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RESUMO

Estudos experimentais e clinicos demonstraram efeitos positivos do laser de
baixa intensidade (LBI) na reducdo de marcadores de danos muscular e perfil
inflamatorio, pds exercicio. Objetivo: Analisar o efeito da aplicacdo do LBI (830
nm) prévio e posterior a sessdo de exercicio resistido, em marcadores
bioguimicos de lesé@o e inflamacdo em ratas. Métodos: 99 ratas Wistar foram
divididas em cinco grupos: Ctr (n=12) - animais que néo receberam energia; 2J,
4J e 8J (n=12) - animais que receberam 2J, 4J e 8J de energia, previamente ao
esforco fisico; 4J-pés (n=8) -animais que receberam 4J de energia apos
exercicio. O LBI foi aplicado no masculo gastrocnémio bilateralmente.
Imediatamente apoés a irradiacdo, os animais foram submetidos a uma sessao
de exercicio, que consistiu em quatro subidas na escada transportando a carga
maxima. O grupo 4J-pos recebeu irradiacdo imediatamente apos a sessdo de
exercicio. Foi coletado sangue antes, imediatamente e 24 horas ap0s a sessao
de exercicio resistido, para dosagens séricas de creatino quinase (CK), lactato
desidrogenase (LDH) e lactato. Na sequéncia, os animais foram eutanasiados e
0 musculo gastrocnémio direito coletado para analise de expressao génica de
citocinas inflamatérias IL-18, IL-6, IL-10, TNF-a, MCP-1, CINC-1. Resultados:
Aplicacédo prévia do LBI atenuou os niveis de lactato sanguineo e atividade
enzimatica da CK e LDH, imediatamente apds-exercicio, no grupo 4J em relacdo
aos niveis de repouso. Apos 24h, esses efeitos ndo diferiram nos niveis de CK,
a LDH manteve-se elevada em todos os grupos. Na expresséo génica, houve
reducdo no grupo 4J na concentracdo de IL-6 (p<0,05); IL-18, CINC-1 e MCP-1
(p<0,001) imediatamente pos-exercicio em relacdo ao grupo controle. Apés 24h
esse efeito foi encontrado no TNF-a, IL-6 (p<0,05) e MCP-1 (p<0,01). Na
aplicacao de 4J pos-exercicio os niveis de CK e LDH foram menores somente
na andlise de 24h. Efeito encontrado também nas citocinas IL-13, CINC-1, IL-10
(p<0,0001) e MCP-1 (p<0,02), que tiveram reducdo em relacdo ao grupo
controle. Conclusédo: Os resultados indicam que o LBI aplicado pré ou pés
exercicio foi eficaz em reduzir marcadores de lesdo muscular e atenuar a
inflamagé&o, sendo que os melhores efeitos foram alcangados com a irradiagéo
de 4 J.

Palavras-chave: LBI; fotobiomodulacéo; lesdo muscular; marcadores de dano

muscular; inflamacéo; ratas.



ABSTRACT

Experimental and clinical studies have demonstrated positive effects of low level
laser therapy (LLLT) on the reduction of muscle damage markers and
inflammatory profile, post exercise. Objective: To analyze the effect of the
application of LLLT (830 nm) before and after the resistance exercise session, in
biochemical markers of muscle injury and inflammation in rats. Methods: 99
Wistar rats were divided into five groups: Ctr (n = 12) - animals that received no
energy; 2J, 4J and 8J (n = 12) - animals that received 2J, 4J and 8J of energy,
prior to physical exercise; 4J-post (n = 8) -animals that received 4J of energy
post-exercise. LLLT was applied to the gastrocnemius muscle bilaterally.
Instantly post irradiation, the animals were submitted a single exercise session,
which consisted of four climbs on the ladder carrying the maximum load. The 4J-
post group received irradiation instantly post the exercise session. Blood was
collected before, instantly and 24 hours after the resistance exercise session, for
serum creatine kinase (CK), lactate dehydrogenase (LDH) and lactate. Then, the
animals were euthanized and the right gastrocnemius muscle was collected for
analysis of gene expression of IL-1B, IL-6, IL-10, TNF-a, MCP-1, CINC-1
inflammatory cytokines. Results: Previous application of LLLT attenuated blood
lactate levels and enzymatic activity of CK and LDH, instantly post exercise, in
the 4J group in relation to resting levels. Post 24h, these effects did not differ in
CK levels, LDH remained high in all groups. In the gene expression, there was
reduction in the 4J group at the concentration of IL-6 (p <0.05); IL-18, CINC-1
and MCP-1 (p <0.001) instantly post exercise in relation to the control group. Post
24 h this effect was found on TNF-a, IL-6 (p <0.05) and MCP-1 (p <0.01). In the
4J post exercise the CK and LDH levels were lower only in the 24h analysis.
Effect also found on cytokines IL-13, CINC-1, IL-10 (p <0.0001) and MCP-1 (p
<0.02), which had a reduction in relation to the control group. Conclusion: The
results indicate that LLLT applied prior or post exercise was effective in reducing
muscle injury markers and attenuating inflammation, and the best effects were
achieved with 4 J irradiation.

Keywords: LLLT; Photobiomodulation; muscle injury; muscle damage markers;
inflammation; rats



SUMARIO

1. CONEXIUANIZAGAD ......uuuiiiiiiiiiiiiii e 01
2. ODJELIVO ..o 06
2.1. ODjetivOS ESPECITICOS .. .uuuiii et e e 06
3. Material @ MEtOUOS. .........ccoviiiiiiiiiiii 07
3.1. Animais de EXPerimentagaio ..........cccovviriiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeee e 07
3.2.Desenho experimental..........cccccoviiiiiiiiii 07
3.3.Coleta de SANQUE.........uuuiieieeeeeeeeetiie e e e e e e e e e e e e e e et e e e e e e eeeanes 07
I Y o] [ or= Tor=To o L= I = RPN 08
3.5. Teste de carga maxima e exercicio resistido...........ccccceevvvviiiinieeeerennnnns 09
3.6. Eutanasia e coleta de materiais biolGgICOS ..........ceevvveiiiiiiiiiiiiiiiiee, 10
3.7. Dosagens seérica de 1aCtatO .........ooocueviiiiiiiieeii e 11
3.8. D0Sagens SEriCa de CK ... 11
3.9. Dosagens Serica de LDH ..ot 11
3.10 Extracdo de RNA total do musculo gastroCnémio .............occvvvveeeeeennn. 11
3.11. RT-PCR quantitativo em tempo real (Real-Time RT-PCR) ............... 12
3.11.1. Tratamento do RNA tOtal..........uoiiiiiiiiiiiiii e 12
3.11.2. Transcriao reversa (RT) ... 12
3.11.3. Reacao de polimerizagdo em cadeia (PCR) em tempo real (Real-
TIME PCR) ittt 13
3.11.4. Quantificacdo de expressdo do RNAM .......ccoeeeeeeviiiiiiiiiiiiie e, 14
3.12. Analise histomorfOMEtriCa..........cccevvvviiiiiiiiiieee 15
3.13. Analise estatiStiCa ............ccoevviiiiiiii 16
I ST 1 =T [0 1 TP 17
T B ol U 1= T PR 18
B. CONCIUSEO ..o 22
7. Referéncias bibliografiCcas ..o 23
8. ANEXOS ..ttt e e e e e era e eee 53

8.1. Termo de ciéncia do Comité de ética para uso de animais (Uninove) . 53
8.2. Parecer Consubstanciado da Comisséo de Etica no uso de animais da
UNIFESP/IHSP ...ttt e e e e e e 54

8.3. Submissao do artigo a revista Scandinavian Journal of Medicine
&SCIBNCE IN SPOIS.....ciiiiiiiici et e e e e e et e e e e e e e e e e aeaaa s 56



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1-Processo iNflamatOrio .............uuuuuuiiriiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieiineenineneennnes 02
FIGURA 2- Desenho eXperimental................uuueeueiiiiiiniiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiineiiinenneneees 08
FIGURA 3- Pontos de aplicac@o do LBl ...........ccoovviiiiiiiiici e 09

FIGURA 4- EStUAO PIlOTO ....uvtiitiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 10



LISTA DE ABREVIATURAS

ATP- Trifosfato de adenosina

CK- creatino quinase

CINC-1-proteina quimiotéatica de neutréfilos
DAB- Diaminobenzidina

DNA -&cido desoxirribonucleico

IL-13- interleucina 1 beta

IL-6- interleucina 6

IL-10- interleucina 10

LDH- lactato desidrogenase

LBI- laser de baixa intensidade

MCP-1- proteina quimiotatica de mondcitos
mW- miliwatts

nm- nandmetro

PBS- tampéao fosfato salino

PCR- reagéo em cadeia polimerase

RNA- acido ribonucleico

RNAmM- RNA mensageiro

RT- transcri¢ao reversa

ML- microlitro



1. CONTEXTUALIZACAO

E consenso que o desempenho muscular esquelético constitui um dos
principais determinantes para obtencdo de resultados positivos na pratica
esportiva e competicdes. Neste cenario, a otimizacdo de forca, poténcia e
resisténcia muscular perfazem alvo da prescricdo e monitoramento de
treinamento fisico. Relata-se, porém, que aguém da melhora de desempenho
muscular residem as alteracdes fisiologicas e estruturais deletérias inerentes as
sessdes de exercicios'?3. Tal situacdo € particularmente aplicavel em
intervengbes que requeiram desenvolvimento de forga méxima, em que
prejuizos de desempenho e atraso na recuperacao muscular pés-exercicio sao
evidentes*5*,

Dentre os desequilibrios homeostaticos promovidos pelo exercicio de
intensidade alta, a lesdo muscular necrética desperta particular interesse, em
que o rompimento do sarcolema resulta em extravasamento das enzimas
creatino quinase (CK) e lactato desidrogenase (LDH) para corrente sanguinea’.
Assim, o teor plasmatico de CK e LDH € corriqueiramente utilizado como
marcador indireto de dano muscular esquelético induzido pelo exercicio®. A
andlise sérica da CK, por exemplo, € costumeiramente utilizada como marcador
de dano muscular ap6és diferentes exercicios de forca maxima’#°. O emprego
da dosagem de LDH é mais utilizado na identificacdo de lesdes tardias ao
esforco.

A reacdo a lesdo tecidual culmina em alteracbes vasculares e
hemodinamicas que favorecem a migracédo de células inflamatérias para o sitio
da lesdo!®. De fato, had aumento da infiltracdo muscular de neutréfilos e
macrofagos para desencadear uma série de eventos organizados de forma a
promover a reparacao tecidual. Primeiramente, os neutréfilos removem os
fragmentos celulares danificados''*> por meio da liberacdo de proteases
lisossomais que degradam as proteinas locais e, da ativacdo da enzima
mieloperoxidase!?. Em seguida, macréfagos perpetuam a fagocitose das células
ou componentes celulares desnecessarios para homeostasia muscular 101112 A
infiltracé@o tecidual de neutrofilos ocorre dentre 4 a 6 horas pds-exercicio e sua
concentracdo permanece elevada por até 24 horas apdés lesdo, enquanto que a
infiltracdo macrofagica perdura de 1 a 14 dias ap0s lesédo, dependendo da

extensdo da lesdo?s.



A acdao de neutrofilos e macréfagos ocorre concomitantemente a liberacéo
de citocinas pré e anti-inflamatérias!'. Enquanto as citocinas pré-inflamatoérias
culminam em intensificacdo do processo inflamatério, as citocinas anti-
inflamatorias atuam de maneira inversa, em um processo de regulacéo
fundamental para o reparo da lesdo'*'?. Destague-se a acéo da interleucina 8
(IL-8), cuja acdo estd intimamente relacionada a atracdo quimiotaxica de
neutréfilos e, por conseguinte, no processo reparatorio em geral. E importante
mencionar que a IL-8 ndo € produzida em ratos e, nesta espécie, ha producéo
da CINC-1 (citocina quimiotatica de neutroéfilos), sendo homdloga a IL-8 em
humanos!®. Toma-se como exemplo a Figura 1, em que ha ilustracdo dos
eventos bioldgicos existentes durante e apOs o exercicio resistido induzido por
estresse mecanico.

Ha evidéncias solidas que a resposta inflamatéria aguda pés-exercicio
aumenta o numero de leucdécitos no tecido muscular e circulacao sistémica. Nao
obstante, tal processo parece ser finalmente regulado pelas caracteristicas do
exercicio (volume, intensidade e duragéo) e o grupo muscular envolvidos durante

a atividadels.
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Figura 1. O exercicio resistido gera sobrecarga da musculatura esquelética ocasionando micro
les6es musculares (sarcolema e miofibrilas). Ha liberacéo de enzimas intracelulares (CK e LDH)
para corrente sanguinea e substancias quimiotatitas séo liberadas no local da injdria atraindo
neutréfilos e macréfagos, dando inicio ao processo inflamatério. Estas células vdo remover
detritos celulares (processo de fagocitose), com isso aumenta a producédo de citocinas pré e anti-
inflamatéria levando a regulagdo da inflamacgdo, podendo contribuir na regeneracdo e
remodelamento do tecido muscular



O fato de lesbes musculares ocasionadas por exercicios de for¢ca durante
a pratica esportiva serem a principal causa do afastamento de atletas dos
treinamentos e competicbes despertou interesse por ferramentas que, de
alguma forma, possam proporcionar menor incidéncia e melhor resposta as
lesGes decorrentes do exercicio''16, Assim, a busca por intervencdes que
retardem o desenvolvimento de fadiga, melhorem o desempenho muscular e
acelerem o processo de recuperagdo muscular constituem objeto habitual de
investigacdo. Diversas propostas como massagens, banhos de contraste
(imersdo quente e frio)®1317, crioterapia, ultra-som&*!, camera hiperbarica®??,
farmacoterapia anti-inflamatéria®1%11.13  acupuntura e homeopatia®® séo
consideradas como perspectiva de potencializar o desempenho muscular e
otimizar o processo de reparo tecidual.

O laser de baixa intensidade (LBI) tem recebido certo destaque®!11317. O
termo “Laser” significa amplificacdo de luz por emissao estimulada de
radiacdo'®1%, Desenvolvido na década de 60, o LBl possui propriedades
especiais, como monocromaticidade, coeréncia e baixa divergéncia®?°, A luz é
formada por ondas eletromagnéticas visiveis ou ndo ao olho nu, que podem ser
categorizadas conforme comprimento de onda e tipos de produtos utilizados na
sua produgdo. E chamado de “laser de baixa intensidade (LBI) ” o laser que
consiste em luzes com comprimentos de ondas entre 600 e 1000 nm, densidades
de poténcia de 5 a 50 mW/cm?2 e densidade de energia dependente da area e
tempo de exposicdo?’. Embora ndo exista consenso absoluto na literatura,
atualmente aceita-se que os efeitos do LBI derivam da interacédo de fotons da
radiacdo do laser em doses otimizadas (janela terapéutica) com receptores
especificos da mitocdndria, levando ao aumento da funcdo mitocondrial, sintese
de ATP, RNA e proteinas.

No cenario da reparacéao tecidual apos exercicio fisico, deriva do uso do
LBI o processo de aceleracdo da regeneracdo muscular, o despertar de efeitos
anti-inflamatérios e acéo analgésica em exercicios aerébios de intensidade alta®.
Assim, ha registros que a aplicagao do LBI culmina em modulacdo beneficial de
marcadores bioquimicos de recuperacdo® e inflamacdo*® muscular e, em
algumas circunstancias, protecdo do dano tecidual’®. Reporta-se que estes
achados experimentais séo traduzidos para humanos, como exemplo, cita-se o

estudo de Dos Reis et al.8. Os autores observaram que o LBI, quando aplicado



no quadriceps femoral apds fadiga induzida por estiramentos musculares
sucessivos, reduziu significativamente as concentracdes séricas de lactato e CK
em comparacao a sujeitos nao irradiados. Tais beneficios do LBI podem ser
atribuidos a [1] aumento da microcirculacdo e funcdo mitocondrial’, [2] reducédo
do perfil pré-inflamatério'® e [3] aumento da capacidade antioxidante®.

As informacdes precedentes sao sugestivas de que a aplicacdo do LBI
apos o exercicio fisico pode acelerar o reparo muscular, convergindo em melhora
do desempenho nas secdes de treinamento subsequentes. Menciona-se, ainda,
a extensdo das acdes do LBI como alternativa para pré-condicionar a
musculatura esquelética, ou seja, aplicado previamente ao exercicio.
Novamente, postula-se como beneficios do LBI a melhoria de desempenho e do
processo de regeneracdo tecidual para exercicios  musculares
localizados?%222324, A solidez desta informacéo pode ser pautada em estudo de
Baroni et al.?® conduzido em individuos submetidos a fadiga por exercicio
excéntrico. Os investigadores observaram que a aplicacéo prévia do LBl de 810
nm (200 mW de poténcia) resultou em atenuacao da concentracao sérica de CK
e LDH durante 48 horas de recuperacdo. Estes achados foram acompanhados
de melhora do desempenho, representado por maiores niveis de contracéo
voluntaria méaxima. Acresca-se o estudo de De Marchi et al.?6, em que a
aplicacéo do LBI pré-exercicio aerdbio de intensidade progressiva melhorou o
desempenho, reduziu estresse oxidativo e atenuo o dano tecidual. Resultados
similares foram divulgados por Leal Junior et al.?’, em que atletas de volei e
futebol submetidos a teste de Wingate exibiram reducdo dos niveis séricos de
CK e lactato com aplicacao prévia do LBI.

Embora os achados em humanos sejam animadores para aceitar o uso
do pré-condicionamento com LBI como ferramenta Gtil para potencializar o
desempenho e acelerar o processo de recuperacdo muscular, certas limitacdes
devem ser consideradas: [1] muitos estudos sdo representativos de exercicios
resistidos localizados, o que limita a aplicabilidade para modalidades esportivas
gue requeiram grandes grupos musculares; [2] os testes de carga maxima
podem ser limitados por periodos de adaptabilidade impréprios?®; [3] em atletas,
0 estagio de periodizacéo, o tipo de treinamento realizado e a experiéncia com

a modalidade esportiva podem ser de dificil controle. De fato, estas limitacdes



podem afetar o poder do estudo e, por conseguinte, a interpretacdo segura dos
resultados acerca dos beneficios do LBI.

Os inconvenientes que vigoram em estudos conduzidos em humanos
podem ser pormenorizados em condi¢cdes experimentais, em que a utilizagao de
roedores se destaca como modelo corriqueiro na literatura. Ao considerar a
analise do papel do LBI, a quantidade de informacfes € ainda pequena, porém,
sinalizam para beneficios da fototerapia sobre 0s seguintes parametros: [1]
concentracbes séricas de lactato, creatina quinase e citocinas pro-
inflamatorias®18; [2] apoptose celular?®; [3] mitose muscular esquelética®.

A respeito dos estudos experimentais, trés condicbes devem ser
mencionadas: [1] o papel do LBI foi avaliado primordialmente em exercicios com
caracteristicas aerbbias, sendo escassa a repercussao para exercicios
anaerobios!®2230, Neste cenario, ndés encontramos apenas um estudo que
utilizou LBI de 808 nm durante um programa de exercicio resistido de cinco
semanas em ratos®. A irradiacdes foram conduzidas apdés cada sessdo de
exercicio, com objetivo de caracterizar as repercussées do LBl no
remodelamento muscular. Os autores observaram que a fototerapia resultou em
melhores niveis de lactato sanguineo e glicogénio muscular, que foram
acompanhados de aumento da area de seccdo transversa da fibra. Infelizmente,
a influéncia do LBI em marcadores de recuperagdo nao foi explorada neste
estudo; [2] as irradiacBes foram variavelmente conduzidas antes ou apds o
exercicio fisico; [3] o parametro de irradiacdo 6timo para melhorar o desempenho
e a recuperacdo muscular pés-exercicio de carga maxima ainda nédo foi
determinado.

Pautados nas informacdes mencionadas acima, nés estruturamos um
projeto de pesquisa para analisar a repercussdo da aplicacdo do LBI prévio e
posterior a uma sessédo de exercicios resistidos realizada com carga maxima em
ratos. NoOs formulamos a hipotese de que o LBI poderia reduzir a lesdo e
inflamagdo da musculatura esquelética pos sessdo de exercicio e que 0s

beneficios poderiam ser dependentes da dose.



2. OBJETIVO GERAL
Analisar o efeito da aplicacéo do LBI prévio e posterior a uma sesséao de

exercicio resistido.

2.1 Objetivos especificos
e Auvaliar o efeito do LBI sobre marcadores de lesdo muscular e inflamacéo.

e Determinar o parametro de irradiagdo com melhores efeitos sobre os

indicadores de leséo e inflamacao muscular.



3. MATERIAL E METODOS
3.1 Animais de Experimentacéao

Foram utilizadas 99 ratas Wistar com 12 semanas de idade, pesando
entre 200 e 250g. O protocolo foi aprovado pelo Comité de Etica em uso de
animais da Universidade Federal de Sado Paulo- SP (8868250615). Os animais
foram randomizados por meio de sorteio e distribuidos em cinco grupos: Controle
(Ctr, n=12) - animais que passaram pelo mesmo protocolo de exercicio, mas nao
receberam energia; L 2J (n=12) - animais que receberam 2J de energia; L 4J
(n=12) - animais que receberam 4J de energia; L 8J (n=12) - animais que
receberam 8 J de energia, ambos foram irradiados pré-exercicio; L 4J-p6s (n=8)
- animais que receberam 4J de energia pos exercicio. A dosagem foi definida
com base na melhor efetividade de 4J em estudos de pré-condicionamento. Os
animais foram mantidos no biotério sob condi¢ces controladas de umidade do ar
(50% - 60%), luminosidade (12h claro/12h escuro) e temperatura ambiente (22°C
- 25°C). Os animais foram alocados em caixas plasticas, em grupos de no

maximo 4 animais. Todos 0s animais tiveram acesso livre a 4gua e ragao.

3.2 Desenho experimental

O estudo foi estruturado para compor duas fases experimentais:
Fase 1, direcionada para analisar a repercussao da aplicacdo do LBI prévia ao
exercicio resistido;
Fase 2, direcionada para analisar a repercussédo da aplicacdo do LBl apds o
exercicio resistido.

O desenho experimental completo do estudo pode ser visualizado na
Figura 2.

3.3 Coleta de sangue

Os animais foram anestesiados com Isoflurano 5% em dose de
manutencao de 2%. Com auxilio de capilares de vidro procedeu-se com a coleta
de 1,5 ml de sangue da fossa ocular. As coletas de sangue foram realizadas
antes do protocolo de exercicio resistido (basal), imediatamente e 24 horas apés
o exercicio resistido (Figura 2). Apés cada coleta, foi administrado soro fisiologico
0,9% (SF0,9%) - 2mL intraperitoneal para reposi¢cdo da volemia. O sangue foi

centrifugado por 12 minutos a 4000 rpm e as amostras de soro e plasma foram



separadas e armazenadas em freezer -80° C para posterior analise.
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Figura 2. Desenho experimental do estudo, contemplando as intervencdes e coleta de material
bioldgico. A Fase 1 compreende a aplicagcao do LBI prévia ao exercicio. Na Fase 2, os animais
foram irradiados imediatamente apés o exercicio resistido.

3.4 Aplicacéo do LBI
Utilizou-se o equipamento DMC Thera Lase (Séao Carlos, SP, Brasil), no
qual foi programa para utilizacdo com os parametros de irradiacao visualizaveis

na Tabela 1.

Tabela 1. Parametros de irradiacdo com LBI.
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O LBI foi aplicado transcutaneamente em trés pontos distintos do musculo
gastrocnémio (Figura 3). As irradiacdes foram realizadas por contato direto da
ponteira na pele sobre os dois membros inferiores de cada animal, totalizando
seis pontos de irradiacgoes.

Figura 3. Pontos de aplicagdo do LBI no mudsculo gastrocnémio.

3.5 Teste de carga méaxima e exercicio resistido

O protocolo de teste utilizado no presente estudo foi previamente
padronizado por Sanches et al.®!, onde foram encontrados efeitos do
treinamento resistido em parametros antropométricos, metabodlicos e
cardiovasculares. Sendo assim, hipotetizamos que uma Unica sessao desse
modelo de exercicio, com a adaptacédo de sua intensidade, poderia promover
alteracdes musculares propicias para os desfechos analisado em nosso estudo.
O protocolo consiste na utilizacdo de escada adaptada para roedores com 54
degraus verticais (espacamento de 0,5 cm entre os degraus e 80° de inclinacéo).
Os animais passaram por duas fases: fase de adaptacao e fase de determinacao
da carga maxima. Na fase de adaptacédo, os animais realizaram trés subidas em
direcéo a caixa escura (20 x 20 x 20 cm) que foi montada no topo da escada,
partindo de trés pontos diferentes da escada: parte superior, média e inferior.
Procedeu-se com repouso de dois minutos entre cada subida. Os animais
repetiram o procedimento por trés dias consecutivos. Para a determinagéo da
carga maxima, os animais foram pesados e as cargas (pesos de pesca) foram
presas na porgao proximal da cauda por meio de fita autoadesiva. Os animais

iniciaram o teste transportando cargas correspondente a 75% do peso corpéreo.
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Completada a subida e, ap0s o repouso de dois minutos na caixa escura, 0
procedimento foi repetido sendo acrescido 15% do peso corpéreo até que o
animal ndo conseguisse completar a subida até o topo da escada. A carga
atingida na ultima subida completada com sucesso foi definida como a carga
maxima. Os animais realizaram Unica sessdo de exercicio que consistiu em
quatro séries, permitindo a realizacdo de 8 a 12 movimentos na escada. O
repouso entre as seéries foi de dois minutos. A base para este volume e
intensidade de exercicio € pautada em estudo piloto de nosso grupo, em que se
observou aumento significativo da concentracdo sérica da CK e lactato
desidrogenase LDH apds 24 horas de realizacéo da sessao de exercicio (Figura
4). O protocolo de exercicio foi considerado apropriado para induzir micro lesédo
muscular e, assim, analisar a repercusséo do LBI. O tempo despendido para
cada animal atingir o topo da escada foi registrado para calculo da velocidade

média de subida, um indicador de desempenho.

A B
p=0,008 p=0,03

&> 7001 _ @ 4001
= @ 350- |
S 6001 c
D 500- S _ 300
ol . © 4 2501 |
c 4007 2 = 2001
= D
2 300- 2 2 50
g 2004 8 1004
£ =
g 100- g 50
O Basal 24h - Basal 24h

Figura 4. Dados de estudo piloto para caracterizar os efeitos de 4 subidas em escada com carga
méxima sobre os niveis sérios de creatina quinase (Painel A) e lactato desidrogenase (Painel B).
Os dados foram analisados com teste t de Student pareado e sdo expressos como média +
desvio padrdo da média (DP).

3.6 Eutanésia e coleta de materiais biolégicos

Os animais foram eutanasiados com superdosagem de Uretana (4,8 g
kg™t i.p)®?. O musculo gastrocnémio da pata direita foi retirado e cortado
transversalmente, com a porcéo distal conservada em formol tamponado 10% e
a porcao proximal congelada em freezer -80°C. Os animais que receberam
irradiagao prévia ao exercicio resistido, a coleta do musculo foi realizada em dois
momentos: imediatamente e 24 horas apds o0 exercicio resistido. Nos animais

que receberam irradiacdo pos-exercicio a coleta do musculo foi realizada 24
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horas apds a sesséo de exercicio.

3.7 Dosagens séricas de lactato

O lactato foi analisado por ensaio colorimétrico com quite LACTATO
(REF.: 10.018.00; Biotécnica, MG, Brasil). Para tanto, empregou-se 10 pL de
plasma em 1 mL de reagente para homogeneizacdo e pré-aquecimento em
banho maria a 37°C por 5 minutos. Logo apds, 200 uyL do homogenato foram
pipetados em duplicada em placa de 96 pocos para leitura da reacdo em 546 nm

em espectrofotometro Spectra MaxM5 (Molecular Devices, CA, EUA).

3.8 Dosagens séricas de CK

Para a determinacao da atividade enzimatica da creatino quinase utilizou-
se quite CKNAC (REF.: 11.002.00; Biotécnica, MG, Brasil) e amostra de soro. O
reagente de trabalho foi preparado conforme instrucbes do fabricante e pré-
aguecido em banho maria a 37° C durante 3 minutos. Seguiu-se com adicéo de
12 uL de soro em 300 uL de reagente de trabalho e adigcdo de 200 pL do
homogenato em duplicata em placa de 96 pocos. Apds 2 minutos, realizou-se
quatro leituras a 340 nm em intervalos de 1 minuto em espectrofotdbmetro Spectra
MaxM5 (Molecular Devices, CA, EUA).

3.9 Dosagens séricas de LDH

A atividade enzimatica da LDH foi analisada com quite
DESIDROGENASE LACTICA (REF.: 11.004.00; Biotécnica, MG, Brasil). A
solucéo de trabalho foi pré-aquecida em banho maria a 37°C por 3 minutos. Em
seguida, 0,6 yL de soro foi adicionado a 300 pL da solugdo de trabalho. Desta
solucgao final, 200 uL foram pipetados em duplicata em placa de 96 pogos. Apds
60 segundos, realizou-se quatro leituras a 340 nm em intervalos de 1 minuto em

espectrofotometro Spectra MaxM5 (Molecular Devices, CA, EUA).

3.10 Extracédo de RNA total do musculo gastrocnémio

Os animais foram eutanasiados com superdosagem de Uretana (4,8 g
kg~ti.p.)®2. O musculo gastrocnémio da pata direita foi retirado e imediatamente
apos, as estruturas foram colocadas em tubos plasticos 2,0 ml e congelado em

gelo seco. As amostras foram mantidas congelada em freezer -80°C até a
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realizacdo das andlises. Os tecidos congelados (~100 mg) foram
homogeneizados em 1 ml de TRIzol Reagent (Gibco BRL, Gaithersburg, MD)
com o auxilio de um homogeneizador de tecidos (D-130 — Package 1, Wiggen
Hauser, Alemanha). O isolamento do RNA total foi realizado de acordo com as
orientacdes do fabricante. Apds a homogeneizacao, 200 ul de cloroférmio foram
adicionados ao homogenato, e a mistura foi agitada vigorosamente por 15 s. Em
seguida, a mistura foi mantida em temperatura ambiente por 5 min. As amostras
foram centrifugadas por 15 min, 12000 x g a 4°C. A fase aquosa resultante de
cada amostra foi transferida para um tubo plasticos de 1,5 ml estéril, e foram
adicionados 500 pl de isopropanol para a precipitacdo do RNA. As amostras
foram mantidas em temperatura ambiente por 10 min, e novamente
centrifugadas (12000 x g/4°C/10 min). Os sobrenadantes foram desprezados, e
os “pellets” de RNA lavados com etanol 75% (preparado com agua tratada com
dietilpirocarbonato, DEPC, 0,01%). As amostras foram novamente centrifugadas
(12000 x g/4°C/5 min), e os sobrenadantes descartados. Os “pellets” secaram
ao ar livre, sendo entédo ressuspendidos com 30 ul de agua DEPC. Os RNAs
foram quantificados em espectrofotémetro (Eppendorf) com leitura em filtro de
260 nm. A integridade dos RNAs foi avaliada em eletroforese em gel de agarose
1%, corado com brometo de etideo. As amostras que apresentarem integridade
das subunidades 18S e 28S do RNA ribossomal foram consideradas integras e

utilizadas nos experimentos de quantificacdo de expressao génica.

3.11. RT-PCR quantitativo em tempo real (Real-Time RT-PCR)
3.11.1 Tratamento do RNA total

Para a quantificagdo da expresséo génica foram utilizados os RNAs totais
extraidos do musculo gastrocnémio direito dos grupos experimentais. Para a
eliminacdo da contaminacéo de DNA gendmico das amostras, 1 ug de RNA total
foi incubado com 1 unidade de DNAse I/RNase Free (Invitrogen), 0,5 unidade de
RNase OUT (Invitrogen), 0,5 ul de MgCI2 (50 mM) e agua DEPC, em uma reagao
de 13,5 pl. As amostras foram incubadas a 37°C por 15 min, e a 95°C por 5 min,
para inativacdo da DNasel.

3.11.2 Transcrigao reversa (RT).
Logo apos o tratamento com DNase, foram realizadas as reagdes de
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transcricdo reversa (RT), para a sintese do cDNA. Ao RNA tratado foram
adicionados 2 pl de tampéao de incubacédo (KCI 50 mM, Tris-HCI pH 8,4, 20 mM
e MgCl2 2,5 mM), 1 unidade de transcriptase reversa MULV-RT (Invitrogen), 0,5
unidade de RNase-OUT (Invitrogen), 1 pl de oligonucleotideos (DNTPs, 10 mM),
50 ng de RH e 1 pl de DTT (10 mM), em uma reacdo de 200 pl. As amostras
foram 97 entdo submetidas as seguintes incubacgdes: 20°C por 10 min, 42°C por
45 min, 95°C por 5 min. Apés a reacao, as amostras de cDNA foram mantidas a
-20°C. Para garantir a efetividade do tratamento com a DNase, foram realizadas
reacoes de RT sem a transcriptase reversa, como controle negativo, de RNAs
tratados como acima descrito. Todas as amostras foram submetidas a este

controle.

3.11.3 Reacéao de Polimerizacdo em Cadeia (PCR) em tempo real (Real-Time
PCR)

A reagdo de polimerase em cadeia em tempo real (Real-Time PCR)
combina a amplificacdo da PCR com deteccao fluorescente automatizada,
realizada com auxilio do aparelho de deteccdo de sequéncia Mastercycler ep
realplex (Eppendorf). O sistema de detecgao utilizado para a quantificacdo da
expressdo de RNAm de citocinas inflamatéria foi o SYBR Green. Neste sistema,
a molécula de SYBR Green interage com a fita dupla de DNA amplificada pela
PCR, e emite uma fluorescéncia quando excitada por lampada de tungsténio-
halogénio, e esta fluorescéncia é captada pelo aparelho de deteccdo. Este
processo de excitacdo captacao de fluorescéncia é realizado em cada ciclo de
amplificacdo da PCR, fornecendo uma quantificacdo em tempo real das
sequéncias dos genes-alvo. A reacdo de PCR em tempo real foi realizada da
seguinte maneira: a 1,0 ul de cDNA, foram adicionados 0,5 pl de éligo iniciador
sense (10 uM), 0,5 ul de dligo iniciador anti-sense (10uM), 7,5 ul de Master Mix
2X (Applied Biosystems) e agua suficiente para 15 pl de reagdo. As amostras
foram entdo incubadas a 95°C por 10 min, e passardo por 40 ciclos de
incubagdes a 95°C por 15 s, e a 60°C por 1 min. Os oligonucleotideos utilizados
para as reacdes de PCR foram:

e Fator de necrose tumoral (TNFa): senso 5'-
AAATGGGCTCCCTCTATCAGTTC-3/, antisenso: 5-
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TCTGCTTGGTGGTTTGCTACGAC-3'- (numero de acesso no GenBank:
X66539);

e Interleucina 1 beta (IL-1B): senso 5 -CAGGAAGGCAGTGTCACTCA-3',
antisenso 5- GGGATTTTGTCGTTGCTTGT-3- (numero de acesso no
GenBank: M98820.1);

e Interleucina-6 (IL-6): senso 5- TCCTACCCCAACTTCCAATGCTC-3',
antisenso 5 -TTGGATGGTCTTGGTCCTTAGCC-3'-( numero de controle no
GenBank: E02522).

e Interleucina 10 (IL-10): senso 5-TTGAACCACCCGGCATCTAC-3’, antisenso
5-CCAAGGAGTTGCTCCCGTTA-3* - (numero de acesso GenBank
NM_012854.2);

e Citocina guimiotatica de neutrofilos (CINC-1): senso 5-
ACACTCCAACAGAGCACCAT-3, antisenso: 5-
CTGACAGCGCAGCTCATTG-3 - (numero de acesso no GenBanK
NM_030845.1);

e Proteina  quimiotdtica de macr6fagos (MCP-1): senso  5-
GCCTGTTGTTCACAGTTGCT-3, antisenso: 5-
ATGAGTAGCAGCAGGTGAGTG-3 - (numero de acesso no GenBanK
NM_031530.1);

e Beta-actina: senso 5- TTGCTGACAGGATGCAGAAG-3’, antisenso 5'-
ACATCTGCTGGAAGGTGGAC-3' - (numero de acesso GenBank
NM_031144.3).

A deteccéo de fluorescéncia se da automaticamente pelos filtros do aparelho, e

é imediatamente transferida para o software de analise. Os experimentos foram

realizados em duplicata. Como controles de especificidade de reacao utilizamos

dois parametros: presenca de apenas um pico de fluorescéncia no protocolo de
dissociacdo e auséncia de qualquer tipo de amplificacdo nas reagbes com 0s

controles negativos de transcrigcéo reversa.

3.11.4 Quantificacdo de expressao do RNAm
A quantificagdo de RNAm de citocinas inflamatéria foram analisadas como um
valor relativo a referéncia interna, o RNAm da beta-actina. Os valores

guantitativos de expressdo do RNAm foram obtidos de um limiar arbitrario de
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fluorescéncia, analisado na fase exponencial da curva de amplificacéo, sendo o
ciclo limiar (Ct) calculado. Foram calculados os Cts de cada amostra, em cada
reacdo, para os seis genes. Foi entdo calculado o Ct médio de cada amostra, e
o célculo de expressédo relativa foi realizado por meio da subtracdo deste Ct
meédio de cada gene dos receptores de citocinas inflamatoria do Ct médio do
gene Beta actina, obtendo-se o ACt para cada receptor. Como nédo € usual a
utilizacdo da expresséo relativa de um determinado gene em valores de ACt,
devido as suas caracteristicas logaritmicas, foi utilizado o parametro 2-AACt para
analise de expressao relativa do RNAm dos receptores de citocinas inflamatéria

tecidual.

3.12 Anélise histomorfométrica

As amostras do musculo gastrocnémio foram mantidas previamente em
formol tamponado a 10% por 72 horas. Procede-se com desidratagao tecidual
em solucdes crescente de alcool etilico (70%, 80% e 90%) por 90 minutos cada,
trés passagens em alcool absoluto e Xilol, respectivamente. Apos impregnacao
do tecido em parafina, os musculos foram clivados e incluidos transversalmente
no bloco para obtencdo de dois cortes de 5 um de espessura em micrétomo
(Leica RM2125, Nussloch, Alemanha). Os cortes foram postados em laminas
sinalizadas de microscépio e mantidos repousando a 37°C por 12 horas. Para
recuperacao antigénica das laminas foi utilizado solugéo de citrato pH 6,0 em
panela de pressédo (DAKO) durante 5 minutos a 125° C. Foi realizado o blogqueio
da enzima peroxidase enddgena com peroxido de hidrogénio (H202) a 3%, trés
vezes durante cinco minutos, em seguida lavado trés vezes com &gua
deionizada e uma vez com tampao fosfato salino (PBS). Logo apds foi realizado
blogueio de proteinas inespecificas com Protein Block (DAKO) por um periodo
de 15 minutos e aplicado anticorpo primario mouse anti-rat CD68 — ab31630) na
concentracdo 1:50 (Abcam, Tokyo, Japao). As laminas foram incubadas em
camara umida, overnight por periodo de 18 horas a 4° C. Apos esse periodo, as
laminas foram lavadas trés vezes em PBS e ministrado o polimero universal,
anti-mouse e anti-rabbit na concentracdo 1:1 (Histofine, Tokyo, Japao) por
periodo de 30 minutos em temperatura ambiente. Em seguida foram lavadas trés
vezes em PBS e reveladas em Diaminobenzidina (DAB) durante cinco minutos.

As laminas foram contracoradas em Hematoxilina de Harris por um minuto. Logo
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apos, foram lavadas em agua corrente, os cortes foram desidratados em
solucdes de alcool etilico crescente (70% 80%, 95% e 100%), trés passagens de
xilol e montadas com Ervmount (meio de montagem permanente - Erviegas).

Para avaliacdo e quantificacdo da presenca de macréfagos no tecido, areas de
coloragéo positiva de cada amostra foram visualizadas e as imagens capturadas
em microscopio com objetiva em 40 vezes (Leica DM/LS, Leica Microsystems
Ltda., Germany) ligado a sistema de digitalizacdo de imagem (Leica Imaging
Solutions). As imagens digitalizadas dos tecidos foram analisadas com software
especicfico (Leica QWin Plus V.3.2.0., Leica Microsystems Imaging Solutions
Ltda., Cambridge, UK). Foram selecionados faixas na qual se obtinham os

mesmos tons de cor (marrom) para uniformizacéo das analises das amostras.

3.13 Analise estatistica

Todos os dados sdo apresentados como média £+ EPM. O teste de
Shapiro-Wilk foi aplicado para verificagdo da distribuicdo Gaussiana dos dados.
A comparacdo dos resultados entre os diferentes grupos foi realizada com
ANOVA uma e duas vias e pés-teste de Kruskal-Wallis. Seguido de teste de post
hoc (Bonferroni para dados paramétricos ou Dunn para dados néo
paramétricos). Valores de p<0,05 foram considerados significativos. Todas as
analises foram realizadas com o programa estatistico Graph Pad Prism 5.0 (San
Diego, CA, EUA).
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ABSTRACT

We studied whether the low-level laser therapy (LLLT) application prior or post to a
resistance exercise bout could attenuate muscle injury and inflammation. Moreover, we
determine a gold standard energy dose. For this purpose, female Wistar rats (n=96) were
assigned into non-LLLT treated or LLLT treated groups. The phototherapy and/or
placebo were performed prior (2J, 4J and 8J dose, respectively) or post (4J) resistance
bout using DMC Laser Photon 111 of 808 nm. The resistance exercise consisted of four
maximum load climbs with a 2-min time interval between each climb. The prior LLLT
application did not induce improvement in climbs performance, but 4J dose resulted in a
lower blood lactate concentration when compared to other groups. The 4J dose decreased
creatine kinase and lactic dehydrogenase levels post-exercise independent of the
prior/post-application. Moreover, prior/post-4J application to resistance exercise was
superior to attenuate tumor necrosis factor alpha (TNF-a), interleukin 6 (IL-6), interleukin
1 beta (IL-1B) as well as cytokine-induced neutrophil chemoattractant-1 (CINC-1) and
monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1) in the skeletal muscle. Instantly and
twenty-four hours post-exercise, compared to none-LLLT treated rats, 4J irradiated rats
exhibited a decreased macrophage muscle infiltration. In conclusion, LLLT application
prior or post resistance exercise can lead to improving muscle damage and inflammation.
Moreover, injury and inflammatory environment in the muscle seemed to be optimized

when a gold standard 4J dose is applied.

Keywords: muscle recovery, phototherapy, strength training.



INTRODUCTION

Exercise represents the physical stress that transiently disrupts homeostasis, and the
skeletal muscle is most directly affected. Studies have shown that exercise bout may
induce tissue damage associated with a high inflammatory response (Tidball, 2005; Smith
et al., 2008; Lima et al., 2013). In this regard, there is a robust body of evidence showing
that prior or post-exercise low-level laser therapy (LLLT) may delay skeletal muscle
fatigue and improve biochemical markers related to injury and recovery in animals (Silva
et al., 2015) and humans (Leal Junior et al., 2008; Leal Junior, Lopes-Martins, Rossi, et
al., 2009; Leal Junior et al., 2010). The reasons for these beneficial effects remain
uncertain, but studies suggest that LLLT can attenuate boost of reactive oxygen species
(Guaraldo et al., 2016) and pro-inflammatory factors, including tumor necrosis factor
(TNF)-a and interleukin (IL-1pB), as well as increasing anti-inflammatory cytokines, such
as interleukin 10 (IL-10) (Laraia et al., 2012; Manchini et al., 2014).

Although the above findings are encouraging to consider LLLT as an approach to relieve
fatigue and accelerate post-exercise muscle recovery, some limitations show to be
punctuated: many of the studies in humans have targeted laser irradiation on specific
muscles, in which it can limit the perspective to sports modalities with multi-articular
demands; maximum load tests may be limited by a poor familiarization (Bocalini et al.,
2013); periodization or experience training are factors that can bias the data mainly in
athletes.

Biases in human studies show to be relieved under experimental conditions, in which the
load, as well as volume of training and sample homogeneity, are easily controlled. In this
regard, LLLT also has been shown to attenuate fatigue, injury, and muscle inflammation
induced by exercise (Sussai et al., 2010; Patrocinio et al., 2013; Amadio et al., 2015).
However, most of the studies have only investigated LLLT repercussion in animals
submitted to an aerobic exercise bout with irradiations carried out prior or post-exercise
(Amadio et al., 2015; Assis et al., 2016; Guaraldo et al., 2016). Thus, the role of LLLT
in resistance exercise has not been reported. Moreover, considering that “therapeutic
window” have pivotal implication for the LLLT effectiveness, energy dose is a parameter
key to obtain positive results, while inadequate parameters will, at best, give zero results.
In the present study, we hypothesized that the LLLT application prior or post to a
resistance exercise session could attenuate skeletal muscle injury and inflammation and

investigated whether the effects are dose dependents.



METHODS

Ethics statement and experimental design

All experimental procedures were performed in accordance by the standards of the
Brazilian College of Animal Experimentation (COBEA). The study protocol was
approved by the Institutional Research Ethics Committee from the Federal University of
Sdo Paulo, S&o Paulo — SP, Brazil (process: 8868250615). Ninety-six female Wistar rats,
weighing 200-250 g and aged 12 weeks, were assigned to one of the following groups:
Rats that were only submitted to resistance exercise bout (Ctr group). These animals were
manipulated in the same way as those in the LLLT groups but with the equipment turned
off; rats that were submitted to 2J, 4J and 8J of LLLT prior a resistance exercise bout,
respectively. A second experimental set was carried out to evaluate the role of post-
exercise LLLT application. Thus, we have used 4J because this energy level has provided
better results on the analysis of the phototherapy prior to exercise. Figure 1 illustrates the
experimental timeline for each set (prior/post LLLT application). Basal blood samples
were collected from the animals prior to initiating animal experimentation. Following 24
h, the animals were gradually adapted to the act of climbing for three consecutive days;
then a maximum load test was carried out. Following 24 h, the animals were submitted
to a resistance exercise bout with or without LLLT application (detailed in Figure 1). At
the end of the experiment, the animals were anesthetized for blood collection and were

euthanized for the removal of the gastrocnemius muscle.
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[ )

Fig. 1. Schematic timeline of the study design. LLLT, low-level laser therapy.

Familiarization and resistance training bout

The familiarization and dynamic resistance exercise were modified of Sanches (2014). A
ladder adapted for rats containing 54 vertical steps and a cage at the top, which it was
covered with a cloth to promote a dark environment for the animal resting between the



climbs. A maximum load test was performed to determine target exercise load. Initial
load test was 75% of the body weight, which it was attached to the base rat tail. The load
was progressively increased by 15% of the body weight in subsequent climbs until the
animal failed to complete the climb to the top of the ladder. A 2-min rest was given for
each attempt, and the load of the last complete climb was established as a maximum load.
The resistance exercise bout was then performed after 48 h rest by using individual
maximum load for each rat. The rats performed four climbs with a 2-min time interval
between climbs. An example for resistance exercise can be visualized from the open link
https://goo.gl/Vtyzpd.

LLLT protocol

We used a DMC Thera Lase (Sdo Carlos, SP, Brazil), and the data regarding the

parameters used are summarized in Table 1. The laser was applied prior or post resistance

exercise as assigned in the experimental follow-up (Figure 1).

Table 1. Laser irradiation parameters.
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Ctr ---- --- --- --- --- --- 40
2J 830 0.028 100 3,57 144 2 20
4] 830 0.028 100 3,57 144 4 40
8J 830 0.028 100 3,57 144 8 80
4J-PEA 830 0.028 100 3,97 144 4 40

PEA, post-exercise application.

The irradiations were applied to three points of the forelegs in the posterior region
of the gastrocnemius muscle (Figure 2) according to a modified protocol (Amadio
et al., 2015).


https://goo.gl/Vtyzpd

Fig. 2. Low-level laser therapy application in the three points of the gastrocnemius.

Blood and muscle collection

Blood samples (1.5 mL) were collected from orbital venous plexus after the animals were
given one drop of anesthetic eye drops (5% Isoflurane, SP, Brazil), and blood was
centrifuged at 4000 rpm for 12 min (4°C), with the serum stored at —80°C. At the end of
the experiment, the animals were euthanized with a urethane overdose (4.8 g kg i.p.),
and the gastrocnemius muscles of the right hind paw were quickly removed. The muscle
was divided into two parts, with one piece intended for immunohistochemistry analysis,
and the other piece frozen in liquid nitrogen and stored at —80°C.

Lactate, creatine kinase (CK) and lactic dehydrogenase (LDH) levels

Quantification of the total blood lactate, as well as CK and LDH levels, were performed
using Labtest kits (Biotécnica, MG, Brazil). The working reagents were used according
to the amount of serum obtained during blood collection. We used a 96-pore plate, and
lactate assay was carried out with 10 pL. serum into 1 mL of buffer reagent. A total of 12
pL serum was added into 300 pL buffer reagent to CK analysis. LDH assay was carried
out with 6 uL serum into 300 puL buffer reagent. Analyses were performed on a Spectra
MaxM5 spectrophotometer (Molecular Devices, CA, USA).

Gene expression

One microgram of total RNA was extracted, purified and used for cDNA synthesis and
Real-Time PCR gene expression analysis as detailed elsewhere (Manchini et al., 2014)
One microliter of reverse transcription reaction was obtained as previously described
(Silva et al., 2014) and used for real-Time PCR at Applied Biosystems 7500 Fast PCR
(ABI Prism, Applied Biosystems, CA, USA) using the SYBRGreen. Experiments were
performed in triplicates for each target gene: TNF-o (primers forward 5°-
AAATGGGCTCCCTCTATCAGTTC-3'reverse5 -TCTGCTTGGTGGTTTGCTACGA



C-3' (GenBank:X66539); interleukin 6  (IL-6: primers forward 5'-
TCCTACCCCAACTTCCAATGCTC-3'reverse 5-TTGGATGGTCTTGGTCCTTAGC
C-3" (GenBank:E02522); IL-1p (primers forward 5'-CAGGAAGGCAGTGTCACTCA-
3" reverse 5-GGGATTTTGTCGTTGCTTGT-3" (GenBank:M98820.1); cytokine-
induced  neutrophil  chemoattractant-1 ~ (CINC-1:  primers  forward  5°-
ACACTCCAACAGAGCACCAT-3" reverse 5-CTGACAGCGCAGCTCATTG-3
(GenBanK:NM_030845.1); monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1: primers
forward 5’-GCCTGTTGTTCACAGTTGCT-3’ reverse 5’-
ATGAGTAGCAGCAGGTGAGTG-3" - (GenBanK:NM_031530.1); IL-10 (primers
forward 5°-TTGAACCACCCGGCATCTAC-3’ reverse 5’-CCAAGGAGTTGCTCCC
GTTA-3’ (GenBank: NM_012854.2). Target gene abundance was quantified as a relative
value for internal control beta-actin  (B-actin:  forward primer 5’-
TTGCTGACAGGATGCAGAAG-3’ and reverse primer 5’-ACATCTGCTGGAAGG
TGGAC-3’) (GenBank: NM_031144.3). Quantitative values for the target gene and B-
Actin mRNA transcription were obtained from the threshold cycle number, where the
increase in the signal associated with an exponential growth of PCR products begins to
be detected. Melting curves were generated at the end of every run to ensure product
uniformity. The relative target gene expression level was normalized by [-actin
expression as an endogenous RNA control. ACt values of the samples were determined
by subtracting the average Ct value of target gene mRNA from the average Ct value of
the internal control B-actin. The 2—2At parameter was used to express the relative
expression data.

Immunohistochemistry

Gastrocnemius  muscles were embedded in paraffin and prepared for
immunohistochemical assays as recently described by us (Marques et al., 2016). Tissue
slides were incubated with mouse anti-rat CD68 (1:50, Abcam, Tokyo, Japan) for 18 h
and, after washing in PBS (three times, 5 min), sections were incubated with secondary
antibody (1:1; Histofine, Tokyo, Japan) for 30 min. After washing in PBS (3x 5 min
washes), a coloring reaction was carried out with diaminobenzidine (Scytek Laboratories,
Logan, USA) and nuclei were counterstained with hematoxylin. Positive area staining for
each of the tags was observed under a light microscope (Leica DMJ/LS, Leica
Microsystems Ltda.,, Germany), and images were captured and analyzed by a

microcomputer equipped with Leica Qwin plus V.3.2.0 software. From each sample, five



images were recorded of different view fields, including each stained area, using a x40
magnification.

Statistical analysis

Data are expressed as the mean + standard error and were analyzed with GraphPad Prism
5 software (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Data normality was analyzed
with Shapiro-Wilk test. Statistical analysis used One or Two-way ANOVA analysis of
variance or Kruskal-Wallis test, followed by appropriate post hoc tests (Bonferroni for
parametric data or Dunn’s for non-parametric data). Values of p<0.05 were considered

significant

RESULTS

Exercise performance and fatigue maker

The load work during resistance exercise bout was similar between Ctr (225+10 g), 2J
(215£8 g), 4J (20949 g) and 8J (226+9 g) groups. Figure 3 shows the results for exercise
performance and blood lactate concentration. In the comparison between experimental
groups, we have not identified significant differences in the average speed during the four
climbs (Figure 3A). The blood lactate level, a glycolytic muscle metabolism by-product,
is a valuable indicator related to the development of muscle fatigue (Leal Junior, et al.,
2009a). As shown in the Figure 3B, all groups increased their lactate levels from the
baseline to the instantly post-exercise assessments. There was, however, a dose-
dependent effect of LLLT to attenuate lactate increases; thus, 4J significantly attenuated

the lactate increases compared to the other groups.
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Fig. 3. (A) exercise performance on climbs and (B) blood lactate concentration during resistance exercise
in rats submitted to prior low-level laser therapy application. Significant differences between each group
are displayed in each graph.



Skeletal muscle injury makers

Experiments were performed to analyze LLLT repercussion on skeletal muscle injury
when irradiations were applied prior resistance exercise (Figure 4). In this regard, CK and
LDH instantly post-exercise levels were significantly lower only with 4J dose. The CK
level was decreased and no significantly different between the four experimental groups
at 24 h post-exercise. On the other hand, LDH levels were maintained high even after 24
h of rest, although all irradiation parameters resulted in lower LDH values than Ctr rats.
Considering that prior exercise application of 4J was more efficient to reduce muscle
injury, we performed experiments to determine whether similar effects could be noticed
when 4] irradiation was applied instantly post-exercise (Figure 4). Again, we have
reported an increase in CK e LDH level at instantly post-exercise relative to baseline,
which has been significantly evident at 24 h post-exercise for Ctr group. The 4J irradiation

was useful to reduce CK and LDH levels compared with Ctr group.
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Fig. 4. Graphical display of the LLLT application prior (upper panel) and post (bottom panel) -resistance
exercise to modulate the blood levels of creatine kinase (CK) and lactic dehydrogenase (LDH). Analyses
were carried out in samples obtained from ten rats for each group at instantly and 24 h after resistance
exercise. Significant differences between each group are displayed in each figure. *indicates significant
difference (p<0.01) compared to instantly time



Skeletal muscle inflammation makers

To determine the extent of inflammation post-exercise and identify inflammatory
cytokines that were mediated by the LLLT, we performed an unbiased cytokine screen.
Figure 5 shows comparisons of the mean values of TNF-a, IL-6, IL-1p, CINC-1, MCP-1
and IL-10 across sampling time points. There was a dose-dependent effect of laser, and
results that are more evident were reported for prior exercise application of 4J. Thus, IL-
6, IL-1B, CINC-1 and MCP-1 content at instantly post-exercise was significantly lower
in the 4J group compared with Ctr group. In respect to anti-inflammatory IL-10, this
cytokine was up-regulated in the muscle of rats suffering 2J and 8J at instantly post-
exercise. The prior exercise application of 4J was also associate with down-regulation of
TNF-a, IL-6, and MCP-1 compared with Ctr group at 24 h post-exercise. The I1L-10 levels
were only changed downward in the 8J group compared with Ctr group. We have
extended the 4J application at instantly post-exercise, and this is irradiation dose was
associated with lower muscle levels of IL-6, IL-1B, CINC-1, MCP-1 and IL-10 compared
with Ctr group at 24 h post-exercise (Figure 5).
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Fig. 5. Graphical display of the LLLT application prior (upper panel) and post (bottom panel) -resistance
exercise to modulate the gastrocnemius muscle gene expression of tumor necrosis factor alpha (TNF-a),
interleukin 6 (IL-6), interleukin 1 beta (IL-pB), interleukin 10 (IL-10), cytokine-induced neutrophil
chemoattractant-1 (CINC-1) and monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1). Analyses were carried out
in gastrocnemius muscle samples obtained from eight rats for each group sacrificed at instantly and 24 h
after resistance exercise. Significant differences between each group are displayed in each figure. *indicates
significant difference (p<0.05) compared to instantly time.

Skeletal muscle macrophage infiltration

As MCP-1 is an important mediator of macrophage infiltration into the injured skeletal
muscle (Shireman et al., 2007), we analyzed the muscle cross sections for CD68+ using
immunohistochemistry (Figure 6). Given that a 4J dose has decreased tissue expression
of MCP-1, we expected that macrophage infiltration would be reduced with a 4J
application. As expected, positive areas for CD68 were significantly lower instantly and
24 h post-exercise in animals submitted to prior 4J irradiations. Additionally, we noted a

similar course when 4J was applied post-exercise.
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Fig.6. Effect of the LLLT application with 4J energy in the macrophage infiltration. Brown stain indicates
positive immunoreactivity for macrophages. Spleen tissue was used as a negative control (A), in which the
assay was performed with omission of the CD68. On the other hand, positive control were spleen cells
incubated with CD68 (B). Analyses were carried out in gastrocnemius muscle samples obtained from four
rats for each group. Positive immunoreactivity to CD68 was detected in the Ctr group instantly (C) and 24
h (D) after resistance exercise. lllustrations for rats submitted to 4J prior exercise are shown in panels E
(instantly post-exercise) and F (24 h post-exercise), respectively. Panel G is representative of the statistical
comparisons between Ctr and 4J groups at instantly and 24 h after resistance exercise. The bottom panels
illustrate positive immunoreactivity to CD68 in Ctr group (H) and rats submitted to 4J (I) instantly post-
exercise. Date are representative of analyses carried out at 24 h post-exercise. Panel J is representative of
the statistical comparisons between Ctr and 4J groups. Significant differences between each group are
displayed in each figure. Magnification 40 x (scale bar = 20 um).

DISCUSSION

To our knowledge, this is the first study to determine a suitable standard dose of LLLT
to reduce muscle fatigue and inflammation in an experimental model of resistance
exercise. We evaluated three different doses to help establish a ‘‘therapeutic window”’
for prior LLLT application to resistance exercise. These findings were also reported for
the application of LLLT instantly after effort, in which the good standard dose was
considered beneficial for recovery enhancement.

We have irradiated skeletal muscle prior exercise because evidence has shown that the
LLLT have ergogenic effects and protects against tissue injury (Leal-Junior et al., 2015).
In our study, 4J dose showed pivotal role in the improvement of blood lactate instantly
post-resistance exercise, but LLLT has not been associated with improved muscle
performance, as assessed by climbing speed. This date is consistent with other studies
that have not reported a positive effect of pre-exercise light therapy to increase
performance (Leal Junior, et al., 2009a; Dos Reis et al., 2014). In respect to lactate, its
accumulation is a good indicator of increases in H* protons and decreases in blood and
cellular pH. These factors promote metabolic acidosis, and consequently the muscle
fatigue (Robergs et al., 2004). Thus, our lactate data could be very helpful thinking about
sports modalities that lead to a boost of blood lactate such as mountaineering,
bodybuilding, and medium-distance running. Therefore, 4J dose would be the target dose
to be applied in athletes. We have not identified studies that evaluated the role of LLLT
in the lactate production post-resistance exercise in rats. A single study of Patrocinio et
al. (2013) has shown that long-term intervention with LLLT 808 nm did not result in an
alteration in the baseline lactate and instantly after the protocol to determine the maximal
load on resistance training.

When it comes to precursors of muscle injury, changes in CK and LDH levels have been
used as approaches for monitoring of the strenuous exercise (Brancaccio et al., 2006).



Our results also illustrate an increased level of theses enzymes induced by the resistance
exercise, which validates our experimental model as a useful physiological approach for
muscular stress. In respect to the orimary goal, it was found a dose-dependent effect of
LLLT, in which 4J significantly decreased CK and LDH levels compared to Ctr group or
other irradiation parameters instantly post-exercise. For analyses carried out 24 h post-
exercise, no laser doses resulted in CK values significantly different from the Ctr group.
However, LDH level was set down in all LLLT groups. The best results of 4] have led to
the test if its application post-exercise could also decrease muscle injury. In fact, CK and
LDH levels were lower in irradiated rats compared with Ctr groups. It is important to
highlight that analysis performed in this study do not allow us to explore mechanisms of
LLLT action. The CK and LDH reductions could be linked to the ability of LLLT to
inhibit tissue ischemia by reducing the reactive oxygen species and creatine
phosphokinase activity, while antioxidants proteins increase (Leal Junior, et al., 2009a).
Moreover, data are showing that a single irradiation with LLLT can increase the
cytochrome c-oxidase activity (Hayworth et al., 2010). It means that LLLT leads to higher
mitochondrial activity through increasing mitochondrial respiratory chain, which
therefore increases ATP availability into skeletal muscle. Also, we have identified here
that expression of the chemokine CINC-1, which promotes phagocyte infiltration, was
increased by exercise and was reduced again by the 4J irradiation. The CINC-1 expression
is mostly regulated by redox-sensitive transcription factors (Aoi et al., 2007). Therefore,
the decrease of CINC-1 would suggest less muscle oxidization due to the elevation of
antioxidant activity. This finding indicates that 4J can attenuate muscle damage after
resistance exercise by diminishing the redox-sensitive inflammatory cascade by reactive
oxygen species scavenging. We believe that these aspects should be investigated in
further studies in this field.

Data presented here also support the hypothesis of an attenuated inflammatory response
to LLLT following exercise bout (Aver Vanin et al., 2016). The novelty of this study is
the skeletal muscle reduction for several pro-inflammatory cytokines instantly and late
(24 h) post-resistance exercise. Notwithstanding, optimal laser dose (i.e. 4J) has been
clarified and showed to be effective independent whether LLLT was applied prior or post-
exercise bout. Interestingly, it was found that 4J was associated with reduced IL-10 level
in the muscle. It is possible that a minor pro-inflammatory marker release with 4J has

resulted in a reduced extent of inflammation. Hence, at the time point of our analyses, a



higher IL-10 expression would not be required to counteract the increase of the pro-
inflammatory cytokines.

The increases in cytokines also mirrored the changes in macrophage, providing
suggestive evidence for a chemotactic relationship between these cytokines and
inflammatory cell populations post-resistance exercise. In fact, we have found a greater
expression of MCP-1 following resistance exercise, in which it has been widely reported
following muscle damage appears (Warren et al., 2004; Shireman et al., 2007). In our
case, prior or post-exercise 4J irradiation has resulted in a significant attenuation of MCP-
1 in line with reduced macrophage infiltrate. Overall, these findings may be a
consequence of an accelerated muscle recovery post-exercise.

In conclusion, data presented here support the hypothesis that the application of
phototherapy prior or post resistance exercise can lead to improving skeletal muscle
damage and inflammation. Moreover, injury and the inflammatory environment in the

muscle seemed to be optimized when 4J dose is applied.

Perspectives

This study suggests that prior or post-resistance exercise LLLT application attenuated
skeletal muscle damage and inflammation, resulting in improvement of muscle recovery.
Moreover, we attempted to clarify an ideal LLLT dose for best results, in which we found
that 4J showed a greater protective influence. Therefore, it is expected that athletes or
practitioners of resistance exercise may have an attenuation of muscle injury or

accelerated recovery when submitted a single 4J application.
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5. DISCUSSAO

Esta bem estabelecido na literatura que o dano muscular esquelético
induzido pelo exercicio de alta intensidade resulta na liberacdo de proteinas
citoplasmaticas, quimiocinas e citocinas inflamatorias para o meio extracelular.
A aplicacéo de LBI surge como alternativa promissora para abrandar os danos
causados pelo estresse mecanico, melhorar o perfil inflamatério e,
consequentemente, acelerar a recuperacdo muscular esquelética. Tais
situacbes vigoram como determinantes para obtencdo de resultados mais
efetivos e prevencdo de lesdes musculares severas. Embora diversos estudos
investiguem o papel do LBI em reduzir marcadores de lesdo e inflamacao, os
parametros de irradiacdo tal como a quantidade total de energia, tempo de
irradiacdo, ainda ndo estdo definitivamente estabelecidos. Outro ponto que
desperta interesse na literatura consiste em determinar qual 0 momento mais
apropriado de aplicacdo do LBI, antes ou ap0s o exercicio.

A proposta deste estudo é alicercada nas observacdes postuladas acima,
em que avaliamos o efeito do LBI aplicado antes e ap0s uma sesséao de exercicio
resistido de carga maxima em marcadores bioquimicos de lesdo e inflamacgéao
muscular em ratas saudaveis. Na aplicacdo prévia ao exercicio resistido,
avaliamos trés diferentes parametros de irradiacao afim de estabelecer um dose
padrao-ouro. Destes experimentos foi possivel determinar qual a dosagem de
LBI resultou em melhores beneficios e, que foi utilizada para aplicacdo
imediatamente apds exercicio resistido.

O objetivo de irradiar o musculo esquelético antes do exercicio derivou de
diversos estudos que evidenciaram que o LBI possui efeitos ergogénicos
importantes, atuando na protecdo das lesdes teciduais.’® Em nosso estudo, a
dose de 4J exibiu os resultados mais significativos na melhora do nivel sérico de
lactato dosado imediatamente apds o exercicio resistido. Todavia, o emprego do
LBI, independente da dose utilizada (2, 4 ou 8 J) ndo resultou em melhora do
desempenho fisico, como representado pela velocidade da escalada em quatro
subidas. Estes dados corroboram informacgOes de estudos anteriores, em que
nao houve documentacdo de efeito positivo da laserterapia pré-exercicio no
desempenho®33. Nesses estudos, 0s autores observaram que o LBI aplicado
previamente ao esfor¢o néo foi habil a induzir aumento da forgca muscular e da

quantidade de repeticbes maximas em humanos. No que diz respeito ao lactato,
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0 acumulo desse metabalito constitui um indicador bom de aumento nos ions de
hidrogénio (H*) e diminuicdo no pH sanguineo, o que resulta em acidose
metabdlica e, consequentemente, desenvolvimento de fadiga muscular.®*

Noés ndo identificamos estudos prévios que avaliaram a repercusséao do LBI
no teor de lactato sanguineo em ratos submetidos a exercicio resistido. Um Gnico
estudo de Patrocinio et al.%, no qual os autores avaliaram os niveis de lactato no

inicio e final do protocolo de cinco semanas de treinamento, mostrou que a
intervencao de longo prazo com LBI 808 nm nao resultou em alteracdo no lactato
basal e imediatamente apds o protocolo para determinar a carga maxima no
treinamento de resistido. Assim, nossos dados de lactato em ratas podem ser

translacionados para humanos enveredados em modalidades esportivas que
induzem aumento substancial do lactato sanguineo, como montanhismo,
“‘musculagao” e corrida de média distancia. Neste cenario, a aplicacao de 4J
poderia ser considerada como dose alvo para ser aplicada em atletas antes do
exercicio ou competicdo para que, no minimo, postergue a acidose metabdlica.

Considerando marcadores de lesdo muscular, 0 monitoramento do nivel
sérico de CK e LDH é corriqueiro para determinar a repercussdo muscular de
exercicios extenuantes.3® De Marchi et. al.?® constataram reducéo significativa
na atividade da CK e LDH com aplicacdo de LBI antes de teste de corrida de
carga progressiva em homens destreinados. Baroni et al.?>também mostraram
que o LBI foi eficaz em reduzir os niveis de CK e LDH ap0s teste de contracéo

excéntricas do joelho em humanos. Leal Junior et al.3® observou resultados

positivos do LBI aplicado previamente a contracfes musculares induzidas por
eletroestimulacdo. Os autores observaram que diferentes doses de irradiacéo
(0.1 J, 0.3 J, 1 J) reduziram os niveis séricos da CK em ratos. Esses achados
corroboram com nossos resultados que também ilustram aumento no nivel
dessas enzimas com o exercicio resistido, validando nosso modelo experimental
como uma abordagem fisiologica util para induzir estresse muscular. Em relacdo
ao objetivo principal, verificou-se efeito dependente da dose de LBI, em que 4J
de energia resultou em abrandamento significativo dos niveis séricos de CK e
LDH imediatamente apG0s o exercicio. Para as analises realizadas 24 horas ap0s
0 exercicio, todas as doses de laser testadas néo resultaram em valores de CK
significativamente diferentes do grupo Ctr. Contudo, o nivel de LDH foi menor

em todos os grupos LBI em relag&o ao controle. Os resultados favoraveis para a
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dose de 4J conduziu a caracterizar se sua aplicacdo apos o exercicio também
poderia resultar em abrandamento dos niveis de marcadores de lesdo muscular.
De fato, os niveis de CK e LDH foram significativamente menores nas ratas
irradiadas em comparag&o com o grupo controle. E importante destacar que a
analise realizada neste estudo ndo nos permite identificar os mecanismos de
acao do LBI responsaveis por atenuar a lesdo muscular induzida pelo exercicio
resistido. As reducdes de CK e LDH podem estar ligadas ao potencial do LBl em
inibir a isquemia tecidual, em reduzir o “burst” de espécies reativas de oxigénio
(ROS) e atividade da creatino fosfoquinase e, em aumentar a concentracao de
proteinas antioxidantes.33 Além disso, existem dados que ilustram que uma Unica
irradiacdo com LBI é capaz de aumentar a atividade da citocromo c-oxidase,
indicando que o LBI promove maior atividade mitocondrial, levando ao aumento
de ATP.3” Deve-se mencionar nossas andlises de expressdo da quimiocina
CINC-1, que modula a infiltracdo de fagocitos nos tecidos. Nés observamos que
a dose de 4J promoveu niveis menores de CINC-1 em comparagcdo ao grupo
controle. A expressdo de CINC-1 é regulada principalmente por fatores de
transcricdo sensiveis redox.3® Assim, o teor menor de CINC-1 ligado ao LBI
sugere menor estresse oxidativo muscular. Este achado indica que 4J pode
atenuar os danos musculares apds o exercicio resistido, diminuindo a cascata
inflamatoria redox-sensivel.

Nossos dados também sdo singulares a achados prévios da acdo anti-
inflamatéria do LBI. Aver vanin et al.3® encontraram menor concentracédo sérica
da IL-6 ap6s exercicio extenuante em atletas de alto nivel. Em estudo prévio de
nosso grupo, nés observamos reducdo na concentracdo das citocinas IL-6 e
TNF-a em ratos idosos submetidos a exercicio de natacdo por 6 semanas
concomitante com aplicacéo de LBI.*®

E conhecido que a acdo de células inflamatdrias no tecido muscular pode
perdurar por varios dias apos exercicio de alta intensidade como resultado da
producédo de ROS e enzimas citotoxicas.'®>4% Esse cenario pode contribuir para
a maior liberacdo de citocinas e quimiocinas pro-inflamatéria no local da leséo.
A grande maioria dos estudos que investigaram o efeito do LBI sobre marcadores
inflamatorios apos exercicio resistido analisaram de duas a quatro citocinas em

intervencgdes a longo prazo.1’:8
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N&s ndo encontramos, até o presente momento, nenhum estudo mostrando
o efeito local LBI sobre uma gama de citocinas em diferentes tempos apos
exercicio resistido em ratos. Essa informacdo consolida certo ineditismo para
nosso estudo. Em nossos casos, houve menor teor muscular de diversas
citocinas pré-inflamatérias imediatamente e tardiamente (24 horas) pos-exercicio
resistido. Destaque-se a utilizacdo de irradiacbes com 4J de energia, que
mostrou abrandar a elevacgéo de citocinas pré-inflamatorias independentemente
se a LBl for aplicada antes ou depois da sessdo de exercicio. Curiosamente, n0s
verificamos que a aplicacao de 4J antes ou apés o exercicio foi associada com
niveis reduzidos de IL-10 no tecido muscular. A interpretacdo destes achados
ndo simples, mas € possivel que a menor expressdo de citocinas pro-
inflamatérias com 4J tenha resultado em extensao menor da inflamacéo, o que
requereria menor producdo da IL-10 para contrapor os efeitos inflamatorios.
Além disso, no momento de nossas analises, as alteracfes na expressao da IL-
10 poderiam ser independentes de aumento ou reducdo das citocinas pro-
inflamatorias.

Os aumentos das citocinas inflamatérias também foram associados com
mudancas na infiltracdo muscular de macréfagos, o que sugere uma relagédo
guimiotaxica positiva entre citocinas e populacdes de células inflamatorias pos-
exercicio resistido. Assim, verificou-se maior expressdo de MCP-1 ap6s o
exercicio resistido, uma circunstancia que € amplamente descrita ap6s dano
muscular.**2 Em nosso estudo, a irradiacdo com 4J antes ou apds a sessdo de
exercicio resistido resultou em atenuacéo significativa da MCP-1 e consequente
reducdo na expressdo muscular de macréfagos. E importante mencionar que
nao podemos excluir a hipétese da menor expressdo de macréfagos no masculo
seja resultar da aceleracao da regeneracao celular e ndo diretamente derivar da

modulacdo quimiotéxica do LBI.
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6. CONCLUSAO

Os dados deste estudo indicam que a aplicacdo do LBI antes ou apos
exercicio resistido atenua a lesédo e inflamacao muscular esquelética, resultando
em melhoria da recuperacdo muscular esquelética. Além disso, o parametro de
irradiacao para obter os melhores resultados também foi elucidado, destacando
a irradiagdo com 4J como dose de maior influéncia protetora contra danos e

inflamacéo.
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8. ANEXOS

8.1. Termo de ciéncia do Comité de ética para uso de animais (Uninove).

UNINOVE
( X X N X J
Universidade Nove de Juo

Comité de Etica pa o Uso de Animais

Sdo Paulo, 14 de Dezembro de 2016.

Assunto: Parecer sobre a ciéncia de projeto

“"REPERCUSSAO DO PRE-
CONDICIONAMENTO MUSCULAR
ESQUELETICO COM LASER DE BAIXA
INTENSIDADE NO DESEMPENHO FiSICO E
MARCADORES BIOQUIMICOS DE
RECUPERAGCAO EM RATOS SUBMETIDOS A
TESTE ANAEROBIO DE CARGA MAXIMA”

Requerente: Prof. Dr. Andrey Jorge Serra

Modalidade de solicitagdo: Requerimento de ciéncia ao projeto aprovado por outra CEUA
Documentagdo Recebida:

e Projeto de pesquisa
e (Carta de requerimento ao CEUA UNINOVE
o (Carta de aprovagao da CEUA UNIFESP

Parecer:

O Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade Nove de Julho (CEUA UNINOVE),
em 14/12/16 TOMOU CIENCIA do Protocolo de Pesquisa UNIFESP n2 8868250615
intitulado: " "REPERCUSSAO DO PRE-CONDICIONAMENTO MUSCULAR ESQUELETICO
COM LASER DE BAIXA INTENSIDADE NO DESEMPENHO FiSICO E MARCADORES
BIOQUIMICOS DE RECUPERAGCAO EM RATOS SUBMETIDOS A TESTE ANAEROBIO DE
CARGA MAXIMA", apresentado pelo Professor Andrey Jorge Serra da Universidade Nove
de Julho, que conta com prévia aprovagio do Comité de Etica no Uso de Animais da

Universidade Federal de Sdo Paulo / Hospital Sdo Paulo.

Prof. Dra. KJtia De Angelis
Coordenadora do Comité de Etica no Uso de Animais
Universidade Nove de Julho

ldel



8.2. Parecer Consubstanciado da Comissao de Etica no uso de animais da
UNIFESP/HSP.

UNIFESI

s ComrtE DE Etica em Pesquisa s‘P

, 17 de setembro de 2016
CEUA N 8868250615

mo(a). Sr(a).

esquisador(a): Helenita Antonia De Oliveira
iepto/Disc: Cardiologia/medicina

ndrey Jorge Serra (orientador)

itulo do projeto: "REPERCUSSAO DO E’RE-CONDIC!ONAMENTO MUSCULAR ESQUELETICO COM LASER DE BAIXA
JTENSIDADE NO DESEMPENHO FISICO E MARCADORES BIOQUIMICOS DE RECUPERACAO EM RATOS
UBMETIDOS A TESTE ANAEROBIO DE CARGA MAXIMA ".

Parecer Consubstanciado da Comissao de Etica no Uso de Animais UNIFESP/HSP

) aumento da performance € uma constante na literatura relacionada ao exercicio fisico, e diversas ferramentas sdo
tualmente empregadas na tentativa de reduzir a fadiga muscular e os danos teciduais ocasionados por atividades
spetidas ou de alta intensidade. Dentre estas, destaca-se o uso da laserterapia. O uso do laser de baixa intensidade (LBI)
uma modalidade terapéutica largamente utilizada no processo de reparo tecidual de regides lesadas, ao passo que
stimula melhores respostas ao processo inflamatério, consequentemente reduzindo a dor. A despeito do fato de estudos
onduzidos em humanos mostrarem os efeitos do laser no desempenho muscular e na producdo de marcadores
joquimicos de fadiga, pouco se sabe sobre a acdo desta terapia em modelos experimentais, especialmente quando
ralizada previamente ao exercicio anaerdbico. Soma-se a isso o fato de ndo haver padronizacdo dos parametros 6timos
e laser nestas condicdes. Sendo assim, o objetivo deste estudo sera analisar os efeitos da aplicagdo prévia de LBl no
esempenho muscular e na produ¢do de marcadores bioquimicos de fadiga e lesdo em ratos submetidos a teste
naerdbico de carga maxima. Para tanto, serdo utilizadas ratas Wistar, irradiadas no musculo gastrocnémio com trés
iferentes doses de laser: 2J, 4J ou 8J.

NIMAIS:

erdo utilizados:

32 ratos heterogénicos Wistar, Fémeas, idade: 10 semanas
rocedéncia: Biotério CEDEME

lanutencédo: Biotério da Disciplina de Fisiologia Cardiovascular

IGENCIA DO ESTUDO:
licio previsto para: 08/2015, término previsto para: 12/2016

. Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de S3o Paulo/Hospital Sdo Paulo, na reunido de
2/09/2015, ANALISOU e APROVOU todos os procedimentos apresentados neste protocolo.

. Comunicar toda e qualquer alteracéo do protocolo.

. Comunicar imediatamente ao Comité qualquer evento adverso ocorrido durante o desenvolvimento do protocolo.

. Os dados individuais de todas as etapas da pesquisa devem ser mantidos em local seguro por 5 anos para possivel
uditoria dos 6rgdos competentes.

. Relatorios parciais de andamento deverao ser enviados anualmente @ CEUA até a conclusdo do protocolo.
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