada 10 minutos). Os autores testaram
diferentes comprimentos de onda (660, 830 e 905 nm) e energias (1; 3 e 10 J). Os
resultados mostraram que, para a reducdo de fadiga, a LLLT 660 nm /3 J e 905 nm/ 1 J
promoveram melhores resultados. Mas para a reducdo do dano muscular, apenas a
LLLT 660 nm/1 J reduziu significativamente os niveis de CK. Referente & morfologia
muscular, anélises qualitativas do estudo evidenciaram que o dano muscular foi menor
nos grupos tratados com 660 nm/1Je 3 J; 905 nm/1J,3Je 10 J.

Por fim, (ALBUQUERQUE-PONTES et al., 2014) investigaram os efeitos de
diferentes comprimentos de onda de LLLT (660 nm; 830 nm; 905 nm), doses (1; 3 e 10
J) e tempo-resposta (5, 10, 30 minutos e 1, 2, 12 e 24 horas) sobre a atividade da
citocromo c oxidase em musculos de ratos sem o estresse de exercicios. Os autores
reportaram que a atividade da citocromo c oxidase foi aumentada com a LLLT 660

nm/1J; 830 nm/3J; 905 nm/1 J em todos os tempos testados.

2.2 Modelos experimentais que utilizaram a LEDT
Foram encontrados trés trabalhos que utilizaram a LEDT para o aumento de
desempenho, recuperacdo e/ou prevencao de dano muscular frente ao exercicio fisico

(CAMARGO et al., 2012; CORAZZA et al., 2013; DA COSTA SANTOS et al., 2014).



Assim como no trabalho de SUSSAI et al. (2010), CAMARGO et al. (2012)
utilizaram o protocolo de natacdo para a inducdo de fadiga e dano muscular. Nesse
estudo, 3 grupos de animais nadaram por 100 minutos e 0 grupo controle ndo realizou
nenhum exercicio. Os animais submetidos a natacdo foram ainda subdivididos em 3
grupos: natacdo e sem terapia para recuperacdo muscular apds o exercicio; natacao e
crioterapia (banho de imersdo em &gua a 10°C por 10 minutos) apds o exercicio;
natacdo e LEDT (940 nm) sobre ambas as patas traseiras apos o exercicio. Os resultados
mostraram que a area de necrose muscular e o infiltrado inflamatdrio no musculo s6leo
diminuiram significativamente no grupo LED comparado aos grupos exercicio e
exercicio associado a crioterapia. Comparado ao grupo exercicio, apenas o grupo LEDT
diminuiu significativamente 0s niveis sanguineos de CK 24h ap6s o protocolo de
natacao.

CORAZZA et al. (2013) investigaram os efeitos da LEDT (850 nm) sobre o
aumento do volume muscular e mediadores inflamatorios de ratas ovariectomizadas
submetidas a um protocolo de treinamento de salto com cargas progressivas (50 a 80%
da massa corporal dos animais) durante 12 semanas. Os autores concluiram que todos
0s grupos treinados (treinamento e treinamento associado & LEDT) e o grupo LEDT
(ndo treinado e irradiado com LEDT) aumentaram o volume muscular e as
concentragcbes musculares de IGF-1 (fator de crescimento semelhante a insulina 1)
comparado ao grupo controle (ovariectomizado, ndo treinado e ndo irradiado com
LEDT). Também, apenas 0 grupo treinamento associado a LEDT aumentou
significativamente o mediador anti-inflamatdrio IL-6 (interleukin-6) comparado aos
grupos treinamento, LEDT e controle. Em contrapartida, o grupo controle teve a menor
concentracdo dos mediadores pré-inflamatorios TNF-o (tumor necrosis factor -alfa) e

IL1-B (interleukin 1-beta) comparado aos demais grupos.
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Por fim, com o intuito de avaliar os efeitos da crioterapia e LEDT no
desempenho e dano muscular, DA COSTA SANTOS et al. (2014) avaliaram o tempo
para exaustdo, os niveis séricos de CK, proteina c-reativa e o infiltrado inflamatorio no
masculo gastrocnémio de ratos submetidos a protocolo de natacdo. O protocolo de
exercicio foi dividido em duas etapas: a primeira com 45 minutos de natagdo; e a
segunda até a exaustdo dos animais. Durante o intervalo (25 min) entre cada etapa, foi
utilizada ou a LEDT (940 nm) ou a crioterapia (10 min, 10 °C) ou a recuperagéo passiva
(sem nenhuma terapia) para a recuperacdo dos animais. Os resultados mostraram que 0s
grupos crioterapia e LEDT aumentaram o tempo para a exaustdo na segunda etapa do
protocolo quando comparados ao grupo recuperagdo passiva, mas sem diferencas
significativas entre os grupos LEDT e crioterapia. Todos 0s grupos submetidos ao
protocolo de exercicio aumentaram a contagem de neutréfilos no musculo
gastrocnémio. Os grupos crioterapia e recuperacdo passiva apresentaram leucocitose
guando comparados aos grupos controle e LEDT. Também, 0s grupos crioterapia,
recuperacdo passiva e o grupo LEDT tiveram os mesmos niveis de CK sanguineo, mas
apenas o grupo LEDT diminuiu significativamente os niveis de proteina c-reativa
comparado ao grupo crioterapia ap6s 24h do exercicio.

Abaixo, a tabela 1 traz todos os parametros da fototerapia (disponibilizados nos
estudos), grupo muscular irradiado, tipo de exercicio realizado e o modo de aplicacéo

utilizada nos estudos experimentais:
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Tabela 1

Fototerapia por LLLT e LEDT no desempenho muscular: modelos experimentais

Referéncia

Parametros da LLLT / LEDT

Musculo / Exercicio

Modo de aplicacéo

LOPES-MARTINS et al. (2006) Laser 655 nm

Area do diodo 0,08 cm?; 2,5 mW; 31,25 mW/cm?
Grupos: 0,5 J/cm? (32 segundos)

1 J/cm? (80 segundos)

2,5 Jlcm? (160 segundos)
1 ponto de aplicacédo

Tibial anterior

Exercicio: estimulacdo
elétrica neuromuscular

Contato

Antes do exercicio

LIU et al. (2009)

Laser 632 nm

Area do diodo 0,2 cm?

Grupos: 12 J/lcm?, 4 mW, 20 mW/cm?, 10 minutos
28 J/cm?; 9 mW, 46 mW/cm?, 10 minutos
43 J/cm?; 14 mW, 71 mW/cm?, 10 minutos

1 ponto de aplicacédo

Gastrocnémio

Exercicio: esteira em plano
declinado

Contato

Apos o exercicio

LEAL JUNIOR et al. (2010a)

Laser 904 nm
Area do diodo 0,2 cm?; 15 mW, 75 mW/cm?
Grupos: 0,1 J (7 segundos)
0,3 J (20 segundos)
1 J (67 segundos)
3 J (200 segundos)
1 ponto de aplicacédo

Tibial anterior

Exercicio: estimulacao
elétrica neuromuscular

Contato

Antes do exercicio

SUSSAI et al. (2010)

Laser 660 nm

Area do diodo 0,03 cm?; 100 mW; 3,3 mW/cm?
4 J por diodo (40 segundos); 133,3 J/cm?

1 ponto de aplicacédo

11

Gastrocnémio

Exercicio: natagdo com
carga

Contato

Ap0s o exercicio



DE ALMEIDA et al. (2011)

Laser 904 nm
Area do diodo 0,2 cm? 15 mW; 75mW/cm?
Grupos: 0,1 J (7 segundos)
0,3 J (20 segundos)
1 J (67 segundos)
3 J (200 segundos)
1 ponto de aplicacdo

Tibial anterior

Exercicio: estimulacao
elétrica neuromuscular

Contato

Antes do exercicio

PATROCINIO et al. (2013)

Laser 808 nm

Area do diodo 0,028 cm?; 100 mW; 3.571 mW/cm?
3,3 J por ponto (33 segundos), 120 J/cm?

1 ponto de aplicacéo

Tibial Anterior

Exercicio: escada

Contato

Ap0s o exercicio

SANTOS et al. (2014)

Lasers 660 nm, 830 nm e 905 nm

Area do diodo de 0,028 cm? 50 mW; 1.785 mW/cm?

Grupos: 660 nm — 1 J (20 seg); 3 J (60 seg) e 10 J (200 seg)
830 nm —1J (20 seg); 3 J (60 seg) e 10 J (200 seg)
905 nm — 1 J (20 seg); 3 J (60 seg) e 10 J (200 seg)

1 ponto de aplicacdo

Tibial anterior

Exercicio: estimulacao
elétrica neuromuscular

Contato

Antes do exercicio

ALBUQUERQUE-PONTES et

al. (2014)

Lasers 660 nm; 830 nm e 905 nm

Area dos diodos: 0,028 cm?; 50 mW; 1.785 mW/cm?

Grupos: 660 nm —1J (20 seg); 3 J (60 seg) e 10 J (200 seq)
830 nm — 1 J (20 seg); 3 J (60 seg) e 10 J (200 seg)
905 nm -1 J (20 seg); 3 J (60 seg) e 10 J (200 seQ)

1 ponto de aplicacédo

Tibial anterior

Atividade da citocromo ¢
oxidase

Contato

CAMARGO et al. (2012)

LED 940 nm
Area do diodo calculada 17,4 cm?®; 160 mW; 9,5 mW/cm?
Grupos: LED - 69,6 J (7 min 15 seg), 4 J/cm?
Crioterapia — 10 min a 10°C
1 ponto de aplicacéo

Porgdo media do triceps
sural

Exercicio: natagcdo durante
100 minutos

Sem contato (1 cm
de distancia)

Ap0s o exercicio
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CORAZZA et al. (2013)

LED 850 nm
Area do diodo 0,5 cm? 100 mW, 200 mW/cm?
60 J por ponto (10 minutos), 120 J/cm?

2 pontos de aplicacdo: 120 J

Trocanter maior e reto
femoral

Exercicio: salto com carga
em recipiente com adgua

Contato

Apos o exercicio

DA COSTA SANTOS et al.
(2014)

LED 940 nm
Area do diodo calculada 17,4 cm?; 160 mW; 9,5 mW/cm?
Grupos: LED — 69,6 J (7 min 15 seg), 4J/cm?

Crioterapia — 10 min a 10°C

1 ponto de aplicacdo

Por¢do media do triceps
sural

Exercicio: natacdo durante
45 min + recuperacdo (25
min) + natagdo até exaustdo

Sem contato (1 cm
de distancia)

No intervalo de
recuperacao
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2.3 Trabalhos clinicos que utilizaram a LLLT e/ou a LEDT

Da mesma maneira que foi realizada a revisdo bibliografica sobre fototerapia e
desempenho muscular em modelos experimentais, foi conduzida uma revisio
bibliogréfica para trabalhos clinicos. A pesquisa utilizou os bancos de dados PubMed e
MEDLINE entre o periodo de 1/6/1994 a 1/7/2014. Foram excluidos todos os trabalhos
com propostas diferentes da melhora do desempenho, recuperagdo e/ou prevencao de
dano muscular frente ao exercicio fisico. Os termos usados na pesquisa foram: low-level
laser therapy (LLLT), light-emitting diode (LED), LED therapy (LEDT), muscle
performance, fatigue, training, exercise, muscle damage. Foram classificados 26

estudos clinicos.

2.3.1 Trabalhos clinicos que utilizaram a LLLT: respostas agudas

A grande maioria dos trabalhos envolvendo a fototerapia por LLLT e exercicios
fisicos em humanos buscaram os efeitos agudos dessa terapia sobre o desempenho
muscular em exercicios de alta intensidade.

Um dos primeiros estudos clinicos publicados foi o estudo piloto de GORGEY;
WADEE e SOBHI (2008). Os autores aplicaram a LLLT (808 nm) durante 5 minutos (3
J — baixa energia) e 10 minutos (7 J — alta energia) sobre o quadriceps femoral antes da
inducdo de fadiga por estimulacéo elétrica neuromuscular. Os resultados mostraram que
0s grupos irradiados tiveram menor percentual de fadiga muscular comparado ao grupo
controle, mas sem significancia estatistica. Também ndo houve diferenca significativa
entre os grupos tratados com LLLT.

Com metodologias muito similares, Leal Junior et al., (LEAL JUNIOR et al.,

2008; LEAL JUNIOR et al., 2009d; LEAL JUNIOR et al., 2010b) e DE ALMEIDA et
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al. (2012) investigaram os efeitos da LLLT sobre o desempenho do musculo biceps
braquial em estudos duplo-cego e controlado por placebo.

LEAL JUNIOR et al. (2008) verificaram os efeitos da LLLT (655 nm) aplicada
sobre o biceps braquial antes de exercicio em banco scott. O exercicio foi realizado com
75% da carga referente a contracdo voluntaria maxima (CVM) até a exaustdo. Foram
irradiados 4 pontos do biceps braquial durante 100 segundos sobre cada ponto. Os
resultados mostraram aumento significativo do nimero de repeti¢des do grupo irradiado
comparado ao placebo. Porém, ndo houve aumento do tempo de contracdo e/ou
diminuicdo dos niveis de lactato sanguineo.

Com o mesmo desenho experimental, esses mesmos autores utilizaram outra
LLLT (830 nm) aplicada em 4 pontos do biceps braquial (LEAL JUNIOR et al.,
2009d). O tempo de irradiacdo foi de 50 segundos em cada ponto antes de inciar o
exercicio em banco scott. Os resultados foram 0s mesmos encontrados anteriormente: a
LLLT aumentou o nimero de repeti¢cbes comparado ao grupo placebo.

Nessa mesma perspectiva, DE ALMEIDA et al. (2012) buscaram identificar em
um unico estudo qual comprimento de onda poderia ser melhor para aumentar o
desempenho do biceps braquial em exercicios de alta intensidade. A LLLT (660 nm ou
830 nm) foi aplicada sobre 4 pontos do biceps braquial, durante de 100 segundos sobre
cada ponto antes de iniciar o exercicio em banco scott. Os grupos irradiados com LLLT
(660 nm ou 830 nm) tiveram maior forga e pico de torque comparado ao grupo placebo.
No entanto, ndo houve diferenca significativa entre os grupos irradiados.

LEAL JUNIOR et al. (2010b) também desenvolveram outro estudo duplo-cego
controlado por placebo, randomizado e cruzado para investigar a fadiga do biceps
braquial. Nesse estudo, a LLLT (arranjo com 5 diodos laser de 810 nm) foi aplicada

antes do exercicio em banco scott com 75% da CVM até a exaustdo. Foram irradiados
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dois pontos do biceps braquial durante 30 segundos sobre cada ponto. Os resultados
mostraram que a LLLT aumentou o numero de repeticGes e o tempo de contracéo,
diminuiu os niveis de lactato, CK e proteina c-reativa apds o exercicio.

No entanto, recentemente HIGASHI et al. (2013) buscaram identificar os mesmos
efeitos positivos da LLLT na reducdo da fadiga muscular em biceps braquial. Os autores
posicionaram as voluntérias sentadas e irradiaram o biceps braquial com LLLT (808
nm) ou placebo antes do exercicio em estudo randomizado e cruzado. Por meio de
eletromiografia de superficie, niveis de lactato sanguineo e nimero de repeticdes
maximas com carga de 75% referente a 1 repeticdo maxima (LRM), os autores ndo
encontraram nenhuma diferenca significativa entre os grupos, contrariando resultados
prévios da literatura.

Além do biceps braquial, outros muasculos também foram investigados quanto aos
efeitos da fototerapia para reduzir o dano e a fadiga muscular. O musculo reto femoral
de atletas de voleibol e futebol foi previamente irradiado com a fototerapia por LLLT
(830 nm) em estudo duplo-cego, randomizado e controlado por placebo. Apesar de ndo
aumentar o desempenho muscular no teste de Wingate, o grupo LLLT ndo aumentou
significativamente os niveis de CK, e os niveis de lactato sanguineo diminuiram apos 15
minutos do término do teste de Wingate (LEAL JUNIOR et al., 2009b).

BARONI et al. (2010a) investigaram os efeitos da LLLT (arranjo com 5 diodos
laser de 810 nm) sobre o metabolismo energético, dano muscular e a dor de inicio tardio
em homens jovens apos 5 séries de 15 contragdes excéntricas do quadriceps femoral em
dinamémetro isocinético. Foram 6 pontos de irradiacdo sobre o quadriceps femoral
com duracdo de 30 segundos sobre cada ponto. Os resultados mostraram que a LLLT
aplicada antes do exercicio proporcionou menor aumento da atividade da enzima lactato

desidrogenase (LDH) 48h ap06s o exercicio, menor aumento de CK sanguinea 24h e 48h
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apos o exercicio e menor perda da contracdo voluntaria maxima (CVM) imediatamente
e 24h apods o exercicio. No entanto, a dor de inicio tardio mensurada pela escala visual
analdgica (EVA) foi igual para os grupos LLLT e placebo.

Utilizando um modelo de investigagéo da fadiga muscular por eletromiografia de
superficie e nimero de repeticbes maximas, TOMA et al. (2013) utilizaram a LLLT
(808 nm) ou placebo para irradiar o musculo reto femoral de mulheres idosas
previamente ao exercicio de flexdo-extensdo do joelho durante 60 segundos com carga
referente a 75% da 1RM em cadeira extensora em estudo triplo-cego e controlado por
placebo. Houve um aumento no ndmero de repetigdes maximas no grupo LLLT
comparado ao placebo. Mas ndo houve reducdo significativa da fadiga do reto femoral
na analise de eletromiografia de superficie.

Nessa mesma perspectiva, DOS SANTOS MACIEL et al. (2014) testaram se a
fototerapia por LLLT (780 nm) poderia aumentar o desempenho do mdusculo tibial
anterior quando aplicada previamente ao teste de forca e fadiga em dinamdmetro
isocinético associado a eletromiografia de superficie em estudo duplo-cego e controlado
por placebo. Os autores verificaram que a LLLT aumentou o torque muscular sem
diferencas significativas entre os grupos; a LLLT n&o reduziu a fadiga muscular
analisada por eletromiografia de superficie, concordando com o estudo prévio de
TOMA et al. (2013); e ndo reduziu os niveis de lactato sanguineo de forma significativa
entre 0S grupos.

Buscando identificar mais efeitos agudos da LLLT sobre o desempenho
musucular, DE MARCHI et al. (2012) utilizam a LLLT (arranjo com 5 diodos laser de
810 nm) para reduzir a fadiga, estresse oxidativo e o dano muscular em exericio fisico
de alta intensidade em esteira ergométrica. Foram irradiados seis pontos do quadriceps

femoral como realizado por BARONI et al. (2010a), 4 pontos sobre os isquiotibiais e
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dois pontos sobre o gastrocnemio antes do exercicio progressivo em esteira realizado até
a exaustdo. O tempo de irradiacdo de cada ponto foi de 30 segundos. Os resultados
evidenciaram que o grupo irradiado aumentou o0 consumo maximo de oxigénio
absoluto, relativo e o tempo de exercicio comparado ao placebo. A atividade da enzima
LDH, o dano muscular (CK) e a peroxidacao lipidica (TBARS - substancias reativas ao
acido tiobarbiturico) foram todos significativamente maiores apenas no grupo placebo
apos o exercicio. A atividade da enzima antioxidante superoxido dismutase (SOD) foi
diminuida também apenas no grupo placebo apos o exercicio.

Com modificagdes do momento do uso da fototerapia para a reducdo da fadiga e
dano muscular, FELISMINO et al. (2014) aplicaram a LLLT (808 nm) entre as séries
de exercicio fisico. Esse estudo duplo-cego e controlado por placebo induziu a fadiga e
o dano muscular em homens jovens por meio de 10 séries de 10 repeticdes de flex&o-
extensdo do cotovelo (banco scott) com carga de 50% da 1RM. Os resultados
mostraram que a LLLT reduziu significativamente os niveis de CK sanguineo 72h apds
0 teste, comparado ao grupo placebo. Mas ndo houve diferenca no desempenho
muscular entre 0s grupos.

Com o mesmo raciocinio anterior, DOS REIS et al. (2014) testaram a efetividade
da LLLT (830 nm) quando aplicada sobre todo o quadriceps femoral antes ou ap6s o
exercicio fisico em cadeira extensora com 75% da 1RM em estudo duplo-cego e
controlado por placebo. Os autores verificaram que ndo houve diferenca significativa no
namero de repetigdes maximas realizadas entre 0s grupos, mas os niveis de lactato e CK
foram menores no grupo que recebeu a fototerapia apos o exercicio fisico comparado
aos grupos placebo e LLLT aplicada antes do exercicio fisico.

Por fim, ANTONIALLI et al. (2014) utilizou um arranjo composto de laser e

LEDs sobre a recuperacdo muscular pds-inducdo de fadiga em dinamdmetro isocinético
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utilizando contragBes excéntricas e contrages voluntarias méximas em exercicio
isométrico a 60° de flexdo do joelho. Os autores aplicaram a fototerapia (laser e LEDS)
sobre 6 pontos do quadriceps femoral 3 minutos antes do inicio do protocolo de
exercicio excéntrico. Comparado a terapia placebo, foram testadas 3 doses de luz por
ponto de aplicagdo: 10 J, 30 J e 50 J. AvaliacGes de lactato sanguineo, dor muscular de
inicio tardio, CK e contragdes voluntarias maximas foram realizadas imediatamente
apos a inducdo de fadiga, bem como apds 1h, 24h, 48h, 72h e 96h. Os resultados
mostraram que as doses de 10 J e 30 J aumentaram o0 pico de torque da contracdo
voluntaria maxima imediatamente apds até 96h. A dor foi reduzida com as doses de 30 J
e 50 J comparados ao placebo. E a CK foi significativamente diminuida com as trés

doses.

2.3.2 Trabalhos clinicos que utilizaram a LLLT: respostas crénicas

FERRARESI et al. (2011) e VIEIRA et al. (2012) verificaram os efeitos da LLLT
sobre programas de treinamento fisico de forca e de resisténcia em estudos clinicos
randomizados e controlados. FERRARESI et al. (2011) verificaram os efeitos da LLLT
(arranjo com 6 diodos laser de 808 nm) sobre um programa de treinamento fisico com
carga de 80% referente a 1IRM. O programa de treinamento foi realizado duas vezes por
semana, durante 12 semanas consecutivas e a LLLT foi aplicada imediatamente ap6s
cada sessdo de treinamento. Foram irradiadas 7 regifes do quadriceps femoral durante
10 segundos por regido. Os resultados mostraram que o grupo LLLT teve maior ganho
percentual na 1RM comparado ao grupo treinado sem LLLT e ao grupo controle apds o

programa de treinamento. Apenas o grupo LLLT aumentou significativamente a média
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de pico de torque e o pico de torque dos musculos extensores do joelho em
dinamometria isocinética.

O segundo trabalho foi elaborado por VIEIRA et al. (2012). Nesse estudo,
verificou-se os efeitos da LLLT (arranjo com 6 diodos laser de 808 nm) sobre um
programa de treinamento fisico de intensidade moderada (referente ao limiar anaerébio
ventilatério) em bicicleta ergométrica. O programa de treinamento fisico foi realizado
trés vezes por semana durante 9 semanas consecutivas. A LLLT foi aplicada sobre 5
regides do quadriceps femoral durante 10 segundos por regido. Os resultados mostraram
que apenas 0 grupo LLLT diminuiu o indice de fadiga dos musculos extensores do

joelho em dinamometria isocinética.

2.3.3 Trabalhos clinicos que utilizaram a LEDT: respostas agudas

Recentemente a LEDT comegou a ser investigada com o mesmo proposito
anterior da LLLT: aumentar o desempenho muscular humano, recuperar e/ou prevenir
lesBGes oriundas de exercicios fisicos de alta intensidade. Alguns dos principais supostos
motivos para essa investigacdo € que os LEDs sdo fontes emissoras de luz mais
acessiveis (menor valor) e possuem uma maior area emissora de luz comparada aos
diodos laser, tratando, assim, maiores areas ponto a ponto.

O primeiro estudo nessa linha de pesquisa foi conduzido por VINCK et al. (2006).
Os autores investigaram os efeitos da LEDT (arranjo de 32 LEDs, 950 nm) sobre a dor
muscular de inicio tardio (DMIT) apds a inducdo de fadiga muscular do biceps braquial
em dinambmetro isocinético. Os autores ndo encontraram diferencas significativas entre
0s grupos LEDT e placebo para o pico de torque e o nivel de dor aferida por algbmetro

e escala visual analdgica (EVA).
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Utilizando metodologia semelhante, DOURIS et al. (2006) verificaram que a
LEDT (arranjo de 36 LEDs, 880 nm e 660 nm) diminuiu significativamente a DMIT
induzida no biceps braquial utilizando pesos livres, comparada aos grupos placebo e
controle. Essa diminuicdo ocorreu apds 48h da inducdo da DMIT e foi identificada por
meio da EVA e do questionario McGill para dor.

Além da inibicdo de dor muscular induzida por exercicio, a LEDT também foi
empregada para a reducdo da fadiga muscular (KELENCZ et al., 2010). Em seu estudo
clinico, KELENCZ et al. (2010) verificaram os efeitos da dose-resposta da LEDT (640
nm) sobre a atividade muscular do masseter. Os autores concluiram que para a redu¢do
da fadiga muscular, a energia de 2,08 J por ponto (total de 8 pontos) aumentou o tempo
de exercicio maximo (oclusdo bucal) para o surgimento da fadiga comparado aos grupos
1,04 J por ponto (total de 8 pontos) e 3,13 J por ponto (total de 8 pontos).

Mais recentemente, LEAL JUNIOR et al. (2009c) aplicaram a LEDT (arranjo
com 69 LEDs, 850 nm e 660 nm) durante 30 segundos de irradiacdo sobre um Gnico
ponto no ventre do masculo biceps braquial antes do exercicio com 75% da CVM em
banco scott. O grupo LEDT aumentou o nimero de repeticdes e o tempo de contracdo
no exercicio proposto. Também diminuiu os niveis sanguineos de CK, lactato e proteina
c-reativa ap0s o exercicio comparado ao grupo placebo.

Nessa mesma perspectiva, BARONI et al. (2010b) também utilizou 0 mesmo
arranjo multidiodo do estudo anterior, mas avaliando a fadiga do quadriceps femoral em
dinamdmetro isocinético. A LEDT foi aplicada sobre 3 pontos do quadriceps femoral. O
tempo de irradiagéo foi de 30 segundos sobre cada ponto e os resultados mostraram que
a LEDT foi eficiente para diminuir o decaimento de torque extensor do joelho.

Ao contrario dos autores anteriores, BORGES et al. (2014) utilizaram a LEDT

(630 nm) imediatamente apos a inducdo de dano muscular no biceps braquial por meio
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de exercicio excéntrico. Comparado ao grupo placebo, o grupo LED diminuiu a dor na
EVA, teve menor decaimento de forca isométrica e menor diminui¢do ou restricdo no
arco de movimento de flexdo-extensdo do cotovelo apds 24h, 48h, 72h e 96h da inducéo
do dano muscular. Os autores concluiram que a LEDT foi efetiva em atenuar os efeitos
deletérios do dano muscular induzido por exercicio excéntrico.

Apesar dos bons resultados obtidos previamente nos estudos supracitados,
DENIS; O'BRIEN e DELAHUNT (2013), em estudo uni cego, randomizado, cruzado e
controlado por placebo, ndo encontraram diferencas significativas na poténcia pico em
teste de Wingate, indice de fadiga e concentracdo sanguinea de lactato. Os autores
utilizaram um arranjo de LEDs para a LEDT (arranjo com 69 LEDs, 950 nm e 660 nm)
no intervalo entre 0 2° e 0 3° teste de Wingate.

A fim de comparar os efeitos da LEDT e LLLT, LEAL JUNIOR et al. (2009a)
investigaram o desempenho fisico de jogadores de voleibol tratados ou com arranjo de
69 LEDs (35 LEDs de 850 nm e 34 LEDs de 660 nm) ou LLLT com Unico diodo (810
nm). Foram realizados trés testes de esforco de alta intensidade (teste de Wingate) em
dias ndo consecutivos. A LEDT (cluter com 69 LEDs) ou a LLLT ou placebo foram
aplicados antes do inicio do exercicio sobre dois pontos no ventre do musculo reto
femoral, com tempo de irradiacdo de 30 segundos sobre cada ponto. Houve diminuicéo
significativa dos niveis sanguineos de CK do grupo LEDT ap06s o exercicio, comparado
ao grupo LLLT e placebo. No entanto, ndo houve aumento do desempenho fisico ou
reducdo significativa nos niveis de lactato do grupo LEDT comparado aos demais
grupos.

Ainda nessa mesma perspectiva de comparacdo, LEAL JUNIOR et al. (2011)
compararam os efeitos da LEDT (arranjo com 69 LEDs, 850 nm e 660 nm) a

crioimersédo na recuperacdo muscular de 6 atletas em estudo duplo-cego, randomizado,
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cruzado e controlado por placebo. Os atletas realizaram trés testes de Wingate em trés
dias distintos. Apds cada teste, os voluntarios receberam ou placebo LEDT, ou LEDT
ou crioimersdo (5 minutos a 5 °C). A LEDT foi aplicada sobre dois pontos do
quadriceps femoral, dois pontos sobre os isquiotibiais e dois pontos sobre o
gastrocnémio. A LEDT né&o aumentou o trabalho muscular no teste de Wingate e néo
modulou a proteina c-reativa, mas diminuiu significativamente os niveis sanguineos de

CK e lactato.

2.3.4 Trabalhos clinicos que utilizaram a LEDT: respostas cronicas

PAOLILLO et al. (2011) investigaram os efeitos da terapia por LED em mulheres
na pos-menopausa submetidas a treinamento fisico em esteira ergométrica durante 12
semanas. Foram duas sessfes de treinos semanais e cada sessdo teve duragdo de 30
minutos. Durante todas as sessdes de treinamento, o grupo LED recebeu a LEDT (850
nm) por meio de 2 placas de LEDs, com raio de curvatura de 57 cm e posicionadas
aproximadamente a 15 centimetros de distancia da coxa das voluntarias. Os autores
concluiram que o grupo LED aumentou a poténcia e o trabalho dos musculos extensores
do joelho em dinamometria isocinética comparado ao grupo treinamento sem LED

(controle), o qual teve maior indice de fadiga.

Ainda considerando o trabalho supracitado, PAOLILLO et al. (2013) mostraram
qgue o treinamento fisico em esteira associado a LEDT (850 nm) durante 6 meses
diminui o tempo de recuperacgdo para a frequéncia cardiaca e o duplo produto apds teste
modificado de Bruce em esteira ergométrica. Ambos os grupos (LED e treinamento sem

LED) aumentaram a tolerancia ao exercicio (tempo limite para exaustdo), o equivalente
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metabolico (MET) e o desempenho no teste modificado de Bruce sem diferencas

significativas entre eles.

Abaixo, a tabela 2 traz todos os parametros da fototerapia (disponibilizados nos
estudos), grupo muscular irradiado, tipo de exercicio realizado e o modo de aplicacéo

utilizado nos estudos clinicos:
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Tabela 2

Fototerapia por LLLT e LEDT no desempenho muscular: estudos clinicos

Referéncia

Parametros da LLLT /LEDT

Musculo / exercicio

Modo de aplicacéo

GORGEY; WADEE e SOBHI (2008)

Arranjo com 4 lasers 808 nm;
500 mW; 8,3 mW/cm?
Grupos: 7 J (10 minutos)

3 J (5 minutos)
1 ponto de aplicacdo

Quadriceps femoral

Exercicio: dinamometro
isocinético

Escaneamento

Antes do exercicio

LEAL JUNIOR et al. (2008)

Laser 655 nm;

Area do diodo 0,1 cm? 50 mW; 500 J/cm?; 5 W/cm?;
5 J por diodo (100 segundos);

4 pontos de aplicacdo: 20 J

Biceps braquial

Exercicio: banco scott

Contato

Antes do exercicio

LEAL JUNIOR et al. (2009b)

Laser 830 nm;
Area do diodo 0,0028 cm?; 100 mW:
Grupos: Atletas de voleibol — 4 J (40 seq) ; 1.428,57 Jicm?
Atletas de futebol — 3 J (30 seg); 1.071,43 J/cm?;
10 pontos de aplicacdo: 40 J (atletas de voleibol)
30 J (atletas de futebol)

Reto femoral

Exercicio: Wingate

Contato

Antes do exercicio

LEAL JUNIOR et al. (2009d)

Laser 830 nm;

Avrea do diodo 0,0028 cm?; 100 mW; 35,7 W/cm?
5 J (50 segundos), 1.785 J/cm?

4 pontos de aplicacdo: 20 J

Biceps braquial

Exercicio: banco scott

Contato

Antes do exercicio

BARONI et al. (2010a)

Arranjo com 5 lasers 810 nm;

Avrea do diodo 0,029 cm? 200 mW; 6,89 W/cm?
6 J por diodo (30 segundos); 206,89 J/cm?;

30 J por ponto de aplicagdo: 5x 6 J

6 pontos de aplicacdo: 180 J

Quadriceps femoral:

2 sobre o vasto medial, 2
sobre o vasto lateral, 2
sobre o reto femoral

Exercicio: dinamdmetro
isocinético

Contato

Antes do exercicio
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LEAL JUNIOR et al. (2010b)

Arranjo com 5 lasers 810 nm;

Area do diodo 0,0364 cm? 200 mW; 5,495 W/cm®
6 J por diodo (30 segundos), 164,85 J/cm?;

30 J por ponto de aplicagdo: 5x 6 J

2 pontos de aplicacdo: 60 J

Biceps braquial

Exercicio: banco scott

Contato

Antes do exercicio

DE ALMEIDA et al. (2012)

Laser 660 nm;

Area 0,0028 cm?; 50 mW; 17,85 W/cm?;
5J (100 segundos), 1.785 J/cm?;

4 pontos de aplicacdo: 20 J

Versus

Laser 830 nm

Area 0,0028 cm?; 50 mW; 17,85W/cm?;
5 J (100 segundos), 1.785 J/cm?;

4 pontos de aplicacdo: 20 J

Biceps braquial

Exercicio: CVM por 60
segundos

Contato

Antes do exercicio

DE MARCHI et al. (2012)

Arranjo com 5 lasers 810 nm;

Area de cada diodo 0,0364 cm? 200 mW; 5,495 W/cm?
6 J por diodo (30 segundos), 164,85 J/cm?

30 J por ponto de aplicagdo: 5x 6 J

12 pontos de aplicacdo: 360 J

Quadriceps femoral: 2
pontos sobre o reto
femoral, 2 sobre o vasto
medial, 2 sobre o vasto
lateral.

Isquiotibiais: 4 pontos
Gastrocnémio: 2 pontos

Exercicio: corrida em
esteira até exaustao

Contato

Antes do exercicio

HIGASHI et al. (2013)

Laser 808 nm;

Avrea do diodo 0,0028 cm?; 100 mW; 35,7 W/cm?
7 J (70 segundos), 2.500 J/cm?

8 pontos de aplicacdo: 56 J

Biceps braquial

Exercicio: rosca biceps

Contato

Antes do exercicio

TOMA et al. (2013)

ITaser 808 nm;
Area do diodo 0,0078 cm? 100 mW; 12,7 W/cm?
7 J (70 segundos), 892 J/cm®

Biceps braquial

Exercicio: cadeira

Contato

Antes do exercicio
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8 pontos de aplicacdo: 56 J

extensora

DOS SANTOS MACIEL et al. (2014)

Laser 780 nm;

Area 0,2 cm?; 30 mW: 0,15 W/cm?
0,81 J (27 segundos), 4 J/cm?

29 pontos de aplicacdo: 23,49 J

Tibial anterior

Exercicio: dinamdmetro
isocinético

Contato

Antes do exercicio

FELISMINO et al. (2014)

Laser 808 nm;

Area 0,0028 cm?; 100 mW; 35,71 W/cm?
1J (10 segundos), 357,14 J/cm?

4 pontos de aplicacdo: 4 J

Biceps braquial

Exercicio: banco scott

Contato

Entre as séries de
exercicio

DOS REIS et al. (2014)

Arranjo com 6 lasers 830 nm;

Area 0,0028cm?; 60 mW; 21,42W/cm?

0,6 J por diodo (10 segundos), 214,28 J/cm?
3,6 J por regido de aplicagdo: 0,6 J x 6

7 regides de 3,6 J cada: 25,2 J

Quadriceps femoral: 7
regides distribuidas
uniformemente sobre o
quadriceps femoral

Exercicio: mesa extensora

Contato

Antes ou ap6s do
exercicio

(ANTONIALLI et al., 2014)

Arranjo de 1 laser 905 nm, 4 LEDs 875 nm e 4 LEDs 640 nm;
Area do diodo laser 0,44 cm?; 0,3125 mW; 0,07 mW/cm?;
Area do LED 875 nm: 0,9 cm?; 17,5 mW; 19,44 mW/cm?;
Area do LED 640 nm: 0,9 cm? 15 mW; 16,66 mW/cm?;

10 J por regido de aplicagdo: 76 segundos

30 J por regido de aplicacdo: 228 segundos

50 J por regido de aplicacdo: 381 segundos

6 regides de aplicacéo: 60 J; 180 J; 300 J

Quadriceps femoral: 2
regides sobre 0 vasto
medial, 2 sobre o vasto
lateral e 2 sobre o reto
femoral

Exercicio: contracbes
excéntricas em
dinamd&metro isocinético

Contato

Antes do exercicio

FERRARESI et al. (2011)

Arranjo com 6 lasers 808 nm;

Area 0,0028cm?; 60 mW; 21,42W/cm?

0,6 J por diodo (10 segundos), 214,28 J/cm?
3,6 J por regido de aplicacdo: 0,6 J x 6

7 regides de 3,6 J cada: 25,2 J

Quadriceps femoral: 7
regides distribuidas
uniformemente sobre o
quadriceps femoral
Exercicio: leg press e
dinamdmetro isocinético

Contato

Apds o exercicio
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VIEIRA et al. (2012)

Arranjo com 6 lasers 808 nm;

Area 0,0028cm?; 60 mW; 21,42W/cm?

0,6 J por diodo (10 segundos), 214,28 J/cm?
3,6 J por regido de aplicagdo: 0,6 J x 6

5 regides de 3,6 J cada: 18 J

Quadriceps femoral: 5
regibes distribuidas
uniformemente sobre o
quadriceps femoral

Exercicio: cicloergbmetro
e dinamdmetro isocinético

Contato

Apbs o exercicio

VINCK et al. (2006)

Arranjo com 32 LEDs de 950 nm;
Avrea do arranjo 18 cm?; 160 mW;
3,2 J/lcm? (360 segundos)

1 ponto de aplicacdo

Biceps braquial

Exercicio: dinamdmetro
isocinético

Contato

Apos o exercicio

DOURIS et al. (2006)

Arranjo com 36 LEDs:

Area do arranjo 5 cm? 100 mW/cm?
32 LEDs 880 nm; 80 segundos, 8 J/cm?
4 LEDs 660 nm; 80 segundos, 8 J/cm?
2 pontos de aplicacéo

Biceps braquial:1 ponto
juncdo musculotendinea e
1 ponto 5 cm acima

Exercicio: excéntrico em
banco scott

Contato

Apos o exercicio

KELENCZ et al. (2010)

LED 640 nm

Area do LED de 0,522 cm?; 116 mW; 222 mW/cm?

Grupos: 1,04 J (9 segundos); 8 pontos (8,35 J); 2 J/cm?
2,08 J (18 segundos); 8 pontos (16,7 J); 4 J/cm?
3,13 J (27 segundos); 8 pontos (25 J); 6 J/cm?

8 pontos de aplicacdo

Masseter

Exercicio: oclusao bucal

Contato

Antes do exercicio

LEAL JUNIOR et al. (2009c)

Arranjo com 69 LEDs:

Area de cada LED 0,2 cm? mW; 150 mW/cm?;

0,3 J LED 660 nm (30 segundos), 1,5 Jlem?®
0,9 J LED 850 nm (30 segundos), 4,5 Jlem?
41,7 J por ponto de aplicacdo (30 segundos)
1 ponto de aplicacdo

Biceps braquial

Exercicio: banco scott

Contato

Antes do exercicio

BARONI et al. (2010b)

Arranjo com 69 LEDs:

Area de cada LED 0,2 cm?;

34 LEDs 660 nm; 10 mW; 50 mW/cm?
35 LEDs 850 nm; 30 mW; 150 mW/cm?;

Quadriceps femoral: 2
pontos sobre o reto
femoral, 2 sobre o vasto
medial, 2 sobre o vasto

Contato
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0,3 J LED 660 nm (30 segundos), 1,5 Jlem?
0,9 J LED 850 nm (30 segundos), 4,5 J/cm?
41,7 J por ponto de aplicacdo (30 segundos)

3 pontos de aplicacdo: 125,1J

lateral.

Exercicio: dinamdmetro
isocinético

Antes do exercicio

BORGES et al. (2014)

LED 630 nm
Area do LED de 1,77 cm?; 300 mW; 169,49 mW/cm?

9 J (30 segundos); 5,1 J/cm?;
4 pontos de aplicacdo: 36 J

Biceps braquial

Exercicio: excéntrico

Contato

Antes do exercicio

LEAL JUNIOR et al. (2009a)

Laser 810 nm

Area do diodo 0,036 cm? 200 mW: 5,5 W/cm?;
6 J (30 segundos), 164,84 J/cm?

2 pontos de aplicacdo: 12 J

versus

Arranjo com 69 LEDs:

Area de cada LED 0,2 cm?,

34 LEDs 660 nm; 10 mW; 50 mW/cm?

35 LEDs 850 nm; 30 mW; 150 mW/cm?;
0,3 J LED 660 nm (30 segundos), 1,5 J/cm?
0,9 J LED 850 nm (30 segundos), 4,5 J/cm?
41,7 J por ponto de aplicacdo

2 pontos de aplicacdo: 83,4 J

Reto femoral

Exercicio: Wingate

Contato

Antes do exercicio

LEAL JUNIOR et al. (2011)

Arranjo com 69 LEDs:

Area de cada LED 0,2 cm?;

34 LEDs 660 nm; 10 mW; 50 mW/cm?

35 LEDs 850 nm; 30 mW; 150 mW/cm?;
0,3 J LED 660 nm (30 segundos), 1,5 Jlem?
0,9 J LED 850 nm (30 segundos), 4,5 Jlem?
41,7 J por ponto de aplicacdo

5 pontos de aplicacdo: 208,5 J

Versus

Quadriceps femoral: 2
pontos;

Isquiotibiais: 2 pontos;
Gastrocnémio: 1 ponto

Contato
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Crioterapia
Imersdo por 5 minutos (5 ° C)

Exercicio: 3 Wingates

ApOs o exercicio

DENIS; O'BRIEN e DELAHUNT (2013)

Arranjo com 69 LEDs:

Area de cada LED 0,2 cm?;

34 LEDs 660 nm; 10 mW:; 50 mW/cm?
35 LEDs 950 nm; 15 mW; 75 mW/cm?;

0,30 J LED 660 nm (30 segundos), 1,5 Jlem?
0,45 J LED 950 nm (30 segundos), 2,25 J/cm?
25,95 J por ponto de aplicacdo

4 pontos de aplicacdo: 103,8 J

Quadriceps femoral: 2
pontos sobre o reto
femoral, 1 ponto sobre
vasto medial, 1 ponto
sobre vasto lateral

Exercicio: Wingate

Contato

Intervalo entre 2° e 0
3° Wingate

PAOLILLO et al. (2011)

2 Placas de 2.000 LEDs (850 nm) cada:

Avrea de cada placa 1.110 cm?

Raio de curvatura de 57 cm

2.000 LEDs 850 nm; 31 mW/cm?

14.400 J (ambos 0s membros); 30 minutos; 55,8 J/cm?

Toda a coxa

Exercicio: esteira
ergometrica

A distancia

Durante o exercicio

PAOLILLO et al. (2013)

2 Placas de 2.000 LEDs (850 nm) cada:
Avrea de cada placa 1.110 cm?

Raio de curvatura de 57 cm

2.000 LEDs 850 nm; 100 mW; 39 mW/cm?
45 minutos; 108 J/cm?

Toda a coxa

Exercicio: esteira
ergométrica

A distancia

Durante o exercicio
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2.4 Parametros da fototerapia (LLLT e/ou LEDT) empregados nos estudos

A fototerapia por LLLT e LEDT tem sido utilizada de maneiras distintas entre os
pesquisadores. Essas diferencas concentram-se no nimero de pontos de irradiacdo sobre
0 grupo muscular, parametros da terapia (energia, densidade de energia, poténcia,
densidade de poténcia, tempo de tratamento), além do momento de aplicacdo: antes
(pré-condicionamento muscular), durante ou ap6s (recupera¢do muscular) do exercicio
fisico. Consequentemente, a manipulacdo desse conjunto de variaveis contribui de
forma expressiva para a ideia de dose-resposta, a qual tem um comportamento
possivelmente bifasico (HUANG et al., 2009; HUANG et al., 2011)

O numero de pontos de irradiacdo parece ser importante para abranger todo o
grupo muscular desejado em humanos, principalmente a disposicao equidistante desses
pontos para cobrir a maior area muscular e distribuir melhor a energia aplicada
(FERRARESI et al., 2011; FERRARESI; HAMBLIN e PARIZOTTO, 2012; VIEIRA
et al., 2012). Os resultados dos trabalhos utilizando arranjos de lasers ou LEDs parecem
ser melhores para a redugdo da fadiga e aumento de desempenho muscular comparado a
utilizacdo de um unico diodo (LEAL JUNIOR et al., 2008; LEAL JUNIOR et al.,
2009a; LEAL JUNIOR et al., 2010b; FERRARESI et al., 2011; VIEIRA et al., 2012).
A figura 1 ilustra as diferentes metodologias quanto ao numero e distribuicdo dos

pontos de irradiacdo da LLLT e LEDT sobre o quadriceps femoral.
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Figura 1. Numero de pontos de irradiacdo sobre o quadriceps femoral utilizando a
terapia laser de baixa intensidade (low-level laser therapy - LLLT) ou terapia por LED
(light-emitting diode therapy — LEDT). A (LEAL JUNIOR et al., 2009a); B (DE
MARCHI et al., 2011); C (FERRARESI et al., 2011) e D (VIEIRA et al., 2012).

Os pardmetros da LLLT e LEDT utilizados nos estudos séo distintos quanto ao
comprimento de onda nos modelos experimentais e trabalhos clinicos. No entanto, a
radiacdo no infravermelho proximo parece ser a mais utilizada nos estudos clinicos,
embora tenha se utilizado arranjos de LEDs com comprimentos de onda mistos:
vermelho e infravermelho proximo.

A dosimetria e 0 momento da aplicacdo da fototerapia sobre os musculos ainda
sdo objetos de estudo nos ensaios clinicos. HA uma grande variacdo na energia,
poténcia, densidade de poténcia e tempo de irradiacdo, mas ha consenso no modo de
aplicacdo (contato). Os trabalhos clinicos que visaram os efeitos agudos da LLLT sobre
a fadiga muscular utilizaram energia total (Joules), poténcia (W) e densidade de
poténcias (W/cm?) cada vez maiores a cada estudo, conforme tabela 2. No entanto, a

energia total e a poténcia foram menores nos trabalhos clinicos de carater crénico.
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Os estudos clinicos que utilizaram a LEDT antes do exercicio fisico para a
reducdo da fadiga muscular empregaram energias totais muito maiores que as
empregadas nos estudos com LLLT. No entanto, a poténcia e densidade de poténcia
foram menores, conforme tabela 2. Ainda ndo ha consenso dos melhores parametros a
serem empregados na LLLT ou LEDT, por isso mais trabalhos precisam investigar a
dose-resposta dessas terapias para a reducdo da fadiga e o reparo do tecido muscular
(HUANG et al., 2009; HUANG et al., 2011).

Os estudos clinicos que utilizaram a LLLT e a LEDT em pré-condicionamento
muscular reportam um efeito preventivo contra a disfuncdo mitocondrial e o dano
muscular mediado por espécies reativas de oxigénio (ROS) e nitrogénio (RNS), bem
como modulagdo do metabolismo energético. A irradiacdo por LLLT ou LEDT ap6s o
exercicio fisico visa ndo sO recuperar a disfuncdo mitocondrial e metabolica, mas
também recuperar as microlesdes produzidas mecanicamente (contracdo muscular) e
metabolicamente (ROS/RNS), além de modular o metabolismo energético e acelerar o
reparo tecidual (VIEIRA et al., 2006; LIU et al., 2009; SUSSAI et al., 2010;
FERRARESI et al., 2011; LEAL JUNIOR et al., 2011; FERRARESI et al., 2012;
VIEIRA et al., 2012). A irradiagdo por LLLT ou LEDT antes (pré-condicionamento
muscular), durante ou apds (recuperacdo muscular) os exercicios fisicos tem

caracteristicas distintas, mas mecanismos de agdo comuns.
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3. Mecanismos de acdo da LLLT e LEDT no exercicio fisico

3.1 Metabolismo energético: Via mitocondrial

A radiacdo infravermelha emitida por LLLT e LEDT parece agir sobre o
metabolismo celular, estimulando mudancas fotoquimicas e fotofisicas nas mitocondrias
celulares (BAKEEVA et al., 1993; MANTEIFEL e KARU, 2005; HUANG et al.,
2009; SILVEIRA et al., 2009; HAYWORTH et al., 2010; KARU, 2010; FERRARESI
et al., 2011; VIEIRA et al., 2012). Essas mudancas podem resultar em um potencial de
membrana mitocondrial aumentado (KARU, 2008; HUANG et al., 2011) e uma maior
atividade enzimatica na cadeia transportadora de elétrons (CTE) (HUANG et al., 2009;
SILVEIRA et al.,, 2009; HAYWORTH et al., 2010; KARU, 2010). As mudancas
estruturais incluem a formacao de mitocondrias gigantes através da fusdo de membranas
de mitocdndrias menores e vizinhas (MANTEIFEL; BAKEEVA e KARU, 1997). Essas
mudancas podem capacitar as mitocéndrias a fornecer altos niveis de consumo de O; e
ATP para as células (SILVEIRA et al., 2009; HAYWORTH et al., 2010; FERRARESI
et al.,, 2011; VIEIRA et al., 2012). Alguns estudos identificaram um aumento na
atividade enzimatica do complexo 1V (citocromo ¢ oxidase) (KARU, 2010) da CTE em
musculo esquelético (HAYWORTH et al., 2010). No entanto, além do complexo 1V,
outros estudos mostraram que todos os complexos da CTE (complexos I, I, 111 e 1V)
tiveram suas atividades enzimaticas aumentadas apds irradiacdo com LLLT (SILVEIRA
et al., 2009).

Vistos os efeitos da LLLT e LEDT sobre as mitocondrias, algumas hipdteses
baseiam-se nessa interacdo luz-tecido para elucidarem os benéficos da LLLT e LEDT

nos exercicios de resisténcia (a) e também nos exercicios de forca (b):
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a)

b)

Exercicios de resisténcia ou baixa intensidade: A capacidade oxidativa das fibras

musculares € proporcional a sua densidade mitocondrial, pois sdo nessas
organelas celulares onde ocorre a oxidacdo completa dos substratos energéticos
(glicose, &cidos graxos e proteinas) para a sintese de ATP utilizado na contragdo
muscular (TONKONOGI et al., 2000; TONKONOGI e SAHLIN, 2002;
COFFEY e HAWLEY, 2007; SAHLIN et al., 2007, HAWLEY, 2009;
WESTERBLAD; BRUTON e KATZ, 2010). Apenas o exercicio de baixa
intensidade j& é um potente estimulo para promover a biogénese mitocondrial,
favorecer o metabolismo aerébio e reduzir a fadiga muscular de origem
metabdlica, como o actmulo de Pi, ADP, jons H" e lactato no sarcoplasma
(COFFEY e HAWLEY, 2007; ALLEN; LAMB e WESTERBLAD, 2008;
HAWLEY, 2009; WESTERBLAD; BRUTON e KATZ, 2010). No entanto,
quando esse estimulo é somado aos efeitos da fototerapia (LLLT e/ou LEDT)
sobre as mitocondrias, esse processo adaptativo pode ser aumentado.
Mitocondrias gigantes e mais funcionais (maior atividade enzimatica) podem
fornecer altos niveis de respiragdo celular e sintese de ATP (HUANG et al.,
2009; SILVEIRA et al., 2009; HAYWORTH et al., 2010) para 0s exercicios
fisicos, podendo refletir no consumo de oxigénio (DE MARCHI et al., 2011) e
na reducdo da fadiga muscular (VIEIRA et al., 2012).

Exercicios de forca ou alta intensidade: sdo exercicios que possuem o0

metabolismo energético anaerobio aldtico e latico predominantes (ALLEN;
LAMB e WESTERBLAD, 2008; WESTERBLAD e ALLEN, 2011), como 0s
exercicios realizados na maioria dos estudos envolvendo a LLLT e LEDT em

humanos (ver tabela 2). Baseado em trés hipdteses sugeridas por FERRARESI
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et al. (2011) e VIEIRA et al. (2012), a LLLT e LEDT podem aumentar o

desempenho muscular e diminuir a fadiga por trés mecanismos:

b.1) ATP mitocondrial (primeira hipétese): a LLLT e LEDT parecem

aumentar a atividade mitocondrial, proporcionando altos niveis de respiracéo
celular e sintese de ATP (HUANG et al., 2009; SILVEIRA et al., 2009;
HAYWORTH et al., 2010). Uma vez que 0 recrutamento muscular nos exercicios
de forca € hierarquico e em rampa (fibras tipo I, lla, lIx e Ilb, respectivamente)
(HODSON-TOLE e WAKELING, 2009), maiores quantidades de ATP podem
ser fornecidas pelas fibras musculares com potencial oxidativo (fibras tipo | e 11a)

durante os exercicios de for¢a ou alta intensidade (FERRARESI et al., 2011).

b.2) Resintese de fosfocreatina (segunda hipotese): os exercicios de forca

consomem uma grande quantidade de ATP proveniente da hidrélise da
fosfocreatina (PCr), a qual é catalisada pela enzima creatina kinase muscular (CK)
no sarcoplasma: PCr + ADP«> Cr + ATP. Esse consumo de ATP ¢ mais rapido
que a taxa de resintese da PCr, produzindo um excesso de creatina (Cr), ADP e Pi
no citosol das células musculares, principalmente das fibras Ila, 1Ix e llb,
contribuindo para o processo de fadiga (ALLEN; LAMB e WESTERBLAD,
2008; WESTERBLAD; BRUTON e KATZ, 2010). No entanto, altas
concentracbes de ADP e Cr estimulam a respiracdo e a sintese de ATP
mitocondrial nas fibras musculares do tipo | e lla (fibras com alta e média
densidade mitocondrial, respectivamente) (TONKONOGI e SAHLIN, 2002),
integrando os metabolismos aerobio e anaerdbio alatico nesse tipo de exercicio
fisico [Figura 2 — A, B e C] (FERRARESI et al., 2011). Essa integracdo refere-se

ao processo de resintese de PCr através do sistema de lancadeiras de Cr
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mitocondrial (TONKONOGI e SAHLIN, 2002; FERRARESI et al., 2011,
VIEIRA et al., 2012). O sistema de lancadeiras de creatina capta o ADP e Pi
resultantes da utilizacdo do ATP na contragdo muscular e os transporta até a
matriz mitocondrial, passando pela membrana interna dessa organela por meio de
uma translocase de nucleotideos de adenina. O ATP produzido pela fosforilacdo
oxidativa faz o mesmo caminho, porém no sentido contrario, fornecendo energia
para a reacdo de resintese de PCr proxima ao sitio contratil, sendo essa reagdo
catalisada pela CK muscular. Concomitantemente a esse processo, a utilizacdo da
energia da PCr para resintetizar o ATP muscular gera Cr, ADP e Pi. Enquanto o
ADP e Pi seguem o caminho ja descrito anteriormente, a Cr é transportada até o
espaco intermembranas da mitocondria muscular e a CK mitocondrial catalisa a
reacdo de resintese de PCr utilizando também o ATP produzido pela fosforilagdo
oxidativa. Por fim, a PCr é transportada ao sitio de contragdo muscular para
fornecer a energia necessaria a atividade contréatil, aumentando a razdo ATP/ADP
[Figura 2B]. Dessa maneira, a resintese de PCr nos intervalos (FERRARESI et al.,
2011) e durante os exercicios de alta intensidade (VIEIRA et al., 2012) seria
capaz de fornecer grande parte da energia utilizada nessas atividades,
proporcionar a resintese do ATP utilizado durante uma sessdo de treinamento, ou
ainda ser fonte predominante nos testes maximos de for¢a muscular (FERRARESI

etal., 2011).

b.3) Oxidacdo de lactato pelas mitocondrias (terceira hipétese): o lactato

sanguineo tem sido muito utilizado para mensurar a fadiga muscular nos
exercicios de forga ou alta intensidade (ALLEN; LAMB e WESTERBLAD, 2008;

WESTERBLAD; BRUTON e KATZ, 2010). Quando o aporte de oxigénio é
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insuficiente e/ou demorado para a producdo de ATP mitocondrial nos exercicios
de alta intensidade, o piruvato é reduzido por NADH+H proveniente da glicolise
para a produgdo anaerdbia de ATP. Essa reacdo é catalisada pela enzima lactato
desidrogenase citosolica (LDH) com a formacdo de lactato (BROOKS et al.,
1999). O lactato é transportado para a matriz mitocondrial via transportadores de
monocarboxilados e, por meio de NAD" (nicotinamida adenina dinucleotideo
oxidado) e da lactato desidrogenase mitocondrial, o lactato é oxidado a piruvato.
Em seguida o NAD reduzido (NADH) é oxidado na CTE e fornece os elétrons e
protons necessarios para a producéo de ATP mitocondrial. O piruvato € oxidado a
acetil-CoA e no ciclo de Krebs continua a ser oxidado para produzir ATP
aerobiamente através da CTE [Figura 2C]. Esse mecanismo de oxidagdo de lactato
pelas mitocondrias foi inicialmente proposto por BROOKS et al. (1999) e

recentemente discutido por FERRARESI et al. (2011).
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Figura 2. (FERRARESI et al., 2011; FERRARESI; HAMBLIN e PARIZOTTO, 2012). (A) Pontos de irradiacdo da terapia laser de baixa
intensidade (low-level laser therapy — LLLT) sobre o quadriceps femoral. (B) Mecanismo de lancadeira de creatina mitocondrial. (C) Oxidacéo
de lactato pelo via mitocondrial.
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3.2 Metabolismo energético: Modulacéo enzimética

A enzima LDH é responsavel pela reducdo do piruvato a lactato (Piruvato +
NADH+H < H-lactato + NAD") para a producéo de ATP pela via anaerdbia latica. A
atividade da LDH é frequentemente associada a mensuracgdes de lactato sanguineo para
inferir a magnitude da utilizacdo dessa via energética, a intensidade do exercicio e
também qudo eficiente estd o tamponamento do &cido latico para evitar a acidose
metabdlica (H-lactato + NaHCO3; — Na-lactato + H,O + CO;) e prevenir a fadiga
muscular (ALLEN; LAMB e WESTERBLAD, 2008; WESTERBLAD; BRUTON e
KATZ, 2010; VIEIRA et al., 2012).

A LLLT parece modular a atividade enzimatica da LDH nos exercicios fisicos,
como demonstrado e sugerido por estudos prévios (VIEIRA et al., 2006; BARONI et
al., 2010a; DE MARCHI et al., 2011; VIEIRA et al., 2012). Esses estudos demonstram
gue a LDH tem sua atividade inibida pela LLLT mesmo nos exercicios em que o0 aporte
de O, é lento ou insuficiente para a producdo de ATP pela via mitocondrial, além
aumentar o desempenho muscular (VIEIRA et al., 2006; BARONI et al., 2010a; DE
MARCHI et al., 2011; VIEIRA et al., 2012).

As enzimas do metabolismo aer6bio também sdo moduladas pela fototerapia
(LLLT e LEDT), como as enzimas dos complexos I, Il, 1l e IV da cadeia transportadora
de elétrons mitocondrial (HUANG et al., 2009; SILVEIRA et al., 2009; HAYWORTH
et al., 2010; KARU, 2010), favorecendo o metabolismo aerdbio. Outras enzimas do
metabolismo aerdbio possivelmente sdo moduladas pela LLLT e LEDT, como a citrato
sintase e outras enzimas do ciclo de Krebs, pois o ciclo de Krebs fornece parte dos
protons e elétrons necessarios para a sintese de ATP na cadeia transportadora de

elétrons.
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3.3 Espécies reativas de oxigénio (ROS) e nitrogénio (RNS)

O anion superoxido (O,") é o radical livre de oxigénio primario e no musculo
esquelético é principalmente produzido pelas mitocondrias e a enzima nicotinamida
adenina dinucleotideo fosfato (reduzida) (NADPH) oxidase (POWERS e JACKSON,
2008; WESTERBLAD e ALLEN, 2011). Na mitocondria 0 O," € produzido como um
subproduto da fosforilagdo oxidativa e por isso suas concentragfes estdo sempre muito
associadas a atividade mitocondrial, principalmente durante os exercicios fisicos
(ALLEN; LAMB e WESTERBLAD, 2008; POWERS e JACKSON, 2008;
WESTERBLAD e ALLEN, 2011). O O," é principalmente produzido pelo complexo |
e Il da cadeia CTE, liberando O," na matriz mitocondrial e no espago intermembranas,
respectivamente. A taxa de producédo de O, é de aproximadamente 0.15% do consumo
de oxigénio na mitocdndria, somado a atividade enzimatica de NADPH oxidase, xantina
oxidase e lipoxigenases que também produzem O, (ALLEN; LAMB e
WESTERBLAD, 2008; POWERS e JACKSON, 2008; WESTERBLAD e ALLEN,
2011). Além do anion superéxido (O,"), o peréxido de hidrogénio (H,O,) e radicais
hidroxil (OH") também sdo espécies reativas de oxigénio de grande importancia
(ALLEN; LAMB e WESTERBLAD, 2008; POWERS e JACKSON, 2008;
WESTERBLAD e ALLEN, 2011).

O oxido nitrico (NO") é o radical livre de nitrogénio primario. NO" é sintetizado
a partir do aminoécido L-arginina pela 6xido nitrico sintase (NOS). NO" pode ser
formado a partir de anions inorganicos de nitrato (NOs) e nitrito (NO,) ou interagir
com anion superoxido (O,") para formar peroxinitrito (ONOO") (ALLEN; LAMB e
WESTERBLAD, 2008; POWERS e JACKSON, 2008; WESTERBLAD e ALLEN,
2011). No musculo esquelético adulto ha expressao de trés isoformas de NOS: neuronal

(nNOS ou tipo 1), induzivel (iNOS ou tipo 2) e endotelial (eNOS ou tipo 3). No entanto,
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a isoforma predominante € a nNOS (ALLEN; LAMB e WESTERBLAD, 2008;
POWERS e JACKSON, 2008; WESTERBLAD e ALLEN, 2011).

ROS e RNS sdo produzidos pelas mitocondrias, atividade enzimatica de
NADPH oxidase no reticulo sarcoplasmatico e nos tdbulos transversos, fosfolipase A; e
xantina oxidase (POWERS e JACKSON, 2008). No entanto, naturalmente produzimos
defesas contra a atividade de ROS e RNS sobre as células e tecidos. Essas defesas sdo
principalmente a atividade antioxidante das enzimas superoxido dismutase (SOD),
glutationa peroxidase (GPX) e catalase (CAT) (POWERS e JACKSON, 2008).
Existem trés isoformas de SOD (SOD1-3) e cinco isoformas de GPX (GPX1-5), cada
qual com sua localizagdo especifica na célula e no meio extracelular. Para maior
detalhamento ver reviséo de Powers e Jackson (2008).

O anion superdxido € rapidamente quebrado em peroxido de hidrogénio por
enzimas antioxidantes (Reacdo 1) como a superdxido dismutase mitocondrial (SOD2).
O perdxido de hidrogénio (H,O,) é quebrado pela enzima catalase (Reagdo 2) e por
glutationa peroxidase com a conversdo da glutationa reduzida (GSH) para glutationa
oxidada (GSSG) (Reagdo 3) (ALLEN; LAMB e WESTERBLAD, 2008; POWERS e
JACKSON, 2008; WESTERBLAD e ALLEN, 2011). Também, o perdxido de
hidrogénio pode reagir com metais como o Fe®* (Reacéo 4 — Reacdo de Fenton), a qual
produz radicais hidroxil (OH" e OH") extremamente reativos (ALLEN; LAMB e
WESTERBLAD, 2008; POWERS e JACKSON, 2008; WESTERBLAD e ALLEN,
2011). Ja o Fe** est4 presente na mioglobina, hemoglobina, citocromo ¢ oxidase e pode
ser reduzido a Fe®* por radicais superéxido e entdo gerar radicais hidroxil (Reacdo 5 —
Reacdo de Haber-Weiss). Os radicais hidroxil ttm um tempo de meia vida pequeno,
pois reagem com qualquer molécula organica e podem lesar proteinas, DNA e lipidios,

como os lipidios presentes na membrana das células e consequentemente gerar dano
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tecidual (ALLEN; LAMB e WESTERBLAD, 2008; POWERS e JACKSON, 2008;

WESTERBLAD e ALLEN, 2011).

Reacdo 1: Oy + 0" + 2H" — H,0, + O,

Reacao 2: 2H,0, — 2H,0 + O,

Reacdo 3: 2GSH + H,0, — GSSG + 2H,0

Reacdo 4: (Reacdo de Fenton): H,0, +Fe?* — Fe** + OH + OH"

Reacdo 5: (Reacdo de Haber-Weiss): O, ~ + H,0, — OH™ + OH™ +

Durante a atividade fisica, a contragcdo do musculo esquelético € a principal fonte
de producdo de ROS e RNS, promovendo efeitos deletérios nas fibras musculares, como
dano celular e tecidual, perda da funcdo contratil e de desempenho no exercicio
(ALLEN; LAMB e WESTERBLAD, 2008; POWERS e JACKSON, 2008; LAMB e
WESTERBLAD, 2011; WESTERBLAD e ALLEN, 2011). ROS e RNS podem induzir
o0 aparecimento da fadiga muscular precoce no exercicio fisico por influenciar muitos
dos mecanismos envolvidos na contragdo muscular (ALLEN; LAMB e
WESTERBLAD, 2008; POWERS e JACKSON, 2008) como:

a) Diminuicédo da producdo de ATP: a producgdo de NO™ nas mitocondrias pode limitar

a producdo de ATP mitocondrial por inibir a enzima citocromo c oxidase, além de
inibir também a atividade enzimatica da CK muscular e a gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (via glicolitica) e assim diminuir a producdo de ATP (POWERS e
JACKSON, 2008).

b) Regulacdo do reticulo sarcoplasmético e liberacdo de Ca®": ROS aumenta o

conteido de Ca** no citosol da célula muscular (sarcoplasma), refletindo em
lentiddo na recaptacio do Ca’* (ALLEN; LAMB e WESTERBLAD, 2008;

POWERS e JACKSON, 2008). ROS também inibi a atividade da enzima ATPase
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d)

da bomba de Ca?* do reticulo sarcoplasmatico (SERCA), interferindo na hidrdlise
do ATP utilizado para o funcionamento da bomba de Ca’* (ALLEN; LAMB e
WESTERBLAD, 2008; POWERS e JACKSON, 2008). NO® também inibi a
atividade da SERCA e resulta na diminuicdo da recaptacio do Ca** do sarcoplasma
para o reticulo sarcoplasmatico (POWERS e JACKSON, 2008). Prolongadas
exposicdes a ROS e RNS podem induzir uma duradoura liberacdo de Ca®* por
alterar a sensibilidade dos receptores dos canais de Ca** do reticulo sarcoplasmatico

(WESTERBLAD e ALLEN, 2011).

Proteinas contrateis: ROS e RNS podem alterar a estrutura das proteinas contrateis;
diminuir a sensibilidade dos miofibrilas ao Ca?*; oxidar actina, miosina e troponina
C, prejudicando a formacao das pontes cruzadas, da contracdo e a producéo de forga
muscular (ALLEN; LAMB e WESTERBLAD, 2008; POWERS e JACKSON,
2008; LAMB e WESTERBLAD, 2011; WESTERBLAD e ALLEN, 2011).

Pontencial de acdo: ROS parece reduzir o funcionamento da bomba NA™-K™ e

exacerbar a quantidade de K™ extracelular, reduzindo o potencial de acdo para a
despolarizacédo das fibras musculares durante o exercicio fisico, contribuindo para o
surgimento da fadiga precoce (WESTERBLAD e ALLEN, 2011).

ROS e RNS ap6s a fadiga muscular: ROS diminui a sensibilidade das miofibrilas ao

Ca’* tanto por acimulo de H,O, (via SOD2) quanto por OH' (via Reacéo de
Fenton), prejudicando a funcdo contratii (LAMB e WESTERBLAD, 2011;
WESTERBLAD e ALLEN, 2011). Altos niveis de O, pode também inibir a
liberagdo de Ca** pelo reticulo sarcoplasmatico e/ou reagir com NO' para formar
ONOO™ que também prejudica a liberacdo de Ca®* pelo reticulo sarcoplasmatico
(LAMB e WESTERBLAD, 2011; WESTERBLAD e ALLEN, 2011). Além disso,

NO’ também pode se ligar a metais de transicdo (POWERS e JACKSON, 2008),
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como o Fe, e prejudicar a funcdo mitocondrial (VLADIMIROV; OSIPOV e
KLEBANOQV, 2004; HUANG et al., 2009).

f) Dano muscular: os lipidios que compdem a membrana da célula muscular

(sarcolema) sdo atacados por ROS e RNS no processo de peroxidacgéo lipidica. Com
o rompimento do sarcolema, a célula morre e todo o seu contetdo é liberado para o
meio extracelular, provocando inflamacéo (degradacdo do contetdo celular), edema,
dor e perda de funcdo contratil (ALLEN; LAMB e WESTERBLAD, 2008;
POWERS e JACKSON, 2008). Nesse processo, 0s niveis sanguineos de CK
muscular estdo elevados, tornando-se um bom parédmetro para a quantificacdo do

dano muscular (MARKERT et al., 2011).

A LLLT e LEDT tém sido associadas ao combate de ROS e RNS produzidos
nos exercicios fisicos (XU et al., 2008; LEAL JUNIOR et al., 2009a; LEAL JUNIOR et
al., 2009d; LIU et al., 2009; BARONI et al., 2010a; BARONI et al., 2010b; LEAL
JUNIOR et al., 2010a; LEAL JUNIOR et al.,, 2010b; SUSSAI et al.,, 2010; DE
MARCHI et al., 2011; LEAL JUNIOR et al., 2011; DE ALMEIDA et al., 2012) para a
melhora da fungdo mitocondrial e muscular que possivelmente contribuem para a
reducdo da fadiga e aumento de desempenho muscular. A LLLT e a LEDT tém como
crom6foro comum a citocromo ¢ oxidase (Cox) e os principais efeitos dessa interacdo
luz-cromoforo sdo maior sintese de ATP e aumento da fungdo mitocondrial
(VLADIMIROV; OSIPOV e KLEBANOV, 2004; XU et al., 2008; HUANG et al.,
2009; SILVEIRA et al., 2009; HAYWORTH et al., 2010; KARU, 2010). A relagéo
entre luz, mitocondria, ROS e RNS envolve a dismutacdo de espécies reativas de

oxigénio e a fotodissociagdo de NO-Cox, contribuindo para o restabelecimento do
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consumo de oxigénio e a sintese de ATP (VLADIMIROV; OSIPOV e KLEBANOV,
2004; HUANG et al., 2009).

A fotodissociagdo de NO-Cox configura-se na hipétese de que o NO pode
competir com o oxigénio para se ligar aos complexos ferro-enxofre (complexo I) e aos
centros de ferro e cobre (complexo IV) da CTE e inibir a sintese de ATP
(VLADIMIROV; OSIPOV e KLEBANOV, 2004; HUANG et al., 2009),
principalmente em células metabolicamente estressadas (HUANG et al., 2009; KARU,
2013), como ocorre ap6s contragdo muscular (XU et al., 2008). No entanto, a ligacéo
entre NO-Cox pode ser quebrada pela energia da luz na faixa do visivel e no
infravermelho proximo (VLADIMIROV; OSIPOV e KLEBANOV, 2004; KARU;
PYATIBRAT e AFANASYEVA, 2005), restabelecendo a funcdo mitocondrial para a
sintese de ATP (VLADIMIROV; OSIPOV e KLEBANOV, 2004; XU et al., 2008;
HUANG et al., 2009; SILVEIRA et al.,, 2009; HAYWORTH et al., 2010). Dessa
maneira, a aplicagdo da LLLT ou LEDT apds a atividade fisica pode ser mais efetiva,
ou promover melhores resultados comparados a aplicacdo antes do exercicio (DOS
REIS et al., 2014).

E sabido que o exercicio fisico pode diminuir o pH intracelular (ALLEN;
LAMB e WESTERBLAD, 2008) e um acmulo de H* pode inativar a Cu-Zn-SOD
(SOD1 e 3) por protonacdo do residuo da histidina 61 (Hys61) no centro ativo dessas
enzimas (VLADIMIROV; OSIPOV e KLEBANQV, 2004). No entanto, a LLLT pode
reverter esse processo e reativar a SOD1 e 3 (VLADIMIROV; OSIPOV e

KLEBANOV, 2004) [Figura 3].
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Figura 3. (FERRARESI; HAMBLIN e PARIZOTTO, 2012). Desprotonacdo da
histidina e formacdo da ligacdo de N-Zn (Nitrogénio-Zinco) para restaurar o centro
ativo e atividade da enzima superoxido dismutase (SOD) por terapia laser de baixa
intensidade (low-level laser therapy - LLLT) ou terapia por LED (light-emitting diode
therapy — LEDT).

DE MARCHI et al. (2011) identificaram que a atividade da SOD né&o sofreu
alteracdo mesmo ap0s exercicio intenso, aumentando o desempenho fisico no exercicio
comparado ao grupo placebo, o qual apresentou diminui¢do na atividade da SOD e pior
desempenho. LIU et al. (2009) encontraram aumentos de 44% e 58% da atividade da
SOD ap6s 24h e 48h de exercicio excéntrico e irradiagdo com LLLT.

Possivelmente a LLLT e LEDT melhoram a fungdo mitocondrial, a dismutacao
de anion superoxido (O, ©) via SOD e menor formagdo de peroxinitrito (ONOO)
(VLADIMIROV; OSIPOV e KLEBANOQV, 2004), quebra a molécula de H,O, via CAT
e GPX e reduz a formacdo de radicais hidroxil que contribuem para o menor dano a
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membrana das células musculares, como evidenciado por menor peroxidacao lipidica e
niveis sanguineos de CK muscular mostrada em trabalhos prévios (LIU et al., 2009; DE
MARCHI et al., 2011). Também, a ativacdo de calpainas e caspases mediadas por ROS
(POWERS e JACKSON, 2008) pode ser inibida por LLLT e LEDT, uma vez que essas
terapias podem modular o estresse oxidativo (VLADIMIROV; OSIPOV e
KLEBANOV, 2004; DE MARCHI et al., 2011). As figuras 4 e 5 ilustram a agédo da
LLLT e LEDT sobre enzimas antioxidantes, ROS e RNS na contragdo muscular,

respectivamente.
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Figura 4. (FERRARESI; HAMBLIN e PARIZOTTO, 2012). Efeitos da terapia laser de
baixa intensidade (low-level laser therapy — LLLT) ou terapia por LED (light-emitting
diode — LEDT) sobre as espécies reativas de oxigénio (ROS) e espécies reativas de
nitrogénio (RNS) de producdo e de enzimas antioxidantes. NADPH oxidase:
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (reduzida) oxidase; : diminuicdo ou
inibicdo de producéo.
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Figura 5. (FERRARESI; HAMBLIN e PARIZOTTO, 2012). Efeitos da terapia laser de
baixa intensidade (low-level laser therapy - LLLT) ou terapia por LED (light-emitting
diode therapy — LEDT) sobre espécies reativas de oxigénio (ROS); espécies reativas de
nitrogénio (RNS); mitocondrias e contracdo muscular. SERCA= bomba de Ca** do
reticulo sarcoplasmatico. Linha tracejada= atividade inibida. = diminuicdo da funcao
ou inibido.

No entanto, além do aumento da funcdo mitocondrial e atividade de enzimas
antioxidantes, como SOD, CAT e GPX; outros mecanismos de acdo da LLLT e LEDT
podem estar relacionados a reducdo da fadiga e aumento de desempenho muscular,
como: (i) melhora da sensibilidade das miofibrilas e dos canais de Ca®* ao fon Ca®*; (ii)
aumento da recaptacdo de Ca®* do sarcoplasma para o reticulo sarcoplasmatico via
bomba de Ca®* (ATP dependente); (iii) melhora da formacdo das pontes cruzadas e a
producdo de forca contrétil; (iv) aumento do funcionamento da bomba Na*-K* (ATP
dependente) para diminuir o excesso de K extracelular e garantir a despolarizacio das

fibras musculares para a continuacdo do exercicio fisico; (v) menor dano tecidual e
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extravasamento de conteldo muscular para o sangue, como a enzima CK muscular e

mioglobina.

3.4 Reparo do dano muscular

O dano muscular consiste na ruptura das miofibrilas, processo o qual é
acompanhado de inflamacdo no sitio de lesdo e perda da funcdo contratil (JARVINEN
et al., 2005). A regeneracdo do tecido muscular apés diferentes estimulos lesivos é um
processo que ocorre geralmente em 6 fases que duram cerca de 21 dias (JARVINEN et
al., 2005): (fase 1 — dia 2 ap06s lesdo) necrose do tecido muscular lesionado, inflamacéo
aguda com formacdo de edema, aumento dos depositos de coldgeno com formagéo de
tecido conectivo e cicatricial; (fase 2 — dia 3) ativacao de células satélites; (fase 3 — dia
5) fusdo de mioblastos ao sitio de lesdo e aumento da densidade do tecido conectivo;
(fase 4 — dia 7) as células musculares em regeneracdo estendem-se para fora dos antigos
cilindros da Iamina basal para o sitio de lesdo e comecam a perfurar o tecido cicatricial;
(fase 5 — dia 14) a cicatriz no sitio de lesdo reduz de tamanho e as novas miofibrilas
fecham o gap no sitio de lesdo; (fase 6 — dia 21) entrelacamento e fusdo das
extremidades das miofibrilas e pouca participacdo de tecido cicatricial e conectivo nesse
processo.

A regeneracdo do tecido muscular é limitada, mas possivel pela ativacdo,
proliferacdo e diferenciacdo das células satelites musculares em novos mionucleos e/ou
miofibrilas (HAWKE e GARRY, 2001; CHARGE e RUDNICKI, 2004; JARVINEN
et al., 2005; KUANG e RUDNICKI, 2008). As células satélites localizam-se na lamina
basal das miofibrilas e podem estar quiescentes, em proliferacdo ou em diferenciagéo de
acordo com o estimulo lesivo (HAWKE e GARRY, 2001; CHARGE e RUDNICKI,

2004; KUANG e RUDNICKI, 2008). Essas células sdo consideradas células de reserva,
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pois apesar de ndo sofrerem total desenvolvimento embrionario, sdo capazes de retomar
esse programa de miogénese em resposta a uma lesdo muscular (MAURO, 1961), como
as microlesdes decorrentes do treinamento de forga ou alta intensidade (HAWKE e
GARRY, 2001; CHEN e GOLDHAMER, 2003; CHARGE e RUDNICKI, 2004,
HOLTERMAN e RUDNICKI, 2005; KUANG e RUDNICKI, 2008; WILBORN et al.,
2009).

As lesdes musculares geram inflamacdo, maior concentracdo de neutréfilos e
macréfagos no sitio de lesdo que atraem quimiotaticamente as células satélites
(HAWKE e GARRY, 2001; CHARGE e RUDNICKI, 2004). As células satélites entdo
sdo ativadas, proliferam e se diferenciam por mecanismos moleculares, como a
modulacdo da expressdo de genes relacionados a quiescéncia (Pax7, c-Met, Myf5),
proliferacdo/ativacdo (MyoD1, Myf5, M-cadherin) e diferenciagcdo (Desmin, Myogenin
e MRF4) (HAWKE e GARRY, 2001; CHARGE e RUDNICKI, 2004).

As células satélites ja diferenciadas podem ser fundidas as fibras musculares
lesadas como novos mionucleos, fornecendo maior suporte genético para a expressao de
novas proteinas contrateis e melhora do dominio mionuclear (VIERCK et al., 2000;
HARRIDGE, 2007; PETRELLA et al., 2008). Ou ainda podem ser ativadas e formarem
mioblastos que se fundem para a formacdo de miotubos que originardo novas
miofibrilas (HAWKE e GARRY, 2001; CHARGE e RUDNICKI, 2004).

Visto a importancia das células satélites no processo de reparo ao dano
muscular, alguns autores investigaram os efeitos da LLLT sobre essas células (ROTH e
ORON, 1985; WEISS e ORON, 1992; 1994; 2002). Estudos em modelos experimentais
mostraram que a LLLT aumentou a formacdo de novas miofibrilas que preencheram o
gap da lesdo muscular e devolveram as caracteristicas contrateis ao sitio de lesdo

(ROTH e ORON, 1985; WEISS e ORON, 1992). Bibikova e Oron (1994) observaram
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que a LLLT (632,8) promoveu uma maior maturacdo de miofibrilas jovens comparadas
aquelas ndo irradiadas. SHEFER et al. (2002) verificaram aumento no nimero e na
ativacdo de células satélites ao redor de miofibrilas irradiadas com LLLT (632,8).
SHEFER et al. (2002) também observaram que a LLLT (632,8) foi eficiente para
aumentar os niveis de Bcl-2 (viabilidade celular) e diminuir BAX (apoptose celular).
NAKANO et al. (2009) observaram que a LLLT (830 nm) aumentou a quantidade de
células satélites (marcacdo por BrdU - 5-bromo-2-deoxyuridine), aumentou a
vascularizagéo e preservou o diametro da miofibrilas de ratos submetidos a processo de
atrofia muscular por desuso.

Ainda é desconhecido qualquer estudo que tenha envolvido LLLT ou LEDT e a
atividade das células satélites em humanos. Apenas estudos in vitro ou modelos
experimentais sdo reportados na literatura cientifica, os quais evidenciam a positiva
influéncia da LLLT no ciclo celular, proliferacdo e ativacdo dessas células (WEISS e
ORON, 1992; BEN-DOV et al., 1999; SHEFER et al., 2002; SHEFER et al., 2003).

Além das células satélites, o controle da inflamac&o, protedlise, espécies reativas
de oxigénio (ROS) e nitrogénio (RNS), sintese e remodelamento de colageno e a
disponibilidade de ATP sdo fundamentais para 0 sucesso do reparo do dano muscular
(R1ZZI et al., 2006; LIU et al., 2009; SILVEIRA et al., 2009; DE SOUZA et al., 2011;
DOURADO et al., 2011; MESQUITA-FERRARI et al., 2011; RENNO et al., 2011,
LUO et al., 2012; SILVEIRA et al., 2013). Trabalhos em modelos experimentais tém
demonstrado que a LLLT é eficiente para modular a quantidade de colageno no sitio de
lesdo (R1ZZI et al., 2006; DE SOUZA et al., 2011; SILVEIRA et al., 2013); inibir a
inflamacdo por menor expressdo de TNF-a ¢ COX-2 (LIU et al., 2009; DE ALMEIDA
et al., 2011; MESQUITA-FERRARI et al., 2011; RENNO et al., 2011); diminuir ROS

por menor peroxidacdo lipidica (menores niveis de TBARS - substancias reativas ao
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acido tiobarbiturico) e MDA (malondialdeido)) (R1ZZI et al., 2006; LIU et al., 2009;
LUO et al., 2012; SILVEIRA et al., 2013); reduzir RNS por inibir a sintese de iNOS
(inducible nitric oxide synthase) (RIZZI et al., 2006); diminuir a expressao de NF-kf3
(nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells) e os niveis de CK
(relacionado a protedlise) (RIZZI et al., 2006; LIU et al., 2009; SILVEIRA et al.,
2013); aumentar a atividade antioxidante de SOD (LIU et al., 2009; LUO et al., 2012);
aumentar a expressao do receptor de VEGF (VEGFR-1 — vascular endothelial growth
factor receptor 1) nos capilares e nas células satélites (DOURADO et al., 2011) e maior
atividade da cadeia transportadora de elétrons para maior sintese de ATP no reparo do

dano muscular (SILVEIRA et al., 2009).

3.5 Efeitos genéticos

Diversos trabalhos na literatura cientifica reportam vias de sinalizacbes
moleculares especificas de cada tipo de treinamento fisico, onde a expressao e/ou a
supressdo de genes especificos sdo fundamentais para o melhor desempenho fisico
(ADHIHETTY et al., 2003; BODINE, 2006; FLUCK, 2006; COFFEY e HAWLEY,
2007; FAVIER; BENOIT e FREYSSENET, 2008; HAWLEY, 2009; STEPTO et al.,
2009).

Os exercicio de forca ou de alta intensidade possui vias de sinalizacbes bem
definidas e que modulam genes referentes as células satélites musculares no estado
quiescente (genes c-Met, Myf5 e Pax7), ativado (genes MyoD1, Myf5, M-cadherin) e
em diferenciacdo para a formacédo de novos mionucleos e/ou miofibrilas (genes Desmin,
Myogenin e MRF4) em resposta as microlesdes oriundas do treinamento de forca

(HAWKE e GARRY, 2001; CHEN e GOLDHAMER, 2003; CHARGE e
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RUDNICKI, 2004; HOLTERMAN e RUDNICKI, 2005; KUANG e RUDNICKI,
2008; WILBORN et al., 2009). Também, os exercicios de forca ou de alta intensidade
sdo influenciados por genes relacionados a sintese proteica (hipertrofia muscular) como
IGF-1, AKT, mTOR e p70°* (BODINE, 2006; COFFEY e HAWLEY, 2007). E genes
que regulam a degradacdo proteica (atrofia muscular), como TNF-a, FoxO, FBX032,
TRIM63 or MuRF1, MSTN e enzimas E3 ubiquitina ligases que participam do processo
proteolitico por meio do sistema de ubiquitina proteossoma (GLASS, 2005; BODINE,
2006; COFFEY e HAWLEY, 2007; FAVIER; BENOIT e FREYSSENET, 2008;
HAWLEY, 2009).

As adaptacOes genéticas relacionadas aos exercicios resisténcia ou baixa
intensidade referem-se a biogénese mitocondrial, envolvendo a super expressdo dos
genes Cox, NRF 1/2, TFAM e PPARGC-1a, (GLASS, 2005; BODINE, 2006; COFFEY
e HAWLEY, 2007; FAVIER; BENOIT e FREYSSENET, 2008; HAWLEY, 2009).
Quando PPARGC-1a € muito expresso, ha indicacdo de que a biogénese mitocondrial e
a utilizacdo de &cidos graxos como fonte energética € maior no tecido muscular,
relacionando-se também com a transic¢do entre os tipos de fibras (tipo Il para o tipo I, a
qual possui maior potencial oxidativo) (ADHIHETTY et al., 2003; FLUCK, 2006;
COFFEY e HAWLEY, 2007). Essa transicdo proporciona adaptagbes biomecanicas
como resisténcia a fadiga nos exercicios extenuantes de baixa a média intensidade e de
longa duracdo (ADHIHETTY et al., 2003; FLUCK, 2006; COFFEY e HAWLEY,
2007).

A identificacdo e compreensdo de mecanismos moleculares modulados pela
fototerapia (LLLT e LEDT) podem auxiliar o entendimento dos efeitos dessas terapias
sobre as adaptacdes genéticas relacionadas aos diferentes tipos de exercicios (COFFEY

e HAWLEY, 2007; HAWLEY, 2009; STEPTO et al., 2009), como sugerido
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previamente (FERRARESI et al., 2011; VIEIRA et al., 2012). No entanto, a literatura é
escassa de trabalhos que envolvem a expressdo génica em humanos, pois envolve
procedimentos invasivos, como a bidpsia muscular (STEPTO et al., 2009).

Com essa perspectiva, FERRARESI et al. (2012) investigaram os efeitos da
LLLT (arranjo com seis diodos de 808 nm) sobre o desempenho fisico de 10 homens
jovens submetidos a treinamento fisico de forca. Os resultados preliminares desse
estudo mostraram que o grupo irradiado com LLLT aumentou a expresséo dos genes
PPARGC1-a (biogénese mitocondrial), mTOR (sintese protéica e hipertrofia muscular)
e VEGF (angiogénese). Também apenas o grupo LLLT subexpressou MuRF1

(degradacdo protéica e atrofia muscular) e IL-1p (inflamag&o) [Figura 6].
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Figura 6. (FERRARESI; HAMBLIN e PARIZOTTO, 2012). Sinalizacdo para
biogénese mitocondrial, sintese de proteinas e degradacdo de proteinas modulada pela
terapia a laser de baixa intensidade (low-level laser therapy — LLLT) associado ao
exercicio. Caixas em cinza referem-se a super expressdo do gene e caixas em preto
referem-se a repressao do gene.
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3.6. Possiveis mecanismos de acdo da fototerapia a serem investigados

3.6.1 Alteracéo da relacdo entre ADP, Pi, Mg?*, pH e Ca**

O actmulo de Pi, NAD e Mg*" no sarcoplasma pode diminuir a liberagéo de Ca**
pelo reticulo sarcoplasméatico, diminuir a recaptacdo de Ca®* pela bomba de Ca®*,
promover a perda da sensibilidade das miofibrilas aos fons Ca®* e provocar diminuicao
da forca contratil que resulta na fadiga muscular (ALLEN; LAMB e WESTERBLAD,
2008). Durante as contracOes tetanicas para a inducdo de fadiga precoce, o Pi pode
reduzir a ligagdo entre o Ca** e a troponina C (TnC), inibir ou até mesmo reverter a
bomba de Ca®* no reticulo sarcoplasmatico, contribuindo para o maior concentracdo de
Ca®* no citosol da célula muscular. Em contrapartida, no processo de fadiga tardia, o Pi
pode inibir os canais de liberacdo de Ca®*, ou ainda ligar-se ao Ca®* (Pi-Ca’") e
precipitar no reticulo sarcoplasmatico, diminuindo a quantidade disponivel de Ca?* para
iniciar a contracdo muscular (ALLEN; LAMB e WESTERBLAD, 2008).

A diminuicdo do pH no citosol celular reduz a afinidade do Ca*" nas fibras
musculares, provavelmente pela competicio entre os fons H" e Ca®* para ligarem-se a
TnC (ALLEN; LAMB e WESTERBLAD, 2008). A LLLT e LEDT talvez tenha algum
efeito modulador sobre a liberacdo do Ca®* pelo reticulo sarcoplasmatico e sobre a
ligacdo do Ca®* & TnC por modular o metabolismo energético celular via mitocondrias,
resintese de PCr e reducdo da atividade enzimatica da LDH.

A bomba de Ca®*, em especial, talvez tenha sua fungdo melhorada com a LLLT e
LEDT, uma vez que é ATP dependente (TONKONOGI e SAHLIN, 2002). Ou ainda a
LLLT e LEDT facilitem a dissociagdo entre Pi-Ca** e aumentem a disponibilidade de

Ca®* para a contracdo muscular. Esses mecanismos envolvendo o fon Ca** podem,
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talvez, explicar a acdo da fototerapia na reducdo da fadiga muscular nas contracfes
tetdnicas induzidas por estimulacdo elétrica neuromuscular (LOPES-MARTINS et al.,
2006; LEAL JUNIOR et al., 2010a; DE ALMEIDA et al., 2011) e da LLLT e LEDT
nos exercicios de alta intensidade (LEAL JUNIOR et al., 2008; LEAL JUNIOR et al.,
2009c; LEAL JUNIOR et al., 2009d; BARONI et al., 2010a; BARONI et al., 2010b;
LEAL JUNIOR et al., 2010b; DE MARCHI et al., 2011; FERRARESI et al., 2011; DE

ALMEIDA et al., 2012; VIEIRA et al., 2012).

3.6.2 Excitabilidade da fibra muscular e eletromiografia (EMG)

A contracdo muscular depende da excitacdo elétrica da fibra muscular. Uma vez
que a fibra muscular € excitada, a transmissdo dessa excitacdo inicia-se com a geragao
de um potencial de a¢do o qual se propaga muito rapidamente pelo sarcolema e pelo
sistema de tubulos-T. Uma répida propagacdo do potencial de acdo garante uma
contracdo muscular mais uniforme. Essa contracio envolve a liberacéo de Ca?* que esta
diretamente ligado aos canais de Na* (voltagem dependentes) e K™ (ATP dependentes)
no sarcolema e nos tbulos-T (ALLEN; LAMB e WESTERBLAD, 2008).

Repetidas contragdes musculares tém sido associadas & inducdo da fadiga por
causar maior influxo de Na* e o efluxo de K* da célula muscular. Esse efluxo de K*
ocorre a cada potencial de acgdo, prejudicando a despolarizacdo da fibra muscular por
um acumulo desse ion nos tubulos T e suas cisternas. Como consequéncia, ha uma
diminuicdo da forca de contragdo muscular. Para evitar esse desequilibrio entre Na* e
K" intra e extracelular, a bomba de Na’-K* trabalha bombeando K" para dentro da
célula muscular (captando o K* também dos tibulos-T) e Na* para fora, permitindo que
novos potenciais de acdo se propaguem pelas fibras musculares e pelos tdbulos-T para a

liberacdo de Ca®* e a contracdo muscular (ALLEN; LAMB e WESTERBLAD, 2008).
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A fototerapia por LLLT e LEDT possivelmente pode influenciar a excitabilidade
da fibra muscular e reduzir a fadiga muscular modulando indiretamente a bomba de
Na*-K" que é ATP dependente. As mitocondrias circunvizinhas dos tdbulos-T e das
cisternas de Ca”* possivelmente aumentam sua producéo de ATP com a LLLT e LEDT.
Assim, uma maior disponibilidade de ATP pode melhorar a fungdo dessa bomba e
prevenir o acimulo de K" extracelular e reduzir a fadiga (NIELSEN e DE PAOLLI,
2007; ALLEN; LAMB e WESTERBLAD, 2008). Também, uma maior condutancia dos
canais de CI" nos tdbulos-T é importante para reduzir o acimulo de K* nesses tlbulos e
reestabelecer o potencial de membrana e a excitabilidade da fibra muscular (ALLEN;
LAMB e WESTERBLAD, 2008). Talvez os canais de CI" também sejam modulados
pela radiacéo eletromagnética da LLLT e LEDT.

Os potenciais de acdo que chegam as fibras musculares e provocam a sua
despolarizacdo podem ser identificados por EMG durante a contragdo muscular nos
exercicios fisicos (ALLEN; LAMB e WESTERBLAD, 2008; ENOKA, 2012). A
utilizacdo dessa ferramenta de avaliagdo pode ser de fundamental importancia para
elucidar possiveis efeitos da LLLT e LEDT sobre a juncdo neuromuscular, a
excitabilidade da fibra muscular, a taxa de ativagdo e o recrutamento de unidades
motoras, podendo inferir a magnitude da fadiga muscular. Nesse sentido, recentemente
HIGASHI et al. (2013), TOMA et al. (2013) e DOS SANTOS MACIEL et al. (2014)
utilizaram a eletromiografia de superficie para identificarem os efeitos da fototerapia
sobre a reducdo da fadiga muscular. Até o momento nao foi encontrado nenhum efeito

da fototerapia sobre o sinal eletromiografico.
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3.7 Novas perspectivas

Distrofia muscular de Duchenne

A distrofia muscular de Duchene (DMD) afeta 1 a cada 3.500 nascimentos vivos
do género masculino. Os sintomas mais comuns nos primeiros anos de vida sdo
alteracdo da marcha, hipertrofia da panturrilha e dificuldade para se levantar do solo
entre 2 e 5 anos de idade (MANZUR e MUNTONI, 2009). A progressdo do quadro
clinico consiste na fraqueza generalizada dos musculos que provoca a dependéncia da
crianca a uma cadeira de rodas, insuficiéncia respiratdria, cardiopatias € a morte no
inicio da vida adulta (MANZUR e MUNTONI, 2009).

A DMD é uma doenca letal, caracterizada por mutacdo no gene distrofina
localizado no cromossono Xp21 que conduz a severa reducdo ou a perda da proteina
distrofina, a qual é responsavel pela protecdo do sarcolema contra o estresse mecanico
de repetidas contracGes musculares (MANZUR e MUNTONI, 2009; MARKERT et al.,
2011). Essa protecdo consiste na indireta conexao entre o citoesqueleto da célula (actina
e miofilamentos intermediarios) com a matriz extracelular, evitando o dano e a
degeneracdo das fibras musculares por transmissdo de tensdo gerada no processo
contratil (MANZUR e MUNTONI, 2009). O diagnoéstico da doenca geralmente se faz
pela mensuracao dos niveis séricos de CK, a qual tem seus niveis elevados em 10 a 100
vezes mais em criancas DMD comparadas as criancas sem DMD (MANZUR e
MUNTONI, 2009).

A manifestacdo clinica da DMD consiste basicamente na destruicao das células
musculares e as consequentes incapacidades da fraqueza muscular (MARKERT et al.,
2011). Nesse processo existem 5 mecanismos descritos que influenciam e/ou agravam o
quadro clinico de pacientes DMD (MARKERT et al.,, 2011): (i) enfraquecimento
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mecanico do sarcolema; (ii) inapropriado influxo de Ca?*; (iii) sinalizacdo molecular

especifica; (iv) estresse oxidativo aumentado e (v) recorrente isquemia muscular.

(i)

(i)

(iii)

Enfraguecimento mecénico do sarcolema: a proteina distrofina é ligada a

glicoproteinas para formar um complexo chamado distrofina-glicoproteina.
Esse complexo tem a funcdo de estabilizar mecanicamente o sarcolema
durante os ciclos de encurtamento e alongamento da contragdo muscular,
bem como também durante as contra¢fes isométricas (MARKERT et al.,
2011);

Inapropriado influxo de Ca*": o influxo de Ca®* deve ser controlado em todas

as células para que se mantenha a homeostase. Um excesso de Ca’*
intracelular pode aumentar a atividade de proteases dependentes de Ca®",
como a calpaina, e assim gerar maior dano e morte das celulas musculares
(MARKERT et al., 2011). Também, elevados niveis intracelulares de Ca*
estimulam a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) nas
mitocdndrias, contribuindo para uma maior peroxidagdo lipidica da
membrana das células, dano e morte das células musculares (MARKERT et
al., 2011). Esse processo gera maior inflamacdo e liberagcdo de mais ROS no
sitio de lesdo e tecidos adjacentes que contribuem para aumentar a extensdo
da lesdo primaria, tornando-se um ciclo vicioso. Terapias que promovam um
apropriado influxo de Ca** e funcdo mitocondrial sio fundamentais para
diminuir os efeitos deletérios da DMD (MARKERT et al., 2011).

sinalizacdo molecular:

a) interacdo muscular e sistema imune: o gene NF-kB regula a

expressdo de genes pré-inflamatorios e de atrofia muscular. Uma
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(iv)

b)

super expressdo desse gene promove uma resposta inflamatdria
exacerbada, com aumento de citocinas e quimiocininas na area
distrofica, bem como aumento da resposta imune (leucdcitos)
(MARKERT et al., 2011). A modulagdo desse gene parece ser
importante para os pacientes DMD, controlando a degeneracdo e
regeneracdo das fibras musculares (MARKERT et al., 2011).

células satéliltes: Uma auséncia ou uma diminuicdo de células
satélites pode comprometer a regeneragdo muscular (MARKERT et
al., 2011). Devido ao grande ciclo de leséo-regeneragcdo muscular,
pacientes DMD diminuem essa populacdo de células de forma
significativa ao longo dos anos. Nesse processo, as células satélites
desses pacientes possuem uma proliferagéo e diferenciacdo anormal
que conduzem ao menor numero de células de reposicédo e de células
viaveis para a regeneracdo muscular (MARKERT et al., 2011). Como
consequéncia, h4 uma substituicdo do tecido muscular por tecido
fibrético ou ainda gorduroso que conduz a perda da fungdo muscular
(MARKERT et al., 2011). Genes como WnT e MyoD podem ser
alvos de terapias que modulem a expressdo de seus RNAs
mensageiros, pois WnT inibi a regeneracdo muscular via células
satélites, e MyoD é responsavel pela diferenciacdo das ceélulas

satélites em mioblastos.

Estresse oxitativo aumentado: ROS e RNS podem lesar o sarcolema celular

no processo de peroxidacdo lipidica. Também provoca a morte da célula
muscular que gera inflamacdo e maior quantidade de ROS e RNS no tecido

muscular distréfico (MARKERT et al., 2011).
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(v) Recorrente isquemia muscular: pacientes DMD ndo possuem niveis normais

de expressdo do gene nNOS. Dessa maneira, durante as atividades fisicas,
esses pacientes ndo possuem um bom aporte sanguineo nos musculos por um
desequilibrio entre os sinais adrenérgicos de vasoconstricdo local e a
vasodilatacdo mediada por NO, conduzindo a isquemia, intabilidade do

sarcolema e dano tecidual (MARKERT et al., 2011).

Existem poucos trabalhos na literatura cientifica que estudaram os efeitos da
fototerapia por LLLT ou LEDT em pacientes DMD (ABDEL; ABDEL-MEGUID e
KORRAA, 2007). Abdel-Meguid e Korraa (ABDEL; ABDEL-MEGUID e KORRAA,
2007) avaliaram o estresse oxidativo, a peroxidacdo lipidica e a apoptose celular de 30
pacientes DMD comparados a 20 pacientes sem DMD (controle). Os resultados
revelaram que os pacientes DMD tiveram maior concentracdo de MDA e proteinas
carboniladas no plasma sanguineo (maior estresse oxidativo), maior apoptose celular
(maior expressdao génica de Bax) e menores quantidades de Oxido nitrico também no
plasma sanguineo. Apo0s essas comparagfes, 0s autores irradiaram uma aliquota do
sangue total dos pacientes DMD com LLLT (632,8 nm, 2,5 Jicm?, 10 mW). Os
resultados mostraram que a LLLT foi capaz de diminuir o estresse oxidativo (MDA e
proteinas carboniladas), reduzir a apoptose celular (menor expressdo de BAX) e
aumentar a quantidade de 6xido nitrico (ABDEL; ABDEL-MEGUID e KORRAA,
2007).

Com essa perspectiva sobre os efeitos da LLLT e LEDT sobre a distrofia
muscular, Ferraresi e Parizotto estdo conduzindo um estudo de caso sobre o uso da

fototerapia em pacientes DMD. Esses autores tém observado melhora clinica na
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qualidade de vida de um paciente DMD com 3 irradia¢des semanais de LEDT (arranjo
de 50 LEDS, 850 nm, energia total de 60 J e poténcia total de 5 W) sobre o tronco
(ventral e dorsal), bracos e antebracos, coxas e pernas [Figura 7]. Houve um aumento

nas atividades de vida diaria, uma diminui¢do nos niveis sanguineos de CK e menor dor

e incidéncia de céibras musculares (dados nao publicados).

Figura 7. (FERRARESI e PARIZOTTO, 2013). Terapia por LED (light-emitting diode
therapy — LEDT) em paciente com Distrofia Muscular Duchenne (DMD).

Todos os efeitos e mecanismos de acdo da LLLT e LEDT sobre a distrofia
muscular ainda sdo incertos e temos poucas evidéncias cientificas. Possivelmente a
fototerapia pode auxiliar no tratamento dessa doenca genética por mecanismos de acgao
como a modulago do (i) estresse oxidativo; (ii) influxo de Ca®*; (iii) inflamag&o; (iv)
sinalizacdo molecular: super expressdo de genes relacionados a sintese proteica
(mTOR), biogénese mitocondrial (PPARGC-1a), vascularizgdo (VEGF), genes
relacionados a proliferacdo e diferenciacdo de células satélites; repressdao de genes
relacionados a inflamagéo (IL1-B e COX-2) e processos de atrofia muscular (NF-kp e

MuRF1). Nesse sentido, recentemente LEAL-JUNIOR et al. (2014) verificaram em

63



modelo experimental para DMD (comundos mdx) que a LLLT comparada ao
tratamento LLLT placebo, diminuiu significativamente a atrofia muscular, fibrose e
niveis de CK sanguineo; reduziu a expressao de marcadores pro-inflamatérios (TNF-a,
IL1-B, IL-6 e COX-2), assim como também diminuiu a IL-10 (citocina com acédo anti-

inflamatoria) apds 14 semanas de tratamento.
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TEMA DE INTERESSE

Diante do exposto na revisao bibliografica, o uso da fototerapia de baixa
intensidade, representada nessa tese pelo uso da terapia laser de baixa intensidade (low-
level laser therapy — LLLT) e da terapia LED (light-emiting diode therapy — LEDT),
sobre o tecido muscular antes dos exercicios (pré-condicionamento) ou apds
(recuperacdao muscular) parece ser benéfico para o aumento de desempenho em diversos
tipos de exercicio, tanto em animais quanto em humanos. No entanto, 0s mecanismos de
acao da fototerapia sobre o tecido muscular ainda ndo sdo completamente conhecidos
e/ou compreendidos. Dessa maneira, 0s temas de interesse desta tese foram a
investigacdo do tempo-resposta para a LEDT aumentar o metabolismo mitocondrial e
sintese de ATP; o tempo-resposta para 0 pré-condicionamento muscular com a LEDT
aumentar a resisténcia muscular a fadiga; o melhor momento para se aplicar a LEDT em
programas de treinamento; efeitos moleculares (expressdo génica) da LLLT e LEDT
sobre o tecido muscular humano; os efeitos da LEDT sobre a cinética do consumo de
oxigénio e a aplicabilidade clinica da LEDT em atletas. E importante destacar que a
identificacdo e elucidacdo dos mecanismos de acdo investigados possivelmente sdo

aplicaveis no tratamento de lesGes teciduais e doencas, sobretudo musculares.
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HISTORICO DA COMPOSICAO DA TESE

A presente tese de doutorado é composta por 1 revisdo bibliografica e 8 artigos
cientificos originais.

O estudo | teve como objetivo analisar o tempo-resposta para a LEDT aumentar
0 potencial de membrana mitocondrial e a sintese de ATP em miotubos formados a
partir de células musculares de camundongos.

O estudo Il teve como objetivo investigar o tempo-resposta para o pré-
condicionamento com LEDT aumentar a sintese de ATP muscular e a resisténcia
muscular a fadiga em camundongos submetidos a teste de fadiga.

No estudo Il foi investigado qual € o melhor momento para o uso da LEDT em
programa de treinamento de forca em camundongos: antes, antes e ap0s, ou somente
apos cada sessdo de treinamento. Nesse estudo foi avaliado o desempenho muscular,
sintese de ATP e glicogénio muscular, defesa contra o estresse oxidativo, proliferacdo
de células musculares e o metabolismo mitocondrial.

O estudo IV contemplou a anélise da expressao génica global do tecido muscular
de homens jovens submetidos a treinamento fisico de forca associado ao uso da LLLT
apos as sessbes de treinamento. Nesse estudo foram analisados os efeitos da LLLT
sobre a modulacdo da expressédo de todo o genoma humano por meio de microarrays,
permitindo a identificacdo de efeitos moleculares da LLLT sobre o exercicio fisico.

No estudo V, voluntarios gémeos idénticos foram submetidos a um programa de
treinamento fisico semelhante ao estudo IV, porem foram tratados com LEDT ap0s cada
sessdo de treinamento. Nesse estudo foi avaliado o desempenho muscular, o volume

muscular por meio de ressonancia magnética nuclear e a expressdo génica do tecido
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muscular dos voluntérios para se identificar os efeitos moleculares da LEDT sobre o
exercicio fisico.

O estudo VI investigou a aplicabilidade clinica do pré-condicionamento
muscular com LEDT em atletas profissionais de voleibol na prevencdo de dano
muscular durante jogos oficiais da Superliga Brasileira de VVoleibol Masculino.

O estudo VII investigou os efeitos do pré-condicionamento muscular com LEDT
sobre a cinética do consumo de oxigénio em atleta maratonista.

Por fim, o estudo VIII investigou a cinética do consumo de oxigénio em homens

jovens e ndo atletas ap6s pré-condicionamento muscular com LEDT.

Para a consecucdo desses estudos, foi realizado dois estagios em instituicdes de
ensino estrangeiras. O primeiro deles foi realizado no Massachusetts General Hospital —
Harvard Medical School, por um periodo de 7 meses e financiamento parcial da
FAPESP (processo BEPE 2012/05919-0). Nesse estagio foram realizados os estudos in
vitro e in vivo desta tese, sob a orientagédo do prof. Dr. Nivaldo Antdnio Parizotto e prof.
Dr. Vanderlei Salvador Bagnato e Supervisao do prof. Dr. Michael R. Hamblin.

O segundo estagio foi realizado na University of Waterloo por um periodo de 3
meses e financiamento parcial da FAPESP (processo 2010/07194-7 — reserva técnica).
Na University of Waterloo foi investigado a cinética do consumo de oxigénio de
homens jovens, ndo atletas, apds o pré-condicionamento muscular com LEDT, sob a
orientacdo do prof. Dr. Nivaldo Antbnio Parizotto e prof. Dr. Vanderlei Salvador
Bagnato e Supervisdo do prof. Dr. Richard L. Hughson. Além dos estagios nas
instituicbes estrangeiras, foram realizadas parcerias entre os laboratorios da

Universidade Federal de S&o Carlos, Fundagdo Hemocentro de Ribeirdo Preto,
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Universidade de S&o Paulo — USP (Campus Ribeirdo Preto e Campus S&o Carlos) e
Equipe profissional de Voleibol Masculino.

Para a realizagéo dos estudos in vitro e in vivo, foi utilizado um arranjo de LEDs
especialmente construido para pesquisa pela Universidade de Sdo Paulo — USP
(Campus Séo Carlos) e pela Universidade Federal de Sdo Carlos — UFSCar. Para a
realizacdo do estudo clinico sobre a modulacdo da expressdo génica global, foi utilizado
um aparelho laser gentilmente cedido pela empresa DMC Equipamentos de Sao Carlos.
Os estudos clinicos que realizaram o pré-condicionamento muscular com LEDT
utilizaram um arranjo de LEDs construido pela Universidade de S&o Paulo — USP

(Campus Séo Carlos) e pela Universidade Federal de S&o Carlos — UFSCar.
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ESTUDO I

Fototerapia de baixa intensidade aumenta o potencial de membrana
mitocondrial e a sintese de ATP em miotubos formados por células

musculares de camundongos (C2C12) com uma resposta pico entre 3-6 horas

Artigo aceito para publicacéo no periddico Photochemistry and Photobiology

(ANEXO II)
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RESUMO

A fototerapia de baixa intensidade utilizando lasers (low-level laser therapy — LLLT) e
LEDs (light-emitting diode therapy — LEDT) tem sido utilizada antes dos exercicios
para aumentar o desempenho muscular tanto em modelos experimentais quanto em
estudos clinicos. No entanto, existe uma incerteza sobre qual € o melhor momento para
usar a fototerapia antes do exercicio. O mecanismo de acdo da fototerapia € pensado ser
a estimulagcdo da respiracdo mitocondrial nos musculos e 0 aumento da sintese de
adenosina trifosfato (ATP) necessario para a realizacdo do exercicio. O objetivo desse
estudo foi investigar o tempo necessario para 0 aumento do potencial de membrana
mitocondrial (MMP) e sintese de ATP em miotubos formados a partir de células
musculares de camundongos (C2C12) expostos a terapia LED (LEDT). Para a LEDT
foi utilizado um arranjo de 20 LEDs na faixa do vermelho (630 = 10 nm, 25 mW) e 20
LEDs na faixa do infravermelho proximo (850 + 10 nm, 50 mW) irradiando 28
mW/cm? durante 90 seg (2,5 J/cm?) com analises em 5 minutos, 3 horas, 6 horas e 24
horas ap6s a LEDT. A LEDT-6h teve o maior MMP, seguido do grupo LEDT-3h,
LEDT-24h, LEDT-5min e Controle com significativas diferencas. Essa mesma ordem
de resposta foi observada para a quantidade de ATP (6h>3h>24h>5min>Controle) com
significativas diferencas. Foi encontrada uma forte correlagdo (r = 0,89) entre MMP e
ATP. Esses resultados sugerem uma janela de tempo ideal entre 3-6 horas para a LEDT

estimular as células musculares.

Palavras-chave: Light-emitting diode therapy, ATP, potencial de membrana
mitocondrial, tempo-resposta.
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INTRODUCAO

As mitocondrias sdo organelas responsaveis pela producdo de energia nas
células e por essa razdo tem um importante papel na funcdo celular e manutencdo da
homeostase. Essa organela tem uma intrigante e bem desenhada arquitetura para
sintetizar adenosina trifosfato (ATP) que é a fonte basica de energia para todas as

atividades celulares (KARU, 1999; PERRY et al., 2011).

Mitocdndrias contém uma cadeia respiratoria e transportadora de elétrons (CTE)
capaz de transferir esses elétrons através dos complexos I, Il, 1l e IV por meio de vérias
reacBes de 6xido reducdo em conjunto com um bombeamento de ions hidrogénio (H")
da matriz mitocondrial para o espaco intermembranas. Estes processos geram &agua
metabolica como o produto final, uma vez que o oxigénio é o aceptor final dos elétrons
da CTE, a qual é acoplada a sintese de ATP quando os fons H* voltam para a matriz
mitocondrial através do complexo V (ATP sintase), completando assim a CTE.
Mudancas no fluxo de elétrons através da CTE e consequentemente no bombeamento de
fons H* produzem significativa modulagdo na forca préton motriz total e na sintese de
ATP. Essas mudancas podem ser mensuradas por meio do potencial de membrana

mitocondrial (MMP) e contetudo de ATP (PERRY et al., 2011).

Desde a primeira evidéncia que a fototerapia, utilizando laser de baixa
intensidade (low-level laser therapy — LLLT), pbde aumentar a sintese de ATP
(PASSARELLA et al., 1984; KARU; PYATIBRAT e KALENDO, 1995), muitos
mecanismos de ac¢do tém sido propostos para explicar os efeitos dessa terapia sobre as
mitocdndrias. Um dos primeiros estudos reportou um aumento no MMP e na sintese de
ATP mensurados no intervalo de 3 minutos ap6s a irradiacdo por LLLT

(PASSARELLA et al., 1984). Anos mais tarde, outros autores estenderam o tempo para
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a quantificacdo do ATP “extra” induzido pela LLLT em células de céancer cervical
humano (HeLa) (KARU; PYATIBRAT e KALENDO, 1995). Com intervalos de 5 a 45
minutos, esses autores ndo encontraram nenhuma mudanca na sintese de ATP durante
0s primeiros 15 minutos apds a irradiacdo com LLLT, porém, ap6s 20-25 minutos o0s
niveis de ATP aumentaram agudamente e entdo retornaram aos valores basais em 45

minutos (KARU; PYATIBRAT e KALENDO, 1995).

Mais recentemente outros estudos tém relatado efeitos da fototerapia sobre as
mitocdndrias em diferentes tipos de células (ORON et al., 2007; XU et al., 2008;
GIULIANI et al., 2009; HOURELD; MASHA e ABRAHAMSE, 2012; MASHA;
HOURELD e ABRAHAMSE, 2013). Em células neurais a LLLT parece também
aumentar o MMP, proteger contra o estresse oxidativo (GIULIANI et al., 2009) e
aumentar a sintese de ATP em células intactas (sem agentes estressores) (ORON et al.,
2007). Em mitocondrias de células de fibroblastos sem agentes estressores, a LLLT
também aumentou a sintese de ATP e a atividade do complexo IV mitocondrial com
uma dose-resposta (HOURELD; MASHA e ABRAHAMSE, 2012). Em miotubos
formados a partir de células musculares de camundongos (C2C12), a LLLT modulou a
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROS) e a fun¢do mitocondrial também com
uma dose-resposta em células intactas ou em células estressadas por estimulagdo

elétrica (XU et al., 2008).

Aumentos no metabolismo mitocondrial e na sintese de ATP tém sido propostos
por muitos autores como hipdteses para explicar os efeitos da fototerapia, tanto por
lasers (LLLT) e LEDs (light-emitting diode therapy — LEDT), sobre o desempenho
muscular quando usada no pré-condicionamento muscular, ou quando utilizada para a

recuperacdo muscular apos os exercicios (FERRARESI; HAMBLIN e PARIZOTTO,
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2012; BORSA; LARKIN e TRUE, 2013; LEAL-JUNIOR et al., 2013). No entanto,
existe uma lacuna na literatura referente a estudos que identificaram os efeitos imediatos
e em longo prazo da fototerapia sobre o metabolismo mitocondrial e sintese de ATP em

células de musculo esquelético que por sua vez poderiam confirmar essas hipoteses.

Esse presente estudo teve como objetivo identificar o tempo-resposta para a
fototerapia por LEDs (LEDT) modular o MMP e o contetdo de ATP em miotubos
formado por células musculares de camundongos (C2C12) sem a influéncia de agentes
estressores, apenas sob o estresse da cultura celular. Além disso, o segundo objetivo
desse estudo foi correlacionar o MMP com o contetdo de ATP dentro de um intervalo
de tempo de 5 minutos a 24 horas ap6s a LEDT. Tivemos como meta encontrar o
melhor tempo-resposta para a LEDT, o qual pode ser util em futuros estudos
experimentais e clinicos que investiguem o pré-condicionamento muscular, recuperagao

muscular pos-exercicio ou qualquer outra fotobiomodulagdo em tecido muscular.

MATERIAIS E METODOS
Cultura celular

As células musculares (C2C12) foram gentilmente fornecidas pela Divisdo
Cardiovascular do Beth Israel Deaconess Medical Center, Harvard Medical School,
USA. As células foram cultivadas em meio de cultura (DMEM, Dulbecco's Modified
Eagle's Medium - Sigma-Aldrich) com soro fetal bovino (20% FBS - Sigma-Aldrich) e
1% de antibiotico (penicilina e estreptomicina) em incubador umidificado a 37 °C e 5%

CO..

As células foram cultivadas e um total de 1,71 x 10° de células

aproximadamente foram contadas em cdmara de Neubauer. Em seguida, essas células
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foram distribuidas igualmente dentro de 30 pocos (aproximadamente 5,7 x 10° células

por pogo) dentro de duas diferentes microplacas:

e 15 pogos em microplaca com paredes na cor preta e fundo transparente (Costar®
96-Well Black Clear-Bottom Plates) para analises de MMP.
e 15 pocos em microplaca com paredes na cor branca e fundo transparente

(Costar® 96-Well White Clear-Bottom Plates) para analises de sintese de ATP.

Além disso, ambas as microplacas foram subdivididas em 5 colunas com 3 pogos por

coluna (triplicata):

e Controle: sem irradiacdo por LEDT sobre as células.

e LEDT-5min: LEDT aplicado sobre as células e avaliacbes de ATP e MMP ap0s
5 minutes.

e LEDT-3h: LEDT aplicado sobre as células e avaliacbes de ATP e MMP ap6s 3
horas.

e LEDT-6h: LEDT aplicado sobre as células e avaliacbes de ATP e MMP ap0s 6
horas.

e LEDT-24h: LEDT aplicado sobre as células e avaliacbes de ATP e MMP ap06s

24 horas.

Ap0s colocar as células (C2C12) nos pocos das microplacas, as células foram
cultivadas por nove dias em meio de cultura (DMEM) contendo 2% de soro equino
inativado por calor (heat-inactivated horse serum — Sigma-Aldrich) em incubador
umidificado a 37 °C e 5% de CO, para induzir a diferenciacdo celular em miotubos,
como descrito em estudo prévio (XU et al., 2008). No 10° dia, o grupo LEDT-24h foi

irradiado com LEDT. No 11° dia todos os grupos remanescentes receberam a LEDT e
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foram avaliados quanto aos contetidos de ATP e MMP em tempos especificos de acordo

com cada grupo.

Terapia LED (light-emitting diode therapy — LEDT)

Foi usado nesse estudo um arranjo de 40 LEDs (20 vermelhos — 630 £ 10 nm; 20
infravermelhos — 850 + 20 nm) com um didmetro de 76 mm. Esse arranjo de LEDs foi
posicionado a uma distancia de 156 mm a partir do topo de cada microplaca e a
irradiacdo durou 90 segundos com os parametros fixos e descritos na tabela 1. Cada
grupo de pogos recebeu a LEDT individualmente, e todos os outros pogos de cada
microplaca (grupos) foram cobertos com uma folha de aluminio para evitar a irradiagdo
por luz [Figure 1]. Os parametros da LEDT foram mensurados e calibrados com um
medidor de poténcia éptica PM100D Thorlabs® e sensor S142C (area de 1,13 cm?).
Além disso, foi escolhido a utilizacdo da fototerapia com luz vermelha e infravermelha
ao mesmo tempo a fim de promover uma dupla banda de absorcdo pela citocromo c
oxidase (Cox) se baseando nas suas especificas bandas de absorcdo relatadas
previamente (KARU, 1999; KARU; PYATIBRAT e AFANASYEVA, 2004; KARU e
KOLYAKOV, 2005; KARU et al., 2008; KARU, 2010). A temperatura ambiente foi
controlada (22-23 °C) durante a irradiacdo com LEDT, a qual ndo aumentou a
temperatura mais que 0,5 °C sobre a superficie das microplacas utilizadas nesse estudo.
Esse incremento de 0,5 °C foi dissipado para o ambiente antes de 2 minutos apés a

LEDT.
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Figura 1 — Miotubos formados a partir de células musculares de camundongos
(C2C12). Aparato experimental para a irradiacdo das microplacas branca e preta
contendo os miotubos formados a partir de células musculares (C2C12) usando a terapia
LED (light-emitting diode therapy — LEDT) sem contato.

Tabela 1. Todos os parametros da terapia LED (light-emitting diode therapy — LEDT).
Grupo Controle ndo recebeu a LEDT.

Numero de LEDs (arranjo): 40 (20 infravermelho-IR e 20 vermelho-RED)
Comprimento de onda: 850 nm (IR) and 630 nm (RED)

Area de cada LED: 0,2 cm?

Frequéncia de pulso: continuo

Poténcia Optica de cada LED: 50 mW (IR) e 25 mW (RED)
Poténcia optica (arranjo): 1.000 mW (IR) e 500 mW (RED)
Tamanho do arranjo de LEDs: 45 cm?

Densidade de poténcia (no topo de cada microplaca): 28 mW/cm?
Tempo de tratamento: 90 seg

Densidade de energia (no topo de cada microplaca): 2,5 J/cm?
Modo de aplicacdo: sem contato

Distancia a microplaca ou ao medidor de poténcia 6ptica: 156 mm

Anélise do potencial de membrana mitocondrial (MMP)

Essa analise foi realizada usando as células da microplaca de parede na cor

preta. MMP foi avaliado usando tetramethyl rhodamine methyl ester (TMRM -
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Invitrogen/ Molecular Probes) na concentracdo final de 25 nM. Os nucleos dos
miotubos formados a partir das células C2C12 foram marcados usando Hoechst (Sigma-
Aldrich) na concentracdo de 1mg/ ml. Cada poco da microplaca foi incubado por 30
minutos, a 37 °C e 5% de CO, com 100 pl de solucdo contendo TMRM e Hoechst. Em
seguida, essa solucdo foi cuidadosamente removida de cada poco e adicionado 100 pl
de solucéo tampéo contendo HBSS (Hank's Balanced Salt Solution — Life Technologies
Corporation) e 15 mM de HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid
— Life Technologies Corporation). Os miotubos foram fotografados em microscopio
confocal (Olympus America Inc. Center Valley, PA, USA) usando uma excitacdo a 559
nm e emissdo a 610 nm. Trés campos aleatdrios de cada poco foram fotografados com
uma ampliacdo de 40x com as lentes do microscdpio imersas em agua. As imagens
foram exportadas e a fluorescéncia da incorporagdo de TMRM dentro da matriz

mitocondrial foi mensurada usando o software Image J (NIH, Bethesda, MD).

Analise de adenosina trifosfato (ATP)

Essa analise foi realizada usando as células da microplaca de parede branca.
Primeiramente, 0 meio de cultura foi removido cuidadosamente de cada poco, seguindo
da adicdo de 50 pl/pogo de CellTiter Glo Luminescent Cell Viability Assay reagent
(Promega). Apds 10 minutos de incubacdo a temperatura ambiente (25 °C), os sinais de
luminescéncia foram mensurados em SpectraMax M5 Multi-Mode Microplate Reader
(Molecular Devices, Sunnyvale, CA) com tempo de integracdo de 5 segundos para
aumentar baixos sinais (KHAN, 2003). Uma curva padrdo foi preparada usando ATP
standard (Sigma) de acordo com o manual de instrucdes do fabricante e entdo a

concentracdo de ATP foi calculada em nanomol (nmol) por poco.
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Coeficiente de correlacéo ou produto-momento de Pearson

A correlacdo entre TMRM e o contetdo de ATP nos miotubos formados a partir
de células C2C12 foi calculada usando o indice r de Pearson. Os valores do indice r
foram interpretados como recomendado previamente (WEBER e LAMB, 1970): 0,00—
0,19 = nenhuma ou leve; 0,20-0,39 = baixa; 0,40-0,69 = moderada; 0,70-0,89 = alta ou

forte; e 0,90-1,00 = muito alta ou muito forte.

Calculo amostral

O tamanho amostral foi calculado baseado nas diferencas significativas entre todos os
grupos referentes aos contetdos de ATP. O poder estatistico de 80% e um tamanho de

efeito grande (acima de 0,75) foram estabelecidos como satisfatorios.

Analise estatistica

O teste de Shapiro-Wilk’s W verificou a normalidade da distribui¢do dos dados.
ATP e TMRM foram comparados entre os grupos usando a analise de variancia
(ANOVA) de uma via (one-way) com post hoc de Tukey HSD. Foi conduzida uma
analise de correlacdo entre TMRM e ATP usando o coeficiente de correlagdo ou o

produto-momento de Pearson. O nivel de significancia adotado foi de P < 0,05.

RESULTADOS
Potencial de membrana mitocondrial (TMRM)

O grupo LEDT-6h aumentou o0 MMP (10,77 UA; Erro padrdo da média — EP

0,88) comparado aos grupos: Controle (3,79 UA; EP 0,46; P < 0,001); LEDT-5min
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(4,11 UA; EP 0,52; P < 0,001); LEDT-24h (4,91 UA; EP 0,47; P = 0,001). LEDT-3h
(7,87 UA; EP 0,59) aumentou o MMP comparado ao grupo Controle (P = 0,019) e
LEDT-5min (P = 0,031). Esses resultados foram apresentados graficamente na figura 2.
Todos os resultados néo significativos foram Controle versus LEDT-5min (P = 0,997) e
versus LEDT-24h (P = 0,816); LEDT-5min versus LEDT-24h (P = 0,935); LEDT-3h
versus LEDT-6h (P = 0,113) e versus LEDT-24h (P = 0,103). UA é unidade arbitraria

mensurada com o software Image J.

Controle LEDT-5min LEDT-3h
TMRM
miotubos de células C2C12
151
- *C, 5min, 24h
< 12
=)
s .g 9 *C, 5min
£5
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[
5]
=

LEDT-6h LEDT-24h

Figura 2 — TMRM. Analise do potencial de membrana mitocondrial usando
tetramethyl rhodamine methyl ester (TMRM) marcado em vermelho. Imagens com
ampliacdo de 40x. Siglas: Terapia LED= LEDT (light-emitting diode therapy); UA=
unidade arbitraria; C= grupo controle; 5min= grupo LEDT-5min; 24h= grupo LEDT-
24h; *= significancia estatistica (P < 0,05) usando analise de variancia (ANOVA) de
uma via (one-way) com post hoc de Tukey HSD.



ATP

O grupo LEDT-6h aumentou o contetdo de ATP (4,53 nmol/ poco, EP 0,19)
comparado aos grupos: Controle (1,28 nmol/ poco, EP 0,05; P < 0,001); LEDT-5min
(2,01 nmol/ pocgo, EP 0,16; P < 0.001) e LEDT-24h (2,77 nmol/ poco; EP 0,16; P =
0,007). O grupo LEDT-3h aumentou o contetudo de ATP (3,73 nmol/ poco; EP 0,17)
comparado aos grupos Controle (P < 0,001) e LEDT-5min (P =0,008). O grupo LEDT-
24h aumentou o conteido de ATP comparado ao grupo Controle (P = 0,020). Esses
resultados sdo apresentados graficamente na figura 3A. Todos os resultados nao
significantes foram entre o grupo Controle versus LEDT-5min (P = 0,385); LEDT-3h
versus LEDT-6h (P =0,299) e versus LEDT-24h (P = 0,169); LEDT-24h versus LEDT-

5min (P = 0,338).

Tamanho amostral

O poder estatistico e tamanho do efeito sobre o contetdo de ATP em todos 0s
grupos foi calculado a fim de assegurar um poder estatistico minimo de 80% e um
grande tamanho do efeito (superior a 0,75). Usamos a média dos conteidos de ATP de
cada grupo e o maior valor de desvio padréo entre todos os grupos, que foi observado
para o grupo LEDT-6h. Nossos resultados demonstram uma diferenca entre oS grupos
com um poder estatistico de 99%, e um tamanho de efeito de 3,42 (efeito muito grande)
e tamanho amostral de 10, ou seja, 2 pogos por grupo (5 grupos). Estes célculos

demonstram que o tamanho da amostra foi pequeno, mas adequado em nosso estudo (3

pOCOS por grupo).
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Coeficiente de correlacéo ou produto-momento de Pearson

A incorporacdo de TMRM dentro da matriz mitocondrial dos miotubos
formados a partir de células musculares (C2C12) mostrou uma forte correlagdo (r =

0,89) com o conteudo de ATP (P < 0,001). Esse resultado é apresentado na figura 3B.

ATP TMRM - ATP
miotubos de células C2C12 r de Pearson: 0,89
& o 95% fi
5 *C, 5min, 24h 7- o confianca
= *C, Smin — B4
g 4 -I % 5
o § *C a
E= H E - 44
N 5 .
E n - E "
§ 1-
A B c T L] ) LJ L L L T 1
\ 0 23 4 6 8 10 121314

TMRM fluorescéncia (UA)

Figura 3 — ATP e coeficiente de correlacdo de Pearson (r). A) Analise do conteido
de adenosina trifosfato (ATP) entre os grupos. B) Coeficiente de correlagcdo de Pearson
(indice r) entre ATP e o potencial de membrana mitocondrial usando TMRM. Siglas:
LEDT= Terapia LED (light-emitting diode therapy); TMRM= tetramethyl rhodamine
methyl ester; nmol= nanomol; UA= unidade arbitraria; C= grupo controle; 5min= grupo
LEDT-5min; 24h= grupo LEDT-24h; *= significancia estatistica (P < 0,05) usando
analise de variancia (ANOVA) de uma via (one-way) com post hoc de Tukey HSD.

DISCUSSAO

Esse presente estudo identificou um tempo-resposta bem definido para a terapia
LED (LEDT) aumentar o potencial de membrana mitocondrial (MMP) e sintese de ATP
em miotubos formados a partir de células musculares de camundongos (C2C12) sob o
estresse de cultura celular. A dose de luz aplicada nesse estudo foi baseada em estudo

prévio que ja reportou efeitos benéficos da fototerapia por laser (LLLT) sobre as
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mitocOndrias de miotubos (XU et al., 2008). Além disso, n6s encontramos uma forte
correlagdo entre MMP e os contelidos de ATP mensurados durante um amplo tempo
que foi de 5 minutos (efeitos imediatos) até 24h (efeitos prolongados). Para 0 nosso
conhecimento, esse € o primeiro estudo investigando o tempo-resposta para a
fototerapia modular o metabolismo mitocondrial em conjunto com a sintese de ATP em

células musculares.

As células musculares C2C12 pertencem a uma linhagem de células
originalmente isoladas de musculos distr6ficos de comundongos C3H por YAFFE e
SAXEL (1977). Em cultura, essas células se diferenciam rapidamente em miotubos
contrateis (fibras musculares) especialmente quando tratadas com soro equino ao invés
de soro fetal bovino. Esses miotubos contém células multinucleadas que expressam
proteinas caracteristicas de musculo esquelético como cadeia pesada de miosina e

creatina quinase (TANNU et al., 2004).

Um dos primeiros efeitos da fototerapia reportados na literatura foi a modulacéo
do potencial de membrana mitocondrial (MMP) e sintese de ATP em mitoc6ndrias
isoladas de figado de ratos (PASSARELLA et al., 1984) e em células cancerosas
(HeLa) (KARU; PYATIBRAT e KALENDO, 1995). Nossos resultados estdo de acordo
com esses estudos, mostrando um aumento do MMP e sintese de ATP em miotubos
formados a partir de células C2C12. No entanto, a fototerapia parece produzir um
tempo-resposta diferente para 0 MMP e a sintese de ATP entre os diferentes tipos de
células. Enquanto as células do tipo HeLa mostraram um pico de sintese de ATP por
volta de 20 minutos apos a fototerapia (KARU; PYATIBRAT e KALENDO, 1995), as
mitocondrias de figado mostraram um imediato aumento no MMP e na sintese de ATP

(PASSARELLA et al., 1984). No presente estudo nos identificamos que as células
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musculares necessitam de um tempo maior, em torno de 3h a 6h, para produzirem o
maximo efeito da fototerapia, convertendo a energia luminosa em significantes
aumentos no MMP e na sintese de ATP, compreendendo um aumento em torno de
200% a 350% sobre os valores normais (controle). Além disso, nds encontramos que
24h apds a irradiacdo com LEDT, os miotubos podem ainda produzirem
significantemente mais ATP comparado ao grupo Controle enquanto o grupo LEDT-

5min ndo mostrou significativas diferencas.

A citocromo c oxidase (Cox) tem sido reportada como o principal cromo6foro em
celulas expostas a fototerapia na faixa do vermelho e infravermelho proximo (KARU,
1999; KARU, 2008; KARU et al., 2008; KARU, 2010). No entanto, apesar da Cox ser
importante nos efeitos imediatos da absor¢do dos fotons, a mensuragdo de sua atividade
pode ser insuficiente para confirmar se a fototerapia pode induzir uma sintese de ATP
“extra”. Por essa razdo, a avaliagdo do MMP associado a analise de sintese de ATP
podem fornecer informagdes sobre a rapidez que ocorrem as modula¢bes na cadeia
transportadora de elétrons (CTE), e no bombeamento de jons H* da matriz mitocondrial
para 0 espago intermembranas, assim como o0 quanto os fons H* estdo retornando para a
matriz mitocondrial (PERRY et al., 2011). Nessa perspectiva, nossos resultados sdo
consistentes com os achados de XU et al. (2008) que reportaram nenhum efeito
imediato da fototerapia por laser (LLLT) sobre 0o MMP. Além disso, apesar de XU et al.
(2008) ndo avaliar o conteldo de ATP, nossos resultados mostraram nenhuma resposta
significativa para incrementos de ATP imediatamente apds a fototerapia por LEDs

(LEDT) comparado ao grupo Controle.

Os nossos resultados para MMP em conjunto com o contetdo de ATP teve uma

forte correlacdo (coeficiente de Pearson, r = 0,89) durante o tempo de investigacdo
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nesse estudo que foi de 5 minutos a 24 horas, sugerindo uma linear e positiva
dependéncia da sintese de ATP e MMP (CTE e bombeamento de ions H") nas células
musculares, sugerindo um novo e mais eficiente tempo-resposta ou janela de tempo para
a LEDT estimular as células musculares (ver figura 4A e 4B). Esses resultados sdo
muito importantes para a recuperacdo muscular apds exercicio (FERRARESI;
HAMBLIN e PARIZOTTO, 2012; BORSA; LARKIN e TRUE, 2013) pois sugerem um
efeito prolongado da fototerapia sobre a sintese de ATP necessaria para reparar 0 dano
muscular. Também, o pré-condicionamento muscular usando a fototerapia para a
melhora do desempenho antes de uma sessdo de exercicio (LEAL-JUNIOR et al., 2013)
possivelmente poderia ser otimizado pelo uso do tempo-resposta encontrado nesse
presente estudo. No entanto, mais estudos in vivo e clinicos sdo necessarios para

confirmar nossas hipoteses.

O pré-condicionamento muscular usando laser (LLLT) ou LEDs (LEDT) tem
sido mostrado na literatura como uma abordagem terapéutica para melhorar o
desempenho muscular tanto em estudo experimentais (LOPES-MARTINS et al., 2006;
LEAL JUNIOR et al., 2010a; SANTOS et al., 2014) quanto em estudos clinicos
(LEAL-JUNIOR et al., 2013). No entanto, apesar dessa melhora relatada na literatura
ser significativa, alguns estudos ndo encontraram efeitos positivos (HIGASHI et al.,
2013). Além disso, as diferencas entre os grupos tratados com a fototerapia ou placebo
tém sido ndo muito grande. Essas diferencas reportadas na literatura em modelos
experimentais variaram entre 80% a 150% dos valores encontrados para 0s grupos
controle em testes de fadiga induzidos por estimulacdo elétrica (LOPES-MARTINS et
al., 2006; LEAL JUNIOR et al., 2010a; SANTOS et al., 2014). Em estudos clinicos,
essas diferencas variaram entre 5% a 57% no aumento de repeticbes e méaxima

contragdo voluntaria (LEAL-JUNIOR et al., 2013). Possivelmente esses aumentos
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relativamente modestos poderiam ser devido a um insuficiente tempo necessario para as
células musculares converterem a luz da fototerapia em respostas biol6gicas como as
identificadas em nosso estudo para 0 MMP e a sintese de ATP. Consequentemente, 0s
protocolos para o pré-condicionamento muscular que tém sido realizados até o presente
momento (LOPES-MARTINS et al., 2006; LEAL JUNIOR et al., 2010a; LEAL-
JUNIOR et al.,, 2013; SANTOS et al., 2014), ou seja, geralmente aplicando a
fototerapia 5 minutos antes do exercicio, possivelmente podem ndo alcancarem 0s
melhores resultados. Baseado em nossos resultados, nds sugerimos esperar de 3h a 6h
apos a aplicacdo da fototerapia sobre os musculos para se obter o melhor aumento de
desempenho muscular no regime de pré-condicionamento, uma vez que MMP e a
disponibilidade de ATP sdo importantes para o desempenho muscular (ALLEN; LAMB
e WESTERBLAD, 2008; FERRARESI et al., 2011). Uma vez mais, nos gostariamos de
destacar a necessidade de mais estudos in vivo e clinicos para confirmar nossas
hipoteses. Nesse momento, é importante fazer mencdo a dois estudos prévios que
tiveram uma iniciativa similar (HAYWORTH et al., 2010; ALBUQUERQUE-PONTES
et al., 2014). HAYWORTH et al. (2010) encontram aumentos na atividade da Cox 24h
apos a aplicacdo de LEDT sobre os musculos de ratos; ALBUQUERQUE-PONTES et
al. (2014) encontraram uma dependéncia do tempo, comprimento de onda e da dose de
luz aplicada sobre os muasculos de ratos para a Cox aumentar a sua atividade. Ambos 0s
estudos usaram animais sem qualquer tipo de estresse, assim como 0 presente estudo
utilizou células musculares somente sob o estresse da cultura celular. Para 0 nosso
entendimento, esses estudos prévios, combinados aos nossos resultados, sdo
extremamente valiosos na descoberta e entendimento dos mecanismos de agdo da
fototerapia sobre o tecido muscular, guiando para um melhor uso futuro da fototerapia

por laser e LEDs na pratica clinica.
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O nosso estudo foi desenhado para testar uma dose de luz durante uma janela de
tempo para mostrar que hd uma dependéncia do tempo para a fototerapia produzir
efeitos secundarios nas células musculares. Por essa razdo, esse presente estudo usou
uma dose de luz constante (fluéncia) reportada em estudo prévio (XU et al., 2008), bem
como uma constante densidade de poténcia (irradiancia). Uma vez que ha uma possivel
dose-resposta bifasica (HUANG et al., 2009; HUANG et al., 2011), o uso de diferentes
pardmetros como fluéncia, comprimento de onda ou irradidncia podem produzir
diferentes respostas. Além disso, os comprimentos de onda na faixa do vermelho e
infravermelho proximo foram aplicados ao mesmo tempo a fim de obter vantagem sobre
as duplas bandas que a Cox possui para a absorcdo da luz da fototerapia (KARU, 1999;
KARU; PYATIBRAT e AFANASYEVA, 2004; KARU e KOLYAKOQV, 2005; KARU

etal., 2008; KARU, 2010).
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Figura 4 — Mecanismo de acdo da LEDT sobre a mitocondria. A) Mitocondrias de
miotubos formados de células musculares de camundongos (C2C12) sem os efeitos da
fototerapia por laser (low-level laser therapy — LLLT) ou LEDs (light-emitting diode
therapy — LEDT). Ha um fluxo normal de elétrons (seta vermelha) através de todos os
complexos da cadeia transportadora de elétrons; um bombeamento normal de fons H™;
sintese de ATP normal e uma modesta incorporacdo de TMRM pela matriz
mitocondrial. B) Mitocdndrias de miotubos formados de células musculares de
camundongos (C2C12) apds 3 a 6 horas da aplicagdo de LEDT. HA& um aumento no
fluxo de elétrons (seta vermelha mais grossa); aumento no bombeamento de ions H”, na
sintese de ATP e uma maior incorporacdo de TMRM pela matriz mitocondrial. Siglas: I,
11, HI, IV e V= complexos da cadeia transportadora de elétrons mitocondrial; H'=
préton de hidrogénio; - = eléctron de hidrogénio; O,= oxigénio; H,O= dgua metabdlica;
Q= quinona; Cox= cytocromo ¢ oxidase; ATP= adenosina trifosfato; ADP= adenosina
difosfato; Pi= fosfato inorganico; TMRM= tetramethyl rhodamine methyl ester.

87



CONCLUSAO

Este € o primeiro estudo relatando os beneficios fototerapia usando dois
comprimentos de onda (luz vermelha e infravermelha préxima) sobre o potencial de
membrana mitocondrial (MMP) em conjunto com a sintese de ATP em miotubos de
células musculares de camundongos (C2C12). Além disso, foi encontrado um tempo-
resposta bem definido para o aumento da sintese de ATP mediado pelo aumento do

MMP pela fototerapia em miotubos.

Os nossos resultados sugerem que 3h a 6h pode ser o melhor tempo-resposta
para a fototerapia melhorar o metabolismo muscular. Também, os nossos resultados nos
conduz a pensar que pode haver, talvez, efeitos acumulativos se a fototerapia for
aplicada em intervalos menores que 24h e isto pode ser relevante clinicamente quando a
fototerapia, tanto por laser e LEDs, for utilizada para a recuperagdo muscular pés-
exercicio. Finalmente, nés acreditamos que o uso da fototerapia para o pré-
condicionamento muscular poderia ser otimizado em futuros estudos se o tempo-
resposta para o aumento de ATP e MMP encontrados nesse estudo forem levados em

consideracao.
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ESTUDO II

Tempo-resposta para o aumento de ATP e resisténcia a fadiga muscular

apos a fototerapia em camundongos

Artigo submetido ao periédico Lasers in Medical Science

(ANEXO I11)
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RESUMO

Recentemente a fototerapia de baixa intensidade tem sido usada para aumentar o
desempenho muscular nos exercicios. No entanto, ha uma falta de compreensdo do
tempo-resposta dos musculos para essa terapia. O primeiro objetivo deste estudo foi
determinar o tempo-resposta para a fototerapia, usando a terapia LED (light-emitting
diode therapy — LEDT), aumentar o conteudo de adenosina trifosfato (ATP) nos
masculos séleo e gastrocnémio em camundongos. O segundo objetivo foi testar se a
LEDT pode aumentar a resisténcia muscular a fadiga durante exercicio intenso.
Cinquenta camundongos machos Balb/c foram randomicamente alocados em 2 grupos
iguais: LEDT-ATP e LEDT-Fadiga. Ambos os grupos foram subdivididos em 5 grupos
iguais: LEDT-Placebo; LEDT-5min; LEDT-3h; LEDT-6h e LEDT-24h. A quantidade
de ATP muscular ou a resisténcia a fadiga foi analisada em cada subgrupo apés a
irradiagdo por LEDT em tempos especificos. O teste de fadiga foi realizado pelos
camundongos do grupo LEDT-Fadiga, os quais escalaram uma escada inclinada,
carregando uma carga referente a 150% de sua massa corporal repetidas vezes até a
exaustdo. A LEDT usou um arranjo de 20 LEDs na faixa do vermelho (630 + 10 nm, 25
mW) e 20 LEDs na faixa do infravermelho (850 = 20 nm, 50 mW) aplicando 80
mW/cm? durante 90 segundos (7,2 J/cm?) sobre as pernas, gliteos e musculatura
inferior das costas. A LEDT-6h foi o subgrupo com a maior quantidade de ATP nos
musculos s6leo e gastrocnémio comparado a todos os demais subgrupos (P < 0,001).
Também, os animais do subgrupo LEDT-6h realizaram mais repeti¢des no teste de
fadiga (P < 0,001) comparado a todos os demais subgrupos: LEDT-Placebo e LEDT-
5min (~600%); LEDT-3h (~200%) e LEDT-24h (~300%). Foi estabelecida uma alta
correlagdo entre o numero de repeti¢fes (escaladas) no teste de fadiga e o contetdo de

ATP nos masculos soéleo (r = 0,84) e gastrocnémio (r = 0,94). A LEDT aumentou o
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contelldo de ATP nos musculos e a resisténcia a fadiga em camundongos com uma
resposta pico em 6 horas. Apesar do tempo-resposta para a LEDT em camundongos e
em humanos possivelmente ndo ser o mesmo, atletas podem considerar aplicar a LEDT
6 horas antes de uma competicao.

Palavras-chave: LEDT, ATP muscular, fotobiomodulagéo, tempo-resposta, fadiga.

91



INTRODUCAO

A fototerapia de baixa intensidade usa a luz na faixa do visivel ou infravermelho
proximo para produzir uma fotobiomodulagdo nos tecidos bioldgicos, estimulando ou
inibindo respostas bioldgicas que dependem da dose de luz aplicada. Desde 1967, essa
terapia tem sido utilizada para diversas aplicagcfes na medicina com no tratamento de
inflamacdo, dor ou acelerar a cicatrizagcdo dos tecidos (ENWEMEKA et al., 2004;
CHOW et al., 2009; HUANG et al., 2011). A fototerapia pode ser aplicada por diodos
de lasers (low-level laser therapy — LLLT), LEDs (light-emitting diode therapy — LEDT)
ou outras fontes de luz com especificos comprimentos de onda (“cores”) (HUANG et
al., 2011).

Muitos pesquisadores tém investigado o mecanismo pelo qual a fototerapia
interage com os tecidos biologicos para produzir o fenémeno da fotobiomodulagdo
(KARU, 1999; VLADIMIROV; OSIPOV e KLEBANOV, 2004; HUANG et al., 2009).
Um dos primeiros estudos publicados na literatura relata a formagdo de “mitocondrias
gigantes” apés o uso da fototerapia (BAKEEVA et al., 1993). Muitos estudos
descobriram moléculas dentro das células (chamadas cromo6foros) que podem absorver a
luz produzindo modulagdes no metabolismo celular (KARU, 1999). Entre essas
moléculas, a citocromo ¢ oxidase (Cox), que estd no complexo IV da cadeia
transportadora de elétrons mitocondrial, tem recebido atencéo especial (KARU, 1999;
KARU; PYATIBRAT e AFANASYEVA, 2004; KARU e KOLYAKOQV, 2005; KARU
etal., 2008; KARU, 2010).

Recentemente HAYWORTH et al. (2010) usou um arranjo de LEDs na faixa do
vermelho (660 nm) para aumentar a atividade da Cox 24 horas ap0s aplicarem a
fototerapia sem contato sobre musculos de ratos. Esses autores relataram diferengas na

atividade da Cox que dependeram do tipo de fibra muscular.
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O aumento na atividade da Cox é supostamente responsavel por estimular a
sintese de adenosina trifosfato (ATP) (KARU, 1999). KARU (1999) reportou muitos
anos atras que os efeitos da fototerapia sobre os tecidos bioldgicos podem ser
classificados como  primarios  (interacdes  luz-tecido) ou  secundarios
(fotobiomodulagdo). Um dos efeitos mais frequentemente observados de
fotobiomodulagdo é o aumento da sintese de ATP em cultura de celulas
(PASSARELLA et al.,, 1984; KARU; PYATIBRAT e KALENDO, 1995; KARU,
1999).

O aumento da atividade da Cox, resultando em mais sintese de ATP, tem sido a
principal explicacdo dos estudos que utilizaram a fototerapia antes dos exercicios (pré-
condicionamento muscular) para aumentar o desempenho, ou ap6s diferentes tipos de
exercicios (recuperacdo muscular) (FERRARESI; HAMBLIN e PARIZOTTO, 2012;
BORSA; LARKIN e TRUE, 2013; LEAL-JUNIOR et al., 2013). Analises de produtos
metabolicos como lactato, acumulo de adenosina difosfato (ADP) e a prépria sintese de
ATP sdo importantes para se identificar o melhor desempenho muscular, uma vez que
niveis reduzidos de ATP nos musculos tém sido associados a baixa resisténcia a fadiga
e diminuicdo do desempenho em muitos tipos de exercicios (ALLEN; LAMB e
WESTERBLAD, 2008).

A literatura cientifica nos traz diversas estratégias e terapias para 0 aumento de
desempenho muscular em diferentes esportes. No entanto, muitos medicamentos foram
proibidos de serem utilizados para esse fim, pois sdo considerados “doping”
(HOFFMAN et al., 2009). Nesse contexto, na Gltima década, alguns pesquisadores tém
usado a fototerapia para promover um pré-condicionamento muscular e aumentar o
desempenho em exercicios intensos (FERRARESI; HAMBLIN e PARIZOTTO, 2012;

BORSA; LARKIN e TRUE, 2013; LEAL-JUNIOR et al., 2013). Essas pesquisas
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encontraram bons efeitos da fototerapia aplicada em regime de pré-condicionamento
muscular, prevenindo o dano muscular e aumentando o nimero de repeticGes em testes
de fadiga. No entanto, a maioria desses resultados foi modesta quando comparados aos
grupos controle, principalmente referente ao nimero de repeti¢des em testes de fadiga
(LEAL JUNIOR et al., 2008; LEAL JUNIOR et al., 2009d; LEAL JUNIOR et al.,
2010b). Pode haver uma falta de entendimento sobre o tempo-resposta dos musculos
para a fototerapia, e uma incerteza sobre o melhor momento para se aplicar a luz e
induzir uma resisténcia muscular a fadiga em exercicio até a exaustao.

Esse presente estudo teve como objetivo investigar: (a) se a LEDT pode
aumentar a sintese de ATP in vivo; (b) o possivel tempo-resposta para a sintese de ATP
nos musculos gastrocnémio e séleo em camundongos mediado pela LEDT; (c) o
possivel tempo-resposta para um amento de desempenho muscular em teste de fadiga
ap6s a LEDT; (d) correlagdes entre os contetdos de ATP nos musculos séleo e
gastrocnémio com o teste de fadiga. Esse estudo sugere que a LEDT pode ser uma nova
estratégia para aumentar o desempenho muscular, bem como indica qual é o melhor

momento para se usar a LEDT em regime de pré-condicionamento muscular.

MATERIAIS E METODOS
Animais

Esse estudo foi realizado com camundongos machos Balb/c de 8 semanas,
pesando em média 20,38 + 1,10 g, alocados em grupos de 5 animais por caixa e
mantidos em ciclo de claro-escuro de 12 horas. Todos os 50 animais foram fornecidos
por Charles River Laboratories, Wilmington, MA e foram tratados com &gua e
alimentacdo ad libitum no biotério do Massachusetts General Hospital. Todos os

procedimentos foram aprovados pelo comité de ética (Institutional Animal Care and
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Use Committee — IACUC) do Massachusetts General Hospital (protocolo

#2014N000055) e seguiu as diretrizes dos institutos de satude americanos (NIH).

Grupos experimentais

Cinquenta animais foram randomicamente alocados em 2 grupos iguais: LEDT-
ATP e LEDT-Fadiga. Os contetdos de ATP nos musculos gastrocnémio e sdleo foram
analisados nos animais alocados no grupo LEDT-ATP. A resisténcia a fadiga muscular
foi analisada nos animais alocados no grupo LEDT-Fadiga. Cada um desses grupos foi

subdividido em 5 subgrupos iguais (n=5) com distribuicdo aleat6ria dos camundongos

[Figura 1]:
50 /..
25 ‘ 25
LEDT- ATP | | LEDT-Fadiga
Y l Y Y Y l l Y l Y
LEDT-Placebo LEDT- 5min LEDT-3h LEDT-6h LEDT-24h LEDT-Placebo LEDT-5min LEDT-3h LEDT-6h LEDT-24h
(n=5) (n=3) (n=3)  (n=3) (n=5) (n=3) (n=35) (n=5)  (n=5) (n=3)

Figura 1 — Randomizagéo e grupos. Cinquenta camundongos machos Balb/c foram
primeiramente alocados em 2 grupos iguais: LEDT-ATP e LEDT-Fadiga. Em seguida,
ambos os grupos foram subdivididos em 5 grupos iguais: LEDT-Placebo; LEDT-5min;
LEDT-3h; LEDT-6h e LEDT-24h. Siglas: terapia LED (light-emitting diode therapy —
LEDT); ATP = adenosina trifosfato.

1- LEDT-ATP subgrupos:
e LEDT-Placebo: animais tratados com LEDT placebo (equipamento no modo
placebo) sobre ambas as pernas, gliteos e musculatura inferior das costas

imediatamente antes (5 minutos) dos procedimentos de cirurgia e sacrificio;
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LEDT-5min: animais tratados com LEDT sobre ambas as pernas, gliteos e
musculatura inferior das costas 5 minutos antes dos procedimentos de cirurgia e
sacrificio;

LEDT-3h: animais tratados com LEDT sobre ambas as pernas, gliteos e
musculatura inferior das costas 3 horas antes dos procedimentos de cirurgia e
sacrificio;

LEDT-6h: animais tratados com LEDT sobre ambas as pernas, gliteos e
musculatura inferior das costas 6 horas antes dos procedimentos de cirurgia e
sacrificio;

LEDT-24h: animais tratados com LEDT sobre ambas as pernas, gluteos e
musculatura inferior das costas 24 horas antes dos procedimentos de cirurgia e

sacrificio.

2- LEDT-Fatdiga subgrupos:

LEDT-Placebo: animais tratados com LEDT placebo (equipamento no modo
placebo) sobre ambas as pernas, gliteos e musculatura inferior das costas
imediatamente antes (5 minutos) do teste de fadiga em escada inclinada;
LEDT-5min: animais tratados com LEDT sobre ambas as pernas, gluteos e
musculatura inferior das costas 5 minutos antes do teste de fadiga em escada
inclinada;

LEDT-3h: animais tratados com LEDT sobre ambas as pernas, gluteos e
musculatura inferior das costas 3 horas antes do teste de fadiga em escada

inclinada;
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e LEDT-6h: animais tratados com LEDT sobre ambas as pernas, gliteos e
musculatura inferior das costas 6 horas antes do teste de fadiga em escada
inclinada;

e LEDT-24h: animais tratados com LEDT sobre ambas as pernas, gluteos e
musculatura inferior das costas 24 horas antes do teste de fadiga em escada

inclinada.

Procedimentos
Familiarizacdo com a escalada em escada

Foi utilizada uma escada inclinada (80°) com 100 x 9 cm (comprimento e
largura, respectivamente) e barras espacadas com intervalos de 0,5 centimetros, como
relatado em um estudo anterior (LEE et al., 2004). No entanto, a méaxima distancia
disponivel para a escalada dos animais foi estabelecida em 70 cm a fim de evitar
possiveis contatos entre a carga fixada a cauda dos animais e o chdo (FERRARESI et
al., 2014) [Figura 2]. O procedimento de familiarizacdo consistiu de 4 séries de 10
repeticdes (escaladas) com periodos de descanso de 2 minutos entre cada Série.
Nenhuma carga foi fixada a cauda dos camundongos durante esse procedimento como
descrito em estudo prévio (FERRARESI et al., 2014). Os animais alocados nos
subgrupos do grupo LEDT-Fadiga foram familiarizados a escalarem a escada 2 dias

antes de iniciarem o teste de fadiga.
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Figura 2 — Escada. Escada inclinada (80°) com 100 x 9 cm (comprimento e largura,
respectivamente) usada para o teste de fadiga. Tubo Falcon preenchido com agua e
fixado a cauda do camundongo.

Terapia LED (Light-emitting diode therapy — LEDT)

Foi utilizado um arranjo ndo comercial de 40 LEDs (20 vermelhos — 630 = 10
nm; 20 infravermelhos — 850 = 20 nm). Os parametros da LEDT apresentados na tabela
1 sdo os mesmos usados em estudo prévio (FERRARESI et al., 2014). A poténcia
Optica do arranjo de LEDs foi mensurada com um medidor de energia e poténcia 6ptica
PM100D Thorlabs® equipado com sensor S142C (area de 1,13 cm?) a uma distancia de
45 mm, como descrito anteriormente (FERRARESI et al., 2014). Os animais foram
tricotomizados e fixados sobre uma placa de plastico usando fita adesiva e sem
anestesia. Em seguida, de acordo com cada grupo experimental, todos os animais foram
tratados com LEDT sobre ambas as pernas, gluteos e musculatura inferior das costas a
uma distancia de 45 mm (sem contato) (FERRARESI et al., 2014) [Figura 3]. O tempo

de irradiacdo foi de 90 segundos com os pardmetros descritos na tabela 1. A LEDT
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placebo ndo emitiu luz (0 J) e poténcia (0 mW) sobre os misculos dos camundongos
desses subgrupos. A temperatura sobre a superficie da pele dos camundongos foi
monitorada antes e 5 minutos ap6s a irradiacdo com LEDT usando termdmetro. Néo

houve mudancas na temperatura.

Tabela 1. Pardmetros oOpticos da terapia LED (light-emitting diode therapy — LEDT). O
grupo LEDT-Placebo recebeu a LEDT placebo (equipamento desligado) com o mesmo
tempo de tratamento (90 seg).

Numero de LEDs (arranjo): 40 (20 infravermelho-IR e 20 vermelho-RED)
Comprimento de onda: 850 nm (IR) and 630 nm (RED)
Frequéncia de pulso: continuo

Poténcia dptica de cada LED: 50 mW (IR) e 25 mW (RED)
Poténcia dptica (arranjo): 1.000 mW (zl R) e 500 mW (RED)
Tamanho do arranjo de LEDs: 45 cm

Densidade de poténcia (na superficie epitelial): 80 mW/cm?
Tempo de tratamento: 90 seg

Densidade de energia aplicada (na superficie epitelial): 7,2 J/cm?
Modo de aplicacé@o: sem contato

Distancia aos animais ou ao medidor de poténcia éptica: 45 mm

Figura 3 — LEDT. A) Distribuicéo interna do arranjo de LEDs (light-emitting diodes).
LEDs brancos emitem luz vermelha (630 £ 10 nm) e LEDs amarelos emitem luz
infravermelha (850 + 20 nm). B) Posicionamento dos camundongos para receberem a
terapia LED (LEDT) sem contato sobre ambas as pernas, gluteos e musculatura inferior
das costas.
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Anestesia, cirurgia e sacrificio

Todos o0s camundongos do grupo LEDT-ATP foram submetidos aos
procedimentos de anestesia, cirurgia e sacrificio em tempos especificos apds irradiacdo
por LEDT em cada subgrupo. Apds completarem o teste de fadiga, os animais dos
subgrupos do grupo LEDT-Fadiga foram submetidos a anestesia e sacrificados
imediatamente.

Anestesia. Os animais foram anestesiados usando Ketamina e Xilazina na
proporcao de 80 mg/ kg de Ketamina e 12 mg/ kg de Xilazina.

Cirurgia. Ap6s o procedimento de anestesia, os muasculos gastrocnémio e séleo
foram retirados bilateralmente, separados cirurgicamente e imediatamente congelados
em nitrogénio liquido. Em seguida, esses musculos foram armazenados a -80° C até as
anélises de ATP realizadas exatamente 7 dias ap0s a cirurgia.

Sacrificio. Os animais foram sacrificados sob anestesia por meio de

deslocamento cervical.

E importante destacar a ordem dos procedimentos conduzidos nesse estudo. O
primeiro procedimento foi irradiar todos os animais dos subgrupos do LEDT-ATP
(exceto LEDT-Placebo) com LEDT. Durante 7 dias entre o sacrificio desses animais e

analises de ATP, o teste de fadiga foi realizado nos subgrupos do LEDT-Fadiga.

Conteudo de ATP muscular

Os musculos gastrocnémio e sbleo de uma perna de cada animal foram
utilizados nessa analise. As amostras musculares foram descongeladas em gelo por 5
minutos, homogeneizadas na propor¢cdo de 3-4 mg de tecido a 500 ul de &cido

perclérico (HCIO,) a 10% seguindo procedimentos publicados previamente (KHAN,
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2003; FERRARESI et al., 2014). Em seguida, uma aliquota de 10 pl do homogeneizado
de musculo adicionado de 40 pl de CellTiter Glo Luminescent Cell Viability Assay mix
(Promega), totalizando 50 pl, foram pipetados em microplaca de 96 pocos (Costar'™
96-Well White Clear-Bottom Plates). Os sinais de luminescéncia foram mensurados em
SpectraMax M5 Multi-Mode Microplate Reader (Molecular Devices, Sunnyvale, CA)
com tempo de integracdo de 5 segundos para aumentar baixos sinais (KHAN, 2003).
Foi preparada também uma curva padrdo usando ATP standard (Sigma) de acordo com
o manual de instrucGes do fabricante e em seguida foi calculada a concentracéo de ATP
em nanomol (nmol) por miligrama de proteina (mg). Uma aliquota do homogeneizado
muscular foi usada para quantificar o total de proteina usando QuantiPro™ BCA Assay

kit (Sigma-Aldrich) de acordo com o manual de instrugdes do fabricante.

Teste de fadiga

Esse teste foi realizado 48 horas apds o procedimento de familiarizacdo e
utilizou uma carga correspondente a 150% da massa corporal dos camundongos. Todos
0s animais alocados no grupo LEDT-Fadiga foram pesados em balanca de preciséo e
entdo foi calculada a carga alvo. Um tubo Falcon (50 ml) foi preenchido com
especificos mililitros de &gua até alcancar a carga alvo em gramas (FERRARESI et al.,
2014). Em seguida, esse tubo foi fixado a cauda do camundongo usando fita adesiva
[Figura 2]. Os camundongos realizaram esse teste exatamente 5 minutos, ou 3 horas, ou
6 horas, ou 24 horas ap6s o procedimento de irradiacdo por LEDT, de acordo com 0s
subgrupos do grupo LEDT-Fadiga. Foram aplicadas pressdes leves na cauda dos
animais utilizando uma pinga, caso 0os camundongos parassem de subir a escada. O teste
foi interrompido quando os camundongos ndo foram mais capazes de escalar ou

perderam sua forca de preensdo e escorregaram sobre as grades da escada devido a falha
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muscular concéntrica. O numero de repeticGes (escaladas) de cada camundongo foi
quantificado durante esse teste. A temperatura da sala onde se realizou o teste de fadiga

foi monitorada e mantida entre 22-25 °C.

Coeficiente de correlacéo ou produto-momento de Pearson

Foram calculas correlagdes entre os conteddos de ATP no musculo s6leo e o
numero de repeticOes (escaladas) no teste de fadiga, bem como os conteidos de ATP no
gastrocnémio e o teste de fadiga. Todas as correlagbes foram calculadas a fim de
confirmar uma positiva relacdo entre o contetdo de ATP muscular e 0o desempenho
muscular, como reportado anteriormente (ALLEN; LAMB e WESTERBLAD, 2008).
Os valores do indice r foram interpretados como recomendado previamente (WEBER e
LAMB, 1970): 0,00-0,19 = nenhuma a leve; 0,20-0,39 = baixa; 0,40-0,69 = moderada;

0,70-0,89 = alta; e 0,90-1,00 = muito alta.

Analise estatistica

O teste de Shapiro-Wilk’s W verificou a normalidade da distribui¢do dos dados.
Os conteudos de ATP nos musculos séleo e gastrocnémio entre todos os grupos foram
comparados usando a analise de variancia (ANOVA) de uma via (one-way) com post
hoc de Tukey HSD. Foi conduzida uma anélise de correlacdo entre o teste de fadiga e o
contetdo de ATP nos musculos séleo e gastrocnémio usando o coeficiente de correlagéo

ou o produto-momento de Pearson. O nivel de significancia adotado foi de P < 0,05.
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RESULTADOS
Conteudo de ATP no musculo séleo

O subgrupo LEDT-6h (85,80 + 16,41 nmol/ mg proteina) teve o maior contetido
de ATP no séleo comparado aos subgrupos LEDT-Placebo (27,48 + 2,28 nmol/ mg
proteina; P < 0,001), LEDT-5min (36,62 + 12,36 nmol/ mg proteina; P < 0,001),
LEDT-3h (57,92 + 7,40 nmol/ mg proteina; P = 0,011) e LEDT-24h (45,54 + 13,84
nmol/ mg proteina; P < 0,001). Além desses resultados, o subgrupo LEDT-3h teve
maior contetdo de ATP no musculo séleo comparado ao subgrupo LEDT-Placebo (P =
0,005), mas sem significancia estatistica comparado aos subgrupos LEDT-5min (P =
0,070) e LEDT-24h (P = 0,491). O subgrupo LEDT-24h ndo teve diferenca no contetdo
de ATP comparado aos subgrupos LEDT-Placebo (P = 0,158) e LEDT-5min (P =
0,761). Finalmente, LEDT-5min ndo teve diferenca no contetdo de ATP comparado ao

LEDT-Placebo (P = 0,745) [Figura 4A].

Contetdo de ATP no masculo gastrocnémio

O subgrupo LEDT-6h (142,30 £ 11,13 nmol/ mg proteina) teve também o maior
conteldo de ATP no masculo gastrocnémio comparado aos subgrupos LEDT-Placebo
(18,71 + 4,27 nmol/ mg proteina; P < 0,001), LEDT-5min (23,30 £+ 3,14 nmol/ mg
proteina; P < 0,001), LEDT-3h (87,67 £+ 15,66 nmol/ mg proteina; P < 0,001) e LEDT-
24h (39,72 £ 10,76 nmol/ mg proteina; P < 0,001). Além desses resultados, o subgrupo
LEDT-3h teve o segundo maior contelldo de ATP no musculo gastrocnémio comparado
aos subgrupos LEDT-Placebo (P < 0,001), LEDT-5min (P < 0,001) e LEDT-24h (P <
0,001). O subgrupo LEDT-24h teve mais contetdo de ATP comparado ao subgrupo

LEDT-Placebo (P = 0,028), mas sem significancia estatistica comparado ao LEDT-
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5min (P = 0,117). Finalmente, o subgrupo LEDT-5min n&o foi diferente do LEDT-

Placebo (P = 0,950) [Figura 4B].

Teste de fadiga

O subgrupo LEDT-6h (67,40 + 3,05 repeti¢des) realizou significativamente mais
repeticbes comparado aos subgroupos LEDT-Placebo (11,86 + 0,89 repeti¢des; P <
0,001), LEDT-5min (13,90 + 0,82 repeticbes; P < 0,001), LEDT-3h (31,04 = 3,42
repeticdes; P < 0,001) e LEDT-24h (23,60 £ 3,02 repeti¢Bes; P < 0,001). Além desses
resultados, o subgrupo LEDT-3h realizou mais repeticbes comparado aos subgrupos
LEDT-Placebo (P < 0,001), LEDT-5min (P < 0,001) e LEDT-24h (P = 0,001). O
subgrupo LEDT-24h realizou mais repeticdes comparado aos subgrupos LEDT-Placebo
(P < 0,001) e LEDT-5min (P < 0,001). Finalmente, o subgrupo LEDT-5min n&o
apresentou diferenca estatistica comparado ao subgrupo LEDT-Placebo (P = 0,700)

[Figura 4C].

Coeficiente de correlagéo ou produto-momento de Pearson

Os conteudos de ATP no séleo tiveram uma alta correlagdo (r =0,84) com o
namero de repeticdes realizadas no teste de fadiga (P < 0,001). Os contedos de ATP no
musculo gastrocnémio apresentaram uma correlacdo muito alta (r = 0,94) com o teste de

fadiga (P < 0,001) [Figura 4D e 4E].
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Figura 4 — ATP, teste de fadiga e correlacGes (n= 5 animais por subgrupo). A)
Contetdos de ATP no musculo s6leo para os subgupos do grupo LEDT-ATP: LEDT-
Placebo; LEDT-5min; LEDT-3h; LEDT-6h e LEDT-24h. B) Contetdos de ATP no
musculo gastrocnémio para 0s subgupos do grupo LEDT-ATP: LEDT-Placebo; LEDT-
5min; LEDT-3h; LEDT-6h e LEDT-24h. C) Teste de fadiga para os subgrupos do
grupo LEDT-Fadiga: LEDT-Placebo; LEDT-5min; LEDT-3h; LEDT-6h e LEDT-24h.
D) Coeficiente de correlacdo de Pearson (indice r) entre o contedtdo ATP no musculo
soleo e o teste de fadiga. E) Coeficiente de correlacdo de Pearson (indice r) entre o
conteddo ATP no masculo gastrocnémio e o teste de fadiga. Siglas: LEDT = Terapia
LED (light-emitting diode therapy); ATP = adenosina trifosfato; P= LEDT-Placebo; 5
min= LEDT-5min; 3h= LEDT-3h; 24h= LEDT-24h; *= significancia estatistica (P <
0,05).

DISCUSSAO

O nosso estudo encontrou expressivos efeitos positivos da LEDT no aumento da
sintese de ATP in vivo, bem como estabeleceu um tempo-resposta para esse fenémeno
de fotobiomodulagcdo. NGs tambeém encontramos resultados similares para a LEDT
aumentar a resisténcia a fadiga muscular em teste de fadiga realizado em escada

inclinada. Além desses resultados, o contetido de ATP e a resisténcia a fadiga muscular
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foram altamente correlacionados, confirmando uma relacdo positiva como relatada
anteriormente (ALLEN; LAMB e WESTERBLAD, 2008). No entanto, é importante
destacar que os valores do indice r desse estudo ndo podem inferir o quanto o ATP
muscular é responsavel pelo desempenho muscular. Para essa proposta, & necessario
calcular os valores de r?, mas esse estudo no foi desenhado para tal objetivo. Para o
nosso conhecimento, esse é o primeiro estudo demonstrando 0 tempo-resposta para 0s
efeitos da fototerapia sobre a sintese de ATP muscular e resisténcia muscular a fadiga in
Vivo.

Desde que a citocromo ¢ oxidase (Cox) foi reportada como o principal
cromoforo celular (KARU, 1999; KARU; PYATIBRAT e AFANASYEVA, 2004;
KARU e KOLYAKOV, 2005; KARU et al.,, 2008; KARU, 2010), mudangas no
metabolismo mitocondrial, estresse oxidativo e aumento na sintese de ATP tém sido
considerados importantes mecanismos na fototerapia de baixa intensidade (KARU,
1999). Dessa maneira, esse estudo usou a fototerapia para modular a sintese de ATP
como ja realizado previamente in vitro (PASSARELLA et al., 1984; KARU;
PYATIBRAT e KALENDO, 1995; KARU, 1999), mas explorou o melhor momento
para aplicar essa terapia antes do exercicio.

Estudos prévios usaram a fototerapia para realizarem o pré-condicionamento
muscular, irradiando os musculos alvo 5 minutos antes de testes de fadiga in vivo
(LEAL JUNIOR et al., 2010a; DE ALMEIDA et al., 2011) ou em estudo clinicos
(LEAL JUNIOR et al., 2008; LEAL JUNIOR et al., 2009d; LEAL JUNIOR et al.,
2010b). Esses estudos relataram um aumento do numero de repeticBes e
consequentemente uma melhor resisténcia a fadiga muscular. Os nossos resultados de
resisténcia muscular a fadiga em escada inclinada para os subgrupos LEDT-3h, LEDT-

6h e LEDT-24h confirmam esses resultados prévios, exceto o subgrupo LEDT-5min. O
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nimero de repeticdes no teste de fadiga foi aumentado de maneira expressiva nos
subgrupos LEDT-6h (cerca de 600%), LEDT-3h (cerca de 300%) e LEDT-24h (cerca
de 200%) comparado aos subgrupos LEDT-Placebo e LEDT-5min, estabelecendo,
assim, um tempo-resposta bem definido para a LEDT aumentar a resisténcia a fadiga
muscular. Apesar do subgrupo LEDT-5min aumentar levemente o nimero de repeti¢oes
(escaladas) no teste de fadiga (cerca de 20%) comparado ao subgrupo LEDT-Placebo,
esse aumento foi realmente pequeno e por esta razdo ndo teve significancia estatistica.
Seria necessario um estudo com maior nimero de animais para fornecer um poder
estatistico necessario para provar, de fato, essa diferenca. Possivelmente o uso de um
teste-t entre os subgrupos LEDT-Placebo e LEDT-5min poderia evidenciar uma
diferenca estatistica, como ja foi reportado em estudos prévios envolvendo o uso de
laser de baixa intensidade (low-level laser therapy — LLLT) e pré-condicionamento
muscular (LEAL JUNIOR et al., 2008; LEAL JUNIOR et al., 2009d; LEAL JUNIOR et
al., 2010b).

HAYWORTH et al. (2010) relatou modulagdes na atividade da Cox 24h apos o
uso da fototerapia por LEDs (LEDT) sobre os musculos temporais de ratos, mas essas
modulagdes foram dependentes do tipo de metabolismo das fibras musculares que, por
sua vez, sugerem diferencas na sintese de energia (ATP). Por essa razdo, 0 nosso estudo
avaliou o efeito da LEDT sobre a sintese de ATP nos musculos com predominio de
metabolismo aerébio (séleo) e misto (aerdbio e anaerdbio - gastrocnémio)
(SCHUENKE et al., 2008). Os nossos resultados mostraram claramente um aumento na
sintese de ATP em ambos os tipos de musculos apés a LEDT, mostrando um tempo-
resposta bem definido. Estudos prévios ja relataram um aumento na sintese de ATP em
cultura de células ap6s a fototerapia (PASSARELLA et al, 1984; KARU;

PYATIBRAT e KALENDO, 1995; KARU, 1999). Ja 0 nosso estudo mostra que o
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aumento na sintese de ATP ocorre no tecido muscular durante um amplo intervalo de
tempo (principalmente de 3 horas até 24 horas), evidenciando que as reagdes
secundérias (KARU, 1999) ocorrem ao longo do tempo in vivo.

O aumento do conteddo de ATP muscular sugere que mais energia esta
disponivel para todos os processos metabolicos, incluindo a contragdo muscular
(ALLEN; LAMB e WESTERBLAD, 2008). Corroborando essa afirmag¢ao, 0S nossos
resultados para o conteudo de ATP muscular e resisténcia muscular & fadiga foram
altamente correlacionados, reforcando a importancia de um bom fornecimento de
energia para se alcancar o melhor desempenho muscular nos exercicios (ALLEN;
LAMB e WESTERBLAD, 2008). Nesse contexto de metabolismo energético, 0 nosso
grupo de pesquisa ja relatou os possiveis efeitos da fototerapia sobre a resintese de
fosfocreatina (Cr-P) por meio do ATP produzido nas mitocondrias, assim como o
consumo de lactato produzido pelo metabolismo anaerdbio durante exercicios de forca
ou resisténcia a fadiga (FERRARESI et al., 2011; FERRARESI; HAMBLIN e
PARIZOTTO, 2012; VIEIRA et al., 2012). Dessa maneira, acreditamos que esses
mecanismos possivelmente melhoraram o fornecimento de energia durante o teste de
fadiga.

Olhando mais profundamente para os nossos resultados, nés observamos que
apesar do aumento do conteddo de ATP no musculo séleo mostrar como 0 metabolismo
mitocondrial foi estimulado pela fototerapia, o0 musculo gastrocnémio revelou uma
melhor correlacdo (coeficiente de Pearson, r = 0,94) com o teste de fadiga. O musculo
gastrocnémio tem um metabolismo misto (oxidativo e glicolitico) (SCHUENKE et al.,
2008) e talvez a fototerapia possa modular essas duas diferentes vias metabolicas. Em
resumo, 0s nossos resultados sugerem que os metabolismos glicolitico e oxidativo sdo

estimulados pela fototerapia, considerando que a mitocondria necessita de acetil
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coenzima A (acetil-Coa) vindo da glicolise e/ ou da beta-oxidagdo para realizar a sintese
de ATP.

A densidade de poténcia (irradiancia) e dose de luz (fluéncia) da fototerapia
usada nesse estudo foi baseada na possivel dose-resposta bifasica relatada anteriormente
(HUANG et al., 2009; HUANG et al., 2011). No entanto, nds usamos luz vermelha e
infravermelha (dois comprimentos de onda) para irradiarem o tecido muscular ao
mesmo tempo, baseando-se em especificas bandas de absorcdo dos cromdéforos
celulares para absorverem essas luzes (KARU, 1999; KARU; PYATIBRAT e
AFANASYEVA, 2004; KARU e KOLYAKOV, 2005; KARU et al., 2008; KARU,
2010). E possivel que aproveitando as duplas bandas de absor¢do (vermelho e
infravermelho proximos em conjunto) poderia otimizar os efeitos da fotobiomodulagado
no aumento da sintese de ATP e resisténcia a fadiga muscular. Além disso, a fototerapia
foi aplicada sem contato, como relatado por estudo prévio (HAYWORTH et al., 2010;
FERRARESI et al., 2014), cobrindo todos os musculos alvo (gastrocnémio, séleo,
gluteo, e musculatura inferior das costas), além de permitir estimular os musculos por
inteiro simultaneamente, como reportado anteriormente (FERRARESI et al., 2011).
Finalmente, como a fototerapia foi aplicada sem contato, possivelmente ocorreu
reflexdo da luz sobre a superficie dos animais (principalmente sobre as areas curvas).
Esse fendmeno poderia produzir perda de penetragdo dos fotons pela pele e que
alcangariam os masculos. No entanto, a interagdo luz-tecido é fortemente dependente da
poténcia dptica da luz (Lei de Beer-Lambert) e dos cromoforos que absorvem essa luz
(KARU, 1999; KARU; PYATIBRAT e AFANASYEVA, 2004; KARU e
KOLYAKOV, 2005; KARU et al., 2008; KARU, 2010). Por essas raz0es, foi realizada

a irradiacdo com um grande arranjo de LEDs sem contato, ao invés de irradiar ponto a
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ponto usando um feixe de luz pequeno, a fim de cobrir toda a area muscular de todos os

musculos a0 mesmo tempo.

CONCLUSAO

Esse € o primeiro estudo relatando um tempo-resposta bem definido para o
aumento da sintese de ATP muscular e resisténcia muscular a fadiga por meio da
fototerapia usando dois comprimentos de onda (vermelho e infravermelho préximo)
aplicados sobre musculos esqueléticos.

Os resultados apresentados nesse estudo podem ser usados em estudos futuros
gue tenham como objetivo determinar se um tempo-resposta semelhante ocorre nos
musculos em humanos apds uma dose de luz de LEDT ajustada para humanos. Pode ser
possivel usar a fototerapia para melhorar o desempenho muscular nos esportes de alto
rendimento, bem como em uma miriade de diferentes aplicacfes nas areas da ciéncia

médica ou saude.
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ESTUDO IlIlI

Terapia LED (light-emitting diode therapy - LEDT) associada ao
treinamento em camundongos aumenta o desempenho muscular,
atividade da citocromo c oxidase, ATP, glicogénio, proliferacao celular e

defesas antioxidantes

Artigo publicado no periédico Journal of Biophotonics — (ANEXO 1V)

FERRARESI, C.; PARIZOTTO, N. A.; PIRES DE SOUSA, M. V.; KAIPPERT, B,;
HUANG, Y.-Y.; KOISO, T.; BAGNATO, V. S.; HAMBLIN, M. R. Light-emitting
diode therapy in exercise-trained mice increases muscle performance, cytochrome c
oxidase activity, ATP and cell proliferation. Journal of Biophotonics [S.1.], v. 9999, n.
9999, p. n/a-n/a, 2014.
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RESUMO

A terapia LED (light-emitting diode therapy - LEDT) aplicada sobre os musculos dos
membros inferiores, gliteos e musculatura inferior das costas de camundongos usando
um arranjo de LEDs (630 nm and 850 nm; 80mW/cm? 7,2J/cm®) aumentou o
desempenho muscular, o conteddo de adenosina trifosfato (ATP) e metabolismo
mitocondrial, marcadores do estresse oxidativo e proliferacdo de midcitos em
camundongos submetidos a treinamento de forca agudo e progressivo. Apds seis
sessOes de treinamentos em dias ndo consecutivos (a cada 48 horas), os grupos LEDT-
Apos e LEDT-Antes-Apo6s mais que duplicaram o desempenho muscular e aumentaram
mais que dez vezes o conteldo de ATP muscular. A efetividade da LEDT no aumento
de desempenho e recuperagdo muscular sugere aplicabilidade para esportes de alto

rendimento e programas de treinamento.

Palavras-chave: desempenho muscular, LEDT, laser de baixa intensidade, recuperacao

muscular, ATP
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INTRODUCAO

A fototerapia de baixa intensidade usando lasers (low-level laser therapy —
LLLT) e LEDs (light-emitting diode therapy — LEDT) tem varias aplica¢des na medicina
como no tratamento da dor (ENWEMEKA et al., 2004; CHOW et al., 2009),
tendinopatias (TUMILTY et al., 2010) e acelerar o reparo tecidual (ENWEMEKA et
al., 2004; GUPTA et al., 2012). Desde 1960 quando os primeiros equipamentos de laser
(Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation) foram construidos, muitas
aplicacdes dessa terapia e seus mecanismos de acdo tém sido investigados em todo o
mundo (HUANG et al., 2009).

A fototerapia pode ser realizada por diferentes fontes de luz como diodos de
laser e LEDs (light-emitting diodes). Essas fontes de luz diferem quanto a
monocromaticidade e coeréncia, uma vez que os diodos de laser s&o mais coerentes, tém
uma estreita banda espectral e menor divergéncia de seus feixes de luz comparados a luz
emitida por LEDs (HUANG et al., 2009). As regides espectrais geralmente usadas na
fototerapia estdo na regido do vermelho (600 nm) ao infravermelho (1000 nm) com
poténcia total entre 1 mW — 500 mW e densidade de poténcia (irradiancia) entre 1 mW
- 5 W/ cm? (HUANG et al., 2009). Esses lasers e LEDs podem produzir efeitos
equivalentes sobre o tecido se a dose de luz entregue/ aplicada estiver de acordo com a
possivel dose-resposta bifasica previamente reportada na literatura (ENWEMEKA,
2005; HUANG et al., 2009; HUANG et al., 2011). E a interacdo luz-tecido depende da
absorc¢do da luz por estruturas especificas dentro das células que sdo conhecidas como
cromoforos (KARU; PYATIBRAT e AFANASYEVA, 2004; KARU e KOLYAKOV,
2005; KARU et al., 2008; KARU, 2010).

Recentemente a fototerapia por lasers e LEDs tem sido utilizada para aumentar o

desempenho muscular nos exercicios envolvendo forca (FERRARESI et al., 2011) ou
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resisténcia a fadiga (BARONI et al., 2010b; LEAL JUNIOR et al., 2010b; VIEIRA et
al., 2012) e, por isso, a fototerapia pode ter um papel importante na preparacdo de
atletas em competicdes nos esportes de alto rendimento. Recentes estudos de reviséo
reportaram efeitos positivos da fototerapia sobre o desempenho muscular, destacando
um efeito protetor contra o dano muscular induzido pelo exercicio (BORSA; LARKIN e
TRUE, 2013); um aumento no numero de repeticdes em testes de esforco maximo
(LEAL-JUNIOR et al., 2013); aumento na carga de trabalho, torque e resisténcia
muscular a fadiga em programas de treinamento; bem como uma visdo global sobre os
principais e possiveis mecanismos de acdo da fototerapia sobre o tecido muscular
(FERRARESI; HAMBLIN e PARIZOTTO, 2012).

Varios fatores bioldgicos regulam o sucesso ou o0 desempenho ideal nos esportes
que envolvem exercicios de alta intensidade, ou alternativamente exercicios que
envolvem resisténcia, sendo que ambos exigem uma adaptacdo muscular durante os
programas de treinamentos pré-competicdo. Entre esses fatores estdo a deplecdo do
suprimento energético para a contracdo muscular que compreendem adenosina trifosfato
(ATP) e glicogénio; possivel acimulo de metabdlitos deletérios oriundos do
metabolismo energético como lactato, adenosina difosfato (ADP), adenosina
monofosfato (AMP), fons Ca2" e H"; producéo de espécies reativas de oxigénio (EROS)
(BANERJEE et al., 2003; FINAUD; LAC e FILAIRE, 2006; ALLEN; LAMB e
WESTERBLAD, 2008; POWERS e JACKSON, 2008); e o processo de recuperacao
das microlesdes ou danos musculares (FOLLAND e WILLIAMS, 2007). A fototerapia
parece ser capaz de beneficiar todas essas “limitagdes” uma vez gque seus mecanismos
de acdo envolvem a melhora do metabolismo mitocondrial e aumento na sintese de ATP
(KARU; PYATIBRAT e KALENDO, 1995; KARU, 1999) devido a uma atividade

aumentada da enzima citocromo ¢ oxidase (COX) na cadeia transportadora de elétrons
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(CTE) (KARU, 1999; KARU et al., 2008; SILVEIRA et al., 2009); reducdo de EROS
ou aumento das defesas antioxidantes (SILVEIRA et al., 2011; LUO et al., 2013); e
pode estimular mais rapidamente o reparo muscular devido a um aumento na
proliferacdo e diferenciacdo de células musculares (NAKANO et al., 2009).

Estudos experimentais e clinicos com diferentes metodologias reportaram 0s
beneficios da fototerapia sobre o desempenho muscular quando aplicada antes (LOPES-
MARTINS et al., 2006; LEAL JUNIOR et al., 2010b; SANTOS et al., 2014) ou ap6s 0s
exercicios (FERRARESI et al., 2011; VIEIRA et al., 2012; CORAZZA et al., 2013).
No entanto ndo h& um consenso sobre o melhor momento para a aplicacdo da
fototerapia (FERRARESI; HAMBLIN e PARIZOTTO, 2012), assim como o melhor
comprimento de onda (vermelho ou infravermelho) para estimular as células musculares
e aumentar o desempenho muscular ainda ndo estd muito claro.

No presente estudo foi utilizado um modelo experimental que submeteu
camundongos a realizarem exercicios em escada de forma semelhante ao reportado em
estudo prévio (LEE et al., 2004), a fim de simular um treinamento clinico de for¢a que
nos permitisse identificar qual o melhor momento de aplicagcdo da fototerapia para
aumentar o desempenho muscular. Quatro diferentes regimes de fototerapia foram
aplicados sobre os membros inferiores, glateos e musculatura inferior das costas de
camundongos durante um programa de treinamento: placebo; antes; antes-apés; e apds
cada sessdo de treinamento. A fototerapia aplicada utilizou a terapia por LEDs (LEDT)
irradiando dois comprimentos de onda simultaneamente (vermelho e infravermelho).
Foram realizadas avaliagdes de desempenho muscular (carga, nimero de repeticoes,
trabalho e poténcia muscular), marcadores de energia celular e metabolismo (ATP,
glicogénio e COX); marcadores de estresse oxidativo (proteinas carboniladas,

glutationa, atividade da catalase, peroxidacdo lipidica, proteina tiol) e proliferacdo de
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celulas musculares (BrdU — 5-bromo-2'-deoxiuridina) e miondcleos adultos (DAPI —

4' 6-diamidino-2-fenilindol).

MATERIAIS E METODOS
Animais

Esse estudo foi realizado com camundongos machos Balb/c de 8 semanas,
pesando em media 22,22 g (Erro padrdo da média — EP 0,24), alocados em grupos de
cinco animais por caixa e mantidos em ciclo de claro-escuro de 12 horas cada. Os 22
animais foram fornecidos por Charles River Inc e tiveram agua e alimentacdo ad libitum
no biotério do Massachusetts General Hospital. Todos os procedimentos foram
aprovados pelo comité de ética (Institutional Animal Care and Use Committee —
IACUC) do Massachusetts General Hospital (protocolo #2014N000055) e seguiu as

diretrizes dos institutos de satde americanos (NIH).

Grupos experimentais
Vinte dois animais foram alocados randomicamente em 4 grupos de 5 animais
cada, e 2 animais foram alocados no grupo controle absoluto:

e Grupo LEDT-Placebo: os animais foram tratados com LEDT placebo
(equipamento no modo placebo) sobre ambos os membros inferiores, gliteos e
musculatura inferior das costas 5 minutos antes de cada sessdo de treinamento
em escada.

e Grupo LEDT-Antes: os animais foram tratados com LEDT real sobre ambos os
membros inferiores, gluteos e musculatura inferior das costas 5 minutos antes de

cada sessdo de treinamento em escada.
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LEDT-Antes-Apoés: os animais foram tratados com LEDT real sobre ambos 0s
membros inferiores, gliteos e musculatura inferior das costas 5 minutos antes e
5 minutes apds cada sessdo de treinamento em escada.

LEDT-Apos: os animais foram tratados com LEDT real sobre ambos os
membros inferiores, gliteos e musculatura inferior das costas 5 minutos apos de
cada sessdo de treinamento em escada.

Controle: os animais ndo foram submetidos a qualquer avaliacdo de desempenho

muscular ou LEDT.
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Escada
Foi utilizada neste estudo uma escada inclinada (80°) com dimensdes de 100 x 9
cm (comprimento e largura, respectivamente) e barras espagadas com intervalos de 0,5

centimetros, como relatado em um estudo anterior (LEE et al., 2004) [Figural].

Figura 1 — Escada. Escada inclinada (80°) com 100 x 9 cm (comprimento e largura,
respectivamente) utilizada para o programa de treinamento e avaliacGes de desempenho
muscular. Tubo Falcon preenchido com agua e fixado a cauda do camundongo.

Carga

Um tubo Falcon (50 ml) foi preenchido com volumes especificos de agua e
pesado em balanca de precisdo. A carga alvo foi alcancada adicionando ou removendo
agua do tubo e entdo fixado a cauda do camundongo usando fita adesiva [Figura 1].

Todas as cargas foram calculadas em gramas.
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Procedimentos

A programacdo das sessOes de treinamento e testes de desempenho muscular

esta descrita na Tabela 1.

Tabela 1. Programacéo dos procedimentos de exercicio e teste de desempenho muscular.

Dia Procedimento N° repetigdes Carga

Dia 1 Familiarizacédo 4X10=40 zero

Dia 2 3RM - pré 3 A partirde 2 X MC
Dia3 Treinamento 1 5X10=50 0,8 X 3RM

Dia 5 Treinamento 2 5X10=50 0,9 X 3RM

Dia7 Treinamento 3 5X10=50 1,0 X 3RM

Dia9 Treinamento 4 5X10=50 1,1 X 3RM

Dia 11 Treinamento 5 5X10=50 1,2 X 3RM

Dia 13 Treinamento 6 5X10=50 1,3 X 3RM

Dia 14 3RM - final 3 A partir de 3 X MC

Siglas: MC= massa corporal; 3RM= carga média carregada por cada animal durante o
teste de trés repeticdes maximas.

Familiarizagcdo com a escalada em escada

Todos os grupos do estudo, exceto o grupo controle, foram familiarizados com a
escalada em escada inclinada um dia antes do inicio da avaliacdo do desempenho
muscular e treinamento. O procedimento de familiarizacdo consistiu de 4 séries de 10
repeticbes (escaladas) na escada com periodos de descanso de 2 minutos entre cada

série. Nenhuma carga foi fixada a cauda dos camundongos durante esse procedimento.
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Carga de trés repeticdes maximas (3RM)

Esta foi a primeira avaliagdo de desempenho muscular e foi definida como a
média da carga maxima que cada animal carregou durante 3 escaladas completas e
consecutivas realizadas em escada inclinada (3RM).

Caso o0 animal parasse durante a escalada, foi aplicada uma leve pressdo na
cauda dos camundongos utilizando uma pinca. O teste foi interrompido quando os
animais ndo foram mais capazes de subir a escada ou perderam sua forga de preenséo
sobre as grades da escada devido a falha na contragdo muscular. A primeira tentativa
incluiu uma carga correspondendo a 200% da massa corporal de cada camundongo. Foi
realizado um méaximo de trés tentativas para o teste de 3RM. Se um animal finalizasse a
escalada da escada com uma determinada carga, eram adicionados 10% de carga para a
proxima tentativa. No entanto, se o animal ndo conseguisse escalar, a carga era
diminuida em 10% para a proxima subida. O teste de 3RM foi realizado duas vezes
durante o estudo: a primeira foi 24 horas apds o procedimento de familiarizacdo com a
escalada em escada (linha de base — pré), e a segunda foi conduzida 24 horas apos a

ultima sessdo de treinamento (final).

Protocolo agudo de treinamento de forga

Apbs 24h do teste de 3RM na linha de base, todos 0s grupos experimentais,
exceto o grupo controle, foram submetidos a 6 sessdes de treinamento em dias
alternados (a cada 48h). Cada sessdo de treinamento consistiu de 5 séries de 10
repeticdes (escaladas) sobre a escada inclinada com um periodo de descanso de 2
minutos entre cada série. Se o animal ndo completasse a série ou ndo fosse capaz de
completar uma das repeticbes (escaladas) da série, era mensurada a distancia (em

centimetros) e imediatamente era iniciado o periodo de descanso. Durante algumas
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repeticOes foi realizada uma leve pressdo sobre a cauda dos animais utilizando uma
pinga a fim de estimular o animal a subir a escada e completar o exercicio. Se depois de
trés pressdes suaves o camundongo ndo fosse capaz de continuar a subir, e parasse ou
perdesse sua forga de preensdo sobre as grades da escada, a série de exercicio era
interrompida e era iniciado o periodo de descanso.

O numero de repeticdes (escaladas) em cada série foi mensurado assim como o
tempo despendido para completar esse exercicio. Esses dados foram utilizados para
calcular o trabalho e a poténcia muscular em cada sesséo de treinamento. A carga de
cada sessdo de treinamento foi aumentada progressivamente e calculada como
percentuais da carga do teste de 3RM (em gramas) da linha de base: primeira sessdo de
treinamento (80%), segunda sessdo (90%), terceira sessdo (100%), quarta sessdo

(110%), quinta sessdo (120%) e sexta sessao (130%).

Terapia LED (Light-emitting diode therapy — LEDT)

Foi utilizado nesse estudo um arranjo ndo comercial de 40 LEDs (20 vermelhos
— 630 = 10 nm; 20 infravermelhos — 850 + 20 nm) com um didmetro de 76 mm. Todos
os parametros da LEDT estdo descritos na tabela 2. A poténcia Optica da LEDT que
irradiou a superficie epitelial do camundongo foi mensurada com um medidor de
poténcia 6ptica PM100D Thorlabs® equipado com um sensor modelo S142C (area de
1,13 cm?). Todos os animais (exceto os animais do grupo controle) foram submetidos &
tricotomia e fixados sobre uma placa de plastico usando fitas adesivas. Apds esses
procedimentos, e de acordo com 0s grupos experimentais, esses animais foram tratados
com LEDT sobre ambos os membros inferiores, glateos e musculatura inferior das
costas a uma distancia de 45 mm (sem contato) [Figura 2]. O tempo de irradiacao foi de

90 seg. por sessao com os parametros fixos reportados na tabela 2. A LEDT placebo néo
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emitiu energia (0 Joule) e poténcia (0 mW) sobre os masculos alvo. A dose de luz
utilizada nesse estudo foi baseada na possivel dose-resposta bifasica relatada
anteriormente (HUANG et al., 2009; HUANG et al., 2011). Além disso, escolhemos
utilizar dois comprimentos de onda para irradiar 0os animais ao mesmo tempo baseando-
se nas especificidades dos cromoforos dentro das células e assim otimizar os efeitos da
terapia LED (LEDT) por meio de uma dupla banda de absor¢do (KARU; PYATIBRAT
e AFANASYEVA, 2004; KARU e KOLYAKOV, 2005; KARU et al., 2008; KARU,

2010).

Tabela 2. Pardmetros dpticos da terapia LED (light-emitting diode therapy — LEDT). O
grupo LEDT-Placebo recebeu a LEDT placebo (equipamento desligado) com o mesmo
tempo de tratamento (90 seg).

Numero de LEDs (arranjo): 40 (20 infravermelho-IR e 20 vermelho-RED)
Comprimento de onda: 850 nm (IR) and 630 nm (RED)
Frequéncia de pulso: continuo

Poténcia optica de cada LED: 50 mW (IR) e 25 mW (RED)
Poténcia dptica (arranjo): 1.000 mW (IR) e 500 mW (RED)
Tamanho do arranjo de LEDs: 45 cm?

Densidade de poténcia (na superficie epitelial): 80 mW/cm?
Tempo de tratamento: 90 seg

Densidade de energia aplicada (na superficie epitelial): 7,2 J/cm?
Modo de aplicacédo: sem contato

Distancia aos animais ou ao medidor de poténcia 6ptica: 45 mm
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Figura 2 — LEDT. Posicionamento dos animais e aplicacdo da terapia LED (light-
emitting diode therapy — LEDT) sobre os membros inferiores, gluteos e musculatura
inferior das costas sem contato.

Anestesia, cirurgia e sacrificio

Anestesia. Cinco horas apés o teste de 3RM final, todos os animais que foram
submetidos ao programa de treinamento e os animais do grupo controle foram
anestesiados usando Ketamina e Xilazina na proporc¢édo de 80 mg/ kg de Ketamina e 12
mg/ kg de Xilazina.

Cirurgia. Ap6s o procedimento anestésico, foram retirados os musculos
gastrocnémio e quadriceps femoral [Figura 3]. Os musculos gastrocnémio e séleo foram
retirados de uma das pernas do animal, separados cirurgicamente e imediatamente
congelados em nitrogénio liquido. Ambos os musculos foram armazenados a -80° C até
a analise de ATP no gastrocnémio realizada exatamente 7 dias ap6s a cirurgia. Ambos
os quadriceps femoral foram retirados, congelados em nitrogénio liquido e armazenados

em -80° C até a realizacdo das analises para quantificacdo de glicogénio e marcadores
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de estresse oxidativo. O musculo gastrocnémio da segunda perna foi retirado, separado
cirurgicamente do masculo séleo e fixado em formalina tamponada a 10% (Fisher
Scientific, SF100-20) durante 72 horas para a inclusdo em parafina e anélises de
imunofluorescéncia.

Sacrificio. Finalmente os animais foram sacrificados por meio de deslocamento
cervical ao final do procedimento cirtrgico enquanto os animais ainda estavam sob

efeito da anestesia.

Figura 3 — Cirurgia. Apds a anestesia, os camundongos foram submetidos aos
procedimentos cirdrgicos para a retirada dos muasculos gastrocnémio, séleo e quadriceps
femoral. O gastrocnémio e soleo foram separados cirurgicamente antes das analises.

Desempenho muscular
O teste de 3RM foi a primeira avaliagdo de desempenho muscular. Esse teste
mensurou a carga maxima (em gramas) que cada animal foi capaz de carregar durante 3

escaladas completas e consecutivas sobre a escada inclinada.
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Durante cada sessdao de treinamento foram registrados a carga, nimero de
repeticbes (escaladas), distancia escalada e o tempo gasto para completar cada
repeticdo. Esses dados foram utilizados para calcular o trabalho e a poténcia muscular.

Apesar de a escada ter um comprimento total de 100 cm, a maxima distancia
disponivel para cada escalada foi determinada como 70 cm, a fim de evitar que a carga
fixada a cauda dos animais tocasse o chdo. Assim, o trabalho muscular foi calculado da

seguinte maneira:

Trabalho (J) =mgh

Onde “m” é a massa da carga (gramas convertida para kilograma) em cada sessdo de
treinamento, mais a massa corporal de cada animal (valores convertidos para
kilogramas); “g” € a aceleracdo da gravidade e “h” é a distancia escalada (convertida
para metros). Os resultados foram obtidos em Joules (J) e apresentados como média +

erro padrdo da média (EP) para cada grupo em cada sessao de treinamento.

A poténcia muscular foi calculada a partir dos resultados do trabalho muscular
(J) e o tempo gasto (seg) para os animais realizarem todas as repeti¢des de cada série em

todas as sessOes de treinamento, como segue abaixo:

Poténcia (mW) = J/seg

Onde “J” é Joule e representa o trabalho muscular realizado e “seg” é o tempo em
segundos. Os resultados obtidos foram em miliwatts (mW) e apresentados como média

+ erro padrdo da média (EP) para cada grupo em cada sessao de treinamento.
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ATP muscular

O mdasculo gastrocnémio de uma perna de cada animal foi utilizado para as
analises de ATP muscular. As amostras desses musculos que estavam congeladas a -80
°C foram descongeladas em gelo durante 5 minutos, homogeneizadas na proporgéo de
3-4 mg de tecido a 500 pl de acido perclérico (HCIO,) a 10% seguindo procedimentos
publicados previamente (KHAN, 2003). Em seguida, uma aliquota de 10 ul do
homogeneizado de musculo adicionado de 40 pl de CellTiter Glo Luminescent Cell
Viability Assay mix (Promega), totalizando 50 pl, foram pipetados em microplaca de 96
pocos (Costar™ 96-Well White Clear-Bottom Plates). Os sinais de luminescéncia foram
mensurados em SpectraMax M5 Multi-Mode Microplate Reader (Molecular Devices,
Sunnyvale, CA) com tempo de integracdo de 5 segundos para aumentar baixos sinais
(KHAN, 2003). Foi preparada também uma curva padrdo usando ATP standard (Sigma)
de acordo com o manual de instrucdes do fabricante e em seguida foi calculada a
concentracdo de ATP em nanomol (nmol) por miligrama de proteina (mg). Uma
aliguota do homogeneizado muscular foi usada para quantificar o total de proteina
usando QuantiPro™ BCA Assay kit (Sigma-Aldrich) de acordo com o manual de

instrucGes do fabricante.

Glicogénio muscular

Os masculos do quadriceps femoral foram descongelados por 30 minutos e 0
glicogénio muscular foi mensurado em 50 mg de tecido homogeneizado com 6N NaOH
na proporcdo de 50 mg/ ml. Um curva padréo foi preparada usando etanol absoluto
(100%), K,SO4 (10%), phenol (4.1%) and 1 mM de glicose (2%) de acordo DUBOIS et

al. (1951). A densidade optica foi mensurada em 480 nm em espectrofotbmetro
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(Evolution™ 300 UV-Vis, software VISPRO - Thermo Scientific) e os dados foram

normalizados por miligrama de tecido muscular.

Marcadores de estresse oxidativo

Proteina carbonilada. Os mdsculos do quadriceps femoral foram

homogeneizados em &gua deionizada (dH,O) na propor¢do de 10 mg/ 200 pl. O
contetdo de proteina carbonilada foi quantificado usando Protein Carbonyl Content
Assay kit (Biovision) pelo método colorimétrico e seguindo o manual de instrugdes do
fabricante. Todos os resultados foram normalizados pela quantidade de proteina
quantificada por QuantiPro™ BCA Assay kit (Sigma-Aldrich) seguindo o manual de
instrucGes do fabricante.

Glutationa. Os musculos do quadriceps femoral foram homogeneizados em 100
mM de tampéo fosfato gelado (pH=7,4) na propor¢do de 10 mg/ 250 pl. O tampdo
fosfato foi preparado com fosfato de sédio dibasico (Na;HPO,) e monobasico
(NaH,PO,) em iguais proporcdes. As andlises de glutationa total e oxidada foram
realizadas usando Glutathione Colorimetric Assay kit (ARBOR Assays) seguindo o
manual de instrucdes do fabricante. Além disso, todos os resultados foram normalizados
pela quantidade total de proteina das amostras quantificada por QuantiPro™ BCA Assay
kit (Sigma-Aldrich) seguindo o manual de instrugdes do fabricante.

Atividade da Catalase. Os mdasculos do quadriceps femoral foram

homogeneizados em solucdo tampdo gelada fornecida por Catalase Activity Assay kit
(Biovision) na proporcao de 50 mg/ 100 pl. Essa anélise usou o método colorimétrico e
seguiu 0 manual de instrugdes do fabricante.

Peroxidacéo lipidica usando TBARS (espécies reativas ao acido tiobarbitlrico).

Os musculos do quadriceps femoral foram homogeneizados com RIPA Buffer (Sigma-
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Aldrich) na proporgéo de 25 mg/ 250 pl. Em seguida, TBARS foi quantificado usando
TBARS Colorimetric Assay kit (Cayman Chemical) seguindo as instrugdes do
fabricante.

Proteina Tiol. Os masculos do quadriceps femoral foram homogeneizados em
100 mM de tampéo fosfato na proporgdo de 10 mg/ 250 pl. Em seguida, foi usado o
Fluorescent Protein Thiol Detectiont kit (ARBOR Assays) seguindo as instru¢fes do
fabricante para a quantificacdo de proteina tiol. Além disso, todos os resultados foram
normalizados pela quantidade total de proteina quantificada por QuantiPro™ BCA

Assay kit (Sigma-Aldrich) seguindo o manual de instrugdes do fabricante.

Anélises de imunofluorescéncia

5-bromo-2'-deoxiuridina (BrdU). O reagente BrdU (Sigma-Aldrich) foi diluido

em solucgéo salina (PBS — phosphate buffered saline) na concentra¢do de 10 mg/ ml. Em
seguida, durante os Ultimos 8 dias do experimento, todos os animais (incluindo o grupo
controle) recebeu uma Udnica injecdo intraperitoneal (50 mg/ kg) de BrdU. Os
camundongos foram anestesiados e submetidos aos procedimentos cirdrgicos descritos
previamente. Ambos 0s musculos gastrocnémio foram fixados em parafina, cortados na
regido do ventre muscular em fatias axiais de 5 pum de espessura por um micrétomo e
colocados em laminas de vidro especificas para procedimentos de imuno-histoquimica.
Resumidamente, as laminas de imuno-histoquimica foram desparafinizadas com banhos
de etanol de concentragdes graduadas e, em seguida, imersas em solucdo de recuperagédo
de antigeno em um banho de agua pré-aquecida a 98 °C durante 30 min. Em seguida, as
laminas de imuno-histoquimica foram incubadas por 15 min em temperatura ambiente
com 0,1% Triton X-100 TBS para a permeabilizacdo da membrana celular, lavadas

novamente e incubadas por 30 min em solucdo de bloqueio de proteinas composto de
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3% de BSA (Bovine Serum Albumin — Sigma) e 10% de soro de cabra em TBS (Tris
Buffered Saline). Em seguida, as laminas de imuno-histoquimica foram coradas com o
anticorpo primario anti-BrdU de ovelha (Ab1893 — Abcam, Cambridge, MA) na
concentracdo de 1:50 e selecionado o anticorpo secundario fluorescente anti-ovelha
(Alexa Fluor ® 647 - Invitrogen) na concentracdo de 1:200 para se combinar ao
anticorpo primario. Finalmente, as laminas de imuno-histoquimica foram cobertas com
meio de montagem contendo DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindole) (Invitrogen). As
celulas positivamente imunomarcadas com BrdU foram fotografadas usando
microscopio confocal (Olympus America Inc. Center Valley, PA, USA) a partir de trés
campos aleatorios de cada lamina. As imunomarcagdes por BrdU e DAPI foram
guantificadas usando os software Image J (NIH, Bethesda, MD).

Citocromo ¢ oxidase subunidade 1V (COX 1V). Os musculos gastrocnémio

foram submetidos aos mesmos procedimentos descritos para a realizacdo da
imunofluorescéncia para BrdU. As laminas de imuno-histoquimica foram coradas com
0 anticorpo primario anti-COX IV de coelho (Cell Signaling Technology®) na
concentracdo de 1:500 e selecionado o anticorpo secundario fluorescente anti-coelho
(Alexa Fluor® 680 — Invitrogen) na concentracdo de 1:200 para se combinar ao
anticorpo primario. As células positivamente imunomarcadas com COX IV foram
fotografadas usando microscopio confocal como descrito para BrdU e entdo o canal

vermelho das imagens exportadas foi alterado para a cor amarela.

Anélise Estatisitica

O teste de Shapiro-Wilk’s W verificou a nomalidade da distribuicdo dos dados.

Todos os grupos do estudo submetidos ao protocolo de treinamento foram comparados

129



em cada sessao de treinamento referente ao nimero de repeticBes (escaladas) na escada,
trabalho e poténcia muscular usando anélise de variancia (ANOVA) de uma via (one-
way) com post hoc de Tukey HSD. A carga do teste de 3RM entre esses mesmos grupos
foi comparada utilizando ANOVA de duas vias (two-way) com medidas repetidas (linha
de base versus final) com post hoc de Tukey HSD. Para o contetdo de ATP muscular,
glicogénio, marcadores de estresse oxidativo e analises de imunofluorescéncia, todos os
grupos do estudo foram comparados pela ANOVA de uma via (one-way) com post hoc

de Tukey HSD. O nivel de significancia adotado foi de P < 0,05.

RESULTADOS
Desempenho muscular

3RM. A carga final do teste de 3RM foi significativamente maior (P < 0,05)
comparado a linha de base em todos 0s grupos do estudo que realizaram treinamento. A
carga final do grupo LEDT-Apds (92,28 g; EP 0,82) foi significativamente maior que a
carga dos grupos LEDT-Placebo (59,58 g; EP 5,28; P < 0,001) e LEDT-Antes (78,98 g;
EP 1,96; P = 0,020). Além desses resultados, o grupo LEDT-Placebo teve
significativamente menor carga final (P < 0,001) comparado ao grupo LEDT-Antes
assim como LEDT-Antes-Apds (83,91 g; EP 1,49) [Figura 4 A].

Numero de Repeticdes (escaladas). Houve diferengas significativas entre todos

0S grupos em cada sessdo de treinamento (P < 0,05) [Figura 4B]. A 80% de 3RM
(primeira sessdo): os animais do grupo LEDT-Antes e LEDT-Antes-Apos realizaram
mais repeticGes comparados aos animais do grupo LEDT-Placebo e LEDT-Apds (P <
0,01). A 90% de 3RM (primeira sessdo): os animais do grupo LEDT-Placebo realizaram
menos repeti¢cdes que os animais dos grupos LEDT-Antes, LEDT-Antes-Ap6s e LEDT-

Apbs (P < 0,001). A 100% de 3RM (terceira sessdo): os animais do grupo LEDT-
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Placebo realizaram menos repeticbes comparados aos animais dos grupos LEDT-Antes
(P = 0,014), LEDT-Antes-Ap6s (P = 0,010) e LEDT-Apds (P = 0,002). A 110% de
3RM (quarta sessdo): os animais do grupo LEDT-Placebo realizaram menos repeticdes
que os animais dos grupos LEDT-Antes-Apds (P = 0,013) e LEDT-Apés (P = 0,009). A
120% de 3RM (quinta sessdo): os animais do grupo LEDT-Apos realizaram mais
repeticbes comparados aos animais dos grupos LEDT-Antes (P = 0,022) e LEDT-
Placebo (P < 0,001). Além desses resultados, os animais do grupo LEDT-Placebo
realizaram menos repeticbes que os animais dos grupos LEDT-Antes (P = 0,022),
LEDT-Antes-Apés e LEDT-Apbs (P < 0,001). A 130% de 3RM (sexta sessdo): 0s
animais do grupo LEDT-Antes-Apds e LEDT-Apos realizaram mais repeticdes
comparado aos animais dos grupos LEDT-Placebo (P < 0,001) e LEDT-Antes (P <
0,01).

Poténcia Muscular. A 80% de 3RM néo houve diferencas significativas entre os

grupos submetidos ao programa de treinamento (P > 0,05). A 90% de 3RM: 0s animais
do grupo LEDT-Placebo tiveram menor poténcia muscular comparado aos animais dos
grupos LEDT-Antes, LEDT-Antes-Apds e LEDT-Apds (P < 0,01). A 100% de 3RM: 0s
animais do grupo LEDT-Placebo tiveram menor poténcia muscular comparado aos
animais dos grupos LEDT-Antes-Apds (P = 0,025) e LEDT-Apds (P = 0,007). A 110%
de 3RM: os animais do grupo LEDT-Antes-ApoOs desenvolveram mais poténcia
muscular que os animais do grupo LEDT-Placebo (P < 0,001) e LEDT-Antes (P =
0,013). Além desses resultados, 0s animais do grupo LEDT-Apds tiveram mais poténcia
muscular comparado aos animais do grupo LEDT-Placebo (P = 0,002). A 120% de
3RM: os animais do grupo LEDT-Antes-Ap6s e LEDT-Apds desenvolveram mais
poténcia muscular que os animais dos grupos LEDT-Placebo e LEDT-Antes (P <

0,001). A 130% de 3RM: os animais do grupo LEDT-Antes-Apo6s desenvolveram mais
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poténcia muscular que os animais dos grupos LEDT-Placebo e LEDT-Antes (P < 0,001)
e LEDT-Apds (P = 0,001). Além desses resultados, os animais do grupo LEDT-Apo6s
tiveram maior poténcia muscular que os animais dos grupos LEDT-Placebo (P < 0,001)
e LEDT-Apbs (P = 0,004). Finalmente, os animais do grupo LEDT-Antes tiveram
maior poténcia muscular que os animais do grupo LEDT-Placebo (P = 0,020) [Figura
4C].

Trabalho Muscular. De maneira similar aos resultados da figura 4B, a 80% de

3RM somente os animais do grupo LEDT-Antes e LEDT-Antes-Apds realizaram mais
trabalho muscular comparado aos animais do grupo LEDT-Placebo (P < 0,05) (Figura
4D). A 90% de 3RM: os animais do grupo LEDT-Placebo realizaram menos trabalho
muscular que os animais dos grupos LEDT-Antes, LEDT-Antes-Ap6s e LEDT-Apos (P
< 0,001). Esses resultados foram muito similares a 100% de 3RM (P < 0,001). A 110%
de 3RM: os animais do grupo LEDT-Placebo realizaram menor trabalho muscular
comparado aos animais dos grupos LEDT-Antes-Apéds (P = 0,015) e LEDT-Apds (P =
0,011). A 120% de 3RM: os animais do grupo LEDT-Placebo realizaram menor
trabalho muscular comparado aos animais dos grupos LEDT-Antes (P = 0,027) e
LEDT-Antes-Apos e LEDT-Apoés (P < 0,001). Além desses resultados, os animais do
grupo LEDT-Apos realizaram maior trabalho muscular que os animais do grupo LEDT-
Antes (P = 0,026). A 130% de 3RM: os animais dos grupos LEDT-Antes-Apoés e
LEDT-Apos realizaram maior trabalho muscular que os animais dos grupos LEDT-

Placebo (P < 0,001) e LEDT-Antes (P < 0,01) [Figura 4D].
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Figura 4 — Desempenho Muscular (n= 5 animais por grupo). A) Teste de 3
repeticdes méximas (3RM) na linha de base (pré) e final (p6s) mensurando a carga total
carregada pelos animais durante esse teste. *: significancia estatistica (P < 0,05)
comparando a carga final do teste de 3RM entre o0s grupos. B) Numero de repeti¢es ou
escaladas realizadas pelos animais tratados com diferentes regimes de LEDT durante o
programa de treinamento progressivo. C) Poténcia muscular desenvolvida pelos animais
de cada grupo tratados com diferentes regimes de LEDT durante o programa de
treinamento progressivo. D) Trabalho muscular desenvolvido pelos animais de cada
grupo tratados com diferentes regimes de LEDT durante o programa de treinamento
progressivo. * significancia estatistica (P < 0,05) comparada ao grupo LEDT-Placebo. *
significancia estatistica (P < 0,05) comparada ao grupo LEDT-Ap6s. & significancia
estatistica (P < 0,05) comparada ao grupo LEDT-Antes. Siglas: LEDT= terapia LED
(light-emitting diode therapy — LEDT); LEDT-Placebo (Placebo - P) = LEDT placebo
(equipamento de LEDT em modo placebo) aplicado sobre os musculos imediatamente
antes (5 minutos) de cada sessdo de treinamento em escada inclinada; LEDT-Antes
(Antes — A) = LEDT aplicada sobre os musculos imediatamente antes (5 minutos) de
cada sessdo de treinamento em escada; LEDT-Antes-Apds (Antes-Apos — A-A) =
LEDT aplicada sobre os musculos imediatamente antes (5 minutos) e imediatamente
apos (5 minutos) de cada sessé@o de treinamento em escada; LEDT-Apos (Apos — Ap) =
LEDT aplicada sobre os musculos imediatamente ap6s (5 minutos) de cada sessdo de
treinamento em escada. A carga do teste de 3RM na linha de base (pré) versus final
(pés) foi analisada por analise de variancia (ANOVA) de duas vias (two-way) com
medidas repetidas e post hoc de Tukey HSD. Numero de repeti¢cbes (escaladas),
trabalho e poténcia muscular foram analisados por ANOVA de uma via (one-way) com
post hoc de Tukey HSD.
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Conteudo de ATP muscular

Os animais do grupo LEDT-Apos tiveram significativamente (P < 0,001) maior
concentracdo de ATP (1,367.64 nmol/ mg proteina; EP 105,30) comparados aos animais
do grupo LEDT-Placebo (15,85 nmol/ mg proteina; EP 5,14), LEDT-Antes (81,00
nmol/ mg proteina; EP 10,11), LEDT-Antes-Apos (687,62 nmol/ mg proteina; EP
11,76) e Controle (17,53 nmol/ mg proteina; EP 7,47). Além desses resultados, os
animais do grupo LEDT-Antes-Apds tiveram também maior conteudo de ATP
comparado aos animais dos grupos LEDT-Antes, LEDT-Placebo e Controle (P < 0,001)

[Figura 5A].

Conteudo de GlicogénioMuscular

Os animais do grupo LEDT-Apés (137,76 nmol/ mg tecido; EP 11,40) e LEDT-
Antes-Apoés (144,44 nmol/ mg tecido; EP 16,23) tiveram significativamente maiores
concentracbes de glicogénio nos muasculos do quadriceps femoral (P < 0,001)
comparados ao animais dos grupos LEDT-Placebo (31,36 nmol/ mg tecido; EP 7,45),
LEDT-Antes (52,76 nmol/ mg tecido; EP 6,53) e Controle (58,78 nmol/ mg tecido; EP

7,17) [Figura 5B].
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Figura 5 — Conteudo de ATP Muscular e Glicogénio (n= 5 animais por cada grupo

treinado, n= 2 animais no grupo Controle). A) Conteldo de Adenosina Trifosfato
(ATP) no musculo gastrocnémio apds o programa de treinamento. * significancia
estatistica (P < 0,05). Siglas: LEDT= terapia LED (light-emitting diode therapy —
LEDT); LEDT-Placebo (Placebo - P) = LEDT placebo (equipamento de LEDT em
modo placebo) aplicado sobre os musculos imediatamente antes (5 minutos) de cada
sessao de treinamento em escada inclinada; LEDT-Antes (Antes — A) = LEDT aplicada
sobre 0os musculos imediatamente antes (5 minutos) de cada sessdao de treinamento em
escada; LEDT-Antes-Apos (Antes-Apos — A-A) = LEDT aplicada sobre os musculos
imediatamente antes (5 minutos) e imediatamente apds (5 minutes) de cada sessdo de
treinamento em escada; LEDT-Apds (Apés — Ap) = LEDT aplicada sobre os musculos
imediatamente apo6s (5 minutos) de cada sessdo de treinamento em escada. Controle
(C)= grupo controle, ou seja, sem exercicio ou avaliacdo de desempenho muscular. Para
as comparacdes entre todos os grupos foi utilizada a analise de variancia (ANOVA) de
uma via (one-way) com post hoc de Tukey HSD.

Marcadores de Estresse Oxidativo

Glutationa Total. Os animais do grupo Controle (1,33 uM/ g proteina; EP 0,11)

tiveram significativamente maior concentracdo de glutationa total quando comparados
aos animais do grupo LEDT-Placebo (0,097 uM/ ug proteina; EP 0,046; P = 0,005) e
LEDT-Antes (1,00 uM/ ug proteina; EP 0,02; P = 0,010) [Figura 6A].

Glutationa Oxidada. Os animais do grupo LEDT-Placebo (0,005 pM/ pg

proteina; EP 0,001) tiveram significativamente menor concentracdo de glutationa

oxidada quando comparados aos animais dos grupos LEDT-Antes (0,20 uM/ pg
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proteina; EP 0,002; P = 0,015), LEDT-Antes-Apds (0,035 puM/ ug proteina; EP 0,003;
P < 0,001), LEDT-Ap6s (0,041 uM/ ug proteina; EP 0,003; P < 0,001) e Controle
(0,027 puM/ ug proteina; EP 0,007; P = 0,006). Além desses resultados, os animais do
grupo LEDT-Antes tiveram significativamente menor concentragdo de glutationa
oxidada comparados aos animais do grupo LEDT-Apés (P < 0,001) e LEDT-Antes-
Apos (P =0,024) [Figura 6B].

Proteina Carbonilada. Os animais do grupo LEDT-Ap6s (1,40 nmol/ pug

proteina; EP 0,15) tiveram significativamente menores concentracdes de proteinas
carboniladas comparados aos animais dos grupos LEDT-Placebo (6,31 nmol/ g
proteina; EP 1,09; P = 0,030), LEDT-Antes (6,81 nmol/ pg proteina; EP 1,21; P =
0,040) e LEDT-Antes-Apds (8,27 nmol/ pg protein; EP 2,35; P = 0,008) [Figura 6C].

Atividade da Catalase. Os animais do grupo LEDT-Placebo (2,11 nmol/min/ml,

EP 0,10) tiveram significativamente menor atividade da catalase (P < 0,01) comparados
aos animais dos grupos LEDT-Antes-Apos (4,33 nmol/min/ml, EP 0,62), LEDT-Apo6s
(4,22 nmol/min/ml, EP 0,37) e Controle (4,47 nmol/min/ml, EP 0,52) [Figura 6D].

Peroxidacdo Lipidica usando TBARS. N&o houve diferencas significativas entre

0s grupos (P > 0,05). Os animais do grupo Controle tiveram uma concentracao de 21,29
UM (EP 1,13); os animais do grupo LEDT-Placebo tiveram 21,12 uM (EP 2,86); os
animais do grupo LEDT-Antes tiveram 23,87 uM (EP 1,13); os animais do grupo
LEDT-Antes-Apos tiveram 19,19 uM (EP 1.01) e os animais do grupo LEDT-Ap6s
tiveram 19,55 uM (EP 1,24) [Figura 6E].

Proteina Tiol. Nao houve diferenga significativa entre os grupos (P > 0,05). Os
animais do grupo Controle tiveram 1,79 uM/ ug proteina (EP 0,16); os animais do
grupo LEDT-Placebo apresentaram 1,96 uM/ pg proteina (EP 0,14); os animais do

grupo LEDT-Antes tiveram 2,02 puM/ pg proteina (EP 0,10); os animais do grupo
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LEDT-Antes-Apés 1,90 uM/ ug proteina (EP 0,26) e os animais do grupo LEDT-Apos

tiveram 1,81 uM/ ug proteina (EP 015) [Figura 6F].

Glutationa Total - GSH Glutationa Oxidada - GSSG Proteina Carbonilada

uM pg proteina
uM/ pg proteina

nmoll ug proteina

>
o]

TBARS Proteina Tiol

pnM ug protein
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Figura 6 — Marcadores de Estresse Oxidativo no musculo quadriceps femoral (n=5
animais por cada grupo treinado, n= 2 animais no grupo Controle). A) Glutationa
Total (glutationa reduzida — GSH). B) Glutationa Oxidada (GSSG). C) Proteina
Carbonilada. D) Atividade da Catalase. E) Peroxidacdo Lipidica usando TBARS
(Substéncias Reativas ao Acido Tiobarbitdrico). F) Proteina Tiol. * significincia
estatistica (P < 0,05). Siglas: LEDT= terapia LED (light-emitting diode therapy —
LEDT); LEDT-Placebo (Placebo - P) = LEDT placebo (equipamento de LEDT em
modo placebo) aplicado sobre os musculos imediatamente antes (5 minutos) de cada
sessdo de treinamento em escada inclinada; LEDT-Antes (Antes — A) = LEDT aplicada
sobre os musculos imediatamente antes (5 minutos) de cada sessao de treinamento em
escada; LEDT-Antes-Apos (Antes-Ap6s — A-A) = LEDT aplicada sobre os musculos
imediatamente antes (5 minutos) e imediatamente ap6s (5 minutes) de cada sessdo de
treinamento em escada; LEDT-Ap6s (Apds — Ap) = LEDT aplicada sobre os musculos
imediatamente apds (5 minutos) de cada sessdo de treinamento em escada. Controle
(C)= grupo controle, ou seja, sem exercicio ou avaliagdo de desempenho muscular. Para
as comparacdes entre todos os grupos foi utilizada a analise de variancia (ANOVA) de
uma via (one-way) com post hoc de Tukey HSD.
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Andlises de Imunofluorescéncia

Imunomarcacdo por BrdU. Os animais do grupo LEDT-Antes-Ap6s (7,49 UA;

EP 1,68) e LEDT-Apobs (7,26 UA; EP 0,59) tiveram significativamente (P < 0,001)
maior imunomarcacdo para BrdU comparados aos animais dos grupos LEDT-Placebo
(1,87 UA; EP 0,37), LEDT-Antes (2,75 UA; EP 0,42) e Controle (0,33 UA; EP 0,21).
UA é unidade arbitraria mensurada com o software Image J [Figura 7].

Imunomarcacdo por DAPI. Os animais do grupo LEDT-Apo6s (12,85 UA; EP

0,87) e LEDT-Antes-Apds (11,10 UA; EP 1,48) tiveram significativamente (P < 0,001)
maior imunomarcagdo por DAPI comparado aos animais dos grupos LEDT-Placebo
(4,27 UA; EP 0,83), LEDT-Antes (4,54 UA; EP 0,46) e Controle (3,75 UA; EP 0,45)

[Figura 7].
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Marcacao por BrdU e DAPI
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Figura 7 — Células musculares em estado proliferativo e mionucleos adultos em
musculo gastrocnémio (n= 5 animais por cada grupo treinado; n= 2 animais no
grupo Controle). Imunofluorescéncia para BrdU (5-bromo-2'-deoxiuridina) marcou as
celulas musculares em estado proliferativo. Todas as imunomarcagdes em vermelho
indicam novos miondcleos em formacao. Os pontos em cor roxa significam uma mescla
de imunomarcagdo vermelha (novos miondcleos em formagdo) e azul (mionucleos
adultos). DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindole) marcou mionucleos adultos ja formados.
As imagens foram fotografadas em microscépio confocal (Olympus America Inc.
Center Valley, PA, USA) com uma ampliacdo de 20x e zoom de 1x e 3X. As
imunomarcacdes para BrdU e DAPI foram quantificadas usando o software Image J
(NIH, Bethesda, MD). * significancia estatistica (P < 0,05). Siglas: LEDT= terapia LED
(light-emitting diode therapy — LEDT); LEDT-Placebo (Placebo - P) = LEDT placebo
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(equipamento de LEDT em modo placebo) aplicado sobre os musculos imediatamente
antes (5 minutos) de cada sessdo de treinamento em escada inclinada; LEDT-Antes
(Antes — A) = LEDT aplicada sobre os musculos imediatamente antes (5 minutos) de
cada sessdo de treinamento em escada; LEDT-Antes-Apds (Antes-Apos — A-A) =
LEDT aplicada sobre os musculos imediatamente antes (5 minutos) e imediatamente
apos (5 minutes) de cada sessao de treinamento em escada; LEDT-Ap6s (Apds — Ap) =
LEDT aplicada sobre os muasculos imediatamente ap6s (5 minutos) de cada sessdo de
treinamento em escada. Controle (C)= grupo controle, ou seja, sem exercicio ou
avaliacdo de desempenho muscular. Para as comparacdes entre todos os grupos foi
utilizada a andlise de variancia (ANOVA) de uma via (one-way) com post hoc de Tukey
HSD.

Imunomarcacgdo por COX IV. Os animais do grupo LEDT-Antes-Apoés (11,39 UA; EP

1,54) tiveram significativamente (P < 0,001) maior imunomarcacdo por COX IV
comparado aos animais dos grupos LEDT-Placebo (3,74 UA; EP 0,72), LEDT-Antes
(4,12 UA; EP 0,71) e Controle (2,18 UA; EP 0,22). Os animais do grupo LEDT-Apds
(9,00 UA; EP 1,17) tiveram significativamente (P < 0,01) maior imunomarcagéo por
COX IV comparado as animais dos grupos LEDT-Placebo, LEDT-Antes e Controle

[Figura 8].
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Marcacao por COX IV
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Figura 8 — Metabolismo Mitocondrial no muasculo gastrocnémio (n= 5 animais por
cada grupo treinado; n= 2 animais no grupo controle). A analise de
imunofluorescéncia para citocromo ¢ oxidase subunidade IV (COX 1V) imunomarcou
as células musculares com metabolismo mitocondrial em amarelo. As imagens foram
fotografadas em microscopio confocal (Olympus America Inc. Center Valley, PA,
USA) com uma ampliacdo de 20x e zoom de 1x and 3x. COX IV foi quantificada
usando o software Image J (NIH, Bethesda, MD). * significancia estatistica (P < 0,05).
Siglas: LEDT= terapia LED (light-emitting diode therapy — LEDT); LEDT-Placebo
(Placebo - P) = LEDT placebo (equipamento de LEDT em modo placebo) aplicado
sobre os musculos imediatamente antes (5 minutos) de cada sessao de treinamento em
escada inclinada; LEDT-Antes (Antes — A) = LEDT aplicada sobre os musculos
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imediatamente antes (5 minutos) de cada sessdo de treinamento em escada; LEDT-
Antes-Apds (Antes-Apds — A-A) = LEDT aplicada sobre os musculos imediatamente
antes (5 minutos) e imediatamente apds (5 minutes) de cada sessao de treinamento em
escada; LEDT-Apds (Apos — Ap) = LEDT aplicada sobre os musculos imediatamente
apos (5 minutos) de cada sessdo de treinamento em escada. Controle (C)= grupo
controle, ou seja, sem exercicio ou avaliacdo de desempenho muscular. Para as
comparacBes entre todos os grupos foi utilizada a analise de variancia (ANOVA) de
uma via (one-way) com post hoc de Tukey HSD.

DISCUSSAO

Apesar de estudos prévios ja terem reportado sobre os efeitos da fototerapia por
laser e LEDs sobre o desempenho muscular em protocolos envolvendo exercicios
agudos (FERRARESI; HAMBLIN e PARIZOTTO, 2012; BORSA; LARKIN e TRUE,
2013; LEAL-JUNIOR et al., 2013), bem como durante programas de treinamento
(FERRARESI et al., 2011; VIEIRA et al., 2012), para 0 nosso conhecimento esse é 0
primeiro estudo investigando qual € o melhor momento para usar essa terapia em
programa de treinamento, comparando aplicacdes de terapia LED placebo, terapia LED
antes, terapia LED antes e ap0s, e terapia LED apds cada sesséo de treinamento.

A literatura j& nos traz estudos que mostram um aumento no numero de
repeticbes e um melhor efeito protetor contra o dano muscular induzido por exercicio
quando a fototerapia é aplicada sobre os musculos imediatamente antes de uma sesséo
de exercicio de alta intensidade (LOPES-MARTINS et al., 2006; LEAL JUNIOR et al.,
2010b; BORSA,; LARKIN e TRUE, 2013; LEAL-JUNIOR et al., 2013; SANTOS et al.,
2014). De acordo com esses estudos previos, nossos resultados relacionados a primeira
sessao de treinamento a 80% de 3RM mostraram um significativo aumento no nimero

de repeticbes (escaladas) e trabalho muscular (~38%) realizado em ambos 0s grupos

142



tratados com LEDT aplicada antes dessa sessdo de treinamento. No entanto, esses
benéficos efeitos ndo foram vistos para a poténcia muscular.

Em contrapartida, o efeito protetor da fototerapia contra o dano muscular
induzido pelo exercicio mensurado pela diminuigcdo na atividade da creatina quinase
(CK) no sangue (LOPES-MARTINS et al., 2006; LEAL JUNIOR et al., 2010b;
BORSA; LARKIN e TRUE, 2013; LEAL-JUNIOR et al., 2013; SANTOS et al., 2014),
poderia arguir contra o desenvolvimento de um melhor desempenho muscular, uma vez
que as microlesdes ou microdanos oriundos do exercicio fisico sdo pensados ser
essenciais para a melhora tanto da estrutura, quanto do metabolismo muscular
(FOLLAND e WILLIAMS, 2007). Nossos resultados referentes ao desempenho
muscular claramente confirmam essa hipotese.

Ambos 0s grupos tratados com LEDT apds cada sessdo de treinamento (LEDT-
Antes-Apés e LEDT-Ap06s) desenvolveram significativamente mais poténcia muscular,
repeticOes (escaladas na escada) e trabalho muscular que os grupos LEDT-Antes na
quarta e quinta sessdo de treinamento, respectivamente, assim como a partir da segunda
sessao de treinamento comparado ao grupo LEDT-Placebo. Além disso, o grupo LEDT-
Ap0ds teve a maior carga final no teste de 3RM comparado aos grupos LEDT-Placebo e
LEDT-Antes [ver figura 4].

Muitas hipéteses tém sido propostas na literatura para explicar os efeitos da
fototerapia sobre o tecido muscular (FERRARESI; HAMBLIN e PARIZOTTO, 2012).
A primeira delas ¢ a estimulagdo da enzima citocromo c oxidase (expresséo da proteina
e/ou atividade enzimatica) que consequentemente pode melhorar a cadeia
transportadora de elétrons mitocondrial e aumentar a sintese de ATP (KARU, 1999;
KARU et al., 2008; SILVEIRA et al., 2009). Os nossos resultados das analises de

imunofluorescéncia para a citocromo ¢ oxidase subunidade IV (COX IV) no musculo
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gastrocnémio sugerem fortemente um aumento na atividade mitocondrial
principalmente quando a LEDT é aplicada ap6s cada sessdo de treinamento. A
imunomarcacdo para COX IV nos grupos LEDT-Antes-Apds e LEDT-Apds foi
aproximadamente 2,5 vezes maior que no grupo LEDT-Antes, LEDT-Placebo ou o
grupo Controle, confirmando a hipoGtese relacionada ao aumento da atividade
mitocondrial e sugerindo maior sintese de ATP pelo metabolismo aerébio.

Confirmando essa hip6tese, o conteddo de ATP no musculo gastrocnémio do
grupo LEDT-Apds surpreendentemente aumentou cerca de 80 vezes comparado ao
grupo Controle, assim como aumentou 85 vezes comparado ao grupo LEDT-Placebo,
16 vezes comparado ao grupo LEDT-Antes e 2 vezes comparado ao grupo LEDT-
Antes-Apods. Esses resultados reforcam fortemente duas ideias reportadas previamente
na literatura sobre fototerapia e desempenho muscular: (1) a fototerapia pode aumentar
a sintese de ATP nas células (KARU; PYATIBRAT e KALENDO, 1995; KARU, 1999;
FERRARESI; HAMBLIN e PARIZOTTO, 2012), resultando em mais energia que
inclui a resintese de fosfocreatina (FERRARESI et al., 2011) e conduz para um melhor
metabolismo celular que consequentemente melhora o desempenho muscular em termos
de: forca, poténcia, repeti¢Oes, trabalho, resisténcia a fadiga e uma recuperacdo poés-
exercicio mais rapida (FERRARESI; HAMBLIN e PARIZOTTO, 2012; BORSA;
LARKIN e TRUE, 2013); e (2) a fototerapia produz melhores respostas quando as
células ou tecidos sdo submetidos a algum estresse metabolico ou mecéanico (SOMMER
et al., 2002; KARU, 2013).

O presente estudo também avaliou o contetdo de outra importante fonte de
energia para os musculos, o glicogénio (ALLEN; LAMB e WESTERBLAD, 2008). O
grupo LEDT-Apo6s e LEDT-Antes-Apds tiveram conteudos de glicogénio muito

similares, aumentando cerca de 4,5 vezes comparado ao grupo LEDT-Placebo; cerca de
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2,6 vezes comparado ao grupo LEDT-Antes; e cerca de 2,4 vezes comparado ao grupo
Controle. Esses resultados sugerem que o conteddo de glicogénio muscular pode ser
restabelecido rapidamente e ainda aumentado quando a fototerapia é aplicada apos os
exercicios, sugerindo efeitos da LEDT sobre o metabolismo da glicose em todos os
passos da glicdlise, bem como possivelmente aumentando a atividade de
transportadores de glicose nas células (transportador de glicose tipo 4). Em resumo, 0s
nossos resultados sugerem que ATP e glicogénio podem ser aumentados, restabelecidos
rapidamente e se tornarem mais disponiveis para as células musculares em cada sessdo
de treinamento se a LEDT ¢€ aplicada apds uma sessdo de exercicio.

A literatura também tem relatado a importancia do equilibrio entre a producéo e
a reducdo de espécies reativas de oxigénio (EROS), conhecido como estresse oxidativo,
para alcancar um melhor desempenho muscular bem como prevenir dano celular ap6s
exercicio intenso (POWERS e JACKSON, 2008). Nesse contexto, o efeito da LEDT
em proteger contra o dano muscular induzido por exercicio tem sugerido uma
modulacdo de EROS (SILVEIRA et al., 2011; LUO et al., 2013) produzida
naturalmente durante o exercicio (POWERS e JACKSON, 2008; FERRARESI;
HAMBLIN e PARIZOTTO, 2012) e por essa razdo nos investigamos varios marcadores
de estresse oxidativo nesse presente estudo: proteinas carboniladas, glutationa (total e
oxidada), catalase, peroxidacéo lipidica usando TBARS (contetdos de malondialdeido —
MDA) e proteina tiol. O conteddo de proteina carbonilada foi significativamente
diminuido somente no grupo LEDT-Apds, promovendo uma efetiva protecdo contra a
oxidacdo de proteina e lesdo assim como sugerindo melhor funcdo proteica
(BANERJEE et al., 2003; FINAUD; LAC e FILAIRE, 2006; POWERS e JACKSON,
2008). As proteinas carboniladas foram investigadas nesse presente estudo porque elas

sdo formadas rapidamente ap6s uma situacdo de estresse oxidativo e sdo estaveis por
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horas ou dias, tornando-se um especifico e confidvel marcador de estresse oxidativo
(BANERJEE et al., 2003). Para 0 nosso conhecimento, esse é o primeiro estudo
mensurando proteinas carboniladas como um marcador de estresse oxidativo de
musculos tratados com LEDT.

Confirmando nossas hipoGteses sobre o equilibrio do estresse oxidativo, o
contetido de glutationa total (GSH) foi significativamente movido para a forma oxidada
(GSSH) no grupo LEDT-Antes comparado aos animais do grupo LEDT-Placebo; o
grupo LEDT-Antes-Ap6s comparado ao LEDT-Placebo e LEDT-antes assim como
LEDT-Apds comparado aos grupos LEDT-Placebo e LEDT-Antes. Esses resultados
podem ter ocorrido devido ao aumento da atividade ou aumento da regulacdo da
atividade enzimética de glutationa peroxidase (GPX) (FERRARESI; HAMBLIN e
PARIZOTTO, 2012), responsavel por oxidar GSH a GSSH durante o processo de
reducdo de peroxido de hidrogénio (H.O,) a &gua (BANERJEE et al., 2003; FINAUD;
LAC e FILAIRE, 2006; POWERS e JACKSON, 2008). Além disso, o conteido
muscular de GSH foi significativamente maior no grupo Controle comparado aos
grupos LEDT-Placebo e LEDT-Antes, mas sem significancia estatistica comparada aos
grupos tratados com LEDT ap0s cada sesséo de treinamento. Esses resultados sugerem
que a LEDT apds os exercicios minimiza o estresse oxidativo trazendo-o para niveis
similares aos do grupo controle (sem exercicio) ou aos niveis normais. A atividade da
catalase nos grupos LEDT-Apds, LEDT-Antes-Apds e Controle foi significativamente
maior comparada ao grupo LEDT-Placebo, corroborando a ideia de melhor defesa
contra o estresse oxidativo com o uso da LEDT (FERRARESI; HAMBLIN e
PARIZOTTO, 2012).

Nos avaliamos outros marcadores de estresse oxidativo incluindo o nivel de

peroxidacgdo lipidica usando TBARS (conteido de malondialdeido — MDA) e proteina
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tiol. Durante o estresse oxidativo, MDA é formado a partir do ataque de radicais livres
aos acidos graxos poli-insaturados presentes na membrana celular, o que pode conduzir
a prejuizos do controle celular dos gradientes idnicos e transporte de Ca?* (FINAUD;
LAC e FILAIRE, 2006; POWERS e JACKSON, 2008). Uma diminui¢do dos niveis de
proteina tiol tem sido usada como um alternativo marcador de estresse oxidativo quando
a producdo de EROS é crbnica, ou seja, quando permanece por semanas € meses
(BANERJEE et al., 2003; FINAUD; LAC e FILAIRE, 2006; POWERS e JACKSON,
2008). No entanto, o conteddo de MDA foi muito similar entre 0s grupos e nédo
apresentou diferencas estatisticas significativas nesse estudo, contrastando com estudos
prévios (SILVEIRA et al., 2011; LUO et al., 2013), assim como ndo houve diferenca
significativa nos contetdos de proteina tiol. Esses resultados associados aos resultados
de proteinas carboniladas, glutationa e atividade da catalase sugerem que houve um
estresse oxidativo produzido durante o protocolo de exercicio, mas este estresse foi
insignificante para produzir danos na membrana celular e também néo foi prolongado
(semanas e meses).

Além da disponibilidade de energia para a contracdo muscular e menor estresse
oxidativo, o desempenho muscular em programas de treinamento depende também de
quao rapido ocorre o processo de recuperacdo de microlesbes ou pequenos danos
musculares (FOLLAND e WILLIAMS, 2007). Ap6s as microlesdes e pequenos danos
do tecido muscular, ocorre a ativacdo celulas satélites e a adicdo de novos mionucleos
nas células musculares é responsavel por permitir um aumento na sintese de proteinas
gue conduz ao reparo tecidual e a hipertrofia muscular (PETRELLA et al., 2008;
NAKANO et al., 2009). Considerando essas questdes muito importantes, esse presente
estudo também avaliou a formagdo de novos mionucleos por meio da incorporacgdo de

BrdU dentro do DNA das células musculares para evidenciar a presenca de miocitos em
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fase de mitose (proliferacdo) (NAKANO et al., 2009), assim como avaliou a
imunomarcacao de mionucleos ja formados (ou adultos) por meio de DAPI. Nossos
resultados confirmam um aumento na imunomarcacdo por BrdU e DAPI quando a
fototerapia foi aplicada, principalmente, apds cada sessdo de treinamento, sugerindo um
aumento na proliferacdo de células musculares possivelmente pela ativacdo de células
satélites (NAKANO et al., 2009; FERRARESI et al., 2011; FERRARESI; HAMBLIN e
PARIZOTTO, 2012). Esse resultado implica em uma rapida sintese de novas proteinas
musculares para reparar o dano muscular oriundo de exercicios intensos (FERRARESI;
HAMBLIN e PARIZOTTO, 2012), assim como mais mionucleos por célula muscular
que conduz a um melhor dominio mionuclear (PETRELLA et al., 2008).

A fototerapia por laser e LEDs exibe uma dose-resposta bifasica a qual €
responsavel por promover efeitos benéficos se a dose de luz estiver acima do limiar
necessario para estimular os processos bioldgicos, mas essa dose de luz também precisa
estar abaixo de um limiar limitrofe no qual ocorre inibi¢cdo dos processos bioldgicos
(HUANG et al., 2009; HUANG et al., 2011). Esse presente estudo utilizou uma dose de
luz baseada nessa possivel resposta bifasica (HUANG et al., 2009; HUANG et al.,
2011) e de acordo com estudos prévios em modelos experimentais (LOPES-MARTINS
et al., 2006; SANTOS et al., 2014). Além disso, os estudos prévios tem geralmente
usado comprimentos de onda na faixa do vermelho ou na faixa do infravermelho
préximo de forma isolada, mas o uso de dois comprimentos de onda simultaneamente
pode ser benéfico. Com essa perspectiva em mente, tanto os comprimentos de onda na
faixa do vermelho e infravermelho préximo emitidos por LEDS foram usados nesse
estudo a fim de otimizar a absor¢éo da luz por meio de uma dupla banda de absorgéo
(KARU; PYATIBRAT e AFANASYEVA, 2004, KARU e KOLYAKOQV, 2005;

KARU et al., 2008; KARU, 2010) pelos cromdforos localizados dentro das células,
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especialmente dentro da cadeia transportadora de elétrons mitocondrial para conduzir
maior producédo de ATP (KARU; PYATIBRAT e KALENDO, 1995; KARU, 1999).
Esse estudo tem mostrado uma evidente melhora no desempenho muscular,
metabolismo energético, defesa antioxidante e reparo/ proliferacdo de células
musculares com diferentes momentos de aplicagdo da LEDT sobre os musculos
associado a um programa de treinamento. Os principais aprendizados desse estudo séo:
(@) se a proposta é melhorar o desempenho muscular antes de uma Unica sessdo de
exercicio agudo, como uma Unica competicdo atlética, a LEDT deve ser aplicada antes
do exercicio; (b) se a proposta é desenvolver um melhor e duradouro desempenho
muscular entdo se deve adotar um programa de treinamento apropriado para o esporte
especifico e combiné-lo com aplicacdes de LEDT sobre toda a extensdo dos musculos
envolvidos na atividade fisica (FERRARESI et al., 2011) apds cada sessdo de
treinamento (FERRARESI et al., 2011; FERRARESI; HAMBLIN e PARIZOTTO,
2012; VIEIRA et al., 2012). Os nossos resultados podem ser facilmente aplicados em
humanos, onde a LEDT pode ser usada para acelerar a recupera¢do muscular apés
lesbes, bem como melhorar o desempenho muscular nos exercicios (LEAL JUNIOR et

al., 2010b; FERRARESI et al., 2011; VIEIRA et al., 2012).
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ESTUDO IV

Efeitos do laser de baixa intensidade sobre a modulacéo da expressao

génica global de homens jovens sob treinamento fisico de forca
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RESUMO

Contexto e Objetivos: As terapias laser (low-level laser therapy — LLLT) e LED (light-
emitting diode therapy — LEDT) de baixa intensidade tém sido utilizadas para 0 aumento
de desempenho muscular em modelos experimentais e estudos clinicos. No entanto, 0s
mecanismos de acdo dessa terapia no tecido muscular, sobretudo em humanos, ainda
ndo estdo totalmente elucidados. Nesse estudo investigamos a efetividade da LLLT no
aumento do desempenho muscular e a modulagdo da expressao génica desse tecido,
uma vez que a relacdo entre desempenho muscular e 0s niveis de expressdo génica sdo

bem estabelecidos na literatura.

Desenho do estudo/Materiais e métodos: Participaram do estudo 36 homens jovens,
clinicamente saudaveis e fisicamente ativos. Todos foram alocados randomicamente em
trés grupos iguais: grupo controle (CC); grupo treinamento (GT) e grupo treinamento
associado a LLLT (GTL). Os grupos GT e GTL treinaram com carga de 80% de 1
repeticdo maxima em leg press (1RM) durante 12 semanas consecutivas em leg press.
A LLLT (808 nm; 60 mW; 25,2 J) foi aplicada sobre todo o quadriceps femoral dos
voluntarios do GTL imediatamente ap0ds o término de cada treinamento. O desempenho
muscular foi avaliado em testes de 1RM e dinamometria isocinética. A modulacdo da
expressao génica de todo o genoma foi investigada por microarrays.

Resultados: O grupo GTL teve o melhor desempenho muscular no teste de 1RM e
dinamometria isocinética apos o programa de treinamento, quando comparado ao GT.
Mais de 1.600 genes foram diferencialmente expressos no GTL e mais 1.200 no GT.
Dentre esses muitos genes, 0 GTL aumentou a expresséo de vias de proliferagéo celular
e hipertrofia muscular (ERK, AKT1, mTOR), genes mitocondriais (Cox, ATP5C1) e
diminuiu vias de atrofia muscular (TRIM63 e MSTN). O GT diminuiu a expressdo de
FIS1 (fissdo mitocondrial) e aumentou ATP5F1 (complexo V mitocondrial). Nas
comparacles entre GT e GTL, houve aumento na expressdo de genes referentes as
células satélites musculares e mitocondriais, bem como diminuicdo de expressao de
genes de atrofia muscular no grupo GTL.

Conclusdo: A LLLT aumenta o desempenho muscular apds programa de treinamento
fisico e modula a expressao de genes de forma global: proliferacdo celular, hipertrofia e
atrofia muscular, mitocondrias e células satélites musculares.

Palavras-chave: LLLT, LEDT, microarrays, treinamento, bidpsia.
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INTRODUCAO

Os primeiros estudos da literatura sobre a interacdo-luz tecido biol6gico
reportam a absor¢do da luz emitida por lasers de baixa intensidade por meio da
citocromo ¢ oxidase (Cox), que é uma enzima importante da cadeia transportadora de
elétrons mitocondrial (KARU; PYATIBRAT e KALENDO, 1995; KARU, 1999;
KARU; PYATIBRAT e KALENDO, 2004). A absorc¢éo da luz pela Cox, considerado o
efeito primario, conduziu a mudancas nas taxas de sintese de adenosina trifosfato (ATP)
em hepatocitos (PASSARELLA et al., 1984) e também em células de cancer cervical
(KARU; PYATIBRAT e KALENDO, 1995), além de modular o potencial de
membrana mitocondrial (PASSARELLA et al., 1984), sugerindo mudangas no
metabolismo dessa organela.

A partir dessas modulagOes, conhecidas como fotobiomodulacédo, os efeitos da
laserterapia de baixa intensidade (low-level laser therapy — LLLT) e também da terapia
LED (light-emitting diode therapy — LEDT) foram investigados com maior
detalhamento e foi sugerido que os efeitos primarios da LLLT (absorcdo da luz pela
Cox) conduziriam a efeitos secundarios, como mudancas nas taxas de sintese de DNA e
RNA pelas células em funcdo do aumento da sintese de ATP (KARU, 1999). Nesse
contexto, foi demonstrado também que a luz emitida pela LEDT é absorvida pela Cox
aumentando a atividade dessa enzima in vivo (HAYWORTH et al., 2010). A partir
desse momento, podemos observar que a luz emitida por lasers e LEDs (fototerapia)
pode produzir efeitos semelhantes de fotobiomodulagdo mediado pela Cox
(FERRARESI; HAMBLIN e PARIZOTTO, 2012).

O fendmeno da fotobiomodulacéo também foi investigado quanto as modulagGes
de expressdo génica mediadas pela fototerapia de baixa intensidade (luz emitida por

lasers e LED), sobretudo relacionadas ao metabolismo celular (ZHANG et al., 2003;
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MASHA; HOURELD e ABRAHAMSE, 2013). Nesse contexto, um dos estudos de
grande importancia na literatura foi o conduzido por ZHANG et al. (2003), o qual
identificou o fenbmeno da fotobiomodulacdo em fibroblastos ap6s a irradiagdo com
laser vermelho (628 nm). A fotobiomodulagédo reportada nesse estudo foi a modulagao
da expresséo de 111 genes de diferentes fungdes que, dentre essas funcdes, destacaram-
se a superexpressdo de genes relacionados a proliferacdo celular e inibicdo ou menor
expressdo de genes relacionados a apoptose celular.

Mais recentemente foi demonstrado que a fototerapia por laser (LLLT) também
na faixa do vermelho (660 nm) foi capaz de modular a expresséo de genes relacionados
a cadeia transportadora de elétrons em cultura de fibroblastos, principalmente dos
transcritos relacionados a enzima Cox e ao complexo ATP sintase (complexo V)
(MASHA; HOURELD e ABRAHAMSE, 2013), confirmando resultados prévios sobre
a interacdo da luz com as mitocondrias celulares (KARU, 1999; KARU; PYATIBRAT
e AFANASYEVA, 2004; KARU e KOLYAKOQV, 2005). Nesse contexto, além da
modulagéo da expresséo de genes mitocondriais, a LLLT parece influenciar a expressao
de diversas vias de sinalizagdes celulares (GAO e XING, 2009).

Recentemente a fototerapia por lasers e LEDs tem sido utilizada para o aumento
de desempenho muscular em modelos experimentais, bem como em estudos clinicos
(FERRARESI; HAMBLIN e PARIZOTTO, 2012; BORSA; LARKIN e TRUE, 2013;
LEAL-JUNIOR et al., 2013). Os estudos incluidos nessas trés revisfes da literatura
sobre essa tematica apontam para uma efetividade da fototerapia no aumento do nimero
de repeticdes nos exercicios, reducdo de fadiga e protecdo contra o dano muscular.
Diversos mecanismos ja foram investigados para se elucidar esses efeitos, como a
quantificacdo de metabdlitos de vias do metabolismo energético como o lactato,

enzimas do metabolismo energético como a lactato desidrogenase (VIEIRA et al., 2006)
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e enzimas relacionadas ao estresse oxidativo (DE MARCHI et al., 2012). No entanto,
nenhum estudo investigou os efeitos de um programa de treinamento fisico associado a
LLLT sobre a modulagdo da expressédo génica de tecido muscular em humanos.

Dessa maneira, nesse presente estudo foi conduzido um programa de
treinamento de forca (80% da carga de 1 repeticdo maxima em leg press — 1RM)
durante 12 semanas em leg press associado ou ndo a LLLT aplicada ap6s cada sessao de
treinamento para se avaliar a modulacdo da expressdo génica do tecido muscular.
Homens jovens, sadios e fisicamente ativos participaram desse estudo. AvaliacOes
iniciais e finais de 1RM em leg press e dinamometria isocinética avaliaram o
desempenho muscular dos voluntérios; e a perimetria da coxa avaliou os incrementos de
volume da coxa ap6s o programa de treinamento. Antes e apds o0 programa de
treinamento foram realizadas bidpsias musculares para se analisar a modulacdo da
expressao génica do tecido muscular. Porém, uma vez que nao ha estudos na literatura
reportando quais genes possivelmente seriam responsivos ao treinamento associado a
LLLT, decidimos realizar analises globais (todo o genoma humano) por meio de

microarrays.

MATERIAIS E METODOS
Desenho do estudo e declaracdo de ética

O presente estudo foi clinico, controlado e randomizado. Foram inscritos
homens jovens, fisicamente ativos e submetidos a treinamento fisico de forga por um
periodo de 12 semanas. A figura 1 representa o desenho experimental e organizacdo das
avaliacOes realizadas durante todo o estudo. Esse estudo foi aprovado pelo comité de
ética em pesquisas com seres humanos da Universidade Federal de Sdo Carlos —

UFSCar (numero de protocolo 040/2011 — Apéndice 1) e registrado no Clinical Trials
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(NCTO01784432). Os voluntarios foram recrutados entre os estudantes de graduacdo da
UFSCar e todos foram informados sobre os objetivos do estudo, procedimentos e, apds

a admissdo ao experimento, assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido.
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Voluntarios, critérios de incluséo e excluséo

Trinta e seis estudantes fizeram parte desse estudo e declararam ser saudaveis.
Os critérios de inclusdo desse estudo foram: idade entre 18 e 25 anos, massa corpdrea
entre 65 e 100 Kg, IMC inferior a 26kg/m?, altura entre 1,60 e 1,90 m, clinicamente
saudaveis, sedentarios e/ou fisicamente ativos, portanto ndo atletas conforme
CASPERSEN; PEREIRA e CURRAN (2000) e WAWRZYNIAK et al. (1996). Os
critérios de exclusdo foram: histdria prévia de algum grau de lesdo muscular no
quadriceps femoral (6 meses prévios ao estudo), e/ou problemas no sistema
cardiovascular, e/ou osteomioarticular, e/ou presenca de doencas sistémicas, como

doencas metabdlicas (exemplo: diabetes mellitus), durante as avaliagdes iniciais.

Randomizacéo e grupos do estudo

Os 36 voluntarios aptos a participarem do estudo foram alocados
randomicamente (sorteio) em trés grupos iguais: GC (grupo controle), GT (grupo
treinamento) e GTL (grupo treinamento associado a laserterapia de baixa intensidade).
Entretanto, houve desisténcia de dois voluntarios do grupo GC, um do grupo GT e outro
do grupo GTL. Também, um voluntario do grupo GT e outro do grupo GTL se
lesionaram durante o programa de treinamento fisico e ndo puderam cumprir todo o
programa pré-estabelecido de treinamento (12 semanas). Estes voluntarios cumpriram 9
e 10 semanas, respectivamente. Portanto, o tamanho amostral do estudo foi de 30

voluntarios.

Instrumentos
Foi utilizado um leg press inclinado a 45° para o teste de uma repeticdo méaxima

(1RM); gonibmetro para a determinacdo do angulo de flexdo do joelho no teste de
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1RM; metronomo digital para a padronizacdo dos tempos de contragbes musculares
concéntricas e excéntricas durante o periodo de treinamento; um dinamometro
isocinético computadorizado (Biodex, Multi-Joint System 111 — New York — USA) para o
registro das varidveis isocinéticas de desempenho muscular; fita métrica para mensurar
a perimetria da coxa dos voluntarios; 8 agulhas metélicas para bidpsias musculares;
lamina de bisturi nimero 11; lidocaina a 2% sem vasoconstrictor para anestesia local
durante os procedimentos de bidpsia muscular; reagentes para analise de expressao
génica por microarrays e 5 slides de 4x44K cada com sequencias complementares de
41.000 genes humanos transcritos e representados por oligonucleotideos de 60 mer da
plataforma Agilent (Agilent, Santa Clara — CA, USA); RNeasy Mini Kit(50) Cat N°
74104 para purificagdo (clean-up) das amostras de RNA mensageiro (mMRNA)

(QIAGEN Brasil, S&o Paulo, BRA).

Protocolos de avaliacdo, treinamento e laserterapia de baixa intensidade

Perimetria da coxa: A perimetria da coxa foi mensurada entre a meia distancia da

espinha iliaca anterossuperior e a base da patela do membro inferior dominante de cada
sujeito. O membro inferior dominante foi determinado como aquele utilizado para
chutar uma bola com maior precisdo. Essa avaliacdo foi realizada na posicao ortostatica
e 0s musculos da coxa relaxados. A perimetria foi mensurada somente no inicio e final

do estudo.

Avaliacdo em dinamdmetro isocinético (BIODEX): Primeiramente os voluntarios

realizaram um breve aquecimento (5 minutos) em bicicleta ergométrica (Ergo-FIT -
Ergo 167 Cycle, Pirmasens, DEU) com carga de 100 W. Em seguida os voluntarios

foram posicionados no dinamdmetro isocinético, o qual foi previamente calibrado. Os
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individuos assumiram uma postura devidamente alinhada e estabilizada por cintos com
a finalidade de evitar possiveis movimentos compensatorios, conforme instrucfes do
fabricante. A avaliagdo foi realizada apenas no membro inferior dominante do
voluntario e o eixo de rotagdo do dinamémetro foi ajustado com o eixo do joelho desse
mesmo membro avaliado (ao nivel do epicondilo lateral do fémur). O quadril foi
estabilizado em flexdo de 80° e o braco de alavanca do equipamento fixado
aproximadamente a 1 cm proximal do maléolo tibial. Pardmetros como altura e base da
cadeira, distancia do espaldar, nivel do assento e base do dinamometro foram ajustados
para cada individuo. Antes do inicio da avaliacdo, foi realizada uma familiarizacdo ao
aparelho que incluiu a realizacéo de trés contra¢fes musculares concéntricas voluntérias
submaximas, em toda a amplitude de movimento padronizada e pré-programada (0°-
70°), com velocidade constante de 60°s. Apds 3 minutos de repouso, o teste foi iniciado
com a realizagdo de 2 séries de cinco contracBes concéntricas voluntarias maximas e
reciprocas do quadriceps femoral e isquiotibiais, separadas por um intervalo de 3
minutos entre cada uma, do quadriceps femoral e isquiotibiais, em toda a amplitude de
movimento de flexdo-extensdo do joelho padronizada e pré-programada [Figura 2].
Encorajamento verbal e visual foi dado aos voluntarios para se alcangar o méximo de
esforgo. A avaliacdo do torque isocinético foi mensurada em Pico de Torque (PT —
maior torque gerado entre as duas séries da avaliagdo) e Média de Pico de Torque (MPT
— média dos picos de torque gerados nas duas séries da avaliagdo), Poténcia extensora
(POT — média entre as duas séries da avaliacdo) e o Trabalho extensor (TRAB — média
das duas series da avaliacdo) dos musculos extensores do joelho. Foram realizadas todas
as avaliagOes propostas para a identificacdo de alteragOes na forca (torque), poténcia e
trabalho isocinético dos musculos extensores do joelho de todos os voluntarios dos

grupos GC, GT e GTL nos periodos pré e pds-treinamento fisico. Vale ressaltar que o0s
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dados dessa avaliagdo foram somente aceitos se apresentassem um coeficiente de

variagdo menor que 10% (DAWN T. GULICK et al., 1998/1999).

Figura 2. Posicionamento do voluntario no dinamémetro isocinético (lado esquerdo da
figura) e amplitude de movimento desenvolvida na avaliagdo isocinética (lado direito da
figura).

Teste de uma repeticdo maxima em leg press (L1RM): Para essa avaliacdo foi utilizado

um leg press com inclinagéo de 45°. Primeiramente foi realizado um breve aquecimento
(5 minutos) em bicicleta ergométrica (Ergo-FIT — Ergo 167 Cycle, Pirmasens, DEU)
com carga de 100 W. Em seguida foi demonstrada, pelo avaliador, a técnica de
levantamento da carga no teste. A carga maxima imposta para a realizacdo da contracao
muscular excéntrica/ concéntrica em leg press 45° foi escolhida de forma subjetiva,
respeitando-se o limite de cinco tentativas e intervalos de 3 a 5 minutos entre cada uma
delas, evitando disfuncdes metabdlicas que prejudicassem a qualidade do teste. Para as
avaliacbes pré-treinamento fisico, foi realizada uma familiarizacdo ao aparelho que
consistiu de 10 repeticbes com uma carga aleatéria, estimada subjetivamente e inferior a

60% da 1RM. Essa carga subjetiva foi identificada de acordo com o grau de esforgo
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fisico que o voluntério realizou na familiarizacdo ao aparelho, seguindo-se a escala de
OMNI, onde 0 corresponde a extremamente facil e 10 extremamente dificil (IRVING et
al., 2006). Também foram padronizadas a posi¢cdo de inicio, final e a amplitude do
movimento (90° a 0°), com auxilio de gonidmetro e uma marcagdo (em centimetros) no
aparelho de leg press, reduzindo a variabilidade nos resultados do teste. Foram
realizadas todas as avaliacGes propostas para a identificacdo de alteracbes na carga
maxima de trabalho de todos os voluntérios dos grupos GC, GT e GTL nos periodos pré

e pés-treinamento fisico. A figura 3 ilustra essa avaliagdo.

Figura 3. Posicionamento do voluntario no teste de uma repeticdo maxima em leg press
(1RM) (lado esquerdo da figura) e determinagdo da amplitude de movimento nessa
avaliacdo (centro e lado direito da figura).

Treinamento: Apds 2 dias das avaliagcBes iniciais de perimetria, dinamometria
isocinética e 1RM, os voluntérios dos grupos GTL e GT iniciaram um programa de
treinamento fisico de forca, baseado na literatura cientifica especifica (WERNBOM,;
AUGUSTSSON e THOMEE, 2007; RATAMESS et al.,, 2009). O programa de
treinamento consistiu de dois treinos semanais em leg press inclinado a 45° em dias néo
consecutivos. O periodo total do treinamento foi de 12 semanas consecutivas (3 meses),

totalizando 24 sessGes. A intensidade do treinamento foi sempre de 80% da 1RM e o
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volume do treino de 50 repeticBes, dividido em 5 séries de 10 repeticdes cada. Caso o
voluntario ndo conseguisse completar as 10 repeticGes de cada série, ele realizava o
nimero maximo de repeticbes até a sua falha muscular concéntrica durante essa série e
Ihe era concedido o intervalo de repouso. O intervalo de repouso entre as séries foi de 2
minutos e os sujeitos foram instruidos quanto a velocidade da realizacdo do exercicio
por meio de um metronomo: 2 segundos de contracdo muscular excéntrica para 1
segundo de concéntrica (WERNBOM; AUGUSTSSON e THOMEE, 2007). Todos 0s
treinos foram monitorados quanto a temperatura ambiente (23-26 °C) e a amplitude de
movimento desenvolvida nos testes de 1RM e durante o treinamento em leg press,
validando a carga dos testes de 1RM e cada treino. Os ajustes da carga de trabalho
foram realizados por meio de reavaliagdes da 1RM a cada 8 treinos, sempre no mesmo
periodo do dia que o sujeito estabeleceu para treinar e, dessa forma, o substituiu. Dois
dias ap6s o 24° treino, os sujeitos foram submetidos as avalia¢Ges finais de perimetria

da coxa, dinamometria isocinética e 1RM.

Laserterapia de baixa intensidade (low-level laser therapy — LLLT): Os sujeitos do

grupo GTL foram submetidos a um protocolo de fototerapia por laser de baixa
intensidade imediatamente apds cada sessdo de treinamento [Figura 4]. O tratamento
com laser infravermelho foi atraves da técnica de contato; feixe estacionado e
perpendicular com a pele dos sujeitos; por 24 dias; sobre 7 regibes distribuidas no
ventre do masculo quadriceps femoral de cada membro inferior, sobre area previamente
demarcada (primeira regido a 10 cm abaixo da espinha iliaca anterossuperior e as
demais regibes distribuidas equidistantemente até o fim do mdsculo vasto medial,

proximo ao polo superior da patela) e registrada como forma de tornar as sessdes de
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aplicacdo do laser mais uniformes. Os parametros da LLLT no estudo foram: aparelho
na faixa do infravermelho préximo (808nm), contendo seis diodos dispostos
transversalmente e com poténcia de 60 mW cada; modo continuo; area do feixe de
0,0028 cm?; energia por ponto (diodo) de 0,6 J; energia total por sessdo em cada
membro inferior foi de 25,2 J e a total de 50,4) (ambos 0s membros); densidade de
energia ou fluéncia por diodo de 214,28 J/cm?; densidade de poténcia por diodo de
21,42 W/cm? e tempo de aplicacdo de 70 segundos por membro e 140 segundos no total

(ambos 0s membros).

Figura 4. Aplicacdo da laserterapia de baixa intensidade (low-level laser therapy —
LLLT) sobre a coxa dos voluntarios imediatamente apds uma sessdo de treinamento.

Bidpsia muscular: Foram realizadas bidpsias musculares nos periodos pré e pés-

treinamento fisico dos voluntérios dos grupos GT e GTL. Previamente a biopsia, foi

realizada a assepsia e anestesia local utilizando lidocaina a 2% sem vasoconstrictor

163



[Figura 5]. Em seguida, foi demarcada a regido da retirada do fragmento muscular. O
fragmento do masculo vasto lateral foi obtido na metade da distancia entre uma linha
imaginéria de inicio no trocanter maior até o apice da patela (SCHILLING et al., 2005).
O ponto exato para a retirada do fragmento do masculo foi a 15 cm acima da borda
superior da patela [Figura 6]. Ap6s a marcacao, foi realizada uma pequena incisdo, de
aproximadamente 0,5 cm na pele, tecido subcutaneo e fascia muscular utilizando uma
lamina de bisturi n°11 (SCHILLING et al., 2005) [Figura 7]. Posteriormente, foi
inserida agulha de bidpsia 4,5mm para a obtencdo do fragmento do musculo vasto
lateral [Figura 7]. Vale ressaltar que as bidpsias musculares foram realizadas em

duplicata.

Figura 5. Assepsia da regido da coxa (lado esquerdo da figura) e anestesia local com
xilocaina a 2% sobre a regido do vasto lateral (lado direito da figura).
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1 Apice da patela

Borda superior
da patela

N Y
Figura 6. Local da bidpsia do musculo vasto lateral, conforme seta e indicacdo de
namero 3.

Figra 7. Incisdo realizada com lamina de bisturi (Iado esquerdo da figura) e introdéo
da agulha de bidpsia no musculo vasto lateral (lado direito da figura).
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Imediatamente apoés a retirada, o fragmento muscular foi depositado em criotubo
livre de DNAses e RNAses, previamente mergulhado em nitrogénio liquido. A amostra
contida no criotubo foi congelada em nitrogénio liquido [Figura 8] até o armazenamento
em freezer -80 °C do laboratério de eletrotermofototerapia da UFSCar para posterior
extracdo do RNA mensageiro (RNAm) que foi mantido em freezer -80 °C até a sua
utilizacdo. Por fim, a incisdo foi ocluida com micropore [Figura 9] sem necessidade de
sutura local (SCHILLING et al., 2005). Os voluntarios foram instruidos a ndo retirarem
0 curativo antes de 2 dias e também a ndo realizarem esforgos intensos com o membro
biopsiado. Este procedimento foi realizado pelo Médico Cirurgido — Ortopedista

(colaborador do estudo).

Figura 8. Fragmento muscular (lado esquerdo da figura) e armazenamento em
nitrogénio liquido (lado direito da figura).
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% A .
Figura 9. Incisdo da biopsia (lado esquerdo da figura) e oclusdo com micropore (lado

direito da figura).

Extracdo de RNA mensageiro (RNAm): A extracdo do RNAm das biopsias musculares

utilizou o reagente TRIzol e seguiu a rotina dos laboratorios da Fundagdo Hemocentro e
Hematologia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao
Paulo: 1) cada criotubo contendo o fragmento muscular foi pesado em balanca de
precisdo; 2) o fragmento muscular foi colocado em outro recipiente e o criotubo inicial
foi novamente pesado. Dessa maneira, foi calculada a diferenca entre o peso inicial e
final (peso do fragmento muscular); 3) foi calculada a quantidade de TRIzol e
glicogénio para serem adicionados a cada fragmento muscular, respeitando a proporcéo
de 10 mg de tecido/ 800 pl de TRIzol (Invitrogen) e 10 mg de tecido/ 10 pl de
glicogénio (USB); 4) cada amostra (biopsia + TRIzol e glicogénio) foi macerada e
homogeneizada por um homogeneizador (Fisher, modelo PowerGen 125, UK) e
adicionando-se fracdes da quantidade de Trizol até a quantidade total; 5) a amostra foi
incubada em temperatura ambiente por 5 minutos e logo apés foi armazenada em gelo
seco; 6) cada amostra foi posteriormente incubada em temperatura ambiente por 5
minutos; 7) foi adicionado 200 pl de cloroférmio para cada ml de TRIzol e

homogeneizado por 15 segundos em agitador vortex; 8) em seguida cada amostra foi
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centrifugada por 15 minutos a 14.000 rpm e 4°C; 9) o sobrenadante (RNAm) foi
transferido para outro tubo Eppendorf®; 10) foi adicionado 500 pl de isopropanol e a
amostra foi incubada em temperatura ambiente por 15 minutos para se retirar o TRIzol;
11) a amostra foi centrifugada a 14.000 rpm por 10 minutos 4°C; 12) o sobrenadante foi
desprezado; 12) o pellet (RNAm) foi lavado do fundo do Eppendorf® com etanol 70%
na proporcdo de 1 ml/ ml de TRIzol utilizado na amostra; 13) o Eppendorf® foi
invertido e o sobrenadante descartado; 14) o Eppendorf® foi seco em temperatura
ambiente por 10 minutos de cabeca para baixo; 15) o0 RNAm foi dissolvido em &gua
livie RNA (12 a 15 pl por Eppendorf®); 16) foi utilizada uma aliquota de 1 pl para se
quantificar a concentracdo de RNAm por meio de espectrofotometro (NanoVue — GE

Healthcare, USA).

Expressdo génica por microarrays: Inicialmente foi realizado a purificacdo (clean-up)

do RNAm das amostras utilizando RNeasy Mini Kit(50) Cat N° 74104 (QIAGEN) de
acordo com o seu manual de instrucbes. Apos esse processo, 0 RNAm total foi
quantificado por espectrofotdometro. O volume total de RNAm para as reacdes de
microarray foi de 5,3 pl para cada amostra, com concentrac6es variando de 2,7 a 12 pg/
pl. Também, por meio de eletroforese em gel de agarose, uma aliquota do RNAmM das
amostras foi investigada quanto a sua integridade (demonstrada pelas bandas 28S e 18S)
[Figura 10], fotodocumentadas por camara escura de mesa com transiluminador interno
de luz ultravioleta (UV) acoplado a camara fotografica, conforme rotina dos
laboratérios da Fundagdo Hemocentro e do Hematologia da Faculdade de Medicina de

Ribeirdo Preto (PANEPUCCI et al., 2010). A figura 10 ilustra as amostras de RNAm de
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28S
18S

8 dos 10 voluntérios (4 do grupo GT e 4 do GTL) no momento pré e pds-treinamento,

as quais foram utilizadas para 0s experimentos de microarrays.

7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Figura 10. Investigacdo da integridade do RNA mensageiro (RNAm) em eletroforese
em gel de agarose. Amostra 13 é foi controle; amostras 15 e 19 foram descartadas.

Uma vez purificada e analisada a integridade do RNAm, foi iniciado o protocolo
para a andlise de expressao génica global por microarrays. Foi utilizada a plataforma
Agilent Whole Human Genome (4X44K) Oligo Microarray Kit (Agilent, Santa Clara,
CA, USA; G4112F) one-color, contendo 41.000 sondas para identificagdo de todos os
genes humanos conhecidos, representados por oligonucleotideos de 60 mer. Essa
analise de expressdo génica foi realizada em cinco voluntérios dos grupos GT e cinco do
GTL escolhidos aleatoriamente. Utilizou-se 0 RNAm desses voluntarios tanto do

momento pré quanto do pds-treinamento. Essa analise foi dividida em etapas:

1) Preparagdo do controle One-Color Spike-Mix conforme manual do fabricante
(Agilent). Foi adicionado 2 pl de Agilent One-Color Spike-Mix para 38 pl de
Buffer de Diluicdo do kit (proporcéo de 1:20). Posteriormente foi retirado 2 pl
dessa primeira diluicdo e diluido em 48 ul de Buffer de diluigdo (proporcéo de
1:25). Sequencialmente, 8 pl da segunda diluigdo foi novamente diluido em 32

pl (proporcdo de 1:5) desse mesmo Buffer. Finalmente, foi adicionado 5 pl da
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2)

3)

4)

5)

terceira diluicdo ao RNAm (extraido das amostras de tecido muscular) o qual
estava com volume igual a 5,3 pl e concentragdo superior a 1.000 ng/ pul;
Consistiu em sintetizar o DNA complementar (cDNA) ao RNAm. Foram
adicionados 1,2 ul da enzima T7 Promoter Primer aos 5 pl do One-Color Spike
Mix (terceira diluicdo) mais 5,3 pul de RNAm de cada amostra, totalizando um
volume de 11,5 pl para cada amostra. Esse mix foi incubado por 10 minutos a
65°C e incubado em gelo por 5 minutos;

Foi preparado o cDNA Master Mix, o qual foi composto por: 5X First Strand
Buffer (4 pl/ reacdo); 0.1 M DTT (2 pl/ reagéo); 10mM dNTPmix (1 pl/ reagéo);
MMLV-RT (1 pl/ reacdo) e RNaseOut (0,5 pl/ reacédo), totalizando 8,5 pl de
cDNA Master Mix por reac¢do (cada amostra). Em seguida, o cDNA Master Mix
foi adicionado a cada amostra de RNAmM da segunda etapa, incubado-se
posteriormente por 2 horas a 40°C e a 65°C por mais 15 minutos. Por fim, o mix
de RNAmM e cDNA Master Mix foi incubado em gelo por 5 minutos.

Sintetizar o0 RNA complementar (CRNA) a partir do cDNA previamente
transcrito e marca-lo. Preparou-se o Transcription Master Mix, composto por
agua livre de nucleases (15,3 pl/ reacdo); 4X Transcription Buffer (20 pl/
reacdo); 0.1 M DTT (6 pl/ reagéo); NTP mix (8 pl/ reacdo); 50% PEG (6,4 pul/
reacdo); RNaseOut (0,5 ul/ reacédo); Pirofosfatase inorgénica (0,6 pl/ reacdo); T7
RNA Polimerase (0,8 pl/ reacdo) e Cyanine 3-CTP para a marcacdo do cRNA
(2,4 pl/ reacdo). Foi adicionado 60 pl do Transcription Master Mix a cada
amostra da reacéo final da terceira etapa e incubada a 40°C por 2 horas. Nesse
passo, cada amostra totalizou o volume de 80 pl;

Foi realizada a purificagdo do cRNA amplificado e marcado usando RNeasy

Mini Kit(50) Cat N° 74104 (QIAGEN). Nessa etapa, foram adicionados: 20 pl
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6)

7)

de &gua livre de nucleases; 350 pl de Buffer RLT e 250 pul de etanol a 96%. Em
seguida, foram transferidos 700 pl desse mix para um RNeasy mini column
dentro de um tubo coletor de 2 ml. Centrifugou-se por 30 segundos, a 13.000
rotacGes por minuto (rpm) e 4°C. O RNeasy mini column foi transferido para
outro tubo coletor e adicionou-se 500 ul de Buffer RPE (contendo etanol). Foi
novamente centrifugado a 13.000 rpm e a 4°C (duas vezes). O RNeasy mini
column foi transferido para outro tubo coletor, agora com 1,5 ml. Foram
adicionados 30 ul de agua livre de RNAse diretamente sobre a membrana do
RNeasy mini column e apds 5 minutos, foi centrifugado por 1 minuto e 30
segundos a 13.000 rpm. O RNeasy mini column foi descartado e 0 RNA
marcado e purificado foi incubado em gelo;

Foi realizada a quantificagio do cRNA marcado e atividade da Cyanine. O
cRNA total de cada amostra foi quantificado espectrofotometricamente por
(NanoVue — GE Healthcare, USA), utilizando-se a razdo 260/280, dado em ng/
pl. A quantificacdo da Cyanine foi da mesma maneira, porém em pmol/ pl. A
concentragdo de cCRNA marcado e a concentragéo de Cyanine foram calculados
a partir das formulas contidas no manual do fabricante (Agilent): [cCRNA] * 30ul
/ 1.000 = pg de cRNA; [Cyanine] / [cCRNA] * 1.000= pmol de Cyanine por ug
de cRNA. Nessa etapa, todas as amostras continham concentra¢des acima dos
niveis criticos considerados para hibridacdo, os quais sdo: [CRNA] < 1,65 ug e
[Cyanine] < 9,0 pmol,

Para a hibridacdo, primeiramente foi preparado a solugédo “10X Blocking
Agent”, a qual consistiu de 10X Blocking Agent mais 500 ul de agua livre de
nuclease. Posteriormente, ao volume/ massa de 1,65 ug de cRNA marcado e

guantificado, foram adicionados: 11 pl de 10X Blocking Agent; 52,8 pl de agua
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livre de nuclease e 2,2 pl de 25X Fragmentation Buffer, com o volume total de
55 ul. Em seguida foi incubado a 60°C por 30 minutos para fragmentacéo do
cRNA. Apoés fragmentacdo, foram adicionados 55 pl do buffer 2X GEx
Hybridization HI-RPM a amostra e, dos 110 pl finais da solucéo de hibridacéo,
100 pl foram utilizados conforme recomendado pelo fabricante (Agilent). Para
hibridar o cRNA marcado ao chip de microarray, utilizou-se Gasket (Agilent,
G2534A) e camara de hibridacdo SureHyb (Agilent, G2534A), por 17 horas
(overnight), a 65°C e a 4 rpm em forno de hibridacdo (Agilent, G2545A) [Figura

11]. A disposicao das amostras nas hibridac6es esta representada na figura 12.

Gasket Agilent

Figa 11. Gasket e cdmaras de hibridacao 'Ag_ilent (Iado esquerdo da figura) e forno de
hibridacao Agilent (lado direito da figura).
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Arrays

Array 1_1 Array 1_2 Array 1_3 Array 1_4
B | Sample: Sample: Sample: Sample:
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C . . . .
0 GT1 pre GT1pos GTL1 pre GTL1 pds
D
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B | Sample: Sample: Sample: Sample:
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C . . . .
0 GT 2 pre GT2 pos GTL2 pre GTL2 pos
D
E
B | Sample: Sample: Sample: Sample:
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0 GT 3 pré GT3 poés GTL3 pre GTL3 pos
D
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B | Sample: Sample: Sample: Sample:
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C . . . .
o GT 4 pré GT4 poés GTL4 pre GTL4 pos
D
E
B | Sample: Sample: Sample: Sample:
A
R
C . ; . .
0 GT5 pre GT5 pos GTL5 pre GTLS5 pos
D
E

Figura 12: Distribuicdo das amostras dos grupos GT e GTL para a hibridagdo com os

chips de microarrays.

8) Ap0s hibridacéo, os chips de microarrays foram lavados, secos, escaneados e 0s
dados extraidos utilizando o software Agilent Feature Extraction (version 8.5).
A figura 13 mostra um exemplo de chip de microarray escaneado apos
hibridacdo. E importante destacar que cada ponto verde da figura 13 possui

coordenadas X e Y para a identificagdo de cada sonda (gene), configurando-se
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em um mapa. A figura 14 ilustra didaticamente como ocorre a hibridagdo da
amostra de interesse ao chip de microarray. Também, os valores de expressdo
dos genes sdo proporcionais a intensidade do brilho do fluoréforo utilizado, que
nesse estudo foi o Cye 3 (green). O relatério gerado pelo software Agilent
Feature Extraction revelou que as hibridizagdes foram realizadas com sucesso,
pois o coeficiente de variagdo mediano obtido a partir dos sinais de fluorescéncia
dos diferentes controles (“Spike In” — a partir do uso do kit “One Color RNA
Spike-In Kit”) foi adequado para todas as hibridagdes. A figura 15 ilustra
graficamente o coeficiente de variacdo dos sinais de fluorescéncia obtidos para
os diferentes controles (esquerda) e a relagéo linear entre o sinal obtido e a
concentracdo dos Spikes (direita). Resultados representativos do experimento de

microarray da amostra GT1 pré.

Figura 13: Chip de microarray escaneado apés hibridacéo.
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Figura 14: Chip de microarray e suas sondas para hibridagdo com a amostra
investigada.
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Figura 15. Indicadores de qualidade das hibridacGes: grafico do coeficiente de variagdo
dos sinais de fluorescéncia obtidos para os diferentes controles (esquerda) e a relagédo
linear entre o sinal obtido e a concentragdo dos Spikes (direita) do experimento de
microarray da amostra GT1 pré.
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9) Foi realizada a extracdo dos dados de expressao génica dos chips de microarrays
e exportados em formato de planilhas do Microsoft Excel, as quais contém mais
de 43.000 linhas e 20 colunas, descrevendo informagdes sobre nimero, nome,
descricdo do gene e seu valor de expressdo. Também, o nome e numero de cada
sonda de identificacdo do gene, sequencia de nucleotideos das sondas e
localizacdo de cada sonda nos chips de microarrays de todos os 10 voluntarios
(5 do grupo GT e 5 do grupo GTL), tanto no momento pré, quanto no momento

pos-treinamento fisico.

Andlise estatistica

Foi analisada a normalidade da distribuicdo dos dados pelo teste de Shapiro
Wilk’s W e a homogeneidade das variancias pelo teste de Levene. O efeito do
treinamento sobre a 1RM, desempenho muscular em dinamometria isocinética e a
perimetria da coxa foram verificados por meio da andlise de variancias (ANOVA) de
duas vias (two-way) com medidas repetidas. Os fatores independentes foram o grupo
(com 3 niveis — GTL, GT e GC) e o tempo (com 2 niveis — inicial e final), o qual
também foi considerado como medida repetida. Quando encontradas diferencas
significativas, realizamos o teste de post hoc de Tukey HSD. Os efeitos do treinamento
foram analisados pela variacdo percentual em relagdo a linha de base (considerada
100%) e comparado entre os grupos pelo teste de Kruskal-Wallis (trés grupos: GLT
versus GT versus GC). O nivel de significancia foi de P < 0,05.

A analise estatistica dos dados de expressao génica pré e pds-treinamento por

microarrays foi conduzida utilizando teste t pareado para os grupos GT e GTL, bem
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como entre os grupos (GT versus GTL) por meio de teste t ndo pareado considerando os
dados de expressdo do pos-treinamento desses grupos.

Ap06s o processo de hibridacdo das amostras com o0s chips de microarrays,
escaneamento e extracdo dos dados de expressdo com o software “Agilent Feature
Extraction” (version 8.5), foram iniciadas a triagem e as analises estatisticas para
identificarmos quais transcritos foram modulados significativamente (P < 0,05) pelo
treinamento fisico de forca associado ou ndo a laserterapia de baixa intensidade (LLLT).
O primeiro passo foi a normalizagdo da intensidade dos valores de expressdao obtidos
nos microarrays através da utilizacdo da mediana desses valores. As figuras 16, 17 e 18

representam os dados normalizados.
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Figura 16: Normalizacdo da intensidade dos valores de expressdo através da mediana.
Analise pareada para o grupo GTL (grupo treinamento associado a laserterapia de baixa
intensidade).
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Figura 18: Normalizacdo da intensidade dos valores de expressdo atraves da mediana.
Analise ndo-pareada entre os grupos GTL (grupo treinamento associado a laserterapia
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Apb6s a normalizagdo da intensidade dos valores de expressdo, conduzimos
outras duas filtragens dos dados para retirar das andlises estatisticas as cépias ou
replicatas das sondas que s&o normalmente impressas nos chips de microarrays, bem
como sondas ndo detectadas e/ou com erros, permitindo, assim, apenas um valor por
gene a ser considerado nas analises estatisticas. Esses filtros excluem as sondas
comprometidas e ndo detectadas, alem de fazer uma media aritmética das intensidades

das demais sondas detectadas para 0 mesmo gene.

RESULTADOS

Dados antropométricos

Os dados antropométricos dos voluntarios, incluindo idade, massa corporal,

altura e perimetria da coxa pré e pés-treinamento sdo mostrados nas tabelas 1 e 2.

Pré-treinamento

Grupos Idade MC Altura IMC PD

GC 21,80+2,61 77,10£13,50 1,80+0,05 23,47+3,83 56,95+5,67
GT 21,20+2,57  75,70+6,39 1,7840,05  23,79+1,92 56,25+3,79
GTL 19,70+0,82 76,60+11,50 1,78+0,06 24,00+2,15 56,25+4,20

Tabela 1: Valores das médias = desvio-padrdo da caracterizagdo antropométrica dos
voluntarios de cada grupo no momento pré-treinamento fisico. Idade (anos); MC=
massa corporal (Kg); altura (metros); IMC=indice de massa corpérea (Kg/m?); PD=
perimetria da coxa do membro inferior dominante (centimetros). Grupos: GC (grupo
controle), GT (grupo treinamento), GTL (grupo treinamento associado a laserterapia de
baixa intensidade).
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Pés-treinamento

Grupos Idade MC Altura IMC PD

GC 21,80+2,61 77,20£13,33 1,80+0,05 23,47+3,85 56,90+5,61
GT 21,20+2,57  76,84+7,39  1,78+0,05 24,48+1,90 57,80+3,50
GTL 19,70+0,82 77,60+12,12 1,78+0,06 24,29+2,30 58,80+4,73

Tabela 2: Valores das médias + desvio-padrdo da caracterizacdo antropométrica dos
voluntarios de cada grupo no momento pos-treinamento. Idade (anos); MC= massa
corporal (Kg); altura (metros); IMC=indice de massa corpdrea (Kg/m?); PD= perimetria
da coxa do membro inferior dominante (centimetros). Grupos: GC (grupo controle), GT
(grupo treinamento), GTL (grupo treinamento associado a laserterapia de baixa
intensidade).

N&o houve diferencas significativas para o aumento ou diminui¢do de massa
corporal e IMC entre os grupos (P > 0,05). A perimetria da coxa dos voluntarios do
grupo GT apéds o treinamento foi maior (P < 0,001), assim como o grupo GTL também
aumentou a perimetria da coxa (P < 0,001), enquanto o grupo GC ndo aumentou (P >
0,05) nas analises de variancia (ANOVA). Na anélise de Kruskal-Wallis, 0 aumento de
2,8% na perimetria da coxa do grupo GT foi maior que a diminuigéo de 0,08% do grupo
GC (P = 0,004). O aumento de 4,6% na perimetria da coxa dos voluntarios do grupo
GTL foi maior que a diminui¢do de 0,08% do grupo GC (P < 0,001). Entre 0s grupos

GT e GTL né&o houve diferenga significativa (P > 0,05).

Dinamometria isocinética (Biodex) e teste de 1 repeticdo maxima em leq press (1RM):

O desempenho muscular em dinamémetro isocinético e teste de 1RM em leg
press nos momentos pré e pos-treinamento de todos os grupos do estudo (GT, GTL,

GC) estdo apresentados nas tabelas 3, 4, 5 e 6.
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Pré-treinamento

Grupos MPT PT POT TRAB
GC 227,08+29,71  245,95+26,67  151,44+17,41 962,36+126,50
GT 225,63+22,37  242,73+17,27  154,82+15,96  965,66+83,29
GTL 218,03+38,40  234,72+36,57  149,96+23,80 947,96+168,38

Tabela 3: Valores das médias + desvio-padrdo da Média dos Picos de Torque (MPT)
expresso em N-m (Newton-metro); Pico de Torque (PT) expresso em N-m (Newton-
metro); Poténcia (POT) expressa em W (Watt) e Trabalho (TRAB) expresso em J (Joule)
dos musculos extensores do joelho na avaliagio do desempenho muscular em
dinamometria isocinética (BIODEX) no momento pré-treinamento fisico. Grupos: GC
(grupo controle), GT (grupo treinamento), GTL (grupo treinamento + laserterapia de
baixa intensidade).

Pdés-treinamento

Grupos MPT PT POT TRAB
GC 220,86+25,06  238,89+24,99 152,34+12,64 961,77+102,83
GT 235,66+25,70  250,61+26,01 164,49+12,96 1.028,82+123,66
GTL 236,38+39,46  248,72+41,01 169,14+28,64 1.044,83+173,00

Tabela 4: Valores das médias + desvio-padrdo da Média dos Picos de Torque (MPT)
expresso em N-m (Newton-metro); Pico de Torque (PT) expresso em N-m (Newton-
metro); Poténcia (POT) expressa em W (Watt) e Trabalho (TRAB) expresso em J (Joule)
dos musculos extensores do joelho na avaliagio do desempenho muscular em
dinamometria isocinética (BIODEX) no momento pés-treinamento. Grupos: GC (grupo
controle), GT (grupo treinamento), GTL (grupo treinamento associado a laserterapia de
baixa intensidade).
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1RM leg press

Grupos Pre-treinamento Pos-treinamento
GC 347,00+64,29 349,00+65,05
GT 387,90+65,23 500,50+88,48
GTL 352,50+49,33 552,10+67,90

Tabela 5: Valores das médias + desvio-padrdo da carga do teste de 1RM em leg press
expressos em kilograma (Kg). Valores para 0s momentos pré, pds-treinamento. Grupos:
GC (grupo controle), GT (grupo treinamento), GTL (grupo treinamento associado a
laserterapia de baixa intensidade).
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Ganho e perda (%) ap6s ANOVA (pré x pés-treinamento) Kruskal-Wallis

Variavel treinamento (P valor) (P valor)

GTL GT GC GTL GT GC GTLxGC GTLxGT GTxGC
1RM leg press 57,71 29,08 0,66 P <0,001* P <0,001* P =0,099 P <0,001* P =0,033* P =0,033*
MPT 8,89 4,49 -2,50 P <0,001* P=0,118 P =0,577 P =0,001* P=0,965 P =0,044*
PT 5,97 3,13 -2,76 P =0,014* P =0,357 P =0,476 P <0,001* P=0,612 P =0,047*
POT 12,91 6,75 1,07 P <0,001* P =0,0/0 P =0,999 P =0,002* P =0,401 P =0,213
TRAB 10,70 6,52 0,38 P =0,001* P=0,07/5 P =1,000 P =0,011* P =0,759 P =0,239

Tabela 6. Grupos: GC (grupo controle), GT (grupo treinamento), GTL (grupo treinamento associado a laserterapia de baixa intensidade).
Siglas: massa corporal (MC); massa magra (MM); perimetria da coxa do membro inferior dominante (PD); Média dos Picos de Torque
(MPT), Pico de Torque extensor (PT), Poténcia (POT) e Trabalho (TRAB) dos musculos extensores do joelho. *: significancia estatistica.
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Analise de expressdo génica por microarrays:

Considerando o grupo GTL, abaixo segue a figura 19 que representa a tabela
exportada do software Genespring, a qual traz um sumario dos genes diferencialmente
expressos e classificados por magnitude de mudanca (fold change — FC) e também pelo
valor de P. E importante notar que o nimero de genes considerados nas anélises foi de

29.665, e ndo 0s 41.000 genes impressos nos chips de microarrays.

Test Description

Selected Test : T Test paired
p-value computation: Asymptotic
Multiple Testing Correction: No Correction

Result Summary

P all P <0.05 P <0.02 P <0.01 P < 0.0050 P < 0.0010
FC all 1027 604 333 85
FC> 1.1 15536 2118 993 586 325 83
FC>15 2113 485 251 157 81 25
FC > 2.0 389 106 61 a1 21 8
FC > 3.0 49 21 18 i1 6 1
Expected by c.. 1483 593 29 148 29

Figura 19: Sumario do numero de genes diferencialmente expressos e classificados de
acordo com a sua magnitude de mudanca (fold change — FC) e valor de P para o grupo
GTL (grupo treinamento associado a laserterapia de baixa intensidade).

A figura 20 representa a distribuicdo dos genes diferencialmente expressos (em
vermelho) de acordo com a sua magnitude de mudanca (fold change - FC). A parte A da
figura 20 representa um FC de 1,0; a parte B um FC de 1,5; a parte C um FC de 2,0; a
parte D um FC de 3,0 e a parte E representa um FC de 4,0. E importante notar que a
grande maioria dos genes diferencialmente expressos foi modulada na ordem de 1 a 2

vezes referente a condicdo pré-treinamento.
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Figura 20: Distribuicdo dos genes diferencialmente expressos no grupo GTL (grupo
treinamento associado a laserterapia de baixa intensidade) de acordo com a magnitude
de mudanca (fold change — FC). A= FC de 1,0; B= FC de 1,5; C= FC de 2,0; D= FC de
3,0; E= FC de 4,0.

Da mesma maneira que foi conduzida a andlise estatistica para o grupo GTL,
conduzimos as andlises para o grupo GT. A figura 21 representa uma tabela
sumarizando os genes diferencialmente expressos e classificados por magnitude de
mudanca (fold change — FC) e também pelo valor de P para o grupo GT. E importante
notar que o numero de genes considerados nas andlises foi de 29.784, e ndo os 41.000

genes impressos nos chips de microarrays.

185



Test Description

Selected Test : T Test paired
p-value computation: Asymptotic
Multiple Testing Correction: No Correction

Result Summary

Pall P <0.05 P <0.02 P<0.01 P < 0.0050 P < 0.0010
FC all (> B S 663 317 154 26
FC> 1.1 17885 1692 627 296 144 25
FC> 1.5 2160 410 176 85 24 5
FC > 2.0 493 103 52 29 14 2
FC > 3.0 75 17 13 9 5 2
Expected by c... 1489 595 297 148 29

Figura 21: Sumario do numero de genes diferencialmente expressos e classificados de
acordo com a sua magnitude de mudanca (fold change — FC) e valor de P e para o grupo
GT (grupo treinamento).

A figura 22 representa a distribuicdo dos genes diferencialmente expressos (em
vermelho) de acordo com a sua magnitude de mudanca (fold change - FC) do grupo GT.
A parte A da figura representa um FC de 1,0; a parte B um FC de 1,5; a parte C um FC
de 2,0; a parte D um FC de 3,0 e a parte E da figura representa um FC de 4,0. E
importante notar que a grande maioria dos genes diferencialmente expressos também foi

modulada na ordem de 1 a 2 vezes referente a condicao pré-treinamento.
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Figura 22: Distribuicdo dos genes diferencialmente expressos no grupo GT (grupo
treinamento) de acordo com a magnitude de mudanca (fold change — FC). A= FC de
1,0; B=FC de 1,5; C=FC de 2,0; D= FC de 3,0; E= FC de 4,0.

Comparamos os grupos GTL e GT na condicdo pos-treinamento por meio de
teste t ndo pareado, conforme descrito anteriormente. A figura 23 traz 0 sumario dos
genes diferencialmente expressos e classificados por magnitude de mudanca (fold
change — FC) e também pelo valor de P. E importante notar que o nimero de genes
considerados nas analises foi de 29.784, e ndo os 41.000 genes impressos nos chips de

microarrays.
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Test Description

Selected Test :

p-value computation:

T Test unpaired

Multiple Testing Correction:

Result Summary

Asymptotic

No Correction

Pall P <0.05 P <0.02 P < 0.01 P<0.0050 P <0.0010
FC all 9784) Q485D 497 213 99 18
FC> 1.1 18022 1474 494 211 99 18
FC> 1.5 3011 655 234 104 53 10
FC > 2.0 617 163 65 43 26 5
FC > 3.0 68 25 11 6 4 0
Expected by ... 1489 595 297 148 29

Figura 23: Sumario do numero de genes diferencialmente expressos e classificados de
acordo com a sua magnitude de mudanca (fold change — FC) e valor de P entre os
grupos GTL (grupo treinamento associado a laserterapia de baixa intensidade) e grupo
GT (grupo treinamento) pos-treinamento.

A figura 24 representa a distribuicdo dos genes diferencialmente expressos (em

vermelho) de acordo com a sua magnitude de mudanca (fold change - FC). A parte A da

figura representa um FC de 1,0; a parte B um FC de 1,5; a parte C um FC de 2,0; a parte

D um FC de 3,0 e a parte E da figura representa um FC de 4,0. E importante notar que a

grande maioria dos genes diferencialmente expressos também foi modulada na ordem

de 1 a 2 vezes referente a condigéo pré-treinamento.
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Figura 24: Distribuicdo dos genes diferencialmente expressos entre 0os grupos GT
(grupo treinamento) e GTL (grupo treinamento associado a laserterapia de baixa
intensidade) de acordo com a magnitude de mudanca (fold change — FC) poés-
treinamento. A= FC de 1,0; B=FC de 1,5; C= FC de 2,0; D= FC de 3,0; E= FC de 4,0.

Um detalne de extrema importancia referente a quantidade de genes
diferencialmente expressos para todas as analises realizadas no software Genespring €
gue muitas sondas identificadas com valores significativos de expressdo ndo codificam
gene algum (sondas de controle dos microarrays) ou sdo sondas de genes com funcéo
desconhecida. Dessa maneira, foi realizada uma filtragem manual adicional dessas
sondas, utilizando o mapa das sondas dos chips de microarrays (Agilent) como padrao,

excluindo as sondas desconhecidas e de controle. Assim, 0 numero total de genes que
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foi significativamente expresso no grupo GTL foi de 1.985 e nédo 2.242; no grupo GT
foi 1.539 e ndo 1.793, e nas comparagOes ndo pareadas entre os grupos foi de 1.185 e
ndo 1.485.

Por fim, analisamos as duas listas (tabelas) de genes diferencialmente expressos
referente aos grupos GTL e GT a fim de identificarmos genes diferencialmente
expressos de forma concomitante nesses dois grupos. Assim, fizemos uma analise de
interseccdo entre os transcritos significativamente expressos nos grupos GTL e GT, a
qual identificou 328 genes. A figura 25 é um Diagrama de Venn que representa essa

analise de interseccao.

Figura 25: Diagrama de Venn ilustrando a analise de interseccdo dos genes
significativamente expressos em ambos 0s grupos (GTL e GT). GT (grupo treinamento)
e GTL (grupo treinamento associado a laserterapia de baixa intensidade).

Apls as andlises estatisticas dos genes diferencialmente expressos nos
microarrays, identificamos e avaliamos 0s genes candidatos a endogenos
(housekeeping) por meio do software geNorm e seguindo a literatura cientifica (DE

JONGE et al., 2007).
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A identificacdo dos melhores genes enddgenos é de fundamental importancia
para a posterior validagdo, por meio de RT-PCR, dos resultados obtidos nas analises
estatisticas dos microarrays. Na literatura cientifica os genes mais utilizados sdo, sem
duvida, os genes GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) e ACTB (actin,
beta) (DE JONGE et al., 2007). No entanto, tivemos o cuidado de checar se realmente
esses genes candidatos a enddgenos (housekeeping) sdo realmente estaveis entre 0s
grupos e condi¢bes (pré e pds-treinamento) do presente estudo, pois o proprio
treinamento fisico associado ou ndo a laserterapia de baixa intensidade (LLLT)
promove adaptacdes estruturais nas fibras musculares, como incremento de proteinas
contrateis. Além desse viés, é sabido que a LLLT pode alterar o metabolismo celular de
forma significativa (ZHANG et al., 2003; SILVEIRA et al.,, 2009; PEPLOW e
BAXTER, 2013) e, por conseguinte, talvez interferir na expressédo do gene GAPDH que
codifica a enzima gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, importante para o metabolismo
dos carboidratos. Também, é sabido que o metabolismo energético anaerdbio latico
(glicolitico e com producdo de &cido latico) é o metabolismo predominante no
fornecimento de energia durante o treinamento fisico de forga empregado nesse estudo.
Dessa maneira, buscamos outros genes candidatos a genes enddgenos baseando-se nos
dados de expressao dos microarrays de ambos os grupos (GT e GTL) que ndo foram
significativamente modulados e que s&o referéncias na literatura cientifica (DE JONGE

et al., 2007), conforme tabela 7 abaixo:
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Simbolo do Gene

Nome oficial do Gene

HPRT1 hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1
OAZ1 ornithine decarboxylase antizyme 1
ERCC6 excision repair cross-complementing rodent repair

deficiency, complementation group 6

COVAL1 atualizado para ENOX2

ecto-NOX disulfide-thiol exchanger 2

PRDM4

PR domain containing 4

RPS13 ribosomal protein S13
RPL27 ribosomal protein L27
RPS20 ribosomal protein S20
RPS29 ribosomal protein S29
RPL24 ribosomal protein L24

Tabela 7: Genes candidatos a enddgenos (housekeeping) nos experimentos de

microarrays.

O resultado da anélise da estabilidade dos genes por meio do software geNorm

esta apresentado na figura 26 abaixo:

Average expression stability values of remaining control genes

Average expression stability M

0.05 4

&

Least stable genes Most stable genes ::::>

Figura 26: Analise da estabilidade ou menor variacdo de expressdo dos genes
candidatos a enddgenos para 0s experimentos de microarrays para ambos 0s grupos do
estudo: GT (grupo treinamento) e GTL (grupo treinamento associado a laserterapia de

baixa intensidade).
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Apo6s verificarmos que 0s genes mais estaveis e possiveis candidatos a
enddgenos nos experimentos de microarrays foram os genes RPS20, RPS29, RPS13 e
RPL27, sintetizamos pares de iniciadores (primers) para testar a sua estabilidade em
RT-PCR. Também, optamos por sintetizar e testar primers para 0s genes HPRT1 e

GAPDH. O desenho dos primers desses genes segue na tabela 8 abaixo:

NM (Gene) Gene-Primer Sequéncia

NM_001023 (RPS20) RPS20_RT_F 5 TGCTGACTTGATAAGAGGCG 3’
RPS20_RT_R 5" GATCCCACGTCTTAGAACCTTC 3’

NM_001032 (RPS29) RPS29_RT_F 5" GCACTGCTGAGAGCAAGATG 3’
RPS29 RT_R 5 ATAGGCAGTGCCAAGGAAGA 3’

NM_001017 (RPS13) RPS13 RT_F 5 TCTCCTTTCGTTGCCTGATC 3’
RPS13 RT R 5 AATCTGCTCCTTCACGTCG 3’

5" ATCGCCAAGAGATCAAAGATAA
NM_000988 (RPL27)  RPL27_RT_F 3
RPL27_RT_R 5 TCTGAAGACATCCTTATTGACG 3’

NM_002046 (GAPDH) GAPDH_RT F 5 ACATCGCTCAGACACCATG 3’
GAPDH_RT_R 5 TGTAGTTGAGGTCAATGAAGGG 3’

NM_000194 (HPRT1) HPRT1_RT_F 5 TGCTGAGGATTTGGAAAGGG 3’
HPRT1 RT R 5 ACAGAGGGCTACAATGTGATG 3’

Tabela 8. Desenho dos pares de primers para avaliagdo de genes enddgenos.

Uma vez sintetizado os pares de primers, iniciamos a transcri¢do reversa do
RNA mensageiro das amostras de todos os voluntarios que participaram das analises de
microarrays, bem como dos demais voluntarios. Para a transcricdo reversa do RNA
mensageiro (sintese de cDNA), utilizamos o kit High Capacity cDNA Reverse

Transcription (Applied Biosystems) seguindo seu manual de instrugcdes e ciclo em
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termociclador de 25°C (10 minutos), seguido de 37°C (120 minutos) e 4°C (infinito —
armazenamento).

Depois de sintetizado o cDNA de todas as amostras, as reacbes em RT-PCR
utilizaram o Kit GoTag® qPCR Master Mix (Promega) seguindo também seu manual de
instrugdes, incluindo o reagente CXR Refence Dye no preparo do Mix de Reacgdo na
proporcao de 0,5 pl para 50 pl de reacdo. O ciclo utilizado foi de 50°C (1x2 minutos),
95°C (1x10 minutos), 95°C (40x15 segundos), 60°C (40x1 minuto), 95°C (1x 15
segundos), 60°C (1x30 segundos), 95°C (1x15 segundos).

Nas anélises de RT-PCR dos genes candidatos a enddgenos (housekeeping) de
todas as amostras dos voluntarios (pré e pos-treinamento), foram obtidos os valores dos
cycle thresholds (CTs). A partir desses valores, uma nova analise da estabilidade dos
genes candidatos a enddgenos foi realizada utilizando-se o software geNorm. O
resultado dessa analise [Figura 27] esta de acordo com a analise prévia realizada a partir
dos valores de expressao génica dos microarrays [Figura 26], evidenciando que o gene
RPS20 é o mais estavel (com menor variagao de expressdo) e o gene GAPDH ndo é um
bom gene enddgeno para esse estudo. Dessa maneira, para todas as andlises de

validac&do dos experimentos de microarrays utilizamos o gene endégeno RPS20.
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Figura 27: Analise da estabilidade ou menor variacdo de expressdo dos genes
candidatos a enddgeno analisados em RT-PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase
Quantitativa em Tempo Real) considerando ambos os grupos da pesquisa: GT (grupo
treinamento) e GTL (grupo treinamento associado a laserterapia de baixa intensidade).

Apos identificacdo dos genes enddgenos apropriados, iniciamos o processo de
validacdo dos resultados obtidos nos experimentos de microarrays. Essa validacéo
consistiu em verificar se 0s genes identificados como diferencialmente expressos nos
microarrays possui 0 mesmo padrdo de expressdo (mais ou menos expresso — up ou
down regulated) e se a magnitude de mudanca nessa expressao (fold change — FC) €
semelhante aos resultados obtidos nas andlises em RT-PCR. Dessa maneira,
sintetizamos pares de primers para genes importantes no contexto do treinamento fisico
e laserterapia de baixa intensidade, os quais foram identificados como diferencialmente
expressos intra e intergrupos. No entanto, com intuito de confirmar a validacdo dos

resultados, sintetizamos mais trés pares de primers para 0s genes CS (citrate synthase),
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SOD2 (superoxide dismutase 2, mitochondrial) e NFKB (nuclear factor NF-kappa-B)
que ndo foram significativamente expressos nos microarrays, tanto nos testes pareados
(intragrupos) e ndo pareados (intergrupos) para, dessa maneira, confirmar por RT-PCR,
os resultados encontrados nas andlises estatisticas dos microarrays. O desenho dos

primers desses genes segue na tabela 9 abaixo:

NM (Gene) Gene-Primer Sequéncia

NM_000245 (MET) MET_RT_F 5" GCTCCGTATCCTTCTCTGTTG 3’
MET_RT_R 5" GTGTGGACTGTTGCTTTGAC 3’

NM_002478
(MYOD1) MYOD1_RT _F 5 CGAACCCCAACCCGATATAC 3’

MYOD1 RT_R 5 GGGCATTTAAGTTCAATCTTTTGG 3

NM_005259 (MSTN=
GDF8) MST RT F 5 TGATCTTGCTGTAACCTTCCC 3’
MST RT R 5 TCGTGATTCTGTTGAGTGCTC 3’

NM_032588 (TRIM63) TRIM63_RT_F 5 GCCACCTTCCTCTTGACTG 3’
TRIM63_RT_R 5 CGTCTGCTATGTGCTCTAAATCC 3’

NM_004958 (mTOR=
FRAP1) MTOR RT F 5 CTGAACTGGAGGCTGATGG 3’
mTOR_ RT R 5 TGGTCCCCGTTTTCTTATGG 3’

NM_005163 (AKT1) AKTL RT F 5 GAAGGACCCCAAGCAGAG 3’
AKTL RT R 5 CTTGAAGGGTGGGCTGAG 3’

NM_003998 (NFKB1) NFKB1_RT_F 5 GAACCACACCCCTGCATATAG 3’
NFKB1 RT_R 5 GCATTTTCCCAAGAGTCATCC 3’

NM_004077 (CS) CS_RT_F 5’ TGAGGGTGGCAATGTAAGTG 3’
CS_RT_R 5" TTAGCCAGACAAGCACTTCC 3’

NM_000636 (SOD2) SOD2_RT_F 5" CCTGGAACCTCACATCAACG ¥’
SOD2 RT R 5" GCTATCTGGGCTGTAACATCTC 3’

Tabela 9. Desenho dos pares de primers dos genes sintetizados e utilizados para a
validacao dos resultados dos experimentos de microarrays.
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Conforme descrito nas analises estatisticas, foram realizados testes pareados
para 0os grupos GTL e GT, e um teste ndo pareado entre esses grupos (condicdo pos-
treinamento). Também foram geradas listas de genes mais e menos expressos de forma
significativa (P < 0,05). Considerando os genes diferencialmente expressos nos grupos
GTL e GT, identificamos que houve um aumento de expressdo significativa para os
genes mTOR (mechanistic target of rapamycin) e AKT1 (v-akt murine thymoma viral
oncogene homolog 1) e um decréscimo também significativo na expressdo dos genes
MSTN (myostatin) e TRIM63 (tripartite motif containing 63, E3 ubiquitin protein
ligase) apenas para o grupo GTL.

Com intuito de validar esses resultados dos experimentos de microarrays,
analisamos a expressdo dos genes da tabela 10 em RT-PCR seguindo a literatura
cientifica (SCHMITTGEN e LIVAK, 2008) e considerando a magnitude de mudanca
(fold change — FC) desses genes alvos (NEUBAUER et al., 2013). Para o célculo do FC
em RT-PCR, consideramos o método comparativo de limiar de ciclo (cycle threshold —
Ct), também conhecido como 2 ™' (SCHMITTGEN e LIVAK, 2008). Nesse método,
é importante ressaltar que o Ct do gene alvo quantificado em RT-PCR ¢é subtraido do Ct
do gene enddgeno também quantificado em RT-PCR. Por isso, é imprescindivel a
identificacdo de genes enddgenos estaveis nas diferentes condi¢cbes do estudo para
deixar em evidéncia apenas as mudancas de FC do gene alvo.

Como temos dois momentos de avaliagdo nessa pesquisa (pré e pos-treinamento)
analisamos o Ct de cada gene alvo e também do enddgeno mais estavel (RPS20, de
acordo com as analises do software geNorm) nesses dois momentos. Assim,
consideramos a situacdo pré-treinamento como a linha de base e de valor 1. A partir
dessa linha de base, caso ocorra 0 aumento de expressdo do gene alvo, o valor dos

2 —-AACt

calculos para é superior ao valor 1 e esse valor é considerado como o fold change

197



(FC) de expressdo. Mas se houver diminuicdo na expressao do gene alvo, esse valor
sera menor que 1 e entdo calculamos o fold change como: -1/valor de expressao
(SCHMITTGEN e LIVAK, 2008). Por fim, para ambas as metodologias (microarrays e
RT-PCR), consideramos a magnitude de mudanca ou FC (fold change) dos genes alvos
para as comparacoes e validacdo dos resultados obtidos nos microarrays.

Abaixo seguem a figuras 28 e 29 que compreendem 8 e 6 gréficos,
respectivamente, exibindo o fold change obtido nas andlises estatisticas pareadas de
microarrays e RT-PCR para os genes AKT1, mTOR, MSTN e TRIM63 [Figura 28] e
CS, SOD2 e NFKB [Figura 29] para os grupos GTL e GT (analises pareadas).

Destacamos a grande semelhanca no comportamento e valores dos resultados
obtidos nos microarrays e RT-PCR para a parte A da figura 28 (genes AKT1, mTOR,
MSTN e TRIM63) do grupo GTL. Ja a parte B da figura 28 (grupo GT), 0s genes
AKT1, mTOR, MSTN e TRIM63 ndo foram diferencialmente expressos (P > 0,05) com
referéncia a linha de base (valor 1) nas andlises estatisticas pareadas nos microarrays e
RT-PCR. Na Figura 29, a parte A (grupo GTL) e B (grupo GT) ndo foram
significativamente expressos nos microarrays com confirmacgdo desses resultados por
RT-PCR. Ainda, considerando o processo de validagdo dos resultados obtidos nas
analises de expressdo génica por microarrays, selecionamos 0s genes MYOD1
(myogenic differentiation 1), MET (met proto-oncogene) e TRIMG63 (tripartite motif
containing 63, E3 ubiquitin protein ligase) dentre os genes diferencialmente expressos
apontados no teste t ndo pareado entre grupos GTL (pos-treinamento) versus GT (pos-
treinamento). A figura 30 compreende os graficos exibindo o fold change obtido nessas
anélises com as validagbes por RT-PCR para esses genes. O fold change da ultima

coluna (microarray) € muito semelhante a diferenca entre o fold change dos grupos
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GTL e GT pos-treinamento, analisada em RT-PCR. Ressaltamos ainda que o grupo GT

pos-treinamento foi tomado como linha de base para as comparagdes intergrupos.
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Figura 28: A) Graficos que representam 4 genes (AKT1, mTOR, MSTN e TRIM®63) significativamente expressos nas anélises pareadas de microarrays e
confirmados por RT-PCR para o grupo GTL. B) Graficos que representam os mesmos genes (AKT1, mTOR, MSTN e TRIMG63) que nao foram diferencialmente
expressos nas analises pareadas de microarrays e confirmados por RT-PCR para o grupo GT. Todos os resultados foram expressos em magnitude de mudanca
(fold change) e a validacdo desses resultados foi confirmada por RT-PCR. RT-PCR= Reacdo em Cadeia da Polimerase Quantitativa em Tempo Real; GTL=
grupo treinamento associado a laserterapia de baixa intensidade; GT= grupo treinamento; * significncia estatistica (P < 0,05) (pré versus pos-treinamento).
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Figura 29: A) Graficos que representam 3 genes (CS, SOD2 e NFKB) néo significativamente expressos nas analises pareadas de microarrays e
confirmados por RT-PCR para o grupo GTL. B) Gréficos que representam 0s mesmos genes (CS, SOD2 e NFKB) que também ndo foram
diferencialmente expressos nas analises pareadas de microarrays e confirmados por RT-PCR para o grupo GT. Todos os resultados foram
expressos em magnitude de mudanca (fold change) e a validacdo desses resultados foi confirmada por RT-PCR. RT-PCR= Reacdo em Cadeia da
Polimerase Quantitativa em Tempo Real; GTL= grupo treinamento associado a laserterapia de baixa intensidade; GT= grupo treinamento.
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Figura 30: Gréficos que representam 3 genes diferencialmente expressos nas analises ndo pareadas de microarrays entre os grupos GT e GTL.
Todos os resultados foram expressos em magnitude de mudanca (fold change) e a validacdo desses resultados foi confirmada por RT-PCR. RT-
PCR= Reacdo em Cadeia da Polimerase Quantitativa em Tempo Real; GTL= grupo treinamento associado a laserterapia de baixa intensidade;
GT= grupo treinamento; * significancia estatistica (P < 0,05) (GT p0ds-treinamento versus GTL pds-treinamento).
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Abaixo segue a tabela 10 (analises pareadas) e a tabela 11 (analises nao
pareadas) das analises estatisticas dos genes utilizados na validacdo dos resultados dos
microarrays. Nessas tabelas estdo todos os valores de P e a magnitude de mudanca (fold
change) dos genes alvos e a qual grupo pertence esses resultados. Dessa maneira,

consideramos validados os resultados obtidos nos microarrays.

Anélises pareadas

Gene Grupo Fold-Change P valor
Microarray RT-PCR Microarray RT-PCR
AKT1 GTL (pré x p6s) 1,36* 1,45+0,23* 0,022* 0,012*
AKT1 GT (pré x pos) 1,00 0,74+1,50 P> 0,05 0,413
mTOR GTL (pré x pds) 1,30* 1,45+0,28* 0,002* 0,027*
mTOR GT (pré x pos) 1,00 0,42+1,49 P> 0,05 0,610
MSTN GTL (pré x pds) -1,82* -1,86+1,50* 0,035* 0,013*
MSTN GT (pré x pos) 1,00 -1,23+£1,58 P> 0,05 0,084
TRIM63 GTL (pré x pds) -1,51* -1,79+1,07* 0,005* 0,002*
TRIM63 GT (pré x pos) 1,00 -0,64+1,38 P>0,05 0,136
CS GTL (pré x pés) 1,00 0,06+1,30 P> 0,05 0,175
CS GT (pré x pos) 1,00 0,29+1,69 P> 0,05 0,292
SOD2 GTL (pré x pds) 1,00 0,49+1,32 P> 0,05 0,309
SOD2 GT (pré x pos) 1,00 0,68+1,53 P> 0,05 0,784
NFKB GTL (pré x p6s) 1,00 -0,07+1,44 P>0,05 0,169
NFKB GT (pré x p6s) 1,00 -0,16+1,50 P> 0,05 0,315

Tabela 10. Anélises pareadas dos genes alvo para a validacdo dos resultados dos
microarrays por RT-PCR. RT-PCR= Reacdo em Cadeia da Polimerase Quantitativa em
Tempo Real; GTL= grupo treinamento associado a laserterapia de baixa intensidade;
GT= grupo treinamento; * significancia estatistica (P < 0,05).

203



Analises ndo pareadas (GTL pds versus GT pos)
Gene Grupos Fold-Change p valor

Microarray RT-PCR Microarray RT-PCR

GTL pos GT pos

MYOD1 GTLxGT 1,62* 1,784+2,79* -0,51+2,17 0,023* 0,033*
MET GTLxGT -1,24*  -1,50+0,40* 0,11+1,35 0,036* 0,004*
TRIM63 GTL x GT -1,30*  -1,79+£1,07* -0,64+1,38 0,034* 0,026*
Tabela 11. Andlises ndo pareadas dos genes alvo para a validacdo dos resultados dos
microarrays por RT-PCR. RT-PCR= Reagdo em Cadeia da Polimerase Quantitativa em
Tempo Real; GTL= grupo treinamento associado a laserterapia de baixa intensidade; GT=
grupo treinamento; * significancia estatistica (P < 0,05).

Andlise global da funcdo biologica dos genes diferencialmente expressos nos

microarrays:

Para as analises de identificacdo da funcdo bioldgica dos genes diferencialmente
expressos nas analises por microarrays, utilizamos o software Ingenuity Pathway
Analysis (IPA) da Ingenuity Systems. Nessas analises, consideramos apenas 0S genes
que tiveram um percentual de mudanga (fold change — FC) acima de 50%, ou seja, FC=
+1,5 com significancia estatistica. Dessa maneira, foram analisados 181 genes mais
expressos e 179 genes menos expressos no grupo GT; 239 genes mais expressos e 214
genes menos expressos no grupo GTL; 216 genes mais expressos e 283 genes menos
expressos nas comparacdes entre GT e GTL poés-treinamento. Também, analisamos
separadamente 0s genes relacionados as mitocondrias celulares, uma vez que é bem
estabelecida a relagéo entre a fototerapia por laser de baixa intensidade (LLLT) e essas
organelas (KARU, 1999).

A caracteristica principal do IPA € o estabelecimento de conex@es entre 0s genes
do banco de dados do usuério, bem como de genes adicionais descritos na literatura e
que possuem conexao direta com tal via de sinalizagcdo. Assim, estabelecemos vias de

sinalizacOes entre esses genes do banco de dados de cada grupo e o banco de dados da
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literatura que esta incorporado no software IPA da Ingenuity Systems. Nesse estudo nos
restringimos apenas a mostrar as vias de sinalizagbes que possuem 0S genes mais e
menos expressos do banco de dados de cada grupo (GT; GTL; GT pds-treinamento
versus GTL pos-treinamento) e que foram identificados e alocados pelo IPA.

Para o grupo GT, a figura 31 representa as conexdes e sinalizacGes dos genes
mais e menos expressos identificados pelo IPA de forma global; e a figura 32 os genes

relacionados as mitocdndrias celulares desse grupo.
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Figura 31. Genes mais expressos (intensidade da cor vermelha significa mais
expressao) e menos expressos (intensidade da cor verde significa menos expressao) de
forma global para o grupo treinamento (GT). Genes em branco ndo pertecem ao banco
de dados do grupo analisado, mas foram adicionados pelo software Ingenuity Pathways
Analysis (IPA) para estabelecer as redes de sinalizagdes.
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Figura 32. Genes mais expressos (intensidade da cor vermelha significa mais
expressao) e menos expressos (intensidade da cor verde significa menos expressao) de
genes relacionados as mitocondrias celulares do grupo treinamento (GT). Genes em
branco ndo pertecem ao banco de dados do grupo analisado, mas foram adicionados
pelo software Ingenuity Pathways Analysis (IPA) para estabelecer as redes de
sinalizag0es.
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De maneira semelhante a analise realizada para o grupo GT, a figura 33
representa as conexdes e sinalizacfes dos genes mais e menos expressos identificados
pelo IPA de forma global para o grupo GTL; e a figura 34 para genes relacionados as

mitocondrias celulares desse grupo.
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Figura 33. Genes mais expressos (intensidade da cor vermelha significa mais
expressao) e menos expressos (intensidade da cor verde significa menos expressao) de
forma global para o grupo treinamento associado a laserterapia da baixa intensidade
(GTL). Genes em branco ndo pertecem ao banco de dados do grupo analisado, mas
foram adicionados pelo software Ingenuity Pathways Analysis (IPA) para estabelecer as
redes de sinalizagdes.
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Figura 34. Genes mais expressos (intensidade da cor vermelha significa mais
expressao) e menos expressos (intensidade da cor verde significa menos expressao) de
genes relacionados as mitocondrias celulares do grupo treinamento associado a
laserterapia da baixa intensidade (GTL). Genes em branco ndo pertecem ao banco de
dados do grupo analisado, mas foram adicionados pelo software Ingenuity Pathways
Analysis (IPA) para estabelecer as redes de sinalizagdes.
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Por fim, foram realizadas analises semelhantes as supracitadas entre 0s grupos

GT pobs-treinamento e GTL pds-treinamento. As figuras 35 e 36 representam as

conexdes e sinalizagbes dos genes mais e menos expressos identificados pelo IPA de

forma global para as analises intergrupos; e a figura 37 para genes relacionados as

mitocondrias celulares.

Extracellular Space
/\
EREMRA _
\ \/ ~~

Other

}é&}\lphm

Plasma Membrane

Cytoplasm

Nucleus

Figura 35. Genes mais expressos (intensidade da cor vermelha significa mais
expressao) e menos expressos (intensidade da cor verde significa menos expressao) de
forma global para o grupo treinamento associado a laserterapia da baixa intensidade
(GTL) pos-treinamento em relagcdo ao grupo treinamento (GT) pos-treinamento. Genes
em branco ndo pertecem ao banco de dados dos grupos analisados, mas foram
adicionados pelo software Ingenuity Pathways Analysis (IPA) para estabelecer as redes
de sinalizagdes.
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Figura 36. Genes mais expressos (intensidade da cor vermelha significa mais
expressao) e menos expressos (intensidade da cor verde significa menos expressao) de
forma global para o grupo treinamento associado a laserterapia da baixa intensidade
(GTL) pds-treinamento em relacdo ao grupo treinamento (GT) poOs-treinamento. Genes
em branco ndo pertecem ao banco de dados dos grupos analisados, mas foram

adicionados pelo software Ingenuity Pathways Analysis (IPA) para estabelecer as redes
de sinalizacdes.
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Figura 37. Genes mais expressos (intensidade da cor vermelha significa mais
expressao) e menos expressos (intensidade da cor verde significa menos expressao)
relacionados as mitocondrias celulares. Andlises entre os grupos GTL (treinamento
associado a laserterapia da baixa intensidade) pos-treinamento em relagdo ao GT (grupo
treinamento pds-treinamento). Genes em branco ndo pertecem ao banco de dados dos
grupos analisados, mas foram adicionados pelo software Ingenuity Pathways Analysis
(IPA) para estabelecer as redes de sinalizacoes.
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DISCUSSAO

Apesar dos efeitos da fototerapia de baixa intensidade ja reportados pela
literatura, considerando a luz emitida pela terapia laser (low-level laser therapy — LLLT)
e terapia LED (light-emitting diode therapy — LEDT), sobre o desempenho muscular em
estudos experimentais e clinicos (FERRARESI; HAMBLIN e PARIZOTTO, 2012;
BORSA; LARKIN e TRUE, 2013; LEAL-JUNIOR et al., 2013), esse é o primeiro
estudo que investigou os efeitos da LLLT sobre a modulagéo da expressdo génica global
do tecido muscular humano irradiado por LLLT durante um programa de treinamento
fisico de forca.

Apbs o programa de treinamento, ambos 0s grupos treinados aumentaram o
desempenho muscular em relacdo ao grupo controle. No entanto, o grupo que treinou e
recebeu a LLLT ap6s cada sessdo de treinamento (grupo GTL) teve maiores
incrementos percentuais de carga no teste de 1RM e melhor desempenho muscular em
dinamometria isocinética quando comparado ao grupo treinamento (GTL) (Ver tabela
6). No entanto, o melhor desempenho muscular do grupo GTL foi apenas a primeira
etapa para se identificar quais sdo 0s possiveis genes modulados pela LLLT e que
podem estar relacionados a melhora de desempenho muscular em humanos. Nesse
contexto, ja existem dados na literatura que demonstram associa¢Ges dos niveis de
expressdo de determinados genes em fungcdo da modalidade esportiva praticada
(STEPTO et al., 2009) e genes candidatos ao melhor desempenho fisico (BRAY et al.,
2009; PERUSSE et al., 2013).

Dessa maneira, realizamos analises de expressdao génica global por microarrays
e também analisamos as redes de interagcGes génicas por meio do software Ingenuity
Pathway Analysis (IPA). Dentre os diversos genes identificados nas analises pareadas e

ndo pareadas, destacamos 0s genes relacionados as mitocéndrias celulares, proliferagcdo
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celular, células satélites musculares, sintese de proteinas (hipertrofia muscular) e
degradacdo de proteinas (atrofia muscular), alocados em redes de interacdes génicas que
tiveram maiores expressoes e/ou quantidade de transcritos em uma mesma rede.

Para 0 grupo GT nas analises pareadas, ndo houve modulacgdo significativa do
gene AKTL1 (v-akt murine thymoma viral oncogene homolog 1) e mTOR (mechanistic
target of rapamycin) relacionado a hipertrofia muscular (COFFEY e HAWLEY, 2007;
HAWLEY, 2009), bem como para a proliferacdo celular ERK (mitogen-activated
protein kinase) (GAO e  XING, 2009). Considerando genes relacionados as
mitocondriais, o gene FIS1 (fission 1 — mitochondrial outer membrane) foi
significativamente menos expresso e o gene ATP5F1 (ATP synthase, H+ transporting,
mitochondrial Fo complex, subunit B1) foi mais expresso, sugerindo que houve uma
sinalizacdo significativa para as mitocondrias musculares desse grupo ndo se
proliferarem e/ou se dividirem (LOSON et al., 2013), bem como um possivel aumento
da atividade do complexo V mitocondrial (ATP sintase) (MASHA; HOURELD e
ABRAHAMSE, 2013).

Em contrapartida, nas analises pareadas do grupo GTL, houve um aumento na
expressdao do gene ERK (mitogen-activated protein kinase), indicando uma proliferagéo
celular (GAO e XING, 2009), corroborado pelo aumento de expressao dos genes AKT1
e mTOR (hipertrofia muscular) e pela menor expressédo dos genes TRIM63 (tripartite
motif containing 63, E3 ubiquitin protein ligase) e MSTN (myostatin). O gene TRIMG63,
também conhecido como MuRF1 (muscle-specific ring finger protein 1), esta
diretamente relacionado & degradacédo de proteinas (atrofia muscular), pois codifica uma
enzima do tipo ligase que conecta o complexo ubiquitina-proteosoma a proteinas alvo
para degradé-las (COFFEY e HAWLEY, 2007; MCCARTHY, 2014). Por sua vez, o

gene MSTN é responsavel pela regulacdo negativa do crescimento de celulas de
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musculo esquelético durante a fase de desenvolvimento embrionario, bem como na fase
adulta (SCHUELKE et al., 2004). Considerando os genes relacionados as mitocondrias,
nas analises pareadas do grupo GTL identificamos que os genes ATP5C1 (ATP
synthase, H+ transporting, mitochondrial F1 complex, gamma polypeptide 1) e
citocromo ¢ oxidase (Cox) foram significativamente mais expressos, sugerindo uma
maior atividade da cadeia transportadora de elétrons e sintese de ATP mediada pela
LLLT. Esses resultados estdo de acordo com a literatura, uma vez que estudos prévios ja
demonstraram a dependéncia da absorcdo da luz pela Cox (efeito primario) que conduz
ao aumento da sintese de ATP mitocondrial (KARU, 1999). No entanto, o complexo
mitocondrial 1 foi significativamente menos expresso, contrariando estudos prévios
sobre o aumento da atividade de todos os complexos da cadeia transportadora de
elétrons (SILVEIRA et al., 2009), mas sugerindo que outros mecanismos ou rotas
metabdlicas foram mais utilizadas para a producdo de ATP pelas mitocdndrias, como
talvez a oxidagdo de lactato durante e apds os exercicios do treinamento (BROOKS et
al., 1999).

As comparagdes intergrupos no momento pos-treinamento (GT versus GTL)
revelaram modulagbes importantes em genes relacionados as células satélites
musculares: MET (MET proto-oncogene, receptor tyrosine kinase), MYOD1 (myogenic
differentiation 1) e MYOG (myogenin — myogenic factor 4) (HAWKE e GARRY,
2001; CHEN e GOLDHAMER, 2003; CHARGE e RUDNICKI, 2004; HOLTERMAN
e RUDNICKI, 2005; KUANG e RUDNICKI, 2008; WILBORN et al., 2009). O gene
MET foi significativamente menos expresso no grupo GTL na condicdo pos-
treinamento comparado ao grupo GT. Esse gene estd relacionado ao estado de
quiescéncia (dorméncia) das células satélites e sugere que houve uma ativagdo dessas

células para o reparo muscular, hipertrofia e/ou melhora do dominio mionuclear em
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funcdo das possiveis microlesdes oriundas do treinamento fisico (PETRELLA et al.,
2008). Essas hipoteses sdo reforcadas pelo aumento de expressao dos genes MYOG e
MYOD1, os quais sdo responsaveis pela diferenciacdo de células satélites em células
musculares (HAWKE e GARRY, 2001; CHEN e GOLDHAMER, 2003; CHARGE e
RUDNICKI, 2004; HOLTERMAN e RUDNICKI, 2005; KUANG e RUDNICKI,
2008; WILBORN et al., 2009). Esses resultados sugerem que 0 processo de reparo
muscular frente as microlesdes oriundas do treinamento fisico de forga foi mais
eficiente com o uso da LLLT. Vale destacar que resultados similares em modelo animal
de crioleséo e tratamento com LLLT identificou aumentos na expressao de MYODL1 e
MYOG daqueles animais tratados com LLLT, conduzindo a um melhor reparo
muscular (ASSIS et al., 2012).

Os genes TRIM63 e FOXO3 (forkhead box O3) foram menos expressos no
grupo GTL pds-treinamento quando comparado ao grupo GT também no pos-
treinamento. A diminui¢do da expressdo desses genes sugere que 0 processo de atrofia
muscular ou degradacgéo de proteinas foi menor nesse grupo. Essa hipétese é baseada na
funcdo das proteinas que esses genes codificam, uma vez que estdo intimamente
relacionados ao equilibrio entre a sintese (hipertrofia) e a degradacdo (atrofia) de
proteinas musculares. Como reportado anteriormente, o gene TRIM63 media a
degradacdo de proteinas via complexo ubiquitina-proteosoma (COFFEY e HAWLEY,
2007; MCCARTHY, 2014) e o gene FOXO3 ¢ acreditado ser um dos iniciadores de
apoptose celular e consequente atrofia muscular, pois é responsavel pela transcri¢do de
genes como TRIM63 (MuRF1) e MAFbx/atrogin-1 (MCCARTHY, 2014).

Por fim, identificamos um aumento na expressdo de genes mitocondriais no
grupo GTL comparado ao GT no pos-treinamento. Os genes COX11 (COX1l

cytochrome c¢ oxidase copper chaperone), TOMM22 (translocase of outer
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mitochondrial membrane), TOMMT70A (translocase of outer mitochondrial membrane
70 homolog A) e TMLHE (trimethyllysine hydroxylase, epsilon) foram
significativamente mais expressos e 0 gene COX5B (cytochrome c oxidase subunit Vb)
foi menos expresso. O gene COX11 aponta para uma maior sintese da enzima Cox,
especificamente para a formacao dos centros de cobre [Cu(B)] e magnésio dessa enzima
que sdo importantes na transferéncia dos elétrons da cadeira transportadora de elétrons
para 0 oxigénio (HUANG et al., 2009). Em contrapartida, o gene COX5B, o qual
codifica uma das diversas subunidades da enzima Cox, foi menos expresso. Ainda
considerando o metabolismo mitocondrial, os genes TOMM22 e TOMMT70A, 0s quais
codificam para proteinas de canais da membrana mitocondrial (BERTOLIN et al.,
2013), foram mais expressos, sugerindo modulagfes no transporte de substancias para
dentro das mitocondrias que podem alterar o metabolismo mitocondrial. Nesse
contexto, 0 gene TMLHE codifica a enzima trimetillisina dioxigenase, a qual participa
diretamente na biosintese de carnitina, responsavel pela entrada de acidos graxos nas
mitocondrias para serem oxidados (ROSENBAUM et al., 2013). A modulagdo desse
gene pode indicar um metabolismo aerébio mais eficiente para a oxidagdo de gorduras e
consequentemente uma redugéo de gordura corporal.

Os resultados desse estudo reforcam os dados da literatura para o aumento do
desempenho muscular com o uso da fototerapia de baixa intensidade (FERRARESI;
HAMBLIN e PARIZOTTO, 2012; BORSA; LARKIN e TRUE, 2013; LEAL-JUNIOR
et al., 2013), mostrando de forma pioneira as bases moleculares para elucidar alguns dos
mecanismos de acdo dessa terapia sobre o tecido muscular em humanos. Além disso,
acreditamos que os resultados desse estudo irdo incentivar novas linhas de pesquisas

que poderdo, possivelmente, utilizar lasers e LEDs no tratamento de doengas diversas,
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como o tratamento de distrofias musculares (FERRARESI e PARIZOTTO, 2013), ou

ainda no combate a obesidade.
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ESTUDO V

Fototerapia no treinamento de forca: ensaio clinico duplo-cego e

controlado com placebo em um par de gémeos idénticos

Artigo submetido ao periddico Lasers in Surgery and Medicine
(ANEXO V)
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RESUMO

Contexto e objetivo: A fototerapia de baixa intensidade tem sido usada para a melhora
da reparacdo tecidual e reducdo de dor. Quando aplicada sobre os musculos
esqueléticos, a fototerapia aumenta o desempenho muscular no exercicio. No0sso
questionamento foi como um par de gémeos idénticos responderia a fototerapia durante
um programa de treinamento de forca.

Desenho do estudo/Materiais e Métodos: Nosso estudo usou a fototerapia real ou
placebo emitida a partir de um arranjo flexivel de LEDs (light-emitting diodes — LEDT):
area = 612 cm? A= 850 nm, energia total= 75 J, tempo de terapia= 15 segundos. A
LEDT foi sequencialmente aplicada sobre os quadriceps femorais dos gémeos idénticos
imediatamente apds cada sessdo de treinamento de forca que consistiu de exercicios em
leg press e cadeira extensora 3 vezes por semana durante 12 semanas.

Resultados: Comparado a terapia placebo, a LEDT aumentou o desempenho muscular
e reduziu a fadiga, marcadores sanguineos de dano muscular induzido pelo exercicio e a
intensidade da dor muscular de inicio tardio. Analises de expressdo génica a partir de
biopsias mostraram uma diminuicdo na inflamacdo (IL1-B) e na atrofia muscular
(MSTN) com a LEDT. As vias de sintese de proteinas (MTOR) e defesa antioxidante
(SOD2) foram superexpressas com a LEDT associada a um aumento no volume
muscular mensurado a partir de imagens de ressonancia magnética (MRI).

Conclusdo: Os resultados sugerem que a LEDT pode ser uma terapia Gtil para os
regimes de treinamento atlético, mas o0 seu uso pode causar preocupagdes sobre “doping
por luz” se essa terapia se tornar generalizada.

Palavras-chave: terapia LED, LLLT, LEDT, expressdo génica, biopsia, atrofia

muscular, hipertrofia muscular
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ESTUDO DE CASO

Dois homens de 19 anos; gémeos idénticos de 1,72 m e 70 kg; jogadores de
futebol universitario; vivendo juntos e tendo os mesmos habitos e dietas foram inscritos
nesse estudo randomizado e duplo-cego controlado por placebo. Apds assinarem um
termo de consentimento aprovado pelo comité de ética em pesquisas em seres humanos
da Universidade Federal de Sdo Carlos (Apéndice Il) e registrado no Clinical Trials
(NCTO01770938), eles foram submetidos a uma anélise gendmica para confirmarem sua
condicdo de gémeos idénticos (VAN DONGEN et al., 2012). Em seguida, ambos
iniciaram um programa de treinamento de forga por 12 semanas consecutivas, 3 vezes
por semana (segundas, quartas e sextas-feiras) combinado com a terapia LED (LEDT)
real ou placebo aplicada sequencialmente sobre os quadriceps femorais apds cada
sessdo de treinamento. Antes e apds o programa de treinamento, foram realizadas
imagens de ressonancia magnética (MRI) dos mdsculos da coxa para se calcular o
volume muscular (ROSS et al., 1996; TRACY et al., 2003), e bidpsias musculares
foram também realizadas no vasto lateral (SCHILLING et al., 2005) para se quantificar
mudangas na expressdo génica por meio de reacdo em cadeia da polimerase quantitativa
em tempo real (RT-PCR). Um dinambmetro isocinético, teste de 1 repeticdo méxima
(1RM) e analises de creatina quinase (CK) no sangue avaliaram a fadiga muscular, a
maxima carga e o dano muscular, respectivamente. A intensidade da dor muscular de
inicio tardio foi avaliada 24 horas apds sessdes de treinamento usando uma escala visual
analdgica (VAS) (CHOW et al., 2009). O treinamento fisico combinado com LEDT
aumentou o desempenho muscular e promoveu menores niveis de CK e dor. Além
disso, a LEDT diminuiu a expresséo génica relacionada a inflamacéo (interleukin 1-5 —
IL1-B) e atrofia muscular (myostatin — MSTN) nos masculos esqueléticos; aumentou a

expressdo génica da via de sintese de proteina (mechanistic target of rapamycin —
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mMTOR) e defesa antioxidante (superoxide dismutase 2 — SOD2), e MRI mostrou um
aumento no volume muscular da coxa com o uso da LEDT comparado a terapia

placebo.

METODOS
Analises gendmicas

Dezesseis locos com repeti¢Bes curtas seguidas (short tandem repeats — STRS)
foram investigados para determinar se ambos 0s irmdos eram gémeos idénticos.
Amostras de DNA foram obtidas de células da mucosa oral usando um swab e 0 DNA
foi extraido usando Qiamp DNA Mini Kit (Qiagen). Co-amplificagdes dos locos
D3S1358, VWA, D16S539, D8S1179, D21S11, D18S51, THO01l, FGA, D5S818,
D13S317, D7S820, TPOX, CSF1PO, Penta D, Penta E e Amelogenin foram realizadas
pela reagéo em cadeia da polimerase usando Human ID kit (QGene, Brazil). ReacGes de
PCR multiplex foram preparadas de acordo com o manual de instrugfes do fabricante.
Todos os locos foram amplificados em termociclador Veriti- 96 (Life Technologies).
Os produtos amplificados foram detectados e separados por eletroforese capilar usando
um MegaBace 1000 System (GE). Os resultados foram analisados e as denominagdes
dos alelos foram estabelecidas automaticamente usando o software Fragment Profiler,

versdo 1.2 (GE).

Imagens de ressonancia magnética (MRI) e volume muscular

Um scanner MAGNETOM CI™ 0,35-T (Siemens) foi usado para adquirir as
imagens dos musculos da coxa. As imagens de MRI foram obtidas em T1 spin-eco com
430 ms de tempo de repeticdo, 26 ms de tempo de eco em matriz de 256 x 256 pixels e

secBes de 10 mm de espessura, similarmente ao reportado em estudo prévio (ROSS et
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al., 1996; TRACY et al., 2003). Os voluntarios ndo se alimentaram ou ingeriram liquido
8 horas antes de seus escaneamentos realizados na posi¢do supina (TRACY et al.,
2003). Para quantificar o volume dos musculos da coxa, as imagens de MRI foram
adquiridas a partir da borda proximal da patela até a espinha anterior e superior,
subtraindo os tecidos 6sseo e gorduroso. As areas de secc¢do transversa (CSA) foram
mensuradas a cada 4 imagens consecutivas (fatias), estabelecendo uma lacuna de 3 cm
entre as mesmas (TRACY et al., 2003), usando o software Weasis (v1.1.2). O volume
muscular (cm®) de cada fatia foi calculado multiplicando a area de tecido muscular
(cm?) pela espessura de cada fatia (10 mm). O volume de todas as lacunas foi calculado
usando piramides truncadas (ROSS et al., 1996; TRACY et al., 2003) como segue

abaixo:

N N
V = ZAlt + h/3 z [Ai—l + Ai + /(Ai—lAi))]
i=1 i=2

One V é volume total da coxa, A é a area de sec¢do transversa do musculo, t é a
espessura da fatia de musculo, h é a distancia (lacuna) entre cada 4 consecutivas fatias,
N é o numero de fatias usadas nos célculos. O volume total foi calculado com a soma do
volume das fatias e lacunas da coxa esquerda. O mesmo nimero de fatias (12) foi usado
antes e ap0s o programa de treinamento para ambos os gémeos. MRI foi realizada na
linha de base (antes da bidpsia da linha de base) e final (24 horas ap6s a segunda
bidpsia). A CSA de cada fatia foi quantificada pelo mesmo avaliador n° 1, o qual foi

cegado para a terapia (LEDT ou Placebo).
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Bidpsia muscular

Ambos os gémeos foram instruidos a ndo realizarem nenhum tipo de
treinamento ou exercicio fisico durante 7 dias antes da primeira bidpsia (linha de base —
pré). O fragmento do musculo vasto lateral foi retirado da regido correspondente a meia
distancia entre uma linha imaginaria comecando no trocanter maior do fémur até a
borda superior da patela (SCHILLING et al., 2005). A pele no local da bidpsia foi limpa
e aplicada uma anestesia local usando 2% de lidocaina sem vasoconstritor. Em seguida
foi realizada uma pequena inciséo (aproximadamente 0,5 cm) na pele, tecido
subcuténeo e fascia muscular utilizando uma lamina de bisturi nimero 11 (SCHILLING
et al., 2005). Apos esse procedimento, uma agulha de bidpsia de 4,5 mm foi inserida
para coletar o fragmento muscular. Imediatamente ap6s a sua retirada, o fragmento
muscular foi colocado em criotubo livre de DNAses e RNAses, congelado em
nitrogénio liquido e armazenado em -80 °C até as andlises de expressdo génica. A

bidpsia final foi conduzida exatamente 24 horas apds a Ultima sessdo de treinamento.

Desempenho muscular

Apds 3 semanas da bidpsia da linha de base, ambos os gémeos foram avaliados
quanto a fadiga muscular por meio do indice de fadiga em dinambmetro isocinético
(Multi-Joint System 3; Biodex, New York, NY) e teste de 1RM em leg press na linha de
base, como descrito previamente na literatura (FERRARESI et al., 2011; VIEIRA et al.,
2012). O teste de 1RM em cadeira extensora foi conduzido para cada um dos membros
inferiores respeitando a amplitude de movimento de 90° a 15° de flexdo do joelho. As
avaliagOes finais foram realizadas na 35° sessdo de treinamento. Ambos 0s gémeos

realizaram todas as avaliages individualmente e foram cegados para os resultados.
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Além disso, todos os testes foram realizados pelo mesmo avaliador (n° 1) o qual foi

cegado para a terapia aplicada (LEDT ou Placebo).

Programa de treinamento

O programa de treinamento em leg press e cadeira extensora foi baseado na
literatura para se adquirir o0 maximo de forca muscular e volume (WERNBOM,;
AUGUSTSSON e THOMEE, 2007). Dois dias ap6s as avaliacdes de desempenho
muscular na linha de base, ambos os gémeos idénticos iniciaram o programa de
treinamento de 12 semanas consecutivas, 3 vezes por semana (segundas, quartas e
sextas-feiras) de forma cega, ou seja, cada gémeo nédo viu o treinamento de seu irméo
[Figura 1]. A intensidade de cada sesséo de treinamento foi de 80% e 50% da carga
determinada pelo teste de 1RM em leg press e cadeira extensora, respectivamente
(FERRARESI et al., 2011). Cada sessdo de treinamento compreendeu 30 repeti¢coes em
leg press (3 séries de 10) mais 30 repeticdes na cadeira extensora (3 séries de 10). O
intervalo de descanso entre as series foi estabelecido em 2 minutos (FERRARESI et al.,
2011). Na cadeira extensora, o intervalo de descanso iniciou imediatamente ap6s ambos
0s membros inferiores realizarem cada série de exercicios. As reavaliacdes de 1RM em
leg press e cadeira extensora foram realizadas na 12° e 24° sessdo de treinamento,
substituindo essas sessfes. O avaliador n° 1 supervisionou todas as sessbes de

treinamento.
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Cadeira Extensora > Arranjo de LEDs Placebo/ LEDT

Figura 1. Sequencia das atividades durante uma sessdo de treinamento. Exercicio em
leg press (primeira atividade); exercicio em cadeira extensora (segunda atividade);
LEDT ou Placebo imediatamente apds os exercicios (terceira atividade). Sigla: Terapia
LED= (light-emitting diode therapy — LEDT).

Fototerapia usando terapia LED (light-emitting diode therapy — LEDT) ou Placebo

O avaliador n° 2 randomizou os gémeos no inicio do estudo para receberem a
LEDT ou Placebo. Cada terapia foi aplicada sobre os muasculos do quadriceps femoral
de ambos os membros inferiores imediatamente ap6s cada sessdo de treinamento,
inicialmente 0 membro inferior direito e em seguida 0 membro esquerdo, tendo essa
ordem de aplicacdo alternada a cada sessdo. Ambos os gémeos foram cegados para as
terapias assim como o avaliador n° 2 foi cegado para o desempenho muscular,
avaliacdes de CK e VAS durante o estudo.

A LEDT usou um arranjo flexivel de LEDs de 34x18 cm contendo 50 LEDs
(850 nm) especialmente construido para pesquisa pela Universidade Federal de S&o
Carlos e Universidade de Sao Paulo, Brazil [Figura 1]. Cada LED tem uma érea de 0,2
cm® e uma poténcia optica de 100 mW, irradiando 1,5 J durante 15 segundos. A
poténcia total usada foi de 5.000 mW e uma energia total aplicada de 75 J sobre cada
membro inferior. Os pardmetros da LEDT foram mensurados e calibrados usando um
medidor de poténcia éptica PM100D Thorlabs® equipado com um sensor modelo

S130C. Todos os parametros da LEDT sé&o apresentados na tabela 1.
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Um botdo escondido no equipamento de LEDT foi acionado pelo avaliador n° 2
durante a terapia Placebo e, assim, o equipamento ndo emitiu luz (0 mW e 0 J). Devido
a natureza invisivel da luz com comprimento de 850 nm, ambos 0s gémeos ndo foram
capazes de distinguir a LEDT da terapia Placebo. Ndo houve nenhuma sensagéo de

aquecimento na pele durante a aplicagdo das terapias.

Tabela 1. Pardmetros da terapia LED (light-emitting diode therapy — LEDT)

Numero de LEDs: 50 na faixa do infravermelho
Comprimento de onda: 850 nm

Frequéncia de pulso: continuo

Poténcia optica de cada LED: 100 mW

Poténcia dptica (arranjo): 5.000 mW

Area de cada LED: 0,2 cm?

Tamanho do arranjo de LEDs: 612 cm?

Densidade de poténcia de cada LED: 500 mW/cm?
Densidade de poténcia do arranjo de LEDs: 8,1 mW/cm?
Tempo de tratamento: 15 seg

Energia total aplicada: 75 J

Densidade de energia de cada LED: 7,5 J/cm?
Densidade de energia do arranjo de LEDs: 0,122 J/cm?

Modo de aplicacdo: em contato com a pele

Marcador bioquimico de lesdo muscular e avaliacdo da intensidade da dor
muscular de inicio tardio

A creatina quinase (CK) foi analisada usando 30 ul de sangue coletado do l6bulo
da orelha 5 minutos antes e 24 horas apds a 1°, 13°, 25° e 36° sessdo de treinamento. A
CK foi mensurada em Reflotron Plus® biochemical analyzer (Roche, DEU)
(HORNERY et al., 2007) seguindo o manual de instru¢cdes do fabricante. A escala
visual analdgica para dor (VAS) com 10 cm foi usada para mensurar a intensidade de
dor muscular de inicio tardio (CHOW et al., 2009) 24 horas ap6s a 1°, 13°, 25° e 36°
sessdo de treinamento. A dor muscular foi induzida através de uma contracgéo voluntéria
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maxima a 0° de flexdo de joelho e sem carga. Essas analises foram realizadas pelo

avaliador n° 1, o qual foi cegado para as terapias (LEDT ou Placebo).

Analise de expressdo génica

A reacdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (RT-PCR) seguiu
as recomendacdes do MIQE guidelines (BUSTIN et al., 2009) e analisou a expressdo
génica de SOD2, mTOR, IL1-f e MSTN usando RPS13 como o gene de referéncia mais
estavel (VANDESOMPELE et al., 2002) comparado aos genes GAPDH, HPRT1 e
RPS29. O RNA mensageiro das biépsias musculares foram extraidos usando TRIzol®
(Life Technologies) e foram transcritos reversamente usando High Capacity cDNA
Reverse Transcription kit (Applied Biosystems). As reacGes de RT-PCR usaram
GoTag® gPCR Master Mix kit (Promega) com ciclos de 50 °C (1x2 minutos), 95 °C
(1x10 minutos), 95 °C (40x15 segundos), 60 °C (40x1 minuto), 95 °C (1x15 segundos);
60 °C (1x30 segundos), 95 °C (1x15 segundos). A variacdo de expressao (fold change —
FC) foi calculada através da comparacdo do limiar de ciclo (comparative cycle
threshold) (2 24“") (SCHMITTGEN e LIVAK, 2008). Todos os pares de iniciadores

(primers) usados séo apresentados na tabela 2.
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Tabela 2. Pares de iniciadores (primers) desenhados e utilizados nas analises de
expressao génica por reacdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (RT-
PCR).
Gene-NM Gene-Primer Sequencia
RPS29 (NM_001032) RPS29 RT F 5’ GCACTGCTGAGAGCAAGATG 3’
RPS29 RT R 5 ATAGGCAGTGCCAAGGAAGA 3’

RPS13 (NM_001017) RPS13_RT_F 5 TCTCCTTTCGTTGCCTGATC 3’
RPS13 RT_ R 5 AATCTGCTCCTTCACGTCG 3’

GAPDH (NM_002046) GAPDH_R?I' F 5" ACATCGCTCAGACACCATG &’

GAPDH_RT_R 5 TGTAGTTGAGGTCAATGAAGGG 3’

HPRT1 (NM_000194) HPRT1_RT_F 5 TGCTGAGGATTTGGAAAGGG 3
RT_R 5 ACAGAGGGCTACAATGTGATG 3

HPRT1
SOD2 (NM_000636) SOD2_RT_F 5 CCTGGAACCTCACATCAACG &
SOD2_RT_R 5 GCTATCTGGGCTGTAACATCTC 3’
mTOR (NM_004958) MTOR_RT_F 5 CTGAACTGGAGGCTGATGG 3’
MTOR_RT_R 5’ TGGTCCCCGTTTTCTTATGG 3’

IL1-B (NM_000576)  IL1-B RT F 5 GGTACATCAGCACCTCTCAAG 3’
IL1-B RT R 5 CACATTCAGCACAGGACTCTC 3’

MSTN (NM_005259) MST RT_F 5 TGATCTTGCTGTAACCTTCCC 3’
MST RT R 5 TCGTGATTCTGTTGAGTGCTC 3’

RESULTADOS
Anélise gendmica
Todos os dezesseis l6cus testados confirmaram que 0s irmdos sdo gémeos

idénticos [Figura 2].
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Figura 2. Resultados das analises genémicas para os dezesseis locus testados (Amelogenin, D3S1358, D5S818, VWA, THO01, D13S317,
D8S1179, D21S11, D7S820, TPOX, D16S539, D18S51, CSF1PO, FGA, Penta E, Penta D) para os dois irmdos. A imagem superior é do irmao
n° 1, e a imagem inferior € do irméo n° 2.
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Desempenho muscular

A LEDT diminuiu a fadiga muscular em dinamémetro isocinético (-5%, de 59%
para 56%); aumentou a carga no teste de 1RM em leg press (+53%, de 320 kg para 490
kg) e também na cadeira extensora (+37%, de 60 kg para 82,5 kg). A LEDT placebo
aumentou a fadiga muscular (+15%, de 57% para 66%) e conduziu a menores
incrementos de carga no teste de 1RM em leg press (+28%, de 320 kg para 410 kg) e na

cadeira extensora (+20%, de 62,5 kg para 75 kg) [Figura 3A].

CK e intensidade da dor muscular de inicio tardio

A LEDT promoveu menores incrementos de CK na 1° (+26%, de 225 Ul para
284 Ul), 13° (+36%, de 191 Ul para 260 Ul), 25° (+1%, de 225 Ul para 229 Ul) e 36°
(+7%, de 204 Ul para 220 Ul) sessbes de treinamento comparado a terapia Placebo na
1° (+45%, de 259 Ul to 376 Ul), 13° (+59%, de 153 Ul para 244 Ul), 25° (+24%, de 158
Ul para 196 Ul) e 36° (+23%, de 146 Ul para 181 Ul) sessdes de treinamento. A LEDT
diminuiu a intensidade da dor muscular de inicio tardio em escala visual analdgica
(VAS) comparada a terapia Placebo na 1° (5,5 versus 8,2), 13" (1,4 versus 3,2), 25° (0,4

versus 1,8) e 36° (0,3 versus 1,0) sessdes de treinamento [Figura 3A].

Volume muscular

Houve um aumento no volume dos musculos da coxa mensurado por MRI
quando a LEDT foi combinada ao programa de treinamento (+20%, de 2.937 cm?® para
3.523 cm®), enquanto a terapia Placebo proporcionou um menor aumento (+5%, de

3.152 cm® para 3.316 cm®) [Figura 3B].
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Figura 3. A) Resultados em percentual de mudancas (%) para o desempenho muscular
apos o programa de treinamento para o teste de uma repeticdo maxima (1RM) em leg
press (LP) e cadeira extensora (CE) e teste de fadiga em dinambmetro isocinético;
mudancas percentuais de creatina quinase (CK) no sangue relacionadas a primeira (1°),
décima terceira (13°), vigésima quinta (25°) e trigésima sexta (36°) sessbes de
treinamento; mudancas na escala visual analdgica (VAS) em centimetros (cm)
relacionadas a primeira (1°), décima terceira (13°), vigésima quinta (25°) e trigésima
sexta (36°) sessbes de treinamento. B) Imagens de Ressonancia Magnética (MRI) dos
musculos da coxa antes (linha de base — pré) e ap6s (final) o programa de treinamento.
Doze fatias e lacunas foram utilizadas para calcular o volume muscular. Imagens do
nivel 5 (fatia n°® 5) para ambos 0s gémeos estdo representando a diferenca total entre as
terapias levando em consideracdo todos as 12 fatias e lacunas. Os resultados foram
apresentados em percentual de mudancas (%).

Expressao génica

As sinalizacOes para a inflamagéo (IL1-B) e atrofia muscular (MSTN) foram
diminuidas com a LEDT (FC= -11,5 e -4,0, respectivamente) comparadas a terapia
Placebo (FC= +2,3 e -1,4). Além desses resultados, a sinalizacdo para sintese de
proteinas (MTOR) e defesa antioxidante (SOD2) foram aumentadas com a LEDT (FC=
+1,4 and +1,4, respectivamente) comparada a terapia Placebo (FC= +1,1 e +1,0) [Figura

4].
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Figura 4. Lado esquerdo da figura representa a variacdo de expressdo génica (fold
change — FC) para IL1-B (interleukin-1-5), MSTN (myostatin), mTOR (mechanistic
target of rapamycin) e SOD2 (superoxide dismutase 2, mitochondrial). Lado direito da
figura é o suposto efeito da fototerapia por lasers (low-level laser therapy — LLLT) e
LEDs (light-emitting diode therapy — LEDT) na sinalizagdo de células musculares em
humanos. Genes coloridos foram modulados pela fototerapia. Siglas. CTE= cadeia
transportadora de elétrons mitocondrial.

DISCUSSAO

Lasers sdao comumente usados na medicina para diferentes tratamentos
(HUIKESHOVEN et al., 2007; IBRAHIMI; SAKAMOTO e ANDERSON, 2013) e
desde 1960, os lasers de baixa intensidade (até 500 mW) (HUANG et al., 2009) tem
promovido com sucesso terapias ndo invasivas para tratar a dor (CHOW et al., 2009),
processos inflamatorios (LEAL-JUNIOR et al., 2014) e acelerar o reparo tecidual
(ENWEMEKA et al., 2004)

Recentemente a fototerapia, incluindo a terapia LED (LEDT), tem sido aplicada
sobre os musculos esqueléticos antes ou apds 0s exercicios para acelerar a recuperagdo
muscular, proteger contra 0 dano muscular induzido pelo exercicio fisico e melhorar o

seu desempenho (FERRARESI; HAMBLIN e PARIZOTTO, 2012; BORSA; LARKIN
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e TRUE, 2013; LEAL-JUNIOR et al., 2013). Os mecanismos de acdo da fototerapia
sobre os tecidos biolégicos estdo relacionados a absorcdo da luz por cromoforos
celulares, e nesse contexto, a enzima citocromo ¢ oxidase (Cox) tem sido identificada
como a principal proteina que absorve luz (KARU, 1999). A enzima Cox, unidade IV
na cadeia respiratoria mitocondrial, desencadeia uma série de efeitos secundarios apds a
absorcdo da luz como aumento na sintese de adenosina trifosfato (ATP) e modulagdes
nas taxas de sintese de DNA e RNA (KARU, 1999).

O nosso estudo envolvendo irmdos gémeos idénticos € o primeiro estudo nesse
campo de pesquisa, e mostrou uma grande reducdo na expressao génica de IL1-p que é
um marcador de inflamacdo, e de MSTN que € um marcador de fraqueza e perda de
massa muscular (sinalizacdo de atrofia) (SCHUELKE et al., 2004) quando a LEDT foi
aplicada apds o exercicio. Além disso, 0s genes relacionados a sintese proteica (mTOR)
(GLASS, 2003) e defesa ao estresse oxidativo (SOD2) (POWERS e JACKSON, 2008)
foram também superexpressos com o uso da LEDT apds o exercicio. Esses efeitos
moleculares sobre a sintese de RNA, associados ao maior aumento de volume muscular
(DNA - MRI), desempenho muscular (carga nos testes de 1RM), reducdo do dano
muscular (CK) e intensidade de dor (VAS), sugerem uma fotobiomodulag&o nas células
musculares e tecido muscular em humanos (KARU, 1999; FERRARESI; HAMBLIN e
PARIZOTTO, 2012) [Figure 4].

As implicacdes clinicas do nosso estudo apontam para o uso da fototerapia como
uma terapia para o ganho de massa muscular e melhora do desempenho (FERRARESI;
HAMBLIN e PARIZOTTO, 2012; BORSA; LARKIN e TRUE, 2013; LEAL-JUNIOR
et al., 2013) sem o0 uso de drogas para o aumento de desempenho (HOFFMAN et al.,
2009), reducdo do dano muscular, assim como menor inflamacéo e dor (CHOW et al.,

2009). Esses resultados sugerem também que a fototerapia pode ter aplicagdes como
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uma terapia alternativa em doengas musculares e distrofias (LEAL-JUNIOR et al.,
2014).

Ndo h& nenhum posicionamento tomado pela agéncia mundial antidoping
(World Anti-Doping Agency — WADA) ou pelo comité olimpico internacional
(International Olympic Committee — 10C) considerando o uso da fototerapia para o
aumento de desempenho muscular. No entanto, vérias drogas, métodos e estratégias
para modular a expressdo génica tém sido proibidos, caracterizando-se como *“doping
genético” (MIAH, 2004). E possivel que os nossos resultados levantem muitas
preocupacdes sobre se a fototerapia deve ser permitida em competicdes, e se nao for,
como seria possivel detectar se essa terapia foi usada em atletas. A detec¢do do uso da
fototerapia seria um grande desafio, considerando que, para nosso conhecimento, ndo ha

nenhum método, até o0 momento, capaz de realizar essa tarefa.

CONCLUSAO

Esse € o primeiro estudo a relatar os efeitos da fototerapia usando um arranjo de
LEDs sobre um treinamento de forca e sobre o tecido muscular em humanos com as
mesmas caracteristicas genéticas (gémeos idénticos). Além disso, nossos resultados de
expressdo génica sugerem uma base molecular para o aumento de desempenho
muscular, aumento do volume muscular e reducdo da intensidade da dor muscular de
inicio tardio quando a LEDT € combinada com exercicios de forga. Esse estudo sugere
gue a fototerapia pode ser usada para aumentar o desempenho de atletas e de quem
pratica esportes de alto rendimento, mas os nossos dados podem levantar preocupacoes

se a fototerapia deve ser permitida, ou ndo, em competicdes.
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ESTUDO VI

Terapia LED (light-emitting diode therapy - LEDT) antes dos jogos
previne incrementos de creatina quinase (CK) com dose-resposta em
atletas de voleibol: estudo randomizado e duplo-cego controlado por

placebo

Artigo submetido ao periédico Lasers in Medical Science
(ANEXO V1)
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RESUMO

A fototerapia de baixa intensidade tem sido aplicada sobre os musculos esqueléticos
antes de exercicio intenso (pré-condicionamento muscular) com o objetivo de reduzir a
fadiga e o dano muscular (mensurado por creatina quinase — CK) em estudos clinicos.
No entanto, os protocolos de exercicios utilizados até 0 momento ndo simulam a real
demanda muscular exigida nos esportes. Por essa razdo, o objetivo desse estudo foi
investigar se a terapia LED (light-emitting diode therapy — LEDT) aplicada sobre os
musculos do quadriceps femoral, isquiotibiais e triceps sural de atletas de voleibol antes
de jogos oficiais poderia prevenir o dano muscular (CK). Um time profissional de
voleibol (12 atletas) fez parte desse estudo e a LEDT foi aplicada antes de 4 jogos
oficiais durante a liga nacional de voleibol (Superliga). A LEDT usou um arranjo
flexivel de 200 LEDs, dispostos em 25 arranjos de 4 LEDs infravermelhos (850 + 20
nm; 130 mW) e 25 arranjos de 4 LEDs vermelhos (630 £ 10 nm; 80 mW). Os atletas
foram randomizados para receberem 4 diferentes doses totais de luz sobre cada grupo
muscular em protocolo duplo-cego: 105 J (20 seg); 210 J (40 seg); 315 J (60 seg) e
Placebo (nenhuma luz durante 30 seg). A CK no sangue foi avaliada 1 hora antes e 24
horas apds cada jogo. A LEDT com dose de 210 J evitou significantes aumentos na CK
(+10%; P = 0,993), assim como 315 J (+31%, P = 0,407). A terapia Placebo (0 J)
permitiu significantes aumentos de CK (+53%; P = 0,012), assim como a LEDT com
dose de 65 J (+59%; P = 0,001). A LEDT preveniu aumentos significantes de CK no
sangue de atletas durante jogos oficiais com uma dose-resposta de luz, sugerindo que
atletas podem considerar aplicar a LEDT (210-315 J) antes das competices.
Palavras-chave: light-emitting diode therapy, fotobiomodulagdo, LLLT, CK, dano

muscular, desempenho muscular
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INTRODUCAO

Os beneficios da fototerapia de baixa intensidade tém sido investigados ao longo
de varios anos no tratamento da dor (ENWEMEKA et al., 2004; CHOW et al., 2009),
tendinopatias (TUMILTY et al., 2010) e promocdo do reparo tecidual (ENWEMEKA et
al., 2004; GUPTA et al., 2012). O mecanismo de interacdo entre luz-tecido parece
envolver a citocromo ¢ oxidase (Cox) como o principal croméforo dentro das células,
sendo capaz de absorver comprimentos de onda especificos de luz (KARU, 1999;
KARU; PYATIBRAT e AFANASYEVA, 2004; KARU e KOLYAKOQV, 2005; KARU
et al., 2008; KARU, 2010). A Cox é uma enzima mitocondrial com uma fungdo muito
importante na cadeia transportadora de elétrons e consequentemente promove a
respiragéo celular e producdo de energia na forma de adenosina trifosfato (ATP). Por
esses motivos, a fototerapia tem sido amplamente usada para muitos tipos de
tratamentos médicos, especialmente aquelas indicagdes que necessitam da estimulagao
de células e melhora de cicatrizacao.

Recentemente a fototerapia tem sido usada para aumentar o desempenho
muscular (FERRARESI; HAMBLIN e PARIZOTTO, 2012; LEAL-JUNIOR et al.,
2013). Quando aplicada apds os exercicios, a fototerapia promoveu reducdo da fadiga
(VIEIRA et al., 2012) e aumentou a carga de trabalho em testes de esforco méximo
(FERRARESI et al., 2011) apds programas de treinamento. Quando aplicada antes dos
exercicios (pré-condicionamento muscular), a fototerapia aumentou o numero de
repeticOes e foi capaz de promover uma “protecdo muscular” contra o dano induzido
pelo exercicio (FERRARESI; HAMBLIN e PARIZOTTO, 2012; LEAL-JUNIOR et al.,
2013) mensurado pela diminuicdo dos niveis de creatina quinase (CK) no sangue.

A fim de investigar os efeitos da fototerapia sobre a “protecdo muscular” contra

o dano induzido pelo exercicio, diferentes protocolos de exercicio ou estimulacéo
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elétrica neuromuscular foram usados para induzir fadiga e o dano muscular em modelos
experimentais (LOPES-MARTINS et al., 2006; LIU et al., 2009; LEAL JUNIOR et al.,
2010a; SUSSAI et al., 2010; DE ALMEIDA et al., 2011; SANTOS et al., 2014) e em
estudos clinicos (LEAL JUNIOR et al., 2009a; LEAL JUNIOR et al., 2009b; LEAL
JUNIOR et al., 2009c; BARONI et al., 2010a; BARONI et al., 2010b; LEAL JUNIOR
et al., 2010b; LEAL JUNIOR et al., 2011; FELISMINO et al., 2014). Esses estudos
avaliaram diferentes comprimentos de onda e diferentes fontes emissoras de luz, como
diodos de lasers (low-level lasers) e LEDs (light-emitting diodes) (ANTONIALLI et al.,
2014). Trés estudos recentes (FERRARESI; HAMBLIN e PARIZOTTO, 2012;
BORSA; LARKIN e TRUE, 2013; LEAL-JUNIOR et al., 2013) relataram resultados
muito interessantes e apontam para a eficacia do pré-condicionamento muscular usando
diodos de lasers e LEDs para prevenir a fadiga e o dano muscular (CK) quando
aplicados antes (5 minutos) de uma sessdo de exercicio.

Tendo em mente todos os resultados prévios sobre pré-condicionamento
muscular usando a fototerapia (FERRARESI; HAMBLIN e PARIZOTTO, 2012;
BORSA; LARKIN e TRUE, 2013; LEAL-JUNIOR et al., 2013), o presente estudo teve
como objetivo investigar a efetividade da fototerapia usando LEDs (terapia LED —
LEDT) na prevengdo do dano muscular (CK) em atletas profissionais de voleibol
durante um campeonato nacional. Esse estudo randomizado, duplo-cego e controlado
por placebo usou um arranjo flexivel de LEDs para irradiar igualmente todos 0s grupos
musculares alvo (FERRARESI et al., 2011) com diferentes doses de luz a fim de
estabelecer também uma janela terapéutica ou dose-resposta (HUANG et al., 2009)
transportando, assim, os estudos prévios para a pratica clinica. Além disso, o arranjo de
LEDs emitiu luz na faixa do vermelho e infravermelho ao mesmo tempo baseando-se

em estudos que reportaram melhor absor¢édo da luz pela Cox usando comprimentos de
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onda nas regides espectrais do vermelho e infravermelho proximo (KARU, 1999;
KARU; PYATIBRAT e AFANASYEVA, 2004; KARU e KOLYAKOQV, 2005; KARU
et al., 2008; KARU, 2010). O possivel tempo-resposta de 5 minutos, amplamente
relatado no pré-condicionamento muscular (FERRARESI; HAMBLIN e PARIZOTTO,
2012; BORSA; LARKIN e TRUE, 2013; LEAL-JUNIOR et al., 2013) foi modificado
para 40-60 minutos, uma vez que estudos prévios ja relataram um intervalo de 3-45
minutos para a fototerapia aumentar a sintese de ATP em células (PASSARELLA et al.,
1984; KARU; PYATIBRAT e KALENDO, 1995); e também tornar possivel a
realizacdo do pré-condicionamento muscular para todos os atletas antes de cada jogo

oficial de voleibol.

MATERIAIS E METODOS
Desenho do estudo e declaracdo de ética

O presente estudo foi randomizado, duplo-cego e controlado por placebo
envolvendo um time profissional de jogadores de voleibol na “Superliga” (campeonato
nacional) no Brasil durante 4 jogos oficiais. Cada jogo foi realizado em diferentes
estadios, de acordo com a programacdo do campeonato. Todos 0s pesquisadores
viajaram com a comissdo técnica e os atletas durante o estudo. Esse estudo foi aprovado
pelo comité de ética em pesquisas com seres humanos da Universidade Federal de S&o

Carlos (numero de protocolo 217/2012 — Apéndice 11I).

Voluntarios
Doze atletas profissionais de voleibol (todo o time) foram inscritos nesse estudo.
Eles tiveram uma média de idade de 25,5 + 5,3 anos, massa corporal de 90,6 + 7,3 kg e

altura de 200 + 8,7 cm. Apo6s a inclusdo dos atletas no estudo, todos assinaram um

239



termo de consentimento livre e esclarecido. No entanto, durante o curso do estudo, dois

atletas sofreram lesGes musculoesqueléticas e entdo foram excluidos.

Critérios de inclusdo e exclusao
Os critérios de inclusdo foram: atletas profissionais de voleibol saudaveis. Os
critérios de exclusdo usados foram: jogadores de voleibol com alguma lesdo

musculoesquelética antes do inicio do estudo ou lesionados durante o curso do estudo.

Grupos e procedimentos de randomizagao
Todos os atletas foram randomicamente alocados em quatro diferentes grupos de
pré-condicionamento muscular, de acordo com a dose de luz (Joules — J) da terapia LED

(LEDT) aplicada:

e Dose 1: 20 segundos de LEDT (105 J total) sobre os mudsculos do quadriceps
femoral, isquiotibiais e triceps sural;

e Dose 2: 40 segundos de LEDT (210 J total) sobre os muasculos do quadriceps
femoral, isquiotibiais e triceps sural;

e Dose 3: 60 segundos de LEDT (315 J total) sobre os musculos do quadriceps
femoral, isquiotibiais e triceps sural;

e Dose 4: 30 segundos de LEDT Placebo (0 J total) sobre os musculos do

quadriceps femoral, isquiotibiais e triceps sural.

Cada atleta recebeu randomicamente uma das doses de luz antes de cada jogo
oficial do campeonato. O procedimento de randomizacdo foi conduzido no

Randomization.com (http://www.randomization.com) usando permutac¢des balanceadas
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em 1 bloco com 4 diferentes terapias: dose 1 a dose 4. O procedimento de randomizacgéo
foi realizado pelo avaliador n° 1, o qual operou o equipamento de terapia LED. Esse
pesquisador foi instruido a ndo informar os atletas, demais pesquisadores e comissao

técnica sobre a dose de luz aplicada em cada atleta em cada jogo.

Protocolo experimental
Terapia LED (light-emitting diode therapy — LEDT)

A LEDT usou um arranjo flexivel de LEDs de 34x18 cm contendo 200 LEDs
dispostos em 25 arranjos de 4 LEDs infravermelhos (850 £ 20 nm; 130 mW) e 25
arranjos de 4 LEDs vermelhos (630 + 10 nm; 80 mW) especialmente construido para
pesquisa pela Universidade Federal de Sdo Carlos e pela Universidade de Sao Paulo,
Brasil [Figura 1]. Os tempos de irradiagdo foram de 20 segundos, ou 40 segundos, ou 60
segundos, ou 30 segundos (Placebo) sobre cada grupo muscular (quadriceps femoral,
isquiotibiais, triceps sural) de cada membro inferior dos atletas com parametros fixos
descritos na tabela 1. A LEDT ou Placebo foi aplicado entre 40-60 minutos antes de
iniciar cada jogo oficial, de acordo com o procedimento de randomizagdo. A LEDT
Placebo ndo emitiu luz (0 J e 0 mW) sobre os grupos musculares. A poténcia optica do
equipamento foi mensurada utilizando um medidor de energia e poténcia Optica
PM100D Thorlabs® equipado com um sensor S130C (area de 0,70 cm?). Todos os
atletas foram cegados para as terapias, assim como a comissao técnica e o avaliador n° 2
até o fim do estudo. N&o houve sensacdo perceptivel de calor na pele para a LEDT ou

Placebo.
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Figura 1. Arranjo de 200 LEDs (light-emitting diodes): 100 LEDs emitindo luz
infravermelha (850 + 20 nm) dispostos em 25 arranjos de 4 LEDs (LEDs amarelos)
mais 100 LEDs emitindo luz vermelha (630 + 10 nm) dispostos em 25 arranjos de 4
LEDs (LEDs brancos).

Tabela 1. Parametros da terapia LED (light-emitting diode therapy — LEDT). Terapia
Placebo (30 seg) ndo emitiu luz (0 J e 0 mW)

Numero de LEDs: 200 (100 infravermelho-IR e 100 vermelho-RED)
Comprimento de onda: 850 = 20 nm (IR) e 630 £ 10 nm (RED)
Numero de arranjos: 25 (IR) e 25 (RED)

Frequencia: continuo

Poténcia Optica (cada arranjo de 4 LEDs): 130 mW (IR) e 80 mW (RED)
Poténcia optica total: 5.250 mW (25 x 130 mW mais 25 x 80 mW)

Area de cada LED: 0,2 cm?

Densidade de poténcia (cada arranjo): 185,74 mW/cm? (IR) e 114,28 mW/cm?
(RED)

Tempo de tratamento sobre cada grupo muscular: 20 seg, ou 40 seg, ou 60 seg
Energia em cada arranjo em 20 seg: 2,6 J (IR) e 1,6 J (RED)

Energia em cada arranjo em 40 seg: 5,2 J (IR) e 3,2 J (RED)

Energia em cada arranjo em 60 seg: 7,8 J (IR) e 4,8 J (RED)

Densidade de energia em cada arranjo em 20 seg: 3,71 J/cm? (IR) e 2,28 J/cm
(RED)

Densidade de energia em cada arranjo em 40 seg: 7,42 J/lcm? (IR) e 4,56 J/cm
(RED)

Densidade de energia em cada arranjo em 60 seg: 11,13 J/cm?® (IR) e 6,84 J/cm
(RED)

Energia total entregue a cada grupo muscular em 20 seg: 105 J [2,6 J x 25= 65
J(IR) plus 1,6 x 25= 40 J (RED)]

Energia total entregue a cada grupo muscular em 40 seg: 210 J [5,2 J x 25=
130 J (IR) plus 3,2 x 25=80 J (RED)]

Energia total entregue a cada grupo muscular em 60 seg: 315 J [7,8 J x 25=
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195 J (IR) plus 4,8 x 25= 120 J (RED)]

Energia total aplicada sobre o corpo em 20 seg: 630 J
Energia total aplicada sobre o corpo em 40 seg: 1.260 J
Energia total aplicada sobre o corpo em 60 seg: 1.890 J
Modo de aplicac¢do: contato

Amostras sanguineas para a analise de creatina quinase (CK)

As amostras sanguineas para analise da atividade de creatina quinase (CK)
foram coletadas do lobulo da orelha usando lancetas esterilizadas 1 hora antes e 24
horas apds cada jogo oficial. O local da puncédo realizada com a lanceta foi esterilizado
com alcool, seco e a primeira gota de sangue foi descartada. O sangue coletado (3l)
foi imediatamente analisado em Reflotron Plus® biochemical analyzer (Roche, DEU)
(HORNERY et al., 2007) seguindo o manual de instru¢bes do fabricante. Essa analise
foi conduzida pelo avaliador n° 2 e todos os resultados foram cegados para o avaliador

n° 1, comissao técnica e todos os atletas até o final do estudo.

Jogos
O tempo de cada jogo foi monitorado pelo avaliador n° 3 (comisséo técnica),
bem como os seis jogadores titulares da equipe (jogadores que ndo estavam na reserva)

em cada jogo.

Analise estatistica
A analise estatistica foi realizada com os dados dos seis jogadores titulares
(jogadores ndo reservas) em cada jogo oficial. O teste de Shapiro Wilk’s W verificou a

normalidade da distribuicdo dos dados. A atividade da creatina quinase foi comparada
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entre os grupos por meio da analise de variancia (ANOVA) de duas vias (two-way) com

medidas repetidas e post hoc de Tukey HSD. O nivel de significancia foi de P < 0,05.

RESULTADOS
Jogos

A média de tempo de cada jogo foi de 133.75 + 8.99 minutes.

Atividade de creatina quinase (CK)

A LEDT dose 1 (20 seg, 105 J) permitiu aumentos significativos de CK no
sangue (de 328,0 £ 188,9 U/l para 499,6 £ 232,0 U/l; P = 0,001). Dose 4 (30 seg —
Placebo, 0 J) também permitiu aumentos significativos de CK (de 270,3 + 112,4 U/I
para 406,1 £ 150,5 U/I; P = 0,012). No entanto, a LEDT dose 2 (40 seg, 210 J) evitou
um aumento significativo de CK (de 338,8 + 130,3 U/l para 364,1 + 127,5 U/l; P =
0,993). A LEDT dose 3 (60 seg) também evitou um aumento significativo de CK (de
2451 + 126,9 U/l para 318,0 £ 153,5 U/l; P = 0,407). Esses resultados foram
mensurados em todos o0s seis jogadores titulares de cada jogo e apresentados em

percentual de mudanca na figura 2.
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Figura 2. Percentuais de mudanca (%) da atividade da creatina quinase (CK) no sangue
entre os grupos. Siglas: Terapia LED= light-emitting diode therapy — LEDT; *
significancia estatistica (P < 0,05) em analise de variancia (ANOVA) de duas vias (two-
way) com medidas repetidas e post hoc de Tukey HSD.

DISCUSSAO

Esse estudo investigou a dose-resposta para a fototerapia usando LEDs (terapia
LED - LEDT) na prevencdo de aumentos significativos da atividade de creatina quinase
(CK) no sangue de atletas de voleibol durante jogos oficiais, estabelecendo uma janela
terapéutica (dose-resposta de diferentes doses de luz). No6s aplicamos a LEDT sobre os
membros inferiores com o objetivo de cobrir os maiores grupos musculares envolvidos
nos movimentos de salto e aterrissagem necessarios durante um jogo de voleibol. Além
disso, o arranjo de LEDs usado nesse estudo cobriu todos os grupos musculares como
recomendado pelo nosso grupo de pesquisa anteriormente (FERRARESI et al., 2011).
Para 0 nosso conhecimento, esse € o primeiro estudo que aplicou a LEDT sobre os
musculos de atletas profissionais antes de jogos oficiais para a prevencdo de dano
muscular.

Os efeitos da fototerapia de baixa intensidade quando aplicada sobre o tecido

muscular antes de exercicios intensos, sdo relacionados a prevencdo do dano muscular
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induzido pelo exercicio, promovendo uma réapida recuperacdo muscular e também
produzindo aumentos de desempenho (FERRARESI; HAMBLIN e PARIZOTTO,
2012; BORSA; LARKIN e TRUE, 2013; LEAL-JUNIOR et al., 2013). O uso da
fototerapia na prevencdo de dano muscular tem sido amplamente investigado em
estudos experimentais (LOPES-MARTINS et al., 2006; LIU et al., 2009; LEAL
JUNIOR et al., 2010a; SUSSAI et al., 2010; DE ALMEIDA et al., 2011; SANTOS et
al., 2014) e clinicos (LEAL JUNIOR et al., 2009a; LEAL JUNIOR et al., 2009b; LEAL
JUNIOR et al., 2009c; BARONI et al., 2010a; BARONI et al., 2010b; LEAL JUNIOR
et al., 2010b; LEAL JUNIOR et al., 2011; FELISMINO et al., 2014). Os estudos
experimentais tém usado modelos animais para induzirem dano muscular e os estudos
clinicos tém wusado protocolos de exercicios em dinamdmetros isocinéticos,
equipamentos de musculagdo ou o levantamento de pesos livres para induzirem o dano
muscular. No entanto, todos esses estudos ndo puderam simular exatamente a demanda
muscular real em atletas durante jogos oficiais de qualquer esporte, motivando o nosso
grupo de pesquisa a investigar a efetividade da LEDT em atletas de voleibol usando um
regime de pré-condicionamento muscular para prevenir aumentos de CK.

Estudos prévios ja reportaram os beneficios da fototerapia usando lasers (low-
level lasers) e LEDs (light-emitting diodes) na prevencdo de aumentos de CK
(FERRARESI; HAMBLIN e PARIZOTTO, 2012; BORSA; LARKIN e TRUE, 2013;
LEAL-JUNIOR et al., 2013). Para 0 nosso conhecimento, 0 primeiro estudo que usou a
fototerapia por lasers (LLLT) foi conduzido por LOPES-MARTINS et al. (2006) em
modelo animal. Esses autores investigaram os efeitos de diferentes doses de luz (0,5;
1,0 e 2,5 Jlcm?) no pré-condicionamento muscular para prevenir a fadiga e o dano
muscular (CK) induzido pela estimulacdo elétrica neuromuscular. Esses autores

demonstraram uma dose-resposta para a LLLT diminuir a CK no tecido muscular. Em
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outro estudo experimental, os autores treinaram ratos sobre uma esteira declinada e
mensuraram a inibicdo da inflamagéo, reducdo de CK e reducdo do estresse oxidativo
(malondialdeido — MDA). Eles também encontraram aumentos na defesa contra o
estresse oxidativo (aumento da atividade da superdxido dismutase — SOD) 24 horas e 48
horas apds o exercicio (LIU et al., 2009). Esses estudos foram importantes para
demonstrarem os beneficios da fototerapia sobre o dano muscular induzido pelo
exercicio, inflamacdo e estresse oxidativo.

Foram conduzidos mais estudos em modelos experimentais para se investigar 0s
efeitos da fototerapia sobre a CK (LEAL JUNIOR et al., 2010a; SUSSAI et al., 2010;
DE ALMEIDA et al., 2011; SANTOS et al., 2014). Usando um modelo de estimula¢éo
elétrica neuromuscular similar ao publicado previamente (LOPES-MARTINS et al.,
2006), outros autores também encontraram dose-respostas para o pré-condicionamento
muscular usando a fototerapia para reduzir a atividade da CK no sangue (LEAL
JUNIOR et al., 2010a; DE ALMEIDA et al., 2011), incluindo avaliagdes de diferentes
comprimentos de onda (SANTOS et al., 2014). Outro estudo observou uma reducdo de
CK quando a fototerapia foi aplicada em modelo de natacdo com carga em ratos
(SUSSAI et al., 2010). Recentemente, a fototerapia usando a LEDT tem demonstrado
beneficios similares na diminuicdo de CK quando aplicada ap0s 0s exercicios
(CAMARGO et al.,, 2012) ou durante os periodos de intervalos entre sessdes de
atividade fisica (DA COSTA SANTOS et al., 2014). Todos esses estudos avaliaram a
atividade da CK no sangue apds 24 horas ou durante um intervalo de tempo de 24-48
horas ap0s o exercicio.

Os estudos supracitados criaram a base cientifica para o uso da fototerapia,
incluindo a LEDT, para os futuros estudos clinicos que tiveram como objetivo prevenir

0 dano muscular induzido pelo exercicio avaliando a atividade da CK no sangue.
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Recentemente esse efeito de “protecdo muscular” promovido pela fototerapia tem sido
observado em humanos, usando diferentes protocolos de exercicios para 0s membros
superiores e inferiores (FERRARESI; HAMBLIN e PARIZOTTO, 2012; BORSA;
LARKIN e TRUE, 2013; LEAL-JUNIOR et al., 2013). Esses estudos relataram
menores aumentos da atividade de CK no sangue quando a fototerapia foi aplicada antes
de exercicios intensos. As doses de luz (Joules — J) usadas nesses estudos estdo entre 1 J
e 6 J aplicados por diodos de laser, totalizando 4 J (FELISMINO et al., 2014) ou 60 J
(LEAL JUNIOR et al., 2010b) sobre o biceps braquial; 30 J e 40 J (LEAL JUNIOR et
al., 2009b) ou 180 J (BARONI et al., 2010a) sobre o quadriceps femoral. Quando a
fonte emissora de luz foi LEDs, esses estudos usaram um cluster de 69 LEDs e
aplicaram 0,3 J ou 0,9 J por LED, totalizando 41,7 J por local de irradiagédo e uma dose
total de 41,7 J aplicados sobre o biceps braquial (LEAL JUNIOR et al., 2009c); 83,4 J
(LEAL JUNIOR et al., 2009a) ou 125,1 J (BARONI et al., 2010b) ou 208,5 J (LEAL
JUNIOR et al., 2011) aplicados sobre o quadriceps femoral.

Os nossos resultados estdo de acordo com a dose total usada em estudos prévios
que usaram a LEDT, ou combinaram LEDs e lasers super-pulsados (ANTONIALLI et
al., 2014) para previnir aumentos de CK no sangue apds exercicios para o quadriceps
femoral. As nossas doses totais de LEDT mais efetivas foram 210 J (130 J + 80 J de luz
infravermelha e vermelha, respectivamente — 40 segundos de irradiagéo) e 315 J (195 J
+ 120 J de luz infravermelha e vermelha, respectivamente — 60 segundos de irradiacao).
A dose total de 105 J (65 J + 40 J de luz infravermelha e vermelha, respectivamente —
20 segundos de irradiagéo) e LEDT placebo permitiram aumentos significativos de CK,
indicando potencial dano muscular a falha da LEDT em promover a “protecdo
muscular”. Além disso, nds escolhemos usar dois comprimentos de onda (vermelho e

infravermelho proximo) baseado-se nas especificas bandas de absor¢do de luz pela
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cictocromo ¢ oxidase (Cox) (KARU, 1999; KARU; PYATIBRAT e AFANASYEVA,
2004; KARU e KOLYAKOV, 2005; KARU et al., 2008; KARU, 2010) que é o
principal cromoforo nas células. Além disso, os nossos resultados foram observados
usando um pré-condicionamento muscular aplicado 40-60 minutos antes de iniciar cada
jogo oficial. Essa consideracdo € importante porque o tempo de espera para iniciar a
atividade fisica pode permitir uma melhor resposta dos musculos & luz, e poderia mudar
o0 paradigma aceito que se refere ao pré-condicionamento muscular usando fototerapia
aplicada sobre os musculos 5 minutos antes do exercicio para a prevencdo de dano

muscular induzido por exercicio.

As melhores doses de luz emitidas pelos arranjos de 4 LEDs foram entre 5,2 J e
7,8 J para o infravermelho, e entre 3,2 e 4,8 J para o vermelho. Essas doses de luz sdo
similares as doses de luz emitidas por diodos de laser em estudos prévios (BARONI et
al., 2010a), reforcando a ideia de que luz é luz (ENWEMEKA, 2005) e ndo ha grandes
diferencas entre essas fontes de luz na prevencdo do dano muscular induzido pelo
exercicio se a dose total de luz for adequada. No entanto, é importante destacar que a
dose de luz usada para prevenir o dano muscular por meio de pré-condicionamento
muscular usando LEDT pode ndo ser a mesma dose de luz necessaria se for aplicada
ap6s os exercicios (DOS REIS et al., 2014). E aceito que células sob estresse
bioquimico ou mecanico respondem melhor a luz (KARU, 2013) comparadas as celulas

em homeostase.

O ndmero de saltos e aterrissagens ou quaisquer outros movimentos realizados
por cada atleta durante cada jogo ndo foram iguais e ndo puderam ser padronizados
entre o0s seis atletas titulares em cada um dos jogos. Isso pode ser entendido como uma
limitagdo, mas o decurso de cada jogo foi imprevisivel e ndo pdde ser padronizado.
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Finalmente, o presente estudo ndo foi desenhado para elucidar mecanismos de
acdo da LEDT quando usada em pré-condicionamento muscular para prevenir o dano
induzido pelo exercicio. No entanto, estudos prévios ja relataram melhor defesa contra o
estresse oxidativo (LIU et al., 2009) se a fototerapia por laser for aplicada sobre os
musculos apds exercicios intensos, bem como antes dos exercicios em estudos clinicos
(DE MARCHI et al., 2012). Como relatado anteriormente, o principal croméforo, ou
proteina sensivel & luz vermelha/ infravermelha, presente nos tecidos biolégicos é a Cox
(KARU, 1999). Apés a absor¢do da luz, o metabolismo mitocondrial é modulado,
promovendo aumentos na sintese de ATP com uma das reacfes secundarias (KARU,
1999). Nés sugerimos que a “protecdo muscular”, pela fototerapia, contra o dano
muscular induzido pelo exercicio é também uma resposta secundéria, mas a conexao
entre a absorcdo de luz e esse efeito ndo esta totalmente compreendido. Como sugestao
para estudos futuros, nds acreditamos que a fototerapia poderia possivelmente modular
as proteinas de canais de membrana celular, e/ou proteinas envolvidas na transducao do
estresse mecanico gerado durante a contragdo muscular envolvendo a matriz
extracelular e citoesqueleto. Essas modulagdes poderiam melhorar o ambiente
bioguimico e a resposta mecénica das células ao exercicio por meio da estabilizacdo da

membrana celular.

E importante destacar que ndo ha nenhum posicionamento da Agéncia Mundial
antidoping (World Anti-Doping Agency — WADA) ou do Comité Olimpico Internacional
(International Olympic Committee — 10C) considerando o uso da fototerapia para a
melhora de desempenho muscular. No entanto, se 0 uso dessa terapia antes dos
exercicios se tornar amplamente difundido, nds acreditamos que serdo necessarias

discuss@es para definir se a fototerapia constitui-se em vantagem injusta ou nao.
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CONCLUSAO

O uso da LEDT na faixa do vermelho e infravermelho proximo no pré-
condicionamento muscular foi benéfico para a prevencdo de dano muscular em atletas
de voleibol durante jogos oficiais. Houve uma dose-resposta para esse efeito com uma
melhor dose de luz de 210 J (130 J + 80 J de luz infravermelha e vermelha,
respectivamente — 40 segundos de irradiacdo) e 315 J (195 J + 120 J de luz
infravermelha e vermelha, respectivamente — 60 segundos de irradiacdo) aplicada sobre
0s musculos dos membros infereriores, comparada a LEDT placebo (0 J) e LEDT 105 J
(65 J + 40 J de luz infravermelha e vermelha, respectivamente — 20 segundos de
irradiacdo). Os nossos resultados podem estimular mais pesquisadores e equipes de
esportes de alto rendimento a usarem a LEDT para a prevencdo de dano muscular em

atletas profissionais.
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ESTUDO VII

Pré-condicionamento muscular usando terapia LED (light-emitting diode
therapy - LEDT) para exercicio de alta intensidade: estudo randomizado,

duplo-cego e controlado por placebo com um maratonista de elite

Artigo aceito para publicacdo no periddico Physiotherapy Theory and Practice

(ANEXO V1)
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RESUMO

Recentemente a fototerapia de baixa intensidade usando lasers (low-level laser therapy
— LLLT) e LEDs (light-emitting diode therapy — LEDT) tem sido utilizada para melhorar
o desempenho muscular. O objetivo desse estudo foi avaliar a eficacia da LEDT na
faixa do infravermelho préximo e seus mecanismos de acdo para a melhora do
desempenho muscular. A cinética do consumo de oxigénio (VO,), marcadores do dano
muscular (creatina quinase — CK e alanina) e fadiga (lactato) foram analisados no
sangue e na urina. Também, outros pardmetros metabdlicos foram analisados na urina
por espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (‘H NMR). Um arranjo de 50
LEDs (A= 850 nm; 50 mW; 15 segundos; 37,5 J) foi utilizado para irradiar os misculos
dos membros inferiores, bragos e tronco de um maratonista de elite 5 minutos antes de
iniciar os exercicios de alta intensidade com carga constante, realizado em esteira
ergométrica. O atleta recebeu ou LEDT-1-Placebo ou LEDT-2-Placebo ou LEDT-
Efetivo em estudo randomizado, duplo-cego e controlado por placebo com periodo de
intervalo de 7 dias entre cada uma das intervenc¢des. A LEDT melhorou a velocidade do
ajuste do consumo de oxigénio muscular (~ -9 segundos), diminuiu o déficit de oxigénio
(~ -10 litros), aumentou o consumo de oxigénio na fase do surgimento do componente
lento (~ +348 ml.min™) e aumentou o tempo limite de exercicio (~ +589 segundos).
Além desses resultados, a LEDT diminuiu a concentracdo de marcadores de dano
muscular e fadiga no sangue e na urina (CK, alanina e lactato). Os resultados sugerem
que um regime de pré-condicionamento muscular usando LEDT antes de exercicios de
alta intensidade poderia modular o metabolismo e a funcdo renal para se alcangar um
melhor desempenho muscular.

Palavras-chave: LEDT, LLLT, fotobiomodulagdo, NMR, consumo de oxigénio, dano

muscular, fadiga
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INTRODUCAO

A fototerapia baseada em laser (ou luz) de baixa intensidade, também conhecida
como fotobiomodulacdo, é conhecida desde 1967 e usa a luz no espectro visivel ou
infravermelho proximo para promover a cicatrizagdo de tecidos, reduzir dor e
inflamacdo (ENWEMEKA et al., 2004; CHOW et al., 2009; HUANG et al., 2011). A
fototerapia pode ser emitida por diferentes fontes de luz como os diodos de laser e os
LEDs (light-emitting diodes) (HUANG et al., 2011). Essas fontes de luz s&o diferentes
na monocromaticidade e coeréncia, uma vez que os diodos de laser emitem luz mais
coerente, com uma pequena largura de banda espectral e com menor divergéncia dos
feixes de luz comparados a luz emitida por LEDs (HUANG et al., 2009). No entanto,
lasers e LEDS podem produzir efeitos semelhantes sobre os tecidos bioldgicos se a dose
de luz entregue/ aplicada estiver de acordo com a possivel dose-resposta bifésica
previamente reportada (ENWEMEKA, 2005; HUANG et al., 2009; HUANG et al.,
2011), uma vez que a interacdo luz-tecido depende da absor¢édo de luz por especificas
estruturas dentro das células, que sdo conhecidas como cromdforos (KARU;
PYATIBRAT e AFANASYEVA, 2004; KARU e KOLYAKOV, 2005; KARU et al.,
2008; KARU, 2010).

Recentemente a fototerapia usando lasers (low-level laser therapy — LLLT) e
LEDs (light-emitting diode therapy — LEDT) tem sido utilizada para promover melhor
desempenho muscular quando aplicada sobre 0s musculos imediatamente antes ou apds
exercicios de alta intensidade (FERRARESI; HAMBLIN e PARIZOTTO, 2012;
BORSA; LARKIN e TRUE, 2013; LEAL-JUNIOR et al., 2013). A fototerapia (LLLT e
LEDT) pode estimular o metabolismo mitocondrial promovendo um maior
fornecimento de energia para as células, especialmente para as células musculares

(KARU, 1999; SILVEIRA et al., 2009; HAYWORTH et al., 2010; FERRARESI;
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HAMBLIN e PARIZOTTO, 2012; FERRARESI e PARIZOTTO, 2013). Uma vez que
0 metabolismo mitocondrial é influenciado pela fototerapia, é esperado que a cinética
do consumo de oxigénio (VO,) possa também ser modulada pela fototerapia, pois as
mitocondrias usam o oxigénio como o aceptor final para os elétrons da cadeia
transportadora de elétrons (CTE).

Somente dois estudos até o0 momento (DE MARCHI et al., 2012; DA SILVA
ALVES et al., 2014) investigaram os efeitos agudos da fototerapia no consumo de
oxigénio (VO,). Entretanto, esses estudos foram limitados a irradiarem poucas areas dos
masculos envolvidos durante o exercicio proposto. Além disso, esses estudos ndo
avaliaram a cinética do consumo de oxigénio (VO;), que é um excelente modo de se
avaliar a adaptacdo oxidativa causada pelo estimulo do exercicio fisico (BARSTOW,
1994). Assim, a analise da cinética do VO, pode revelar o quanto é eficiente o processo
da entrega do oxigénio (pelo sistema cardiorrespiratorio) e a utilizacdo do oxigénio (nas
mitocOndrias). Entre os atuais métodos de analises, a modelagem exponencial de dados
do consumo de oxigénio (VO,) parece ser aquela que melhor fornece informagdes sobre
0 VO; no inicio do exercicio, como velocidade (ou seja, constante de tempo “t”) e a
magnitude do estado estavel (ou seja, amplitude “a”) (BARSTOW; CASABURI e
WASSERMAN, 1993; ROSSITER et al., 1999).

Muitos estudos tém reportado os efeitos da fototerapia sobre o desempenho
muscular em exercicios de alta intensidade (FERRARESI; HAMBLIN e PARIZOTTO,
2012; BORSA; LARKIN e TRUE, 2013; LEAL-JUNIOR et al., 2013), mas a maioria
desses estudos € limitada principalmente a analises de marcadores de fadiga muscular
(lactato) e dano muscular (creatina quinase — CK) somente no sangue (LEAL-JUNIOR
et al., 2013). No entanto, andlises metabdlicas baseadas em espectroscopia de

ressonancia magnética nuclear (‘H NMR) em amostras de urina podem ser mais
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especificas e fornecerem informacdes detalhadas sobre o metabolismo energético
(ENEA et al., 2010; PECHLIVANIS et al., 2010). Além disso, se combinadas, ambas
as analises (urina e sangue) podem oferecer uma “equilibrada” analise acerca dos
processos de producdo e remocdo de lactato, bem como de outros metabdlitos oriundos
da degradacéo de proteinas, fornecendo uma ideia do grau do dano muscular.

A maioria dos estudos prévios envolvendo fototerapia e desempenho muscular
irradiou os masculos com limitado ndmero de pontos de aplicacdo (BORSA; LARKIN
e TRUE, 2013; LEAL-JUNIOR et al., 2013). Mas se a ideia é aumentar o desempenho
de todo um grupo muscular, entdo o nimero de pontos de aplicacdo da fototerapia deve
cobrir toda a area envolvida no exercicio proposto (FERRARESI et al., 2011;
FERRARESI; HAMBLIN e PARIZOTTO, 2012; FERRARESI e PARIZOTTO, 2013).

O presente estudo investigou os efeitos agudos da LEDT sobre a oxidagéo
mitocondrial no tecido muscular (através da analise da cinética do consumo de oxigénio
— VO,), marcadores sanguineos de fadiga e dano muscular associado a analises
metabdlicas por meio de *H NMR em amostras de urina. Foi avaliado o desempenho
muscular de um maratonista de elite que recebeu um pré-condicionamento muscular por
meio da LEDT antes de realizar exercicios intensos de corrida em esteira ergométrica.
Como reportado em estudos prévios, o pré-condicionamento muscular foi aplicado
imediatamente antes dos exercicios (DE MARCHI et al., 2012; DA SILVA ALVES et
al., 2014), mas o nimero de pontos de aplicacdo da fototerapia cobriu todos o0s grupos
musculares recrutados durante o exercicio proposto (FERRARESI et al.,, 2011;

FERRARESI; HAMBLIN e PARIZOTTO, 2012; FERRARESI e PARIZOTTO, 2013).
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METODOS

Um atleta maratonista de elite; 28 anos; 1,80 m de altura; 63,6 Kg de massa
corpérea; 19,6 Kg/m? de indice de massa corpérea; e 4 anos de experiéncia em
competicOes de corrida de alto nivel foi incluido nesse estudo randomizado, duplo-cego
e controlado por placebo.

O atleta declarou ser saudavel e ndo ter qualquer tipo de disfuncdo
musculoesquelética, neuroldgica, metabolica, respiratéria ou doenca cardiovascular.
Apos serem explicadas todas as propostas e procedimentos do estudo, o atleta assinou
um termo de consentimento livre e esclarecido e foi submetido a um protocolo de
exercicio para mensurar sua capacidade aerdbia, a cinética de VO,, desempenho
muscular e analises metabdlicas no sangue e urina. Esse estudo foi conduzido de acordo
com a Declaracdo de Helsinki, aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos da Universidade Federal de S&o Carlos (217/2012 — Apéndice I11) e registrado

no Clinical Trials.gov (NCT01770977).

Teste cardiopulmonar [TECP]: identificando a carga de trabalho alvo para o
exercicio

O TECP foi realizado em esteira ergométrica (Master ATL, Inbramed, Porto
Alegre, Brazil) utilizando um protocolo em rampa que consistiu de 5 minutos de
aumento incremental na velocidade a partir de 0,8 km.h* até 18 km.h seguido de
incrementos na inclinacdo (0,5% a cada 30 segundos). Esse teste foi concluido quando o
atleta apresentou sinais e/ou sintomas de maximo esfor¢o ou fadiga. O analisador de
gases foi calibrado previamente ao teste seguindo procedimentos padrdo (BALADY et
al., 2010). Ventilacdo e parametros metabdlicos foram monitorados e registrados

respiracéo a respiracdo (CPX-D/BreezeSuite 6.4.1, Medical Graphics, St Paul, USA). O
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eletrocardiograma foi continuamente monitorado (Active, Ecafix, Sao Paulo, Brazil) e a
frequéncia cardiaca (FC) foi registrada por um sistema de telemetria digital (Polar®
S810i; Polar Electro Oy, Kempele, Finland). A presséo arterial foi avaliada a cada dois
minutos. Usando o método ventilatério, 3 avaliadores independentes determinaram o
limiar de anaerobiose ventilatério (LAV) e o ponto de compensacdo respiratdria (PCR).
O maior valor médio de VO, observado nos ultimos 30 segundos de exercicio foi
considerado como o VO, pico. O TECP foi realizado em laboratorio apropriado, com

umidade entre 35 a 40% e temperatura entre 24 e 25 °C.

Tabela 1: Resultados dos parametros funcionais no
limiar de anaerobiose ventilatorio (LAV) e pico do teste
cardiopulmonar  (TECP) realizado em esteira
ergométrica utilizando protocolo em rampa para
determinar a carga de trabalho nos testes de carga
constante (TCC)

TECP LAV Pico
Tempo (min) 9 17,00
VO, (mL.kg™*.min™) 48,6 67,60
VO, (L.min?) 2,96 4,40
VCO; (L.min™) 2,54 4,48
FC (bpm) 154 182

Siglas. FC= frequéncia cardiaca, VO,= consumo de
oxigénio; VCO,= producao de didxido de carbono.

Teste de carga constante (TCC): correr até a exaustao voluntaria

O teste de carga constante (velocidade e inclinacdo) foi baseado nos valores de
VO, obtidos no TECP (descrito previamente). Foi utilizada uma carga intensa
correspondendo a 95% do VO, no ponto de compensacdo respiratoria (PCR) (WHIPP e
CASABURI, 1982; WHIPP, 1994). Ap6s 2 minutos de descanso em posi¢ao ereta sobre

a esteira ergométrica, foi iniciado o TCC com um Unico ajuste até a carga de trabalho
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alvo (18,0 Km/h, 4%) até o atleta apresentar sinais e/ou sintomas de fadiga ao exercicio
e decidir parar o exercicio voluntariamente. O monitoramento e os procedimentos de
aquisicdo da frequéncia cardiaca, pardmetros ventilatorios e metabdlicos foram
similares aos utilizados no TECP.

O TCC foi realizado 4 vezes em laboratério apropriado com umidade e
temperatura controlados como no TECP. O primeiro TCC foi realizado 2 dias ap6s o
TECP apenas para a familiarizacdo do atleta com todos os procedimentos e métodos e,
dessa maneira, ndo foi coletado/ analisado nenhum dado. Ap6s 7 dias, foram realizados
3 TCCs: LEDT-1-Placebo, LEDT-2-Placebo e LEDT-Efetivo. Entre cada um dos TCCs,
foi dado um intervalo de 7 dias [Figura 1]. O TCEP e todos os TCCs foram realizados
sempre no mesmo periodo do dia (vespertino). A LEDT-Placebo ou LEDT-Efetivo foi

aplicada sobre os musculos do atleta de acordo com os procedimentos de randomizagéo.
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Figura 1. Procedimentos do estudo e grupos musculares irradiados pela LEDT (light-
emitting diode therapy): A) biceps braquial e triceps braquial; B) obliquo externo e
grande dorsal; C) quadriceps femoral; D) isquiotibiais; E) tibial anterior e fibulares; F)
gastrocnémio e séleo. A ordem de cada terapia (LEDT-1-Placebo, LEDT-2-Placebo e
LEDT-Efetivo) foi randomizada. A sequéncia de aplicacio da LEDT ndo foi
randomizado e respeitou a seguinte sequéncia: F, E, D, C, B, A. Siglas. R= intervalo de
dias entre os testes de carga constante; LAV= limiar anaerobio ventilatorio.

LEDT (light-emitting diode therapy): randomizacéo, cegamento dos procedimentos,
terapia placebo e terapia efetiva

A terapia por LEDT no espectro do infravermelho préximo utilizou um arranjo
de mudltiplos LEDs (850 + 20 nm) especialmente construido para pesquisa pela
Universidade Federal de S&o Carlos e Universidade de S&o Paulo [Figura 1]. As
caracteristicas de cada LED e parametros da LEDT sdo apresentados na tabela 2. Todos

0s parametros deste equipamento para a LEDT foram calibrados por meio de medidor
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de poténcia dptica (modelo PM100D e sensor de poténcia modelo S130C - Thorlabs®).
Todos os parametros usados na LEDT foram baseados em estudos previamente
reportados na literatura correlata (FERRARESI; HAMBLIN e PARIZOTTO, 2012;
BORSA; LARKIN e TRUE, 2013; LEAL-JUNIOR et al., 2013).

Tabela 2. Parametros da LEDT (light-emitting diode therapy) e regifes de aplicacdo
antes da realizacdo de cada um dos testes de carga constante (TCC)

NUmero de LEDs: 50

Comprimento de onda: 850 nm £ 20 nm

Frequéncia: continuo

Poténcia optica: 50 mW

Area do LED: 0,2 cm?

Densidade de poténcia: 250 mW/cm?

Tempo de tratamento sobre cada grupo muscular: 15 segundos

Energia por diodo (LED) em 15 segundos: 0,75 J

Densidade de energia por diodo (LED) em 15 segundos: 3,75 J/cm?

Numero de pontos de irradiacdo por grupo muscular: 50

Energia total entregue a cada grupo muscular: 37,5 ]

Grupos musculares irradiados antes de cada TCC: A) biceps braquial e triceps
braquial; B) obliquo externo e grande dorsal; C) quadriceps femoral; D) isquiotibiais; E)
tibial anterior e fibulares; F) gastrocnémio e soleo

Energia total entregue ao corpo: 450 J

Poténcia total: 2.500 mW
Modo de aplicacdo: equipamento acoplado em contato com a pele

Sigla: J= Joules

A LEDT (placebo ou efetivo) foi aplicada sobre seis principais grupos
musculares (A, B, C, D, E e F) recrutados durante a corrida, como descrito na tabela 2 e
ilustrado na figura 1. Todos os grupos musculares receberam a LEDT (placebo ou
efetivo) 5 minutos antes de cada teste de carga constante (TCC) de acordo com o
procedimento de randomizacdo (LEAL JUNIOR et al.,, 2009c; FERRARESI;
HAMBLIN e PARIZOTTO, 2012; BORSA; LARKIN e TRUE, 2013; LEAL-JUNIOR
et al, 2013). O procedimento de randomizacdo foi gerado em

http://www.randomization.com usando uma permutacdo balanceada em 1 bloco com 3

diferentes tipos de terapias: LEDT-1-Placebo, LEDT-2-Placebo e LEDT-Efetivo. Dessa
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maneira, o presente estudo obteve a seguinte ordem de aplicacdo das terapias: LEDT-1-
Placebo, LEDT-2-Placebo e LEDT-Efetivo [Figura 1]. Tanto o atleta quanto os
avaliadores ndo sabiam se a LEDT era efetiva ou placebo durante a coleta e analise de
dados. Um botdo que seleciona a funcéo placebo ou efetivo foi construido e escondido
no equipamento para garantir a aplicacdo da LEDT em modo duplo-cego. Esse botéo foi
selecionado previamente sem o conhecimento dos avaliadores ou do voluntario. Além
disso, esse botéo foi selecionado para “ligado” (LEDT-Efetivo) ou “desligado” (LEDT-
Placebo) por um Unico avaliador, o qual realizou o procedimento de randomizacdo e
aplicacdo da LEDT e ndo teve acesso a coleta de dados e analises. Uma vez que a LEDT
usada foi infravermelha, ninguém (voluntério e avaliadores) pode identificar se a LEDT
era efetiva ou placebo enquanto a exibicdo do tempo de terapia transcorria no

equipamento.

Analises da cinética do consumo de oxigénio (VO,): modelagem dos dados

Uma vez que a fase inicial do consumo de oxigénio (VO,) é principalmente
atribuida ao aumento do débito cardiaco e fluxo sanguineo pulmonar (ARENA et al.,
2004), os primeiros 20 segundos de dados registrados foram excluidos das analises da
cinética de VO, (WHIPP et al., 1982). Apbs esse procedimento, foi utilizado um
modelo bi-exponencial para ajustar os dados de VO, para todos os testes de carga

constante (TCC):
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V0,(0) = ao +aa (1.- e(_t_’iDl)) +a(1- e(‘t_£D2)>

onde “t” é o tempo; “a,” é o valor médio de VO, durante a fase de aquecimento no
exercicio; “a;” é a amplitude do VO, muscular; “a,” é a amplitude “extra” de VO, na
fase de componente lento (a amplitude de VO, aumenta nessa fase principalmente pelo
recrutamento das fibras musculares do tipo Il com baixa eficiéncia oxidativa
(BORRANI et al., 2001)); “t,” é a velocidade de ajuste do consumo de oxigénio (VO,)
muscular; “TD;” é o tempo de atraso para iniciar a fase muscular (ROSSITER et al.,
1999) e “TD,” é o tempo de atraso para surgir a fase de componente lento (surge apds
alguns minutos de exercicio com carga constante acima do limiar anaerdbio ventilatorio
- LAV) (BARSTOW, 1994; WHIPP, 1994; GAESSER e POOLE, 1996). Também foi
calculado o déficit de oxigénio muscular total (Oages = (t+TD1) a;)) (WHIPP e

CASABURI, 1982).

Analises de lactato e creatina quinase (CK) sanguinea

Para andlises dos niveis de lactato, foram coletadas amostras sanguineas do
I6bulo da orelha do atleta por meio de lancetas esterilizadas antes e apds 5 minutos do
término de cada teste com carga constante (TCC). O local da puncdo no lébulo da
orelha foi limpo com &lcool, seco e a primeira gota descartada. O sangue coletado (25
uL) foi rapidamente transferido para tubos do tipo Eppendorf® contendo 50 uL de
fluoreto de sddio (NaF) a 1% e analisado por lactimetro eletroenzimatico (YSI 1500 -
Yellow Springs, USA) (SIMOES et al., 2013). Lactato foi usado para inferir a fadiga

muscular.
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A creatina quinase foi analisada a partir de 4,5 mL de sangue coletado da veia
antecubital antes e 5 minutos apds o término de cada TCC. O sangue foi coletado em
tubos heparinizados, centrifugado a 3.000 x g por 10 minutos a 4°C e o plasma
heparinizado foi imediatamente transferido para tubos do tipo Eppendorf® e
armazenados em freezer -80°C até ser analisado. As analises de CK foram realizadas
em analisador bioquimico Reflotron Plus® (Roche, DEU) (HORNERY et al., 2007)
usando 30 pL do plasma heparinizado, de acordo com o manual de instrucGes do

equipamento.

Analises metabolicas em urina baseadas em espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear de prétons (‘H NMR) na urina

Amostras de urina foram coletadas antes € 30 + 5 minutos ap6s o término de
cada TCC placebo ou efetivo (ENEA et al., 2010; PECHLIVANIS et al., 2010). O
atleta foi instruido a descartar o primeiro fluxo urinario e urinar cerca de 10 mL dentro
de um tubo Falcon. Imediatamente esse tubo foi congelado em nitrogénio liquido e
armazenado em freezer -80 °C até ser analisado. E importante destacar que durante cada
dia de teste, o atleta recebeu orientagdes gerais para ingerir as mesmas quantidades de
agua e alimentos (ENEA et al., 2010; PECHLIVANIS et al., 2010).

Para as analises em *H NMR, as amostras de urina foram descongeladas e 1,0
mL foi centrifugado (10 minutos a 10.000 x g) para eliminar fragmentos celulares e
sedimentos. Apos esse procedimento, 0,9 mL de urina foi adicionado a 0,1 mL de
solugéo tampéo de fosfato em D,O (1,5 M, pH= 7.00) contendo 2 mM de NaNj3 (azida
de s6dio) e 0,1% de TSP-d, (sédio 3-trimetilsilil [2,2,3,3-?D4] propionato), e o pH foi

ajustado para 7,00 £+ 0,01 apds 20 minutos de espera com HCI ou NaOH. Por fim, 0,6
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mL de urina foi transferida para um tubo de ressonancia magnética nuclear (NMR) de 5
milimetros (ENEA et al., 2010).

Os espectros de NMR da amostra de urina foram registrados em espectrometro
Bruker AVANCE 11l a uma frequéncia de prétons de 600 MHz equipado com uma
CryoProbe TCI de 5 milimetros (z-gradient). Foi utilizada também uma sequéncia de
pulsos unidimensionais (1D) NOESY com pré-saturagdo de &gua. Os espectros de
creatina quinase e alanina (dano muscular); creatinina (metabolismo energético) e
glicina, dimetilalanina (DMA) e trimetilalanina N-6xido (TMAOQ) (disfuncdo renal)
foram qualitativamente e quantitativamente atribuidos usando Chenomx NMR suite 7.5
software, edicdo de avaliagdo (Chenomx Inc., Canada) de acordo com a literatura

(WISHART et al., 2009).

Analise estatistica

Todos os resultados foram apresentados de forma descritiva, ou seja, em valores
absolutos, percentuais e valores normalizados pelo tempo limite de exercicio realizado
(Tiim). Tabelas e graficos mostram todas as diferengas entre cada teste. N&o foi aplicado
nenhum teste estatistico, uma vez que esse estudo envolveu apenas um unico atleta

maratonista de elite.

RESULTADOS
Cinética do consumo de oxigénio (VO,) e desempenho

Os parametros da cinética do consumo de oxigénio mensurados durante cada
teste de carga constante (TCC) foram: “ap”, “a;”, “a,”, “t1”, “TD;”, “TD,”, tempo limite
de exercicio (Tym) e o déficit de oxigénio (Oqqer) (ver definicdes em Analises da cinética

do consumo de oxigénio).
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LEDT-1-Placebo e LEDT-2-Placebo tiveram resultados muito similares como
podem ser vistos na figura 2, sugerindo uma resposta muito similar para 0 mesmo
exercicio e de acordo com a literatura (FAISAL; BEAVERS e HUGHSON, 2010).
Comparando ambas as terapias placebo, LEDT-1-Placebo teve aproximadamente um
adicional de 200 ml.min™ na amplitude de VO, na fase de componente lento (“a,")
[Figura 2] e LEDT-2-Placebo teve um maior “Tjin” de exercicio (+144 seg ou +17 %),
menor “Ogqgef” (-4 L ou -2.8 %) e “t,” (a velocidade de ajuste do VO, muscular) (-2 seg
ou +5.9 % mais rapido).

Por outro lado, LEDT-Efetivo comparado ao LEDT-1-Placebo aumentou o
“Tim” (+589 seg ou +70 %), diminuiu “O4” (-12 L ou -8,4 %) e “1,” (-10 seg ou
+29,4 % mais rapido). Comparado ao LEDT-2-Placebo, LEDT-Efetivo teve um maior
“Tim” de exercicio (+445 seg ou +45 %), menor “Oygef” (-8 L ou -5,8 %) e “1,” (-8 seg
ou 25% mais rapido). Também, LEDT-Efetivo iniciou a fase de componente lento mais
precocemente (menor “TD,”), teve uma adaptacdo muscular oxidativa mais rapida
(menor valor de “t”), maior amplitude de VO, muscular (“a;”) e a maior amplitude
“extra” de VO, na fase de componente lento (“a,”) [Figura 2].

LEDT-1-Placebo, LEDT-2-Placebo e LEDT-Efetivo apresentaram 839, 983 e
1.428 segundos para 0 “Tjin,”; 143, 139 e 131 litros para “Oqe” € 34, 32 e 24 segundos

para “1,”, respectivamente [Figura 3A, B e C, respectivamente].
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Figura 2. Valores de VO,. aj, a1 € a; TD; e TD, durante os testes de carga constante (TCC): LEDT-1-Placebo, LEDT-2-Placebo e LEDT-
Efetivo. Siglas: VO, (consumo de oxigénio). ao (média de VO, durante o aquecimento no exercicio), a; (amplitude de VO, muscular na fase
muscular); a, (amplitude “extra” de VO, na fase de componente lento); TD; (tempo de atraso para iniciar a fase muscular); TD, (tempo de atraso

para o inicio da fase de componente lento); LEDT (light-emitting diode therapy).
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[A] Tempo limite (segundos) [B] O déficit (litros) [C] T, (segundos)
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Figura 3. Comparaces entre os testes de carga constante (TCC): LEDT-1-Placebo, LEDT-2-Placebo e LEDT-Efetivo. Siglas: Tiim (tempo limite
de exercicio); “t1” (velocidade de ajuste do consumo de oxigénio (VO_) muscular); L (litros); LEDT (ligtht-emitting diode therapy). Note nessa
figura que foram plotadas linhas pontilhadas para demonstrar a tendéncia ou linearidade para a adaptacao esperada apos multiplos testes de carga
constante. No entanto, apés a LEDT-Efetivo, houve uma clara quebra de linearidade ou tendéncia, sugerindo efeitos benéficos da LEDT sobre a
cinética de VO,.
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Analises de sangue e urina
As concentracBes de cada metabélito no sangue e/ou urina analisados por *H
NMR foram expressas em valores absolutos, percentuais de mudanca e normalizadas

pelo tempo limite de exercicio (Tjim) de cada teste de carga constante (Tabela 3).

269



Tabela 3: Resultados para a creatina quinase (U/L) e lactato no sangue (mmol/L) e analises metabélicas baseadas em *H NMR (mM) em urina. Os
dados foram expressos em valores de concentracdo absoluta, percentual de mudanca e normalizados pelo tempo limite de exercicio realizado
(Tlim)

LEDT-1-Placebo LEDT-2-Placebo LEDT-Efetivo
3 0 . o . (1) .
Concentragao Pré Apoés A% A% S/)];("To_z(%g Pré Apds A% (QAS:?’ s; )’(1“ '1"82 Pré Apés A% (122/2 /S)T(“ran'z
CK (sangue) 105 156 48,57 578 113,00 169,00 49,56 5,04 110,00 149,00 35,45 2,48
Lactato (sangue) 1,50 10,20 580 69,12 084 9,69 1,053 107,12 1,74 9,60 451,72 31,63
Lactato (urina) 0,32 39,70 12.306 1.466,74 1,20 52,20 4.250 432,34 0,63 41,10 6.423 449,84
Creatinina (urina) 10,80 11,80 9,26 1,10 61,50 70,00 13,82 1,40 2090 19,70 -5,74 -0,40
Alanina (urina) 0,31 054 74,19 8,84 1,59 2,37 49,06 498 0,711 1,14 60,34 4,22
Glicina (urina) 0,84 0,81 -3,57 -042 369 322 -12,74 -129 111 1,37 2342 1,64
DMA (urina) 0,33 0,39 18,18 2,16 2,05 2,38 16,10 163 080 0,73 -8,75 -0,61
TMAO (urina) 0,19 0,13 -31,58 -3,76 543 4,77 -12,15 -1,23 0,35 0,27 -22,86 -1,60

Siglas: LEDT= light-emitting diode therapy; CK= creatine quinase; "H NMR= espectroscopia de ressonancia magnética nuclear; DMA=
dimetilalanina; TMAO= trimetilalanina N-6xido; mM= milimolar; A%= delta em percentual, Tiin (tempo limite de exercicio).
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DISCUSSAO

Esse estudo preliminar investigou os efeitos do pré-condicionamento muscular
usando a LEDT sobre a cinética do consumo de oxigénio (VO,) e mudancas
metabolicas no sangue e urina de um atleta maratonista de elite em testes de exercicio
do tipo corrida de alta intensidade em esteira ergométrica. Muitos estudos tém utilizado
a fototerapia na faixa do infravermelho préximo para aumentar o desempenho muscular
(FERRARESI; HAMBLIN e PARIZOTTO, 2012; BORSA; LARKIN e TRUE, 2013;
LEAL-JUNIOR et al., 2013). Os principais efeitos reportados por esses estudos sao:
diminuicdo da fadiga (menores niveis de lactato) e dano muscular (menores
concentrag0es de creatina quinase - CK); aumento de torque, carga de trabalho,
capacidade aerdbia, defesas antioxidantes e melhor microcirculagdo quando essa terapia
é aplicada sobre o tecido muscular (LEAL JUNIOR et al., 2009c; FERRARESI et al.,
2011; DE MARCHI et al., 2012; FERRARESI; HAMBLIN e PARIZOTTO, 2012;
VIEIRA et al., 2012; BORSA; LARKIN e TRUE, 2013; DA SILVA ALVES et al.,
2014).

No entanto, ainda ndo hd um consenso sobre como todos os parametros da
fototerapia, como por exemplo, o comprimento de onda, tempo de terapia, energia,
densidade de energia, poténcia e nimero de pontos de aplicacdo devem ser utilizados
para proporcionar um melhor desempenho muscular nos exercicios. Assim, baseado na
possivel dose-resposta bifasica previamente reportada na literatura (HUANG et al.,
2009; HUANG et al., 2011), o presente estudo aplicou uma energia total por grupo
muscular (37,5 Joules) similar & reportada na literatura. N6s usamos 50 pontos de
irradiacdo a fim de cobrir toda a area de cada grupo muscular recrutado no exercicio
proposto e uma poténcia dptica (50 mW) (FERRARESI et al., 2011; FERRARESI;

HAMBLIN e PARIZOTTO, 2012; VIEIRA et al., 2012), a metade do tempo de

271



tratamento utilizado previamente (15 segundos) (DE MARCHI et al., 2012) e o

comprimento de onda (LEAL JUNIOR et al., 2009c) ja descrito na literatura.

Cinética do VO, e desempenho muscular

As linhas pontilhadas na figura 3 demonstraram a oscilacdo esperada ou uma
progressiva adaptacao entre cada teste de carga constante (mesmo que ndo mostrada na
literatura) (FAISAL; BEAVERS e HUGHSON, 2010). E importante observar que em
cada uma dessas linhas ha uma abrupta quebra na linearidade (ou uma tendéncia para
uma quebra) apos a terapia por LEDT-Efetivo [Figura 3]. Esses resultados preliminares
podem sugerir um acelerado (aqui avaliado por “t;”) e mais eficiente sintese de
adenosina trifosfato (ATP) a partir do metabolismo aerébio (oxidacdo fosforilativa) e
metabolismo anaerobio (sistema de Cr-P) principalmente nas fibras de contracdo lenta
antes do surgimento da fase de componente lento (HEPPLE, 2002). Além disso, nossos
resultados sugerem uma maior influéncia da sintese de ATP aerobio nas fibras de
contracgdo rapida (glicolitica e oxidativa) durante a fase de componente lento (JONES et
al., 2011) que provavelmente produziu um “Tj,” de exercicio estendido quando
comparado as terapias placebo (LEDT-Placebo).

Durante a fase de componente lento ha um progressivo aumento na concentragao
de lactato sanguineo devido ao progressivo recrutamento das fibras de contracdo rapida
(BORRANI et al., 2001) que produzem uma acidose metabdlica (BARSTOW, 1994;
WHIPP, 1994; GAESSER e POOLE, 1996). Nesse contexto, € bem conhecido que a
fototerapia na faixa do infravermelho préximo pode melhorar a funcdo mitocondrial,
com possiveis mecanismos que consistem no melhor transporte do lactato através de

transportadores monocarboxilados e oxidagdo do lactato para o processo de sintese de
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ATP durante os exercicios (FERRARESI et al., 2011; VIEIRA et al., 2012;
FERRARESI e PARIZOTTO, 2013).

Tem sido relatado na literatura que a fototerapia pode promover melhora da
atividade do complexo IV (citocromo c¢ oxidase) (KARU, 2010) bem como dos outros
complexos da cadeia transportadora de elétrons mitocondrial (SILVEIRA et al., 2009)
em tecido muscular ndo lesionado ou sem estresse (HAYWORTH et al., 2010). Além
disso, alguns estudos tém reportado melhor vasodilatacdo, microcirculagdo e perfusao
tecidual apds o uso de LEDT-Efetivo sobre o corpo humano (MAK e CHEING, 2012).
Dessa maneira, um melhor transporte e entrega de sangue para as células musculares,
associado a um metabolismo mitocondrial aumentado, pode possivelmente modular as
respostas do consumo de oxigénio (VO;) durante os exercicios, dando suporte para

resultados relacionados a cinética de VO..

Lactato e creatina quinase (CK) sanguineo e analises metabolicas em urina
baseadas em ‘H NMR

Os niveis de lactato no sangue normalizado pelo tempo limite de exercicio
realizado (Tjm) foram muito mais baixos apds a fototerapia por LEDT-Efetivo,
sugerindo uma melhor remoc¢édo do lactato produzido (DE MARCHI et al., 2012), ou
uma menor producdo de lactato possivelmente pela inibicdo da enzima lactato
desidrogenase (LDH), ou uma aumentada oxidacdo (consumo) nas mitocondrias
(FERRARESI et al., 2011; FERRARESI; HAMBLIN e PARIZOTTO, 2012;
FERRARESI e PARIZOTTO, 2013). No entanto, se a fototerapia na faixa do
infravermelho préximo pode melhorar a vasodilatagdo e a microcirculagdo (MAK e
CHEING, 2012), e consequentemente promover uma melhor remocdo de lactato do

tecido muscular, é importante entdo se mensurar a concentracdo de lactato na urina
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(ENEA et al., 2010; PECHLIVANIS et al., 2010) bem como no sangue a fim de se
identificar a relacdo entre a producéo e a remocao de lactato durante 0s exercicios.

O teste de carga constante com LEDT-Efetivo teve os menores niveis de lactato
no sangue e urina normalizados pelo tempo de exercicio realizado. Esses resultados
sugerem que os efeitos da fototerapia podem estar mais bem relacionados a diminuicéo
de producéo (e/ou aumento de seu consumo pelas mitocéndrias) (FERRARESI et al.,
2011; FERRARESI; HAMBLIN e PARIZOTTO, 2012; FERRARESI e PARIZOTTO,
2013) que a remocdo do lactato como previamente reportado (DE MARCHI et al.,
2012; LEAL-JUNIOR et al., 2013).

A CK tem sido usada como o “padrdo ouro” para mensurar o dano muscular
apos exercicios de alta intensidade e frequentemente esta relacionada a altos niveis de
estresse oxidativo (DE MARCHI et al., 2012). A fototerapia na faixa do infravermelho
préximo parece modular o estresse oxidativo e prevenir o dano muscular se aplicada
sobre os musculos antes dos exercicios de alta intensidade (LEAL JUNIOR et al.,
2009c; DE MARCHI et al., 2012). De acordo com esses resultados prévios, os niveis de
CK sanguineo, normalizado pelo tempo limite de exercicio, foram os menores quando a
LEDT-Efetivo foi utilizada. Também, o aminoacido alanina foi quantificado na urina
para mensurar a fungdo renal, mas, sobretudo, a remogdo de aminoécidos oriundos do
possivel dano muscular. Os niveis de CK estdo associados com o dano muscular e 0s
aminoéacidos provenientes da quebra de proteinas sdo liberados na corrente sanguinea e
consequentemente excretados na urina (ENEA et al., 2010). O aumento de alanina na
urina apds exercicios de alta intensidade sugere que algum dano muscular ocorreu
(ENEA et al., 2010). Quando LEDT-Efetivo foi aplicada, a quantidade de alanina na
urina normalizada pelo tempo limite de exercicio foi mais baixa que na LEDT-2-

Placebo, teste este que teve o segundo maior “Tji,” de exercicio, sugerindo um efeito
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protetor da LEDT-Efetivo contra o dano muscular, como previamente reportado (LEAL
JUNIOR et al., 2009c; FERRARESI; HAMBLIN e PARIZOTTO, 2012; BORSA,
LARKIN e TRUE, 2013; LEAL-JUNIOR et al., 2013).

Outro importante metabolito identificado na urina foi a creatinina. Esse
metabdlito é frequentemente associado a disfungdo renal em pacientes com doencas que
promovem o catabolismo muscular (degradacdo de proteinas) (BAIRAKTARI et al.,
2002). No entanto, a presenca de creatinina na urina de pessoas saudaveis submetidas a
exercicios intensos sugere como a fosfocreatina estd sendo metabolizada
(PECHLIVANIS et al., 2010). A fosfocreatina (associada a um maior estado energético
das células) € produzida pela re-fosforilagdo de creatina pelo ATP. Assim, se mais ATP
mitocondrial esta disponivel (efeitos da LEDT-Efetivo) é esperado um maior aporte
energético nos masculos, que por sua vez poderia explicar uma aparente maior taxa de
produgdo de ATP durante o inicio do exercicio (PECHLIVANIS et al., 2010;
FERRARESI et al., 2011). Assim, a producdo de creatinina e sua excrecdo foram
diminuidas somente apds LEDT-Efetivo, sugerindo um melhor metabolismo energético
alatico.

Outros metabdlitos também foram identificados, como a glicina, dimetilalanina
(DMA) e trimetilalanina N-6xido (TMAOQ), os quais estdo todos relacionados a fungéo
renal (BAIRAKTARI et al., 2002). Altos niveis de acidose pode causar uma disfungédo
renal aguda por meio de uma acidose tubular (BAIRAKTARI et al., 2002). De acordo
com a literatura, a concentragdo de glicina normalizada pelo tempo limite “T,” de
exercicio no LEDT-1-Placebo e LEDT-2-Placebo foi bruscamente diminuido, sugerindo
uma disfuncdo renal reversivel (BAIRAKTARI et al., 2002). Além disso, quando a
LEDT-Efetivo foi aplicada, os niveis de glicina aumentaram, sugerindo uma menor

disfungéo renal. Por outro lado, uma aumentada excre¢do de dimetilalanina (DMA) e
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trimetilalanina N-6xido (TMAO) sugere uma disfungdo renal (BAIRAKTARI et al.,
2002; ENEA et al., 2010). Em ambos os tratamentos placebos, a DMA e a TMAO
foram mais intensamente excretadas no teste LEDT-2-Placebo, sugerindo pior funcéo
renal.

O desenho experimental de nosso trabalho teve como objetivo aplicar dois dias
de terapia placebo a fim de demonstrar a pequena oscilagdo esperada entre testes de
exercicios repetidos, ao contrario de outros estudos que realizaram apenas um teste
durante os procedimentos de cruzamento entre os voluntarios (DA SILVA ALVES et
al., 2014). Essa estratégia, para 0 nosso conhecimento, deve ser entendida como uma
valiosa cautela para garantir que todas as mudancas no desempenho muscular e na
cinética de VO, possivelmente € atribuivel a LEDT-Efetivo, e que essas mudancas
devem ser maiores que a oscilagdo normal entre os testes de exercicios repetidos, como
demonstrado nos dois dias de terapia placebo (LEDT-Placebo).

No entanto, uma possivel preocupacdo principal sobre 0s nossos resultados é a
ordem das terapias, uma vez que a LEDT-Efetivo foi randomizada para o Gltimo dia de
teste. Nesse momento, é muito importante destacar que devido a nossa estratégia de
realizar 2 testes de exercicio aplicando LEDT-Placebo, as mudancas esperadas nas
repostas de VO, para um proximo teste usando LEDT-placebo p6de ser plotado (figura
3 — linhas pontilhadas), apesar de ser dificil medir o comportamento dessa oscilacgao,
mas que certamente ndo é maior que ~ -9 s no At [Figura 3C] (FAISAL; BEAVERS e
HUGHSON, 2010).

Considerando essa mesma figura, € essencial notar que houve uma abrupta
inflexdo da resposta quando LEDT-Efetivo foi aplicada antes do teste de exercicio
(mesmo considerando essa normal oscilacdo ou influéncia decorrentes do “aprendizado”

ja discutidos), mostrando respostas superiores. Em outras palavras, noés fomos
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extremamente cuidadosos para garantir que os efeitos da LEDT deveriam ser maiores
que a oscilacdo pequena existente entre os testes, as quais sdo respostas fisiologicas
normais e nao significam melhor ou pior desempenho muscular. Além disso, 0
maratonista profissional que participou desse estudo tem 4 anos de experiéncia em
corrida. Exercicios como os realizados nesse estudo sdo parte de seu programa de
treinamento diario. Assim, o efeito de “aprendizado” em correr ndo é um argumento
adequado, apesar de ndo ser conclusivo a partir desse estudo piloto.

Como um atleta de elite tem o seu ajuste de VO, otimizado proximo ao seu
maximo, e as pequenas mudancas observadas (At = -2s — figura 3C) entre os testes
usando LEDT-Placebo, essas pequenas mudancas sdo devido a pequena oscilacdo
esperada apesar de possivel erro inerente ao processo de modelamento (ruido intra-
respiracdo), uma vez que ha insignificantes influéncias do ritmo circadiano sobre a
cinética do VO, (FAISAL; BEAVERS e HUGHSON, 2010).

O presente estudo mostrou novos potenciais efeitos da fototerapia por LEDT
sobre 0 desempenho muscular e a cinética do consumo de oxigénio (VO,) durante testes
intensos de carga constante (os quais simulam protocolos de treinamento de resisténcia)
associado a analises metabdlicas no sangue e urina usando analises de *H NMR. No
entanto, devem ser evitadas generalizagdes dos resultados encontrados, pois esse estudo
envolveu apenas um maratonista profissional como participante. Nos encorajamos mais
pesquisadores a reproduzirem este estudo com mais atletas para corroborarem nossos
achados, alem de investigarem outras adaptagdes musculares como a expressdo génica e

0 consumo de oxigénio muscular.
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CONCLUSAO

A fototerapia por LEDT (light-emitting diode therapy), usando um arranjo de
LEDs emitindo luz na faixa do infravermelho proximo e dose aplicada nesse estudo
possivelmente pode melhorar a cinética do consumo de oxigénio (VO,); aumentar o
tempo de exercicio; diminuir o dano muscular, fadiga e a disfuncdo renal durante o

exercicio de corrida realizado em esteira ergométrica.
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ESTUDO VIII

Efeitos da fototerapia de baixa intensidade sobre a capacidade aerobia em
humanos: estudo duplo-cego, randomizado, cruzado e controlado por

placebo
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RESUMO

O pré-condicionamento muscular usando a fototerapia por laser e LEDs (light-emitting
diodes) tem proporcionado efeitos benéficos sobre o desempenho muscular. No entanto,
embora existam muitos estudos na literatura estabelecendo a interagdo positiva entre a
luz e mitocondrias celulares, poucos estudos investigaram os efeitos da fototerapia
sobre a capacidade aerdbia, sobretudo em humanos. O objetivo desse estudo duplo-
cego, randomizado, cruzado e controlado por placebo foi investigar se fototerapia
usando LEDs (light-emitting diode therapy - LEDT) aplicada antes (pré-
condicionamento muscular) de exercicio moderado em cicloergometro pode modular a
capacidade aerdbia (cinética do consumo de oxigénio — VO,, producdo de dioxido de
carbono — VCO,, frequéncia cardiaca — FC e débito cardiaco — Q) e os niveis de lactato
sanguineo de homens jovens. A LEDT usou um arranjo flexivel de 200 LEDs, dispostos
em 25 arranjos de 4 LEDs infravermelhos (830 + 20 nm; 120 mW) e 25 arranjos de 4
LEDs vermelhos (630 + 10 nm; 60 mW). Oito voluntarios participaram do estudo e
foram avaliados em cicloergometro duas vezes no primeiro dia de avaliagdo e duas
vezes no segundo dia, sempre nos periodos da manha e tarde (separados por 6 horas). A
LEDT utilizou uma dose de luz (180 J) recomendada e utilizada em estudos prévios ou
Placebo (0 J) aplicada sobre o quadriceps femoral, isquiotibiais e triceps sural de ambos
0s membros inferiores dos voluntarios uma Unica vez em cada dia de avaliagdo, sempre
30 minutos antes do inicio do protocolo de exercicio. Os dias de avaliacdo foram
separados por 1 semana (7 dias) para o procedimento de cruzamento entre 0s grupos. A
cinética de VO,, VCO,, FC e Q foi analisada no dominio do tempo e frequéncia. A
LEDT ndo modulou significativamente (P > 0,05) a cinética de nenhum dos parametros

testados e os niveis sanguineos de lactato intra e/ou intergrupos. Esses resultados
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sugerem que a LEDT ndo modulou a capacidade aerdbia de homens jovens em
exercicio moderado.

Palavras-chave: VO,, cinética, LEDT, laser, fototerapia
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INTRODUCAO

Estudos prévios ja demonstraram uma interacdo entre a luz e tecidos bioldgicos
mediada pelas mitocondrias celulares (PASSARELLA et al., 1984; KARU, 1999). O
principal croméforo que absorve a luz emitida por laser de baixa intensidade e LEDs
(light-emitting diodes) parece ser a citocromo ¢ oxidase (Cox) (KARU, 1999; KARU,;
PYATIBRAT e AFANASYEVA, 2004; KARU, 2010), a qual é uma enzima localizada
na cadeia transportadora de elétrons (CTE) (MASHA; HOURELD e ABRAHAMSE,
2013). Essa enzima e capaz de absorver a luz com comprimentos de onda especificos
(entre 600-900 nm) (HUANG et al., 2009), promovendo modula¢des sobre a CTE
(MASHA; HOURELD e ABRAHAMSE, 2013) que por sua vez aumenta o potencial de
membrana mitocondrial (PASSARELLA et al.,, 1984) e a sintese de adenosina
trifosfato (ATP) (PASSARELLA et al., 1984; KARU; PYATIBRAT e KALENDO,
1995) necessario para as atividades celulares.

Desde que estudos prévios relataram os efeitos da luz sobre as mitocéndrias,
muitos estudos tém investigado os beneficios da fototerapia de baixa intensidade (luz
emitida por lasers e LEDs) sobre a dor e lesdes teciduais (ENWEMEKA et al., 2004),
como também sobre tecidos sadios (FERRARESI; HAMBLIN e PARIZOTTO, 2012;
BORSA; LARKIN e TRUE, 2013). Entre algumas aplicacdes sobre os tecidos sem
lesdo, 0 musculo esquelético recentemente tem recebido especial atencdo, sobretudo, em
investigacdes acerca dos beneficios da fototerapia no desempenho muscular, seja com o
uso dessa terapia antes dos exercicios (pré-condicionamento muscular), ou apds o0s
exercicios (FERRARESI; HAMBLIN e PARIZOTTO, 2012; BORSA; LARKIN e
TRUE, 2013; LEAL-JUNIOR et al., 2013). Esses beneficios podem ser sumarizados em
reducgdo da fadiga muscular e dos niveis de lactato sanguineo e dano muscular; aumento

no numero de repeticdes maximas, carga de trabalho e for¢ca muscular (FERRARESI;
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HAMBLIN e PARIZOTTO, 2012; BORSA; LARKIN e TRUE, 2013; LEAL-JUNIOR
etal., 2013).

No entanto, surpreendentemente poucos estudos investigaram a influéncia da
fototerapia sobre exercicios predominantemente aerébios (CAMARGO et al., 2012;
VIEIRA et al., 2012; AQUINO et al., 2013). Uma vez que os efeitos da fototerapia séo
possivelmente desencadeados pelo metabolismo mitocondrial (KARU, 1999), é possivel
que o consumo de oxigénio muscular (VO;) possa ser modulado. Além disso, estudos
prévios ja relataram uma dose-resposta bifasica para a fototerapia (HUANG et al., 2009;
HUANG et al., 2011) que oscila entre bons efeitos, nenhum efeito ou até mesmo efeitos
deletérios.

Por essa razdo, um recente estudo de revisdo sistematica com meta-analise (LEAL-
JUNIOR et al., 2013) propos algumas doses (energia por ponto — J) que possivelmente
podem ser Uteis para resolver essa questdo de dose-resposta quando a fototerapia é
usada para promover o pré-condicionamento muscular. Além disso, estudos prévios
(PASSARELLA et al., 1984; KARU; PYATIBRAT e KALENDO, 1995) ja relataram
que os efeitos da fototerapia sobre as mitocondrias sdo também dependentes do tempo
(tempo-resposta) apos a exposicéo a luz.

Esse presente estudo duplo-cego, randomizado, cruzado e controlado por
placebo teve como objetivo verificar se as respostas aerdbias em humanos poderiam ser
otimizadas pela fototerapia de baixa intensidade emitida pela terapia LED (light-
emitting diode therapy — LEDT). Para essa proposta, um arranjo de LEDs foi usado para
realizar o pré-condicionamento muscular 30 minutos e 6 horas (na tentativa de cobrir o
tempo-resposta) antes de testes ergométricos em cicloergometro.

Os possiveis efeitos sobre a capacidade aerdbia mediados pela LEDT foram

investigados por uma caracterizacdo precisa da resposta de VO, através de anélises no
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dominio do tempo e frequéncia. Adicionalmente analisamos 0s niveis sanguineos de
lactato. NOs hipotetizamos que a LEDT poderia otimizar a resposta muscular aerdbia

durante o exercicio.

MATERIAIS E METODOS
Desenho experimental

Oito homens jovens (23 + 2 anos, 171 + 5 cm e 75 + 14 kg) fizeram parte desse
estudo duplo-cego, randomizado, cruzado e controlado por placebo [Figura 1A]. Ap6s
todos os participantes assinarem um termo de consentimento livre e esclarecido
aprovado pelo Comité de Etica em Seres Humanos da University of Waterloo (CAN),
eles foram avaliados durante 2 dias ndo consecutivos (separados por uma semana —
washout), e 2 vezes em cada dia (separados por 6 horas — manha e tarde), totalizando 4
visitas. A LEDT ou Placebo foi aplicado durante o periodo da manha e os protocolos de
exercicios iniciaram 30 minutos (PRBS1) e 6 horas (PRBS2) ap6s cada terapia. O
mesmo protocolo PRBS (pseudorandom binary sequence) foi repetido 3 vezes em cada
protocolo (PRBS1 e PRBS2) a fim de garantir a melhor reprodutibilidade dos dados
[Figura 1B]. Todos os participantes realizaram uma familiarizagc&o ao cicloergometro e
ao protocolo PRBS (1 minuto a 25 W e 1 minuto a 100 W) antes de iniciarem cada

teste.
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Estudo duplo-cego, randomizado, cruzado e
controlado por placebo (8 voluntarios)
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Figura 1. Fluxograma (1A) e protocolo de exercicio (PRBS) (1B). Siglas: LEDT=
light-emitting diode therapy; PRBS= pseudorandom binary sequence exercise.
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Procedimentos de randomizacgéo, cruzamento e cegamento

A randomizacao foi gerada no Randomization.com
(http://www.randomization.com) usando permutagdes em 2 blocos e 2 terapias: LEDT e
Placebo. Assim, se o voluntéario recebesse a LEDT no primeiro dia de avaliacdo,
obrigatoriamente receberia a terapia placebo no segundo dia, ou vice-versa, garantindo
0 cruzamento dos voluntarios [Figura 1A].

Os voluntérios e os avaliadores ndo souberam se a LEDT aplicada durante cada
coleta de dados era efetiva ou placebo. Esse procedimento de cegamento da terapia foi
possivel devido a um botédo, escondido no aparelho, o qual selecionava a terapia efetiva
ou placebo. Esse botdo foi selecionado previamente sem o conhecimento dos
voluntarios e dos avaliadores. A selecdo desse botdo foi realizada por um Unico
pesquisador que participou dos procedimentos de randomizacédo, aplicagéo da LEDT e

coleta de dados, mas sem acesso a analise de dados.

Terapia LED (light-Emitting Diode Therapy (LEDT)

Foi utilizado um arranjo de 200 LEDs (100 na faixa do infravermelho — 830 +
20 nm; e 100 na faixa do vermelho — 630 + 10 nm) especialmente construido para essa
pesquisa. Esse arranjo de LEDs tem 18x38 cm e composto por 25 arranjos de 4 LEDs
infravermelhos mais 25 arranjos de 4 LEDs vermelhos [Figura 2]. O tempo de
irradiacdo foi de 40 segundos sobre cada um dos grupos musculares, de ambos o0s
membros inferiores envolvidos no exercicio em cicloergometro (quadriceps femoral,
isquiotibiais e triceps sural) com parametros fixos descritos na tabela 1. A LEDT ou
placebo foi aplicado somente uma vez por dia (de manha), de acordo com o desenho
experimental. A terapia placebo ndo emitiu energia (0 J) e poténcia (0 mW) sobre os

musculos dos membros inferiores dos grupos. Os parametros Opticos desse equipamento
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foram mensurados com um medidor de poténcia e energia PM100D Thorlabs® com
sensor S130C (area de 0,70 cm?). A energia (Joule — J) aplicada sobre cada ponto (cada
arranjo de 4 LEDs) e grupo muscular foi baseada em recente revisdo sisteméatica com

meta-analise (LEAL-JUNIOR et al., 2013) e estudo clinico (DE MARCHI et al., 2012).

3
®
02
®
d
2
®
®

600000 Q@FQE

&
2

Figura 2. Arranjo de 200 LEDs (light-emitting diodes): 100 na faixa do infravermelho
(830 nm) agrupados em 25 arranjos de 4 LEDs; 100 na faixa do vermelho (630 nm)
agrupados em 25 arranjos de 4 LEDs.
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Tabela 1. Parametros da terapia LED (light-emitting diode therapy — LEDT) e local de
aplicacdo da LEDT sobre os membros inferiores antes do protocolo de exercicio
(PRBS).

Numero de LEDs: 200 (100 infravermelho-IR and 100 vermelho-RED)
Comprimento de onda: 830 nm (IR) and 630 nm (RED)

Frequéncia de pulso: continuo

Numero de arranjos de 4 LEDs: 25 (IR) e 25 (RED)

Poténcia dptica (cada arranjo de 4 LEDs): 120 mW (IR) e 60 mW (RED)
Poténcia Optica total: 4.500 mW (25 x 120 mW + 25 x 60 mW)

Area de cada LED: 0,2 cm?

Densidade de poténcia (cada arranjo): 171,42 mW/cm? (IR) e 85,71mW/cm?
(RED)

Tempo de tratamento: 40 seg

Energia (cada arranjo de 4 LEDs) em 40 seg: 4,8 J (IR) e 2,4 J (RED)
Densidade de energia (cada arranjo de 4 LEDs) em 40 seg: 6,85 Jicm® (IR) e
3,42 Jlcm? (RED)

Energia total aplicada: 180 J [4,8 J x 25= 120 J (IR) mais 2,4 x 25= 60 J (RED)]
Grupos musculares: A) quadriceps femoral; B) isquiotibiais; C) triceps sural
Energia total aplicada sobre o corpo: 540 J

Modo de aplicac¢do: contato

Protocolo de exercicio - PRBS (pseudorandom binary sequence)

Todos os testes PRBS foram realizados em cicloergometro freado eletricamente
e controlado por um mddulo de controle externo (Lode Excalibur Sport, Lode B.V.,
Groningen, Netherlands). A carga do protocolo PRBS (Figura 1B) foi alcancada apos
1,5 seg de transicéo e foi de 25 a 100 W, com uma cadéncia constante de 60-65 rpm. De
acordo com estudos prévios da literatura (HUGHSON; SHERRILL e SWANSON,
1988; HUGHSON et al., 1990; HUGHSON et al., 1991), a combinacdo entre essa
cadéncia e carga de trabalho ndo eleva o VO, além do limiar anaerébio ventilatorio de
voluntérios saudaveis, caracterizando o exercicio como moderado.

Apo6s 2 minutos iniciais de aquecimento a 100 W e 3 minutos extras de linha de
base, foi iniciado o protocolo PRBS composto por 15 unidades (25 ou 100 W) de 30
segundos de duragdo (450 seg para cada PRBS) e cada PRBS foi repetido 3 vezes

seguidamente, totalizando 22,5 minutos). Os dados coletados durante os trés PRBS
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consecutivos foram interpolados segundo a segundo e entdo foi obtida a média para um
Unico PRBS de cada visita (placebo: manhd e tarde; LEDT: manhd e tarde).

A escolha para usar essa frequéncia especifica e poténcia (W) para a carga foi
baseada em estudo prévio de Essfeld et al. [20] que relacionou o (VO;) com fatores ndo
hemodindmicos, ou seja, cinética de VO, predominantemente mantida pelo trabalho
muscular (alvo da LEDT nesse estudo). A cinética de VO, para esse tipo de protocolo é
dependente da habilidade do sistema cardiorrespiratorio (conhecida como capacidade
aerdbia) e muscular em ofertar e usar o oxigénio (O,), respectivamente. Essa habilidade
modula o ritmo do aumento de VO, ap6s o estimulo do exercicio e uma cinética mais
rapida é relacionada a uma melhor capacidade aerdbia (aqui promovida hipoteticamente
pela LEDT). Dessa maneira, quaisquer mudancas na capacidade aerdbia muscular
(possivelmente causada por modificacGes sobre a utilizacdo de O, devido & absor¢éo da
luz pela Cox) ira influenciar a resposta do VO, no dominio de tempo [Figura 3A e C) e
frequéncia (Figura 3B e D).

A caracterizacdo da cinética de VO, geralmente envolve algumas manipulacGes
matematicas dos dados, a fim de forcar a resposta observada a se encaixar em funcdes
conhecidas. Essas funcdes (exponencial e sinusoidal para os dominios do tempo e
frequéncia, respectivamente) contém parametros que podem ser associados a capacidade
aerobia (com significancia fisioldgica) de uma maneira sisteméatica. Mudangas no
comportamento do VO, irdo influenciar ambos os pardmetros descritos na figura 3.

Dessa maneira, esses dois modelos sdo complementares.
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Figura 3. A) Descri¢do de tempo-resposta hipotética para VO, que varia a velocidade
de adaptacdo (exemplos de cinéticas lentases para rapida ==) para uma dada
alteracé@o na carga de trabalho (PRBS - pseudorandom binary sequence). Esses mesmos
dados podem ser traduzidos para o dominio da frequéncia (3B) onde a amplitude de
VO, para cada funcdo sinusoidal pode ser calculada para cada frequéncia especifica.
Observa-se que uma cinética mais rapida apresenta amplitudes maiores para uma dada
frequéncia. Figura 3C é uma representacdo da resposta de VO, de um voluntario. A
janela de dados corresponde ao intervalo de 150-300 seg (30 seg de 25 W e 120 seg de
100 W) do protocolo PRBS original. O tempo foi rearranjado a fim de ajustar os dados
utilizando uma funcdo exponencial iniciando no tempo zero. Para este mesmo
participante, toda a resposta de VO, no PRBS foi analisada no dominio da frequéncia
(como descrito na figura 3B). Considerando-se a linearidade da resposta de entrada e
saida, o sinal de VO, foi ajustado de volta para o dominio do tempo pela soma
(principio da superposi¢cdo) de cada sinusoidal ajustada (Figura 3D). Siglas: PRBS =
pseudorandom binary sequence e VO, = consumo de oxigénio.
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Aquisicao dos dados

Trocas gasosas pulmonares: foram mensuradas respiragdo a respiragdo usando Vmax

system (CareFusion, San Diego, CA, USA). Esse sistema estima o volume de O, através
de um sensor de fluxo de massa de baixa resisténcia (> 97% de acuracia), pressdo de O,
por meio de uma célula eletroquimica (> 99% de acuréacia) e pressdo de CO, por meio
de luz infravermelha com uma pilha termoelétrica (> 99% de acuracia). Antes de cada
visita, a concentracdo dos gases e volumes do sistema foi calibrada seguindo as

especificacOes do fabricante.

Débito cardiaco (Q): foi estimado batimento a batimento (Finometer, Finapres Medical

System, Arnhem, The Netherlands) por analises da pressdo da onda do pulso no terceiro
dedo da mao direita dos voluntarios (Modelflow algorithm). Durante o teste em
cicloergometro, a méo direita dos voluntéarios foi mantida ligeiramente abaixo do nivel
cardiaco e um transdutor de pressdo foi usado para a correcdo da pressdo do dedo para
combinar com a pressao ao nivel do coragdo. A frequéncia cardiaca (FC) foi mensurada
batimento a batimento usando um sistema de eletrocardiograma (Pilot 9200, Colin
Medical Instruments, San Antonio — TX, USA). Assim como realizado nos dados de
VO,, os dados de Q e FC foram interpolados segundo a segundo e os dados finais de

cada visita foi a média dos trés PRBS consecutivos.

Lactato: antes de cada protocolo de exercicio e exatamente 5 minutos apos, foi
mensurada a concentracdo de lactato sanguineo retirando-se uma gota de sangue de um
dos dedos da médo dos voluntarios. A concentracdo de lactato foi mensurada usando

Lactate Pro™ (ARKRAY, JPN) previamente calibrado. Quando a concentracdo de
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lactato foi inferior a 0,8 (mmol.I"") ou maior que 2 (mmol.I™), foi realizado um reteste

para confirmar os resultados.

Analises no dominio do tempo e frequéncia

A duracdo dos dados da cinética de VO, no dominio do tempo foi de 150 seg
(30 seg de 25 W e 120 seg de 100 W) iniciando no 150° segundo do protocolo PRBS. O
tempo foi rearranjado a fim de coincidir o tempo zero (t = 0 seg) com o inicio da carga
de 100 W (t= 180 seg). Esta janela corresponde ao mais longo periodo sem qualquer
alteragdo de cargas. Finalmente, os dados foram ajustados por um modelo mono-

exponencial:
V0,(t —180) = a, + a * (1 - exp_(t_TD/r)) ; for —30 <t <120,

Onde “t” € tempo; “a,” € 0 VO, durante o estagio de 25 W (linha de base); “a” ¢ a
amplitude do estado estavel de VO, durante o estagio de 100 W; “t” velocidade de
ajuste do consumo de oxigénio e “TD” é o tempo de atraso da resposta exponencial,

respectivamente.

O dominio da frequéncia foi aplicado sobre as médias dos PRBS de cada visita

para VO,, VCO,, Q e FC. Foi usada transformag&o de Fourier para ajustar os dados a
cada frequéncia especifica, de modo a obter a melhor funcdo sinusoidal (com as suas

amplitudes e atrasos correspondentes) de acordo com:
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V0,,VCO,, Q or FC(t) = ag+ 2+ ¥8_1(A, xcosQm *n * f; * t) + B, *

sinZz*n+f1+¢,

onde “ay” € o valor da linha de base, “n” € o numero harménico, “f;” é a frequéncia

fundamental (1/450 Hz nesse caso), “A,” e “B,” sd0 0 cosseno e 0 seno das amplitudes,

respectivamente. A partir de A, e By, a amplitude sinusoidal total (4, = /A2 + B2)
pode ser calculada para cada frequéncia.

Ambas as analises foram realizadas por um programa especifico criado com o
uso de linguagem “G” (LabView 2012, National Instruments, Austin, TX, USA). Este
programa se ajusta aos dados usando um processo interativo em tempo real (algoritmos
maltiplos de Levenberg-Marquardt) que encontram a menor soma de quadrados dos
erros (diferencas entre os dados reais e a funcdo descoberta). Todas as funcdes

calculadas mostraram um nivel de concordancia superior a 95%.

Analise estatistica

A distribuicdo normal dos dados foi verificada pelo teste de Shapiro Wilk’s W.
As amplitudes de VO, VCO,, FC e Q e lactato sanguineo foram comparados
intragrupos (PRBS1-30min versus PRBS2-6h) e intergrupos (LEDT versus Placebo)
usando analise de variancia (ANOVA) de duas vias (two-way) com medidas repetidas.

O nivel de significancia adotado foi de P < 0,05.
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RESULTADOS

As comparag0es intra e intergrupos ndo apresentaram significancias estatisticas

(P > 0.05) para as amplitudes de VO,, VCO,, FC e Q (Figura 4A, B, C e D,

respectivamente), assim como para as concentracdes de lactato sanguineo [Tabela 2].
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Figura 4. Resultados das amplitudes para as harmoénicas 1 (2 mHz) a 6 (13 mHz).
Siglas: VO,= consumo de oxigénio; VCO,= producdo de didxido de carbono; FC=
frequéncia cardiaca; Q= débito cardiaco; LEDT= light-emitting diode therapy.
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Tabela 2. Resultados da concentracéo de lactato sanguineo (mmol.I™) antes e apés cada
protocolo PRBS (pseudorandom binary sequence) realizado no periodo da manha
(PRBS-30min) e a tarde (PRBS-6h) usando a terapia LED (light-emitting diode therapy
— LEDT) ou Placebo

Lactato PRBS1 PRBS2

30min - linha de base 30min - final 6h — linha de base 6h - final
Placebo 1,47 £0.46 2,61+1,75 1,11 £0,25 2,67+197
LEDT 1,35 +£0.25 2,82 +1,52 1,10+ 0,22 2,63 +1,60

N&o houve diferencas significativas (P > 0,05) para qualquer comparacao intra ou
intergrupos.
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Também ndo houve diferencas significativas (P > 0,05) para a cinética de VO,

analisada no dominio do tempo e da frequéncia [Figura 5].
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Figura 5. Gréaficos de segundo a segundo para a resposta de VO, (simbolo *+ desvio
padréo) e a média - funcéo exponencial (

aVo, = aay + aa * (1 — exp‘(at_am/&r))). 5A, B, C e D mostram a cinética de VO,
para as condi¢bes: manha-placebo, manha-LEDT, tarde-placebo, tarde-LEDT,
respectivamente. E importante observar a resposta semelhante para todas as condicdes,
comparando os parametros da equacao (média + desvio padrdo). Siglas: VO,= consumo
de oxigénio; LEDT= light-emitting diode therapy; ap= linha de base para 0 VOg; a=
VO, no estado estavel; 1= velocidade de ajuste do consumo de oxigénio (VO,) e TD= ¢
0 tempo de atraso da resposta exponencial.
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DISCUSSAO

Esse estudo duplo-cego, randomizado, cruzado e controlado por placebo
investigou os efeitos do pré-condicionamento muscular usando a terapia LED (light-
emitting diode therapy — LEDT) sobre a cinética do consumo de oxigénio (VO,).
Anélises no dominio do tempo e da frequéncia mostraram que ndao houve mudancas
significativas nas amplitudes de VO,, producdo de diéxido de carbono (VCO,),
frequéncia cardiaca (FC), débito cardiaco (Q), assim como para 0 VO, na linha de base,
VO, na fase estavel, velocidade de ajuste do VO, e tempo de atraso das respostas
exponenciais (TD). Os resultados encontrados foram muito similares.

O pré-condicionamento muscular usando a fototerapia de baixa intensidade (luz
emitida por lasers e LEDs) tem demonstrado bons resultados na melhora do
desempenho muscular e diminuicdo dano muscular induzido pelo exercicio
(FERRARESI; HAMBLIN e PARIZOTTO, 2012; BORSA; LARKIN e TRUE, 2013;
LEAL-JUNIOR et al., 2013).

Estudos clinicos anteriores reportaram incrementos em respostas aerdbias como
0 consumo maximo de oxigénio e o tempo de exercicio comparado a terapia placebo
(DE MARCHI et al., 2012) e aumentos no VO, pico e eficiéncia cardiovascular (DA
SILVA ALVES et al., 2014). No entanto, como relatado na literatura, a fototerapia tem
uma possivel dose-resposta (HUANG et al., 2009; HUANG et al., 2011) que por sua
vez sugere possiveis doses de luz ideais para estimularem os tecidos bioldgicos para
reparar, ou inibir processos biolégicos como sindromes dolorosas. Por essa razdo, a

World Association for Laser Therapy (WALT - http://waltza.co.za/) tem recomendado

doses de luz para diferentes tratamentos. Recentemente, uma revisdo sistematica com
meta-andlise sugeriu doses ideais para a realizagcdo do pré-condicionamento muscular

pela fototerapia (LEAL-JUNIOR et al., 2013). Assim como reportado nesse estudo,
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diodos de laser e LEDs emitindo luz na faixa do vermelho ou infravermelho proximo
sdo ideais para o0 pré-condicionamento muscular com poténcias Opticas entre 50 mW e
200 mW, e doses (energia — J) de 5 J e 6 J por ponto de irradiacio a cada 5 cm? (LEAL-
JUNIOR et al., 2013). No entanto, mesmo esse presente estudo usando um arranjo de
LEDs emitindo luz na faixa do infravermelho (830 nm) e vermelho (630 nm) ao mesmo
tempo, com poténcias dpticas de 60 mW (vermelho) e 120 mW (infravermelho), energia
por ponto de 2,4 J (vermelho) e 4,8 J (infravermelho) a cada 5 cm?, todos os resultados
indicam nenhum efeito sobre qualquer variavel relacionada a cinética de VO,.

E importante destacar também o tempo-resposta entre a realizagdo do pré-
condicionamento muscular e o inicio de cada protocolo de exercicio (PRBS) usado
nesse estudo. Estudos prévios reportaram efeitos significativos da fototerapia por laser
sobre o potencial de membrana mitocondrial e sintese de ATP em hepat6citos usando
um intervalo de 3 minutos entre a irradiacdo e as analises (PASSARELLA et al., 1984).
Outro estudo usando células de cancer cervical (HelLa) reportou incrementos de ATP
induzido pela fototerapia por laser ap6s 20-25 minutos da irradiacdo (KARU;
PYATIBRAT e KALENDO, 1995); DE MARCHI et al. (2012) aplicaram a fototerapia
também por laser sobre os musculos dos membros inferiores em humanos 5 minutos
antes de um protocolo de exercicio incremental; e DA SILVA ALVES et al. (2014)
aplicou a fototerapia por laser também sobre os musculos dos membros inferiores de
humanos 10 minutos antes de um protocolo incremental de exercicio em esteira. Além
desses resultados clinicos, estudos em modelo experimental observaram uma
modulacgéo na atividade da enzima Cox (relacionada ao metabolismo mitocondrial) com
intervalos de tempo entre 5 minutos a 24 horas ap0s a irradiagdo de musculo esquelético

de ratos (HAYWORTH et al., 2010; ALBUQUERQUE-PONTES et al., 2014).
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Os nossos resultados séo intrigantes e sugerem uma inadequada dose de luz ou
inadequado tempo para se iniciar o protocolo de exercicio, ou ainda a combinacdo de
ambas as hipoteses. Analisando nossos resultados com um maior detalhamento, se a
dose de luz foi adequada, possivelmente pequenas mudancas poderiam apontar para
uma melhor ou pior cinética de VO, e maior ou menor concentragdo de lactato
sanguineo devido a modulagdes no metabolismo mitocondrial. Para 0 nosso
entendimento, esse mesmo argumento é valido considerando o tempo-resposta usado
nesse estudo. Essas suposicdes séo baseadas no estudo de ALBUQUERQUE-PONTES
et al. (2014) que mostrou uma dose-resposta bifasica e um tempo-resposta bifasico para
a luz na faixa do vermelho (660) e infravermelho (830 nm) aumentarem o percentual de
area colorida por fibra muscular de ratos em reacBes de imuno-histoquimica para a
atividade da Cox (enzima da cadeia transportadora de elétrons), bem como o percentual
de fibras positivamente marcadas com o anticorpo para Cox com um intervalo de tempo
entre 5 minutos a 12 horas apos a irradiacdo com laser de baixa intensidade.

NOs temos ciéncia de que luz é luz (ENWEMEKA, 2005) e por essa razdo,
considerando a possivel dose-resposta bifasica da fototerapia sobre o tecido muscular,
nés sugerimos que mais estudos investiguem os efeitos da fototerapia usando lasers e
LEDs para elucidarmos qual é a melhor dose (energia — J) aplicada por ponto e também
a dose de luz total aplicada por cada grupo muscular, uma vez que 0 nosso estudo
aplicou 180 J sobre o quadriceps femoral como realizado por DE MARCHI et al.
(2012), mas excedeu os 42 J aplicados por DA SILVA ALVES et al. (2014).
Considerando a energia total por membro, nosso estudo aplicou 540 J, excedendo o0s
360 J aplicados por DE MARCHI et al. (2012), e os 56 J aplicados por DA SILVA
ALVES et al. (2014). Considerando o tempo-resposta, nds sugerimos também mais

estudos para se investigar qual é o melhor tempo para se realizar o pré-condicionamento
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muscular, uma vez que estudos prévios usaram 5 minutos (DE MARCHI et al., 2012),
10 minutos (DA SILVA ALVES et al., 2014), e esse presente estudo usou 30 minutos e
6 horas baseando-se nos efeitos da fototerapia sobre a Cox durante 5 minutos a 24 horas
apos a irradiacdo (KARU; PYATIBRAT e KALENDO, 1995; HAYWORTH et al.,
2010; ALBUQUERQUE-PONTES et al., 2014). Finalmente, sugerimos que €
necessario investigar se 0s parametros usados em exercicios de forca ou alta
intensidade, como a maioria dos estudos reportados na literatura (FERRARESI,
HAMBLIN e PARIZOTTO, 2012; BORSA; LARKIN e TRUE, 2013; LEAL-JUNIOR
et al., 2013), produzem os mesmos incrementos de desempenho em exercicios

moderados e com predominancia do metabolismo aerdébio, como usado nesse estudo.
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CONSIDERACOES FINAIS

Baseado nos estudos da presente tese, podemos considerar que:

Células msculares aumentam o seu potencial de membrana mitocondrial e a
sintese de ATP com uma respota pico entre 3 horas e 6 horas apés a irradiacao
com a terapia LED (LEDT). Além disso, 24 horas ap6s a LEDT ainda temos
melhores respostas para a sintese de ATP quando comparado ao controle.

A LEDT aplicada como pré-condicionamento muscular aumentou a resisténcia
muscular a fadiga e a quantidade de ATP muscular em animais também com um
mesmo padrdo de tempo-resposta observado no estudo com células musculares.
No entanto, a melhor resposta foi observada 6 horas apds a irradiacdo por LEDT
sobre os musculos dos membros inferiores e musculatura inferior das costas dos
animais. Além desses resultados, o pré-condicionamento muscular com 0s
tempos de 3 horas e 24 horas foram melhores quando comparados aos grupos
que receberam a LEDT 5 minutos antes das avaliagdes de ATP e fadiga, assim
como quando comparados ao grupo controle.

Quando estivermos diante de um programa de treinamento, a LEDT é mais
eficiente para aumentar a carga de trabalho, sintese de ATP, glicogénio,
proliferacdo de células musculares, metabolismo mitocondrial e defesa contra o
estresse oxidativo quando aplicada ap6s cada sessao de treinamento.

A modulacdo da expressdo génica do tecido muscular € um dos principais
fatores responsaveis para o melhor desempenho nas competicbes e exercicios.
Nesse sentido, observamos que a terapia por laser de baixa intensidade (LLLT)

modula a transcricdo de todo o genoma humano, conduzindo a melhores
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respostas de desempenho muscular em exercicios de forga. Esses resultados
foram corroborados por meio da utilizagio da LEDT em individuos
geneticamente comparaveis (gémeos idénticos) que possuiam o mesmo perfil
alimentar, o0 mesmo nivel de aptiddo fisica (atletas universitarios) e as mesmas
atividades de vida diaria.

O pré-condicionamento muscular usando a LEDT para evitar lesées musculares
em esportes de alto rendimento parece ser eficiente, como visto em atletas de
voleibol em jogos oficiais. No entanto, a LEDT além de demonstrar um tempo-
resposta, também apresenta uma dose-resposta. Além dessa observacdo, o pré-
condicionamento muscular realizado 5 minutos antes dos exercicios fisicos
parece ndo ser regra, como ja demonstrado nos estudos in vitro e com modelos
animais dessa presente tese, e no estudo clinico com atletas profissionais de
voleibol que receberam o pré-condicionamento muscular por LEDT 40 a 60
minutos antes dos jogos oficiais da Superliga de voleibol masculino.

A fototerapia apresenta um tempo-resposta e uma dose-respota. Para prevencao
de dano muscular, as doses preconizadas na literatura parecem ser eficientes
quando utilizadas para promover o pré-condicionamento muscular. No entanto,
essas mesmas doses parecem ndo ser eficientes quando utilizadas para estimular
0 metabolismo energético, como o mitocondrial (aerébico), que é predominante
em exercicios de baixa a moderada intensidade, como utilizado no ultimo estudo
dessa tese.

Podemos concluir que existe um tempo necessario para 0s muasculos absorverem
a energia luminosa emitida por lasers e LEDs de baixa intensidade e
transformarem essa energia em respostas bioquimicas para o aumento de

desempenho muscular em regimes de pré-condicionamento muscular, ou
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acelerar a recuperacdo muscular pos-exercicio. Entendemos também que o pré-
condicionamento muscular realizado 5 minutos antes do exercicio, comumente
reportado na literatura até o presente momento, pode ser fortemente melhorado
se respeitarmos o tempo-resposta de 3 a 6 horas. No entanto, além do tempo-
resposta, a fototerapia por lasers e LEDs apresenta também uma dose-resposta e
que deve ser adequada para cada tipo de proposta de tratamento: prevencao do
dano muscular ou melhora de desempenho via estimulo ao metabolismo

energético, modulgdo da expressdo génica e sintese de ATP.
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Review

Cleber Ferraresi, Michael R. Hamblin* and Nivaldo A. Parizotto
Low-level laser (light) therapy (LLLT) on muscle
tissue: performance, fatigue and repair benefited

by the power of light

Low-Level-Laser (Licht)-Therapie an Muskelgewebe — Méglichkeiten zur Verbesserung der
Leistungsfahigkeit und zur Behandlung von Muskelermiidung und Muskelverletzungen

Abstract: The use of low level laser (light) therapy (LLLT)
has recently expanded to cover areas of medicine that
were not previously thought of as the usual applications
such as wound healing and inflammatory orthopedic
conditions. One of these novel application areas is LLLT
for muscle fatigue and muscle injury. Since it is becom-
ing agreed that mitochondria are the principal photoac-
ceptors present inside cells, and it is known that muscle
cells are exceptionally rich in mitochondria, this suggests
that LLLT should be highly beneficial in muscle injuries.
The ability of LLLT to stimulate stem cells and progenitor
cells means that muscle satellite cells may respond well
to LLLT and help muscle repair. Furthermore the ability of
LLLT to reduce inflammation and lessen oxidative stress is
also beneficial in cases of muscle fatigue and injury. This
review covers the literature relating to LLLT and muscles
in both preclinical animal experiments and human clini-
cal studies. Athletes, people with injured muscles, and
patients with Duchenne muscular dystrophy may all
benefit.

Keywords: low level laser therapy; muscle fatigue; muscle
injury; mitochondria; ATP; reactive oxygen species; sate-
1lite cells.

Zusammenfassung: Die Anwendung der Low-Level-Laser
(Licht)-Therapie (LLLT) hat sich in letzter Zeit um Bereiche
der Medizin erweitert die iiber die iiblichen Anwendun-
gen wie Wundheilung und Behandlung von entziindli-
chen orthopadischen Leiden hinausgehen. Einen solchen
neuen Bereich stellt der Einsatz der LLLT bei Muskeler-
miidung und Muskelverletzung dar. Seit es Konsens ist,
dass die Mitochondrien die wichtigsten Photoakzeptoren
innerhalb einer Zelle darstellen, und es bekannt ist, dass
Muskelzellen besonders reich an Mitochondrien sind, hat

sich die Idee entwickelt, dass die LLLT auch bei Muskel-
verletzungen nutzbringend eingesetzt werden kénnte. Da
es moglich ist, Stammzellen und Vorlduferzellen mittels
LLLT zu stimulieren, liegt die Vermutung nahe, dass Mus-
kel-Satellitenzellen auf die LLLT gut ansprechen und diese
Therapie genutzt werden kdonnte, um Muskeln zu reparie-
ren. Dariiber hinaus ist die Fahigkeit der LLLT, Entziin-
dungen zu reduzieren und oxidativen Stress zu verringern
auch in Fillen von Muskelermiidung und -verletzungen
vorteilhaft. Der vorliegende Review-Artikel gibt einen
Uberblick iiber die aktuelle Literatur zum Thema LLLT
und Muskeln und umfasst sowohl vorklinische Tierver-
suche als auch klinische Studien am Menschen. Von den
Forschungsergebnissen kénnen Sportler, Menschen mit
Muskelverletzungen und Patienten, die an einer Muskel-
dystrophie vom Typ Duchenne erkrankt sind, gleicher-
mafden profitieren.

Schliisselworter: Low-Level-Laser-Therapie; Muskeler-
miidung; Muskelverletzung; Mitochondrien; ATP; reaktive
Sauerstoffspezies; Satellitenzellen.
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Low-Level Laser Therapy and
Light-Emitting Diode Therapy
on Muscle Tissue: Performance,

Fatigue, and Repair
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53.1 Introduction to Muscle Fatigue

The intense use of muscles during high-intensity exercise or dur-
ing repeated muscle contractions leads to a decrease in muscle
performance and appearance of peripheral muscle fatigue
(Allen, Lamb, and Westerblad 2008; Westerblad, Bruton, and
Katz 2010). Muscle fatigue is a complex phenomenon with many
theories and scientific evidence to explain its process of appear-
ance. Among the scientific evidence, we highlight the depletion
of energy sources such as phosphocreatine, glycogen, increased
amounts of phosphate inorganic (Pi), adenosine diphosphate
(ADP), Ca*, Mg?*, H*, and lactate, and decreased sensitivity
of myofibrils to Ca?* and higher production or accumulation
of reactive oxygen species (ROS) and reactive nitrogen species
(RNS) during exercises (Allen, Lamb, and Westerblad 2008;
Westerblad and Allen 2011; Westerblad, Bruton, and Katz 2010).

Peripheral muscle fatigue can affect one or more of the fol-
lowing events during muscle contraction (Allen, Lamb, and
Westerblad 2008; Westerblad, Bruton, and Katz 2010): (1) action
potential generation at the neuromuscular junction, (2) propaga-
tion of action potential along the sarcolemma and also through
the T-tubule system, (3) activation of voltage-dependent sensors
at the walls of T-tubules for opening Ca?* channels in the sarco-
plasmic reticulum, (4) Ca?* release from the sarcoplasmic reticu-
lum into the sarcoplasm, (5) binding of Ca?* to troponin C (TnC)
and movement of tropomyosin that exposes the binding site of
actin with myosin, (6) formation of cross-bridges and beginning
of muscle contraction, (7) constant pumping of Ca?* into the sar-
coplasmic reticulum and decreased concentration of Ca?* in the
sarcoplasm, and (8) muscle relaxation.

The energy sources for adenosine triphosphate (ATP) syn-
thesis used during muscle contraction may be predominantly
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Recently low-level laser (light) therapy has been used to increase muscle performance
in intense exercises. However, there is a lack of understanding of the time response of
muscles to light therapy. The first purpose of this study was to determine the time
response for light-emitting diode therapy (LEDT) mediated increase in adenosine
triphosphate (ATP) in the soleus and gastrocnemius muscles in mice. Second purpose
was to test whether LEDT can increase the resistance of muscles to fatigue during
intense exercise. Fifty male Balb/c mice were randomly allocated into 2 equal groups:
LEDT-ATP and LEDT-Fatigue. Both groups were subdivided into 5 equal subgroups:
LEDT-Sham; LEDT-5min; LEDT-3 h; LEDT-6h and LEDT-24h. Each subgroup was
analyzed for muscle ATP content or fatigue at specified time after LEDT. The fatigue
test was performed by mice repeatedly climbing an inclined ladder bearing a load of
150% of body weight until exhaustion. LEDT used a cluster of LEDs with 20 red (630 *
10 nm, 25 mW) and 20 infrared (850 + 20 nm, 50 mW) delivering 80 mW/cm2 for 90
sec (7.2 J/cm2) applied to legs, gluteus and lower-back muscles. LEDT-6h was the
subgroup with the highest ATP content in soleus and gastrocnemius compared to all
subgroups (P < 0.001). In addition, mice in LEDT-6h group performed more repetitions
in the fatigue test (P < 0.001) compared to all subgroups: LEDT-Sham and LEDT-5min
(~600%); LEDT-3h (~ 200%) and LEDT-24h (~ 300%). A high correlation between the
fatigue test repetitions and the ATP content in soleus (r = 0.84) and gastrocnemius (r =
0.94) muscles was observed. LEDT increased ATP content in muscles and fatigue
resistance in mice with a peak at 6 hours. Although the time response in mice and
humans is not the same, athletes might consider applying LEDT at 6 hours before
competition.
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Light-emitting diode therapy (LEDT) applied over the
leg, gluteus and lower-back muscles of mice using a LED
cluster (630 nm and 850 nm, 80 mW/cm?, 7.2 J/cm?) in-
creased muscle performance (repetitive climbing of a lad-
der carrying a water-filled tube attached to the tail), ATP
and mitochondrial metabolism; oxidative stress and prolif-
erative myocyte markers in mice subjected to acute and
progressive strength training. Six bi-daily training sessions
LEDT-After and LEDT-Before-After regimens more
than doubled muscle performance and increased ATP
more than tenfold. The effectiveness of LEDT on improv-
ing muscle performance and recovery suggest applicabil-
ity for high performance sports and in training programs.

Positioning of the mice and light-emitting diode therapy
(LEDT) applied on mouse legs, gluteus and lower-back
muscles without contact.

* Corresponding author: e-mail: mhamblin@partners.org
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Light-emitting diode therapy (LEDT) before matches prevents increase in creatine
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Low-level laser (light) therapy (LLLT) has been applied over skeletal muscles before
intense exercise (muscular pre-conditioning) in order to reduce fatigue and muscle
damage (measured by creatine kinase - CK) in clinical trials. However, previous
exercise protocols do not exactly simulate the real muscle demand required in sports.
For this reason, the aim of this study was to investigate whether light-emitting diode
therapy (LEDT) applied over the quadriceps femoris muscles, hamstrings and triceps
surae of volleyball players before official matches could prevent muscle damage (CK).
A professional male volleyball team (12 athletes) was enrolled in this study and LEDT
was applied before 4 matches during a national championship. LEDT used an array of
200 LEDs arranged in 25 clusters of 4 infrared LEDs (850 + 20 nm; 130 mW) and 25
clusters of 4 red LEDs (630 £ 10 nm; 80 mW). Athletes were randomized to receive
one of 4 different total doses over each muscle group in a double-blind protocol: 65 J
(20 s); 130 J (40 s); 195 J (60 s) and Placebo (no light for 30 s). CK in blood was
assessed 1h before and 24h after each match. LEDT at 130 J avoided significant
increases in CK (+10%; P = 0.993) as well as 195 J (+31%, P = 0.407). Placebo (0 J)
allowed a significant increase in CK (+53%; P = 0.012) as well as LEDT at 65 J (+59%;
P =0.001). LEDT prevented significant increases in blood CK in athletes during official
matches with a light dose response, suggesting athletes might consider applying LEDT
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