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Resumo 

Objetivo: O objetivo do presente estudo foi determinar se a terapia Laser de 

baixa intensidade (LBI), quando usado no músculo gastrocnêmio de ratos 

diabéticos, submetidos a exercícios de alta intensidade, até a fadiga, interfere 

com a expressão de marcadores de estresse oxidativo. Materiais e Métodos: 

Para realização do trabalho, a amostra foi composta por 24 ratos machos 

(Norvergicos Albinus), de linhagem Wistar. Os animais foram divididos 

aleatoriamente em três grupos designados da seguinte forma: Grupo Diabético 

Fadiga - Não recebeu irradiação para LBI e realizou o protocolo de fadiga; 

Grupo Diabético Fadiga Laser - recebeu irradiação com LBI e realizou o 

protocolo de fadiga e o Grupo Controle Não Diabético – não recebeu irradiação 

e realizou protocoloco de fadiga.  A Diabetes foi induzida por estreptozotocina 

(STZ) (50 mg / kg, ip), e confirmado através da medida de glicose no sangue.  

Foi utilizado o  Laser de 808 nm e energia de 4J, para os grupo indicado e os 

animais foram submetidos ao exercicio de corrida em esteira rolante com 

velocidade e inclinação gradual até a fadiga, observado através do  VO2máx e 

nível de lactato. Os ratos foram sacrificados, e o tecido muscular retirado para 

a análise dos marcadores de SOD; CAT; GPX e TBARS.  Resultados: Os 

valores VO2
0.75máx no Grupo Diabético Fadiga foram significativamente mais 

elevados do que aqueles no Grupo Controle Não Diabético (p <0,01) e do 

Grupo Diabético Fadiga Laser (p <0,05). Os resultados indicam que as 

atividades de CAT, SOD, e GPx foram maiores e estatisticamente significativas 

(p <0,05) no do que as dos Grupo Diabético Fadiga. Resultados para o Grupo 

Diabético Fadiga Laser foram semelhantes ao Grupo Controle Não Diabético e 

estatisticamente (p> 0,05) significativas para as atividades de enzimas 

antioxidantes em comparação com o Grupo Diabético Fadiga. No Grupo 

Diabético Fadiga Laser poderia também minimizar a concentração de TBARS 

(p> 0,05). Conclusão: LBI pode reduzir o estresse oxidativo, bem como 

aumentar o VO2
0.75máx. Além disso, nossos resultados indicam que a LBI pode 

ser uma alternativa para melhoria das condições musculares em relação a 

fadiga. Novos estudos clínicos devem ser realizados para verificar a eficácia da 

técnica. 

Palavras Chave: Diabetes Mellitus, Laser Baixa Potência, Estresse Oxidativo  
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Abstract 

Purpose: The aim of the present study was to determine whether low-level 

laser therapy (LLLT), when used in gastrocnemius muscle of diabetic rats 

subjected to high-intensity exercise to fatigue, Interferes with the expression of 

stress markers oxidative. 

Materials and Methods: The total of 24 male Wistar rats (Norvergicos Albinos). 

Were used for this study: 24 diabetics rats. The animals were randomly divided 

into three groups designated as follows: Group Diabetic Fatigue - Did not 

receive irradiation to LLLT and performed the fatigue protocol; Group Diabetic 

Laser Fatigue - received irradiation to LLLT and performed the fatigue protocol 

and Group Non-Diabetic Control - Did not receive irradiation to LLLT and 

performed the fatigue protocol. Diabetes was induced in rats by streptozotocin 

(50 mg / kg, ip) was subsequently performed measure of blood lactate levels, 

LLLT laser was applied at 808 nm and 4 joules of energy to the Indicated 

groups and the animals were exercised groups submitted to treadmill running 

with speed and gradual slope until exhaustion noted by VO2máx and lactate 

level. The rats were euthanized, and muscle tissue and presented the analysis 

of SOD markers; CAT; GPX and TBARS. Results: VO2
0.75máx values in the 

Group Diabetic Fatigue were significantly higher from those in the control group 

(p <0.01) and the Group Diabetic Laser Fatigue (p <0.05). The results indicate 

that the activities of CAT, SOD, and GPx were higher and statistically significant 

(p<0.05) in the Group Diabetic Laser Fatigue than those in the diabetic groups. 

Outcomes for LBI group were similar than control group (p>0.05), statistically 

significant activities of antioxidant enzymes compared to the Group Diabetic 

Fatigue. The LBI group could also mitigate the concentration of TBARS (p> 

0.05). Conclusion: LBI imay reduce oxidative stress, as well as increase 

VO2
0.75máx. Furthermore, our outcomes indicate that LBI can be an alternative 

to maintain physical fitness in conditions where subjects aren’t able to perform 

exercise. Which needs to be tested in further clinical studies. 

Keywords: Diabetes mellitus, low level laser therapy, stress oxidative. 
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LISTA DE ABREVIATURAS E SÍMBOLOS  
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NO= Óxido Nítrico 

OMS = Organização Mundial de Saúde 

QR= Coeficiente Respiratório 
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SBD= Sociedade Brasileira de Diabetes 
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TNF α = Fator de Necrose Tumoral alfa 

VO2máx= Consumo Máximo de Oxigênio 

VO2
0.75máx= Consumo Máximo de Oxigênio Alométrico 
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1. CONTEXTUALIZAÇÃO 

 

1.1 – Diabetes Mellitus (DM) 

 

A Diabetes Mellitus, hoje, é um dos principais problemas de saúde 

pública em muitos países. Estima-se que cerca de 143 milhões de pessoas em 

todo o mundo sofram de diabetes e acredita-se que esse número possa dobrar 

até 2030, admitindo-se até mesmo uma pandemia diabética. O Brasil estaria 

entre os 10 países (32 países estudados) com maior número de pessoas com 

diabetes (King et al., 1998). 

A diabetes se refere a um conjunto de diversas doenças, os tipos mais 

comuns de diabetes são: tipo 1, tipo 2 e diabetes gestacional. Todos os tipos 

têm sintomas semelhantes, pois todas as formas da doença se caracterizam 

por um aumento do açúcar, ou glicose, no sangue. Esse aumento ocorre 

devido a impossibilidade do organismo em retirar a glicose do sangue e 

direcioná-la para as células do corpo. Seu aparecimento está associado à 

diminuição ou alteração de um hormônio proteico (insulina) produzido pelo 

pâncreas, órgão responsável pela manutenção dos níveis normais de glicose 

no sangue (Bicudo, 1997).  

Os sintomas que levam ao diagnóstico dessa doença são: fadiga, 

cansaço, sede e fome intensas, micção frequente e perda de peso, apesar da 

excessiva fome. 

 Geralmente, os jovens e as crianças acometidos pela doença são 

magros (Sociedade Brasileira de Diabetes - S.B.D, 1999). Esse estado de 

saúde caracterizado por sede excessiva e urina abundante que acometia 

algumas pessoas já era percebido pelos egípcios em 1500 a.C., que o 

denominaram ‘diabetes’, uma palavra latina que significa sifão, devido à urina 

abundante que parecia passar por um sifão.  

Assim, no início da Era Cristã, quando a doença começou a ser 

estudada pelos gregos, já se utilizava a palavra diabetes.  
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A World Health Organization (WHO-1999) define DM como uma 

desordem metabólica de etiologia múltipla, caracterizada por uma hiperglicemia 

crônica que acarreta distúrbios no metabolismo de carboidratos, gorduras e 

proteínas resultantes de defeitos na secreção e/ou ação da insulina. 

 Mecanismos homeostáticos mantém os níveis de glicose sanguínea 

dentro de uma faixa estreita de 4,5 - 5,5 mM/l. Este controle é realizado por 

modulação hormonal, sendo, basicamente, dois os hormônios reguladores: 

glucagon que é o hormônio responsável pelo estímulo da gliconeogênese pelo 

fígado nos períodos de jejum e a insulina, o hormônio que estimula a captação 

e a utilização da glicose pelos músculos esqueléticos, músculo cardíaco e 

adipócitos, após a ingestão de alimentos ricos em carboidratos.  

Esses dois hormônios são secretados e liberados pelo pâncreas: 

glucagon pelas células alfa das ilhotas de Langherans e a insulina pelas células 

β. Estados em que a homeostasia do metabolismo de carboidratos e lipídeos 

não é regulada de maneira apropriada pela insulina, resultam, primariamente, 

em um aumento dos níveis de glicose sanguínea em jejum e pós-prandial.  

Se esse desequilíbrio homeostático não for restabelecido, mas sim 

continuar por um período de tempo longo, expondo o sistema endócrino a uma 

sobrecarga, ocorre uma exacerbação dos distúrbios metabólicos que resulta 

em hiperglicemia, a qual pode evoluir para a síndrome chamada Diabetes 

Mellitus (Tiwari e Rao, 2002).  

Diabetes Mellitus é um distúrbio endócrino no qual o metabolismo da 

glicose está alterado devido a uma perda total de insulina após destruição das 

células β pancreáticas, responsáveis pela produção e liberação de insulina – 

(DM dependente de insulina ou tipo 1) ou devido a uma liberação inadequada 

de insulina pelas células β pancreáticas ou ainda uma insensibilidade à insulina 

pelos tecidos alvos (DM não dependente de insulina ou tipo 2).  

A DM tipo 1, é uma desordem heterogênea e poligênica, representando 

5 a 10% do total de casos. A DM tipo 2, é a mais comum, representa cerca de 

90 a 95% dos casos e resulta de uma combinação de deficiência na secreção 

e/ou ação da insulina (Persaud et al, 1999).  
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Todas as formas de diabetes, inerentes ou adquiridas, são 

caracterizadas de acordo com Schmidt e Stern (2000), por: hiperglicemia; falta 

absoluta ou relativa de insulina (ou resistência insulina); desenvolvimento de 

patologias micro e macrovasculares específicas da diabetes (retinopatias, 

neuropatias, desordens neurológicas, amputação de membros inferiores).  

A hiperglicemia prolongada na diabetes, causa uma variedade de 

mudanças patológicas em pequenos vasos, artérias e nervos periféricos. As 

células do endotélio vascular tornam-se alvos primários dos danos 

hiperglicêmicos por causa do fluxo contínuo de glicose através deles.  

A hiperglicemia também leva a um aumento na produção de espécies 

reativas do oxigênio (EROs) dentro das células endoteliais da aorta. Além 

disso, a hiperglicemia induz a ativação de isoformas de PK-C, o aumento na 

formação de derivados glicosilados e estimula um aumento no fluxo de glicose 

na via das aldose-redutases, resultando em um acúmulo de sorbitol (Sakurai e 

Tsuchiya, 1988, Hunt et al, 1988).  

Estes seriam os principais mecanismos metabólicos pelos quais a 

hiperglicemia causa a complicação da diabetes com destruição tecidual 

(Baynes, 1991, Schimidt e Stern, 2000). 

O DM, tipo 1 (classificado anteriormente por - DM insulinodependente) 

desenvolve-se com maior frequência, entre crianças e adolescentes. É 

conhecido como insulinodependente, pois, devido à produção ineficiente de 

hormônio, torna-se necessária a injeção de insulina. Sem esta, pode ocorrer o 

fenômeno da cetoacidose, que causa um aumento de gordura no sangue e o 

consequente mau funcionamento dos rins.  

Caso não seja tratada, a cetoacidose pode conduzir ao coma e, em 

questão de dias ou semanas, pode levar à morte (Bicudo, 1997; Sarafino, 

1994; Thompson & Gustafson, 1996).  

A DM insulinodependente, geralmente ocorre em crianças entre 5 a 6 

anos e 11 a 13 anos (Thompson & Gustafson, 1996). Segundo estimativas, 2 a 

3 % das crianças com DM Tipo 1, morrem nos primeiros 10 anos depois do 

diagnóstico, e 12 a 13% morrem 20 anos depois do diagnóstico, devido a 
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complicações como o excesso de episódios de hipo ou hiperglicemia (Johnson, 

1995).  

No Brasil, estima-se que cinco milhões de indivíduos sejam diabéticos, 

sendo que metade deles desconhece o diagnóstico, com uma incidência do 

Tipo 1, na infância e adolescência, na ordem de 1 ou 2 para cada 1000 jovens 

(Chipkevitch, 1994). É a quarta causa de morte no país, além de ser a segunda 

doença crônica mais comum na infância e adolescência (Chipkevitch,1994; S. 

B. D., 1999).  

Isso mostra que, atualmente, o diabetes é um dos mais importantes 

problemas de saúde, em termos do número de pessoas afetadas, pela 

incapacitação produzida, mortalidade e custos do tratamento (Ministério da 

Saúde, Programa Harvard/Joslin/S.B.D., 1996; S.B.D., 1999). 

 

 

1.2-  Fadiga  

 

A fadiga é um termo comumente usado em conversas diárias, com 

significados subjetivos, tão variados como as pessoas que o utilizam. Termos 

como fadiga, sonolência, cansaço, falta de energia e exaustão são usados 

alternadamente. 

A fadiga muscular, pode ser definida como sendo a incapacidade do 

músculo para manter uma determinada potência (Edwards,1981), ou uma 

deficiência em sustentar um nível particular de desempenho durante um 

exercício físico (Davis,1997). Os mecanismos etiológicos responsáveis pela 

fadiga muscular têm recebido uma importante atenção dos fisiologistas e 

bioquímicos por mais de um século (Fitts,1994).  

As principais dificuldades, ao investigar a fadiga, devem-se à natureza 

multifatorial e à complexidade dessa (Kirkendall, 2000; Mcardle,1994). A 

origem e extensão da fadiga muscular dependem da especificidade do 

exercício, tipo de fibra muscular e o nível de aptidão física individual 

(Fitts,1994).  

Dentro da literatura científica, as definições de fadiga variam muito, e a 

definição torna-se mais difícil, porque há pouca diferenciação entre as causas, 
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indicadores e efeitos da mesma, porém é geralmente reconhecida como 

complexa e / ou multifacetada, englobando componentes fisiológicos, 

psicológicos e de eventos que envolvam situação de qualidade de vida e de 

trabalho (Bartley,1976; Winningham,1994) 

Embora a fadiga seja considerada uma ocorrência normal na vida diária, 

é também um sintoma associado com uma variedade de condições fisiológicas 

e psicológicas. Fadiga normalmente ocorre após o esforço físico ou mental, 

sono inadequado, ou outros fenômenos temporários.  

Às vezes chamada de aguda ou saudável, é geralmente temporária e 

aliviada com o repouso. Fadiga aguda serve como um mecanismo de proteção 

ao sinalizar a necessidade do corpo para o descanso.  

Crônica ou patológica, no entanto, ocorre após pequeno esforço e 

continua apesar do descanço. Este tipo de fadiga é associada principalmente 

com doenças como o cancro, doença pulmonar obstrutiva crônica, artrite 

reumatóide, depressão, e fibromialgia, mas ele também pode desempenhar um 

papel significativo na diabetes (Rose,1998). 

 

 

1.2.1 - Os efeitos da fadiga em pessoas com diabetes  

 

Como em outras condições, a fadiga em pessoas com diabetes é 

provável que seja multidimensional, englobando fatores fisiológicos, 

psicológicos e de estilo de vida. 

Pesquisa realizada em mulheres diabéticas, apontam que a fadiga 

estava presente entre os quatro primeiros sintomas encontrados que 

interferiam em sua qualidade de vida (Stover et al 2001). As pesquisas 

qualitativas tem sido a principal fonte de temas sobre os efeitos deletérios 

decorrentes da fadiga em adultos com diabetes (Hill-Briggs, 2003; Chasens, 

2008). Por exemplo, pesquisa realizada com  mulheres afro-americanos 

portadoras de diabetes, concluiu que a fadiga limita a capacidade das mesmas 

em sua atividades diarias (Hill-Briggs,2003). A fadiga estava presente também 

entre os preocupações predominantes nas mulheres diabetícas australianas, 
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que relataram que a mesma limitava suas atividades sociais à aquelas somente 

consideradas necessarias (Koch 1999). 

De acordo com Fritschi (2010), em um grupo de discussão sobre as 

barreiras encontradas para a motivação do tratamento em pacientes com 

diabetes, através de um programa de exercicios, estaria a sonolência e o 

cansaço.  

Em todos os estudos acima referenciados, os participantes notaram a 

sensação de que eles não eram mais capazes de participar das atividades e 

atribuiam essa deficuldade  a fatiga (Hill-Briggs, 2003). 

Esses achados sugerem que a fadiga tem grande importancia e 

consequências graves para os pacientes com diabetes, uma vez que demanda 

do paciente um desgaste físico e mental para realizar as sua atividades de vida 

diaria. 

 

1.3 - Espécies Reativas de Oxigênio 

 

O termo espécies reativas de oxigênio (EROs) inclui os átomos e 

moléculas que possuem alta radioatividade e efeitos oxidantes e regulatórios, 

portanto, contempla tanto as espécies químicas radicais livres (RL), que são os 

átomos ou moléculas que possuem um ou mais elétrons desemparelhados na 

camada de valência, quanto as não radicais livres, uma definição para os 

átomos e moléculas que geram alta radioatividade sem apresentarem o 

desemparelhamento de elétrons (Drödge, 2002; Powers e Jackson, 2008). 

Os radicais livres primários mais relevantes na regulação biológica são o 

superóxido (O2 •⁻) e o óxido nítrico (NO). O ânion superóxido produzido pelas 

células, por enzimas e de forma não-enzimática, pode ser liberado no espaço 

extracelular por canais sensíveis à voltagem, mas muitos dos efeitos 

regulatórios ocorrem por ações de EROs, quimicamente derivadas do 

superóxido (Drödge, 2002; Jackson, 2008; Allen, Lamb e Esterlab, 2008). 

A alta produção destas espécies reativas é responsável por várias ações 

deletérias, tais como aumento de peroxidação lipídica, aumento na oxidação de 

proteínas e danos ao DNA podendo resultar em morte celular.  
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Entre as diversas fontes de produção de EROs reconhecidas, podemos 

destacar: a cadeia de transporte de elétrons mitocondrial, músculo esquelético; 

e auto oxidação de catecolaminas (Javesghani et al., 2002; Zoppi et al., 2003; 

Urso e Clarkson, 2003; McAnulty et al., 2005). 

Existem nos organismos vivos, substâncias que neutralizam as EROs – 

chamadas de antioxidantes - definidas como aquelas que são capazes de 

atrasar significativamente ou inibir a oxidação de um substrato.  Essa definição 

inclui as substâncias presentes em baixas concentrações no organismo, mas 

com alta capacidade antioxidante como os antioxidantes enzimáticos e não 

enzimáticos. O grupo enzimático possui um número limitado de enzimas e são 

constituídas por Superóxido Dismutase (SOD), Catalase (CAT) e Glutationa 

Peroxidase (GPx). Estas enzimas constituem-se a defesa primária contra a 

geração de EROs durante o exercício e sua atividade é conhecida por 

aumentar em resposta ao exercício, tanto nos estudos em animais quanto em 

humanos (Powers, Ji e Leeuwenburgh, 1999; Drödge, 2002; Mentin et al., 

2003; Powers e Jackson, 2008). 

As enzimas antioxidantes são importantes e desempenham papel 

complementar. De fato, as isoenzimas da SOD regulam a quantidade de 

superóxido presente nas células, mas promovem aumento na concentração 

intracelular de peróxido de hidrogênio. Em paralelo, as enzimas CAT e GPx 

degradam peróxido de hidrogênio e a glutationa peroxidase produzidos como 

subprodutos da ação lesiva de EROs sobre lipídios. Nos mamíferos, existem 

três isoenzimas da SOD, codificadas e reguladas de forma independente: a 

citosólica (Cu, Zn- SOD ou SOD1), a mitocondrial (Mn-SOD ou SOD2) e uma 

forma extracelular da Cu, Zn-SOD ou (SOD3), sendo que a CuZn-SOD- 

citosólica está presente em maior quantidade que a Mn-SOD- mitocondrial 

(Sankarapandi e Zweier, 1999). 

O sistema antioxidante não enzimático inclui principalmente a glutationa 

reduzida (GSH), alfa-tocoferol (vitamina E), beta-caroteno (vitamina A), 

ascorbato (vitamina C), ubiquinona (Coenzima Q10) e cisteína); bem como 

contempla as substâncias que têm baixa atividade antioxidante, mas 
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encontram-se em altas concentrações no organismo, como os aminoácidos 

livres, os peptídeos e as proteínas (Silveira, 2004). 

 

 

 

1.3.1- Estresse Oxidativo 

 

O balanço entre as taxas de produção e de remoção das EROs determina 

sua concentração. Quando ambas as taxas estão equilibradas, as células e 

tecidos encontram-se em estado estável. Se esse estado é rompido pelo 

aumento da produção de EROs sem a concomitante compensação dos 

antioxidantes, ou pela redução apenas da concentração de antioxidantes, são 

gerados a sinalização redox e o estado de ‘estresse oxidativo’.  

O quadro de estresse oxidativo, definido como “um desequilíbrio entre 

oxidantes e antioxidantes, em favor dos oxidantes” resulta em peroxidação 

lipídica, um dano que pode alterar a permeabilidade da barreira celular e 

comprometer a sua integridade.  

Para avaliação do estresse oxidativo são utilizados subprodutos 

provenientes da peroxidação lipídica. Um desses marcadores, comumente 

utilizado, é o malondialdeído (MDA), medido por sua reatividade ao ácido 

tiobarbitúrico (TBARS) (Drödge, 2002; Ramel, Wagner e Elmadfa, 2004; Lekhi 

Gupta e Singh, 2007; Powers e Jackson, 2008; Teixeira et al., 2009). 

Uma situação que pode alterar o estado redox, por causar um aumento 

da produção de EROs, é o exercício físico; embora esse resultado não tenha 

sido encontrado em alguns estudos (Benoni et al., 1995; Quadilátero et al., 

2010).  

Durante o exercício físico, o aumento da produção de superóxido pode 

ser o resultado de sua maior geração pela fibra muscular – o que pode ocorrer 

em diversos locais, como na mitocôndria, no retículo sarcoplasmático, nos 

túbulos transversos, no sarcolema e nocitosol (Vassilakopoulos et al., 2002; 

Chevion et al., 2003; Close et al., 2005; Lekhi, Gupta e Singh, 2007; Allen, 
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Lamb e Westerlab, 2008; Jackson, 2008; Jacobs, Donavan e Robinson, 2009; 

Powers et al.,2008). 

Além da produção pela fibra muscular, é também considerada na 

literatura a geração de superóxido através da xantina oxidase, principalmente 

em situações em que há ocorrência de isquemia/reperfusão, pela ativação de 

leucócitos através das alterações hormonais, metabólicas e circulatórias 

promovidas pelo exercício e pelo aumento da concentração de lactato (Cooper 

et al., 2007; Silva, 2006; Allen, Lamb e Westerlab, 2008; Brooks, 2009). 

 

 

 

1.4 - Diabetes Tipo I e Estresse Oxidativo 

 

O papel do estresse oxidativo nas complicações diabéticas tem sido 

amplamente estudado, com estudos envolvendo bloqueio da via oxidante e 

terapias antioxidantes. 

Reis e cols. (2006) relatam em seu estudo, que diferentes metodologias 

para quantificação do status oxidante e antioxidante vêm sendo utilizadas e 

aperfeiçoadas.  

Dominguez e cols. (1998), avaliando 24 pacientes pré-púberes dentro de 

sete a dez dias após início clínico do diabetes, demonstraram concentrações 

elevadas de malonaldeído (MDA) plasmático, produto final da oxidação de 

ácidos graxos poli-insaturados, em relação ao grupo-controle (p < 0,0001), 

sugerindo que radicais livres de oxigênio possam exercer seus efeitos tóxicos 

em estágios precoces da doença, mantendo-se elevados no curso dela, 

quando comparados com um grupo de 30 pacientes portadores de DM1, que 

apresentavam a doença, com evolução variando de 2 a 22 anos, sem 

complicações.  

Demonstraram ainda baixos níveis de glutationa peroxidase no grupo 

recém-diagnosticado em relação aos controles (p < 0,0001), com progressivo 

declínio no curso da doença.  
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Estes mesmos autores não encontraram correlação entre estes achados e 

os parâmetros de controle glicêmico e lipídico.  

Vessby e cols. (2002) avaliando 38 pacientes DM1, com 16,1 ± 10,3 anos 

desde o diagnóstico, não demonstraram diferença significativa nas variáveis de 

peroxidação lipídica (8-iso-prostaglandina F2 e MDA) em relação ao grupo-

controle. Neste grupo, a capacidade antioxidante total do plasma (quantificada 

por quimioluminescência), foi 16% menor no grupo de diabéticos (p < 0,0005), 

a despeito do simultâneo aumento nos níveis de tocoferol (p < 0,05), sem 

correlação com o controle glicêmico.  

Hata e cols. (2006) demonstraram, em DM1 com 5,5 ± 4,4 anos de doença, 

correlação direta entre aumento de 8-OhdG (8-hidroxi-2-deoxiguanosina), outro 

marcador de estresse oxidativo, com o controle glicêmico e a presença de 

microalbuminúria, achados confirmados em outros estudos (Huvers,1999; 

Domingues,1998).  

Gleisner e cols. (2006), avaliando um grupo de DM1 pré-púberes, com 

menos de cinco anos de diagnóstico, não observou diferença estatisticamente 

significante nos marcadores do estresse oxidativo em relação aos controles, 

com parâmetros bioquímicos similares entre os dois grupos.  

Reis (2006), na avaliação do estresse oxidativo em um grupo de DM1 

brasileiros, com 2,62 ± 2,24 anos de doença, sem comorbidades associadas e 

em tratamento intensivo com insulina, observou diferença estatisticamente 

significante na produção de EROs por granulócitos de DM1 em relação aos 

não-diabéticos (p < 0,05), quantificados por quimioluminescência dependente 

de luminol (o método se fundamenta na amplificação pelo luminol da 

luminescência natural emitida pelas espécies reativas de oxigênio).  

O status antioxidante do plasma foi avaliado pela redução direta do MTT 

(sal de tetrazólio: [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide]) 

pelo plasma, ensaio utilizado na medida de viabilidade e proliferação celular, 

que se fundamenta na redução do MTT por meio de redutases, que agem 

como doadora de elétrons na redução do MTT (Berridge,1996). 

Esta redução, descrita inicialmente como fenômeno intracelular, envolve 

NADH2 e FADH2 e é primariamente uma medida da taxa de produção de 
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NADH na hiperglicemia. Não foi observada diferença significativa na 

capacidade de redução direta do MTT pelo plasma entre DM1 e não-diabéticos 

(p > 0,05), caracterizando manutenção do poder antioxidante do plasma neste 

grupo. Nenhuma correlação entre controle glicêmico e lipídico e os parâmetros 

avaliados foi encontrada. 

 

1.5 - Laser de baixa intensidade (LBI) 

  

O termo LASER significa Light Amplification by Stimulated Emission of 

Radiation (amplificação de luz por emissão estimulada de radiação). O Laser 

foi desenvolvido na década de 1960, e é uma luz com propriedades especiais, 

como monocromaticidade e baixa divergência. A laserterapia de baixa 

intensidade (LBI) é a aplicação de luz (geralmente um Laser de baixa potência 

na faixa de 1 mW – 500 mW) a uma patologia. Estudos recentes vêm 

demonstrando que a LBI promove a regeneração tecidual, modulação da 

inflamação e alívio da dor. A luz é tipicamente de largura espectral estreita, 

indo do espectro vermelho ao infravermelho próximo (600 nm – 1000 nm), com 

uma densidade de potência (irradiância) entre 1 mW a 5W/cm2 (Huang et al., 

2009).  

Para Pagès et al., (1999) e Tuby; Maltz; Oron, (2007), as energias 

depositadas pelo fóton nos tecidos biológicos podem provocar processos 

vibracionais, rotacionais e eletrônicos que prontamente se transforma em outro 

tipo de energia ou efeito biológico, o efeito bioelétrico impulsiona o aumento e a 

quantidade na produção de ATP produzida pela célula agindo diretamente na 

mobilidade iônica, dessa forma potencializa a bomba de sódio e potássio, 

mantendo com maior eficácia a diferença de potencial de ação intracelular e 

extracelular.  

O Laser também pode exercer um efeito sobre os tecidos. A interação do 

Laser com os tecidos biológicos é dependente do comprimento de onda, da 

densidade de energia e da potência do Laser (Huang et al., 2009) 

Os autores Albertini (2002) e Say, (2003) indicam que os componentes 

celulares podem absorver fótons fornecidos por meio da energia do Laser de 
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baixa intensidade (fotorreceptores) e ampliar a produção de ATP provendo 

energia para a célula, que por sua vez pode modular a resposta inflamatória. 

Os elementos da cadeia respiratória são postulados como fotorreceptores 

primários, mormente o citocromo C oxidase. Quando as células são irradiadas 

com múltiplas faixas de luz, esta é absorvida pela cadeia respiratória. As 

primeiras ocorrências fotoquímicas e fotofísicas acontecem na mitocôndria de 

células eucariontes e na membrana citoplasmática (Karu, 1999). 

A laserterapia pode provocar a fosforilação de proteínas quinases 

MAPK/ERK nas células, as quais estão associadas ao mecanismo de 

proliferação celular (Stein et al., 2005). Verifica-se um crescimento na produção 

de ATP e maior atividade da enzima fosfatase alcalina, o que incrementa a 

proliferação celular, e ainda maior expressão de citocinas como interleucina 6, 

quando a célula é submetida à irradiação Laser.   

Dessa maneira, foi sugerido que a irradiação Laser tem um efeito 

terapêutico a mais por fomentar a produção citocinas, causando a 

comunicação intercelular, migração e proliferação, para auxiliar no processo de 

cicatrização tecidual (Hawking-Evans; Abrahanse, 2006).  

 

  

1.5.1 - Laser de baixa intensidade e Estresse Oxidativo  

 

Conforme estudos realizados por Lubart et al., (2005); Fillipini et al., 

(2005); Huang et al., (2009); Liu et al., (2009) existem evidências na literatura 

revelando que a LBI aumenta a atividade da enzima SOD e estimula a sua 

síntese pela célula, o que poderia explicar a diminuição dos danos oxidativos a 

lipídios e proteínas constatados depois da aplicação de LBI.  

Basso et al., (2012) descrevem que o LBI reduz a produção de espécies 

reativas de oxigênio (EROs) que acontece durante a fase aguda de lesão 

epitelial e muscular. Isso acontece, mormente por acelerar o processo 

inflamatório e diminuir a exposição celular a EROs.  

A avaliação dos efeitos da aplicação de LBI em lesões induzidas, em 

ratos, por 3 horas de isquemia seguida de reperfusão foi realizada com a 
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aplicação de LBI (AsGa, 810nm) imediatamente e após 1 hora de oclusão do 

suprimento sanguíneo.  

Identificou-se que a aplicação de LBI protegeu o músculo contra os 

efeitos deletérios causados pela lesão isquêmica, proporcionando um aumento 

na atividade da creatina fosfoquinase na capacidade antioxidante total sérica e 

em proteínas de choque térmico.  

Os autores descreveram aumento na capacidade antioxidante total 

sérica quando a LBI foi aplicada em ratos sem a indução de lesão por 

isquemia/reperfusão (Avni et al. 2005). 

Segundo Fillipin et al. 2005 e Rizzi et al. 2006, que pesquisaram os 

efeitos da LBI (AsGa 904nm, contínuo, 45 mW e 5 J/cm2, 35 segundos de 

aplicação) sobre o estresse oxidativo em modelo experimental de trauma no 

tendão de Aquiles e músculos de ratos, a LBI reduziu a perda da arquitetura 

normal (histologia) e a resposta inflamatória, assim como os níveis de TBARS, 

quando comparados ao grupo que não recebeu Laser.  

Observaram ainda um aumento na atividade enzimática da SOD, 

indicando que um dos mecanismos de redução da resposta inflamatória pela 

LBI possa estar relacionado à modulação da atividade da SOD. 

Estudo realizado por Liu et al. (2009), com indução da lesão muscular em 

ratos por meio de exercícios em esteira, foi aplicado LBI em 3 momentos: 

imediatamente após, 18 horas após e 42 horas após o protocolo de exercícios. 

Identificou-se que os grupos que receberam a aplicação de LBI exibiram uma 

melhora significativa na avaliação histológica (menor quantidade de infiltrados 

inflamatórios), diminuição nas concentrações de CK e da peroxidação lipídica e 

aumento na atividade de SOD.  

Segundo Servetto et al., (2010), em uma pesquisa que tinha como foco 

investigar o efeito fotobiomodulador da LBI aplicada por dois Lasers distintos 

(He-Ne, 632,8nm, contínuo, 5mW, 1min de aplicação/sessão e AsGa (904nm), 

pulsado, 12mW, 47 segundos de aplicação/sessão) em um modelo 

experimental de miopatia, que foi induzido por meio  da infiltração de 

adrenalina (0,05 mg/rato/dia) no músculo durante 5 dias; no grupo, em que a 

lesão foi desenvolvida, observou-se aumento significativo de L-citrulina e SOD 
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e uma diminuição de óxido nítrico (NO). A aplicação de LBI diminuiu 

significativamente a L-citrulina e a atividade da SOD e aumentou a 

concentração de NO.  

Foram observados os efeitos da LBI em lesões de pele induzidas 

experimentalmente; a LBI foi aplicada sete vezes (2, 12, 24, 48, 72, 96 e 120 

horas) após a formação da lesão, empregando equipamentos e doses distintas 

(AsGa, 904nm, pulsado, 70 mW, 60 segundos de aplicação/sessão e He-Ne, 

660nm, contínuo, 30 mW, 60 segundos de aplicação/sessão). Os resultados 

apontaram que a aplicação da LBI foi capaz de diminuir a peroxidação lipídica, 

os danos às proteínas e a atividade de SOD e CAT, potencializando a 

cicatrização da ferida, mormente nas doses de 1 e 3 J/cm² do Laser de He-Ne 

e na dose de 3 J/cm² do Laser de AsGa (Silveira et al., 2013). 

Estudo realizado em indivíduos não treinados e irradiados com LBI por 5 

minutos, antes do exercício na esteira avaliou a fadiga e o estresse oxidativo, 

indicando que o uso do Laser antes da execução do exercício, pode estar 

relacionado com o atraso na fadiga muscular, aumentando o desempenho e o 

consumo máximo de oxigênio absoluto relativo, diminuindo a indução do 

estresse oxidativo e lesões musculares. As atividades da LDH, lesão muscular 

(CK) e danos lipídios (substâncias reativas ao TBARS) foram reduzidas (De 

Marchi et al., 2012). 

 

 

1.6 - Determinação da fadiga através da capacidade funcional 

 

A capacidade funcional e/ou o desempenho físico durante o exercício de 

um indivíduo pode ser avaliada através de um procedimento não invasivo, que 

concilia a análise de gases expirados, variáveis respiratórias e oximetria, 

chamado de teste de ergoespirometria (Serra, 1997).  

A ergoespirometria caracteriza-se como um exercício de intensidade 

progressiva, tendo em vista que a velocidade de corrida é aumentada 

gradativamente durante a sua realização. O indivíduo que está executando a 
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atividade é instruído a realizá-la até a fadiga, a fim de obter-se uma avaliação 

mais fidedigna da sua capacidade cardiopulmonar (Bearden & Moffatt, 2000).  

Esse método tem sido útil na determinação de fatores ligados a 

indicadores de performance, identificação de intolerância ao exercício, 

determinantes de transição metabólica, avaliação clínica e terapêutica de 

diversas patologias, prescrição de intensidade do exercício, índices de 

eficiência respiratória e cardiovascular e custo energético (Silva et al., 1998, 

Denis et al., 1984).  

Diferentes parâmetros podem ser avaliados em um teste de 

ergoespirometria, dentre eles, o tempo total de execução do exercício, o 

consumo máximo de oxigênio (VO2máx), os limiares aeróbios e anaeróbios, 

tempo de teste em que o indivíduo atinge estes limiares, entre outros (Baroni & 

Leal Junior, 2010). 

A diminuição do desempenho pode estar intimamente ligada à instalação 

do processo de fadiga muscular (Terrados & Fernandez, 1997), sendo assim, a 

mensuração do tempo total de execução do exercício durante o teste de 

ergoespirometria, torna-se um ótimo parâmetro para avaliação da fadiga, pois a 

execução do mesmo se dá até a exaustão (Serra, 1997). 

Apesar dos resultados positivos obtidos em estudos recentes, diversos 

fatores ainda permanecem desconhecidos, tais como: doses e parâmetros 

ideais de aplicação, mecanismos de ação e os efeitos em relação a fadiga 

muscular. Acreditamos que a LBI aplicada com o objetivo de atenuar a fadiga 

apresente o mesmo padrão bifásico de dose-resposta já observado em outras 

desordens musculoesqueléticas, e que a potência e o tempo de irradiação 

também influenciem na eficácia da terapia, conforme também observado na 

terapêutica destas desordens. 
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2. HIPÓTESE DE PESQUISA 

 

 Com base em estudos anteriores, apresentamos a hipótese de que a 

utilização da LBI é capaz de retardar o processo fisiológico de fadiga muscular 

em ratos diabéticos. Além disso, acreditamos que, diferentemente da terapia 

farmacológica, a terapia Laser apresenta um padrão bifásico ou ondulatório de 

curva dose-resposta.  

 

 

3 - OBJETIVO 

 

3.1 - Objetivo Principal 

 

 O presente projeto teve por objetivo avaliar os aspectos bioquímicos e 

biomoleculares da ação do LBI (λ 808nm), em ratos diabéticos submetidos ao 

exercício de alta intensidade. 

 

3.2 - Objetivos Específicos 

 

Avaliar se a LBI é capaz de alterar os seguintes aspectos: 

 

I- Avaliar a ação do LBI na expressão proteica: SOD (superóxido 

dismutase), GPx (Glutathione Peroxidase), TBARS (Ácido Tiobarbitúrico) e 

CAT (Catalase) 

II - Avaliar a ação LBI nos níveis lactato e no consumo de oxigênio (VO2-

máx) durante o processo de fadiga. 
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4 – MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 - Modelo Animal 

 

A amostra foi composta por 24 ratos (Norvergicos Albinus), de linhagem 

Wistar, machos, com peso corporal médio de ±180 g provenientes do Biotério 

da Universidade Nove de Julho (Uninove), mantidos em condições controladas 

de luminosidade e temperatura, com água e alimentação ad libitum. Todos os 

procedimentos experimentais foram realizados em conformidade com as 

normas do Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA), e do comitê 

de ética em pesquisa da Universidade Nove de Julho – UNINOVE. Este estudo 

foi aprovado no comitê de ética em pesquisa em animais da Universidade Nove 

de Julho sob o número de parecer AN0035/2014. 

 

4.2 - Grupos Experimentais 

Os animais foram randomizados e distribuídos em 3 grupos, de oito (8) 

animais: 

1 - Grupo controle não diabético – Não recebeu irradiação à LBI e 

realizou protocolo de fadiga. 

2 - Grupo diabético fadiga – Não recebeu irradiação à LBI e realizou 

protocolo de fadiga  

3 - Grupo diabético fadiga Laser – Recebeu irradiação à LBI e realizou 

protocolo de fadiga. 

 

 

4.3 - Calculo da Amostra 

 

O processamento do cálculo amostra foi realizado por meio do software 

Ene®, versão 3.0 (Barcelona, Espanha). O tamanho da amostra foi calculado 

com base no ensaio experimental conduzido por Rodrigues et al (2014). Assim, 

elegeu-se como variável desfecho o blood glucose nos grupos controle e 
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diabetes submetidos a treinamento físico. O cálculo foi baseado na detecção 

de diferenças de 223,60 mg/dL entre os grupos, assumindo um desvio-padrão 

de 6,80 mg/dL. Assim, considerando-se um poder estatístico de 80% e alfa de 

0,05, foi estimado um número de 8 animais por grupo. 

  

 4.4 - Indução da diabetes 

 

Os animais foram anestesiados com uma mistura de Ketamina+Xilasina 

(87 e 13 mg/kg respectivamente), por via intraperitoneal, e o diabetes foi 

induzido por uma única injeção também intraperitoneal de estreptozotocina 

(STZ, 50mg/kg, Sigma S/A). A estreptozotocina foi dissolvida em tampão citrato 

(0,01M, pH 4,5) e injetada cerca de cinco minutos após a diluição. Os animais 

foram mantidos em jejum de 12 horas antes da indução. No grupo controle (8 

animais), foi injetado intraperitoneal somente tampão citrato. Foi realizada a 

indução inicialmente em 26 animais, mas só foram incluídos nos grupos 

diabéticos, animais que apresentarem glicemia de jejum ≥ 250 mg/dl (Carvalho 

et al,2010), mensurada através do equipamento AccuCheck, Advantage- 

Roche. 

A diabetes foi induzida em um numero maior de ratos, em relação aos 

grupos, pois de acordo com Deeds et al (2011), devemos levar em 

consideração a perda de animais devido à toxicidade da STZ, que segundo 

seus relatos gira em torno de 30%. 

 

 

4.5 - Desenho Experimental 

 

Foram organizados três grupos: um grupo controle de ratos não 

diabético fadigado, um grupo de ratos diabéticos que não foi irradiado o LBI, 

mas realizou exercício até atingir a fadiga e um terceiro grupo que recebeu 
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irradiação e realizou exercício até atingir a fadiga. A figura 1, representa o 

tempo experimental dos grupos.  

O termo 1° dia refere-se ao primeiro dia de treinamento dos animais na 

esteira para adaptação. Foram realizados três dias de adaptação, no quarto dia 

foi realizada a terapia Laser em três pontos da pata traseira dos animais, 

bilateralmente, sendo que o Grupo Diabético Fadiga Laser recebeu o 

tratamento com o LBI e fez o exercício físico até atingir a fadiga e o  Grupo 

Diabético Fadiga fez somente exercícios até atingir a fadiga e o Grupo Controle 

Não Diabético realizou o protocolo de fadiga, sem estimulação do LBI.  

 

Figura 1. Representação esquemática do tempo experimental. 
 

No quarto dia, antes do procedimento dos exercícios de alta intensidade, 

foi coletado sangue da cauda do animal de todos os grupos e ainda houve a 

irradiação do Laser no Grupo Diabético Fadiga Laser. Após o procedimento na 

esteira, foi realizada coleta de sangue imediatamente após o exercício, e uma 

outra amostra foi coletada após um minuto da primeira. Os animais foram 

identificados, pesados e posteriormente eutanasiados administrando tiopental 

(THIOPENTAX - Cristália) dose de 100mg/kg (DL) por via intraperitoneal 

associado à lidocaína 10mg/ml (Xylestesin - Cristália).  A seguir foram retirados 

os músculos Gastrocnêmios bilateralmente. 
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4.6 - Aplicação do Laser e Parâmetros utilizados 

 

O Laser utilizado foi o Arsenieto de Gálio de Alumínio (AsGaAl) da 

marca DMC® (São Carlos, Brasil), modelo Photon Laser III, com potência de 

30mW, área do feixe de 0,028cm², e comprimento de onda de λ 808nm.  

 

Dados do Equipamento Parâmetros 

Laser AsGaAl 808nm 

Fabricante / tipo DMC® Photon Laser III 

Frequência Modo contínuo 

Potência de saída 30mW 

Densidade de potência 1,071 W/cm²  

Diâmetro do Diodo 0,028cm² 

Densidade de energia 142,4 J/cm² 

Energia dose 4J  

Tempo de tratamento 133 segundos  

Número de pontos  3 pontos Bilaterais 

Método Transcutâneo 

Energia (dose) Total 24J 

  Figura 02. Parâmetros do Laser. 
              
 

A aplicação foi realizada em três pontos, bilateralmente, pelo método 

transcutâneo na pata traseira na região posterior sobre o músculo 

gastrocnêmio, com densidade de energia de 107J/cm2 com duração de 

1minuto e 40 segundos, esta dose foi escolhida por apresentar redução do CK 

e melhora da resistência à fadiga (Sussai et al. 2006). 
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4.7 - Protocolo de Exercício forçado. Capacidade aeróbia em esteira - 

consumo máximo de oxigênio (VO2máx.) e fadiga 

 

  O consumo de oxigênio (VO2) e a produção dióxido de carbono 

(VCO2) foram avaliados em esteira rolante sem inclinação (Panlab/Harvard-

Apparatus, Harvard Bioscience Company, Massachusetts, USA), com os 

animais permanecendo dentro de uma caixa conectada ao analisador de gases 

(Panlab/Harvard-Apparatus Oxylet System, Harvard Bioscience Company, 

Massachusetts, USA), equipado com sensor de O2 diodo LBI (resolução: 

0,01%) e sensor de CO2 infravermelho (resolução: 0,01%). Antes e após todos 

os testes, o sistema foi calibrado com concentrações conhecidas de O2, CO2 e 

N2, como recomendado pelo fabricante, de acordo com o protocolo 

estabelecido anteriormente (Amadio et al, 2015). 

O fluxo de ar na caixa sobre a esteira foi mantido entre 1,2 l/min e 

2,0 l/min, conforme o peso do animal. A fração de oxigênio no ar efluente foi 

registrada a cada segundo. Todos os animais foram submetidos a três dias de 

familiarização ao exercício em esteira antes da determinação do VO2máx. Em 

cada dia de adaptação, os animais realizaram o exercício por 15 minutos da 

seguinte forma: 1º dia: 25 cm/s (5 minutos), 35 cm/s (5 minutos) e 45 cm/s (5 

minutos); 2º dia: 25 cm/s (5 minutos), 45 cm/s (5 minutos) e 55 cm/s (5 

minutos); 3º dia: 25 cm/s (5 minutos), 55 cm/s (5 minutos) e 65 cm/s (5 

minutos). Para determinação do VO2máx, os animais realizaram aquecimento 

por 2 minutos com velocidade da esteira fixada a 25 cm/s.  

Por seguinte, a velocidade de corrida foi aumentada em 9 cm/s a 

cada 2 minutos até inabilidade do animal em manter o exercício. Os seguintes 

critérios foram adotados para caracterizar o VO2máx (Wisloff et al., 2001): (1) 

estabilidade do VO2 na vigência de aumento da intensidade do exercício; (2) 

razão de troca respiratória acima de 1,05. O VO2máx será expresso em ml.kg< 

>-1. min-1 e, segundo a escala alométrica, em ml/kg0,75/min-1, que representa 

o VO2max por unidade de massa magra do animal.  
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4.8 - Coleta do Sangue e Eutanásia 

 

Imediatamente após a atividade física e a fadiga provocada nos animais, 

os mesmos foram submetidos à coleta de sangue, que foi realizada retirando 

uma amostra da cauda do animal.  

Após a retirada do sangue os animais foram eutanasiados, 

administrando tiopental (THIOPENTAX - Cristália) dose de 100mg/kg (DL) por 

via intraperitoneal associado à lidocaína 10mg/ml (Xylestesin - Cristália). Após 

a eutanásia, os músculos Gastrocnêmios foram cirurgicamente removidos.  As 

amostras resultantes foram congeladas em nitrogênio líquido e armazenadas a 

-80 ° C e distribuídas, sendo uma para a realização dos procedimentos análise 

da expressão proteica Western blotting (SOD, GPX), e analise bioquímica 

(TBARS, CAT).  

 

4.9 - Biomarcadores de Peroxidação de Lipídios: Concentração TBARS 

 

Para a determinação das concentrações de TBARS, as amostras de 

tecido muscular foram colocadas em Eppendorf® gelados contendo 1,5 ml de 

tampão fosfato 0,05 N (composição, em g/L: KH2PO4, 1,34 e NaHPO4 2H2O, 

7,1), homogeneizadas em Polytron® e centrifugadas durante cinco minutos a 

10.000 rpm. Feito isso, o sobrenadante foi separado e armazenado a -20°C 

para análise posterior por meio de kits comerciais (Cayman Chemical®, 

Michigan, EUA). 

 

4.10 - Concentração de lactato sanguíneo 

 

O nivel de lactato no sangue foi determinado através de um analisador 

portátil de lactato (modelo de medidor de lactato Accutrend® Roche 

Diagnostics, Mannheim, Alemanha) (Baldari,2009). A análise da atividade basal 

(em repouso) foi realizada antes da aplicação do LBI. Imediatamente apòs o  
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animal atingir a fadiga, que foi associada a verificação do VO2máx, uma nova 

medição foi realizada. Decorrido um minuto dessa medição, mais uma amostra 

de sangue foi coletada. O grupo controle não realizou o protocolo de exercicios 

forçados, mas foram submetidos ao mesmo processo de avaliação do lactato 

sanguíneo (Rocha et al,2013). 

 

4.11 - Preparação do tecido 

 

Os músculos foram homogeneizados (Homogeneizador Omni 

International HEC) em tampão de lise RIPA (25 mM Tris-HCl pH 7,6, 150 mM 

de cloreto de sódio, 1% de NP-40, 1% desoxicolato de sódio, 0,1% de SDS) 

suplementado com cocktail inibidor de protease (1 mM AEBSF, aprotinina 800 

μ M, 40 μ M bestatina, 14 μ M E-64, 20 μ M de leupeptina, 15 μ M de 

pepstatina A; Sigma Aldrich, Irlanda) e inibidores de fosfatase de fluoreto de 

sódio 10 mM, 1 mM de ortovanadato de sódio, utilizando um 10% w rácio / v. 

 As amostras foram homogeneizadas com recurso a 8 × 10 s rajadas e 

deixadas em gelo durante 20 min. Os homogenatos foram então centrifugados 

durante 15 min a 11.000 g e os sobrenadantes foram armazenados a -80 ° C.  

A concentração de proteína foi determinada utilizando um ensaio 

bicinconínico (BCA) (Thermo Scientific, Irlanda), conforme descrito no protocolo 

do fabricante com absorvências medidas a 562 nm utilizando um 

espectrofotómetro-M3 SpectraMax (Molecular Devices, EUA) ( Williams et al, 

2015). 

 

4.12 - Western Blotting  

O teor de proteína da GPx e SOD foram medidas nas fracções 

musculares. Trinta microgramas de proteína foram carregadas em cada poço 

de gel de poliacrilamida com de gradiente 4% -12% (Novex, Invitrogen) e 

separados como de rotina, por eletroforese em gel de sulfato de sódio 

poliacrilamida dodecil  (SDS-PAGE) durante 1,5 horas a 20°C, seguido por 

transferência para uma membrana de nitrocelulose. Todas as membranas 
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foram bloqueadas em 5% de proteína do leite desnatado (NFM) durante 1 hora 

à temperatura ambiente.  

Em geral, as membranas foram incubadas em diluições apropriadas de 

anticorpos primários (diluídos em 1% em solução salina NFM tamponada com 

Tris a 0,05% de Tween-20 [TBST] durante a noite num quarto frio a 4° C). As 

membranas foram lavadas em TBS-T, seguido por incubação em diluições 

apropriadas de anticorpos secundários (diluídos em 5% NFM em TBS-T) 

conjugado com peroxidase de rábano.  

Os sinais foram desenvolvidos utilizando um substrato chemilumines-

cent (Lumigen TMA-6; Lumigen, Southfield, MI) e visualizados por exposição 

das membranas. Os registros digitais foram capturadas por uma câmera Kodak 

290, e bandas de proteínas foram quantificadas utilizando o software de análise 

1D (Eastman Kodak). As bandas foram quantificadas como densidade óptica × 

área banda e expressa em unidades arbitrárias. 

 

4.13 -  Análise Estatística  

 

Os dados obtidos foram tabulados em Software Microsoft Excel 2007 e 

inicialmente foi utilizado o teste de Shapiro-Wilk para verificar a normalidade. 

Os biomarcadores de estresse oxidativo foram comparados usando análise de 

uma via de variância (ANOVA) com o teste de Tukey post-hoc e teste t student 

para a análise do lactato. Para tanto foi utilizado Software Graph-pad 4.0 

(Software Inc., San Diego, CA, EUA).  Os dados foram expressos em média ± 

desvio padrão, e as diferenças com valores de p<0,05 foram considerados 

significativos. 
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5 – RESULTADOS 

Artigo submetido a revista Plos One 
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6 - DISCUSSÃO 

 

O presente estudo se baseia nas evidências de que as doenças 

crônicas, como a diabetes, são causadoras de danos teciduais e estresse 

oxidativo, e em estudos recentes que demostraram a capacidade antioxidante 

de diversos tipos de LBI, em situações em que houve um aumento do estresse 

oxidativo devido a fadiga muscular ou a realização de exercícios de alta 

intensidade. 

A resistência à insulina ou a falta absoluta da mesma, resulta no 

comprometimento do controle metabólico da glicemia, culminando com um 

quadro de hiperglicemia que é considerado o fator de risco para o 

desenvolvimento das chamadas complicações da diabetes (Tiwari, 2002).  

 

A diabetes é normalmente acompanhada por um aumento na produção 

de radicais livres ou as defesas antioxidantes são prejudicadas pela doença. O 

aumento na produção ou níveis elevados de radicais livres de oxigênio, tem 

sido associada a oxidação de glicose e glicação não enzimática de proteínas, 

os quais contribuem para o desenvolvimento de complicações diabéticas 

(Draper,1990). 

 Os efeitos protetores antioxidantes do LBI não tem sido alvo de estudos 

em modelos animais, entretanto os estudos realizados apresentam estes 

efeitos protetores e apontam que a LBI pode atuar como uma terapia 

antioxidante eficaz.  

No presente estudo, optamos por avaliar o efeito do LBI em um modelo 

animal de DM1, induzida por STZ. Os animais diabéticos, foram submetidos a 

fadiga muscular através de exercícios de alta intensidade em uma esteira 

elétrica, com a intensidade do exercício sendo ajustada baseando-se no 

VO2máx.  

Em nosso estudo, os níveis de VO2máx foram monitorados 

continuamente durante o exercício na esteira e encontramos que o consumo 

tende a ser menor no Grupo Diabético Fadiga do que nos outros grupos. 
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Embora o VO2 tenha diminuído nestes animais, um valor menor para QR 

(VCO2
0,75 / VO2

0,75), indica maior oxidação de lipídeos do que de oxidação de 

carboidratos (Maritim,2003).  

Uma descoberta semelhante, foi observada no estudo de Wohl et al. 

(2004) que demonstraram uma redução na QR na DM1. Nossos resultados 

também indicam que o grupo de animais diabéticos tratados com LBI e 

submetido a fadiga, teve um QR0.75 com valores mais próximos de VO2máx0.75, 

enquanto o Grupo Controle apresentou valores mais elevados QR0.75.  

Estes resultados são importantes pois o VO2máx0,75, em nosso estudo, 

foi utilizado inicialmente para confirmar se o protocolo de exercícios de alta 

intensidade levou os animais ao estágio de fadiga.  

 No entanto, outros estudos clínicos que avaliaram os efeitos do LBI no 

desempenho do exercício (VO2máx, tempo de exaustão, de limiar aeróbio, e 

limiar anaeróbio), o efeito sobre estresse oxidativo (analisando os níveis de 

enzimas antioxidantes SOD e CAT) e o estado muscular (creatina quinase e 

lactato desidrogenase) em seres humanos, encontraram resultados que 

mostram um aumento no VO2máx nos grupos tratados com LBI (Wohl et al. 

(2004). 

No presente estudo, também observamos que, o grupo de animais 

diabéticos irradiados com LBI demonstrou um desempenho superior quando 

comparado com o grupo de animais diabéticos não irradiados e com o grupo 

controle não diabético, em relação ao nível de fadiga. No entanto, estes 

resultados contradizem os achados de trabalhos anteriores, que descrevem o 

LBI como agente modulador de desempenho em indivíduos normais e atletas 

(De Marchi et al, 2012; Patrocinio T et al, 2013; Assis L, et al 2015). 

Segundo Ferraresi (2012), alguns estudos têm demonstrado o uso do 

LBI para acelerar alterações metabólicas e estruturais no músculo, com o 

objetivo de prevenir ou reduzir a fadiga muscular. Estudos neste sentido têm 

usado modelos experimentais para identificar possíveis efeitos da LBI no tecido 

muscular submetido ao estresse metabólico do exercício, em particular, a 

resistência a fadiga muscular e a melhora do metabolismo energético são as 

variáveis avaliadas nestes estudos.  



81 

 

 

 

Para verificar os efeitos do LBI sobre o potencial de atividade oxidante e 

antioxidante, avaliamos a expressão da proteína SOD e GPx e a atividade 

CAT, após a conclusão do protocolo de exercícios de alta intensidade. Como 

mostrado nos nossos resultados, o efeito da LBI na atividade oxidante no 

Grupo Diabético Fadiga Laser pode ser comparável ao Grupo Controle Não 

Diabético, o que indica uma redução na peroxidação lipídica na membrana da 

fibra muscular do grupo de intervenção. Nossos resultados também apontam 

para um aumento na atividade antioxidante nestes animais após o tratamento 

com LBI.  

Estes resultados corroboram com De Marchi et al. (2012), em que os 

autores concluíram que a utilização de LBI antes de um exercício progressivo 

de alta intensidade, pode levar a uma melhora do desempenho no exercício, 

diminuição do estresse oxidativo induzido pelo exercício e a uma menor 

possibilidade de lesão muscular. Sugerindo que a modulação do sistema redox 

por LBI pode estar relacionada com o atraso na fadiga muscular esquelética 

observada após a laserterapia.  

As EROs, tais como superóxido (O2 •-) e radicais hidroxila (• OH), 

causam a oxidação de fosfolipídios na membrana, proteínas e DNA, e essas 

modificações podem implicar numa variedade de condições patológicas. No 

entanto, quando existe o excesso de produção de radicais livres, o estresse 

oxidativo tem efeitos deletérios sobre o a integridade estrutural e funcional de 

células e tecidos (Leal-Junior et al, 2013). A CAT, quando encontrado em 

peroxissomos, desempenha um papel específico no metabolismo de peróxido 

de hidrogénio, uma substância altamente tóxica para a célula.  

Já o SOD tem três isoformas no corpo humano: SOD1 no citoplasma, 

SOD2 mitocôndrias e SOD3 no fluido extracelular. Esta enzima catalisa a 

dismutação (oxidação e redução redox reação) do superóxido em oxigênio e 

peróxido de hidrogênio. O GPx, encontrado nas mitocôndrias, reduz hidro 

peróxidos para álcoois e peróxido de hidrogênio a água (Biasibetti et al. 2014). 

Recentemente Vieira et al., (2013), demostraram que a fototerapia com 

diferentes comprimentos de onda, doses e janelas de tempo pôde melhorar a 

atividade do citocromo C oxidase em músculos esqueléticos intactos, que tem 
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uma influência direta sobre as ERO e RNS, que é gerado durante o exercício 

físico. Portanto, a fototerapia melhora a função mitocondrial, o que contribui 

para a redução da fadiga muscular e subsequentemente aumenta o 

desempenho músculo.  

Biasibetti et al., (2014) realizaram um estudo com o objetivo de avaliar a 

influência do LBI sobre parâmetros de estresse oxidativo e danos no DNA em 

músculo esquelético e no plasma de ratos com insuficiência cardíaca. Os 

autores concluíram que a terapia a Laser parece reduzir a atividade da SOD e 

níveis de oxidação DCFH, mudando o equilíbrio oxidativo no músculo 

esquelético de ratos, enquanto que doses elevadas da LBI parecem aumentar 

os danos no DNA.  

 Fonseca et al., (2012) relataram que a peroxidação lipídica pode ser 

avaliada pela TBARS, um índice bioquímico de danos oxidativos por radicais 

livres.  

Embora os efeitos da LBI sobre a produção de EROs ainda são 

controversos, foi sugerido que a laserterapia pode aumentar a produção de 

EROs em neutrófilos humanos ativando o sistema de conversão de superóxido. 

A irradiação com LBI, permite uma ativação mais rápida deste sistema. No 

entanto, a irradiação com Laser foi demonstrada para reduzir estresse oxidativo 

em diferentes situações, tais como neutrófilos humanos isolados durante 

cirurgia abdominal e in vitro em membranas de lipossomas.  

 

Finalmente, uma vez que os resultados do Grupo Diabético Fadiga Laser 

foram semelhantes aos do Grupo Controle Não Diabético, e ambos foram 

melhores do que o Grupo Diabético Fadiga, acreditamos que a laserterapia 

pode ser uma alternativa adequada para manter a atividade antioxidante em 

condições as quais os indivíduos são incapazes de manter, tal como na DM1. 

No entanto, os nossos resultados devem continuar a serem avaliados em 

estudos clínicos. 
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7 – CONCLUSÃO 

 

A aplicação prévia de LBI ao exercício de alta intensidade, preveniu os 

danos oxidativos a lipídios (TBARS) e evitou a diminuição da atividade de 

proteína SOD e GPx e a atividade CAT, induzida pelo exercício físico. 

A aplicação prévia de LBI ao exercício retardou a fadiga muscular e 

aumentou a performance dos voluntários (aumento no tempo total de execução 

do exercício e valores mais altos de VO2máx. 

Entendemos que para a utilização e consolidação da LBI em relação a 

fadiga e danos musculares mais estudos devam ser realizados, pois temos 

muitas variáveis ainda para considerar na aplicação da LBI. 
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