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RESUMO

Estresse oxidativo é o termo geralmente utilizado para descrever os danos causados pelo dese-
quilibrio entre pré-oxidantes e antioxidantes no organismo. O aumento no consumo de O, induzido
pelo exercicio fisico estd associado ao aumento das espécies reativas de oxigénio (EROs) sendo es-
tas indutoras do estresse oxidativo. Embora as evidéncias indiqguem um provavel efeito inibitério da
fototerapia com diodos emissores de luz (LEDT) sobre a producdo das EROs, ndo existem estudos
observando tal efeito em atletas. Este estudo preliminar destina-se a verificar os efeitos da aplicacdo
de LEDT previamente ao exercicio de alta intensidade sobre a peroxidacao lipidica, mensurada através
dos niveis sanguineos de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS). Todos os seis atletas de
voleibol do sexo masculino foram submetidos as duas situacoes: aplicacédo de LEDT efetiva e aplicacdo
de LEDT placebo. O desempenho no protocolo de exercicio adotado néo revelou diferenca (p > 0,05)
entre as duas situagdes nas varidveis poténcia pico, poténcia média e indice de fadiga. Os resultados
relacionados com a peroxidacéo lipidica foram: na situacao LEDT efetiva, ndo foi possivel observar
diferenca estatisticamente significante (p > 0,05) entre os niveis pré e pds-exercicio (6,98 + 0,81 e 7,02
+ 0,47nmol/mL); na situacdo LEDT (LBP) placebo, houve diferenca estatisticamente significante (p =
0,05) entre os valores pré e pds-exercicio (7,09 + 1,28 e 8,43 + 0,71nmol/mL). Tais resultados demons-
tram que a aplicacdo efetiva de LEDT parece ser eficaz no controle da peroxidacao lipidica em atletas
submetidos a exercicio intenso.
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ABSTRACT

Oxidative stress is the term generally used to describe the damage caused by imbalance between
pro-oxidants and antioxidants in the organism. The increase in the O2 consumption induced by physical
exercise is associated with the increase of reactive oxygen species (ROS) being these species inducers
of oxidative stress. Although the evidence indicates a probable inhibitory effect of the light emitting
diode therapy (LEDT) on the production of ROS, there are no studies observing this effect in humans.
This preliminary study has the aim to verify the effects of LEDT applied before high-intensity exercise
on lipid peroxidation, measured through blood levels of reactive substances to thiobarbituric acid
(TBARS). Six male volleyball athletes were submitted to two situations: active LEDT and placebo LEDT.
Performance in the exercise protocol showed no difference (p> 0.05) between the two situations in
peak power, average power and fatigue index. The results related to lipid peroxidation were: at active
LEDT situation, it was not possible to observe statistically significant difference (p>0.05) between pre
and post exercise levels (6.98 + 0.81 and 7.02 + 0.47 nmol/mL); at placebo LEDT situation, statistically
significant difference (p=0.05) was observed between pre and post exercise levels (7.09 + 1.28 and
843 + 0.71 nmol/mL). These results show that active LEDT seems to be effective in controlling lipid
peroxidation in athletes submitted to intense exercise.
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INTRODUCAO

Estresse oxidativo é o termo geralmente utilizado para descrever
os danos causados pelo desequilibrio entre pré-oxidantes e as defesas
antioxidantes. Isso pode ocorrer tanto por um aumento na formacao
de espécies reativas de oxigénio (EROs) como por uma diminuicdo
da capacidade de defesa antioxidante celular. Estes danos incluem o
aumento dos niveis de peroxidacéo lipidica (oxidacdo da camada li-
pidica da membrana celular), aumento na carbonilacédo de proteinas
e até mesmo danos no DNA intracelular, o que afeta o metabolismo
intracelular e pode causar apoptose (morte da célula)t.

O exercicio fisico promove um aumento na demanda energética
de até 35 vezes em relacéo ao repouso®. Sabendo que cerca de 2%
a 5% do O, consumido origina EROS na mitocondria®®, o aumento
no consumo de O, induzido pelo exercicio fisico esta associado ao
aumento das EROs sendo estas indutoras do estresse oxidativo. Dillard
et al” foram os primeiros a demonstrar que o exercicio fisico induz ao
aumento da peroxidagéo lipidica. Apds 1982, quando Davies et al.® de-
monstraram o dano oxidativo causado pelo exercicio exaustivo, um nu-
mero considerdvel de evidéncias experimentais tem surgido indicando
uma relacdo causa-efeito entre estresse oxidativo e fadiga muscular®.
No entanto, ainda nédo foi estabelecido se a peroxidacéo lipidica é a
causa ou consequéncia do dano tecidual causado pelo exercicio®.

Alguns autores acreditam que o estresse oxidativo pode ser preju-
dicial ao desempenho esportivo®'?, embora ainda exista uma lacuna
de evidéncias que suportem tal hipétese. Estudos realizados em ani-
mais e em fibras isoladas indicam que o aumento das EROs induzida
por fontes exdgenas podem prejudicar a performance muscular'”. No
entanto, alguns autores sugerem que o principal efeito do estresse oxi-
dativo ocorre a longo prazo, na indugao do overreaching, um desequi-
librio metabdlico relacionado com o estado inicial de overtraining'3.
Embora a suplementagdo de antioxidantes tenha se mostrado eficaz
na reducdo do estresse oxidativo induzido pelo exercicio fisico em
humanos!™, ndo ha um corpo de evidéncias que suportem que o
desempenho esportivo melhore como resposta a um menor nivel
de estresse oxidativo(’,

Em um estudo recente envolvendo a estimulacéo elétrica em cul-
tura de células musculares de ratos, Xu et al"® verificaram que o tra-
tamento com fototerapia diminuiu significativamente a produgdo das
EROs e restaurou a fungao mitocondrial. Os autores sugerem que a foto-
terapia é uma terapia inovadora e ndo invasiva no tratamento da fadiga
muscular induzida pelo exercicio, lesdo tecidual e outros processos em
que a funcdo mitocondrial tenha papel chave. A fototerapia também
ja demonstrou eficacia na prevencdo do estresse oxidativo apds lesao
muscular induzida por trauma mecanico em modelo animalt’'®, No
estudo pioneiro sobre a fototerapia e fadiga muscular, Lopes-Martins
et al" observaram o efeito protetor da fototerapia sobre o dano mus-
cular em ratos submetidos a um protocolo de contragcdes musculares
geradas através de estimulacdo elétrica. Em seres humanos, Leal Junior
et al??Y demonstraram que a fototerapia utilizando laserterapia de
baixa poténcia (LBP) pode ter efeitos positivos na atenuacédo da fadiga
muscular e na recuperacao muscular pés-exerciciol?? quando a terapia
é aplicada anteriormente a realizacdo do exercicio. Além disso, Leal
Junior et al > também observaram que a fototerapia com diodo
emissor de luz (LEDT) possui efeitos semelhantes a LBP na atenuacao
da fadiga muscular e melhora da recuperacéo pds-exercicio.

Embora as evidéncias indiquem um provavel efeito inibitério da
fototerapia sobre a producdo das EROs e, consequentemente, um
efeito protetor contra o estresse oxidativo, até o momento ndo existem
estudos observando tal possibilidade em atletas. Portanto, este estudo
preliminar destina-se a verificar o efeito da LEDT sobre a peroxidacdo
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lipidica, mensurada através dos niveis sanguineos de substancias
reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS), em atletas submetidos a um
protocolo de exercicio de alta intensidade.

METODOLOGIA

Foi realizado um ensaio clinico randomizado, placebo-controlado,
duplo-cego e cruzado. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) da Universidade do Vale do Paraiba e todos os participan-
tesassinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Os volunta-
rios foram recrutados entre jovens atletas de voleibol do sexo masculino
(n=6) participantes da equipe juvenil da Universidade de Caxias do Sul,
adotando-se o0s seguintes critérios de exclusao: idade abaixo de 17 anos;
tempo de prética inferior a cinco anos; qualquer lesdo musculoesquelé-
tica prévia na regido do quadril, joelho ou tornozelo; participacéo inferior
a80% das atividades da equipe; jogadores utilizando quaisquer tipos de
suplementos nutricionais ou agentes farmacoldgicos.

Todos os atletas compareceram duas vezes ao laboratério, sendo
submetidos a duas situacoes: aplicacdo efetiva de LEDT e aplicacdo
placebo de LEDT. Em ambas as sessdes, seguiu-se 0 seguinte protocolo:
inicialmente, ocorreu a coleta sanguinea basal do atleta; em seguida,
um protocolo de alongamento muscular padronizado; a seguir, apli-
cacdo efetiva ou placebo de LEDT, de acordo com a randomizacdo
prévia; trés minutos apds o término da aplicacdo de LEDT foi iniciado
o protocolo indutor de fadiga muscular (PIFM); trés minutos apds o
término do PIFM, uma nova amostra sanguinea foi coletada, finalizando
o protocolo. Maiores detalhes sobre os procedimentos utilizados séo
apresentados nas sessdes a sequir.

Randomizacao

A aplicacao da LEDT foi definida através de uma randomizagao em
que os sujeitos foram separados em dois grupos (A e B) que determinou
a ordem de aplicagdo das modalidades de LEDT. Para os integrantes do
grupo A, na primeira sessdo foi realizada a aplicacao LEDT efetiva e, na
segunda sessdo, a aplicagdo placebo da LEDT. Para os integrantes do
grupo B, na primeira sessao foi realizada a aplicagdo placebo da LEDT
e, na segunda sessao, a aplicagdo de LEDT efetiva. A randomizagao
ficou toda sob responsabilidade de um técnico que também recebeu
a incumbéncia de programar o equipamento de LEDT, pelo qual o
mesmo determinava os tipos de aplicacdo (efetiva ou placebo) para
cada atleta, conforme randomizacdo prévia. Este técnico também foi
instruido a ndo comunicar o tipo de tratamento utilizado para o pes-
quisador responsavel pela aplicacdo da LEDT, para os voluntarios e para
0s pesquisadores responsaveis pela execucdo do PIFM e pelas coletas
e andlises sanguineas.

Periodo de avaliacdo

Os procedimentos ocorreram de maneira exatamente igual nas
duas sessdes de exercicio, que ocorreram com intervalo de uma sema-
na entre si, em um mesmo dia da semana (segunda-feira), no mesmo
periodo do dia (entre 18:30h e 21:30h), sendo vetada qualquer atividade
fisica de alta intensidade durante os finais de semana anteriores aos
testes. Dentre os cuidados que foram tomados para a obtencdo da pa-
dronizacdo na execucdo do protocolo de exercicio, cita-se a realizacéo
dos exercicios aproximadamente na mesma hora do dia (para controle
de ritmo circadiano), além das recomendacdes aos atletas quanto ao
tipo de refeicdo apropriada para o dia dos procedimentos e intervalo
entre a Ultima refeicdo e 0 momento da avaliacao.

Protocolo de aplicacao da LEDT

Em ambas as sessdes de exercicio (testes), 0s participantes recebe-
ram aplicacdo da LEDT (efetivo ou placebo) através de um equipamento
da marca THOR® (Londres, Reino Unido) com um cluster de 34 diodos

9



emissores de luz (LEDs) de 660nm e 35 LEDs de 850nm também fabri-
cado pela THOR® (Londres, Reino Unido), de acordo com o resultado
da randomizacao. A aplicacéo efetiva ou placebo da LEDT foi realizada
apds a série de alongamentos padronizada e trés minutos antes do
PIFM. Tanto a aplicacdo efetiva quanto a aplicacéo placebo da LEDT
foram administradas por um dos pesquisadores em ambiente isolado,
na presenca apenas do voluntério e do pesquisador. Uma protecéo
ocular (6culos opaco) foi utilizada pelos participantes, de modo que ndo
conseguiam visualizar ou perceber se estavam recebendo aplicacdo
efetiva ou placebo de LEDT, visto que a mesma nao provoca qualquer
sensacao térmica ao voluntario. A terapia foi administrada na muscula-
tura extensora de joelho dos voluntarios, os pontos de aplicacdo foram
selecionados da mesma forma que no estudo de Leal Junior et al®?,
conforme ilustrado na (figura 1).

Figura 1. Pontos usados na aplicacdo de LEDT (efetiva ou placebo).

A aplicagdo efetiva de LEDT foi realizada através do contato direto
do cluster com a pele, posicionado de forma estaciondria, com uma
leve pressdo, em um angulo de 90 graus em cada um dos pontos de
irradiacéo. Os parametros da LEDT efetiva sdo os mesmos utilizados por
Leal Junior et al??, e estéo resumidos na tabela 1. A aplicacéo placebo
de LEDT foi realizada exatamente da mesma forma que a efetiva, porém
com o equipamento no modo placebo (sem irradiacao efetiva).

Tabela 1. Parametros para LEDT efetiva.

Numero de diodos: 69 (34 diodos vermelhos e 35 diodos infravermelhos)

Comprimento de onda: 660nm (diodos vermelhos) e 850nm (diodos infravermelhos)

Frequéncia da LEDT: continua

Poténcia de saida; 10mW (diodos vermelhos) e 30mW (diodos infravermelhos)

Tamanho do LED: 0,2cm? (para ambos - diodos vermelhos e infravermelhos)

Densidade de poténcia: 0,05W/cm? (para diodos vermelhos) e 0,15W/cm? (para
diodos infravermelhos)

Energia irradiada: 41,7 Joules em cada ponto (0,3J para cada diodo vermelho e
0,9J para cada diodo infravermelho)

Densidade de energia: 1,5 J/cm? em cada ponto (para diodos vermelhos) e 4,5/
cm? em cada ponto (para diodos infravermelhos)

Tempo de tratamento: 30 segundos em cada ponto

Numero de pontos de irradiacdo por musculo: 2

Energia total transmitida por musculo: 83,4 Joules

Modo de aplicagdo: estaciondria em contato com a pele em um angulo de 90
graus com leve pressao
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Protocolo indutor de fadiga muscular (PIFM)

O PIFM adotado (iniciado trés minutos apds o término da aplicacao
efetiva ou placebo da LEDT), foi constituido de um teste de Wingate
realizado em cicloergdbmetro com o atleta tendo os pés fixados aos pe-
dais e instruido a pedalar com velocidade méxima durante 30 segundos
(com estimulo verbal durante todo o teste), utilizando uma carga de
7,5% de sua massa corporal. Os responsaveis pela aplicacdo do teste
de Wingate desconheciam a modalidade recebida pelos atletas ante-
riormente ao inicio do teste (aplicacéo efetiva ou placebo da LEDT).

Amostras sanguineas

Previamente a cada coleta sanguineafoi realizada limpeza antissép-
tica da regido ventral do braco dominante do qual um profissional de
enfermagem qualificado coletou 10ml de sangue (utilizando luvas, serin-
gas e agulhas descartaveis). Cada atleta foi submetido a duas coletasem
cada sessdo, uma previamente ao alongamento e a aplicagdo de LEDT
(efetivo ou placebo) e outra exatamente trés minutos apds o término do
PIFM. O material coletado foi transferido para tubos ndo heparinizados e
foi posteriormente centrifugado e congelado para posterior anélise do
nivel de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS).

Substancias reativas ao acido tiobarbittrico (TBARS)

Como um indicativo de peroxidacao de lipideos foi usada a for-
macao de substancias reativas ao dcido tiobarbiturico (TBARS) durante
uma reacao de aquecimento do 4cido, a qual é amplamente adota-
da como um método bastante sensivel de mensuragcdo do estresse
oxidativo®). Em suma, as amostras sanguineas foram misturadas com
0 4cido tricloroacético a 10% e ao 4cido tiobarbiturico a 0,67% e, entdo,
aquecidas em banho-maria fervente por 15 minutos. As substancias
reativas ao 4cido tiobarbiturico foram determinadas pela absorbancia
a 535nm. Os resultados foram expressos em nmol/ml.

Analise estatistica

As médias dos grupos e seus respectivos desvios padrées foram
expressos nos resultados. O teste t pareado e bicaudal foi utilizado
para verificar se houve diferenca estatisticamente significante nos
niveis de estresse oxidativo pré e pos-exercicio para a aplicacdo
efetiva e a aplicacdo placebo da LEDT. O nivel de significancia ado-
tado foi de 5% (p < 0,05).

RESULTADOS

Participaram deste estudo seis jovens adultos do sexo masculino,
sauddveis e atletas de voleibol, os quais se enquadraram dentro dos
critérios de inclusdo. A idade média dos atletas foi de 18,57 anos (+
0,98), massa corporal média de 82,03kg (+ 3,11) e estatura média de
188,71cm (+ 11,83).

O desempenho dos atletas no teste de Wingate ndo revelou diferen-
Ga estatisticamente significante na poténcia pico e na poténcia média
entre a LEDT efetiva (12,22Wkg" + 0,82; 9,54Wkg” + 0,60) e a LEDT
placebo (12,29Wkg™ + 0,60; 9,65Wkg™ + 0,42) (p > 0,05). Em relacéo
ao fndice de fadiga (uma varidvel indireta mensurada através da perfor-
mance minima e méaxima atingida durante o teste) também ndo foram
encontradas diferencas estatisticamente significantes (p > 0,05) entre a
LEDT efetiva (39,64% + 6,36) e a LEDT placebo (39,88% + 4,38).

Os resultados relacionados com o estresse oxidativo, mensurados
através dos niveis de TBARS, estdo demonstrados na figura 2. Na
situacdo LEDT efetiva nédo foi observada diferenca estatisticamente
significante (p > 0,05) entre os niveis pré e pos-exercicio (6,98 + 0,81
e 7,02 +0,47nmol/ml). Entretanto, a situacao LEDT placebo demonstrou
diferenca estatisticamente significante (p = 0,05) entre o0s niveis pré e
pés-exercicio (7,09 + 1,28 e 843 £ 0,71nmol/ml).
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Ao considerar-se a variacao das concentragdes de TBARS nas ana-
lises pré e pds-exercicio, observa-se diferenca estatisticamente signi-
ficante (p = 0,02) entre a LEDT efetiva (1,34 + 1,29nmol/ml) e a LEDT
placebo (0,06 + 0,53nmol/ml), conforme ilustrado na figura 3.
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Figura 2. Comparagédo dos niveis de TBARS antes (PRE) e ap6s (POS) o exercicio nas
situacoes LEDT efetiva e LEDT placebo (*p = 0,05).
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Figura 3. Comparagéo da variacdo nos niveis de TBARS nas situacoes LEDT efetiva e
LEDT placebo (*p = 0,02).

DISCUSSAO

Neste estudo preliminar, avaliamos o efeito da LEDT aplicada pre-
viamente ao exercicio de alta intensidade realizado em cicloergdbmetro
sobre a variagdo na concentracao de TBARS. Apesar de apresentar al-
gumas limitagdes que serdo abordadas posteriormente, nosso trabalho
encontrou resultados positivos em relagdo a LEDT como uma moda-
lidade de prevencdo do estresse oxidativo induzido por exercicio. Tal
especulagdo é embasada no aumento nos niveis de TBARS na situagao
em que os atletas receberam aplicagdo placebo da LEDT, contrapondo-
se ao equilibrio observado na situagao na qual os atletas receberam
aplicacao efetiva da LEDT.

Resultados positivos da fototerapia sobre o estresse oxidativo ja
foram relatados em estudos em que a LBP foi aplicada no musculo
de ratos submetidos a trauma mecanico!”'®). Fillipin et al"”, utilizan-
do laser de arseneto de gélio (904nm, 45mW e 5J/cm?), encontraram
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uma reducéo das anormalidades histoldgicas e na resposta inflamatoria,
além de aumento na concentracao de coldgeno no grupo irradiado
com LBP. Os autores também observaram efeitos significativos da LBP
na reducdo do estresse oxidativo, representado pelo decréscimo dos
niveis de TBARS em relagao ao grupo que nao recebeu laser. Além disso,
foi observado um aumento na atividade enzimatica da superoxido
dismutase (SOD), um importante agente antioxidante.

Rizzi et al'® reforcam as constatagdes anteriormente citadas em
um estudo utilizando parametros semelhantes de LBP sobre o trauma
mecanico em musculos de ratos. Os autores observaram uma diminui-
¢ao considerdvel das anormalidades histolégicas, resposta inflamatéria
e nos niveis de TBARS, além do efeito bloqueador na expressao da
sintese de éxido nitrico (iNos) e na ativacdo do fator nuclear Kb (NF-
kB). Os autores concluiram que a LBP reduz a resposta inflamatéria
induzida por trauma sendo capaz de bloquear os efeitos negativos da
liberacdo das EROs.

Apesar das evidéncias na literatura ja terem apontado o efeito posi-
tivo da fototerapia sobre a prevencdo do estresse oxidativo, enfatizamos
que este é o primeiro estudo analisando os efeitos da LEDT sendo
aplicada previamente ao exercicio em atletas objetivando prevenir a
peroxidacao lipidica induzida por este tipo de atividade. Assim, embora
nossos achados ndo possam ser confrontados com a literatura, estes
podem ser considerados como o primeiro passo para estudos nesta
area inovadora do conhecimento.

Considerando-se que esta pesquisa foi conduzida como um es-
tudo preliminar, algumas limitacdes devem ser apontadas, sendo a
primeira em relagdo ao tamanho amostral. O nimero limitado de
participantes ndo permite maiores constatacdes sobre os resultados,
dificultando o emprego de uma andlise estatistica mais adequada.
Além disso, acreditamos que atletas possam ndo constituir a melhor
populacdo para andlise de estresse oxidativo, uma vez que a prética
sistematica de exercicios fisicos, especialmente de natureza aerébia,
aumenta a capacidade antioxidante do individuo e, consequente-
mente, inibe a instalacdo do fendmeno conhecido como estresse
oxidativo®?), Deste modo, estudos envolvendo individuos nao trei-
nados ou sedentérios, provavelmente promovam incrementos mais
significativos no estresse oxidativo em relacdo aos nossos achados,
como os observados por Chang et al®®, que também utilizaram
TBARS como parametro de andlise.

A segunda limitacdo inclui o protocolo de exercicio utilizado no
estudo. O teste de Wingate possui caracteristica predominantemente
anaerobia, sendo um teste de poténcia méaxima e de curta duracéo de
tempo®, Em exercicios predominantemente aerébios, 0 aumento no
aporte de oxigénio para a mitocondria proporciona um aumento na
producao de EROs®?. Embora exercicios predominantemente anae-
rébios sejam realizados com uma participacdo limitada de oxigénio, a
producdo excessiva de EROs também é observada®", provavelmente
por outros mecanismos tais como a ativagao da xantina oxidase, da
acidose e oxidacao de catecolaminas®?. No entanto, visto que a litera-
tura apresenta resultados controversos, entendemos que exercicios de
longa duragao sao mais apropriados quando o objetivo é a inducdo ao
estresse oxidativo, especialmente em individuos treinados.

Além disso, sendo a anélise do estresse oxidativo em humanos um
procedimento complexo, somado ao fato de nao existir um marcador
biolégico considerado gold standard, enfatizamos a importancia da uti-
lizacdo de mais de uma analise bioquimica para determinar o estresse
oxidativo®¥, Sugerimos a observagao do comportamento de enzimas
antioxidantes — tais como a superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT),
glutationa peroxidase (GPX) e glutationa redutase (GR) — que devem
ser feitas conjuntamente com TBARS. Tal observacéo parece apropriada,
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visto que muitos pesquisadores acreditam que a fototerapia aumenta
a atividade enzimética antioxidante através de um processo fotoquimi-
co que acelera a eliminagdo de EROs!'724. Portanto, a explicacao para
0s nossos achados pode estar relacionada ao efeito estimulatério da
fototerapia sobre a acdo de enzimas antioxidantes.

Por fim, afirma-se que, embora limitacdes metodoldgicas do pre-
sente estudo inviabilizem conclusdes mais concretas, nossos resultados
demonstram um efeito protetor da LEDT sobre o estresse oxidativo
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