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RESUMO

Estudos recentes sugerem que o exercicio fisico de alta intensidade pode provocar
alteracbes danosas no musculo esquelético tais como, dor, fadiga, processo inflamatério e
apoptose celular. O objetivo deste estudo foi investigar os efeitos do Laser de Baixa
Poténcia (LLLT), 660nm na diminui¢do dos niveis de Creatina Kinase (CK) e na apoptose
celular no musculo gastrocnémio de ratos submetidos a natacdo forgada. Material e método:
Vinte ratos Wistar machos (300 + 50g) foram utilizados e divididos aleatoriamente em dois
grupos (n = 10): Grupo 1 — Controle - ratos submetido a natacdo forcada; Grupo 2, ratos
submetido a natacdo forgada tratados com LLLT; os grupos foram ainda subdivididos
conforme o periodo de coleta das amostras 24 e 48 horas. Os animais foram submetidos a
natacdo forcada até o momento que os animais ndo conseguissem nadar por tempo de 10 s;
apds o exercicio foi realizada uma Unica aplicacdo de laser InGaAlP, densidade de poténcia
de 100 mW, comprimento de onda (A) de 660 nm e densidade de energia de 4 joules cm?.
O nivel de CK foi verificado 48 horas antes da realizacdo do exercicio e ap6s 24 e 48 do
teste de natacdo forcada. Os animais foram submetidos a eutanasia e amostras do musculo
gastrocnémio processadas para verificacdo da presenca de apoptose pela técnica TUNEL.
Resultados: Obteve-se uma diminuicdo dos niveis de CK do grupo tratado com LLLT
comparado com o grupo controle e na andlise estatistica pela ANOVA apresenta diferenca
significativa entre os grupos (p< 0, 0001), no post hoc test de Tukey's demonstra diferenga
significante entre o grupo controle quando comparado ao grupo LLLT, ap6s 24 e 48 horas
(p<0,001); na contagem de celulas apoptdticas obteve-se diferenca estatistica (p< 0,001) no
cruzamento do grupo controle e tratado com LLLT. Concluséo: Os resultados deste estudo
sugerem que o LLLT influenciou o perfil metabdlico do CK, diminuindo o nivel sérico. Os
achados também demonstram que o LLLT pode atuar como preventivo da apoptose celular.

Palavras Chave: Celulas Musculares, Apoptose, Creatina Kinase.



ABSTRACT

Recent studies suggest that the exercise of high intensity can cause harmful changes
in skeletal muscle such as pain, fatigue, inflammatory process and cellular apoptosis. This
study aimed to investigate the effects of the Low Power Laser (LLLT), 660nm in decreased
levels of Creatine Kinase (CK) and cellular apoptosis in gastrocnemius muscle of rats
subjected to forced swimming. Materials and methods: Twenty male rats (300 + 50) were
used and randomly divided into two groups (n = 10): Group 1 - Control - rats subjected to
forced swimming, Group 2, rats subjected to forced swimming treated with LLLT; the
groups were further divided as the period of collection of samples 24 and 48 hours. The
animals were submitted to forced swimming so far that the animals failed to swim for 10s;
after the exercise was carried out a single application of laser InGaAlP, density of 100 mW
of power, wavelength (1), 660 nm and an energy density of 4 cm 2 joules. The CK level was
found 48 hours before the beginning of the exercise and after 24 and 48 of forced swimming
test. The animals were subjected to euthanasia and samples of the gastrocnemius muscle
processed for verification of the presence of apoptosis by TUNEL technique. Results: It had
a decrease in levels of CK in the group treated with LLLT compared with the control group
and the statistical analysis by ANOVA presents significant difference between groups (p <O,
0001),at post hoc Tukey's test shows a significant difference between the control group
when compared to the LLLT group, after 24 and 48 hours (p <0001); the counting of
apoptotics cells returned to statistical difference (p <0001) at the intersection of the control
group and treated with LLLT. Conclusion: The results of this study suggest that the LLLT
influenced the metabolic profile of CK, reducing the serum. The findings also show that
LLLT can act as a preventive of cellular apoptosis.

Key words: Muscle cells, Apoptosis, Creatine Kinase.
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1. INTRODUCAO

Nas Ultimas décadas os efeitos benéficos e nocivos do exercicio fisico tém sido alvo de discussdo
entre diversos pesquisadores. A procura do corpo perfeito ou mesmo a melhora na qualidade de vida tem feito
com que muitas pessoas ultrapassem os limites fisioldgicos do corpo desencadeando lesdes.

Nas atividades de vida diaria, no trabalho e no esporte a fadiga muscular apresenta-se muitas vezes
como limitante do desempenho humano, e causadora de lesbes em diversos niveis do sistema misculo-
esquelético (WOLEDGE, 1998).

A fadiga muscular (FM), definida como qualquer reducéo na capacidade do sistema neuromuscular de
gerar forca, € um fenémeno comum em esportes de resisténcia e é uma experiéncia usual nas atividades diarias
(TAYLOR et al., 2000).

A lesdo muscular pode ser induzida através do exercicio fisico. Entre os fatores propostos como
responsaveis por essa lesdo estdo: o estresse mecanico, o estresse oxidativo, o distirbio da homeostasia do
calcio intracelular e a resposta inflamatoria (CLARKSON; SAYERS, 1999). Os fatores mecanicos e oxidativos
iniciam a lesdo e alguns mediadores inflamatorios exacerbam a mesma nos dias que se seguem ao exercicio
(CLARKSON; SAYERS, 1999).

A ruptura do sarcolema permite o extravasamento do contetido intracelular, causando o aparecimento
de enzimas, proteinas e fragmentos de proteina no sangue. Entre estes marcadores de lesdo tecidual destacam-
se a creatina kinase (CK), lactato desidrogenase (LDH), mioglobina, troponina | e fragmentos de miosina.
Sendo assim, verificar o aparecimento destas enzimas no sangue serve como indicador de lesdo tecidual
(NOSAKA; NEWTON, 2002).

O desencadeamento da lesdo pode ainda estar relacionado com a presenca de espécies reativas de
oxigénio (EROs), elevacdo da temperatura e a diminui¢do do pH resultante do acimulo de &cido lactico gerado
durante o exercicio (SMOLKA et al., 2000; KREGEL, 2002)

A lesdo muscular decorrente do estresse oxidativo tem sido relacionada com a presenga de EROs tais
como: anion superdxido (O2- % ), peréxido de hidrogénio (H202) e radical hidroxil (OH) produzidos em
resposta ao consumo elevado de oxigénio pela mitocondria durante os exercicios de alta resisténcia ou
excéntricos (SEN, 2001; TIIDUS, 1998). Por outro lado, a ativacdo da xantina oxidase também tem sido

apontada como um importante sitio gerador de radicais livres (VINA et al., 2000).

Os oxidantes podem indiretamente induzir a ocorréncia de apoptose celular. A alta produgdo de EROs
¢ responsavel por vérias agdes deletérias, dentre as quais estdo: o aumento nos niveis de peroxidagdo de
lipidios de membranas (ALESSIO, 1993), aumento na carbonilacio de proteinas e até danos ao DNA (Acido
desoxirribonucléico) intracelular (RADAK et al., 1999), o que em Ultima instancia altera e prejudica o
metabolismo intracelular, podendo inclusive ocasionar morte celular (HALLIWELL ; GUTTERIDGE, 1989).

Vérias pesquisas tém demonstrado a presenca de mecanismos de defesa do musculo esquelético frente
as alteracdes causadas pelo exercicio. AlteragBes na atividade das enzimas anti-oxidantes (JI, 1995; TIIDUS,

1998; POWERS; LENNON, 1999) em resposta a presenca de espécies reativas de oxigénio.



Diversos relatos apontam resultados satisfatorios da aplicagdo do laser de baixa poténcia nos
processos cicatriciais e regenerativos do sistema muscular (BIBIKOVA; ORON, 1995; BULIAKOVA et al.,
2000; MINAMOTO et al., 2001; SHEFER et al., 2002).

Apesar do mecanismo de acgdo do laser permanecer indefinido, pressupde-se que esse tipo de radiagdo
possui capacidade de modificar o metabolismo celular, ou seja, estimular ou inibir atividades fisioldgicas,
proliferativas e bioquimicas, mesmo na auséncia de aquecimento tecidual significante. Esse fendmeno
denominado biomodulagdo, ocorre quando ha absorcdo dos fétons por parte das biomoléculas (BASFORD,
1989; MORIMOTO et al., 1994; KITCHEN; BAZIN, 1996; BAXTER, 1997; ORTIZ; BRASILEIRO, 2004).

De acordo com Baxter (1997), a luz ¢é absorvida através de um cromdforo por meio de absorcdo
seletiva (GONZALEZ; CRUANAS, 1988). A funcéo fotorreguladora é promovida por meio de fotorreceptores,
moléculas com variedades morfoldgicas disponiveis nas células.

Karu (1989) relata em seu estudo sobre os efeitos fotobiolégicos do laser de baixa poténcia, que essa
modalidade terapéutica auxilia no processo de reparo tecidual através da ativacdo do metabolismo celular,
sendo a atividade respiratoria das células o provavel fotorreceptor responsavel por desencadear esse processo,
promovendo uma maior proliferacdo de células. Concluiu ainda, que a resposta aos efeitos fotobiol6gicos
depende de fatores relacionados ao estado fisioldgico das células estimuladas.

Diante do exposto, fica evidente que o exercicio fisico de alta intensidade pode levar a fadiga
muscular e provaveis danos a estrutura e funcionamento do masculo o que justifica a procura por terapias que
possam minimizar ou alterar os efeitos deletérios da fadiga muscular. O laser de baixa poténcia pode vir a ser
uma alternativa de baixo custo e ndo invasiva para minimizar os efeitos da fadiga muscular.

Sendo assim, 0 objetivo deste estudo foi investigar os efeitos do Laser de Baixa Intensidade (LLLT)
de 660nm nos niveis de CK e na apoptose celular no misculo gastrocnémico de ratos submetidos a natacéo

forgada.

1.1 Laserterapia - Fotobioestimulagdo

No transcorrer dos anos, o Laser de Baixa Poténcia tem sido utilizado de modo corriqueiro na préatica
clinica, principalmente em lesdes misculo esqueléticas, visando obter cicatrizagdo mais rapida de feridas e
melhores condi¢des do tecido neo-formado. Entretanto, ainda ha controvérsias sobre a eficacia da terapia laser
de baixa poténcia utilizada em tecidos moles.

Os efeitos provocados pela radiagdo laser no processo de regeneracdo dos tecidos bioldgicos
dependem da dose, comprimento de onda, freqiiéncia de irradiacdo e sincronismo (BIBIKOVA; ARON, 1994).
E sabido também que a transmissdo da luz através dos tecidos ocorre devido & especificidade de um
comprimento de onda e depende do espectro absorvido nos cromossomos moleculares (HARRIS, 1991).

Karu (1998), através da avaliacdo do crescimento celular in vitro, observou que, na maior parte das
curvas dose-resposta aparecia um limiar, um maximo e uma fase de declive, representando, portanto, uma
dependéncia da dose.

A laserterapia de baixa poténcia deve seu éxito as particularidades das respostas que induz nos
tecidos, como redugdo de edema, diminuicdo do processo inflamatério, aumento da fagocitose, da sintese de
colageno e da epitelizacdo (BAXTER, 1994; GOGIA, 1995).



Segundo Vladimirov et al., (2004), os principios fotobiologicos das aplicacBes terapéuticas da
radiacdo laser proporcionam o aumento do metabolismo celular, do calcio intracelular, da sintese de proteinas,
divisdo celular e da fagocitose. Essas acOes sdo desencadeadas primariamente pela absorcdo da luz emitida
pelo laser por fotorreceptores celulares constituintes do componente respiratorio celular. Além disso, estes
pesquisadores citam ainda outros mecanismos estudados, que incluem a promocdo de uma maior
vasodilatacdo, melhorando com isso o suprimento sanguineo dos tecidos e a microcirculagdo local.

Entretanto, apesar das pesquisas se concentrarem na fotobioestimulagdo do processo de cicatrizagéo e
reparo dos tecidos, ainda ndo ha consenso na literatura especializada sobre os reais efeitos da irradiacao laser,
existindo grandes divergéncias entre os diversos estudos e seus autores.

De acordo com Baxter (1997), a luz é absorvida através de um croméforo, por meio de absorgdo
seletiva (GONZALEZ; CRUANAS, 1988). A funcéo fotorreguladora é promovida por meio de fotorreceptores,
moléculas com variedades morfol6gicas disponiveis nas células.

De acordo com a teoria fotobioquimica, os fotorreceptores sdo estimulados através da energia
eletromagnética. Esses fotorreceptores fazem parte das vias bioquimicas celulares e sdo capazes de regular o
metabolismo de componentes da cadeia respiratdria, como por exemplo, NADH (Nicotinamida Adenina
Dinucleotideo Reduzida) desidrogenase e citocromo C oxidase. Esses componentes apds atingirem um estado
de excitacdo eletronica (mudanca no potencial redox), responderdo a uma faixa de luz especifica, convertendo
a energia eletromagnética em energia bioquimica (BECKERMAN et al., 1992; KARU, 1999; ORTIZ et al.,
2001).

Para Wilden e Karthein (1998), os componentes da cadeia respiratoria correspondem a uma espécie de
“antenas ressonadoras” capazes de responder a radiacdo luminosa de comprimentos de ondas especificos, no
intuito de aumentar o fluxo de elétrons, e consequentemente, vitalizar na célula o aumento do metabolismo
energético.

Os fotorreceptores estdo presentes na membrana mitocondrial e absorvem luz tanto no espectro do
infravermelho proximo, quanto no espectro visivel quando se encontram em seu estado redox intermediario.
Dessa maneira, nem totalmente reduzido e nem oxidado, a excitagdo eletrnica desses componentes numa
determinada sequiéncia podera influenciar a transferéncia de elétrons e ocasionar uma resposta biol6gica
(MORIMOTO et al., 1994; BAXTER, 1997; WILDEN, KARTHEIN, 1998 e KARU, 1999).

Karu (1989) relata em seu estudo sobre os efeitos fotobiolégicos do laser de baixa poténcia, que essa
modalidade terapéutica auxilia no processo de reparo tecidual através da ativacdo do metabolismo celular,
sendo a atividade respiratoria das células o provavel fotorreceptor responsavel por desencadear esse processo,
promovendo uma maior proliferacdo de células. Concluiu ainda, que a resposta aos efeitos fotobiologicos
depende de fatores relacionados ao estado fisioldgico das células estimuladas.

Weiss e Aron (1992) realizaram uma incisdo parcial no misculo gastrocnémio de ratos da raca
Charles River e trataram com laser HeNe (mW). A anélise histolégica de células mononucleadas, miottbulos e
miofibras jovens mostrou que as células mononucleadas diminuiam em fracdo de volume nos animais tratados
em relacdo ao grupo controle. Houve também uma rapida taxa de regeneracdo das miofibras e o volume dos
miotUbulos nas margens em relagdo ao centro da leséo.

Parizotto (1998) observou pela microscopia eletrénica de varredura, que houve melhora na

organizacdo tecidual e maior nimero de células para a sintese de material extra celular produzido pela



fotoestimulagdo com laser HeNe apés tenectomia de ratos. Além disso, mostrou que o laser estimulou a
formacdo de colageno precocemente, com melhor empacotamento e organizacao.

Buliakova et al., (2000), examinaram o efeito da radiacdo a laser infravermelha (0,89 micrémeros) na
regeneracdo do musculo gastrocnémio em ratos adultos (dez exposi¢Bes 3-minutos, 2-3 procedimentos
semanais por um més apés a operacdo, modulando na freqiiéncia de 10 hertz, dose total 3,6 J/cm?). Parametros
histologicos, morfométricos e bioquimicos da regeneragdo muscular, assim como indices bioquimicos,
mostram a regeneracdo realcada do muisculo esquelético. A formagdo do 6rgdo muscular termina
precocemente em relagdo aos musculos ndo-tratados.

Amaral et al., (2001), demonstraram que o laser HeNe foi eficaz no processo de regeneracdo muscular
utilizando-se uma dosagem de 2,6 J/cm?, por 6 segundos, apresentando efeitos significativos, tais como
aumento da area da fibra muscular e densidade mitocondrial.

Albertini et al., (2002), analisaram os efeitos do laser de baixa poténcia (AsGaAl) no modelo de
inflamacdo de edema de pata em ratos. Os resultados demonstraram que com a irradiacdo de 1 Jcm? e 2,5
J/lcm? ha reducdo do edema em 27% e 45,47%, respectivamente, e que com a irradiagdo de 2,5 J/cm? os efeitos
antiinflamatdrios produzidos sdo equivalentes a uma dose de 1 mg/Kg de diclofenaco de sodio.

Pugliese et al., (2003), em um estudo sobre a influéncia da terapia a laser de baixa poténcia na
biomodulacéo das fibras colagenas e elasticas, observaram em seus resultados uma significante diminuicéo do
infiltrado inflamat6rio e edema, além do aumento da expressividade das fibras colagenas e elasticas,
ocasionados pela irradiacdo do laser.

Buliakova e Azarova (2004), estudaram os efeitos do laser HeNe na regeneragdo do musculo
gastrocnémio de ratos apos serem lesionados. Os ratos foram divididos em 6 grupos submetidos a dez
aplicacBes do laser com densidade de poténcia de 2,5- 3,0 mW/cm? e densidade de energia de 9,0- 10,8 J/cm?,
trés minutos para cada membro, 2-3 exposi¢des semanais, durante 30 dias ap6s a lesdo. A atividade

regenerativa foi estimulada pelo laser no misculo esquelético.

1.2 Exercicio Fisico e Lesdo Muscular

Visando estudar as fases da degeneracdo e reparo das fibras musculares, muitos pesquisadores
utilizam métodos que induzem a lesdo muscular através da denervagdo (JAKUBIEC-PUKA et al., 1999), da
contusdo (MINAMOTO et al., 2001), da eletroestimulacdo (HILL; WERNIG; GOLDSPINK, 2003), dos
exercicios fisicos (SERRAO et al., 2003) e das injecBes de miotoxinas (HILL; WERNIG; GOLDSPINK,
2003).

De acordo com Astrand e Rodahl (1986), o exercicio fisico induz um aumento de aproximadamente
20 vezes no volume do oxigénio total consumido. Esse aumento esta associado ao aumento na produgdo das
espécies reativas do oxigénio (JENKINS; GOLDFARB, 1993).

As EROs sdo produzidas na membrana citoplasmatica, no reticulo endoplasmatico, nos lisossomos,

nas mitocondrias, nos peroxisomas e no citosol. Sua producdo é proporcional a quantidade de oxigénio



consumida pelas mitocondrias num determinado tempo e, conseqiientemente, aumenta durante a atividade
fisica, o que provoca um desequilibrio das EROs levando ao stress oxidativo (DUARTE, 1993).

Diversos estudos correlacionam o aumento na producdo da EROs a instalagdo do processo de fadiga
muscular (BARCLAY; HANSEL, 1990; BROTTO; NOSEK, 1996) e do processo de lesdo muscular
(FRANKIEWICZ-JOZKO; FAFF; SIERADZAN-GABELSKA, 1996).

As lesdes musculares podem ser definidas como qualquer alteragdo que promova um funcionamento
inadequado do musculo, seja ela morfoldgica ou histoquimica (FAULKNER, 1993).

Os niveis de uma lesdo sdo determinados pela duracéo e intensidade dos exercicios. Se realizados de
maneira exaustiva, ambos provocam danos celulares e a degeneracdo ocorre segundo niveis crescentes,
partindo das miofibrilas ou miofibrilas e sarcoplasma, seguindo para o sarcolema; atinge células miosatélites,
chegando ao endomisio e aos capilares. Deste modo, atividades de resisténcia ou de explosdo produzem varios
niveis de resposta celular e de lesdo muscular (DAL PAI, 1994).

A andlise da concentracdo plasmatica de algumas proteinas miofibrilares é, normalmente, utilizada
para averiguar a ocorréncia de lesdo do musculo esquelético e a sua magnitude (SORICHTER et al., 1997),
salientando-se a creatina kinase (CK), a aspartato aminotransferase, a lactato desidrogenase, a mioglobina e a
troponina (KASPER; TALBOT,; GAINES, 2002). O aumento em niveis plasmaticos constitui uma indicacéo
de que as células musculares que sofreram stress perderam a capacidade de regular a permeabilidade destas
proteinas (KAUHANEN; LEIVO; MICHELSSON, 1993). Das proteinas citadas, a CK é um dos marcadores
mais usados na clinica para diagnosticar uma lesdo muscular.

Chen e Hsieh (2001), relataram que a forga isométrica maxima e a amplitude de movimento de
sujeitos cujo musculo biceps braquial foi submetido a exercicios excéntricos maximos diminuiram
consideravelmente e que a circunferéncia do membro e a atividade da CK plasméatica aumentaram devido aos

mesmos exercicios excéntricos.
1.3 Fadiga Muscular

Em mamiferos, o tecido muscular esquelético possui capacidade de produzir niveis elevados de forca
guando sdo ativados. A incacapacidade de produzir repetidamente esse elevado nivel de forca ou poténcia
muscular designa-se por fadiga neuromuscular, fenémeno que pode se manifestar de maneira aguda e que pode
persistir por dias e até semanas.

A FM é um fendbmeno comum em esportes de resisténcia e € uma experiéncia usual nas atividades
diarias. Definida como uma incapacidade na manutencdo de um nivel esperado de forca (ENOKA; STUART,
1992; DIMITROVA; DIMITRQOV, 2003), a fadiga muscular tem sido amplamente investigada tanto na area
clinica e quanto na desportiva. Ha um consenso entre diversos pesquisadores de que o termo fadiga é a
diminuicdo da capacidade muscular de manter a geracdo da forca e a velocidade de relaxamento, inducéo de
alteragBes nas caracteristicas contrateis do musculo e das propriedades elétricas que geram disfungdes no
sistema neuromuscular humano (HICKS, KENT- BRAUN; DITOR, 2001; SCHAEFER et al. 2002).

A compreensdo dos mecanismos que envolvem a regulagdo da contragdo muscular
sob condigbes de fadiga tem importancia fundamental, j& que os mecanismos exatos que

levam as alteracOes causadas por ela ainda ndo séo esclarecidos (LEES et al., 2001).



Evidentemente, a fadiga muscular ¢ acompanhada por mudancas fisioldgicas e
metabdlicas. Dentre elas, podemos citar fatores indicativos como parametros hematoldgicos
e imunoldgicos, glicemia, nivel de lipidios, atividade enzimatica, uréia sanguinea, acido
arico e outros fatores (TSOPANAKIS; TSOPANAKIS, 1998).

De acordo com Rassier e Macintosh (2000) e Bilodeau et al, (2001), a natureza da atividade fisica
realizada influencia nos mecanismos especificos responsaveis pela redugdo na capacidade de producéo de forca
e consequentemente a fadiga. Iniciar a atividade muscular voluntariamente envolve muitos processos que
comegam com o controle cortical no cérebro e terminam com a formacdo das pontes cruzadas dentro da fibra
muscular. A fadiga muscular pode, portanto, ocorrer como resultado da falha de qualquer um dos processos
envolvidos na contracdo muscular (GANDEVIA, 1998).

1.4 Exercicios e Apoptose Celular

A apoptose é um processo de morte celular individual, regulado pela ativacdo de determinados genes.
Ela é executada através de vias de sinalizagdo especificas, eventualmente levando a fragmentacdo do DNA,
condensacao nuclear, protedlise, invaginacao inespecifica da membrana e fragmentacdo celular com formacéo
de corpos apopt6ticos, os quais sdo fagocitados por macréfagos e neutrofilos, ou outras células vizinhas. Ha
ainda dois mecanismos distintos responsaveis pela execucéo final da morte celular nomeados de via caspase-
independente e via apoptose caspase-dependente. Esta Gltima é executada através das caspases, que sdo
endoproteases integradas a execucdo final da morte celular (DANIAL; KORSMEYER, 2004) e sdo as
principais responsaveis pelas maiores alterac6es bioquimicas e morfoldgicas que ocorrem durante a apoptose
(REHM et al,. 2002).

As caspases normalmente sdo encontradas no citoplasma como precursores inativos (pro-caspases).
Estas podem ser ativadas pela dimerizagdo e segmentacdo proteolitica. O inicio da apoptose aciona a “cascata
das caspases”, onde as caspases “iniciadoras” sdo ativadas (caspase-8, caspase-9, caspase-12). Estas, por vez
ativam as caspases “efetuadoras” (caspase-3, caspase-6, caspase-7) as quais realizam os verdadeiros eventos
proteoliticos e fragmentacdo do DNA (via DNAase ativada por caspase) que, por fim, resulta na degradacdo da
célula (DANIAL; KORSMEYER, 2004).

O mecanismo apoptético caspase-independente ocorre através da liberacdo de mediadores a partir da
mitocondria (fator de indugdo da apoptose e endonuclease G) que sdo capazes de produzir diretamente a
fragmentacdo de DNA em grande escala. Atualmente a mitocondria é considerada o centro-chave para a
inducdo e regulacdo da apoptose (GABAI, SHERMAN, 2002; DANIAL; KORSMEYER, 2004). Sugere-se
que estimulos celulares endogenos, tais como niveis elevados de célcio ou de espécies reativas de oxigénio
(EROs), possam desencadear a apoptose (PRIMEAU; ADHIHETTY; HOOD, 2002).

Sabe-se também que sob certos estimulos, muito bem estabelecidos (danos causados por acimulo de
mtDNA, stress oxidativo e privagdo de fatores de crescimento), a mitocondria pode induzir apoptose tanto via
caspase-dependente, quanto via caspase-independente (DANIAL; KORSMEYER, 2004).

Pode-se citar como exemplo de apoptose via caspase- dependente o estresse do reticulo

endoplasmatico, que ao liberar célcio para o citoplasma ativa a prd-caspase-12. A ativacao das caspases leva a



reorganizacdo do citoesqueleto, interrompe a reparacdo do DNA, quebra a estrutura nuclear e desintegra a
célula em corpos apoptéticos (DIRKS; LEEUWENBURGH, 2002).

A apoptose caracteriza-se pela destruicdo do ndcleo e estd envolvida na remodelacdo de tecidos
durante situacdes fisioldgicas, tais como o desenvolvimento embriondrio e o controle do nimero de células em
tecidos proliferativos, e durante estados patolégicos, tais como a doenga e a lesdo (ALLEN; ROY ;
EDGERTON, 1999; ADAMS et al., 2001).
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Fonte: Anazetti, Melo (2007).

Figura 1. Distin¢do das diferentes alteragdes morfolGgicas nos processos de morte celular por apoptose versus
necrose. A necrose (a) é caracterizada pela perda de integridade de membrana plasmética, floculagdo da
cromatina, inchago seguido de lise celular com extravasamento do contetdo intracelular e desintegracéo de
organelas. O processo apoptdtico (b) envolve alteracdo de permeabilidade de membranas, condensacéo
cromatinica, encolhimento celular, formagéo de corpos apopt6ticos sem desintegracdo de organelas.

2. OBJETIVOS
2.1 Gerais
Avaliar a ag8o do laser de baixa poténcia 660nm no masculo gastrocnémico de ratos em periodos de

24 horas e 48 horas apds sessdo Unica de exercicio exaustivo.

2.2 Especificos



Verificar se o laser de baixa poténcia 660nm é capaz de alterar a expressao sérica da Creatina Kinase
em ratos submetidos a fadiga muscular induzida por meio de exercicios fisicos exaustivos.
Verificar se o laser de baixa poténcia 660nm promove alteracdo nas células apopt6ticas do musculo

gastrocnémico induzida por meio de exercicios fisicos exaustivos.

3 MATERIAL E METODO

3.1 Animais de experimentagéo

A amostra foi composta de 20 ratos machos (Rattus norvergicus albinus), da linhagem WISTAR, com
peso corporeo variando entre 230 a 350 gramas, adultos procedentes do Biotério Central da Universidade Para
0 Desenvolvimento do Estado e da Regido do Pantanal - UNIDERP, Campo Grande, MS.

Os animais foram confinados em gaiolas de 0,15 m?, com 4 animais por gaiola, mantidos em
fotoperiodo de 12 horas, temperatura e umidade mantidas por ar condicionado, ruidos minimos, ragéo sdlida e
agua ad libitum, ficando sob observacdo por um periodo de dois dias, antes da sua utilizacdo no experimento.

Todos os procedimentos experimentais adotados estdo de acordo com as normas do Colégio Brasileiro
de Experimentacdo Animal — COBEA e as normas para a pratica didatico-cientifica da vivissec¢do de animais
(Lei 6638 de 08/05/1979) e aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacio Animal da Universidade
Federal do Mato Grosso do Sul sob n°.138/2007. (Anexo A)



3.2 Grupos experimentais

Os animais (n=20), foram divididos aleatoriamente em dois grupos (n=10),
assim denominados Grupo 1 (n=10)- animais submetidos a exercicio fisico de alta
intensidade e posterior aplicacdo de laser de baixa poténcia; Grupo 2 (n=10)-
controle, animais submetidos a exercicio fisico de alta intensidade e n&o aplicado
laser . Cada grupo foi novamente divididos em 2 subgrupos de acordo com o
periodo de eutanasia (24 e 48 horas) e receberam as seguintes denominac¢des:
controle 24 horas; controle 48 horas; LLLT 24 horas e LLLT 48 horas.

3.3 Protocolo de Exercicio por meio da Natacdo Forcada

Para o teste de natacdo forcada foi utilizado o protocolo modificado, descrito por WU; CHENG; LIU,
(2007). O teste foi induzido forcando os animais a nadar até a exaustdo. Os ratos foram carregados com anéis
de chumbo que pesavam 5% do seu peso corporal pela cauda, e foram entdo colocadas em um tanque de
natacdo com agua fresca (aproximadamente 1,20 m de profundidade).

A temperatura da agua foi mantida a 25 + 0,5 ° C. O esgotamento foi determinado pela perda de
movimentos coordenados e enfraquecimento para voltar a superficie dentro de 10 segundos. Este critério de 10
segundos foi considerado uma correlagdo com exaustdo, e foi utilizado como uma indicacdo da capacidade
méxima de natag&o de cada animal. Os ratos foram removidos, neste ponto, antes do afogamento.

Fonte: Propria
Figura 2. Figura ilustrativa do processo de indugéo da fadiga muscular: A — Tanque utilizado para a natagdo
dos animais; B — Natag&o dos animais.

3.4  Aplicagédo da Laserterapia

Foi utilizado o Laser Fosfeto Indio-Galio-Aluminio (INnGaAIP) da marca DMC® modelo Photon Laser
111, com poténcia de 100mW(densidade de poténcia de 1,4 W/cm?), 4rea do feixe de 3mm, e comprimento de
onda de A 660nm. A aplicacdo deu-se sob forma de um Unico ponto pelo método transcutdneo na regiéo
posterior sobre o musculo gastrocnémio, com densidade de energia de 4 joules/cm? e tempo de 2,8 segundos.



3.5 Verificagdo da Creatina Kinase (CK)

Foi colhida uma amostra de sangue de cada animal (1.8 a 2.0 mL) por meio de puncéo cardiaca 48
horas antes da realizacdo do exercicio e 24 e 48 horas pés exercicio de natagdo forgada. A anélise foi realizada
utilizando-se o kit “MPR3 CK NAC-ativado” (Wienner Lab., Rosério, Argentina). Juntou-se & solu¢do tamp&o
(frasco de 2,5 ml) um reativo especifico, deixando-os em banho-maria a 37°C por um minuto. Em seguida,
adicionou-se 50 pl de plasma a solugéo reativa, deixando novamente a mistura em banho-maria a 37 °C por
mais um minuto. De forma imediata, realizou-se quatro leituras das absorbancias de uma mesma amostra a 334

nm, com um minuto de intervalo entre uma leitura e outra, para que fosse obtido um valor D. O célculo da

atividade de CK (U/L) na amostra foi feito pela equacdo CKp = 8252 x D absorbancia/minuto.

Fonte: Prdpria
Figura 3. Figura ilustrativa do processo de puncéo cardiaca.

3.6 Eutanasia

Ao termino do periodo de experimentacdo os animais foram submetidos & eutandsia por injegdo
excessiva de anestésico pentobarbital sodico administrado de forma intraperitonial na proporcdo de
100mg/Kg. Apbs constatada a morte dos animais, foi realizada uma incisdo para a retirada do musculo triceps
sural que foi cuidadosamente dissecado para a retirada do misculo gastrocnémio. As amostras foram
colocadas em solucéo de paraformaldeido 4% em tamp&o fosfato 0,1M, pH 7,2 - 7,4 por 17 horas para o
procedimento do TUNEL.



Fonte: Prdpria
Figura 4. Figura ilustrativa da dissecagdo do musculo gastrocnémio.

3.7 Verificagdo da Apoptose “in situ”, pelo método TUNEL (terminal

deoxyribonucleotidyl transferase mediated dUTP nick end labelling)

A presenca de células em processo de apoptose foi investigada “in situ”,
pelo método TUNEL (terminal deoxyribonucleotidyl transferase mediated dUTP nick

end labelling) descrito a seguir.

Os cortes foram colocados para desparafinizacdo em xilol I, Il e Il por 10, 5 e 5 minutos,
respectivamente. Em seguida foram reidratados em alcool a 100%, 100%, 95%, 80% e 70% por 5 minutos em
cada alcool. Apds a hidratacdo, os cortes foram circundados com Pap Pen e aplicou-se a proteinase K, na
diluicdo de 20pg/ml em Tris-HCL 10mM pH 7,4 durante 30 min a 37°C. Apoés este procedimento, 0s cortes
foram lavados em PBS 0,05 M, 3 vezes, durante 5 minutos. Incubou-se em solugéo bloqueadora de perdxido de
hidrogénio a 3% em metanol por 30 minutos em temperatura ambiente. Novamente os cortes foram lavados em
PBS 0,05M, 3 vezes, durante 5 minutos. Em seguida, tratados com solugéo permeabilizante de Triton X- 100 a
0,1 % em agua destilada mais 0,1g de citrato de sodio. Lavou-se em PBS 0,05M, 3 vezes, durante 5 minutos. A
1° Iamina (controle positivo), foi tratada com Dnase por 15 minutos; a 2° 1dmina (reagéo), foi tratada com PBS
0,05M por 15 minutos e a 3° lamina (controle negativo), tratada com PBS 0,05M por 15 minutos. A seguir, a 1°
Iamina (controle positivo) recebeu tratamento com solugdo enzima TDT terminal deoxynucleotidyl transferase
+ solugdo marcadora nucleotide mixture por 1 hora em temperatura de 37° C; a 2° lamina (reacdo) recebeu
tratamento com solugdo enzima TDT terminal deoxynucleotidyl transferase + solu¢do marcadora nucleotide
mixture por 1 hora em temperatura de 37°C e a 3° ldmina (controle negativo) recebeu tratamento com solucéo
marcadora nucleotide mixture por 1 hora em temperatura de 37°C. Apés esta reacdo, as ldminas foram lavadas
em PBS 0,05M, 3 vezes, durante 5 minutos e incubadas com solugdo POD (anti-fluorescein antibody HRP) por
30 min a 37°C. Em seguida foram novamente lavadas em PBS 0,05M, 3 vezes, durante 5 minutos. Os cortes
foram revelados com DAB e lavados em PBS 0,05M, 3 vezes, durante 5 minutos. Apds o procedimento, foram
desidratados e as laminas montadas.

3.8 Analise Histomorfométrica



Para andlise da apoptose evidenciada pelo método TUNEL, foi realizada uma avaliagdo
morfomeétrica das células por digitalizacdo de imagens e analise computacional por meio de um programa
especifico de processamento e analise de imagens (IMAGE PRO PLUS 4.5).

Para a quantificacdo das areas representativas foram digitalizados oito campos, usando-se um
microscépio Axiolab (Carl Zeiss, objetiva 200x) acoplado a uma cdmara para captura de imagem Sanyo
Digital Active BLC, conectada ao microcomputador Processador Intel® Core™ 2 Duo E4500 (2.2 GHZ,
800MHz), 2 Mb Cache, Dual Core - BRH7807 equipado com placa de video.

3.9 Andlise Estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a analise estatistica pela variancia (Anova). Em seguida,
aplicou-se o “post hoc test” teste de Tukey’s , considerando a natureza das varidveis estudadas ou a
variabilidade das medidas efetuadas, sendo utilizado para tanto o GraphPad. 4.00 Prism, fixou-se em 0,05 ou

5% (o0 < 0,05) o nivel de rejei¢do da hipdtese de nulidade.

4 RESULTADOS

4.1 Atividade da Creatina Kinase Sérica



Os valores obtidos a partir da verificacdo dos niveis de CK sérica dos animais submetido a natacéo

forgada até a exaustdo encontram-se apresentados na forma de média e desvio padrdo e podem ser verificados

na Tabela 1, os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) observou-se (p<0,0001).

Tabela 1. Valores obtidos por meio da analise da creatina kinase sérica , valores expressos em média e desvio
padrédo para os grupos controle e grupo tratado com LLLT.

Grupo 1 Grupo 2
Controle 24 h Controle 48h (LLLT 24 h) (LLLT 48h)
591.30 407.69 201.99 195.07
530.01 403.61 225.77 157.14
599.45 444.37 241.13 187.03
512.80 399.41 214.69 190.0
572.05 414.54 266.34 271.59
Média 561,1 413,9 230,0 180,2
Desvio Padréo 38,09 17,91 24,91 20,40

Pode-se notar um significante aumento na liberacéo de Creatina Kinase no grupo 1 nas primeiras 24

horas (561,1 U/l + 38,09) quando comparados ao grupo tratado com LLLT, apés as mesma 24 horas (230,0

U/l £ 24,91), a analise estatistica entre estes subgrupos pelo teste Tukey obteve-se (p<0,001). (Figura 5)
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Figura 5. Gréafico comparativo das médias e desvio padrdo de CK entre os grupos tratados com LLLT e ndo
tratados (controle).

Esta diferenca se fez presente no periodo de 24 horas, comparando 0s mesmos grupos obteve-se (p
<0,001) o que indica uma grande diferenca entre os resultados dos grupos nos diversos periodos do trabalho.
(Figura 6)
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**P<(.001 indica resultado altamente significativo em relacdo ao grupo controle.
Figura 6. Grafico comparativo das médias e desvio padrdo de CK entre os grupos tratados com LLLT e nédo
tratados (controle) 24 horas ap6s o exercicio de natacdo forcada.

O pico de liberagdo foi observado ap6s 24 horas da realizagdo do exercicio fisico no grupo controle a

599,45 U/L um valor elevado quando comparado com os valores do grupo tratado 48 horas que foi de 157,14
U/L.



Ja na andlise entre os sub-grupos para tratados e ndo tratados obteve-se resultado estatisticamente
significante (p <0,001) para todos os cruzamentos estatisticos, com excecdo para a comparagdo entre 0

subgrupo tratado ou seja 24 horas LLLT versus 48 horas LLLT com (p> 0,05). (Figura 7)
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**P<(.001 indica resultado altamente significativo em relacdo ao grupo controle.
Figura 7. Gréafico comparativo das médias e desvio padrdo de CK entre os grupos tratados com LLLT e ndo
tratados (controle) 48 horas apds o exercicio de natagdo forcada.

4.2 Verificagdo da Apoptose pelo TUNEL

Quando as laminas processadas foram submetidas a andlise in situ da fragmentacdo do DNA, os
nicleos positivos para TUNEL foram detectados dentro das fibras musculares na posi¢do sub-sarcolemal e
central, confirmando a presenca da maioria dos nlcleos apoptdticos em nivel intersticial.

Nos ratos submetidos ao exercicio forcado e tratados com LLLT na verificacdo do subgrupo apés 24
horas obteve-se um valor de 66,3 + 13,2 células apoptoticas/mm? de pico, e 39,0 +6,8 células apoptéticas/mm?
apos 48h. No grupo controle ndo submetido ao LLLT apresenta valores muito superiores apos 24 horas, com
um pico (159,4 + 25,8) e apds 48 horas da natacdo forcada (89,2 + 25,4). (Tabela2).

Tabela 2. Valores obtidos pela histomorfometria do misculo gastrocnémico de ratos para células positivas ao
TUNEL , expressos em média e desvio padrao para 0s grupos controle e grupo tratado com LLLT.

Grupo Controle GrupoLLLT
24 h 48 h 24 h 48 h
158 84 74 40

162 90 65 42




220 150 61 48

140 71 59 30
148 76 40 28
139 73 79 45
157 86 73 40
151 84 80 39
Média 159,4 89,2 66,3 39,0
Desvio Padrao 25,8 25,4 13,2 6,8

A analise estatistica pela Variancia ANOVA indica diferenca estatistica entre os grupos em (p<
0,001).

Quando a estes grupos foi aplicado o post hoc test de Tukey’s, o resultado entre os cruzamentos grupo
Controle 24 horas versus LLLT 24 horas obteve-se (p<0,001); Controle 24 horas versus LLLT 48 horas (
p<0,001); Controle 48 horas versus LLLT 24 horas (p>0,05) e Controle 48 horas versus LLLT 48 horas
(p<0,001).
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**pP<0.001 indica resultado altamente significante em relacéo ao grupo controle 24 h; * p<0,001 indica resultado altamente
significante em relagdo ao grupo controle 48 h; # p>0,05 indica resultado ndo significante em relacéo ao grupo LLLT 24 h.



Figura 8. Grafico comparativo das médias e desvio padrdo da apoptose obtidas pelo método TUNEL entre os
grupos tratados com LLLT e ndo tratados (controle) 24 e 48 horas ap0s o exercicio de natacdo forgada.
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**P<(.001 indica resultado altamente significativo em relacdo ao grupo controle.
Figura 9. Grafico comparativo das médias e desvio padrdo da apoptose obtidas pelo método TUNEL entre os
grupos tratados com LLLT e néo tratados (controle) 24 horas ap6s o exercicio de natacdo forgada.
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**P<(.001 indica resultado altamente significativo em relacdo ao grupo controle.
Figura 10. Grafico comparativo das médias e desvio padrdo da apoptose obtidas pelo método TUNEL entre os
grupos tratados com LLLT e ndo tratados (controle) 48 horas ap6s o exercicio de natacdo forgada.



Figura 11. Fotomicrografia do corte histoldgico grupo controle 24 horas, onde podemos observar ndcleos de
células em apoptose.

Figura 12. Fotomicrografia do corte histoldgico grupo controle 48 horas, onde podemos observar ndcleos de
células em apoptose.



Figura 13. Fotomicrografia do corte histolégico grupo laser 24 horas, onde podemos observar nucleos de
células em apoptose.

Figura 14. Fotomicrografia do corte histolégico grupo laser 48 horas, onde podemos observar nucleos de
células em apoptose.



5 DISCUSSAO

O uso da laserterapia de baixa poténcia (LLLT) tem apresentado um crescimento
significativo na pratica clinica. Os efeitos terapéuticos do laser sobre os diferentes tipos de
tecidos bioldgicos sdo amplos, dentre o quais destacam-se: os efeitos trofico-regenerativos,
antiinflamatorios e analgésicos, demonstrados em estudos tanto in vitro como in vivo.
Aliados a seguranga do tratamento, estes efeitos parecem ser os principais responsaveis pelo
crescimento da laserterapia, justificando também o aumento do interesse dos pesquisadores
da &rea da saude pela investigacdo dos mecanismos de acéo e dos efeitos terapéuticos dos
lasers de baixa poténcia.

Os beneficios evidentes do LLLT vém sendo demonstrados em diversos trabalhos
que relatam o aumento na microcirculagio local: MIRO et al., (1984), MAIER, HAINA e
LANDTHALER, (1990), no sistema linfatico: LIEVENS, (1986; 1988; 1990; 1991), na
proliferacdo de células epiteliais: STEINLECHNER e DYSON, (1993), nos fibroblastos
WEBB, DYSON e LEWIS, (1998); LUBART et al., (1995), assim como aumento da sintese
de col&geno dos fibroblastos: ENWEMEKA et al., (1990); CARVALHO et al., (2003).

A irradiagdo pelo laser de baixa poténcia exerce fungdes biomodulatorias na
atividade celular. A absorcdo molecular inicial da luz do laser ainda é desconhecida e
dependendo do comprimento de onda os efeitos séo alterados devido aos diferentes

cromoforos que podem ser disponiveis como fotorreceptores. Segundo Karu et al., (1995), é



provavel que o processo de fotomodulagéo seja apenas um aspecto de muitos fendmenos da

fotossinalizagéo.

Diante do exposto neste trabalho, procuramos investigar os efeitos do LLLT, 660nm nos niveis de CK
e na apoptose celular no musculo gastrocnémico de ratos submetidos a natacéo forgada.

No presente estudo foi utilizado um modelo de natagdo forgada a fim de induzir o processo de fadiga
muscular tendo em vista que este protocolo é comumente aceito para desencadear a fadiga muscular
(LAWLER, et al., 1993; HILAKIVI-CLARKE; DICKSON, 1995; GIBALA, et al., 1998).

Também optamos por realizar uma investigacdo nos niveis séricos CK apds a realizagdo dos
exercicios fisicos uma vez que esta é amplamente aceita como um indicador de lesdo muscular aps o exercicio
fisico. Diversos pesquisadores (VOLFINGER et al, 1994; LI; FENG; WANG, 2005), usam a enzima para
indicar o prejuizo causado por danos dos musculos.

Os marcadores bioquimicos de lesdo musculo esquelética sdo CK, aspartato aminotransferase, lactato
desidrogenase, mioglobina, e troponina. A CK apresenta um aumento significativo nos niveis plasmaticos apos
procedimentos cirdrgicos, trauma, infarto do miocardio e exercicio muscular pesado (CARRARO, 1995;
BRANCACCIO; MAFFULLI; LIMONGELLI, 2007). Entretanto, estudos relatam que exista baixa relacdo
entre a atividade da CK plasmatica e a quantidade correspondente de lesdo, analisada através de alteracdes
ultra-estruturais (MANFREDI et al., 1991) e fungdo muscular (FRIDEN; LIEBER, 2001), sugerindo que a
atividade desta enzima possa ser um mau indicador tanto da morfologia quanto da fisiologia muscular.

No presente estudo, os periodos de 24 e 48 horas foram escolhidos para analise de CK, pois, segundo
Duncan (1994), ha um aumento de suas taxas no soro em casos de lesdo muscular reversivel ou na necrose
muscular. Esse aumento ocorre poucas horas apds a lesdo e atinge valores maximos em 24 horas, voltando ao
normal em 48 horas depois de cessar a alteragdo de permeabilidade muscular.

No presente estudo foi possivel observar que o LLLT diminuiu o indicador de lesdo muscular (CK),
apds o exercicio de natagdo. Os niveis de CK foram significativamente (p<0,05), menores nos grupos LLLT do
que nos grupos controle.

Os resultados encontrados em nosso estudo sdo corroborados pelos achados de LOPES-MARTINS et
al., (2006), que descrevem a possivel reducdo da fadiga muscular ap6s a utilizacdo do laser em animais
submetidos a exercicios intensos. LOPES-MARTINS et al., (2006) investigaram se o LLLT poderia impedir a
reducdo da forca muscular ou o aumento previsto dos niveis de CK em ratos submetidos a um modelo
experimental de estimulagdo elétrica do nervo para induzir a fadiga por meio da contragdo tetanica do masculo
tibial. Eles concluiram que LLLT poderia reduzir a instalacdo da fadiga muscular local e possivelmente reduzir

danos musculares ap6s exercicios intensos.

Vieira et al., (2006), verificaram a atividade e o padréo eletroforético da
LDH em resposta ao exercicio em esteira em ratos submetidos a
fotoestimulacdo por laser de baixa intensidade (780nm). A resposta foi maior
no grupo submetido ao laser mediante exercicio fisico, provavelmente porque

0 “estresse metabdlico” proporcionado pelo treinamento possa ter



favorecido a maior acdo do laser e consequentemente maior efetividade da

resposta estimulatéria do tecido.

Neste estudo também realizamos uma investigacdo da apoptose celular, uma vez que estudos recentes
demostraram que masculos esqueléticos adultos podem sofrer apoptose celular quando estimulado por diversas
vezes, COMO nas miopatias, exercicios, isquemia, denervacdo e atrofia ( MATSUDA; NISHIKAWA,
TANAKA, 1995; PODHORSKA-OKOLOW et al., 1998).

Segundo Danial e Korsmeyer (2004), a apoptose é um processo de morte celular individual, regulado
pela ativagdo de determinados genes. Ela é executada através de vias de sinalizacdo especificas, eventualmente
levando a fragmentacdo do DNA, condensacgdo nuclear, proteolise, invaginacdo inespecifica da membrana e
fragmentagdo celular com formagdo de corpos apoptoticos, os quais sdo fagocitados por macrofagos e
neutrdfilos, ou outras células vizinhas. Ha ainda dois mecanismos distintos responsaveis pela execucdo final da
morte celular nomeados de via caspase-independente e via apoptose caspase-dependente. Esta Ultima é
executada através das caspases, que sao endoproteases integradas a execucdo final da morte celular.

Uma das hipoteses para a ocorréncia da apoptose durante o exercicio intenso é que o fenémeno se
deve a um aumento da geragdo de EROs durante a hiperemia sustentada que segue e acompanha a atividade
fisica muscular. Quando ha uma diminuicdo ou interrupcdo de atividade fisica, a hiperemia ocorre, mas o
aumento do fluxo de oxigénio ndo é utilizado em processos metabdlicos (MATSUDA; NISHIKAWA;
TANAKA, 1995; SANDRI; CARRARO, 1999; ROSSINI et al., 2000; ALLEN; TRESINI, 2000).

Quantidades significativas de agentes oxidantes podem produzir danos ao DNA e desse modo,
diretamente, induzir apoptose. Fibras do tipo I, as quais sdo predominantemente oxidativas, podem ser
oprimidas pela quantidade de EROs produzidas e podem ndo ser capazes de efetivamente neutraliza-las
(VOLTARELLI; MELLO; DUARTE, 2008).

Em nosso estudo, os periodos observados para verificacdo da apoptose foram de 24 e 48 horas ap6s a
realizacio de exercicios de alta intensidade tendo em vista que GOIS et al. (2007), relatam que apds o exercicio
fisico intenso o processo de apoptose pode ainda permanecer por até 72 horas.

Cai et al.,(2006), observaram o efeito do exercicio em esteira rolante realizado em diferentes
intensidades (leve, moderada e exaustiva), sob o ponto de vista das alteragdes relacionadas a apoptose, no
musculo gastrocnémio de ratos. Esses autores verificaram que a apoptose foi observada somente nos muasculos
dos animais submetidos as intensidades moderada e intensa, alcangando os niveis mais elevados, apds a
realizacdo do exercicio, apenas no grupo de animais que efetuou exercicio intenso. O indice de apoptose, ainda
nesse mesmo estudo, continuou se elevando até o 1° e 3° dia ap6s o término do exercicio no grupo moderado e
exaustivo, respectivamente. Os autores desse estudo preconizam que o exercicio pode evocar a apoptose e
acelerar a depuracéo celular por esse mecanismo, e o desequilibrio entre esses dois eventos durante o exercicio
pode contribuir para a injdria da musculatura esquelética.

Em nosso estudo, foi obtida uma reducdo significativa (p<0,005) do nimero de células apoptoticas do
grupo submetido a radiacdo de LLLT, quando comparado ao grupo controle. Os mesmos resultados foram
observados por SHEFER et al., (2002); FILLIPIN; MAURIZ (2005); RIZZI et al., (2006).

Esta diminuicdo evidenciada em nossos achados da-se provavelmente devido a reducdo das EROs

através da normalizagdo do estado redox.



O estado redox das células é uma consequéncia do balanco entre os niveis de EROs, oxidantes e
redutores equivalentes. Elevacdo nos niveis de EROs acima da capacidade de tamponamento e atividade
enzimatica designada para modular os niveis dessas espécies resulta em estresse oxidativo potencialmente
citotoxico. Sob esta condicdo pré-oxidante, radicais altamente reativos podem danificar o0 DNA, RNA,
proteinas e componentes lipidicos, que podem levar a morte celular. Apesar de varias macromoléculas estarem
sujeitas ao ataque de EROs, o ataque a nucleotideos livres ou ao DNA pode ocasionar danos permanentes
devido aos efeitos deletérios destas espécies (ALLEN; TRESINI, 2000).

Nossos resultados correspondem com as conclusdes de Carnevalli et al., (2003), que
descrevem que a LLLT faz com que haja biomodulagdo positiva agindo no controle da
homeostase celular, normalizando o estado redox de células que sdo mantidas sob
condicdo de estresse nutricional; o laser também impede apoptose nas células CHO K-1. De
acordo ainda com SHEFER et al., (2002), que obtiveram a reducdo da apoptose celular em
cultura de células.

De acordo com Kreisler et al., (2003), o estimulo a fotorreceptores pelo laser na
cadeia respiratoria mitocondrial e a mudanca nos niveis de ATP ndo estdo totalmente
estabelecidas, sendo um alvo de vérias discussdes. Geralmente admite-se que ambos 0s

estimulos (simulador e inibidor) do laser nas células dependem da dose e duracdo da onda.

Fillipin e Mauriz (2005), encontraram valores de espécies reativas ao Acido Tiobarbiturico (TBARS)
diminuidos significativamente em tendGes de ratos irradiados e tratados com laser de baixa poténcia 14 e 21
dias, mostrando que a irradiacdo teve um efeito protetor, e as células desenvolveram um papel antioxidante
positivo na inativacdo de excessos de EROs.

Wonbong et al., (2008), investigaram em seu estudo a protecao conferida pelo laser de 635nm contra a
apoptose de fibroblastos da gengiva de humanos induzida pela exposicdo & irradiagdo ultra-violeta. Os
pesquisadores concluiram que o laser serve como ferramenta de protecdo contra a inducdo da apoptose pela
irradiacdo ultra-violeta. Eles relatam ainda, que apesar dos mecanismos ainda nao estarem bem compreendidos,
acredita-se que a irradiagdo a laser de 635 nm seja capaz de bloquear os percursos intrinsecos e extrinsecos da

apoptose celular.

Gao et al., (2006), estudaram a radiacdo do laser de baixa poténcia em apoptose
induzida pelas células adenocarcinoma pulmonar (ASTC-a-1) e consideraram que a radiacdo
laser de baixa poténcia (0,8 J/cm2) induziu a proliferacdo celular. No entanto, WU;
CHENG; LIU (2007), em seu estudo, perceberam que os dados obtidos por GAO et al.,
(2006), ndo sao suficientes para apoiar essas observagoes.

Diversos autores ( KARU, 1987; KITCHEN; PARTRIDGE, 1991; BECKERMAN,
1992; WILDEN; KARTHEIN, 1998) relatam que a magnitude ou eficacia do efeito
biomodulatério atribuido ao laser de baixa intensidade ao interagir com os tecidos

bioldgicos, depende, dentre outros fatores, das condi¢cfes metabdlicas prévias do tecido, de



tal maneira que a resposta tende a ser 6tima quando o potencial redox celular se encontra
alterado como, por exemplo, num quadro de lesdo tecidual, cujo ambiente celular apresenta
condigdes que favorecam a maior interagdo da radiacdo com os tecidos, e consequentemente,
maior resposta bioldgica final (fotomodulagdo), diferente quando o ambiente celular

encontra-se em condic¢Ges de normalidade fisioldgica.

Considerando os resultados obtidos podemos inferir que no grupo de exercicio fisico submetido ao
LLLT, provavelmente, o "estresse metabdlico”, proporcionado pelo treinamento pode ter favorecido a maior
acdo do laser e, conseqlientemente, influenciado na eficacia da estimulacdo celular. No entanto sugerimos que
novas investigacdes sejam realizadas analisando especificamente os mecanismos que envolvam o estado
Redox e EROs.

6 CONCLUSAO

Os achados deste estudo sugerem que o LLLT influenciou o perfil metabdlico dos animais
submetidos a fadiga, diminuindo o nivel sérico de CK. Os achados também demonstram que o LLLT pode

atuar como fator preventivo da apoptose desencadeada pelo exercicio fisico de alta intensidade.
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Abstract

Introduction: Stodies suggest that high intensity physical exercises can cause damage on
zkelectical mmscle such as pam, fatigue, mflammatory process and cellular apoptosis. This study
investigated the effects of low level laser therapy (LLLT), 660 nm on decrease of Creatine Kinase
levels (CK) and on the cellular apoptosis. Material and methods: Twenty male Wistar rats were
used and randomly into two equal groups: Group 1 (Control) resistance swimmmg; Group 2
(LLLT), resistance swimmung treated with LLLT. The animals were sobmitted to resistance
swimming nsing a smcharge of 3% of corporal weight fixed no more 10 seconds, immediately after
the exercise was made one umique application of laser InGalP, output power of 100 muww,
wavelength (1) of 660 nm and 4 joules cm®, m the moup 2. The groups were already subdivided
according to samples collecting length: 24 and 48 hours. The CE was measured before and after 24
and 48 hours of the test. The samples of the gastrocnemms muscles processed to evaluation of the
presence of apoptosis by the techmique Termmal Deoxymucleotidyvltrangferase (TdT) — Mediated
dUTP Nick End Labeling (TUNEL). Results: The CE presents siznificative difference between the
eroups (p=20.0001); and between the control group 24 and 48 hours when compared to LLLT group,
after the same 24 and 48 hours. Conclusions: This study suggest that the LLLT influenced the
metzbolic profile of the animals submitted to fatigue, lowerimg the seric level, demonstrate that the
LLLT can act as preventive resource of cellular apoptosis wmleashes by high intensity physical

BNETCISES.

Key words: Muscle cells, Apoptosis, Creatine Kinase.



Introduction

Muscle damage in respomse to stremous exercise has been well documented in hnmans and
animal models. Exercise-induced nmscle damage is characterized by delayed-onset mmscle soreness,
mmscle fiber disarrangement muscle protein release into plasma, an acute phase fmmme response,
and decreased muscle performance. Regional ATP depletion, disruptions in caleium homeostasis,
and oxygen free radicals all have been implicated in the etiology of muscle fiber damage and
necrosis [1].

Apoptosis is a process of individual cell death regulated by activation of specific genes.
Characteristic morphological features of apoptosis inchide muclear and cytoplasmatic condensation,
fragmentation of cell info apoptotic bodies which become engulfed by phagocytes, and local
absence of inflammation [2-3].

Rossini et al. [4] had deseribed that inflammation and interstitial apoptosis oceur during an
infense short term exercise. One explanation is that the phenomenon is due to an increased
generation of reactive oxygen species during sustained hyperemia which accompanies and follows
physical muscular activity. When there is a decreasing interruption of physical activity, hyperemia

is present but the mmcreased cxygzen flow is not used in metabolic processes.

The study of creatine kinase (CK) in sport medicine allows obtaining mformation on the
state of the muscle. High levels of semum CK in apparently healthy subjects may be comelated with
physical traiming status. However, if these levels persist at rest, it may be a sign of sobelinical
mmscle disease, which trainmng loads may evidence through the onset of symptoms soch as profound
fatigue [5].

Low-level laser therapy (LLLT) is a form of phototherapy that imvolves the application of
low power monochromatic and coberent heht to mjuries and lestons. It has been nsed successfally
to induce wound bealing in no healing defects. Other wounds treated with lasers include bums,

amputation mjunes, skin grafts, mfected wounds, and trapping mjures [6].



that some molecnle (photo acceptor) must first absorb the light wsed for the imadiation. After the
promotion of electromically excited states, primary molecular processes from these states can lead to
2 measurable biclogical effect at the cellular level [7].

Redox chains containing molecules that absorb hight in the vimble speciral region are
usually key structores that can regulate metabolic pathways. One soch example 13 NADPH-oxidase
of phapocytes’ cells, which i1s responsible for non mutochondnal respiratory burst Thos
multicomponent enryme system is a redox chain that generates reactive oxygen species (R0S) as a
response to the microbicidal or other types of activation Imadiation with the He-Ne and
semiconductor lasers and LEDs can actrvate this cham [7].

Physiclogical manifestation may be increased by high levels of creatine kinase (CK), which
15 considered to be an mdirect sign of widespread mucro traumas imside the muscle It has been
shown that the anti-inflammatery dmg diclofenac reduces minor muscle damage and CK levels in
delayed onset mmscle screness (DOMS). In chmical settings, posiive effects have also been
observed in chromic noscular pam condiions. For mstance, painful fibremyalgia 1s associated with
impaired local cirenlation, and this disorder also seems to benefit from LLLT [£].

In thas perspective, there is a clear need to mvestigate whether [11.T can prevent apoptosis
and mrmscular fatipne. We decided to use the experimental model of resistance swimming test to
induce fatgne in rats and test whether LITT could prevent the anticipated merease m CE Jevels



Materials and Methods

Animals

Twenty (20} adult male rats of Wistar lineage with body weight between 300 and 350
grams were nsed. They came from the central vivarium at UMIDERP and were kept m two cages
(ten amimals per cape) under controlled liphting and temperatore conditions, with standard food and
water available ad lilitum.

All the experimental procedures were camied out in accordance with the norms of the
Brazilian College for Animal Experimentation (COBEA). The animals were cared in accordance
with the national puidelines for the homane trestment of laboratory animals. This stody was
approved by the Committes of Ethics in Research at Universidade Federal do Mato Grosso do Sul —
UFMS, under protocol number 16/2007/CEP/UFMS.

The amimals were randomly divided mto two expernimental proups, accordng to the
procedure to be camied out Control proup (n=10): animals induced by resistance to swim until
exhanstion; LLLT group (p=10): animals induced by resistance to swim mntil exhaustion with LLLT

irradiation. Bach of these groups was finther subdivided mto two proups (o=5).

Swinming induction to muscular fatigue.

Weight-loaded resistance swimmimg test was used as desembed previously with some
modifications [9]. The test was mduced by forcing animals fo swim ontil exhaustion. The mice were
loaded with lead rings that weighed B% of their body weight attached to the tail, and were then
placed m the swimmmg tank filled with fresh water (approximately 30 cm deep water).

Water temperature was maintained at 25+0.5 °C. Exhaustion was determined by observing

loss of coordinated movements and failure to retum to the surface within 10 s. Thas 10 s eriterion



was considered to comelate with exhawstion and was used as an indication of the maxmoom

Laser frradiation.

An InGaATP type diode laser (Photon Laser II DMC®) with a contimipus output power of
100 mW and wavelength (1) of 660 nm (visible red) was used. The optical power was calibrated
using a Newport multifimction optical meter model 1835C. The spot size was 2 mm®.

The astrocnemius muscle was fradiated with 4 Jem® during 40s; the application was made
just after the weight loaded forced swimming The animals were placed in decubitus position and
the paw that was going to be treated was placed in extension and external rotation and the laser
ilhuination spot was placed in contact with the central part prominence of the gastrocnemius

Blood samples (1.8 a 2.0 ml) of all experimental groups (n = 20) were collected by means
of cardiac puncture directly into heparinized tubes at 24 h and 48 h. Immediately collection, the
blood samples were centrifuged (2.000 rpm'25 min) for serum separation and colorimetric
determination of CK (EC 2.7.3.2) activity nsing a CK-NAK kit (Wiemner Lab., Rosario, Argentina).
The CK value was expressed in units/liter (U/1), with one unit defined as the amount of enzyme

phosphorylation prodocing one micromole of MADH oun at 25°C.

Tarminal Decxymuclectidyliransgfrase (TdT)-Mediated dUTP Nick End Labsling (TUNEL)
Staining.



For TUNEL percmdase staimmg, we used the I Sitw Cell Death kit (Roche Diagnostics).
The treated cells were attached on poly (L-lysme} — coated glass-bottomed dishes and fixed for 30
min in 4% paraformaldehyde m PBS (pH 7.4). After the cells being washed three times with PBS,
the endomencous peroxidase was inactivated by meubation with 3% hydrogen peroxide (HyOs) m
methanol for 30 min at room temperature. The cells were then washed with FBS and subsequently
permeabilized for 2 mn on jce with 0.1% sodium-ciirate sohition containmg 0.1% Trten 3-100.
The cells were then washed twice with PBS, stained with the TUNEL reaction mrxture for 50 min at
37°C, washed twice with PBS and labeled with peroxidase-comjugated goat Ab for 30 mm at 37°C.
were taken as the posifive staming of apoptotic cell and in each group were quantified by counting
the cutput of positive cells per (8 fields m 400X power lens under hght microscopy [10].

Statistical analysis

mean + standard deviabon. One way anahysis of varance (ANOVA) and post hoc Tokey's test was

used for stabistical analysis, and all tests were considered to be statistically sigmificant at p=<0.05.

Activity af the Creatine Kinase

The values obtamed from the checking of seric CE levels in the animals submitted to the
exercise of swimmmg forced up to the exhaustion are presented in form of average standard
deviation and they can be checked in the table I, the data were submitted to the analysis of variance

(ANOWVA) and we conld observe that (p <0.0001):



Tahle I
It is possible to notice a significant increase (p <0.001), n creatine kinase liberation in the group 1
{control}, n the first 24 howurs (561.1 T/ + 38.0%) when compared to the group treated with LLLT,
after same fime (230.0 U1+ 24.91). (Figurel)

Such distinpmsh occmred in the period of 48 howrs. Comparing the same groups, it was
obtained what mdicates a great diffevence (p={).001) between the resolts of the proups in several
periods of the work. (Figure 2}

The peak of liberation was observed after 24 hours of the reahization of the physical
exercise in the proup control to 59945 U/L, an elevated valoe when compared with the valoes of
the proup treated 48 hours what it was of 157.14 U/L.

On the ofher hand, in the analysis betwreen the sub-groups for treaties and non-treaties, there
was obtained statistically significant result (p=0.001} for all the statistical erossroads, with
exception for the comparison between the treated sub-group; mn other words: 24 hours LLLT versus

48 LLLT with (p= 0.05). (Figure 3}

Terminal Deoxynucleotidyltrangfirase (TdT)-Mediated JUTP Nick End Labeling (TUNEL)
When slides pr d for lamining were sobjected to in situ amalysis of DNA

subsarcolemmal  Nevertheless the double labelng confirmed the presence of most apoptotic level
and the rats presented after 24 howrs exercise with a peak 66.3 £13.2 apoptotic cell and 39.0 +6.8
after 48h. Apoptotic cell increased mpnificantlty m Control nen LLLT zroup muoscle after 24 hoors
exercise with a peak (1594 £25.8) after 48 hours of forced swimming (89.2+25 4) (p=0,05). (Table

II) (Figure 4 and 5)



Discussion

It is commonly accepted that swimming is an expernmental exercise model. It has been
demonstrated that swimming can also be used effectively as a stress factor since rats are mot
normally aquatic anmmals. Thus, it appeared that the rat swinming model used m this stody can be
employed to evaluate exercize durability and then stress study [8].

Serum CE is widely accepted as an mdicator of muscle damage after endurance exercise.
Many investizators have used the enzyme to mdicate the injmy damage of musclas [12-13].

Biochemical markers of skeletal mmscle damage are creatine kinase (CK), aspartate
aminofransferase, lactate dehydropenase, myoglobin, and troponm. Creatine kinase 15 a mmscle
enryme in which there 15 a sigmficant nse m the plasma levels after surgical procedures, tranma,
myocardial mfaretion and heavy muscular exercise [14-13].

The main findings of our study were the LLLT decreased the indicator of mmscle damage
after swimming exercise. The levels of serom CE were significantly lower in LLLT groups than in
the control group.

Lopes-Martins et al. [B] investizated the LILT effects in the experimental model of
elactrical nerve stimulation to induce fatigue by tetamic tibial muscle contraction in rats and test
whether LLLT could prevent the anticipated reduction of strength mmscle or the anticipated increase
in CEK levels and concludes that LLLT could reduce the debilitatmz mfluence of local fatigue on
strength muscle and possibly reduce muscle damage after stretmons exercises.

Char results confirm those found by the researches previously mentioned that describe the
LLLT positive n possible reduction of muscle fatizue and that could reduce muscle damage after

stremmons exercises, considermg the reduction of seric CK lavels [11].



In this study we alse canry out an mvestigation of the cellular apoptosis. Recent studies have
shown that adult skeletal muscles can underge apoptosis n mummrs it is several times stimmlated,
like dystrophinopathies, exercise, ischemyia, denervation and atrophy [16-17].

Apoptosis 15 a2 well accepted type of cell death during development of mammahian mmscles,
but death of adult myofibers in neuronmscular disorders and exercise-induced muscle damage is
usually explained in terms of muscle necrosis [4].

The apoptosis ocowrs during an infense sxercise. One explanation is that the phenomenon 1s
due to an increased generation of reactive oxygen species dunng sustained hyperemma which
follows and accompanies physical muscular actrvity. When there is a decreasing or mterruption of
physical activity hyperemia is present but the increased oxygen flow is not used in metabolic
processes [4-17-18-19].

In our study it was obtained a sigmficant reduction of the mumber of apopticcells of the
group radiated the LLLT when compared to the control the group; the reduction of apoptic cells is
probably due to the reduction of reactive sorts of cxygen (ROS5) through the nommalization of the
state redox. Same results observed by Rizzi et al. [20]

The redox state of the cells 15 a consequence of the swimming between the lavels of ROS,
oxidant and reducing equivalents. Elevation in the levels of ROS increase the capacity of
tamponament and enzymatic activity used to modulate these levels and tums in stress oxidative
potentially citoxic. In spite of several macromolecules are submitted to the attack of ROS, the attack
to free micleotides or to a DNA can cause constant damages due to the harmful effects on these
spacies [21].

Ohr results mateh with the conclusions of Camevalli et al. [22] where they describe that
LLLT, in addition you providmg makes it positrve biomodulation, acts m the crimimal -
establishment of cellular homeostasis when the cells plows maintained under the condition of

matritional stress; it also prevents apoptosis in CHO E-1 cells, and when they tumed out fo be



obtained by Shefer at al. [23] that obtained the reduction of the cellular apoptosis in culture of
satellite mmscular cells.

In agresment with Kreisler et al [24] the stimulation of the photoreceptors by the laser in
the respiratory mitochondrial chain, change i the levels of ATP are not quite established, being a
target of several discussions. Generally it is accepted that both stinouli effects and mhibitory of the
laser in the cells they are dose and length of dependent wave.

Gao et al. [25] observed that low power laser irradiation induced anti-apoptosis for hmg
Adenocarcinoma (ASTC-a-1) cells and considered that low-power laser fmadiation (0.8 Jem?)
induced proliferation cells. Wevertheless, Wu and Cheng [26], in this study, realized that data
obtained for Gao et al. [23] are not sufficient to support such observations.

Wu et al. [27] show alse results: that the high-fluency LLLT (120 joules) deoes not activate
caspase-B, indicating that the induced apoptosis was intiated directly from mitochondrial ROS
generation and DeltaPsim decrease, independent of the caspase-8 activation.

According to Kreisler et al, [24], the stinmlation of the photoraceptors for the laser m the
mitochendrial respivatory chain and the change in the levels of ATP are not quite established, being
a target of several discussions. Generally 1t 15 accepted that both effects stimmlatory and inhibitory
of the laser in the cells they are dose and length of dependent wave.

The magmitude or efficiency of the effect biomodulatory attributed to the laser of low
intensity while interacting with the biological tissues, is dependent, among other factors, of the
metabolic prior conditions of the tissue, in such a way that the answer tends towards to be the best
when the potential redox cellular is changed.

Considermg that the answer in the cwrent study was mager i the group physical exercisa
undergomg to the LLLT, probably the " metabolic stress " provided by the traming can have
favored the biggest action of the laser and consequently major in the effectiveness of stmulatory

cellular.



Concluzion

The results of ow study suggest that the LLLT mfluenced the metabolic scheme of the
animals undergoing to the fatipue, reducing the seric level of CE. The results also demonstrate that
the LLLT can act like preventive factor of the apoptosis unleashed by the physical exercize of high
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Table I Activities of CE in gastrocnemins muscle of rat 24 and 48 hours after forced swimming

LLLT and non LLLT irradiation.
Grupe 1 Crups 2

Controle 24 b Controle 48k (LLLT 24 ) (LLLT 48h)

591.30 407.69 201.99 195.07

530,01 403.61 22577 157.14

599.45 44437 241.13 187.03

512.80 399.41 214.69 190.0

572.05 414.54 266.34 27159
361.1=38.09 A13.6=1791 T30.024 91 T80.2-70.40

Values are the means and + 5.0



Table II: The number of TUNEL-positive cells in the gastrocnemms musele of rat 24 and 48 hours

after forced swimming LLLT and non LLLT irradiation.

Group 1 Croup 2

Controle 24 b Controle 48h (LLLT 24 k) (LLLT 48h)
158 84 74 40
162 50 65 12
220 150 61 48
140 ol 59 30
148 %6 40 28
139 73 79 45
157 86 73 40
151 84 80 39

159.4=25.8 §9.2225.4 6632132 39.026.8

Values are the means and = 5.0
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Figure 1: Comparatrve of CK standard average betwesn the groups treated with LLLT and control

when it was not treated 24 hours after force swimoung.
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Figure 4: Musecular fibers submitted to the TUNEL techmique. Letters A refer to the gastrocnemius

LLLT group 24 hours.
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