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RESUMO

A busca pela melhora na performance e diminuicdo dos danos causados pelos exercicios de alta
intensidade estd em evidéncia na literatura mundial. Nesse contexto, recursos terapéuticos como a
Laserterapia de Baixa Poténcia (LBP) vém sendo estudado com o objetivo de minimizar a fadiga e
possiveis danos musculares. Em vista disso, o objetivo do presente trabalho foi avaliar os efeitos da
LBP sobre o estresse oxidativo, a fadiga muscular, o desempenho fisico em corrida de intensidade
progressiva e marcadores bioquimicos de dano muscular em humanos. Para isso, foi realizado um
ensaio clinico randomizado, cruzado, duplo-cego e placebo-controlado, com 22 voluntarios do sexo
masculino, ndo treinados. A aplicagdo do laser (810nm, 200 mW, 30 J e 30 segundos de irradiagdo
em cada ponto de aplicacdo) foi realizada 5 minutos antes da execug¢do do protocolo de exercicio de
intensidade progressiva, utilizando-se de um conjunto multi-diodo (cluster que possui cinco diodos
de emissdo de energia — 6 J de cada ponto) em 12 locais de cada membro inferior (6 no quadriceps,
4 em isquiotibiais e 2 no gasctrocnémio). Os individuos seguiram um protocolo progressivo
padronizado, correndo em esteira ergométrica até a exaustdo. Anteriormente e posteriormente a
realizacdo do exercicio, foram coletadas amostras sanguineas destinadas a mensuragdo de danos
oxidativos (peroxidagdo lipidica e proteinas carboniladas), atividade das enzimas antioxidantes
superoxido dismutase (Sod) e catalase (Cat) e avaliacdo indireta de dano muscular pela creatina
quinase (CK) e lactato desidrogenase (LDH). Além disso, avaliou-se, ainda, o desempenho no
protocolo de exercicio (VO; max, tempo de exaustdo). Os resultados obtidos mostram que a
aplicagdo de LBP diminuiu significativamente os danos oxidativos (peroxidagao lipidica (TBARS)
— p= 10,0001, proteinas carboniladas — p= 0,02), a atividade da Sod (p=0,003), da CK — p=0,0004 ¢
da LDH — p= 0,0002, além do aumentar o desempenho do exercicio (VO3 max — p= 0,01 € o tempo
total de exaustao — p= 0,04). No entanto, a atividade da Cat ndo mostrou alteragdes com a aplicagao
efetiva de laserterapia (p= 0,17). Assim, a aplicacdo de LBP antes da execugdo de exercicios de
intensidade progressiva diminuiu o estresse oxidativo e a lesdo muscular induzidos pelo exercicio e
aumentou o desempenho fisico dos individuos, sugerindo que a diminui¢cdo do estresse oxidativo,
pode contribuir, a0 menos em parte, para a redu¢do da fadiga muscular induzida por exercicios de

intensidade progressiva.

Palavras-Chave: laserterapia de baixa poténcia, dano muscular, estresse oxidativo, exercicio
de intensidade progressiva.
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ABSTRACT

The search for improved performance and damage decrease caused by high-intensity exercise is in
evidence in the literature. In this context, therapeutic resources such as low-level laser therapy
(LLLT), has been studied in order to minimize fatigue and possible muscle damage. The objective
of this work was to evaluate the effects of LLLT in oxidative stress, skeletal muscle fatigue and
exercise performance in progressive-intensity running exercise in treadmill, and in biochemical
markers of muscle damage in humans. A randomized double-blind placebo-controlled crossover
trial was performed with 22 untrained male volunteers. LLLT was performed 10 minutes before
progressive-intensity running protocol (810 nm, 200 mW, 30 J in each site, 30 seconds of irradiation
in each site), employing a multi-diode cluster (with 5 diode spots - 6 J from each spot) in 12 sites of
each lower limb (6 in quadriceps, 4 in hamstrings, and 2 in gastrocnemius). Subjects performed a
standardized progressive running protocol in a motor-drive treadmill until exhaustion. Pre-exercise
and post-exercise measurements were taken to evaluate oxidative stress (Lipidic Peroxidation and
Carbonylated Proteins), antioxidants enzymes (Sod and Cat) and muscle damage (CK and LDH).
Exercise performance (VO; max, time to exaustion) was also analysed. Compared to placebo LLLT,
active LLLT significantly decreased change in biochemical markers of oxidative stress (Lipidic
Peroxidation (TBARS) - p= 0.0001, Carbonylated Proteins - p= 0.02), antioxidant enzyme Sod
(p=0.003) and muscle damage (CK - p= 0.0004, LDH - p= 0.0002), increased exercise performance
(VO3 max - p= 0.01, time to exaustion - p= 0.04). However no changes were observed for antioxidant
enzyme Cat with active LLLT (p= 0.17). We conclude that LLLT before progressive-intensity
running exercise decreased oxidative stress and muscle damage induced by exercise and increased
physical performance of individuals, suggesting that the decrease in oxidative stress may contribute,

at least in part, to the reduction of muscle fatigue induced by exercise of progressive intensity.

Keywords: low-level laser therapy, muscle damage, oxidative stress, progressive-intensity

exercise.
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1. INTRODUCAO

Radicais livres (RL) sdo espécies quimicas (dtomos ou moléculas) que possuem um elétron
desemparelhado na sua camada de valéncia. Essa situacdo lhes confere alta reatividade quimica,
especialmente como agente oxidante, com o intuito de adquirir o segundo elétron para estabilizar o
seu orbital. Os RL estdo envolvidos na fagocitose, regulacdo do crescimento celular, sinalizagdo
intercelular e sintese de substancias bioldgicas importantes. No entanto, quando em excesso, podem
causar estresse oxidativo, o que esta relacionado a varias doengas como, por exemplo, aterosclerose,
cancer e doencas neurodegenerativas (Halliwell & Gutteridge, 2007).

Embora as atividades fisicas de baixa e moderada intensidade tragam varios beneficios a
saude, sabe-se que o exercicio, quando praticado em alta intensidade (até a exaustdo), pode causar
danos e diminuir o rendimento do individuo (Gomez-Cabrera et al., 2008). Isso ocorre, em parte,
pelo aumento do fluxo de oxigénio muscular em até 100%, gerando um aumento da produgdo de RL
(Almar & Villa, 2002). Esse fendmeno leva ao aumento dos niveis de peroxidagao lipidica e de
danos a proteinas, além da diminui¢do da fungdo contratil dos grupamentos musculares e a
producdo da fadiga (Urso et al., 2003).

A fadiga ¢ definida como a impossibilidade de gerar uma forca requisitada ou esperada,
produzida ou ndo por um exercicio precedente (Terrados & Fernandez, 1997). Muitas ferramentas
tém sido utilizadas para evitar a fadiga muscular, tanto em individuos saudéaveis, como em situagdes
patologicas como, por exemplo, a administragdo de suplementos nutricionais como a vitamina C
(Thompson et al., 2001), creatina (Mujika & Padilla, 1997) e arginina (Meneguello et al., 2003),
bem como a reposi¢do de fluidos (Coyle, 2004).

A laserterapia de baixa poténcia (LBP) consiste na aplicagdo de luz utilizando-se um
equipamento de laser ou diodo emissor de luz e vem sendo utilizada para reabilitacdao de lesdes,
promocao da regeneracao tecidual, reducdo da inflamacao e o alivio da dor em geral (Huang et al.,
2009). O estudo dos efeitos da LBP sobre a fadiga muscular ¢ uma nova area de pesquisa €

atualmente, tém se observado efeitos da LBP em diversas patologias, como a osteoartrite (Ozdemir
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et al., 2001), tendinopatias (Stergioulas et al., 2008), cicatrizacdo de feridas (Caetano et al., 2009),
dores nas costas (Basford et al., 1999) e no pescoco (Chow et al., 2006), lesdes nervosas periféricas
(Rochkind et al., 2007) e acidente vascular cerebral ( Zivin et al., 2009).

A LBP mostrou, também, ser capaz de minimizar o estresse oxidativo apo6s lesdo muscular
induzida por trauma mecanico em ratos (Rizzi et al, 2006). Além disso, observou-se que a
aplicagdo de LBP diminui a fadiga e o dano muscular em ratos submetidos a um protocolo de
contragdes musculares geradas através de estimulacdo elétrica (Lopes-Martins et al., 2006; Leal
Junior et al. , 2010a). No homem, verificou-se que a LBP pode atrasar o inicio da fadiga muscular e
a exaustdo (Leal Junior et al. ,2008, 2009a), em um modelo envolvendo apenas um musculo (biceps
braquial) com exercicios de curta duracdo e alta intensidade. Considerando-se que a pratica de
atividades desportivas envolve varios grupos musculares, os efeitos da LBP em exercicios
complexos e com maior duragdo, como por exemplo, corrida, natagcdo, atividades desportivas em
geral, entre outros, ainda permanecem desconhecidos.

Em vista disso, o objetivo desse trabalho foi testar os efeitos da LBP aplicada anteriormente

ao exercicio de intensidade progressiva em individuos sadios do sexo masculino.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Laserterapia

O termo LASER é um acronimo para light amplification by stimulated emission radiation, ou
“amplificacdo da luz por emissdo estimulada de radiagdo”, sendo esse o principio que baseou sua
criagdo (Schawlow, 1995).

A luz LASER difere da luz comum devido a suas caracteristicas especificas, como a
monocromaticidade, coeréncia e colimagao (Schawlow, 1995). As ondas emitidas sdo sincronizadas
em relagdo ao tempo e ao espago, viajam ordenadamente e em amplitudes iguais (Low & Reed,
2001). A colimagdo ¢ obtida pela unidirecionalidade do laser, que possui um feixe de fotons
paralelo ao eixo do tubo que o produz, possuindo uma divergéncia angular muito pequena e
concentrando toda a energia emitida em um unico ponto (Kitchen & Bazin, 1998). Devido a essas
caracteristicas, os equipamentos que emitem luz laser sdo capazes de transferir uma consideravel
quantidade de energia luminosa aos tecidos, com alta precisao e eficiéncia (Enwemeka, 2009).

Os lasers podem ser classificados em dois grupos: lasers de alta poténcia (superiores a 1 W),
os quais s3o usados para finalidades cirirgicas como cortes, carbonizacdo ou desnaturacdo de
proteinas através de efeito fototérmico (Chavantes & Jatene, 1990), e lasers de baixa poténcia
(inferiores a 1 W), utilizados para reparacdo tecidual, alivio de dor e a obtencdo de efeitos
antiinflamatérios. Dentre os lasers de baixa poténcia existem diferentes configuracdes de
comprimento de onda, variando do vermelho (visivel) ao infravermelho (invisivel). Esses raios sao
produzidos por misturas de gases ou compostos quimicos sintéticos, incluindo hélio neénio (HeNe),
arseneto de galio e aluminio (AsGaAl), e arseneto de gélio (AsGa) (Beckerman et al., 1992). Apesar
da onda vermelha ter sido a mais estudada, a luz infravermelha tem maior poder de penetracdo nos
tecidos (Enwemeka, 2001; Enwemeka, 2009).

A fim de obter-se bons resultados, o tratamento com a LBP deve considerar a poténcia, a
energia, a area de irradiacdo, a densidade de poténcia e de energia e o comprimento de onda

utilizados (Enwemeka, 2009). A poténcia (Equacdo 1) ¢ uma medida que indica a quantidade de
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energia aportada por unidade de tempo. Atualmente, esse parametro ¢ fixo e invariavel nos
aparelhos terapéuticos de LBP (Enwemeka, 2009, Huang et al., 2009).

(1) Poténcia (W) = energia (J) / tempo (s)

A energia da LBP (Equagdo 2) corresponde a quantidade de energia empregada durante a
aplicagdo da terapia (dose) (Enwemeka, 2009).

(2) Energia (J) = poténcia x tempo (s)

A area de irradiacdo corresponde a area de seccdo transversa do aplicador da fibra Optica,
também conhecido como area de irradiacdo efetiva (ERA), desde que a técnica utilizada para a
aplicagdo garanta o contato com a pele (Enwemeka, 2009). A densidade de poténcia (Equagao 3) ¢
definida como a poténcia de saida do equipamento pela ERA do mesmo (Enwemeka 2009, Huang
et al., 2009).

(3) Densidade de poténcia (W/cm?) = poténcia (W) / ERA (cm?)

A densidade de energia (Equagdo 4) ¢ a quantidade total de energia entregue ao tecido

(fluéncia) pela ERA do equipamento (Enwemeka, 2009, Huang et al., 2009).

(4) Densidade de Energia (J/cm?) = poténcia (W) x tempo (s)
ERA (cm?)

Sabe-se que o comprimento de onda (nm) da LBP equivale a distancia entre dois sucessivos
picos do feixe luminoso. Esta varidvel ¢ um fator determinante para os efeitos fisioldgicos
produzidos pela LBP, pois a especificidade de absor¢do para um dado comprimento de onda
determina quais os tipos de tecidos que irdo absorver preferencialmente a radiagdo incidente, assim
como a profundidade de penetracdo da mesma. Dessa forma, a avaliacdo correta de cada situagdao na
qual a laserterapia serd empregada ¢ de extrema importadncia. Devem ser consideradas,
cuidadosamente, a dose a ser utilizada por sessdo de tratamento, a dose cumulativa total e a
freqiiéncia do tratamento (Enwemeka, 2009).

A LBP pode ser utilizada isoladamente ou como coadjuvante no tratamento, podendo ser

aplicada uma vez e/ou varias vezes durante uma ou mais semanas. Ela ndo possui efeitos térmicos e
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sim fotoquimicos, sendo que, esse fendmeno foi pioneiramente publicado por Ender Mester, em
1967, que conduziu um experimento para testar se a radiagdo de laser poderia causar cancer em
camundongos. Ele dividiu os camundongos em dois grupos e um dos grupos recebeu a aplicagdo de
LBP (694nm) nas costas. Esse grupo ndo desenvolveu o cancer, entretanto os pelos (que foram
raspados para a aplicacdo de LBP) cresceram mais rapidamente do que os do grupo ndo tratado.
Mester chamou isso de “Bioestimulacao Laser” (Huang et al., 2009). Porém, devido ao efeito dose-
dependente da LBP, tanto a estimulagdo quanto a inibi¢do do metabolismo celular sdo possiveis de
acontecer. Assim, atualmente, assume-se a existéncia de uma “janela terapéutica” de acgdo
estimulatéria da LBP, em que a dose a ser aplicada ¢ definida dependendo da patologia ¢ dos
objetivos a serem alcancados (Bjordal et al., 2006).

Além disso, inumeros trabalhos tém relatado o efeito cicatrizante da LBP em feridas (Al-
Watban et al., 2007), tecidos tendinosos (Reddy et al., 1998) e musculares (Bibikova & Oron, 1994;
Amaral et al., 2001), além do seu efeito analgésico (Ferreira et al., 2005; Basford, 1993) e anti-
inflamatorio (Pessoa et al., 2004; Basford, 1995). Relatos apontam que, a LBP ¢ capaz de estimular
a atividade celular e levar a liberagdo de fatores de crescimento através dos macrofagos (Woodruff
et al., 2004), induzindo a proliferacdo de queratindcitos, angiogénese, ativacdo dos mastdcitos e
degranulacdo (Chagas-Junior, 2004), as quais podem acelerar a cicatrizacao (Sato et al., 2000;
Mendez et al., 2004; Al-Watban et al., 2004; Nascimento ef al., 2004).

Bjordal et al. (2006) constataram que a LBP ¢ capaz de modular a dor inflamatoria,
reduzindo marcadores de inflamacdo (PGE, COX2, IL-1B, TNFa), o fluxo de células neutrofilas ao
local da inflamagao, o estresse oxidativo, a formacao de edema e a hemorragia. Algumas pesquisas
em laboratério realizadas em ratos sugerem que a LBP pode tornar-se uma alternativa a terapia
antiinflamatéria com uso de farmacos (Campana et al., 1999; Albertini et al., 2004). Emanet ef al.
(2009), em estudo que avaliou os efeitos da LBP no tratamento (cinco vezes por semana durante
trés meses) da epicondilite lateral cronica em humanos, verificaram que, além da diminui¢do dos

sintomas da patologia no tratamento a longo prazo, a LBP ndo apresentou nenhum efeito adverso.
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Estudos pioneiros avaliaram a LBP de 655nm e 904nm, aplicada anteriormente a realizagao
de protocolo de contragdes musculares induzidas por estimulacdo elétrica, mostrando a eficacia
desta terapia em atenuar a fadiga em ratos e diminuir a concentragdo de creatino quinase (CK) no
musculo (Lopes-Martins et al., 2006; Leal Junior et al., 2010a).

Sabe-se que uma demonstragdo de fadiga pode decorrer da diminuicdo da for¢a muscular
maxima, bem como de uma redu¢do na resposta muscular, acarretando perda de rendimento durante
o exercicio (Sesbotié & Guincestre, 2006). Terrados & Fernandez (1997) relatam que a fadiga pode
ocorrer tanto de maneira local, afetando um musculo ou um grupo muscular, como de maneira
global, afetando todo o organismo do individuo.

Estudos realizados com atletas de voleibol, tendo como objetivo averiguar os efeitos da
aplicagdo prévia de LBP ao exercicio de curta duragdo e alta intensidade (protocolo de exercicios de
contragdes voluntarias maximas), verificaram que quando os atletas receberam a aplicagdo da LBP,
o nimero de contragdes realizadas aumentou, bem como o tempo total de duracio do exercicio, nao
havendo alteracdes das concentracdes de lactato sanguineo (Leal Junior et al., 2008, 2010b), um
marcador de fadiga muscular (Sahlin, 1992).

Leal Junior et al. (2009b, 2009d) observaram que a aplicagao de LBP em humanos, antes da
realiza¢do do teste de Wingate (protocolo de exercicio de alta intensidade), inibiu o aumento dos
niveis de CK pos-exercicio, bem como acelerou a remog¢ao de lactato sanguineo. Esses resultados
indicam que a LBP aplicada antes do exercicio pode proteger os musculos contra danos e acelerar o
processo de recuperagdao muscular apos exercicio de alta intensidade.

Ja em exercicios excéntricos, Baroni et al., (2010) observaram os efeitos do tratamento
prévio com LBP, em humanos, com exercicio de extensores de joelho, sobre o dano muscular e a
capacidade funcional do musculo exercitado até 48 horas apos o exercicio. Verificou-se que a LBP
foi capaz de diminuir os efeitos deletérios do dano muscular, além de reduzir o incremento dos
niveis s€ricos de CK e lactato desidrogenase (LDH), enzima marcadora de dano muscular (el-

Mallakh et al., 1992).
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Até o momento existem apenas estudos acerca dos efeitos da LBP sobre o exercicio, quando
aplicada a um Unico grupo muscular, como por exemplo, o biceps ou o quadriceps e em exercicios
de curta duracdo. Considerando-se que a pratica de atividades desportivas envolve varios grupos
musculares (quadriceps, isquiostibiais, panturrilha, entre outros), ndo existem estudos que reportem
os efeitos da LBP, aplicada anteriormente a exercicios complexos de maior duragdo e envolvendo

varios grupos musculares.

2.2 Estresse oxidativo, enzimas antioxidantes e efeitos da LBP em danos oxidativos

RL sdo espécies quimicas (dtomos ou moléculas) que possuem um elétron desemparelhado
na sua camada mais externa. Essa situa¢do lhe confere alta reatividade quimica, especialmente
como agente oxidante, com o intuito de adquirir o segundo elétron para estabilizar o seu orbital de

valéncia (Halliwell & Gutteridge, 2007).

Em nosso organismo sdo produzidos RL de carbono, enxofre, nitrogénio e oxigénio, mas o
que ganha mais destaque devido a reatividade e aos danos que podem causar sdo os radicais
derivados do oxigénio. Além dos RL, existem espécies reativas (ER), um termo coletivo
frequentemente usado para incluir ndo apenas RL, mas também alguns ndo radicais capazes de
gera-los, como por exemplo, o peroxido de hidrogénio, o acido hipocloroso, entre outros. Quando
ha um aumento das ER e/ou uma diminui¢ao da capacidade antioxidante celular, pode ocorrer uma
situagdo denominada de estresse oxidativo, o qual esta associada a varios processos fisiologicos e
patologicos, como mutagénese, diabetes mellitus, catarata, cancer, aterosclerose, doencas

degenerativas e envelhecimento, entre outras (Halliwel & Gutteridge, 2007).

O estresse oxidativo tem seus danos minimizados pelo sistema de defesa antioxidante nao
enzimatico e/ou enzimatico. Entre os antioxidantes ndo enzimaticos, podem-se citar vitaminas e os
compostos polifenolicos, entre outros. A principal linha de defesa enzimatica ¢ constituida pelas
enzimas superoxido dismutase (Sod) e catalase (Cat) (Bonnefoy et al., 2002).

A Sod dismuta o radical superdxido a peroxido de hidrogénio (Reagdo 1), que ¢ menos
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reativo e pode ser degradado por outras enzimas, como a Cat ou glutationa peroxidase (GPx). Em
células eucariotas, ha véarias isoformas do tipo Sod, geralmente responsaveis por compartimentos
celulares distintos (Fridovich, 1998). A Sod1 ou SodCuZn encontra-se quase que exclusivamente no
espago citoplasmatico intracelular (Zelko et al., 2002). A Sod2 ou SodMn, pode ser encontrada na
mitocondria da maioria dos animais (Fridovich, 1998). A Sod3 ou ECSod ¢ a mais recente Sod
caracterizada e possui um peptideo sinalizador que a direciona exclusivamente para o espago
extracelular. Essa enzima existe como um tetramero de 135kDa de massa molecular e ja foi

detectada no plasma, linfa e fluido cerebroespinhal (Zelko et al., 2002).

Sod

(D) O," +0,"+2H" — H,0, + O,

A atividade da Sod pode ser medida por método espectrofotométrico indireto negativo, isto
¢, através de uma reagdo onde a presenga da enzima inibe a formagao do produto colorido resultante
da interacdo entre o indicador (adrenalina, por exemplo) e o radical superdxido (Bannister &
Calabrese, 1987).

A enzima Cat ¢ uma ferrilhemoenzima cuja func¢do principal ¢ dismutar o perdxido de
hidrogénio formando 4gua e oxigénio molecular, conforme a rea¢do 2 (Halliwel & Gutteridge,
2007). A Cat ¢ um tetramero formado por unidades idénticas, sendo que cada mondmero contém um
grupo prostético heme no centro catalitico (Ursini ef al., 1997). Em animais, a catalase estd presente
em todos os orgdos essenciais do corpo, principalmente no figado. Porém, alguns 6rgdos por ndo
possuirem peroxissomos, estdo mais expostos a danos provocados pela producdo de ER, como
coracdo, pulmdes e cérebro. Nesses 6rgaos, como mecanismo de defesa, pode ocorrer a difusdo de
perdxido de hidrogénio para o sangue, onde reage com a Cat eritrocitaria (Inoue, 1994). A atividade
da Cat pode ser avaliada, espectrofotometricamente, através do consumo de peroxido de hidrogénio
adicionado a reagdo (Aebi, 1984).

Cat
(2) 2H,0, - 2H,0 + O,
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Quando o sistema de defesa ¢ insuficiente, o estresse oxidativo pode gerar um aumento dos
niveis de peroxidacao lipidica e de carbonilagdo de proteinas (Halliwel & Gutteridge, 2007). Entre
os produtos finais da peroxidagdo lipidica estdo compostos de baixo peso molecular, como
hidrocarbonetos (etano e pentano) e aldeidos, como o malondialdeido (MDA). O MDA pode lesar
proteinas e também reage com o DNA, sendo a guanina a base mais danificada (Esterbauer &
Cheeseman, 1990; Halliwell & Gutteridge, 2007).

A determinacdo dos produtos de reacdo com o acido tiobarbitirico (TBARS) ¢ um
importante indicativo dos niveis de dano oxidativo lipidico. Esse método detecta ndo somente o
MDA, mas também outros aldeidos produzidos na lipoperoxidacao (Halliwell & Gutteridge, 2007).
A determinacao de proteinas oxidadas pode ser considerada um importante e sensivel marcador de
oxidacdo protéica (Levine et al, 1990; Chakravarti & Chakravarti, 2007). O processo de
carbonilagdo protéica pode ocorrer pela oxidagdo direta das cadeias laterais dos aminoacidos; pela
interacao das proteinas com produtos finais da peroxidacao lipidica como 4-hidroxinonenal e o
MDA e também através de reagdes de glicacdo (Chakravarti & Chakravarti, 2007). A reacdo dos
grupos carbonilicos com 2,4-dinitrofenilhidrazina formando 2,4-dinitrofenilhidrazona tem sido
bastante utilizada como método de avaliagdo do contetido de proteinas carboniladas (Levine ef al.,
1990).

Até o momento, existem poucos relatos acerca dos efeitos da LBP sobre os danos
oxidativos. Estudos apontam efeitos da LBP principalmente como recurso de reabilitaco,
observando seus efeitos apds lesdes induzidas em ratos. Silveira et al. (2011) verificaram os efeitos
da LBP aplicada em lesdes de pele induzidas experimentalmente. Para isso a LBP foi aplicada sete
vezes (2, 12, 24, 48, 72, 96 e 120 horas) ap6s a formagdo da lesdo, utilizando-se de equipamentos
distintos (AsGa, 904nm, pulsado, 70 mW, 60 segundos de aplicagdo/sessdo ¢ He-Ne, 660nm,
continuo, 30 mW, 60 segundos de aplicacdo/sessdo) e doses distintas. Observou-se que a aplicacdo
da LBP foi capaz de diminuir a peroxidagao lipidica, os danos as proteinas e a atividade de Sod e

Cat, potencializando a cicatrizagdo da ferida, principalmente nas doses de 1 e 3 J/cm? do laser de
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He-Ne e na dose de 3 J/cm? do laser de AsGa.

Avni et al. (2005) avaliaram os efeitos da aplicacdo de LBP em lesdes induzidas, em ratos,
por 3 horas de isquemia seguida de reperfusdo. A aplicagdo de LBP (AsGa, 810nm) ocorreu
imediatamente e apos 1 hora de oclusdo do suprimento sanguineo. Observou-se que a aplicacdo de
LBP protegeu o musculo contra os efeitos deletérios gerados pela lesdo isquémica, proporcionando
um aumento na atividade da creatinafosfoquinase na capacidade antioxidante total sérica e em
proteinas de choque térmico. Os autores relataram também um aumento na capacidade antioxidante
total sérica quando a LBP foi aplicada em ratos sem a indugao de lesdo por isquemia/reperfusdo.

Fillipin et al. (2005) e Rizzi et al. (2006), investigaram os efeitos da LBP (AsGa 904nm,
continuo, 45 mW e 5 J/em®, 35 segundos de aplicagio) sobre o estresse oxidativo em modelo
experimental de trauma no tenddo de Aquiles e musculos de ratos, respectivamente. Verificou-se
que a LBP reduziu a perda da arquitetura normal (histoldgia) e a resposta inflamatoria, bem como
os niveis de TBARS, quando comparado ao grupo que ndo recebeu laser. Além disso, observou-se
um aumento na atividade enzimatica da Sod, sugerindo que um dos mecanismos de reducao da
resposta inflamatoria pela LBP possa estar relacionada a modulacdo da atividade da Sod.

Em um estudo que objetivou investigar o efeito fotobiomodulador da LBP aplicada por dois
lasers distintos (He-Ne, 632,8nm, continuo, 5mW, Imin de aplicagdo/sessdao e AsGa, 904nm,
pulsado, 12mW, 47 segundos de aplicacdo/sessao) em um modelo experimental de miopatia, que foi
induzida através da infiltracdo de adrenalina (0,05 mg/rato/dia) no musculo durante 5 dias.
Observou-se que no grupo, em que a lesdo foi desenvolvida, houve um aumento significativo de L-
citrulina e Sod e uma diminuicdo de oxido nitrico (NO). A aplicagdo de LBP diminuiu
significativamente a L-citrulina e a atividade da sod e aumentou a concentra¢do de NO (Servetto et
al., 2010).

Liu et al. (2009) induziram lesdo muscular em ratos através de exercicios excéntricos em
esteira (corrida em dowhill), em que os animais receberam aplicagdo de LBP em 3 momentos:

imediatamente apos, 18 horas apos e 42 horas apos o protocolo de exercicios. Observou-se que 0s
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grupos que receberam a aplicacdo de LBP apresentaram uma melhora significativa na avaliagao
histologica (menor quantidade de infiltrados inflamatdrios), diminui¢do nas concentragdes de CK e
da peroxidagao lipidica e aumento na atividade de Sod.

Entretanto, at¢é o momento, ndo ha estudos em humanos acerca dos efeitos da LBP na
modula¢do de danos oxidativos quando aplicada anteriormente a realizagdo de atividade fisica de

intensidade progressiva.

2.2.1 Espécies Reativas no Exercicio Fisico

O musculo esquelético ¢ desenhado para suportar sobrecargas mecanicas e metabodlicas até
um determinado limite. Quando estimulado, atinge rapidamente sua carga maxima de contragdo ¢
aumenta o fluxo de oxigénio em até 100%, o que pode levar a um aumento de ER ¢ estresse
oxidativo (Alessio, 2000). Sabe-se que esse fenomeno acompanha a atividade contratil esquelética
(Elosua et al., 2003) e pode provocar a diminui¢do da fun¢do contratil dos grupamentos musculares
envolvidos e produzir fadiga (Reid et al., 1992).

O grau de producao de ER (oxigé€nio singlete, anion superdxido, peroxido de hidrogénio
radical hidroxila e NO), no exercicio, costuma estar relacionada com o aumento do funcionamento
da cadeia de transporte de elétrons (Chevion et al, 2003), a acdo do sistema xantina
oxidase/desidrogenase (McAnulty & McAnulty, 2003), por aumento no numero circulante de
neutrofilos (Scharhag ef al.,2002) e pelo processo de isquemia-reperfusdo (Seiguel et al., 1999).

Em relacdo a xantina oxidase (XO) e a xantina desidrogenase (XDH), ambas sdo enzimas
que catalisam a oxida¢do da hipoxantina e xantina a 4cido urico durante o catabolismo das purinas
em mamiferos (Gomez-Cabrera et al., 2008). Como a XDH preferencialmente transfere os elétrons
liberados durante o processo de oxidagdo para o NAD', a XO utiliza o oxigénio molecular,
causando assim a geracao de radical superoxido (Harris et al., 1999).

A carga muscular imposta durante o exercicio causa modificagdo na ultraestrutura do

musculo, com infiltragdo de neutréfilos e liberagdo de mioglobina (Fielding et al., 1993). A agao
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dos neutréfilos inclui o processo microfagocitico, atributo que lhe € caracteristico. Neutrofilos sao
ricos em NAD(P)H oxidase, a qual pode converter o oxigénio molecular em superéxido. Na
presenca de Sod e mieloperoxidase, forma-se o 4acido hipocloroso. Sendo assim, o processo
inflamatorio ¢ uma importante fonte de ER induzidas pelo exercicio fisico de alta intensidade (Vifia
et al.,2000).

Um mecanismo alternativo, através do qual o musculo pode produzir ER, envolve o
processo de isquemia-reperfusdo. O ciclo de funcionamento dos esfincteres pré-capilares, o mais
importante regulador do fluxo tissular, envolve periodos de contragdo e relaxamento (Seiguel ef al.,
1999). No exercicio intenso, varios tecidos sofrem processo transitorio de isquemia com o intuito de
desvio seletivo do fluxo. Além disso, fibras submetidas a um esforco supramaximo podem
desenvolver episoddios de isquemia, pois a demanda de oxig€nio torna-se momentanecamente
insuficiente (Koyama et al., 1999). Desse modo, a reoxigenagdo que se estabelece ap6s o término
da atividade fisica é capaz de gerar ER, principalmente superoxido (Powers & Jackson, 2008).

Embora as atividades fisicas de moderada e alta intensidade sejam capazes de gerar estresse
oxidativo em diferentes graus (Alessio et al., 2000), os dados da literatura permanecem sem
consenso. Em alguns casos tém sido demonstrado aumento de estresse oxidativo em exercicios
aerdbios e anaerobios (Palazzetti, 2003; Vincent et al., 2004), enquanto outros estudos demonstram
niveis de TBARS inalterados, tanto em exercicios aerobios como em exercicios anaerobios
(Vollaard et al., 2005) e estudo relacionando efeitos de exercicios resistidos subméximos (exercicios
anaerobios) sobre a peroxidacao lipidica, ndo verificaram diferencas significativas entre o grupo
que realizou os exercicios € o grupo que nao realizou ( Ramel et al., 2004). Kretzschmar et al.
(1991) averiguaram as consequéncias do exercicio fisico agudo (exercicios aerdbios) em
cicloergbmetro sobre a peroxidacao lipidica, verificando uma diminui¢do significativa na
peroxidagdo lipidica nos individuos que realizaram o exercicio.

Dessa forma, torna-se importante esclarecer a relagao entre o exercicio fisico e a modulagao

do estresse oxidativo em desportistas.
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2.3 Exercicio Fisico e Dano Muscular

O desempenho fisico durante o exercicio e/ou a capacidade funcional de um individuo pode
ser avaliada através do teste de ergoespirometria, um procedimento ndo invasivo, que concilia a
analise de gases espirados, varidveis respiratorias e oximetria (Serra, 1997). A ergoespirometria
caracteriza-se como um exercicio de intensidade progressiva, tendo em vista que a velocidade de
corrida ¢ aumentada gradativamente durante a sua realizagdo. O individuo que estd executando a
atividade ¢ instruido a realizé-la até a exaustdo, a fim de obter-se uma avaliagdo mais fidedigna da
sua capacidade cardiopulmonar (Bearden & Moffatt, 2000). Esse método tem sido 1util na
determinagdo de fatores ligados a indicadores de performance, identificagdo de intolerancia ao
exercicio, determinantes de transicdo metabodlica, avaliagdo clinica e terapéutica de diversas
patologias, prescri¢ao de intensidade do exercicio, indices de eficiéncia respiratéria e cardiovascular
e custo energético (Silva ef al., 1998, Denis et al., 1984).

Diferentes pardmetros podem ser avaliados em um teste de ergoespirometria, dentre eles, o
tempo total de execucdo do exercicio, o consumo maximo de oxigénio (VO; max), 0s limiares
aerdbios e anaerobios, tempo de teste em que o individuo atinge estes limiares, entre outros (Baroni
& Leal Junior, 2010).

A diminuicao da performance pode estar intimamente ligada a instalagdo do processo de
fadiga muscular (Terrados & Fernandez, 1997), sendo assim, a mensuracdo do tempo total de
execugdo do exercicio durante o teste de ergoespirometria, torna-se um Otimo parametro para
avaliacao da fadiga, pois a execucao do mesmo se da até a exautdo (Serra, 1997).

Durante a realizagdo do exercicio fisico, diversos sistemas fisioldgicos interagem
dinamicamente entre si (Richardson et al.,, 1998). Dentre estes, destacam-se as interagdes
cardiopulmonares e a capacidade do musculo em utilizar o oxigénio (Bearden & Moftatt, 2000).
Dessa forma, foi introduzido o conceito de VO, nax (Hill & Lupton, 1923), que pode ser definido

como o maior volume de oxigénio por unidade de tempo que um individuo consegue captar. E
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alcangado quando se atingem niveis maximos de débito cardiaco e de extragdo periférica de
oxigénio e ndo ¢ ultrapassado mesmo com incremento na carga de trabalho muscular (Taylor ef al.,
1955).

A VO, max € aceita e considerada como a melhor medida para determinagdo da estabilidade
cardiovascular e a capacidade de realizar exercicio fisico. E habitualmente expressa em multiplos
das necessidades metabodlicas basicas de oxigénio. Assim, um equivalente metabolico ¢ a unidade
de captacao de oxigénio em repouso e corresponde a cerca de 3,5 mL de oxigénio por kilograma de
peso por minuto (mL.Kg-1 . mim -1). A VO, 1. pode variar de acordo com a idade, sexo, habitos de
exercicio, hereditariedade e estabilidade cardiovascular (Fletcher et al., 2001).

Existem dois limiares metabolicos que indicam acumulo e aumento da producao de lactato.
O primeiro, conhecido como limiar aerébio, reflete a intensidade do exercicio correspondente ao
inicio do acumulo de lactato sangiliineo, ¢ também pode ser chamado de limiar ventilatério 1. O
segundo ¢ considerado o ponto de compensagdo respiratoria (Wasserman & Mcilroy, 1964) ou
limiar ventilatorio 2, definido como a intensidade de esfor¢o acima da qual a producao de lactato
supera sua propria remocao. Isso faz com que seja provocando a hiperventilagdo, a qual € necessaria
para a diminuicao da pressdo parcial de diéxido de carbono venosa e para o restabelecimento das
concentracdes de bicarbonato e aumento do pH plasmatico (Meyer et al., 2005; Amann et al.,
2004).

Como descrito anteriormente, a pratica de atividade fisica de alta intensidade (exercicio
exaustivo) provoca danos estruturais em células musculares e as avaliagdes destes danos podem ser
feitas de forma direta e indireta. A avaliagdo direta do dano muscular em humanos ¢ complexa, visto
que sua analise € possivel somente através de dois métodos: por bidpsia muscular ou por
ressonancia magnética. Sendo assim, os problemas inerentes na analise por biopsia muscular sdao
obvios, pois uma pequena amostra ¢ usada para estimar o dano no musculo todo. Além disso,
devido ao fato de o dano muscular ndo estar presente em todo tecido, mas sim focalizado, € possivel

ocorrer uma estimativa erronea, sendo maior ou menor que o dano muscular real. As técnicas de
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imagem utilizando a ressonancia magnética vém sendo utilizadas para avaliar o dano (edema)
dentro do musculo. Embora seja uma técnica ndo invasiva, ndo sdo claras as mudancas indicadas
nas imagens, além do custo econdmico alto (Clarkson & Hubal, 2002).

Nos ultimos anos, ¢ crescente o interesse cientifico na busca pela resisténcia extrema no
esporte (Banfi et.al., 2004). Diante disso, medi¢des da atividade de CK e LDH tém sido utilizadas
cada vez mais para determinar lesdes musculares (Mair et al., 1992; el-Mallakh et al., 1992).

A CK catalisa a defosforilagdo da creatina fosfato ou sua fosforilagao e ¢ uma enzima globular
que consiste em duas subunidades de massa molecular de 43 kDa. Até o momento, foram isoladas
cinco isoformas diferentes, sendo trés isoenzimas no citoplasma (CK-MM, CK-MB, ¢ CK-BB) e
duas isoenzimas (sarcoméricas e nao-sarcoméricas) na mitocondria (Nigro ef al., 1983). A medida
da atividade da CK pode ser feita através de kit colorimétrico (Labtest® - Brazil). Os valores de
referéncia da atividade sérica de CK sdo ainda controversos (Tabela 1). A maior razdo para haver
essas discrepancias esta relacionada, possivelmente, a variagdo do nivel de atividade fisica dos

individuos testados (Stremme et al., 2004).

Tabela 1. Valores de referéncia da atividade sérica da creatino quinase em homens e mulheres

ndo atletas.

Homens Mulheres Referéncias

26-350U.L" 26-200U.L" Wong et al. (1983), Schumann
& Klauke (2003) e Wu (2006)

26-240U.L" 26-207 U.L" Miller et al. (1984) e Stremme
et al. (2004)

26-532U.L" 26-248 U.L"! Lev et al.. (1999)

A LDH, outra enzima marcadora de dano muscular, catalisa a reducdo do piruvato,

produzindo lactato e NAD' e vice-versa. A sua atividade pode ser determinada a partir da
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velocidade de decomposi¢do do NADH, medida pela queda da absortividade a 340 nm. Os valores
de referéncia em U/L para esse método, obtidos em populagdes sadias do sexo masculino e
feminino, em soro ou plasma, sdo de 200 a 480 U/L (Young, 1997).

A atividade destas enzimas musculares serve como marcador da funcdo do musculo e do
tecido tanto nas condi¢des patoldgicas quanto nas fisiolodgicas. O seu aumento pode representar
necrose celular e dano tecidual (oxidativo ou nao) seguido de lesdo muscular cronica ou aguda
(Szumilak et al., 1998). Essas mudancas na atividade de enzimas musculares ocorrem em
individuos normais e em atletas apos exercicios extenuantes, muitas vezes extrapolando os valores
de referéncias encontrados na literatura (Wolf et al., 1987). As atividades séricas da CK ¢ LDH
mostram um comportamento diferente antes ¢ depois do exercicio (Lawler et al.,1993; Macdougall
et al.,1998), sendo que sua atividade varia de acordo com o tipo de treinamento, o protocolo
utilizado (Szabo et al., 2003), a idade, género, raga, massa muscular, atividade fisica e condi¢ao
climatica (Brancaccio et al., 2007).

A diminuic¢ao dos niveis de atividade das enzimas musculares depende também, do periodo
de repouso apos o exercicio ou do tempo de inatividade fisica (Havas et al., 1997). Alguns fatores
podem auxiliar na diminui¢ao da atividade da CK e LDH sérica, como a drenagem linfatica e o uso
de suplementacao com aminodcidos (Coombes & Mcnaughton, 2000).

Sendo assim, os possiveis efeitos da LBP na prevencao de danos musculares, oxidativos ou
ndo, gerados por exercicios complexos nos encaminham para um novo patamar de aplicacao da
LBP, que vem sendo utilizada no momento como forma de reabilitacdo. A diminuicao/prevengdo de
lesdes musculares induzidas pelo exercicio fisico poderd contribuir para os atletas de alto
rendimento, podendo minimizar o tempo de repouso e de recuperacdo muscular apds a pratica

esportiva.
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3. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Verificar os efeitos da laserterapia de baixa poténcia sobre o estresse oxidativo, fadiga e dano
muscular pds-exercicio de intensidade progressiva, em individuos sadios do sexo masculino com

1dade entre 20 e 25 anos.

2.2 Objetivos Especificos

» Verificar os efeitos do exercicio de intensidade progressiva executado até a exaustdo
sobre os marcadores de danos oxidativos a lipidios e proteinas e na modulagdo das
enzimas antioxidantes superoxido dismutase e catalase.

» Averiguar a influéncia do exercicio de intensidade progressiva executado até a
exaustdo sobre o dano muscular, através da medida da atividade de creatino quinase e
lactato desidrogenase.

» Analisar os efeitos da laserterapia na possivel prevencao de danos oxidativos a lipidios
e proteinas e na modulagdo das enzimas antioxidantes superoxido dismutase e
catalase.

» Verificar a influéncia da laserterapia sobre a fadiga e performance em exercicio de
intensidade progressiva (teste de ergoespirometria), através da mensuragdao do VO3 max,
tempo total de execugdo do exercicio e limiar anaerdbio.

» Averiguar os efeitos da laserterapia sobre o dano muscular pds-exercicio, através da

medida da atividade de creatino quinase e lactato desidrogenase.
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4. RESULTADOS

Os resultados estdo apresentados na forma de artigo publicado na revista Lasers in
Medical Science. Neste trabalho sao mostrados os dados referentes aos efeitos gerados
pela LBP aplicada anteriormente ao exercicio de intensidade progressiva em
individuos sadios do sexo masculino sobre o estresse oxidativo, fadiga e dano

muscular.
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Abstract The aim of this work was to evaluate the effects
of low-level laser therapy (LLLT) on exercise performance,
oxidative stress, and muscle status in humans. A random-
ized double-blind placebo-controlled crossover trial was
performed with 22 untrained male volunteers, LLLT
(810 nm, 200 mW, 30 J in each site, 30 s of irradiation in
cach site) using a multi-diode cluster (with five spots - 6 J
from each spot) at 12 sites of each lower limb (six in
quadriceps, four in hamstrings, and two in gastrocnemius)
was performed 5 min before a standardized progressive-
intensity running protocol on a motor-drive treadmill until
exhaustion. We analyzed exercise performance (VO3 nax,
time to exhaustion, acrobic threshold and anaerobic
threshold), levels of oxidative damage to lipids and
proteins, the activities of the antioxidant enzymes superox-
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ide dismutase (SOD) and catalase (CAT), and the markers
of muscle damage creatine kinase (CK) and lactate
dehydrogenase (LDH). Compared to placebo, active LLLT
significantly increased exercise performance (VO, pu p=
0.01; time to exhaustion, p=0.04) without changing the
aerobic and anaerobic thresholds. LLLT also decreased
post-exercise lipid (p=0.0001) and protein (p=0.0230)
damages, as well as the activities of SOD (p=0.0034), CK
(p=0.0001) and LDH (p=0.0001) enzymes. LLLT applica-
tion was not able to modulate CAT activity. The use of LLLT
before progressive-intensity running exercise increases exer-
cise performance, decreases exercise-induced oxidative stress
and muscle damage, suggesting that the modulation of the
redox system by LLLT could be related to the delay in
skeletal muscle fatigue observed after the use of LLLT.

Keywords LLLT- Progressive-intensity exercise -
Oxidative stress - Muscle damage

Introduction

The metabolism during contractile activity produces reactive
oxygen species (ROS) [1], which can lead to muscle
oxidative stress [2]. This can be one factor associated with
a reduction in contractile function and muscle fatigue
develops [3]. To counteract these effects, organisms present
antioxidant defenses, such as the enzymes superoxide
dismutase (SOD) and catalase (CAT), responsible for the
dismutation of the superoxide (O2°) radical and hydrogen

peroxide (H;0z), respectively [2].

Skeletal muscle fatigue is characterized by impairment
of muscle ability to generate and maintain force production

@ Springer
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during muscle activity. In submaximal activities, skeletal
muscle fatigue is denoted as a failure to continue activity at
the initial intensity [4]. The development of muscle fatigue
is a complex and multifaceted process involving several
physiological and biomechanical elements [5], including
muscle fiber type, the intensity and duration of the activity
[6]. and oxidative stress [3].

The use of low-level laser therapy (LLLT) and light-
emitting diode therapy before exercise has shown positive
results in delaying skeletal muscle fatigue [7] and improving
skeletal muscle recovery in athletes [8, 9]. These studies
were done with a single muscle group and with short-
duration excrcises at high intensities. However, in sport
activities, several muscle groups are involved in the exercise.
Therefore, it is important to know the effects of LLLT in
more complex and long-duration exercise activities.

In this perspective, the aim of this work was to study LLLT
effects on human exercise performance, oxidative stress, and
muscle damage in a progressive-intensity running exercise,

Methods
Ethical aspects

The study was approved by the Ethics Committee of the
University de Caxias do Sul. In accordance with the
Declaration of Helsinki, all subjects were advised about
the procedure and they signed an informed consent prior to
participation in the study.

Subjects

Twenty-two volunteers were selected for this study. The
number of the participants was calculated using a statistical
power of 80% and a significance level of p <0.05 (or 5%). The
individuals were recruited among healthy untrained male
volunteers, with ages between 20 and 25 years, from the
University of Caxias do Sul, Brazil. Exclusion criteria
included any previous musculoskeletal injury to the hip, knee,
or ankle region in the previous 3 months and the use of any
kind of nutritional supplements or pharmacological agents.

Randomization and blinding procedures

The study was designed as a randomized double-blinded
placebo-controlled crossover trial. Randomization was
performed by a simple drawing of lots (A or B), which
determined whether active LLLT (A) or placebo LLLT (B)
would be given at the first exercise session. During the
second session, participants were crossed over to receive
treatment A or B, i.c., the one which had not been given at
the first session. The code from the drawing of lots was

@ Springer

delivered to a technician who preset the control unit
accordingly to either active LLLT or placebo LLLT mode.
The technician was instructed to not communicate the type
of treatiment neither to the participants nor to the therapist
applying the LLLT source to the lower limbs. Thus, the
allocation of treatments was concealed to the participants
and the therapist. Blinding was further maintained by the
use of opaque goggles by participants and the therapist
during LLLT procedures.

Low-level laser therapy

LLLT was performed exactly 5 min before the progressive
running protocol. The therapy was applied by using a multi-
diode cluster (with five diode spots; THOR"™ Photomedicine,
London, UK) at 12 sites of each lower limb (six in
quadriceps: two centrally - musculus rectus femoris and
musculus vastus intermedius, two laterally - musculus vastus
lateralis, and two medially - musculus vastus medialis; four
in hamstrings; and two in gastrocnemius), as shown in
Fig. 1. LLLT characteristics and application mode are shown
in Table 1. The laser device was calibrated before and after
data acquisition, the equipment showed the same power
output in both calibrations. The optical power was measured
using a Newport multifunction optical meter model 1835 C.
The stability of the laser during the laser irradiation was
measured collecting light with a partial reflect (4%). The
dose was chosen based on previous studies of our research
group. In these studics we observed an effective decrease in
muscle damage induced by short-duration and high-intensity
exercise involving a single muscle group [16, 19].

Exercise protocol

Subjects performed a standardized progressive running
protocol on a motor-driven treadmill with a fixed inclination
of 1%. The initial velocity was 3 km.h™ during the first 3

Fig. 1 a Treatment points in a b
knee extensor muscles. b Treat- o
ment points in knee flexor and
ankle plantiflexor muscles
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Table 1 LLLT characteristics and application mode

Number of laser diodes 5
810 nm (infrared)
Continuous output

200 mW each diode
(total of 1,000 mW)

0.0364 cm” each spot

Wavelength
Frequency

Optical output

Spot size
Power density 5.495 Wicm? (for each laser spot)
Energy density 164.85 Jem? (for each laser spot)

30 J on each point (6 J for each spot)

30 s on each point (360 s of total
treatment time in each leg)

Energy

Treatment time

Number of irradiation 12
sites per lower limb
Number of irradiation 60

points per lower limb
Total energy delivered

per lower limb
Application mode

360 J

Cluster probe held stationary in skin
contact with a 90-degree angle and
slight pressure

min (warm-up phase). After the warm-up phase, the velocity
was increased 1 kmh™' at each minute until it reached
16 km.h™'. Volunteers performed the exercise protocol until
exhaustion, The exercise protocol could be finished at any
moment, if the volunteers asked (by hand sign). After the
exercise protocol, volunteers performed a recovery phase
with a velocity of 6 km.h' for 3 min. During the exercise
protocol, the rates of oxygen uptake (VQ,), dioxide carbon
production (CO») (measured using a VO2000 gas analyzer,
Inbrasport”, Brazil), total time until exhaustion, and heart
rate (measured using a digital electrocardiograph from
Micromed”, Brazil) were monitored. Aerobic and anaerobic
thresholds were also measured through the methodology
proposed by Wasserman et al. [10].

Blood samples and biochemical assays
Blood samples were collected by a qualified nurse blinded to

group allocation and were obtained from an antecubital vein
before exercise and exactly 5 min afier the end of the

progressive exercise protocol. Blood was centrifuged at
2,700 = g for 10 min at 4°C. Serum was immediately pipetted
into Eppendorf tubes and stored at —80°C until analysis. Lipid
damages were measured spectrophotometrically (Shimadzu
spectrophotometer Model UV-1700, Shimadzu”, Japan) by
determining thiobarbituric acid reactive substances (TBARS)
as previously described by Wills [11]. Results were expressed
as nmol per ml. The oxidative damage to proteins was
assessed by determining carbonyl groups based on the
reaction with 2,4-dinitrophenylhydrazine (DNPH), as previ-
ously described by Levine et al. [12]. Results were expressed
as DNPH nmol per mg of proteins. SOD activity was
determined measuring the inhibition of the rate of auto-
catalytic adrenochrome formation at 480 nm (Shimadzu
spectrophotometer Model UV-1700, Shimadzu”, Japan), in
a reaction medium containing | mM adrenaline (pH 2.0) and
50 mM glycine (pH 10.2), (both trom E. Merck) as described
by Bannister and Calabrese [13]. This reaction was conducted
at 30°C for 3 min and the results were expressed as units per
gram of protein. One SOD unit was defined as the amount of
enzyme that inhibits the rate of adrenochrome formation by
50% per gram of protein. CAT activity was measured
according to the method described by Aebi [14]. The assay
principle is based on determining the rate of hydrogen
peroxide (E. Merck) decomposition at 240 nm (Shimadzu
spectrophotometer Model UV-1700, Shimadzu”, Japan). This
reaction was conducted at 30°C for 1 min and the results
were expressed as CAT units per milligram of protein. One
unit of CAT decomposed one pmol of hydrogen peroxide per
mg of protein per minute at pH 7.4. Total protein levels were
evaluated using the Total Proteins kit from Labtest® (Protein
Kit, Labtest Diagnostica S.A., Brazil). CK and LDH activity
were measured by using a commercial kit (CK - Labtest” -
Brazil, LDH - Bioclin" - Brazil). CK catalyzes the dephos-
phorylation of creatine phosphate to produce adenosine
triphosphate, which reacts with glucose in the presence of
hexokinase forming glucose-6-phosphate. Glucose-6-
phosphate by glucose-6-phosphate dehydrogenase is oxidized
to phosphogluconate and reduces NADP" to NADPH. The
rate of increase in absorbance at 340 nm is proportional to
CK activity in the sample. The LDH catalyzes the reduction
of pyruvate with NADH, resulting in lactate and NAD". The

Table 2 Performance in
progressive-intensity running

exercise

* Statistical significance

Placebo LLLT p value
Total time to exhaustion (s) 697.27+83.62 711.41+£87.47* 0.0467
Absolute VO, e (V/min) 3.54+0.48 3.61:+£0.49* 0.0333
Relative VO, .y (mlkg.min) 48.04+5.27 49.14+5.09* 0.0178
Acrobic threshold (s) 205.64+55.98 202.59+62.18 0.8314
Aerobic threshold (I/min) 1.82+0.40 1.75:+0.30 0.4079
Anaerobic threshold (s) 468.82+85.81 457.45+79.96 0.6110
Anaerobic threshold (I/min) 2.90+0.39 2.88+0.40 0.8193

(p=0.05) between LLLT and
placebo
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Table 3 Pre and post-cxercise levels of oxidative damage markers

Placebo

Pre-exercise

Post-exercise

LLLT

Pre-exercise

Post-exercise

TBARS (nmol/ml)

Carbonylated Proteins (nmol of DNPH/g/dl of proteins)
SOD (U SOD/g of protein)

CAT (U CAT/mg of protein)

3.94+1.16
2.15+1.02
2.46+1.74
2.25+1.78

5.5441.80*
ZTLEL2TeE
1.48+1,17*
3:.19£2.55

4.84+1.41
2.36%1.40
1.67+1.04
2474146

5.04+1.98
2.88+2.09
1.734£1.60
3.00+2.11

*Statistical significance (p<<0.01) from pre to post-exercise levels

**Statistical significance (p<0.05) from pre to post-exercise levels

catalytic concentration is determined from the rate of
decomposition of NADH, measured by the decrease in
absorptive at 340 nm. Results were expressed as units per
liter™".

Statistical analysis

Data from exercise protocol, oxidative stress and muscle
damage markers were expressed as mean and standard

deviation (+ SD) and tested statistically by a two-sided
paired r-test through the software SPSS 18.0 for Windows.
The significance level was set at p<0.05.

Results

Volunteers in this study were 22.02+3.02 years old, body
weight was 74.22+11.54 kg with a height of 176.30=
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* Fig. 3 Pre and post-exercise activity of creatine kinase (a) in placebo

placebo (b) and in active LLLT group. * Statistical significance from
pre to post-exercise levels using the software SPSS 18.0 for Windows
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(b) and in active LLLT group. * Statistical significance from pre to
post-exercise levels using the software SPSS 18.0 for Windows
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7.75 cm. Results of the progressive-intensity running
exercise with and without LLLT application are shown in
Table 2. Total time to reach exhaustion during exercise
protocol, as well as oxygen consumption - VO; ., (both in
absolute than in relative values) were significantly in-
creased (p<0.05) by pre-exercise irradiation with active
LLLT. On the other hand, aerobic and anaerobic thresholds
did not change with LLLT.

The progressive-intensity running exercise induced an
increase in lipid (TBARS) and protein oxidative damages, as
well as a decrease in SOD activity. The application of laser
in the active LLLT group prevents these changes, avoiding
the damages to the biomolecules and the decrease in the
antioxidant enzyme SOD. Neither the progressive-intensity
running exercise nor the active LLLT changed post-exercise
CAT activity (Table 3). Baseline values for TBARS, protein
oxidative damages, SOD and CAT was similar without
significant difference (p>0.05) in both treatments tested.

Pre-exercise activity of CK (active LLLT 151.74%
45.15 U, placebo LLLT 150.1048.60 U/™') and LDH
(active LLLT 281.89+44.36 U/l™, placebo LLLT 274.93+
37.62 UN") were similar in two sections of exercise {(with
and without LLLT). Progressive-intensity running exercise
increases CK (active LLLT 178.26+82.36, placebo LLLT
200.42+127.11) and LDH (active LLLT 276.80+32.86,
placebo LLLT 332.72+63.07) activities. Active LLLT
reduces the increase in the activities of these enzymes, as
shown in Figs. 2 and 3.

Discussion

Several animal and human trials have shown positive effects
of LLLT on inflammatory disorders both in acute and in
chronic phases [15]. However, skeletal muscle fatigue and
post-exercise recovery are new areas of research in LLLT
and few studies have been performed on this subject. To our
knowledge, this is the first study to examine the effects of
LLLT applied previously to complex exercise involving
several muscle groups. Studies have shown positive effects
of red and infrared LLLT in reducing markers of fatigue and
muscle damage [7, 8, 9, 16, 19]. However, we decided to use
LLLT (810 nm), becausc infrared LLLT has greater skin
penetration than red LLLT [17].

We observed that pre-exercise irradiation in healthy
untrained subjects submitted to LLLT significantly in-
creased VO; ma both in absolute and in relative values,
as well as the time to reach exhaustion (Table 2). Tn spite of
a low increase of 14 s in exercise length, this enhancement
seems to be clinically relevant, considering that in the last
10 years the world record 5,000-meter running (of approx.
13 min) improved only 12 s [18]. Tt illustrates how difficult
it is to improve exercise performance at this level of effort.

On the other hand, we did not observe any significant
changes in aerobic and anaerobic thresholds (Table 2),
which means that although LLLT leads to performance
improvement, it does not change the metabolic pathway of
energy production.

Pre-exercise irradiation with LLLT also decreased the
post-exercise improvement in the activities of CK and LDH
(Figs. 2 and 3), which means that LLLT can protect skeletal
muscle against exercise-induced damage in progressive-
intensity long-duration exercises, which could, at least in
part, explain the performance improvement observed in our
study. Our findings corroborate previous studies that used
pre-exercise LLLT irradiation in single muscle groups to
decrease exercise-induced muscle damage [16, 19].

When volunteers did not receive pre-exercise active LLLT,
an increase in oxidative damage, both in lipids and in proteins
(Table 3) was observed, corroborating other studies [20, 21].
Active LLLT can prevent the exercise-induced increase in
oxidative damage both in lipids and in proteins and prevent
the decrease in SOD antioxidant activity (Table 3). Previous
studies have already shown that LLLT can modulate SOD
activity [22, 23] or stimulate its synthesis in the cell [24].
This redox modulation can explain, at least in part, the
decrease in oxidative damage observed in our study. On the
other hand, no statistical difference in CAT activity was
observed after the progressive-intensity running exercise.
Some studies show that acute exercise did not cause any
changes in the concentrations of CAT [25, 26], corroborating
our findings. Other studies about this biochemical parameter
should be evaluated to confirm this data.

The mechanisms through which ROS play a role in the
development of fatigue are not fully understood [4],
however, it is known that oxidative stress leads to an
impairment of the contractile muscle function resulting in
muscle fatigue [3]. Therefore, our findings suggest that the
reduction of oxidative stress is related to LLLT delaying
skeletal muscle fatigue and protecting against exercise-
induced damage. Others mechanisms for LLLT effects
could include the increase in microcirculation, potential
anti-inflammatory activity, and improvement of mitochon-
drial function [27, 28].

Conclusions

As far as we know, this is the first investigation about the
effects of LLLT on a complex exercise. It is possible to
conclude that pre-exercise LLLT application decreases
oxidative stress leading to a delay in the development the
skeletal ‘muscle fatigue, improvement of skeletal muscle
performance, and prevention of muscle damage. Optimal
parameters of application and dose-response patterns still
need to be identified in further studies.
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DISCUSSAO

Durante a atividade fisica, a demanda energética intramuscular eleva-se e, para atender a esse
requisito, o consumo de O (VO2) pode aumentar em até 20 vezes (Astrand et al., 1986), enquanto
o fluxo de oxigénio pelas fibras musculares ativas, pode aumentar em até 100 vezes em relacdo aos
valores de repouso (Vollaard ef al, 2005). Consequentemente, a producdo de ER também ¢
potencializada durante o exercicio. Em 1978, Dillard e colaboradores foram os primeiros a mostrar
que a atividade fisica induzia aumento da peroxidagdo lipidica, apds os voluntérios pedalarem por
60 minutos, com intensidades moderadas, variando entre 25 e 75% do VO2 max. Desde entio, um
grande nimero de estudos vém dando suporte a hipotese de que o exercicio fisico aumenta a
producdo de ER induzindo o estresse oxidativo (Davies et al., 1982; Alessio, 1993). Apesar disso,
os dados da literatura a respeito dessa modulagdo sdo conflitantes, estudos mostram que o exercicio
fisico ndo aumentou os niveis de danos a lipidios (para revisdo ver Vollaard et al., 2005). O estresse
oxidativo, além de estar associado a muitas doencas (diabetes, doengas cardiovasculares, doencas
pulmonares, entre outras), também estd envolvido em importantes processos fisioldgicos, como o
envelhecimento, a fadiga, a inflamagao, entre outros (Alessio, 2000; Warburton et al., 2006).

Embora o mecanismo exato do desenvolvimento da fadiga ndo esteja totalmente esclarecido
(Allen et al., 2008), sabe-se que o estresse oxidativo € o consequente comprometimento da funcao
contratil do musculo, pode resultar em fadiga muscular (Reid ez al., 1992). Sendo assim, o estudo
da influéncia do LBP sobre o estresse oxidativo e a fadiga muscular sdo areas de interesse em
pesquisa na atualidade.

Os efeitos da LBP sobre a fadiga muscular induzida pelo exercicio foram documentados em
estudos envolvendo apenas um grupo muscular, tendo como resultado um aumento no desempenho,
uma menor elevacdo de marcadores de fadiga e dano muscular (Leal Junior et al., 2009a; Leal
Junior et al., 2009¢). No entanto, na maioria das atividades desportivas, diversos musculos estao
envolvidos. Por esse motivo, neste trabalho, avaliou-se os efeitos da LBP aplicada anteriormente a

um protocolo de exercicio envolvendo varios grupos musculares (teste de ergoespirometria).
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Sabe-se que a LBP pode modular enzimas antioxidantes e minimizar os danos oxidativos
quando aplicada posteriormente a lesdes induzidas experimentalmente em ratos (Avni et al., 2005;
Fillipin et al., 2005; Rizzi et al., 2006; Liu et al., 2009; Servetto et al., 2010; Silveira et al., 2010).
Porém, até o momento, ndo sdo conhecidos os efeitos da LBP sobre o estresse oxidativo induzido
por exercicio de intensidade progressiva em humanos.

Os efeitos benéficos da atividade fisica regular, de baixa e moderada intensidade, t€ém sido
difundidos ha muito tempo. Atualmente, aceita-se que a atividade fisica regular ¢ muito eficiente na
prevengdo primaria e secundaria de diversas doengas cronicas como, por exemplo, doencas
cardiovasculares, diabetes, cancer, hipertensdo, obesidade, depressdo, osteoporose, entre outras
(Warburton et al., 2006). No entanto, esses efeitos benéficos do exercicio sdo perdidos com a
exaustdo. Sabe-se que o exercicio exaustivo (especialmente quando esporadicos) provoca danos
estruturais em células musculares, sendo evidenciados por aumentos na atividade sanguinea de
enzimas musculares como CK ¢ LDH.

Diante disso, este trabalho teve como objetivo verificar os efeitos da laserterapia de baixa
poténcia sobre o estresse oxidativo, dano muscular e fadiga pds-exercicio de intensidade
progressiva, em individuos sadios do sexo masculino com idades entre 20 e 25 anos. Para tanto,
foram avaliados 22 individuos, que ndo praticavam atividade fisica regular, ou seja, mais de duas
vezes por semana. De acordo com as informagdes obtidas no questionario de saude ocupacional
(Anexo 3), todos os participantes eram sauddveis, ndo fumantes e mantinham uma alimentacao
equilibrada, rica em todas as classes de nutrientes. Salienta-se, ainda, que os voluntarios nao
relataram a ingestdo de bebidas alcoolicas e o uso de fumo nas semanas em que foram realizadas as
coletas, eliminando-se, dessa forma, uma possivel interferéncia do cigarro e do 4lcool, nos
resultados obtidos.

Observou-se que quando os voluntarios receberam a aplicagdo prévia de LBP ao exercicio
melhoraram sua performance, ou seja, o tempo total de execug¢do do exercicio € VO, max foram

superiores (Table 2) aos atingidos quando os voluntérios ndo receberam a aplicacao de LBP.
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Em estudo recente, Hayworth et al. (2010) avaliaram os efeitos da fototerapia (660nm) na
citocromo oxidase (um intermedidrio da cadeia respiratoria mitocondrial), em musculo esquelético
(temporal) intacto de ratos vivos. Os autores observaram que a laserterapia pode ter efeitos
citoprotetores no musculo esquelético e sugerem o uso da fototerapia para aumentar o potencial
aerdbico muscular. Além disso, a LBP foi capaz de melhorar a fungdo mitocondrial (Xu et al., 2008)
pela interagdo da luz com a citocromo oxidase (Karu 1999; Hayworth et al., 2010), estimulando as
células e potencializando o metabolismo celular (Lubart et al., 2005; Huang et al., 2009). Esses
possiveis efeitos da LBP sobre a cadeia transportadora de elétrons pode explicar, a0 menos em
parte, a melhora da performance observada em nosso trabalho.

Observou-se, também, que a pratica do exercicio de intensidade progressiva induziu danos
oxidativos a lipidios e proteinas e diminuiu a atividade da Sod (Table 3). A aplicagdo prévia de LBP
ao exercicio evitou os danos oxidativos a lipidios e proteinas, bem como a diminui¢ao de atividade
da enzima Sod (Table 3). Ha evidéncias na literatura mostrando que a LBP aumenta a atividade da
enzima Sod (Fillipini et al., 2005, Liu et al., 2009) e estimula a sua sintese pela célula (Lubart et al.,
2005, Huang et al., 2009), o que poderia explicar a diminui¢cdo dos danos oxidativos a lipidios e
proteinas observados apos a aplicacao de LBP.

Como consequéncia da atividade da Sod ¢ gerado H,O,, o qual ¢ dismutado pela Cat ou GPx. A
atuacdo dessas enzimas varia em relagdo a concentracao de H,O,, sendo que a GPx ¢ mais efetiva
em baixas concentracdes dessa ER (Subudhi et al., 2001). Considerando-se que nao foi observada
altera¢do na atividade da enzima Cat ap0s a realizacdo do exercicio, € possivel que a GPx tenha
dismutado o H,0O, formado, evitando danos oxidativos causados pelo H,O,. Estudos adicionais
acerca da atividade da GPx apds o exercicio com e sem a aplicacdo prévia de LBP, seriam
importantes para elucidar este fato.

Além de danos oxidativos, o exercicio de intensidade progressiva também induziu o dano
muscular (Figure 2), o que foi prevenido pela aplicacdo de LBP previamente ao exercicio. Estes

achados corroboram com estudos anteriores (Leal Junior ef al., 2009, 2010) que demonstram que a
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LBP, quando aplicada anteriormente ao exercicio, protege o musculo contra danos na estrutura
muscular.

Muitas ferramentas tém sido utilizadas para minimizar a fadiga muscular em individuos
saudaveis como, por exemplo, suplementos nutricionais (Werbach, 2000). Em alguns casos, as
suplementagdes com antioxidantes tém se mostrado eficientes em diminuir o estresse oxidativo
induzido pelo exercico fisico em humanos (Ashton et al, 1998). Entretanto, ainda ndo existem
evidéncias que suportem a melhora no desempenho esportivo em resposta a um menor nivel de
estresse oxidativo (Itoh et al., 2000). Em contrapartida, nossos resultados mostram que, além de
uma diminui¢do no dano oxidativo e muscular, obtivemos um incremento de performance quando
os individuos receberam a aplicacdo da LBP, sugerindo que a redugdo do estresse oxidativo
induzido pela LBP possa estar associado ao retardo a fadiga e a redu¢do do dano muscular induzido
pelo exercicio fisico. E possivel, no entanto, que o aumento da microcirculagdo (Tullberg ef al.,
2003) e a melhora na fungdo mitocondrial (Xu et al, 2008) também possam ser mecanismos
relacionados aos efeitos positivos da LBP no aumento da performance dos individuos estudados.

Em resumo, a LBP surge como um possivel e inovador agente antioxidante ndo-
farmacologico, que pode prevenir o estresse oxidativo gerado pelo exercicio fisico de intensidade
progressiva. Esses dados sdo de grande valia para atletas, pois demonstram que a LBP pode
prevenir possiveis lesdes musculares causadas por excesso de uso (overtraining) e auxiliar no
processo de recuperagdo muscular.

Salienta-se, no entanto, que equipamentos de LBP, principalmente equivalentes ao que foi
utilizado neste estudo, possuem, ainda, um alto custo econdomico, o que pode dificultar a utilizagao
dessa ferramenta. Além disso, a LBP mostrou-se efetiva na dose, tempo e modo de aplicacao
utilizada neste trabalho (Table 1), sendo necessarios, ainda, outros estudos para elucidar a possivel
“janela terapéutica” de a¢do da LBP na prevencdo do dano oxidativo, muscular e retardo da fadiga

induzidos por exercicios de intensidade progressiva.
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6. CONCLUSOES

Os dados obtidos neste trabalho permitem concluir que:

» O exercicio de intensidade progressiva executado até a exaustdo aumenta os danos
oxidativos a lipidios (TBARS) e proteinas (proteinas carboniladas) e diminui a
atividade da enzima Sod. Por outro lado, nao foram observadas alteracoes

significativas na atividade da enzima Cat.

» As concentragdes de CK e LDH sdo aumentadas pelo exercicio de intensidade
progressiva executado até a exaustdo, evidenciando a ocorréncia de danos

musculares pds-exercicio.

» A aplicagdo prévia de LBP ao exercicio de intensidade progressiva, preveniu os
danos oxidativos a lipidios (TBARS) e proteinas (proteinas carboniladas) e evitou a

diminui¢do da atividade de Sod induzida pelo exercicio fisico.

» A LBP, aplicada anteriormente ao exercicio de intensidade progressiva, preveniu o

aumento das concentra¢des de CK e LDH, causadas pelo exercicio.

» A aplicagdo prévia de LBP ao exercicio retardou a fadiga muscular e aumentou a
performance dos voluntdrios (aumento no tempo total de execugdo do exercicio e

valores mais altos de VO, nax absoluto e relativo).
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7. PERSPECTIVAS

Como continuidade deste trabalho, pretende-se:

» Avaliar os efeitos da aplicagdo de LBP, previamente a realizagdo de exercicio

complexo, em marcadores da cascata inflamatoria.

» Avaliar os efeitos da LBP, aplicada anteriormente a realizacdo de exercicio

complexo, sobre a glutationa peroxidase e peroxirredoxinas.

» Quantificar a “janela terapéutica” (dosagens) de a¢do da LBP capaz de prevenir
danos oxidativos e musculares ¢ manter o aumento da perfomance em exercicios de

alta intensidade.

» Investigar as diferencas da aplicagdo prévia e da aplicagdo posterior da LBP ao
exercicio complexo, avaliando os efeitos de cada uma sobre os danos oxidativos,

musculares e marcadores da cascata inflamatoéria.

» Avaliar os efeitos do exercicio complexo e das diferentes modalidades de aplicacao

da LBP sobre os danos oxidativos ao DNA.

» Investigar os efeitos da LBP aplicada anteriormente ao exercicio a longo prazo

(avaliando seus efeitos ao longo de 96 horas, por exemplo).
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Eu, (RG )7

DECLARO, na condi¢do de voluntario do projeto de pesquisa intitulado, “Efeito da Laserterapia de
Baixa Poténcia sobre o Estresse Oxidativo Induzido pelo Exercicio Fisico”, desenvolvido pelo
fisioterapeuta Thiago De Marchi, aluno do programa de poés-graduacdo em Biotecnologia da
Universidade de Caxias do Sul (UCS) e orientado da Profa. Dra. Mirian Salvador, que fui devidamente
esclarecido quanto aos seguintes aspectos:

1°. A pesquisa tem o objetivo de verificar se a aplicagdo da laserterapia podera diminuir o dano (mesmo
0s que nao causam sintomas ao paciente) que podem ser induzidos pelo exercicio fisico, como por
exemplo, caminhadas e corridas. Consequentemente, esta pesquisa, podera contribuir para melhorar o
desempenho dos individuos em exercicios de intensidade progressiva.

2°. A laserterapia tem sido utilizada habitualmente como forma de reabilitagdo de lesdes fisicas, como
por exemplo, tor¢des, lesdes musculares, lesdes da pele, entre outras. Recentemente tem sido
demonstrado que a utilizacdo de laserterapia pode retardar a fadiga e o dano muscular, bem como,
diminuir a inflama¢do quando aplicada anteriormente a exercicios de alta intensidade (Leal Junior et. al.,
2008, 2009). O conhecimento do mecanismo de acdo da LBP contribuird para o esclarecimento e
efetividade desta terapia.

3°. O voluntério realizard dois Testes de Ergoespirométria, sob supervisdo médica e monitoramento
cardiaco (eletrocardiograma) em dois dias distintos. O teste consistird em uma corrida em esteira que
terd uma inclinacdo fixa de 1% e uma velocidade varidvel partindo de 3 km/h ao fim da fase de
aquecimento com duracao de 3 (trés) minutos, tendo um incremento de 1 km/h a cada minuto até atingir
a velocidade maxima de 16 km/h. O término da avaliagdo dar-se-a assim que o voluntario relate que
ndo consegue mais continuar devido ao cansaco. Neste momento, inicia-se a fase de recuperacdo com
duracdo de 3 (trés) minutos a uma velocidade de 6 km/h. O procedimento sera encerrado, sempre que o
voluntario assim o solicitar.

4°. Antes do teste de ergoespirométria o voluntario recebera a aplicacdo de laserterapia de baixa
poténcia ou placebo (simulacdo da aplicacdo de laserterapia, porém com o equipamento desligado), que
consistira na aplicacao de laser nos membros inferiores.

5° Além disso, serdo feitas 3 coletas sanguineas ( aproximadamente 5,0 ml), por profissionais habilitado
e com material descartavel, em cada dia, totalizando seis coletas sanguineas. As coletas poderao,
eventualmente, ocasionar hematomas (manchas roxas), porém sem riscos a saide dos participantes. Para
diminuir a possibilidade do aparecimento de hematomas (manchas roxas), os voluntarios serdo
orientados a comprimir o local da pung¢do sanguinea.

7° A laserterapia nao apresenta nenhum risco a saude dos voluntarios. O teste de ergoespirometria pode gerar

vertigem e, raramente, arritmias cardiacas. No caso do médico constatar qualquer inicio de anormalidade
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cardiaca o teste sera suspenso, o voluntario informado e encaminhado a médico cardiologista.
8°. Sera garantido ao voluntério, antes e durante o curso da pesquisa, qualquer tipo de esclarecimento a
respeito dos procedimentos relacionados a intervengao realizada.
9°. O fisioterapeuta Thiago De Marchi sera responsavel pela assisténcia dada ao voluntario durante aplicacdo
da LBP. A enfermeira sera responsavel por acompanhar o paciente durante a realizacdo das coletas
sanguineas. Durante o teste de ergoespirometria, os responsaveis serdo o médico do IME e o fisioterapeuta
Thiago De Marchi.
10°. O voluntario tem a liberdade de se recusar a participar ou retirar seu consentimento em qualquer
fase da pesquisa, sem penalizagao alguma e sem prejuizo ao seu cuidado.
11°. O voluntario tem a garantia de sigilo quanto aos dados resultantes da pesquisa, assegurando-lhe
absoluta privacidade.
12°. Os dados da pesquisa podem vir a ser publicados/divulgados, sem men¢ao ou qualquer tipo de
identificacdo do voluntario.
13°. Nao havera qualquer tipo de remuneracao financeira aos voluntarios por participarem da pesquisa,
bem como nenhum tipo de indenizagdo além das previstas por lei.

DECLARO, igualmente, que apds conveniente esclarecimento pelos pesquisadores e de ter
compreendido o que me foi explicado, consisto voluntariamente, em participar desta pesquisa.

Caxias do Sul, de de 2009.

Voluntario Thiago De Marchi Profa. Dra. Mirian Salvador
Crefito 4842-LTT/F

Universidade de Caxias do Sul

Laboratério de Estresse Oxidativo e Antioxidante

Pesquisador Responsavel: Profa. Dra. Mirian Salvador

Aluno: Thiago De Marchi (Fisioterapeuta - Crefito 4842-LTT/F)

Rua Francisco Getulio Vargas, n°.1130  Caxias do Sul-RS ~ CEP: 95070-560

Telefone para contato: (54) 3218 2105
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QUESTIONARIO DE SAUDE OCUPACIONAL

1.Nome:

2. Amostra nimero:

3.Data:  / /
3. Idade: . (em anos).
4. Realiza atividade fisica aerdbica? () Sim ( ) Nao

Se sim: Quantas vezes por semana:

5. Vocé fuma ou ja fumou? () Sim ( ) Nao
6. Voc¢ ja teve alguma lesao muscular?  ( )Sim ( )Nao
Se sim: Qual e ha quanto tempo? (més e ano).

7. Vocé faz uso de algum medicamento/suplemento de uso continuo?

()Sim ( )Néo
8.Vocé teve ou tem alguma problema de saude? ( )Sim ( )Nao

Se sim, descreva:

9. Comente sobre sua dieta, caso ela tenha algo de especial (por exemplo, dieta rica em proteinas e

pobre em carboidratos, rica em frutas, legumes, verduras, etc.).

10. Voce faz uso regular de bebidas alcodlicas?
() Sim ( ) Ndo

Se sim, qual ou quais?

Indique a sua média de consumo semanal:
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Curriculum Vitae

Dados Pessoais

Nome Thiago De Marchi

Filiacao Nilton De Marchi e Marta Regina De Marchi

Nascimento 16/05/1985 - Caxias Do Sul/RS - Brasil

Endereco profissional Universidade de Caxias do Sul, Reitoria, Instituto de Medicina do Esporte —
Bloco 70

Rua Francisco Getulio Vargas 1130
Petropolis - Caxias do Sul
95001-970, RS - Brasil

Telefone: 54 32182100

Enderecgo eletrénico
e-mail para contato : thiagomarchi@gmail.com
e-mail alternativo : tmarchi@ucs.br

Formagao AcadémicalTitulagao

2009 Mestrado em Biotecnologia.
Universidade de Caxias do Sul, UCS, Caxias Do Sul, Brasil
Titulo: EFEITOS DA LASERTERAPIA DE BAIXA POTENCIA SOBRE O ESTRESSE
OXIDATIVO INDUZIDO PELO EXERCICIO FiSICO
Orientador: Mirian Salvador

2003 - 2008 Graduacao em Fisioterapia.
Universidade de Caxias do Sul, UCS, Caxias Do Sul, Brasil
Titulo: EFEITOS DA LASERTERAPIA DE BAIXA POTENCIA SOBRE O DANO
MUSCULAR, INFLAMACAO E LACTATO SANGUINEO GERADOS POR UM
PROTOCOLO DE FADIGA INDUZIDO POR EXERCICIO DE ALTA INTENSIDADE EM
ATLETAS PROFISSIONAIS DE VOLEIBOL
Orientador: Ernesto Cesar Pinto Leal Junior

2001 - 2003 Ensino Profissional de nivel técnico em Técnico de Informatica.
Universidade de Caxias do Sul - Cetec, CETEC, Brasil

2000 - 2002 Ensino Médio (20 grau).
Universidade de Caxias do Sul - Cetec, CETEC, Brasil

Formagao complementar

2010 - 2010 Curso de curta duracdo em Treinamento Funcional: Médulo Basico.
Universidade de Caxias do Sul, UCS, Caxias Do Sul, Brasil

2010 - 2010 Curso de curta duragdo em Capacitagéo para o Uso de Dinamometro Isocinético.
Universidade de Caxias do Sul, UCS, Caxias Do Sul, Brasil

2008 - 2008 Curso de curta duragdo em Mulligan Manual Therapy: NAGS, SNAGS and MWMS..
Manual Concepts Institute, MCI, Australia
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