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SANTOS, Vanessa Batista da Costa. Aplicacdo da LEDterapia e crioterapia como
meétodos de recuperacdo ao exercicio de natacdo em ratos Wistar: Analise anti-
inflamatdria e ergogénica. 2014. 65f. Dissertacdo (Mestrado em Educacéo Fisica) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2014.

RESUMO

Exercicios de alta intensidade e exercicios prolongados, podem levar a danos
musculares que causam reacgoes inflamatorias e altos niveis de marcadores de leséo
muscular, levando a fadiga. Assim, estratégias que acelerem a recuperagéo sao de
extrema importancia para o desempenho e o bem estar do esportista. O objetivo
desse trabalho foi avaliar os efeitos anti-inflamatérios e ergogénicos, da fototerapia e
da crioimersdo como métodos de recuperagcao ao exercicio de natagao de ratos
Wistar, tanto na aplicagdo unica como sucessiva. Para isso foram realizados dois
estudos, sendo o primeiro com o objetivo de analisar os efeitos de uma unica
aplicagdo dos métodos de recuperagao. Esse estudo consistiu de duas fases, a
primeira foi para analise dos danos celulares causados pelo exercicio, utilizou 29
ratos que realizaram 45 minutos de natag&o, seguido da aplicagdo dos métodos de
recuperacao (LEDterapia, recuperacdo passiva ou crioterapia), e logo apés
realizaram uma nova série de natagédo por 45 minutos. Na segunda fase do estudo,
para analise dos efeitos ergogénicos, 22 ratos foram submetidos a 45 minutos de
natacdo, seguidos da aplicagdo das modalidades de recuperagdo e logo apos
realizaram um teste de desempenho até a exaustdo. Os resultados do primeiro
estudo demonstraram que tanto a LEDterapia quanto a crioterapia melhoraram o
desempenho, entretanto a terapia com LED foi mais eficaz na reducdo dos danos
musculares provocados pelo exercicio. O segundo estudo, foi realizado para avaliar
os efeitos de aplicagdes consecutivas dos métodos de recuperacao, consistindo da
aplicacao diaria da crioimersdo, LEDterapia ou a recuperagao passiva logo apés o
término das sessdes de exercicio de um programa de treinamento de natagdo com
30 dias de duragéo. Foram utilizados 35 ratos, divididos em cinco grupos: controle
(CO), controle com teste de exaustdo (CE), recuperagao passiva (RP), crioimersao
(CRIO) e LEDterapia (LED). Apds o término das sessdes de treinamento, os animais
foram submetidos aos métodos de recuperagao de acordo com o seu grupo. O grupo
CO apresentou diferencga significativa para o peso relativo do musculo gastrocnémio,
quando comparado ao grupo RP. A analise histolégica do musculo soéleo e
gastrocnémio mostrou que o grupo CE apresentou o maior numero de necrose,
enquanto no grupo RP foi encontrado a maior frequéncia de edema, inflamacgao e
células inflamatérias. A crioimersdo e a LEDterapia foram eficazes na redugdo do
edema e da inflamagao muscular. Entretanto, nenhum dos métodos estudados
mostrou diferengas significativas durante o teste de exaustdo. Assim, os dados do
segundo estudo sugerem que as aplicagcbes sucessivas dos métodos de
recuperacao nao alteram o desempenho durante o exercicio, no entanto, diminuim
as reacoes inflamatédrias, o edema e previnem a necrose muscular.

Palavras-chave: Crioterapia. Fototerapia. Marcadores inflamatorios. Adaptagdes ao
treinamento.
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ABSTRACT

High-intensity exercise and prolonged exercise can lead to muscle damage and
inflammatory reactions that cause high levels of markers of muscle damage inducing
fatigue. Thus strategies to accelerate the recovery are extremely important to the
performance and welfare of the athlete. The aim of this study was to evaluate the
anti-inflammatory and ergogenic effects of phototherapy and cold water immersion as
recovery methods to swimming exercise in rats, both in single as successive
application. Therefore, two studies were conducted, the aim of the first one was to
analyze the effects of a single application of the methods of recovery. This study
consisted of two phases, the first was to analyze the cellular damage caused by
exercise, 29 rats underwent 45 minutes of swimming, followed by application of the
methods of recovery (LED therapy, passive recovery or cryotherapy ) and
immediately after they were subjected to a new serie of 45 minutes of swimming. In
the second phase of the study, in order to analyze the ergogenic effects, 22 rats were
subjected to 45 minutes of swimming, followed by the application of the
arrangements for recovering and then, conducted a performance test to exhaustion.
The results of the first study showed that both LED therapy as cryotherapy improved
performance, however, LED therapy was more effective at reducing muscle damage
caused by exercise. The second study was conducted to evaluate the effects of
consecutive applications of recovery methods, consisting of daily application of cold
water immersion, LED therapy or passive recovery after the completion of the
swimming training program with 30-day sessions. In this phase, 35 rats were divided
into five groups: Control (CO), control with exhaustion test (CE), passive recovery
(PR), cold water immersion (CRYO) and LED therapy (LED). After fulfiled the training
sessions, the animals were subjected to recovery methods according to their group.
The CO group showed significant difference for the gastrocnemius muscle relative
weight when compared to the RP group. Histological analysis of gastrocnemius and
soleus muscle showed that the CE group obtained the largest number of necrosis,
while in the RP group found the highest frequency of edema, inflammation and
inflammatory cells. The LED therapy and cold water immersion were effective in
reducing edema and inflammation of muscle. However, none methods studied
showed significant differences during the exhaustion test. Thus, data from the second
study suggest that successive applications of recovery methods do not alter
performance during exercise, however, decreases the inflammatory reactions, edema
and prevents muscle necrosis.

Keywords: Cryotherapy. Phototherapy. Inflammatory markers. Adaptations to
training.
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1 INTRODUCAO

Danos musculares que levam a fadiga, reagbes inflamatorias e
niveis elevados de marcadores de lesdo muscular, sdo observados apds a
realizagcdo de exercicios de alta intensidade intermitente ou continuo e exercicios
prolongados e podem interferir no desempenho do esportista (Ascencado et al.,
2011). Com o objetivo de reduzir os danos provocados pelos exercicios, tém sido
estudados métodos de recuperacdo que atenuem as lesbes sem que ocorra uma
queda no desempenho ou reducdo dos efeitos benéficos e necessarios do
treinamento. A crioterapia € um método utilizado no meio esportivo com o intuito de
diminuir o edema, processo inflamatério, lesbes por hipoxia secundaria e a dor
(Wilcock et al., 2006; Algafly et al, 2007). Entretanto, apesar de varios estudos
descrevendo os potenciais efeitos da crioterapia na redugao da inflamacao, muitos
trabalhos tém mostrado que os efeitos deste método estdo mais relacionados com a
percep¢ao tanto da dor, quanto da recuperacao, e ndo ha consenso sobre os efeitos
deste método na performance esportiva (Rowsell et al., 2009; Kinugasa et al., 2009).

Outro método de recuperagao estudado atualmente é a terapia com
diodos emissores de luz (LED), que tem mostrado resultados benéficos como
aumento da proliferacdo celular, modulacdo dos niveis de citocinas, fatores de
crescimento e mediadores inflamatérios (Barolet et al., 2008; Hamblin et al., 2005;
Komine et al., 2010; Wong-Riley et al., 2005; Huang et al., 2009). Estudos anteriores
mostraram que a LEDterapia pode diminuir os marcadores de lesdo muscular e a
inflamac&o apds o exercicio (Hamblin et al., 2006; Leal Junior et al., 2013). Camargo
et al. (2012) estudaram o efeito da crioimersdo e da LEDterapia nos marcadores
inflamatdrios, dano muscular e edema, apds 100 minutos de natacdo em ratos
Wistar, e mostraram que a LEDterapia foi mais eficaz que a crioimersao na
prevencao da lesdo muscular e inflamacéao local, porém sem redugcdes no edema.

Diversos fatores relacionados a aplicacdo dos métodos de
recuperac¢ao encontram-se desconhecidos ou inconclusivos. Portanto, mais estudos
sdo necessarios para demonstrar os efeitos de uma unica aplicagéo da fototerapia e
da crioterapia e também do uso continuo desses métodos no desempenho e nos
danos provocados pelo exercicio intenso. Para isso, foi utilizado no presente estudo

um protocolo experimental em ratos Wistar, uma vez que almeja-se controlar o maior
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numero de variaveis fisioldgicas da amostra estudada e avaliar o efeito dos métodos

de recuperacgao, respeitando os aspectos éticos da pesquisa.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar e comparar os efeitos anti-inflamatérios e ergogénicos da
fototerapia e da crioterapia como métodos de recuperagao ao exercicio de natagao
de ratos Wistar, analisando a acdo destes tanto na aplicacdo unica como

consecutiva.
2.2  OBUJETIVOS ESPECIFICOS
Comparar os efeitos da fototerapia e da crioterapia nos:
a) Marcadores inflamatérios sanguineos (proteina C reativa e
creatina quinase);

b) Aspectos histolégicos de necrose, edema e células inflamatérias;

c) No teste de desempenho de natagao.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 DANO MUSCULAR E DESEMPENHO

O consumo maximo de oxigénio (VO,max) é definido como a maior
taxa em que o oxigénio pode ser captado e utilizado pelo corpo durante o exercicio,
e altos valores de VO;max tém sido associados com melhores desempenhos em
provas de endurance (Bouchard et al., 2011). Alguns autores tem considerado
quatro fatores como os possiveis limitadores do VO,max e determinantes para o
desempenho de endurance, sendo eles: capacidade de difusdo pulmonar, débito
cardiaco, capacidade de transporte de oxigénio e caracteristicas constitutivas do
musculo esquelético (Bassett, 2000). Outros aspectos como o aumento da
variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC), melhora dos limiares de lactato e
ventilatério, além da atenuacido das respostas inflamatérias e do estresse oxidativo
s&o associadas aos programas de treinamento de endurance (White et al., 2013).

Exercicios de alta intensidade intermitentes ou continuos, e
exercicios prolongados de menor intensidade, podem levar a danos musculares que
causam fadiga, reacgdes inflamatérias e altos niveis de marcadores de leséo
muscular como a creatina quinase (CK), lactato desidrogenase, mioglobina, estresse
oxidativo e dor muscular de inicio tardio, que podem comprometer o desempenho
fisico dos individuos (Ascencéo et al., 2011; Camargo et al., 2012). O dano muscular
pode ser agravado pelo acumulo de metabdlitos do metabolismo anaerobio, devido a
reducdo do pH intracelular, aumento da osmolaridade e diminuigdo da ressintese de
adenosina trifosfato (ATP), que leva a ruptura das membranas celulares, liberando
calcio intracelular e ativando vias de sinalizagdo que geram necrose ou apoptose
celular, liberando ainda mais metabdlitos que reduzem o pH (White et al., 2013;
Fredsted et al., 2007).

Pereira et al. (2013) avaliaram os danos no acido desoxirribonucleico
(DNA) no sangue e células do musculo esquelético de camundongos apds o
treinamento aerobio e a indug&o do overtraining. A carga de treinamento aplicada de
acordo com o limiar anaerébio medido pelo método de lactato minimo foi suficiente
para melhorar o desempenho no teste exaustivo do grupo de treinamento aerdébio;
porém, o grupo overtraining alcangou piores resultados do que o grupo nao-treinado.

Além disso, o grupo overtraining mostrou aumento significativo na quantidade de
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DNA na cauda, comparado com os demais grupos. Outro dado encontrado pelos
autores, foi que o grupo overtraining apresentou menores concentragbes de
glutadiona e niveis de peroxidagéao lipidica maiores que o grupo controle e o grupo
de treinamento aerdbio, sugerindo que maiores niveis de DNA e de estresse
oxidativo estdo relacionados com o overtraining e consequente queda do
desempenho.

Xiao e colaboradores (2012) também investigaram os efeitos do
overtraining, porém na expressao génica relacionado ao crescimento e regeneragao
do musculo esquelético. Esses autores nao encontraram diferengas do grupo
submetido ao protocolo de overtraining comparado ao controle nos marcadores
MyoD, miogenina, interleucina 1 beta (IL-1B), fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a),
de fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF-1) e fator mecéanico de
crescimento (MGF); entretanto, as concentragbes de creatina quinase (CK),
interleucina 6 (IL-6) e fator de crescimento transformador - beta (TGF-B) foram
maiores no grupo overtraining, enquanto os niveis de interleucina 10 (IL-10), a
atividade da enzima ciclo oxigenase 2 (COX-2) e urokinase ativadora do
plasminogénio (uPA) foram significativamente menor. Esses dados sugerem que
quantidade reduzidas da citocina antiinflamatoéria IL-10, da COX-2 e da uPA podem
estar relacionado com a inibicdo do crescimento e regeneragdo muscular induzido
pelo exercicio.

O formato dos treinos e competicbes dos esportes individuais e
coletivos podem impor altas cargas de treinamento e demanda fisica, com pequenos
intervalos de recuperacdo. Assim, considerando que o processo de adaptacao
requer altas cargas de estimulo e periodos de recuperagdo adequados, torna-se
necessario investigar métodos que auxiliem o processo de recuperagao e adaptagao

bioldgica ao estresse fisioldgico potencialmente deletérico.

3.2 METODOS DE RECUPERACAO

A recuperacgao apos o estresse causado pelo exercicio € necessaria
para promover a ressintese de substratos energéticos, as adaptagbes ao
treinamento, reduzir os riscos de lesbes e melhorar o desempenho nas atividades
esportivas seguintes. Com o intuito de fornecer recuperagao adequada e acelerada,

diversos métodos de recuperagao estdo sendo inseridos na rotina esportiva, dentre
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eles as massagens, recuperagao ativa, crioterapia, terapia de imersdo em agua com
contraste de temperatura, oxigenoterapia hiperbarica, medicamentos anti-
inflamatorios, roupas de compressdo, alongamento, eletroestimulacdo e
modalidades combinadas. Entretanto, ha poucas evidéncias sobre os beneficios
dessas estratégias de recuperagao (Barnett, 2006).

A crioimersdo é a estratégia mais praticada atualmente no meio
esportivo, porém os efeitos contraditérios desse método sobre os marcadores
inflamatdrios e o desconforto de sua aplicagdo ainda causam resisténcia em sua
utilizacdo. Neste contexto, a fototerapia surge como uma possibilidade de
intervencao que aparentemente tem bons resultados e pode ser aplicada de forma

confortavel ao esportista.

3.2.1 Mecanismos de Acao da Crioterapia

A crioterapia € um método comumente utilizado no meio esportivo,
promovendo a vasoconstricdo e diminuigdo do fluxo sanguineo, reduzindo assim a
permeabilidade capilar, a necrose celular, a migracao de neutrdéfilos, a atividade
metabdlica, fatores que agem diretamente na diminuicdo do edema, processo
inflamatério e lesdes por hipdxia secundaria, além da reducédo da condugéo nervosa,
que atua na analgesia e reducédo do espasmo muscular (Wilcock et al., 2006; Algafly
et al, 2007).

Quando se aplica a crioterapia ha reducao da temperatura local de
acordo com a magnitude do método de resfriamento aplicado e a profundidade e tipo
de tecido submetido a intervengdo. Sugere-se que ao iniciar a aplicagdo da
crioterapia ocorra declinio imediato e rapido da temperatura superficial da pele,
seguida por reducao na velocidade do resfriamento até atingir um platé alguns graus
acima da temperatura da modalidade aplicada e comeg¢ando o reaquecimento da
pele imediatamente apdés a retirada do método (Knight, 2000). Os tecidos
subcutaneos respondem da mesma forma que a pele, porém em menor magnitude,
e a temperatura dos tecidos mais profundos, como os musculos, comegam a reduzir
gradativamente, e em menor velocidade que os tecidos mais superficiais, apos
alguns minutos do inicio da intervengédo, podendo manter essa reduc¢do por alguns
minutos apds a retirada do método e entdo entrar no processo de reaquecimento
(Knight, 2000; Jutte et al., 2001; Tomchuk et al., 2010).
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O nucleo pré-optico do hipotalamo possui neurénios sensiveis ao
calor e ao frio, e € o centro que controla a temperatura corporal, atuando como um
termostato (Machado, 1993). Assim que a temperatura dos tecidos comecga a
diminuir devido a crioterapia, essa informacdo € transmitida pelos neurdénios
sensitivos (termorreceptores) ao hipotalamo (que também detecta as alteragdes na
temperatura do sangue que passa por ele) e este ativa mecanismos de conservagao
de calor necessarios para a manutencao da temperatura. O centro de conservagao
de calor localiza-se no hipotalamo posterior e quando estimulado resulta na
vasoconstricao periférica, tremores musculares e até mesmo a liberacdo de
hormonios tireoidianos, desencadeando com isso alteragcbes na permeabilidade
vascular e redugdo do metabolismo celular em busca da geragao ou conservagao de
calor, evitando assim a queda excessiva e lesiva da temperatura no local (Machado,
1993; Knight, 2000).

Gregson e colaboradores (2011) investigaram a influéncia de duas
imersdes de cinco minutos ao nivel das cristas iliacas, em agua a 8°C e a 22°C, na
temperatura retal, superficial da pele da coxa e intramuscular de homens
moderadamente treinados, além de mensurar a velocidade de condugao sanguinea
cutanea (com laser doppler) e o fluxo sanguineo da artéria femoral superficial (com
ultrassom duplex). Os autores encontraram redugdes significativamente maiores em
todas as variaveis analisadas quando os individuos foram imersos em agua a 8°C,
tanto imediatamente apds, quanto 30 minutos depois da imersédo, sugerindo que
temperaturas mais baixas estdo associados com menor fluxo sanguineo para os
tecidos. Essa reducéo do fluxo sanguineo esta intimamente ligada ao declinio do
metabolismo local e auxilia na reducdo de lesdes secundarias causadas por um
dano primario.

Quando o tecido sofre uma lesdo, imediatamente inicia-se uma
resposta inflamatoria no local com o objetivo de defender o organismo de
substancias estranhas, remover o tecido necrosado possibilitando a cicatrizagao e
promover a regeneragao do tecido. A resposta inflamatéria ocorre em oito fases que
se sobrepdem: Lesao inicial (ou primaria) que danifica a estrutura ou fungao tecidual;
alteragdes ultra-estruturais com eventual rompimento da membrana celular e
extravazamento do seu conteudo para o meio extracelular; alteracbes metabdlicas
como a redugdo da oferta de oxigénio para a célula (hipdxia); ativacdo de

mediadores quimicos com o objetivo de sinalizar o organismo do dano ocorrido;
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alteragbes hemodinamicas; alteracbes de permeabilidade dos vasos sanguineos;
migracao de leucdcitos e por ultimo a fagocitose. Ja os sinais da inflamacgao sao a
dor, edema, rubor, calor e perda da fun¢ao (Knight, 2000).

As lesbes secundarias podem ser causadas por enzimas destinadas
a digerir os detritos das células mortas, que quando entram em contato com células
vivas degradam suas membranas levando-as a morte, e também pela lesdo por
hipoxia secundaria que é resultado da oferta insuficiente de oxigénio para os tecidos
distais da lesdo primaria decorrentes das lesdes vasculares e aglomeracdo de
células inflamatérias (Knight, 2000). O resfriamento do local lesionado ndo visa
bloquear a resposta inflamatéria, uma vez que, essa é essencial no processo de
cicatrizagao tecidual. Porém, a resposta inflamatdria exacerbada danifica os tecidos
integros ao redor da area inicialmente lesionada (lesdo secundaria) e assim, o
objetivo da crioterapia € diminuir ou controlar a resposta inflamatéria exagerada,
atuando principalmente na redugao dos sinais da inflamacéao (Knight, 2000).

Shaser et al. (2007) realizaram um trabalho experimental para
analise dos efeitos do resfriamento a 8°C de forma continua e prolongada (durante 6
horas), imediatamente apds uma severa lesao fechada dos tecidos moles da regiao
antero-lateral da tibia de ratos machos. Quando comparado ao grupo lesionado sem
nenhum tratamento, a crioterapia restaurou a densidade capilar de forma funcional,
provocou redugcao acentuada da pressao intramuscular, da aderéncia de leucécitos,
da invasdo de granulécitos e macrofagos, além de atenuar o dano tecidual,
diminuindo o numero de fibras necrosadas no musculo extensor digitorium longus.
Esses resultados confirmam a eficacia da crioterapia na atenuacdo da destruicdo
tecidual mediada por leucdcitos e lesdo hipdxica secundaria.

Outro mecanismo da crioterapia € a reducdo da condug¢ao nervosa
causada pelo aumento na duragdo dos potenciais de agdo dos neurdnios com a
queda gradual da temperatura (Knight, 2000). O potencial de agao € a sequéncia de
eventos que invertem o potencial da membrana e em seguida restauram o seu valor
de repouso. Durante esse evento, os canais de ions sodio (Na+) localizados na
membrana do axdénio e terminais axbnicos se abrem, permitindo o influxo de Na+
para o interior da célula, causando a despolarizagdo. Em seguida, ocorre a abertura
dos canais de ions potassio (K'), permitindo o efluxo de K, produzindo a
repolarizagdao da membrana (Tortora, 2002). Sugere-se que o aumento da duragao

do potencial de agdo apds a aplicacéo do frio seja consequéncia do aumento dos
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periodos refratarios (Knight, 2000), que é o periodo no qual a célula que foi excitada
nao pode gerar outro potencial de agéo, pois coincide com o impulso de ativagao e
inativacdo dos canais de Na* e estes ndo podem ser reabertos enquanto o potencial
da membrana nado retornar aos valores de repouso (Tortora, 2000). Com esse
aumento da duracao do potencial de acdo provocado pela aplicacao da crioterapia,
ha reducdo da velocidade de transmissdo dos estimulos e isso € proporcional a
magnitude do resfriamento (Knight, 2000).

Algafly et al. (2007) investigaram efeito da aplicacdo do pacote de
gelo no tornozelo, sobre a velocidade de condugao no nervo tibial, o limiar de dor e a
tolerancia a dor, e seus resultados mostraram que quando a temperatura da pele
alcangou 10°C, ocorreu diminui¢do significativa na velocidade da condug¢ao nervosa,
o0 que também foi acompanhada pelo aumento no limiar e tolerancia a dor, devido a

reducao da transmissao do impulso doloroso pelos nociceptores teciduais.

3.2.1.1 Efeito da crioterapia associada ao exercicio

Elias et al. (2013) compararam a eficacia da imersdo em agua fria
(12°C) com a terapia de contraste, alternando a cada um minuto entre imersdes em
agua quente (38°C) e fria (12°C), ambas imersdes duraram 14 minutos e foram
realizadas na altura do processo xifoide de atletas de elite, apds jogos de futebol. Os
autores observaram que a crioimersdao manteve a capacidade de realizacdo de
sprints repetidos 24 e 48 horas apds a aplicagédo, enquanto os grupos de contraste e
recuperagcao passiva ficaram mais lentos. O mesmo trabalho mostra que a
crioimersdo também foi o0 método que promoveu maior analgesia, redugao da fadiga
e preveniu o declinio nos testes de salto vertical com e sem contramovimento.
Ascensao et al. (2011) também compararam o efeito de uma sessao de crioimersao
e da imersdo em agua termoneutra apos um jogo de futebol, observando que a
crioimersé&o foi mais eficaz na redugdo da atividade da enzima creatina quinase (CK)
plasmatica, mioglobina, proteina C reativa (PCR), dor muscular de inicio tardio,
prevenindo a reducdo da forgca de quadriceps e adutores, contribuindo para
recuperagcao mais rapida da funcdo neuromuscular.

Muitos autores tém defendido que os efeitos da crioterapia como
método de recuperagcdao do exercicio estdo relacionados com a melhora na

percepcao subjetiva da dor e da fadiga, desencadeados principalmente pela redugao
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da condugao nervosa e ativagcao parassimpatica (Buchheit et al., 2009; Algafly et al.,
2007; Garcia-Manso et al., 2011). Bastos et al. (2012) compararam o efeito da
crioimersao e da recuperagao ativa na concentragao de lactato e na variabilidade da
frequéncia cardiaca, mostrando que ambos os métodos reduzem a concentragao de
lactato quando comparado a recuperacgao passiva. No entanto, apenas a crioimersao
apresentou melhora na regulagcéo autonémica cardiaca, com aumento da modulagao
parassimpatica pos-aplicagdo, sugerindo maior ativagdo simpatica apds a
recuperacao ativa.

Ingram et al. (2009) compararam os efeitos da imersdo em agua a
10°C, terapia de contraste frio/quente e uma situagdo controle, nos marcadores
inflamatdrios e desempenho em sprints repetidos e for¢ca isométrica, pré-exercicio e
apds 48 horas. Seus resultados mostraram que a crioimersao foi mais eficaz na
manutencao da performance apos 48 horas do exercicio até a exaustdo, mantendo
valores do tempo total de sprints, do melhor sprint, da for¢ca isométrica de flexao e
extensdo de joelho préximo aos valores alcangados inicialmente, sem diferengas
significativas entre os métodos de recuperagdo nos marcadores inflamatérios. Nemet
et al. (2009) avaliaram o efeito da aplicacdo do pacote de gelo nos mediadores
anabolizantes, catabdlicos e inflamatérios apés uma sessdo de treinamento de
sprints intervalados, obtendo como resultado a diminuicdo de citocinas pré e
antiinflamatadrias, além de redugdo dos horménios anabdlicos, sugerindo potenciais
efeitos negativos para as adaptagbées ao treinamento caso as aplicagbes fossem
consecutivas.

Poucos estudos avaliaram as respostas fisioldgicas e metabdlicas da
aplicacdo consecutiva da crioterapia. Haddad et al. (2010) mostraram que a
aplicagao da crioimersdao apods o treinamento, durante cinco dias, em nadadores
altamente treinados aumenta a atividade parassimpatica e a qualidade subjetiva do
sono. No entanto, eles ndo avaliaram a relacdo com o desempenho fisico ou
adaptagdes ao treinamento. Yamane et al. (2006) avaliaram a influéncia da
aplicagao regular do frio apds os exercicios de um programa de treinamento de forga
e endurance, com 4 e 6 semanas de duragdao. Eles mostraram que o grupo
submetido a crioterapia apresentou adaptagbes ao treinamento (VOzmax, forga
isométrica maxima e didmetro da artéria braquial e femoral) trés vezes menores que
0 grupo controle, sugerindo que os ajustes moleculares e humorais provocados pelo

dano do exercicio sao fisioldgicos e necessarios para a adaptacao ao treinamento.
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No entanto, Howatson et al. (2009) avaliaram os efeitos da imersao
em agua fria (12 minutos a 15°C) apés dois blocos de exercicio de saltos separados
por 14 e 21 dias, sobre a adaptacdo ao exercicio repetido. Os autores nao
encontraram diferencas significativas na contragdo isométrica voluntaria maxima, dor
muscular tardia, creatina quinase, circuferéncia da coxa e amplitude de movimento
entre os grupos, sugerindo que a crioterapia nao inibe os efeitos adaptativos do
exercicio repetido. Apesar do uso rotineiro da crioterapia, ainda existem muitas

controvérsias sobre os seus reais efeitos.

3.2.2 Mecanismos de Agao da Fototerapia

Quando as células sdo expostas a fototerapia de baixa poténcia,
ocorre aumento da sintese de ATP, modulagdo das espécies reativas de oxigénio
(ERO), inibicdo da apoptose, estimulagdo da angiogénese, aumento do fluxo
sanguineo e indugao de fatores de transcrigédo, levando ao aumento da proliferagéo
celular e modulacédo dos niveis de citocinas, fatores de crescimento e mediadores
inflamatdrios (Barolet et al., 2008; Hamblin et al., 2005; Komine et al., 2010; Wong-
Riley et al., 2005; Huang et al.,, 2009). Esses efeitos dependem de varios
mecanismos bioquimicos que estdo associados a dose de energia luminosa
entregue e absorvida pelo tecido.

A fototerapia é frequentemente aplicada em uma poténcia entre 1 a
500mW, na largura espectral préxima a luz vermelha (600nm) e infravermelha
(1000nm) (Figura 1), com densidade de poténcia entre TmW-5W/cm? (Huang et al,
2009). Entretanto, estudos demonstraram que existe uma dose ideal de emissao de
luz em qualquer tipo de aplicagao, e que doses inferiores ou superiores a esse valor,
interferem negativamente nos resultados terapéuticos (Hamblim et al., 2006; Huang
et al., 2009).
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Figura 1 — Imagem do espectro eletromagnético mostrando a regiao espectral que
encontra-se os comprimentos de onda da luz vermelha e infravermelha
utilizados na fototerapia.
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Os efeitos bioquimicos decorrentes da irradiacdo de luz sao
causados pela absorgao dos fotons pelos fotorreceptores ou cromoforos, que sdo o
conjunto de atomos de uma molécula responsaveis por sua cor, € que como
exemplo podemos citar a hemoglobina, a citocromo ¢ oxidase, a mioglobina, as
flavoproteinas, entre outros (Karu et al., 1999). Os tecidos possuem propriedades
Opticas que respondem diferentemente aos comprimentos de onda e de acordo com
o seu fotorreceptor especifico (Huang et al., 2009; Karu et al., 2005a).

Varios estudos tém demonstrado que a luz vermelha e infravermelha
atuam na cadeia respiratoria da mitocondria, sendo absorvida pelo fotorreceptor
citocromo c oxidase, estimulando assim as atividades mitocdndriais (Karu et al.,
1999; Karu, 2010; Hamblim et al., 2006) (Figura 2). O citocromo c oxidase é uma
enzima da cadeia respiratéria das mitocéndrias, que pode bloquear a respiragao
celular quando ligado ao 6xido nitrico (NO) (Huang et al., 2009; Karu et al., 2005b).
A teoria da fotodissociacdo sugere que em processos inflamatérios, hipdxia e
estresse celular, por exemplo, o citocromo c oxidase é obstruida pelo NO. No
entanto, a irradiacao terapéutica com LED ou laser de baixa poténcia seria capaz de
dissociar este elemento ou difundi-lo para a matriz extracelular, deixando o
citocromo c¢ oxidase novamente livre para ligar-se ao oxigénio e retomar a atividade

da cadeia respiratoria (Karu et al, 2005b; Huang et al., 2009; Barolet et al., 2008).
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Figura2 — Esquema da absorcdo da Iluz vermelha e infravermelha pelo
fotorreceptor citocromo c¢ oxidase localizado na cadeia respiratoria da
mitocéndria.
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Fonte: Adaptado de Huang et al. (2009, p. 362)

Quando a respiragédo € bloqueada, sinais quimicos na forma de
radicais livres ou ERO s&o gerados, alterando o potencial redox da célula (Karu et
al., 1999; Karu, 2008). Quando produzidos em quantidades normais, essas espécies
reativas de oxigénio sdo sinalizadoras para a atividade de muitas proteinas ou
fatores de transcrigcdo; porém, se nao houver modulagdo da producdo de radicais
livres, essa pode ser prejudicial a célula, fato encontrado em muitas patologias (Karu
et al., 1999; Karu, 2008 e Barolet et al., 2008). Para entender a agao da fototerapia é
necessario esclerecer o conceito basico da reacdo de oxidorredugao ou reacao
redox, que € quando uma molécula aceita elétrons de outra molécula tornando-se
reduzida, enquanto a molécula doadora de elétrons torna-se oxidada (reagao
concomitante). A propensao de uma molécula em receber elétrons e assim tornar-se
reduzida €& chamada de potencial eletroquimico de oxidacdo-reducdo, ou
simplesmente potencial redox, e cada espécie quimica possui seu potencial
intrinseco (Powers et al., 2000). E sugerido que a fototerapia tem melhores efeitos
em células com potencial redox aumentado, ou seja, com maior tendéncia a receber
elétrons (Hamblim et al., 2006; Karu, 2008)

Além das alteracbes do NO e do potencial redox celular, outras
propriedades das células podem ser modificadas com a irradiagao de luz vermelha e

infravermelha, como: a produgdo de ATP, o potencial da membrana mitocondrial
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interna, a homeostase fissdo-fusdo das mitocdndrias, a concentragcdo de calcio
intracelular e o pH interno (Karu, 2008). Todas essas alteragbes tem ligagcdo com o
potencial redox celular e sdo sinalizadores para fatores de transcrigdo regulados por
alteracbes nesse estado. Entre esses fatores de transcricao redox-dependente estao
o ativador da proteina 1 (AP-1), o fator nuclear kappa B (NF-kB), p53 e a proteina de
ligacao ao elemento de resposta do AMPc (CREB — cAMP response element binding
protein) (Karu, 2008; Hamblim, 2006). Estudos mostraram que a irradiacdo de luz
leva a alcalinizagdo do pH intracelular e que o laser de baixa poténcia produz
mudangas no potencial redox da célula em diregdo a maior oxidagao (Karu, 2008;
Hamblim, 2006). Entretanto, devido a sinalizagcdo mitocondrial retrégrada que o
nucleo realiza apos receber informagbes das mitocdndrias, enviando novas
sinalizagdes que retornam as mitocéndrias, sugere-se que ha uma modulagédo das
espécies reativas de oxigénio com a irradiagdo de luz vermelha ou infravermelha
(Karu, 2008).

Figura 3 — Esquema dos mecanismos celulares gerados pela aplicagédo da luz
vermelha e infravermelha. PMM= Potencial da membrana mitocondrial;
[ROS]m= Concentracdo de espécies reativas de oxigénio derivados da
mitocéndria; [Ca+2Jm= Concentracdo de calcio mitocondrial; NO= Oxido
nitrico; [Ca+?)i= Concentracdo de calcio intracelular; pHi= potencial de
hidrogénio intracelular; NF-kB= Fator nuclear kappa B; AP-1= Ativador
da proteina 1.
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Fonte: Adaptado de Hamblim et al. (2006, p. 614001-6) e Karu (2008, p. 609).
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De forma resumida, a teoria aceita atualmente é que quando a célula
€ submetida a aplicacdo da fototerapia, o fotorreceptor citocromo c oxidase
transforma a energia dos fétons em energia bioquimica que sera utilizada na cadeia
respiratdria das mitocéndrias, induzindo principalmente a producdo de ATP, NO e
ERO, que iniciardo uma cascata de sinalizagéo via fatores de transcricdo (AP-1 e
NF-kB), induzindo a expressao génica e gerando os efeitos terapéuticos da luz
vermelha e infravermelha (Hamblim, 2006; Karu, 2008). A figura 3 ilustra os

mecanismos de acao da fototerapia na célula.

3.2.2.1 Efeito da fototerapia associada ao exercicio

A fototerapia € amplamente utilizada nos tratamentos fisioterapicos
com o objetivo de reduzir a inflamagdo, edema e auxiliar nos processos de
regeneragao tecidual, acelerando a resolugdo de lesdes tendineas, musculares e
Osseas (Laraia et al., 2012; Assis et al., 2012; Fangel et al., 2011). Ha indicios que a
terapia com laser de baixa poténcia (LBP), utilizando comprimentos de ondas
vermelho e infravermelho, podem retardar a fadiga muscular durante exercicios de
alta intensidade (De Almeida et al. 2012), e a LEDterapia também pode contribuir na
recuperacao do exercicio, porém diferindo-se do LBP pela forma de aplicagao, fonte
de energia luminosa, tamanho do ponto, largura espectral entre outros parametros
(Leal Junior et al., 2009a).

Alguns estudos em humanos tem mostrado que o LBP e a
LEDterapia aplicadas pré-exercicio, sao eficazes na redugdo de marcadores
bioquimicos como CK, PCR e lactato; no entanto, pouca ou nenhuma melhora no
desempenho tem sido observado em testes anaerdbios como o Wingate (Leal Junior
et al.,, 2009b; Leal Junior et al., 2011). Denis et al. (2013) avaliaram o efeito da
irradiagcdo com diodos emissores de luz vermelho (660nm) e infravermelho (950nm)
apos os testes de Wingate e Yo-Yo IR2, em atletas de esportes coletivos. Os autores
nao encontraram diferenga entre o grupo tratado e o placebo na concentragdo de
lactato sanguineo, pico de poténcia e indice de fadiga muscular, concluindo que a
LEDterapia nos parametros utilizados néo foi eficaz na recuperagdo muscular apos
exercicios de alta intensidade e fadigante.

Em contrapartida, outras investigagcbes tém demonstrado que a

aplicacao da fototerapia pré-exercicio pode reduzir os danos celulares e melhorar a
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execugao das atividades seguintes. De Marchi et al. (2012) aplicaram o LBP
(810nm) nos musculos quadriceps, isquiotibiais e gastrocnémio de homens nao
treinados e analisaram os efeitos sobre o desempenho fisico (VO,max, tempo de
exaustdo, limiar anaerobio e aerdbio) durante o teste incremental em esteira e sobre
os niveis de estresse oxidativo. Os autores encontraram apods a aplicacdo do LBP
aumento no VO,max e tempo de exaustado, sem alteracdes nos limiares anaerébio e
aerobio. Além disso, houve reducéo dos danos lipidicos e proteicos, da atividade das
enzimas superoxido dismutase, enzima lactato desidrogenase e creatina quinase,
porém sem alteragdes significativas na atividade da catalase.

Leal Junior e colaboradores (2009a) testaram o efeito da LEDterapia
pré-exercicio no desempenho muscular, fadiga e niveis de marcadores inflamatorios
em jogadores de voleibol submetidos a um modelo experimental de contracdes
concéntricas do musculo biceps braquial com carga de 75% da sua forga de
contragdo voluntaria maxima (CVM) até a exaustdo. Os autores observaram
aumento de 12,9% no numero de contragdes voluntarias no grupo LED ativo
comparado com o grupo LED placebo, além de redugdes significativas do lactato
sanguineo, CK e PCR no grupo LED ativo. Entretanto, em homens saudaveis
submetidos a exercicios de contragao excéntrica de joelho, analises imediatemente
apoés, com 24 horas e 48 horas da realizacido da atividade, demonstraram atenuagao
dos marcadores de danos musculares, porém sem diferengcas na producao de forca
entre os grupos submetidos a fototerapia comparado com o placebo (Baroni et al.,
2010).

Modelos animais também tem sido utilizados para investigar os
efeitos da fototerapia. Leal Junior et al.(2010a), testaram os efeitos de diferentes
doses de irradiacédo com laser de 904nm (0,1J, 0,3J, 1,0J e 3,0J), aplicado antes de
contragcdes tetanicas por estimulagdo elétrica do musculo tibial anterior de ratos
Wistar, e eles observaram que os grupos tratados com laser em doses mais altas (1J
e 3J) tiveram maior valores de pico de forga e aumento significativo do trabalho
realizado e todos os grupos irradiados apresentaram menores niveis de lactato
sanguineo. Em relacdo a CK apenas o grupo irradiado com 3 joules n&o reduziu a
atividade desta enzima pdos-exercicio.

Carvalho et al. (2013) compararam o efeito do laser de baixa
intensidade (3J, 100mW, 810nm) com a terapia com diclofenaco tépico ou

intramuscular aplicadas apenas uma vez apos uma hora de lesbées musculares em
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ratos Wistar. Seus resultados mostraram que todos os tratamentos reduziram
significativamente a expressdo do gene da enzima ciclo oxigenase 1 (COX-1) e
COX-2 comparado ao grupo ndo-tratado, porém a laserterapia mostrou melhores
efeitos em relacdo aos niveis de prostaglandina E-2 (PGE2), sugerindo ser este mais
eficaz para a reducdo da inflamacgao, dor e febre. Estudo em lesdo semelhante
comparando o efeito do diclofenaco de sddio tépico com o LBP de 810nm, porém
com grupos recebendo 1J, 3J ou 9J de energia, mostrou que todas as doses de
fototerapia foram melhores que o diclofenaco em relagédo aos aspectos histologicos
do tecido muscular. Todos os tratamentos reduziram a expressdao de COX-2 e a
terapia com LBP foi mais eficaz na redugcao do TNF-a, principalmente com a dose de
9J (De Almeida et al., 2013).

O processo de regeneragdo muscular e a formagao de fibrose apods
a criolesdo também é melhorada apds a aplicagéo da fototerapia, gerando redugéao
da porcentagem da superficie muscular lesionada, aumentando os niveis de acido
ribonucleico mensageiro (RNAm) dos fatores de transcricdo de MyoD e miogenina e
do fator de crescimento endotelial vascular, além de diminuir a expressao do TGF-3
(Assis et al.,, 2012a). A irradiacdo a 808nm apds lesdo muscular também mostra
reducdo do estresse oxidativo e nitrativo, diminuindo a peroxidacao lipidica, a
formacdo de nitrotirosina e a produgdo de NO, além de reduzir a resposta
inflamatadria induzida pelo NF-kB, COX-2, TNF-a e IL-13 (Assis et al., 2012b).

Poucos estudos analisaram o efeito da aplicagdo cronica da
fototerapia. Paolillo et al. (2011) aplicaram LED infravermelho (850nm) em mulheres
pOs-menopausa, durante um programa de treinamento em esteira de 30 minutos a
85-90% da frequéncia cardiaca maxima (FCmax), duas vezes por semana, durante 3
meses. Ambos os grupos melhoraram o tempo de exaustdo durante o teste de
velocidade constante submaximo, sem alteragdes no pico de torque entre os grupos,
porém com melhora da poténcia e trabalho total no grupo irradiado, além de redugao
da fadiga. Brunelli et al. (2013) avaliaram os efeitos da fototerapia com 780nm com
dose de 10 ou 50J/cm? em diferentes periodos, 7,14 ou 21 dias apds a criolesao
induzida em ratos Wistar. Foi observado fibras mais organizadas nos grupos
irradiados nos periodos de 7 e 14 dias, o grupo 10J/cm? mostrou maior aumento na
quantidade de vasos apos 14 dias em relagéo ao grupo irradiado com 50J/cm?, ja a
imuno-histoquimica do fator MyoD apresentou maior concentragdo de

imunomarcadores nos grupos irradiados durante 7 dias e nao foi observada
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diferengas entre os grupos apoés os 21 dias de tratamento.

Revisbes sistematicas recentes mostraram que a luz vermelha e
infravermelha, com doses de 50-200mW de poténcia e energia entre 5-6J por ponto,
sao capazes de melhorar a performance muscular e acelerar a recuperagao pos-
exercicio, reduzindo marcadores de lesao e a fadiga produzida, além de melhorar a
poténcia, trabalho total e tempo de exaustdo no exercicio (Leal Junior et al., 2013;
Borsa et al., 2013). Entretanto, a maioria dos ensaios clinicos randomizados feitos
atualmente, aplicam a fototerapia antes do exercicio e ha poucos estudos avaliando

a aplicagcao dessa terapia em outros momentos.
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4 ESTUDO 1 — LEDTERAPIA OU CRIOTERAPIA ENTRE INTERVALOS DE
EXERCICIO EM RATOS WISTAR: EFEITOS ANTI-INFLAMATORIOS E

ERGOGENICOS*
*Publicado na revista Lasers in Medical Science em 19 de junho de 2013.

4.1 INTRODUCAO

Os esportes coletivos exigem alta intensidade de esforgo
intermitente que causa fadiga e consequente diminuigdo do desempenho durante os
minutos finais das partidas (Mohr et al., 2003; Reilly et al., 2008).Tanto a fadiga
quanto a reducao do desempenho tém sido associados com a deplegao energética e
metabdlica, resultando em menor numero de sprints e distancias percorridas em alta
intensidade, bem como diminuicdo das acdes taticas ao final do jogo quando
comparada com os momentos iniciais da partida (Bangsbo et al., 2007; Morh et al.,
2003; Chelly et al., 2011; Mendez-Villanueva et al., 2013). Isso sugere que a
recuperacao passiva durante o intervalo do jogo seja um tempo insuficiente para
superar o cansaco acumulado no primeiro tempo de exercicio. Assim, a aplicacdo de
estratégias de recuperacdo durante as pausas da partida podem ajudar a reduzir a
fadiga e melhorar o desempenho ao longo de todo o jogo.

A imersdao em agua fria (crioterapia) € uma abordagem terapéutica
amplamente utilizados em esportes para acelerar a recuperacgao fisioldgica e o
desempenho apos exercicios de alta intensidade (Rowsel et al., 2009; Ascenséo et
al., 2011). Tem sido proposto que a imersao em agua fria pode diminuir marcadores
de danos teciduais e reagdes inflamatorias (por exemplo, dor, edema, hemorragia,
espasmos musculares), facilitando a recuperacédo fisica apds treinos e jogos
(Ascenséo et al., 2011; Elias et al., 2012). De fato, a crioterapia tem mostrado efeitos
positivos sobre a redugdo da percepg¢do da fadiga e dor muscular nos membros
inferiores, embora em alguns estudos, ndo ter influenciado nos marcadores
bioquimicos séricos de lesdo muscular e inflamagao (Rowsell et al.,, 2009), nem
provocar melhora no desempenho em testes fisicos (Kinugasa et al., 2012; Rowsell
et al., 2009). Além disso, a crioterapia pode ser bastante desconfortavel devido o
tratamento envolver a imersao parcial em agua arrefecida (5-15 °C) durante varios
minutos (10 a 15 min) (Leeder et al., 2012). Evidéncias também sugerem que alguns

atletas sao intolerantes a tal intervencgao.
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Recentemente, a fototerapia com lasers (laserterapia) ou diodos
emissores de luz (LEDterapia) foi testada a fim de melhorar o desempenho, diminuir
a inflamacao e facilitar a recuperagéo apds o exercicio de alta intensidade (Camargo
et al.,, 2012; Vierira et al., 2012; De Almeida et al., 2011). A emissdo de luz
infravermelha pode modular certas vias de sinalizagao intracelular e agir sobre o
metabolismo oxidativo na cadeia respiratoria mitocondrial, melhorando a sintese de
ATP por estimular a atividade da enzima citocromo c oxidase (Silveira et al., 2009). A
fototerapia também é eficaz na reducdo ou modulagcdo das vias de sinalizagao
inflamatdrias, diminuindo os processos inflamatoérios e lesdes musculares induzidas
pelo exercicio de alta intensidade (De Almeida et al., 2011; Camargo et al., 2012).
Um decréscimo significativo nos marcadores de dano oxidativo foi observado apos o
exercicio quando a luz infravermelha foi aplicada como estimulo ergogénico antes da
corrida (De Marchi et al., 2012), além de outros estudos mostrarem a diminuigdo dos
niveis de creatina quinase e melhora desempenho apés a aplicacdo da fototerapia
(Camargo et al., 2012; Leal Junior et al., 2010).

Ha poucas informagdes disponiveis sobre a aplicabilidade da
crioterapia ou LEDterapia durante os curtos intervalos de descanso entre os
exercicios. Esta abordagem pode ser util para diminuir a fadiga e perda de
rendimento durante esportes coletivos, porém esta possibilidade ainda nao foi
testada. O objetivo deste trabalho foi investigar os efeitos da crioterapia ou
LEDterapia aplicada entre dois testes consecutivos de natacido sobre marcadores de

dano tecidual e desempenho subsequente em ratos.

4.2 METODOS

4.2.1 Animais

Ratos Wistar machos, pesando 300 + 10g, foram mantidos em
condicdes normais de 20-22 °C com 12 horas de ciclo dia/noite e livre acesso a
racao padrao para roedores (NUVILAB®CR1, Nuvital, Colombo, Brasil) e a agua.

Seis animais por grupo de estudo foram necessarias para chegar a
um poder estatistico de 95% e erro a de 5%. O numero de animais foi calculado com
base nos valores médios de creatina quinase (300 £ 100 U.l) em repouso e

considerando os valores poés-exercicio > 600 U.l. Inicialmente, nove animais foram
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alocados em cada grupo e alguns animais foram perdidos durante a primeira sessao
de exercicios (ou seja , morreu por afogamento ) (n = 2) , enquanto alguns nao se
recuperaram da sedacao durante o intervalo de recuperacéo entre as séries de 25
minutos (n = 9 ). Vinte e nove animais completaram o primeiro experimento e foram
utilizados para analisar os danos musculares e inflamacdo apds dois blocos
consecutivos de exercicio (45 minutos cada bloco). Um segundo experimento foi
completado com outros 22 ratos submetidos primeiro a um bloco de exercicio com
duragéo de 45 minutos e depois por um segundo turno de exercicio realizado até a
exaustdao. Métodos de recuperagao foram aplicados entre os dois blocos de
exercicio em ambos os experimentos.

Antes de serem submetidos aos protocolos de exercicio, os animais
foram familiarizados com o ambiente aquatico durante cinco dias consecutivos,
comecando com cinco minutos no primeiro dia de exposicdo e aumentando
progressivamente até 25 minutos no quinto dia. Todos os experimentos foram
realizados de acordo com as orientacdes do Comité de Etica em Experimentacdo
Animal da Universidade Estadual de Londrina (n° 1177.2013.38 ).

4.2.2 Inflamagao e Lesdao Muscular

Os animais foram divididos em quatro grupos: controle (CO, n = 6),
exercicio + recuperagao passiva (RP, n = 6), exercicio + crioterapia (CRIO, n = 8) e
exercicio + LEDterapia (LED, n = 9). Para avaliar a lesdo muscular, os grupos de
exercicio (RP, CRIO e LED) foram submetidos a dois episddios de 45 minutos de
natacdo que foram separadas por 25 minutos de recuperacdo. A natacdo foi
realizada em um recipiente plastico (40 cm de profundidade x 35 cm de didametro),
sob supervisao continua e com temperatura constante da agua entre 30-32 °C.
Depois da primeira sessdo de exercicio, os animais foram sedados em éter dietilico
e submetidos a recuperagao passiva (grupo RP), crioterapia (CRIO) ou LEDterapia
(LED).

Os animais do grupo RP foram colocados em suas gaiolas sob
supervisdo até que se recuperassem da sedacdo. As pernas traseiras dos animais
do grupo CRIO foram imersas em agua fria (cerca de 10 °C) durante 10 minutos. A
temperatura da agua foi constantemente monitorada com um termdmetro e

controlada por substituicdo com agua gelada. O grupo LED recebeu irradiagdo em
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ambas as pernas traseiras, a um comprimento de onda de 940 nm e uma largura
espectral de 45 nm, em intervalos de tempo suficiente (4 minutos) para administrar 4
J/cm? de intensidade energética, 9,5 mW/cm? de densidade de poténcia e 160 mW
de poténcia de saida, que foi distribuido numa area de irradiacido de 1 cm? em cada
perna. A fonte de radiagdo foi ligada a um suporte e mantido 1 cm acima da
superficie da pele na regiao média do ventre muscular do triceps sural. A poténcia
de saida o6ptica da fonte de luz foi calibrado antes do estudo, com um medidor de
poténcia de banda larga e de energia (PD 300 Sensor Fotodiodo Padrao; Ophir
Optronics, Jerusalém, lIsrael). O equipamento foi desenvolvido no Laboratério de
Optica e Optoeletrénica do Departamento de Fisica da Universidade Estadual de
Londrina. Depois de fototerapia e da crioterapia, os animais foram mantidos em suas
gaiolas e observados até a recuperagdo da sedacgdo. Apos 25 minutos, todos os
animais recuperaram-se da sedacgao e foram submetidos a um segundo turno de 45
minutos de exercicio para posterior analise histoldégica e hematologica.

Apés 24 horas, os animais foram anestesiados com uma solugéo
aquosa de cloridrato de xilazina (0,02 g/kg, Virbaxyl® 2%, Virbac do Brasil, S&o
Paulo, Brasil), associado com cloridrato de cetamina (1g/kg Francotar® 10%, Virbac
do Brasil, Sdo Paulo, Brasil) e as amostras de sangue foram coletadas por puncao
cardiaca . A analise da creatina quinase (CK) e proteina C reativa (PCR) foram
realizadas utilizando kits comerciais e um analisador de bioquimica automatizado
(Dimension EXL™ Sistema Quimico, Siemens, Munique, Alemanha). A analise
hematolégica foi realizada em um analisador hematoldgico automatizado (BC 2800
Veterinario, Mindray Medical, Nanshan, China). Apds a coleta das amostras de
sangue, os animais foram sacrificados por overdose de solugdo anestésica.

O musculo soéleo direito foi entdo retirado e fixado em solucdo de
Bouin durante 24 horas para o processamento histologico. Os cortes histolégicos (7
mm) foram corados com hematoxilina-eosina e analisados com um microscopio
optico. Quinze imagens de cada animal foram capturados aleatoriamente em
ampliagdo de 50x e 100x usando um dispositivo de imagem Moticam (grupo Motic,
Xiamen, China) e analisados com Motic Image Plus 2.0 (Motic , Xiamen, China).
Cada imagem foi seccionada em 20 campos, 50 ym?area, com um total de 1500
campos analisados de cada animal. O numero de campos com as fibras musculares
danificadas e infiltrado inflamatdrio foi registrado. As células foram consideradas

danificadas quando apresentaram citoplasma acidéfilo, perda de estrias ou nucleos
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ou em fagocitose por células inflamatérias. Infiltrados de células inflamatdrias
também estavam presentes no perimisio e consistiam de neutréfilos, macréfagos e

linfécitos (Carmo-Araujo et al., 2007).

4.2.3 Desempenho na Natacao

O desempenho fisico foi avaliado em vinte e dois animais, alocados
em 3 grupos: RP (n = 8), CRIO (n =7) e o LED (n = 7). Os animais realizaram um
bloco de 45 minutos de natacdo e foram subsequentemente submetidos a um dos
métodos de recuperacao descritos acima. O segundo bloco de exercicio foi realizado
até a exaustao (isto é, até a incapacidade de continuar o exercicio), e a duragéo do
exercicio foi registrado em minutos (Dawson et al., 1970). As amostras de sangue

foram coletadas 24 horas apds o exercicio.

4.2.4 Analise Estatistica

O teste Kolgomorov-Smirnov foi aplicado para verificar a
normalidade da distribuicdo. Analise de variancia e teste post-hoc de Tukey foram
aplicados para comparar diferencas de meédias entre os diferentes grupos de
tratamento. Os testes Kruskal-Wallis e post-hoc de Dunn foram aplicados para os
dados ndo paramétricos. Os dados estdao expressos como média e desvio padrao
(dados paramétricos) ou mediana e quartis 25-75% (dados nao paramétricos). As

diferengas foram consideradas estatisticamente significativas quando P<0,05.

4.3 RESULTADOS

4.3.1 Inflamagao e Lesdo Muscular

Vinte e quatro horas depois dos dois episddios de 45 minutos de
exercicio, um aumento do numero de leucdcitos totais foram observados nos grupos
RP e CRIO. O grupo LED apresentou leucocitose significativa (Tabela 1).
Leucocitose foi atribuido principalmente ao aumento do numero de neutréfilos
circulantes nos grupos RP e CRIO, porém nos animais do grupo LED também foi

observado elevagcdo do numero de neutrofilos, entretanto sem aumento significativo
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nos valores de leucdcitos totais. Os niveis de CK foram aumentados apenas em
animais submetidos a crioterapia, enquanto a PCR foi mais acentuada no grupo RP

(Figura 1).

Tabela 1 - Contagem de leucdcitos apds 24 horas do exercicio.

Controle Recuperacdo Crioterapia  LEDterapia
Passiva

Leucécitos 42101691 7220+£1232* 7282+1816* 550811272
(cels/mm?)
Linfécitos 38361710 5283+1681 5698+1284 4094+1307
(cels/mm?)
Neutrofilos 438169 12841506* 1584+710** 1414+188*
(cels/mm?)

* P < 0.05, ** P < 0.01 comparado ao grupo controle. ANOVA e teste de Tukey.

No grupo RP, a anadlise microscopica mostrou aumento da
frequéncia de areas com necrose nas células musculares em relagdo ao grupo
controle (Tabela 2). O numero de areas de necrose (Figura 2) ndo aumentou
significativamente nos grupos CRIO ou LED. No entanto, o grupo de LED
apresentou areas necréticas significativamente menores do que o grupo PR. Os
grupos RP e CRIO apresentaram maior frequéncia de areas com edema (Figura 2 )
comparado com o grupo CO, enquanto a LEDterapia impediu a formagao de edema
(Tabela 2).

Figura 1 — Niveis sanguineos médios de creatina quinase (CK) e proteina C reativa
(PCR), 24 horas apos dois turnos de 45 minutos de exercicio. Grupo
controle nao realizou exercicio. Os grupos RP, Crio e LED foram
submetidos a recuperagao passiva, imersdo em agua fria e LEDterapia
apos o primeiro turno de exercicio. * P < 0.05, teste de Tukey.
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Figura 2 — Fotomicrografia do musculo séleo direito de ratos Wistar. (a) Animais do
grupo submetido a recuperagao passiva, apresentando areas de necrose
muscular (seta branca), edema e infiltrado inflamatdrio (seta preta). (b)
Grupo crioterapia apresentando areas com edema e infiltrado celular
(seta preta). (c) Grupo LEDterapia ndo apresentando necroses de fibras
musculares ou edema. Hematoxilina e eosina, aumento de 100X.

Tabela 2 - Frequéncia de areas com necrose, edema e inflamagao de acordo com a
analise histologica.

Parametros Controle Recuperacdo Crioterapia LEDterapia
das areas Passiva

Necrose (%) 0.06 0.50** 0.17 0.12%
Edema (%) 0.67 5.38** 9.58**tt 0.3311t1t
Inflamacgao (%) 0.07 3.56** 9.67**tt 2.26"1tt
'Contagem 1(1-2) 3 (2-7) 5 (2-12)** 2 (1-4)tt
das células

inflamatadrias

(cels.mm™)

*p<0.05, ** p<0.005 em compara¢do com o grupo controle; $p<0.05, $3p<0.005 em comparacao
com o grupo RP; tp<0.05, T1p<0.005 em comparacdo com o grupo Crio; Teste Qui-quadrado.
! Dados expressos em mediana (25 para 75 quartis); Kruskal-Wallis e teste de Dunn.

O grupo CO apresentou a menor frequéncia de campos contendo
células inflamatdrias, seguido pelos gurpos LED, RP e, finalmente, a CRIO, com
diferencas significativas entre todos os métodos de recuperagcéo (Tabela 2). Em
relacdo a densidade de células inflamatérias por campo, o grupo CRIO mostrou os
valores mais elevados, obtendo diferengas significativas em relagdo aos grupos
controle e LED (Tabela 2).

4.2.3 Desempenho na Natagao

Na sessdo de natacdo até a exaustdo, o desempenho dos grupos

LED e Crio foi maior do que o grupo de RP (Figura 3). As amostras de soro
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coletadas 24 horas apdés o teste de exaustdo, ndo apresentaram diferengas
significativas nos valores de CK entre os grupos, sugerindo que os animais dos
grupos CRIO e LED ndo aumentaram os niveis de lesdo muscular, apesar da
melhora do desempenho . O valor médio da PCR foram significativamente diferentes
entre 0s grupos submetidos a crioterapia e LED, mas nenhum deles diferiu do grupo
RP (Figura 4).

Figura3 — Desempenho na natagdo apds 45 minutos de exercicio + métodos de
recuperacao (tempo até a exaustdo). O grupo RP foi submetido a
recuperacao passiva durante o intervalo de descanso. O grupo CRIO
realizou a imersdo em agua fria e o grupo LED recebeu a fototerapia
durante o intervalo do exercicio (4 Jicm?). *p<0.01; ***p<0.005
comparado com o grupo RP, teste de Tukey.
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Figura 4 — Niveis sanguineos médios de creatina quinase (CK) e proteina C reativa
(PCR), 24 horas apos o teste de desempenho na natagédo. Os grupos
RP, CRIO e LED foram submetidos a recuperagao passiva, imersao em
agua fria e LEDterapia durante o intervado de descanso,
respectivamente. * P < 0.05, teste de Tukey.
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4.4 DiscussAo

Os resultados deste estudo mostrou que a fototerapia com LED,
quando aplicada entre dois blocos consecutivos de exercicio, € mais eficiente na
prevencao de lesdes musculares e reacdes inflamatdrias do que a recuperacao
passiva ou crioterapia. Além disso, a LEDterapia e a crioterapia melhoram o
desempenho no exercicio, apos 45 minutos de natagao.

A imersdo em agua fria tem sido amplamente utilizada nos esportes
para evitar lesbes musculares e melhorar a recuperagado (Leeder et al., 2012;
Ascensao et al., 2011; Elias et al., 2012; Bailey et al., 2007; Garcia-Manso et al.,
2011). Treinamento esportivo de alta intensidade esta associada a hipertermia,
deplecédo energética, danos musculares, estresse oxidativo, inflamagao e fadiga,
com consequente diminuicdo do desempenho devido a dor e fungdo muscular
prejudicada (Leeder et al., 2012 ). Os efeitos da crioterapia tém sido associados com
a reducdo do fluxo sanguineo e da temperatura muscular, diminuindo a atividade
inflamatdria apds o exercicio (Bailey et al., 2007; Pournot et al., 2011). Além disso, a
imersdo em agua fria, pode diminuir a velocidade de conducédo nervosa, o que
diminui a dor, mas também interfere no recrutamento de unidades motoras (Garcia-
Manso et al., 2011). Os resultados do presente estudo mostraram que a imerséo em
agua fria pode aumentar o desempenho em um bloco subsequente de exercicio, no
entanto, os aumentos de neutrdéfilos circulantes, a alta concentracdo de creatina
quinase no sangue e o aumento da frequiéncia de edema e areas de inflamacéao
muscular sugerem que a crioterapia ndo impediu o dano muscular ou inflamagao.

A eficacia da crioterapia como estratégia de recuperagdo do
exercicio € controverso. Embora alguns estudos tenham descrito os efeitos
benéficos da crioterapia para reduzir a inflamagao, muitos efeitos biolégicos deste
método podem estar associado a percep¢des subjetivas de alivio da dor, bem-estar
e um retorno mais rapido ao equilibrio do sistema nervoso auténomo. Além disso,
apenas um impacto modesto sobre o desempenho fisico tem sido observado (Bailey
et al., 2007; Kinugasa et al., 2009; Rowsell et al., 2009; Rupp et al., 2012; Stanley et
al., 2012; Bleakley et al., 2012; Buchheit et al., 2009). Buchheit e Peiffer (2009)
analisaram os efeitos da crioterapia pds-exercicio na reativacdo parassimpatica em
um estudo onde os participantes foram submetidos a imersdao em agua fria entre

dois conjuntos de exercicio supra-maximo, e os autores concluiram que a crioterapia



41

pode acelerar a reativagao parassimpatica imediatamente apds o exercicio (Bucheit
et al., 2009). Mesmo sendo observada melhora na percepcdo subjetiva de
recuperacao fisica, a terapéutica ndo demonstrou qualquer efeito na recuperacéo do
desempenho fisico. Embora a crioterapia aplicada apds jogos de futebol reduza a
percepcao dolorosa e diminua os sintomas de fadiga, os niveis de marcadores
inflamatorios parecem nao diminuir, e também nao foi observada melhoras em testes
especificos como de saltos, sprints repetidos, teste de recuperagao intermitente Yo-
yo ou no shuttle run (Kinugasa et al., 2012; Roswell et al., 2009; Rupp et al., 2012;
Stanley et al., 2012). Em contrapartida, Bailey e Erith (2007) aplicaram a crioterapia
em individuos apos exercicios de alta intensidade e encontraram diminuicdo da
percepcdo da dor e menores niveis de mioglobina, uma hora apds o exercicio.
Outros autores relataram baixos niveis de mioglobina (30 minutos), CK e PCR (24 e
48h), quando a crioterapia foi aplicada apds uma partida de futebol (Ascenséo et al.,
2011).

Embora se saiba que a fadiga acumulada diminui o desempenho
fisico durante a segunda metade de jogos desportivos e que os marcadores
elevados de inflamacao e lesdo muscular foram encontrados 24 a 48 horas apos a
competicdo, ndao foram apresentadas evidéncias cientificas até o momento em
relagdo ao uso de métodos de recuperagado durante o intervalo do exercicio. O
presente estudo sugere que a crioterapia, normalmente utilizada apds o exercicio,
pode ser util para melhorar o desempenho em uma segunda sessao de exercicio,
mas pode aumentar a inflamacao sistémica e local. Os niveis elevados de CK
observados neste estudo sugerem que os danos ultraestruturais das ceélulas
musculares nao foi impedido pela crioterapia, apesar do reduzido numero de areas
de necrose indicar menos lesdes irreversiveis das fibras musculares no grupo Crio
comparado ao grupo submetido a recuperagdo passiva. Uma explicagdo possivel
para os resultados da crioterapia serem menos favoraveis do que os resultados da
terapia com LED, é que o resfriamento provoca vasoconstricdo e reduz transmissao
nervosa local, 0 que compromete a nutrigdo, fornecimento de energia, remocgao de
produtos catabdlicos e recrutamento de fibras musculares (Algafly et al., 2007;
Crowley et al., 1991; Peiffer et al., 2009; Bailey et al., 2007; Garcia-Manso et al.,
2011). Assim, quando os individuos sdo submetidos a um segundo turno de
exercicio imediatamente apds a crioterapia, estes podem desenvolver mais lesdes

devido ao excessivo esforco inicial para retornar a uma temperatura corporal
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adequada para a obtencao de respostas fisioldgicas e metabdlicas ideais para a
realizacao da atividade fisica (Crowley et al., 1991; Peiffer et al., 2009).

Estudos recentes tém demonstrado que a terapia com LED pode
diminuir o dano muscular e inflamagéo apos o exercicio (De Almeida et al., 2013;
Leal Junior et al., 2010. Camargo e Siqueira (2012) analisaram os efeitos da imersao
em agua fria e da LEDterapia na lesdo muscular e inflamacdo em ratos Wistar
submetidos ao exercicio de natagdo. Os autores constataram que o uso de terapia
com LED apés o exercicio foi mais eficiente na prevencao de lesdes musculares e
inflamacao do que a crioterapia [11]. Leal Junior e de Godoi (2011) compararam a
eficacia da crioterapia e da LEDterapia em jogadores de futebol de saléo,
encontrando baixos niveis de lactato e CK nos atletas tratados com LED, porém,
eles ndo encontraram diferengas significativas na PCR e no desempenho no teste
Wingate entre os atletas submetidos aos métodos.

O principal alvo da fototerapia € a citocromo ¢ oxidase, uma enzima
chave na cadeia respiratoria mitocondrial (Prindeze et al., 2012; Wong-Riley et al.,
2005). Expondo as células de mamiferos a luz vermelha ou infravermelha aumenta-
se a sintese de ATP, reduz a liberagdo de espécies reativas de oxigénio, diminui a
apoptose celular, estimula-se a angiogénese, melhora o fluxo sanguineo local, induz
a expressdao de fatores de crescimento e modula a producdo de mediadores
inflamatorios (Wong-Riley et al., 2005; De Almeida et al., 2011; Komine et al., 2010;
Silveira et al., 2009). As células musculares expostas a LEDterapia aumentam sua
capacidade oxidativa, tornando-se mais resistente a fadiga, realizando maior nimero
de repeti¢cdes e trabalho total durante o exercicio (Paolillo et al., 2011; Leal Junior et
al., 2010; De Almeida et al., 2011). Estudos em humanos, no entanto, tiveram
resultados contraditérios, demonstrando em alguns trabalhos melhora do
desempenho e em outros nenhum efeito, quando analisados o numero de
repeticoes, o pico e meédia de forca de flexao do cotovelo ou tempo de exaustao no
teste de Wingate (De Almeida et al., 2012; Leal Junior et al., 2009a; Leal Junior et
al., 2009c). No entanto, estudos tém demonstrado redugdo da CK, lactato e PCR
sanguinea apds o exercicio em atletas submetidos a terapia com luz vermelha e
infravermelha de baixa poténcia (Leal Junior et al., 2010b; Leal Junior et al., 2009a;
Leal Junior et al., 2009b).

Em nosso projeto experimental, foram aplicados métodos de

recuperacao entre duas séries de exercicios, a fim de simular o tempo de intervalo
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ao meio do jogo competitivo. O intervalo do jogo € uma pausa importante em que os
atletas recebem instrugcbes técnicas, taticas e podem se recuperar fisicamente
(Bangsbo et al., 2008; Morh et al., 2003; Chelly et al., 2011; Mendez-Villnueva et al.,
2013). Os resultados demonstraram que tanto a crioterapia como a terapia com LED
nos parametros descritos podem retardar a fadiga, e podem ser uteis quando
aplicados entre as séries sucessivas de exercicio. No entanto, a LEDterapia pode
ser mais adequada para acelerar a recuperagdo e prevenir danos ao tecido

muscular.

45 CONCLUSAO

A LEDterapia e a crioterapia promoveram efeitos ergogénicos no
exercicio de natacao. No entanto, a terapia com LED foi mais eficiente na prevencgao
de lesdes musculares e reagdes inflamatérias do que a recuperagao passiva ou a
crioterapia quando aplicada entre dois blocos consecutivos de exercicio de natacgao.
A LEDterapia pode ser mais adequada para a recuperacdo entre as seéries
sucessivas de exercicio devido aos seus efeitos anti-inflamatérios locais e

sistémicos, prevenindo a lesdo muscular e atrasando a fadiga.
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5 ESTUDO 2 - EFEITO DE APLICA(;NOES SUCESSIVAS DA CRIOTERAPIA E
DA LEDTERAPIA NAS ADAPTACOES AO TREINAMENTO DE NATACAO
EM RATOS WISTAR

5.1 INTRODUCAO

Atletas de alto rendimento sdo expostos a altas cargas de
treinamento que causam estresse fisiolégico ao organismo, gerando adaptagdes
centrais e periféricas, na regulagdo do sistema nervoso autbnomo, do eixo
hipotalamo-adeno-hipdfise, sistema imunolégico e musculoesquelético (Green et al.,
2012). Para que ocorram as adaptagbes ao treinamento, € necessario que o
estresse seja frequente e de intensidade suficiente para provocar alteragdes
fisiologicas e metabdlicas no organismo, seguido por um periodo de reducdo das
cargas de treinamento que permitam a recuperagao e adaptagdo do organismo a
carga de treino imposta (Mujika et al., 2010).

Entretanto, treinamentos intensos podem provocar lesdes devido ao
danos teciduais, inflamagcdo, edema e outros fatores que podem comprometer o
desempenho esportivo. Assim, quando o periodo de recuperagao ao exercicio &
inadequado, disturbios fisicos e emocionais podem ser prolongados e, além de
reduzir o desempenho, aumentam o risco de lesbes em atletas nos periodos
competivos (Pereira et al., 2013; Meeussen et al., 2013). O desafio atual tem sido
equilibrar as altas cargas de treinamento e as tensdes das competigcbes, com
periodos de recuperagdo, com utilizagdo ou ndo de métodos de recuperagao que
visem reduzir os danos provocados pelo exercicio intenso, porém sem interferir
negativamente nas adaptacbes moleculares necessarias para melhorar o
desempenho esportivo (Meeusen et al., 2013).

Varias modalidades de recuperacado tem sido inseridas como parte
integrante dos programas de treinamento de atletas de elite, para auxiliar no
equilibrio entre treinamento e recuperacao. Porém, ainda ha poucas evidéncias que
comprovem os efeitos benéficos desses métodos na recuperacéo pds-exercicio, e 0s
resultados no desempenho em testes especificos sao controversos (Barnett et al.,
2006). A crioimersao € a estratégia de recuperagao mais utilizada no meio esportivo,
aplicada com o objetivo de reduzir os danos teciduais, inflamacdo e edema
decorrentes do exercicio intenso. No entanto, a imersdo em agua fria € um meio

desconfortavel e muitas vezes pouco aceito pelos atletas, além de estudos recentes
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demonstrarem que os efeitos deste método estdo mais relacionados com a
percepcao subjetiva da fadiga, do que com a reducdo dos marcadores bioquimicos
de leséo (Rupp et al., 2012; Buchheit et al., 2009).

A fototerapia € um método que vém sendo aplicado no meio
esportivo com o objetivo de modular as espécies reativas de oxigénio, niveis de
citocinas, fatores de crescimento e mediadores inflamatérios de forma a controlar os
danos provocados pelo exercicio (Barolet et al., 2008; Huang et al., 2009; Leal-
Junior, 2013; Da Costa-Santos et al., 2013). Todavia, os resultados da aplicagéo
frequente das estratégias de recuperagcdo sobre os marcadores inflamatérios, a
adaptacdo ao treinamento e o desempenho ainda sdo desconhecidos ou
inconclusivos. Esse conhecimento é relevante no sentido de guiar os praticantes ao
uso ou nao de métodos de recuperagao apos cada sessao de treinamento.

Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar e comparar os efeitos da
fototerapia e da crioterapia, aplicadas apds o exercicio, nos marcadores
inflamatorios, percentual de gordura epididimal e desempenho aerdbio em ratos

Wistar, durante um periodo de 21 dias de treinamento intenso.

5.2 METODOS

5.2.1 Animais

Trinta e oito ratos Wistar machos, pesando 300 + 10g, foram
mantidos em condi¢gdes normais de 20-22 °C com 12 horas de ciclo dia/noite e livre
acesso a racao (NUVILAB®CRA1, Nuvital, Colombo, Brasil) e agua. Os animais foram
divididos em cinco grupos: Controle sedentario (CO, n=6), controle + teste de
exaustdo (CE, n=7), treinamento + recuperacao passiva (RP, n=8), treinamento +
crioterapia (CRIO, n=7) e treinamento + LEDterapia (LED, n=7). Todos os
experimentos foram realizados de acordo com as orientagées do Comité de Etica em

Experimentacao Animal da Universidade Estadual de Londrina.

5.2.2 Protocolo de exercicio

Os grupos RP, CRIO e LED foram submetidos a sessdes de natagao

durante cinco dias para familiarizagdo com o ambiente aquatico e na semana
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seguinte foi iniciado o programa de treinamento composto de 21 dias de exercicios,
conforme o protocolo adaptado de Da Costa Santos et al. (2011). O exercicio foi
realizado cinco vezes por semana, em recipientes com agua a temperatura de 30°C
(£ 2°C) e com 40 cm de profundidade. A familiarizag&o foi realizada durante cinco
dias consecutivos, comegando com cinco minutos em uma profundidade de 10 cm
no primeiro dia de exposi¢cédo, e aumentando progressivamente até 25 minutos e 25
cm de profundidade no quinto dia. Na primeira sessdo de exercicio, os animais
nadaram sete minutos sem carga adicional, e posteriormente foi aumentada a
duragcdo e carga do exercicio de forma gradual, como descrito na tabela 1. Ao
terceiro dia de treinamento, cargas individuais foram fixadas ao térax de cada animal

e corrigidas semanalmente de acordo com o peso corporal.

Tabela 1 — Esquema do protocolo de exercicio.

Dias 10— 290 3°0-5° 6° — 7° 8° 90— 12°
Tempo (min) 7 10 Descanso 15 20
Carga (%peso) 0 3 4 4
Dias 13°—-14°  15°-16° 17°—-19° 20-21 22
Tempo (min) Descanso 25 30 Descans Teste de
o] exaustao
Carga (%peso) 4 4 4

5.2.3 Aplicagéo dos Métodos de Recuperagao

Apds o término de cada sessao diaria de treinamento, os animais
foram levemente sedados por inalagdo em éter etilico e submetidos aos métodos de
recuperacdo. Os animais do grupo RP foram colocados em suas gaiolas sob
supervisdo até que se recuperassem da sedacdo. As pernas traseiras dos animais
do grupo CRIO foram imersas em agua a 10°C (x 2°C) durante 5 minutos. A
temperatura da agua foi constantemente monitorada com um termdémetro e
controlada por substituicdo com agua gelada. O grupo LED recebeu irradiagdo em
ambas as pernas traseiras, a um comprimento de onda de 940 nm e uma largura
espectral de 45 nm, em intervalos de tempo suficiente (4 minutos) para administrar 4
J/cm? de densidade energética, 9,5 mW/cm? de densidade de poténcia e 160 mW de
poténcia de saida, que foi distribuido numa area de irradiacdo de 1 cm? em cada

perna. A fonte de radiacdo foi ligada a um suporte e mantido 1 cm acima da
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superficie da pele na regido média do ventre muscular do triceps sural, com os ratos
posicionados em decubito ventral. A poténcia de saida 6ptica da fonte de luz foi
calibrada antes do estudo, com um medidor de poténcia de banda larga e de energia
(PD 300 Sensor Fotodiodo Padrdo; Ophir Optronics, Jerusalém, Israel). O
equipamento de fototerapia foi desenvolvido no Laboratério de Optica e
Optoeletrénica do Departamento de Fisica da Universidade Estadual de Londrina.
Depois da aplicacdo dos métodos de recuperacdo os animais foram devolvidos a

suas gaiolas.

5.2.4 Desempenho na Natagao

No 22° dia do protocolo de treinamento, os animais foram
submetidos a um teste de desempenho para avaliar os efeitos promovidos pelo
treinamento e a aplicagdao dos métodos de recuperagcdo. O teste de desempenho
fisico foi realizado por todos os ratos dos grupos CE, RP, Crio e LED, com um
intervalo de 72 horas da ultima sessao de treinamento e com carga de 4% do peso
corporal mensurado imediatamente antes do teste. Os animais do grupo CE foram
apenas familiarizados durante cinco dias e apds 72 horas foram submetidos ao teste
de exaustdo. No dia da avaliagdo do desempenho nao foi aplicado nenhum método
de recuperacéo, a fim de excluir os efeitos agudos da aplicacao destes. O exercicio
de natagdo foi realizado até a exaustdo, ou seja, até o animal demonstrar
incapacidade de continuar o exercicio, e a duragdo do exercicio foi gravada em

minutos (Dawson et al., 1970; Da Costa Santos et al., 2013).

5.2.5 Coletas e Andlises de Material Bioldgico

Apos 24 horas da finalizacdo do teste de desempenho, os animais
foram anestesiados com uma solugdo aquosa de cloridrato de xilazina (0,02 g/kg,
Virbaxyl® 2%, Virbac do Brasil, Sdo Paulo, Brasil), associado com cloridrato de
cetamina (1g/kg Francotar® 10%, Virbac do Brasil, Sdo Paulo, Brasil) e as amostras
de sangue foram coletadas por pungdo cardiaca . A analise da creatina quinase (CK)
e proteina C reativa (PCR) foram realizadas utilizando kits comerciais e um
analisador bioquimico automatizado (Dimension EXL™ Sistema Quimico, Siemens,

Munique, Alemanha). A analise hematolégica foi realizada em um analisador
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hematolégico automatizado (BC 2800 Veterinario, Mindray Medical, Nanshan,
China). Apos a coleta das amostras de sangue, os animais foram sacrificados por
overdose de solucdo anestésica.

Os musculos séleo e gastrocnémio direito, assim como os depdésitos
de gordura epididimal foram removidos e pesados para o calculo dos pesos
relativos. O musculo séleo e gastrocnémio foram fixados em solugdo de Bouin
durante 24 horas para o processamento histolégico. Os cortes histologicos semi-
seriados (7 mm) foram corados com hematoxilina-eosina e analisados com um
microscopio optico. Dez cortes foram obtidos a partir de cada animal, e a parte
central do ventre muscular foi capturada aleatoriamente na objetiva de 10x usando
um dispositivo de captura de imagem Moticam (grupo Motic, Xiamen, China) e
analisados com o software Motic Image Plus 2.0 (Motic , Xiamen, China). Cada
imagem foi dividida em 100 campos de 100 um?, e o numero de campos contendo
fibras musculares danificadas e infiltrado inflamatdrio foi contato como descrito por
Carmo-Araujo et al. (2007). As células musculares foram consideradas danificadas
quando apresentaram sinais de necrose (citoplasma aciddéfilo, perda de estrias,
perda do nucleo, nucleos picnéticos, contornos irregulares ou degradagao por
fagoécitos). Cem campos por imagem, num total de 1.000 campos de cada musculo
por animal, foram observados e os resultados registados. O numero de campos
contendo as células inflamatérias no tecido conjuntivo ou em contato com as fibras
musculares necréticas foram registrados e expressos como a porcentagem de

campos contendo células inflamatérias.

5.2.6 Analise Estatistica

O teste Kolgomorov-Smirnov foi aplicado para verificar a
normalidade da distribuicdo. O teste ANOVA two-way e o teste post hoc de Tukey
foram aplicados para comparar as diferengas das médias entre os diferentes grupos
de tratamento. O teste de Kruskal-Wallis e o teste post hoc de Dunn foram aplicados
para dados ndo paramétricos. O teste Qui-quadrado foi utilizado para comparar as
frequéncias entre os grupos. Os dados estdo expressos como média e desvio
padrdo (dados paramétricos) ou mediana e quartis 25-75% (dados nao
paramétricos). As diferencas foram consideradas estatisticamente significativas
quando P < 0,05.
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5.3.1 Percentual de Gordura Epididimal e Peso Muscular
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Nao foram encontradas diferengas significantes entre os grupos no

peso corporal, ganho de peso, depdsito de gordura epididimal e no peso absoluto e

relativo do musculo séleo. O peso absoluto do musculo gastrocnémio também nao

apresentou diferencas significativas entre os grupos; entretanto o peso relativo se

mostrou diferente entre os grupos CO e RP (Tabela 2).

Tabela 2 — Valores do peso corporal, gordura epididimal e dos musculos séleo e
gastrocnémio.

CoO CE RP CRIO LED
Peso inicial (g) 328,3 + 33,1 346,7 £39,8 375,1+394 372,7+8,4 363 + 16,4
Peso final (g) 363,8 £ 19,6 369,3+40,2 3889+37,1 388,6+259 404,6+26,5
Ganho de peso (g) 35,50 + 22,57 + 13,75 % 15,86 + 41,57 +
18,81 8,88 27,09 26,33 15,69
'Depdsito de gordura
epididimal (g) 3,87 4,58 5,06 4,97 4,17
(3,58-5,10) (4,04-5,75) (4,16-6,67) (4,45-5,41) (3,23-6,15)
'Depdsito  de gordura
epididimal (%) 1,07 1,26 1,34 1,23 0,98
(0,96-1,39) (1,17-1,59) (1,12-1,69) (1,11-1,37) (0,83-1,55)
'Peso  do musculo
soleo (g) 0,16 0,18 0,20 0,18 0,20
(0,16-0,20) (0,16-0,21) (0,16-0,21) (0,17-0,18) (0,18-0,24)
Peso relativo do
musculo soleo (%) 0,048 + 0,048 * 0,052 *
0,0047 0,052 £ 0,0063 0,050 + 0,0048 0,0047 0,0092
'Peso  do musculo
gastrocnémio (g) 2,33 2,26 2,23 2,41 2,46
(2,31-2,38) (2,16-2,26) (2,17-2,38) (2,22-2,61) (2,35-2,62)
Peso relativo do
musculo gastrocnémio ¢ g4 + 0,024 0,62 + 0,031 0,58 +0,045* 0,62 +0,027 0,600,045

(%)

*p<0.05 em comparacdo com o grupo controle (CO); Kruskal-Wallis e teste de Dunn.! Dados expressos em

mediana (25 para 75 quartis);
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5.3.2 Inflamacéao e Lesdo Muscular

Vinte e quatro horas apds o teste de exaustdo, ndo foi observada
diferenca significativa nos valores de leucdcitos totais, linfocitos, neutréfilos, creatina

quinase e proteina C reativa entre nenhum dos grupos estudados (Tabela 3).

Tabela 3 — Contagem de leucdcitos, niveis sanguineos de creatina quinase (CK) e
proteina C reativa (PCR) apds 24 horas do exercicio.

CO CE RP CRIO LED
(n=6) (n=7) (n=8) (n=7) (n=7)
"Leucocitos 6950 6850 6100 7600 7300

(cels/mm?) (5600-8375) (5525-8800 (5200-8150) (5100-8275)  (7300-8300)

Linfécitos 521111927 446611495 4604+1339 528411457 4482+1035
(cels/mm3)

Neutréfilos 15204384 2334+1376 2076+750 1749+794 2715+700
(cels/mm?3)

CK 492 590 465 354 792
(units/L) (237-1168) (223-1119) (269-1256) (247-756) (320-1596)
'PCR 4.4 9,0 3,5 4.0 4,0
(mg/ml) (1-20) (7-21) (2-7) (3-20) (2-10)

ANOVA e teste de Tukey. * Dados expressos em mediana (25 para 75 quartis); Kruskal-Wallis e teste de Dunn.

A analise microscépica do musculo séleo mostrou que o grupo CE
apresentou a maior frequéncia de areas de necrose comparado com O grupo
controle, enquanto que no grupo submetido a recuperagéo passiva foi encontrada a
maior frequéncia de areas com edema, inflamacao e células inflamatdrias. Entre os
grupos submetidos ao teste de exaustdo, o grupo que recebeu a LEDterapia
apresentou menor quantidade de campos com edema e inflamagédo, porém a
crioimersao também foi eficaz na redugcdo do edema e da inflamacdo quando
comparado com o grupo RP (Tabela 4).

No musculo gastrocnémio, o grupo CE também foi o que apresentou
a maior frequéncia de necrose, seguido pelos grupos RP, LED e por ultimo a CRIO,
demonstrando que a crioimersdo foi o melhor método para reduzir a morte das
células musculares quando desafiado pelo exercicio. O grupo RP foi 0 que mostrou
a maior quantidade de campos com edema e inflamagéo, enquanto no grupo LED foi
encontrada a menor frequéncia de areas edemaciadas e inflamadas em comparagao

com os grupos submetidos ao teste de exaustao (Tabela 5).
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Tabela 4 — Frequéncia de areas com necrose, edema e inflamagao de acordo com a
analise histologica do musculo séleo

Parametros CO CE RP CRIO LED
das areas (n=6) (n=7) (n=8) (n=7) (n=7)
Necrose (%) 0,01 3,63** 0,28**¥¥ 0,17*¥¥ 0,34**¥¥
Edema (%) 5,71 21,16** 26,26%*¥¥ 14,62**¥¥++  13,87*¥¥1t
Inflamagéo (%) 3,42 9,31** 15,66**¥¥ 10,21**tf 7, 71""¥¥3t1+
1Contagem 10,0 40,0 51,5 29,0 33,5
das células (6-25) (20-84)** (27-83)** (18-49)**t (17-61)**
inflamatorias

(cels.mm?)

*p<0.05, ** p<0.005 em compara¢do com o grupo controle (CO); ¥p<0.05, ¥¥ p<0.005 em comparagdo com 0
grupo controle com teste de exaustdo (CE); 1p<0.05, $1p<0.005 em comparagdo com o grupo de recuperagao
passiva (RP); tp<0.05, 11p<0.005 em comparacdo com o grupo da crioterapia (CRIO); Teste Qui-quadrado.

! Dados expressos em mediana (25 para 75 quartis); Kruskal-Wallis e teste de Dunn.

Tabela 5 — Frequéncia de areas com necrose, edema e inflamacao de acordo com a
analise histologica do musculo gastrocnémio

Parametros CO CE RP CRIO LED
das areas (n=6) (n=7) (n=8) (n=7) (n=7)
Necrose (%) 0 1,67* 1,09**¥¥ 0,45**¥¥tt 0,99**¥¥t1t
Edema (%) 2,61 8,65** 21,76 ¥¥ 6,85**¥¥tt  5,76**¥¥1tt
Inflamacgao (%) 0,87 3,36** 8,76™*¥¥ 3,89**tt 2,84** 1ttt
1Contagem 6,0 14,0 28,0 12,0 14,5
das células (4-14) (8-25)** (16-49)**¥ (6-18)tt (7-29)t1
inflamatorias

(cels.mm?)

*p<0.05, ** p<0.005 em comparagao com o grupo controle (CO); ¥p<0.05, ¥¥ p<0.005 em comparagdo com 0
grupo controle com teste de exaustdo (CE); £p<0.05, $£p<0.005 em compara¢do com o grupo de recuperagao
passiva (RP); tp<0.05, 11p<0.005 em comparac¢do com o grupo da crioterapia (CRIO); Teste Qui-quadrado.

! Dados expressos em mediana (25 para 75 quartis); Kruskal-Wallis e teste de Dunn.

5.3.3 Desempenho na Natagao

O teste de natagdo até a exaustdo ndo demonstrou diferencas
significativas entre os grupos CE (151,1 = 71,9 minutos), RP (156,6 * 48,47
minutos), CRIO (156,4 + 34,25 minutos) e LED (151,1 £ 109,5 minutos).
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54 DiscussAo

As adaptagdes decorrentes do treinamento sao caracterizadas por
alteragdes graduais das proteinas contrateis, funcdo mitocondrial, regulagéo
metabdlica, sinalizagao intracelular e respostas dos fatores de transcricdo, que
alteram o teor de proteinas e a atividade enzimatica do musculo esquelético (Egan et
al., 2012). No entanto, altas cargas de treinamento podem provocar lesées e dores
musculares de inicio tardio, devido ao acumulo de acido latico, espasmos
musculares, danos do tecido conjuntivo, inflamacgao, efluxo enzimatico dentre outros
mecanismos que podem comprometer o rendimento esportivo (Cheung et al., 2003).

O presente estudo mostrou que a carga de treinamento imposta aos
animais nao foi suficiente para provocar melhora no desempenho na natagdo. Da
Costa Santos et al. (2011) testaram a mesma progresséo de carga e dias de
treinamento utilizado neste estudo, porém com trinta centimetros de profundidade,
na inflamacao, necrose, diametro das fibras do musculo séleo de ratos Wistar, além
dos valores de creatina quinase e lactato sérico. Os valores de lactato
caracterizaram o protocolo de exercicio como de baixa intensidade, no entanto o
treinamento foi eficaz na redugdo dos marcadores inflamatérios e degeneracao
muscular, porém sem alteragéo significativa no didmetro das fibras musculares. A
alteracao do protocolo deste estudo, aumentando a profundidade e acrescentando o
teste de exaustao, foi com o objetivo de aumentar a intensidade do exercicio para
provocar maior adaptacao e avaliar o desempenho apos o treinamento. Entretanto,
os resultados encontrados demonstram que a carga imposta durante o exercicio n&o
foi suficiente para melhorar a aptiddo aerdbia. A grande quantidade de campos com
edema e células inflamatérias no grupo treinado que realizou a recuperagao passiva,
sugere que o protocolo de exercicio aplicado pode ter sido extenuante e isso pode
ter provocado sintomas do overreaching nos animais. Outra hipotese seria, que as
72 horas de descanso pré-teste de exaustdo, podem ter sido insuficientes para a
recuperacao total dos animais e o consequente efeito de supercompensacgao,
entretanto, para comprovar essa hipétese seria necessario outro estudo analisando
a quantidade de lesbes musculares pré-teste de exaustdo, o que n&o foi possivel
realizar no presente trabalho.

O breve periodo de queda do rendimento apds o estresse causado

pelo exercicio, € conhecido como overreaching funcional e se caracteriza por



53

sintomas fisicos, bioquimicos e emocionais que sdo compensados com um periodo
de recuperagcao adequado (Meeusen et al., 2013). No entanto, quando nao ha
recuperacdo adequada, os disturbios fisicos e emocionais podem se tornar
prolongados, causando queda do dempenho por longos periodos, evoluindo assim
para o overreaching nao-funcional e a sindrome do overtraining (Kreher et al. 2012;
Meeusen et al. 2013). Assim, os métodos de recuperacao tém sido aplicados apds o
exercicio fisico, com o objetivo de reduzir os marcadores inflamatorios, acelerar o
processo de regeneragdo muscular, reduzindo os sintomas dolorosos e os riscos da
sindrome de overtraining (Ingram et al., 2009; Ascensao et al., 2011). Porém, os
meétodos de recuperagao utilizados neste estudo e aplicados apds a sessao de
treinamento, também n&o demonstraram eficacia na melhora do desempenho no
teste de natacdo. Ainda assim, o uso diario da crioimerséo e da fototerapia apds as
sessdes de treinamento, mostrou resultados favoraveis para a prevencao da
necrose, edema e processo inflamatério dos musculos gastrocnémio e séleo.

A aplicacdo sucessiva da crioterapia apos o treinamento poderia
inibir algumas adaptagdes do organismo, pois 0s ajustes moleculares e humorais
induzidos pelo exercicio, incluindo a hiperemia muscular, sdo necessarios para a
regeneragao das fibras musculares, hipertrofia e melhor irrigacdo sanguinea (Chargé
et al., 2003). Reduzindo a temperatura, diminui-se também o fluxo sanguineo e o
processo inflamatdrio fisiolégico em resposta ao treinamento, atenuando assim os
efeitos provocados pelo exercicio (Yamane et al., 2006). Porém, nao foi observada
adaptacao reduzida dos animais estudados, demonstrando a eficacia da crioimersao
na reducgao da inflamacéo, sem alterar negativamente o rendimento fisico. Halson et
al. (2014) avaliaram a aplicagao pés-exercicio da imersao em agua fria (15°C por 15
minutos), quatro vezes por semana, durante 39 dias de treinamento em ciclistas, e
mostraram que o grupo submetido a crioimersao obteve valores maiores de poténcia
média e de pico de poténcia quando comparado ao grupo controle, sem diferengas
significativas no teste contra-relogio, fortalecendo a hipétese da crioimersdo ser um
método adequado para a manutengao do desempenho.

Alguns estudos levantaram a hipotese da fototerapia favorecer o
treinamento, diminuindo as respostas inflamatorias e o estresse oxidativo pos-
exercicio, fornecendo maior quantidade de oxigénio para as células executarem a
atividade e favorecendo os mecanismos de regeneragao celular (Camargo et al.,

2012; Leal Junior et al., 2011). Estudos recentes demonstraram que altas taxas de
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producao de ATP pelas mitocdndrias e o controle da acidose induzida pelo exercicio
estdo associados com a reducdo das perturbacbes metabdlicas e melhoras no
desempenho, enquanto a redug¢ao da respiragdo mitocondrial apresenta ligagdo com
a baixa capacidade aerobia e redugao da performance (Bishop et al., 2010; Driller et
al., 2013).

Patrocinio et al. (2013) analisaram o efeito da aplicagcdo da
laserterapia de baixa poténcia, no comprimento de onda de 808nm e irradiacdo de
3,3 joules, aplicada apds as sessdes de treinamento de forgca em ratos Wistar. O
protocolo de treinamento foi realizado trés vezes por semana, durante cinco
semanas e a irradiagao foi realizada no musculo tibial anterior de ambas as pernas.
Seus resultados mostraram que o grupo treinado que recebeu irradiagcédo, reduziu
significativamente o nivel de lactato de repouso e a deplecéo de glicogénio muscular
quando comparado com o grupo treinado sem irradiagao, além de aumentar a area
de seccéao transversal das fibras musculares do tibial anterior em comparacédo ao
grupo controle e treinado sem irradiagdo. No presente estudo, a LEDterapia foi o
método mais eficaz na reducdo do edema e inflamagdo muscular, entretanto, no
modelo de treinamento utilizado ndo foi observada alteragbes significativas no
desempenho.

Outro fator importante a ser considerado, € que os animais testados
apresentavam o efeito acumulado das sessbes de treinamento, o que pode ter
interferido no teste de desempenho (Hawley, 2002). O grupo RP, que apresentou 0s
valores mais altos de inflamagdo e edema, poderiam ja ter iniciado o teste mais
lesionados e isso provocou um aumento ainda maior nesses marcadores de danos
musculares. Além disso, a grande quantidade de necrose muscular encontrada no
grupo CE, sugere que o treinamento, mesmo que intenso, provocou um efeito
protetor no musculo estriado esquelético, sendo encontrado menores quantidades
de lesdes irreversiveis nos grupos treinados (Meneghel et al., 2013; Nosaka et al.,
2011). Nosaka et al. (2001) investigaram a duracédo maxima das adaptacdes geradas
por dois blocos de exercicios excéntricos, separados por seis, nove ou 12 meses,
em estudantes do género masculino. Estes autores mostraram que os efeitos
protetores deste exercicio durou no minimo seis meses, mas perdeu-se entre 0 nono
e décimo segundo més de intervalo entre os blocos de exercicio, concluindo que
uma unica sessao de exercicio foi capaz de proteger o musculo para os exercicios

seguintes por longo tempo.
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5.5 CONCLUSAO

O treinamento estudado n&o provocou melhora no desempenho de
natacao em ratos Wistar. A LEDterapia e a crioterapia, em adicdo ao treinamento,
nao alteraram o desempenho no exercicio de natacdo quando aplicados diariamente
apods as sessdes de treinamento em relagéo ao grupo com recuperagao passiva. No
entanto, a terapia com LED e a crioimersao foram eficazes na prevencgao de lesdes
musculares e reacodes inflamatérias. Mais estudos s&o necessarios para avaliar os
efeitos da aplicacdo sucessiva da crioimersdo e da fototerapia em outras
intensidades de exercicios, e em um modelo experimental que permita a observacao

de mudangas no desempenho decorrentes do treinamento.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo demonstrou que tanto a LEDterapia, quanto a
crioimersao podem melhorar o desempenho quando aplicado em uma unica sessao
entre o intervalo do exercicio, entretanto a LEDterapia parece ser o método mais
eficaz para prevenir lesbes musculares e reagdes inflamatadrias.

Quando analisado a aplicagdo consecutiva dos métodos de
recuperagcao, a LEDterapia continua sendo a melhor estratégia para reduzir a
inflamacado e o edema, entretanto a crioimersdao também é eficaz no controle da
inflamacao e o método mais adequado para reduzir a necrose muscular. No entanto,
as aplicagdes sucessivas de ambos os métodos estudados, ndo foram capazes de
gerar efeitos ergogénicos.

Estudos analisando os efeitos do uso unico e continuo dos métodos
de recuperacdo, em diferentes modalidades e intensidades de exercicios, além da
aplicacdo em momentos distintos do treinamento, continuam sendo necessarios para
maiores esclerecimentos sobre a interacdo da crioimersao e da LEDterapia com a

recuperacao e as adaptagdes do treinamento.
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