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RESUMO 
 
Estudos recentes sugerem que o exercício físico de alta intensidade pode provocar 

alterações danosas no músculo esquelético tais como, dor, fadiga, processo inflamatório e 
apoptose celular. O objetivo deste estudo foi investigar os efeitos do Laser de Baixa 
Potência (LLLT), 660nm na diminuição dos níveis de Creatina Kinase (CK) e na apoptose 
celular no músculo gastrocnêmio  de ratos submetidos a natação forçada. Material e método: 
Vinte ratos Wistar machos (300 ± 50g) foram utilizados e divididos aleatoriamente em dois 
grupos (n = 10): Grupo 1 – Controle -  ratos submetido à natação forçada; Grupo 2, ratos 
submetido a natação forçada tratados com LLLT; os grupos foram ainda subdivididos 
conforme o período de coleta das amostras 24 e 48 horas. Os animais foram submetidos à 
natação forçada até o momento que os animais não conseguissem nadar por tempo de 10 s; 
após o exercício foi realizada uma única aplicação de laser InGaAlP, densidade de potência 
de  100 mW,  comprimento de onda (λ) de 660 nm  e densidade de energia de 4 joules cm². 
O nível de CK foi verificado 48 horas antes da realização do exercício e após 24 e 48 do 
teste de natação forçada. Os animais foram submetidos à eutanásia e amostras do músculo 
gastrocnêmio processadas para verificação da presença de apoptose pela técnica TUNEL.  
Resultados: Obteve-se uma diminuição dos níveis de CK do grupo tratado com LLLT 
comparado com o grupo controle e na análise estatística pela ANOVA apresenta diferença 
significativa entre os grupos (p< 0, 0001), no post hoc test de Tukey's demonstra diferença 
significante entre o grupo controle quando comparado ao grupo LLLT, após 24 e 48 horas 
(p<0,001); na contagem de células apoptóticas obteve-se diferença estatística (p< 0,001) no 
cruzamento do grupo controle e tratado com LLLT. Conclusão: Os resultados deste estudo 
sugerem que o LLLT influenciou o perfil metabólico do CK, diminuindo o nível sérico. Os 
achados também demonstram que o LLLT pode atuar como preventivo da apoptose celular. 
 
 
Palavras Chave: Celulas Musculares, Apoptose, Creatina Kinase. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
ABSTRACT  
 
Recent studies suggest that the exercise of high intensity can cause harmful changes 

in skeletal muscle such as pain, fatigue, inflammatory process and cellular apoptosis. This 
study aimed to investigate the effects of the Low Power Laser (LLLT), 660nm in decreased 
levels of Creatine Kinase (CK) and cellular apoptosis in gastrocnemius muscle of rats 
subjected to forced swimming. Materials and methods: Twenty male rats (300 ± 50) were 
used and randomly divided into two groups (n = 10): Group 1 - Control - rats subjected to 
forced swimming, Group 2, rats subjected to forced swimming treated with LLLT; the 
groups were further divided as the period of collection of samples 24 and 48 hours. The 
animals were submitted to forced swimming so far that the animals failed to swim for 10s; 
after the exercise was carried out a single application of laser InGaAlP, density of 100 mW 
of power, wavelength (λ), 660 nm and an energy density of 4 cm ² joules. The CK level was 
found 48 hours before the beginning of the exercise and after 24 and 48 of forced swimming 
test. The animals were subjected to euthanasia and samples of the gastrocnemius muscle 
processed for verification of the presence of apoptosis by TUNEL technique. Results: It had 
a decrease in levels of CK in the group treated with LLLT compared with the control group 
and the statistical analysis by ANOVA presents significant difference between groups (p <0, 
0001),at post hoc Tukey's test shows a significant difference between the control group 
when compared to the LLLT group, after 24 and 48 hours (p <0001); the counting of 
apoptotics cells returned to statistical difference (p <0001) at the intersection of the control 
group and treated with LLLT. Conclusion: The results of this study suggest that the LLLT 
influenced the metabolic profile of CK, reducing the serum. The findings also show that 
LLLT can act as a preventive of cellular apoptosis. 
 
 
Key words: Muscle cells, Apoptosis, Creatine Kinase. 
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1. INTRODUÇÃO 

   

Nas últimas décadas os efeitos benéficos e nocivos do exercício físico têm sido alvo de 

discussão entre diversos pesquisadores. A procura do corpo perfeito ou mesmo a melhora na 

qualidade de vida tem feito com que muitas pessoas ultrapassem os limites fisiológicos do 

corpo desencadeando lesões. 

Nas atividades de vida diária, no trabalho e no esporte a fadiga muscular apresenta-se 

muitas vezes como limitante do desempenho humano, e causadora de lesões em diversos 

níveis do sistema músculo-esquelético (WOLEDGE, 1998). 

A fadiga muscular (FM), definida como qualquer redução na capacidade do sistema 

neuromuscular de gerar força, é um fenômeno comum em esportes de resistência e é uma 

experiência usual nas atividades diárias (TAYLOR et al., 2000). 

A lesão muscular pode ser induzida através do exercício físico. Entre os fatores 

propostos como responsáveis por essa lesão estão: o estresse mecânico, o estresse oxidativo, o 

distúrbio da homeostasia do cálcio intracelular e a resposta inflamatória (CLARKSON; 

SAYERS, 1999). Os fatores mecânicos e oxidativos iniciam a lesão e alguns mediadores 

inflamatórios exacerbam a mesma nos dias que se seguem ao exercício (CLARKSON; 

SAYERS, 1999).  

A ruptura do sarcolema permite o extravasamento do conteúdo intracelular, causando 

o aparecimento de enzimas, proteínas e fragmentos de proteína no sangue. Entre estes 

marcadores de lesão tecidual destacam-se a creatina kinase (CK), lactato desidrogenase 

(LDH), mioglobina, troponina I e fragmentos de miosina. Sendo assim, verificar o 

aparecimento destas enzimas no sangue serve como indicador de lesão tecidual (NOSAKA; 

NEWTON, 2002). 

O desencadeamento da lesão pode ainda estar relacionado com a presença de espécies 

reativas de oxigênio (EROs), elevação da temperatura e a diminuição do pH resultante do 

acúmulo de ácido láctico gerado durante o exercício (SMOLKA et al., 2000; KREGEL, 2002) 

A lesão muscular decorrente do estresse oxidativo tem sido relacionada com a 

presença de EROs tais como: ânion superóxido (O2· ¾ ), peróxido de hidrogênio (H2O2) e 

radical hidróxil (OH) produzidos em resposta ao consumo elevado de oxigênio pela 

mitocôndria durante os exercícios de alta resistência ou excêntricos (SEN, 2001; TIIDUS, 

1998). Por outro lado, a ativação da xantina oxidase também tem sido apontada como um 

importante sítio gerador de radicais livres (VIÑA et al., 2000). 
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Os oxidantes podem indiretamente induzir a ocorrência de apoptose celular. A alta 

produção de EROs é responsável por várias ações deletérias, dentre as quais estão: o aumento 

nos níveis de peroxidação de lipídios de membranas (ALESSIO, 1993), aumento na 

carbonilação de proteínas e até danos ao DNA (Ácido desoxirribonucléico) intracelular 

(RADAK et al., 1999), o que em última instância altera e prejudica o metabolismo 

intracelular, podendo inclusive ocasionar morte celular (HALLIWELL ; GUTTERIDGE, 

1989). 

Várias pesquisas têm demonstrado a presença de mecanismos de defesa do músculo 

esquelético frente às alterações causadas pelo exercício. Alterações na atividade das enzimas 

anti-oxidantes (JI, 1995; TIIDUS, 1998; POWERS; LENNON, 1999) em resposta a presença 

de espécies reativas de oxigênio. 

Diversos relatos apontam resultados satisfatórios da aplicação do laser de baixa 

potência nos processos cicatriciais e regenerativos do sistema muscular (BIBIKOVA; ORON, 

1995; BULIAKOVA et al., 2000; MINAMOTO et al., 2001; SHEFER et al., 2002). 

Apesar do mecanismo de ação do laser permanecer indefinido, pressupõe-se que esse 

tipo de radiação possui capacidade de modificar o metabolismo celular, ou seja, estimular ou 

inibir atividades fisiológicas, proliferativas e bioquímicas, mesmo na ausência de 

aquecimento tecidual significante. Esse fenômeno denominado biomodulação, ocorre quando 

há absorção dos fótons por parte das biomoléculas (BASFORD, 1989; MORIMOTO et al., 

1994; KITCHEN; BAZIN, 1996; BAXTER, 1997; ORTIZ; BRASILEIRO, 2004). 

De acordo com Baxter (1997), a luz é absorvida através de um cromóforo por meio de 

absorção seletiva (GONZÁLEZ; CRUÃNAS, 1988). A função fotorreguladora é promovida 

por meio de fotorreceptores, moléculas com variedades morfológicas disponíveis nas células.  

Karu (1989) relata em seu estudo sobre os efeitos fotobiológicos do laser de baixa 

potência, que essa modalidade terapêutica auxilia no processo de reparo tecidual através da 

ativação do metabolismo celular, sendo a atividade respiratória das células o provável 

fotorreceptor responsável por desencadear esse processo, promovendo uma maior proliferação 

de células. Concluiu ainda, que a resposta aos efeitos fotobiológicos depende de fatores 

relacionados ao estado fisiológico das células estimuladas. 

Diante do exposto, fica evidente que o exercício físico de alta intensidade pode levar a 

fadiga muscular e prováveis danos à estrutura e funcionamento do músculo o que justifica a 

procura por terapias que possam minimizar ou alterar os efeitos deletérios da fadiga muscular. 

O laser de baixa potência pode vir a ser uma alternativa de baixo custo e não invasiva para 

minimizar os efeitos da fadiga muscular.  
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Sendo assim, o objetivo deste estudo foi investigar os efeitos do Laser de Baixa 

Intensidade (LLLT) de 660nm nos níveis de CK e na apoptose celular no músculo 

gastrocnêmico  de ratos submetidos a natação forçada. 

 

1.1 Laserterapia - Fotobioestimulação 

No transcorrer dos anos, o Laser de Baixa Potência tem sido utilizado de modo 

corriqueiro na prática clínica, principalmente em lesões músculo esqueléticas, visando obter 

cicatrização mais rápida de feridas e melhores condições do tecido neo-formado. Entretanto, 

ainda há controvérsias sobre a eficácia da terapia laser de baixa potência utilizada em tecidos 

moles.  

Os efeitos provocados pela radiação laser no processo de regeneração dos tecidos 

biológicos dependem da dose, comprimento de onda, freqüência de irradiação e sincronismo 

(BIBIKOVA; ARON, 1994). É sabido também que a transmissão da luz através dos tecidos 

ocorre devido à especificidade de um comprimento de onda e depende do espectro absorvido 

nos cromossomos moleculares (HARRIS, 1991). 

Karu (1998), através da avaliação do crescimento celular in vitro, observou que, na 

maior parte das curvas dose-resposta aparecia um limiar, um máximo e uma fase de declive, 

representando, portanto, uma dependência da dose. 

A laserterapia de baixa potência deve seu êxito às particularidades das respostas que 

induz nos tecidos, como redução de edema, diminuição do processo inflamatório, aumento da 

fagocitose, da síntese de colágeno e da epitelização (BAXTER, 1994; GOGIA, 1995). 

Segundo Vladimirov et al., (2004), os princípios fotobiológicos das aplicações 

terapêuticas da radiação laser proporcionam o aumento do metabolismo celular, do cálcio 

intracelular, da síntese de proteínas, divisão celular e da fagocitose. Essas ações são 

desencadeadas primariamente pela absorção da luz emitida pelo laser por fotorreceptores 

celulares constituintes do componente respiratório celular. Além disso, estes pesquisadores 

citam ainda outros mecanismos estudados, que incluem a promoção de uma maior 

vasodilatação, melhorando com isso o suprimento sanguíneo dos tecidos e a microcirculação 

local. 

Entretanto, apesar das pesquisas se concentrarem na fotobioestimulação do processo 

de cicatrização e reparo dos tecidos, ainda não há consenso na literatura especializada sobre 

os reais efeitos da irradiação laser, existindo grandes divergências entre os diversos estudos e 

seus autores. 
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De acordo com Baxter (1997), a luz é absorvida através de um cromóforo, por meio de 

absorção seletiva (GONZÁLEZ; CRUÃNAS, 1988). A função fotorreguladora é promovida 

por meio de fotorreceptores, moléculas com variedades morfológicas disponíveis nas células.  

De acordo com a teoria fotobioquímica, os fotorreceptores são estimulados através da 

energia eletromagnética. Esses fotorreceptores fazem parte das vias bioquímicas celulares e 

são capazes de regular o metabolismo de componentes da cadeia respiratória, como por 

exemplo, NADH (Nicotinamida Adenina Dinucleotídeo Reduzida) desidrogenase e citocromo 

C oxidase. Esses componentes após atingirem um estado de excitação eletrônica (mudança no 

potencial redox), responderão a uma faixa de luz específica, convertendo a energia 

eletromagnética em energia bioquímica (BECKERMAN et al., 1992; KARU, 1999; ORTIZ et 

al., 2001). 

Para Wilden e Karthein (1998), os componentes da cadeia respiratória correspondem a 

uma espécie de “antenas ressonadoras” capazes de responder à radiação luminosa de 

comprimentos de ondas específicos, no intuito de aumentar o fluxo de elétrons, e 

consequentemente, vitalizar na célula o aumento do metabolismo energético. 

Os fotorreceptores estão presentes na membrana mitocondrial e absorvem luz tanto no 

espectro do infravermelho próximo, quanto no espectro visível quando se encontram em seu 

estado redox intermediário. Dessa maneira, nem totalmente reduzido e nem oxidado, a 

excitação eletrônica desses componentes numa determinada seqüência poderá influenciar a 

transferência de elétrons e ocasionar uma resposta biológica (MORIMOTO et al., 1994; 

BAXTER, 1997; WILDEN, KARTHEIN, 1998 e KARU, 1999). 

Karu (1989) relata em seu estudo sobre os efeitos fotobiológicos do laser de baixa 

potência, que essa modalidade terapêutica auxilia no processo de reparo tecidual através da 

ativação do metabolismo celular, sendo a atividade respiratória das células o provável 

fotorreceptor responsável por desencadear esse processo, promovendo uma maior proliferação 

de células. Concluiu ainda, que a resposta aos efeitos fotobiológicos depende de fatores 

relacionados ao estado fisiológico das células estimuladas. 

Weiss e Aron (1992) realizaram uma incisão parcial no músculo gastrocnêmio de ratos 

da raça Charles River e trataram com laser HeNe (mW). A análise histológica de células 

mononucleadas, miotúbulos e miofibras jovens mostrou que as células mononucleadas 

diminuíam em fração de volume nos animais tratados em relação ao grupo controle. Houve 

também uma rápida taxa de regeneração das miofibras e o volume dos miotúbulos nas 

margens em relação ao centro da lesão.   
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Parizotto (1998) observou pela microscopia eletrônica de varredura, que houve 

melhora na organização tecidual e maior número de células para a síntese de material extra 

celular produzido pela fotoestimulação com laser HeNe após tenectomia de ratos. Além disso, 

mostrou que o laser estimulou a formação de colágeno precocemente, com melhor 

empacotamento e organização.  

Buliakova et al., (2000), examinaram o efeito da radiação a laser infravermelha (0,89 

micrômeros) na regeneração do músculo gastrocnêmio em ratos adultos (dez exposições 3-

minutos, 2-3 procedimentos semanais por um mês após a operação, modulando na freqüência 

de 10 hertz, dose total 3,6 J/cm²).  Parâmetros histológicos, morfométricos e bioquímicos da 

regeneração muscular, assim como índices bioquímicos, mostram a regeneração realçada do 

músculo esquelético.  A formação do órgão muscular termina precocemente em relação aos 

músculos não-tratados. 

Amaral et al., (2001), demonstraram que o laser HeNe foi eficaz no processo de 

regeneração muscular utilizando-se uma dosagem de 2,6 J/cm², por 6 segundos, apresentando 

efeitos significativos, tais como aumento da área da fibra muscular e densidade mitocondrial.  

Albertini et al., (2002), analisaram os efeitos do laser de baixa potência (AsGaAl) no 

modelo de inflamação de edema de pata em ratos. Os resultados demonstraram que com a 

irradiação de 1 J/cm² e 2,5 J/cm² há redução do edema em 27% e 45,47%, respectivamente, e 

que com a irradiação de 2,5 J/cm² os efeitos antiinflamatórios produzidos são equivalentes a 

uma dose de 1 mg/Kg de diclofenaco de sódio.  

Pugliese et al., (2003), em um estudo sobre a influência da terapia a laser de baixa 

potência na biomodulação das fibras colágenas e elásticas, observaram em seus resultados 

uma  significante diminuição do infiltrado inflamatório e edema, além do aumento da 

expressividade das fibras colágenas e elásticas, ocasionados pela irradiação do laser. 

Buliakova e Azarova (2004), estudaram os efeitos do laser HeNe na regeneração do 

músculo gastrocnêmio de ratos após serem lesionados. Os ratos foram divididos em 6 grupos 

submetidos a dez aplicações do laser com densidade de potência de 2,5- 3,0 mW/cm² e 

densidade de energia de 9,0- 10,8 J/cm², três minutos para cada membro, 2-3 exposições 

semanais, durante 30 dias após a lesão. A atividade regenerativa foi estimulada pelo laser no 

músculo esquelético. 
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1.2   Exercício Físico e Lesão Muscular 

 

Visando estudar as fases da degeneração e reparo das fibras musculares, muitos 

pesquisadores utilizam métodos que induzem a lesão muscular através da denervação 

(JAKUBIEC-PUKA et al., 1999), da contusão (MINAMOTO et al., 2001), da 

eletroestimulação (HILL; WERNIG; GOLDSPINK, 2003), dos exercícios físicos (SERRÃO 

et al., 2003) e das injeções de miotoxinas (HILL; WERNIG; GOLDSPINK, 2003). 

 De acordo com Astrand e Rodahl (1986), o exercício físico induz um aumento de 

aproximadamente 20 vezes no volume do oxigênio total consumido. Esse aumento está 

associado ao aumento na produção das espécies reativas do oxigênio (JENKINS; 

GOLDFARB, 1993).  

 As EROs são produzidas na membrana citoplasmática, no retículo endoplasmático, 

nos lisossomos, nas mitocôndrias, nos peroxisomas e no citosol. Sua produção é proporcional 

à quantidade de oxigênio consumida pelas mitocôndrias num determinado tempo e, 

conseqüentemente, aumenta durante a atividade física, o que provoca um desequilíbrio das 

EROs levando ao stress oxidativo (DUARTE, 1993). 

 Diversos estudos correlacionam o aumento na produção da EROs a instalação do 

processo de fadiga muscular (BARCLAY; HANSEL, 1990; BROTTO; NOSEK, 1996) e do 

processo de lesão muscular (FRANKIEWICZ-JOZKO; FAFF; SIERADZAN-GABELSKA, 

1996). 

As lesões musculares podem ser definidas como qualquer alteração que promova um 

funcionamento inadequado do músculo, seja ela morfológica ou histoquímica (FAULKNER, 

1993). 

 Os níveis de uma lesão são determinados pela duração e intensidade dos exercícios. Se 

realizados de maneira exaustiva, ambos provocam danos celulares e a degeneração ocorre 

segundo níveis crescentes, partindo das miofibrilas ou miofibrilas e sarcoplasma, seguindo 

para o sarcolema; atinge células miosatélites, chegando ao endomísio e aos capilares. Deste 

modo, atividades de resistência ou de explosão produzem vários níveis de resposta celular e 

de lesão muscular (DAL PAI, 1994). 

A análise da concentração plasmática de algumas proteínas miofibrilares é, 

normalmente, utilizada para averiguar a ocorrência de lesão do músculo esquelético e a sua 

magnitude (SORICHTER et al., 1997), salientando-se a creatina kinase (CK), a aspartato 

aminotransferase, a lactato desidrogenase, a mioglobina e a troponina (KASPER; TALBOT; 

GAINES, 2002). O aumento em níveis plasmáticos constitui uma indicação de que as células 
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musculares que sofreram stress perderam a capacidade de regular a permeabilidade destas 

proteínas (KAUHANEN; LEIVO; MICHELSSON, 1993). Das proteínas citadas, a CK é um 

dos marcadores mais usados na clínica para diagnosticar uma lesão muscular. 

 Chen e Hsieh (2001), relataram que a força isométrica máxima e a amplitude de 

movimento de sujeitos cujo músculo bíceps braquial foi submetido a exercícios excêntricos 

máximos diminuíram consideravelmente e que a circunferência do membro e a atividade da 

CK plasmática aumentaram devido aos mesmos exercícios excêntricos. 

 

1.3  Fadiga Muscular  

 

Em mamíferos, o tecido muscular esquelético possui capacidade de produzir níveis 

elevados de força quando são ativados. A incacapacidade de produzir repetidamente esse 

elevado nível de força ou potência muscular designa-se por fadiga neuromuscular, fenômeno 

que pode se manifestar de maneira aguda e que pode persistir por dias e até semanas. 

A FM é um fenômeno comum em esportes de resistência e é uma experiência usual 

nas atividades diárias. Definida como uma incapacidade na manutenção de um nível esperado 

de força (ENOKA; STUART, 1992; DIMITROVA; DIMITROV, 2003), a fadiga muscular 

tem sido amplamente investigada tanto na área clínica e quanto na desportiva. Há um 

consenso entre diversos pesquisadores de que o termo fadiga é a diminuição da capacidade 

muscular de manter a geração da força e a velocidade de relaxamento, indução de alterações 

nas características contráteis do músculo e das propriedades elétricas que geram disfunções no 

sistema neuromuscular humano (HICKS, KENT- BRAUN; DITOR, 2001; SCHAEFER et al. 

2002). 

A compreensão dos mecanismos que envolvem a regulação da contração muscular 

sob condições de fadiga tem importância fundamental, já que os mecanismos exatos que 

levam às alterações causadas por ela ainda não são esclarecidos (LEES et al., 2001). 

Evidentemente, a fadiga muscular é acompanhada por mudanças fisiológicas e 

metabólicas. Dentre elas, podemos citar fatores indicativos como parâmetros hematológicos e 

imunológicos, glicemia, nível de lipídios, atividade enzimática, uréia sanguínea, ácido úrico e 

outros fatores (TSOPANAKIS; TSOPANAKIS, 1998).  

De acordo com Rassier e Macintosh (2000) e Bilodeau et al, (2001), a natureza da 

atividade física realizada influencia nos mecanismos específicos responsáveis pela redução na 

capacidade de produção de força e consequentemente à fadiga. Iniciar a atividade muscular 

voluntariamente envolve muitos processos que começam com o controle cortical no cérebro e 
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terminam com a formação das pontes cruzadas dentro da fibra muscular. A fadiga muscular 

pode, portanto, ocorrer como resultado da falha de qualquer um dos processos envolvidos na 

contração muscular (GANDEVIA, 1998). 

 

1.4  Exercícios e Apoptose Celular 

 

 A apoptose é um processo de morte celular individual, regulado pela ativação de 

determinados genes. Ela é executada através de vias de sinalização específicas, eventualmente 

levando à fragmentação do DNA, condensação nuclear, proteólise, invaginação inespecífica 

da membrana e fragmentação celular com formação de corpos apoptóticos, os quais são 

fagocitados por macrófagos e neutrófilos, ou outras células vizinhas. Há ainda dois 

mecanismos distintos responsáveis pela execução final da morte celular nomeados de via 

caspase-independente e via apoptose caspase-dependente. Esta última é executada através das 

caspases, que são endoproteases integradas à execução final da morte celular (DANIAL; 

KORSMEYER, 2004) e são as principais responsáveis pelas maiores alterações bioquímicas e 

morfológicas que ocorrem durante a apoptose (REHM et al,. 2002). 

 As caspases normalmente são encontradas no citoplasma como precursores inativos 

(pro-caspases). Estas podem ser ativadas pela dimerização e segmentação proteolítica. O 

início da apoptose aciona a “cascata das caspases”, onde as caspases “iniciadoras” são 

ativadas (caspase-8, caspase-9, caspase-12). Estas, por vez ativam as caspases “efetuadoras” 

(caspase-3, caspase-6, caspase-7) as quais realizam os verdadeiros eventos proteolíticos e 

fragmentação do DNA (via DNAase ativada por caspase) que, por fim, resulta na degradação 

da célula (DANIAL; KORSMEYER, 2004).  

 O mecanismo apoptótico caspase-independente ocorre através da liberação de 

mediadores a partir da mitocôndria (fator de indução da apoptose e endonuclease G) que são 

capazes de produzir diretamente a fragmentação de DNA em grande escala. Atualmente a 

mitocôndria é considerada o centro-chave para a indução e regulação da apoptose (GABAI, 

SHERMAN, 2002; DANIAL; KORSMEYER, 2004). Sugere-se que estímulos celulares 

endógenos, tais como níveis elevados de cálcio ou de espécies reativas de oxigênio (EROs), 

possam desencadear a apoptose (PRIMEAU; ADHIHETTY; HOOD, 2002). 

 Sabe-se também que sob certos estímulos, muito bem estabelecidos (danos causados 

por acúmulo de mtDNA, stress oxidativo e privação de fatores de crescimento), a mitocôndria 

pode induzir apoptose tanto via caspase-dependente, quanto via caspase-independente  

(DANIAL; KORSMEYER, 2004).  
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 Pode-se citar como exemplo de apoptose via caspase- dependente o estresse do 

retículo endoplasmático, que ao liberar cálcio para o citoplasma ativa a pró-caspase-12.  A 

ativação das caspases leva a reorganização do citoesqueleto, interrompe a reparação do DNA, 

quebra a estrutura nuclear e desintegra a célula em corpos apoptóticos (DIRKS; 

LEEUWENBURGH, 2002).  

 A apoptose caracteriza-se pela destruição do núcleo e está envolvida na remodelação 

de tecidos durante situações fisiológicas, tais como o desenvolvimento embrionário e o 

controle do número de células em tecidos proliferativos, e durante estados patológicos, tais 

como a doença e a lesão (ALLEN; ROY ; EDGERTON, 1999; ADAMS et al., 2001). 

 
Fonte: Anazetti, Melo (2007).  

Figura 1. Distinção das diferentes alterações morfológicas nos processos de morte celular por 
apoptose versus necrose. A necrose (a) é caracterizada pela perda de integridade de membrana 
plasmática, floculação da cromatina, inchaço seguido de lise celular com extravasamento do 
conteúdo intracelular e desintegração de organelas. O processo apoptótico (b) envolve 
alteração de permeabilidade de membranas, condensação cromatínica, encolhimento celular, 
formação de corpos apoptóticos sem desintegração de organelas. 
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2.  OBJETIVOS 

 

2.1  Gerais 

Avaliar a ação do laser de baixa potência 660nm no músculo gastrocnêmico de ratos 

em períodos de 24 horas e 48 horas após sessão única de exercício exaustivo. 

 

2.2  Específicos  

Verificar se o laser de baixa potência 660nm é capaz de alterar a expressão sérica da 

Creatina Kinase em ratos submetidos a fadiga muscular induzida  por meio de exercícios 

físicos exaustivos. 

Verificar se o laser de baixa potência 660nm promove alteração nas células 

apoptóticas do músculo gastrocnêmico induzida  por meio de exercícios físicos exaustivos. 
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3       MATERIAL E MÉTODO 

 
3.1  Animais de experimentação 

 

A amostra foi composta de 20 ratos machos (Rattus norvergicus albinus), da linhagem 

WISTAR, com peso corpóreo variando entre 230 a 350 gramas, adultos procedentes do 

Biotério Central da Universidade Para o Desenvolvimento do Estado e da Região do Pantanal 

- UNIDERP, Campo Grande, MS. 

Os animais foram confinados em gaiolas de 0,15 m², com 4 animais por gaiola,  

mantidos em fotoperíodo de 12 horas, temperatura e umidade mantidas por ar condicionado, 

ruídos mínimos, ração sólida e água ad libitum, ficando sob observação por um período de 

dois dias, antes da sua utilização  no experimento.  

Todos os procedimentos experimentais adotados estão de acordo com as normas do 

Colégio Brasileiro de Experimentação Animal – COBEA e as normas para a prática didático-

científica da vivissecção de animais (Lei 6638 de 08/05/1979) e aprovados pelo Comitê de 

Ética em Experimentação Animal da Universidade Federal do Mato Grosso do Sul sob 

nº.138/2007. (Anexo A) 

 

3.2 Grupos experimentais 

 

Os animais (n=20), foram divididos aleatoriamente em dois grupos (n=10), assim 

denominados Grupo 1 (n=10)- animais submetidos a exercício físico de alta intensidade e  

posterior aplicação de  laser de baixa potência; Grupo 2 (n=10)- controle, animais submetidos 

a exercício físico de alta intensidade e não aplicado laser . Cada grupo foi novamente 

divididos em 2 subgrupos de acordo com o período de eutanásia (24 e 48 horas) e receberam 

as seguintes denominações: controle 24 horas; controle 48 horas; LLLT 24 horas e LLLT 48 

horas. 

 

3.3       Protocolo de Exercício por meio da Natação Forçada 

 

Para o teste de natação forçada foi utilizado o protocolo modificado, descrito por WU; 

CHENG; LIU, (2007). O teste foi induzido forçando os animais a nadar até a exaustão. Os 

ratos foram carregados com anéis de chumbo que pesavam 5% do seu peso corporal pela 
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cauda, e foram então colocadas em um tanque de natação com água fresca (aproximadamente 

1,20 m de profundidade). 

A temperatura da água foi mantida a 25 ± 0,5 º C. O esgotamento foi determinado pela  

perda de movimentos coordenados e enfraquecimento para voltar à superfície dentro de 10 

segundos. Este critério de 10 segundos foi considerado uma correlação com exaustão, e foi 

utilizado como uma indicação da capacidade máxima de natação de cada animal. Os ratos 

foram removidos, neste ponto, antes do afogamento. 

  
Fonte: Própria 
Figura 2. Figura ilustrativa do processo de indução da fadiga muscular: A – Tanque utilizado 
para a natação dos animais; B – Natação dos animais.  
 

3.4       Aplicação da Laserterapia 

 

Foi utilizado o Laser Fosfeto Indio-Gálio-Alumínio (InGaAlP)  da marca DMC® 

modelo Photon Laser III, com potência de 100mW(densidade de potência de 1,4 W/cm2), área 

do feixe de 3mm, e comprimento de onda de λ 660nm. A aplicação deu-se sob forma de um 

único ponto pelo método transcutâneo na região posterior sobre o músculo gastrocnêmio, com 

densidade de energia de 4 joules/cm2 e  tempo de 2,8 segundos.  

 

3.5     Verificação da Creatina Kinase (CK) 

 

Foi colhida uma amostra de sangue de cada animal  (1.8 a 2.0 mL) por meio de punção 

cardíaca 48 horas antes da realização do exercício e 24 e 48 horas pós exercício de natação 

forçada. A análise foi realizada utilizando-se o kit “MPR3 CK NAC-ativado” (Wienner Lab., 

Rosário, Argentina). Juntou-se à solução tampão (frasco de 2,5 ml) um reativo específico, 

deixando-os em banho-maria a 37°C por um minuto. Em seguida, adicionou-se 50 µl de 

plasma à solução reativa, deixando novamente a mistura em banho-maria a 37 °C por mais 

A B 
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um minuto. De forma imediata, realizou-se quatro leituras das absorbâncias de uma mesma 

amostra a 334 nm, com um minuto de intervalo entre uma leitura e outra, para que fosse 

obtido um valor D. O cálculo da atividade de CK (U/L) na amostra foi feito pela equação 

CKp = 8252 x D absorbância/minuto. 

 
Fonte: Própria 

Figura 3. Figura ilustrativa do processo de punção cardíaca. 

 

3.6        Eutanásia 

 

Ao termino do período de experimentação os animais foram submetidos à eutanásia 

por injeção excessiva de anestésico pentobarbital sódico administrado de forma 

intraperitonial na proporção de 100mg/Kg. Após constatada a morte dos animais, foi  

realizada uma incisão para a retirada do músculo tríceps sural que foi cuidadosamente 

dissecado para a retirada do músculo gastrocnêmio. As amostras foram colocadas em solução 

de paraformaldeído 4% em tampão fosfato 0,1M, pH 7,2 - 7,4 por 17 horas para o 

procedimento do TUNEL.  

 
Fonte: Própria 

Figura 4. Figura ilustrativa da dissecação do músculo gastrocnêmio. 
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3.7       Verificação da Apoptose “in situ”, pelo método TUNEL (terminal 

deoxyribonucleotidyl transferase mediated dUTP nick end labelling) 

 

 A presença de células em processo de apoptose foi investigada “in situ”, pelo método 

TUNEL (terminal deoxyribonucleotidyl transferase mediated dUTP nick end labelling) 

descrito a seguir. 

Os cortes foram colocados para desparafinização em xilol I, II e III por 10, 5 e 5 

minutos, respectivamente. Em seguida foram reidratados em álcool a 100%, 100%, 95%, 80% 

e 70% por 5 minutos em cada álcool.  Após a hidratação, os cortes foram circundados com 

Pap Pen e aplicou-se a proteinase K, na diluição de 20µg/ml em Tris-HCL 10mM pH 7,4 

durante 30 min a 37ºC. Após este procedimento, os cortes foram lavados em PBS 0,05 M, 3 

vezes, durante 5 minutos. Incubou-se em solução bloqueadora de peróxido de hidrogênio a 

3% em metanol por 30 minutos em temperatura ambiente. Novamente os cortes foram 

lavados em PBS 0,05M, 3 vezes, durante 5 minutos. Em seguida, tratados com solução 

permeabilizante de Triton X- 100 a 0,1 % em água destilada mais 0,1g de citrato de sódio. 

Lavou-se em PBS 0,05M, 3 vezes, durante 5 minutos. A 1º lâmina (controle positivo), foi 

tratada com Dnase por 15 minutos; a 2º lâmina (reação), foi tratada com PBS 0,05M por 15 

minutos e a 3º lâmina (controle negativo), tratada com PBS 0,05M por 15 minutos. A seguir, 

a 1º lâmina (controle positivo) recebeu tratamento com solução enzima TDT terminal 

deoxynucleotidyl transferase + solução marcadora nucleotide mixture por 1 hora em 

temperatura de 37º C; a 2º lâmina (reação) recebeu tratamento com solução enzima TDT 

terminal deoxynucleotidyl transferase + solução marcadora nucleotide mixture por 1 hora em 

temperatura de 37ºC e a 3º lâmina (controle negativo) recebeu tratamento com solução 

marcadora nucleotide mixture por 1 hora em temperatura de 37ºC. Após esta reação, as 

lâminas foram lavadas em PBS 0,05M, 3 vezes, durante 5 minutos e incubadas com solução 

POD (anti-fluorescein antibody HRP) por 30 min a 37ºC. Em seguida foram novamente 

lavadas em PBS 0,05M, 3 vezes, durante 5 minutos. Os cortes foram revelados com DAB e 

lavados em PBS 0,05M, 3 vezes, durante 5 minutos. Após o procedimento, foram 

desidratados e as lâminas montadas. 

 

3.8       Análise Histomorfométrica  

 

Para análise da  apoptose evidenciada pelo método TUNEL, foi  realizada uma 

avaliação morfométrica das células por digitalização de imagens e análise computacional por 
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meio de um programa específico de processamento e análise de imagens (IMAGE PRO PLUS 

4.5). 

Para a quantificação das áreas representativas foram digitalizados oito campos, 

usando-se um microscópio Axiolab (Carl Zeiss, objetiva 200x) acoplado a uma câmara para 

captura de imagem Sanyo Digital Active BLC, conectada ao microcomputador Processador 

Intel® Core™ 2 Duo E4500 (2.2 GHZ, 800MHz), 2 Mb Cache, Dual Core - BRH7807 

equipado com placa de vídeo. 

 

3.9      Análise Estatística 

 

Os resultados obtidos foram submetidos à análise estatística pela variância (Anova). 

Em seguida, aplicou-se o ”post hoc test” teste de Tukey’s , considerando a natureza das 

variáveis estudadas ou a variabilidade das medidas efetuadas, sendo utilizado para tanto o 

GraphPad. 4.00 Prism, fixou-se em 0,05 ou 5% (α ≤ 0,05) o nível de rejeição da hipótese de 

nulidade. 
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4   RESULTADOS  

 
4.1 Atividade da Creatina Kinase Sérica 

 

Os valores obtidos a partir da verificação dos níveis de CK  sérica  dos animais 

submetido à natação forçada até a exaustão encontram-se apresentados na forma de média e 

desvio padrão e podem ser verificados na Tabela 1, os dados foram submetidos à análise de 

variância (ANOVA) observou-se  (p<0,0001). 

 

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

 

Pode-se notar  um significante aumento na liberação de Creatina Kinase no grupo 1  

nas primeiras 24 horas (561,1 U/l ± 38,09) quando comparados ao grupo tratado com LLLT, 

após  as mesma 24 horas (230,0 U/l ± 24,91), a análise estatística entre estes subgrupos pelo 

teste Tukey obteve-se  (p<0,001). (Figura 5) 

 

 

 

 

 Grupo 1 
Grupo 2 
 

 Controle 24 h Controle 48h (LLLT 24 h) (LLLT 48h) 

 591.30 407.69 201.99 195.07 

 530.01 403.61 225.77 157.14 

 599.45 444.37 241.13 187.03 

 512.80 399.41 214.69 190.0 

 572.05 414.54 266.34 271.59 

 
Média 

 
561,1 

 
413,9 

 
230,0 

 
180,2 

 
Desvio Padrão 

 
38,09 

 
17,91 

 
24,91 

 
20,40 
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**P<0.001 indica resultado altamente significante em relação ao grupo controle 24 h; * p<0,001 indica resultado altamente 
significante em relação ao grupo controle 48 h; # p>0,05 indica resultado não significante em relação ao grupo LLLT 24 h. 

Figura 5.  Gráfico comparativo das médias e desvio padrão de CK  entre os grupos tratados com 
LLLT  e não tratados (controle). 
 
 

Esta diferença se fez presente  no período de 24 horas, comparando os mesmos grupos 

obteve-se (p <0,001) o que indica uma grande diferença entre os resultados dos grupos nos 

diversos períodos do trabalho. (Figura 6) 
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**P<0.001 indica resultado altamente significativo em relação ao grupo controle. 
Figura 6. Gráfico comparativo das médias e desvio padrão de CK  entre os grupos tratados com 
LLLT  e não tratados (controle)  24 horas após o exercício de natação forçada. 
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O pico de liberação foi observado após 24 horas da realização do exercício físico no 

grupo controle a 599,45 U/L um valor elevado quando comparado com os valores do grupo 

tratado 48 horas   que  foi de 157,14 U/L. 

Já na análise entre os sub-grupos para tratados e não tratados obteve-se resultado 

estatisticamente significante (p <0,001) para todos os cruzamentos estatísticos, com exceção 

para a comparação entre o subgrupo tratado ou seja 24 horas LLLT versus 48 horas LLLT 

com (p> 0,05). (Figura 7) 
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**P<0.001 indica resultado altamente significativo em relação ao grupo controle. 
Figura 7. Gráfico comparativo das médias e desvio padrão de CK entre os grupos tratados 
com LLLT e não tratados (controle) 48 horas após o exercício de natação forçada. 
 
 
4.2 Verificação da Apoptose pelo TUNEL 
 
 

Quando as lâminas processadas foram submetidas à análise in situ da fragmentação do 

DNA, os núcleos positivos para TUNEL foram detectados dentro das fibras musculares na 

posição sub-sarcolemal e central, confirmando  a presença da maioria dos núcleos apoptóticos 

em nível intersticial. 

Nos ratos submetidos ao exercício forçado e tratados com LLLT na verificação do 

subgrupo após 24 horas obteve-se um valor de  66,3 ± 13,2 células apoptóticas/mm³ de pico, e 

39,0 ±6,8 células apoptóticas/mm³ após 48h. No grupo controle não submetido ao LLLT 
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apresenta valores muito superiores após 24 horas, com um pico (159,4 ± 25,8) e após 48 horas 

da natação forçada (89,2 ± 25,4). (Tabela2). 

 
Tabela 2. Valores obtidos pela histomorfometria do músculo gastrocnêmico de ratos  para 
células positivas ao  TUNEL , expressos em média e desvio padrão para os grupos controle e 
grupo tratado com LLLT.   
 
 

 
Grupo Controle 

 
Grupo LLLT   

 
 

 
24 h 

 
48 h 

 
24 h 

 
48 h 

 158  84 74  40 

 162 90 65 42 

 220 150 61 48 

 140 71 59 30 

 148 76 40 28 

 139 73 79 45 

 157 86 73 40 

 151 84 80 39 

Média 159,4  89,2  66,3  39,0 
 

Desvio Padrão  25,8 25,4 13,2 6,8 

 

A analise estatística pela Variância ANOVA indica diferença estatística entre os 

grupos em (p< 0,001). 

Quando a estes grupos foi aplicado o post hoc test de Tukey’s, o resultado entre os 

cruzamentos grupo Controle 24 horas versus LLLT 24 horas obteve-se (p<0,001); Controle 

24 horas versus LLLT 48 horas ( p<0,001); Controle 48 horas versus LLLT 24 horas (p>0,05) 

e Controle 48 horas versus LLLT 48 horas (p<0,001). 
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**P<0.001 indica resultado altamente significante em relação ao grupo controle 24 h; * p<0,001 indica resultado altamente 
significante em relação ao grupo controle 48 h; # p>0,05 indica resultado não significante em relação ao grupo LLLT 24 h. 

Figura 8. Gráfico comparativo das médias e desvio padrão da apoptose obtidas pelo método 
TUNEL  entre os grupos tratados com LLLT  e não tratados (controle)  24 e 48 horas após o 
exercício de natação forçada. 
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**P<0.001 indica resultado altamente significativo em relação ao grupo controle. 
Figura 9. Gráfico comparativo das médias e desvio padrão da apoptose obtidas pelo método 
TUNEL  entre os grupos tratados com LLLT  e não tratados (controle)  24 horas após o exercício 
de natação forçada. 
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**P<0.001 indica resultado altamente significativo em relação ao grupo controle. 
Figura  10. Gráfico comparativo das médias e desvio padrão da apoptose obtidas pelo método 
TUNEL  entre os grupos tratados com LLLT  e não tratados (controle)  48 horas após o exercício 
de natação forçada. 

 

 

Figura 11. Fotomicrografia do corte histológico grupo controle 24 horas, onde podemos 

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

observar núcleos de células em apoptose. 

 

Figura 13. Fotomicrografia do corte histológico grupo laser 24 horas, onde podemos observar 

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

núcleos de células em apoptose. 
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5       DISCUSSÃO 

 

O uso da laserterapia de baixa potência (LLLT) tem apresentado um crescimento 

significativo na prática clínica. Os efeitos terapêuticos do laser sobre os diferentes tipos de 

tecidos biológicos são amplos, dentre o quais destacam-se: os efeitos trófico-regenerativos, 

antiinflamatórios e analgésicos, demonstrados em estudos tanto in vitro como in vivo. Aliados 

à segurança do tratamento, estes efeitos parecem ser os principais responsáveis pelo 

crescimento da laserterapia, justificando também o aumento do interesse dos pesquisadores da 

área da saúde pela investigação dos mecanismos de ação e dos efeitos terapêuticos dos lasers 

de baixa potência.  

Os benefícios evidentes do LLLT vêm sendo demonstrados em diversos trabalhos que 

relatam o aumento na microcirculação local: MIRÓ et al., (1984), MAIER, HAINA e 

LANDTHALER, (1990), no sistema linfático: LIEVENS, (1986; 1988; 1990; 1991), na 

proliferação de células epiteliais: STEINLECHNER e DYSON, (1993), nos fibroblastos 

WEBB, DYSON e LEWIS, (1998); LUBART et al., (1995), assim como aumento da síntese 

de colágeno dos fibroblastos: ENWEMEKA et al., (1990); CARVALHO et al., (2003).  

A irradiação pelo laser de baixa potência exerce funções biomodulatórias na atividade 

celular.  A absorção molecular inicial da luz do laser ainda é desconhecida e dependendo do 

comprimento de onda os efeitos são alterados devido aos diferentes cromóforos que podem 

ser disponíveis como fotorreceptores. Segundo Karu et al., (1995), é  provável que o processo 

de fotomodulação seja apenas um aspecto de muitos fenômenos da fotossinalização.  

Diante do exposto neste trabalho, procuramos investigar os efeitos do LLLT, 660nm 

nos níveis de CK e na apoptose celular no músculo gastrocnêmico  de ratos submetidos a 

natação forçada. 

No presente estudo foi utilizado um modelo de natação forçada a fim de induzir o 

processo de fadiga muscular tendo em vista que este protocolo é comumente aceito para 

desencadear a fadiga muscular (LAWLER, et al., 1993; HILAKIVI-CLARKE; DICKSON, 

1995; GIBALA, et al., 1998). 

Também optamos por realizar uma investigação nos níveis séricos CK após a 

realização dos exercícios físicos uma vez que esta é amplamente aceita como um indicador de 

lesão muscular após o exercício físico. Diversos pesquisadores (VOLFINGER et al, 1994; LI; 

FENG; WANG, 2005), usam a enzima para indicar o prejuízo causado por danos dos 

músculos.  
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Os marcadores bioquímicos de lesão músculo esquelética são CK, aspartato 

aminotransferase, lactato desidrogenase, mioglobina, e troponina. A CK apresenta um 

aumento significativo nos níveis plasmáticos após procedimentos cirúrgicos, trauma, infarto 

do miocárdio e exercício muscular pesado (CARRARO, 1995; BRANCACCIO; MAFFULLI; 

LIMONGELLI, 2007). Entretanto, estudos relatam que exista baixa relação entre a atividade 

da CK plasmática e a quantidade correspondente de lesão, analisada através de alterações 

ultra-estruturais (MANFREDI et al., 1991) e função muscular (FRIDÉN; LIEBER, 2001), 

sugerindo que a atividade desta enzima possa ser um mau indicador tanto da morfologia 

quanto da fisiologia muscular. 

No presente estudo, os períodos de 24 e 48 horas foram escolhidos para análise de CK, 

pois, segundo Duncan (1994), há um aumento de suas taxas no soro em casos de lesão 

muscular reversível ou na necrose muscular. Esse aumento ocorre poucas horas após a lesão e 

atinge valores máximos em 24 horas, voltando ao normal em 48 horas depois de cessar a 

alteração de permeabilidade muscular. 

 No presente estudo foi possível observar que o LLLT diminuiu o indicador de lesão 

muscular (CK), após o exercício de natação. Os níveis de CK foram significativamente 

(p<0,05), menores nos grupos LLLT do que nos grupos controle.  

Os resultados encontrados em nosso estudo são corroborados pelos achados de 

LOPES-MARTINS et al., (2006), que descrevem a possível redução da fadiga muscular após 

a utilização do laser em animais submetidos a exercícios intensos. LOPES-MARTINS et al., 

(2006) investigaram se o LLLT poderia impedir a redução da força muscular ou o aumento 

previsto dos níveis de CK em ratos submetidos a um modelo experimental de estimulação 

elétrica do nervo para induzir a fadiga por meio da contração tetânica do músculo tibial. Eles 

concluíram que LLLT poderia reduzir a instalação da fadiga muscular local e possivelmente 

reduzir danos musculares após exercícios intensos. 

 Vieira et al., (2006), verificaram a atividade e o padrão eletroforético da LDH em 

resposta ao exercício em esteira em ratos submetidos à fotoestimulação por laser de baixa 

intensidade (780nm). A resposta foi maior no grupo submetido ao laser mediante exercício 

físico, provavelmente porque o “estresse metabólico” proporcionado pelo treinamento possa 

ter favorecido a maior ação do laser e consequentemente maior efetividade da resposta 

estimulatória do tecido.  

Neste estudo também realizamos uma investigação da apoptose celular, uma vez que  

estudos recentes demostraram que músculos esqueléticos adultos podem sofrer apoptose 

celular quando estimulado por diversas vezes, como nas miopatias, exercícios, isquemia, 
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denervação e atrofia ( MATSUDA; NISHIKAWA; TANAKA, 1995; PODHORSKA-

OKOLOW et al., 1998). 

Segundo Danial e Korsmeyer (2004), a apoptose é um processo de morte celular 

individual, regulado pela ativação de determinados genes. Ela é executada através de vias de 

sinalização específicas, eventualmente levando à fragmentação do DNA, condensação 

nuclear, proteólise, invaginação inespecífica da membrana e fragmentação celular com 

formação de corpos apoptóticos, os quais são fagocitados por macrófagos e neutrófilos, ou 

outras células vizinhas. Há ainda dois mecanismos distintos responsáveis pela execução final 

da morte celular nomeados de via caspase-independente e via apoptose caspase-dependente. 

Esta última é executada através das caspases, que são endoproteases integradas à execução 

final da morte celular. 

Uma das hipóteses para a ocorrência da apoptose durante o exercício intenso é que o 

fenômeno se deve a um aumento da geração de EROs durante a hiperemia sustentada que  

segue e acompanha a atividade física muscular. Quando há uma diminuição ou interrupção de 

atividade física, a hiperemia ocorre, mas o aumento do fluxo de oxigênio não é utilizado em 

processos metabólicos (MATSUDA; NISHIKAWA; TANAKA, 1995;  SANDRI;  

CARRARO, 1999; ROSSINI et al., 2000; ALLEN; TRESINI, 2000). 

Quantidades significativas de agentes oxidantes podem produzir danos ao DNA e 

desse modo, diretamente, induzir apoptose. Fibras do tipo I, as quais são predominantemente 

oxidativas, podem ser oprimidas pela quantidade de EROs produzidas e podem não ser 

capazes de efetivamente neutralizá-las (VOLTARELLI; MELLO; DUARTE, 2008). 

Em nosso estudo, os períodos observados para verificação da apoptose foram de 24 e 

48 horas após a realização de exercícios de alta intensidade tendo em vista que GÓIS et al. 

(2007), relatam que após o exercício físico intenso  o processo de  apoptose pode ainda 

permanecer por  até 72 horas.  

Cai et al.,(2006),  observaram o efeito do exercício em esteira rolante realizado em 

diferentes intensidades (leve, moderada e exaustiva), sob o ponto de vista das alterações 

relacionadas à apoptose, no músculo gastrocnêmio de ratos. Esses autores verificaram que a 

apoptose foi observada somente nos músculos dos animais submetidos às intensidades 

moderada e intensa, alcançando os níveis mais elevados, após a realização do exercício, 

apenas no grupo de animais que efetuou exercício intenso. O índice de apoptose, ainda nesse 

mesmo estudo, continuou se elevando até o 1º e 3º dia após o término do exercício no grupo 

moderado e exaustivo, respectivamente. Os autores desse estudo preconizam que o exercício 

pode evocar a apoptose e acelerar a depuração celular por esse mecanismo, e o desequilíbrio 
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entre esses dois eventos durante o exercício pode contribuir para a injúria da musculatura 

esquelética. 

Em nosso estudo, foi obtida uma redução significativa (p<0,005) do número de células 

apoptóticas do grupo submetido à radiação de LLLT, quando comparado ao grupo controle. 

Os mesmos resultados foram  observados por SHEFER et al., (2002); FILLIPIN; MAURIZ 

(2005); RIZZI et al., (2006). 

Esta diminuição evidenciada em nossos achados dá-se provavelmente devido à 

redução das EROs através da normalização do estado redox. 

O estado redox das células é uma conseqüência do balanço entre os níveis de EROs, 

oxidantes e redutores equivalentes. Elevação nos níveis de EROs acima da capacidade de 

tamponamento e atividade enzimática designada para modular os níveis dessas espécies 

resulta em estresse oxidativo potencialmente citotóxico. Sob esta condição pró-oxidante, 

radicais altamente reativos podem danificar o DNA, RNA, proteínas e componentes lipídicos, 

que podem levar a morte celular. Apesar de várias macromoléculas estarem sujeitas ao ataque 

de EROs, o ataque a nucleotídeos livres ou ao DNA pode ocasionar danos permanentes 

devido aos efeitos deletérios destas espécies (ALLEN; TRESINI, 2000). 

Nossos resultados correspondem com as conclusões de Carnevalli et al., (2003),   que 

descrevem que a LLLT faz com que haja biomodulação positiva agindo no controle  da 

homeostase celular, normalizando o estado redox  de  células que são  mantidas sob condição 

de estresse nutricional; o laser  também impede apoptose nas células CHO K-1. De acordo 

ainda com  SHEFER et al., (2002), que obtiveram a redução da apoptose celular em cultura de 

células. 

De acordo com Kreisler et al., (2003), o estímulo a fotorreceptores pelo laser na cadeia 

respiratória mitocondrial e a mudança nos níveis de ATP não estão totalmente estabelecidas, 

sendo um alvo de várias discussões. Geralmente admite-se que ambos os estímulos 

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

Fillipin e Mauriz (2005), encontraram valores de espécies reativas ao Ácido 

Tiobarbitúrico (TBARS) diminuídos significativamente em tendões de ratos irradiados e 

tratados com laser de baixa potência 14 e 21 dias, mostrando que a irradiação teve um efeito 

protetor, e as células desenvolveram um papel antioxidante positivo na inativação de excessos 

de EROs. 

Wonbong et al., (2008), investigaram em seu estudo a proteção conferida pelo laser de 

635nm contra a apoptose de fibroblastos da gengiva de humanos induzida pela exposição á 

irradiação ultra-violeta. Os pesquisadores concluíram que o laser serve como ferramenta de 
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proteção contra a indução da apoptose pela irradiação ultra-violeta. Eles relatam ainda, que 

apesar dos mecanismos ainda não estarem bem compreendidos, acredita-se que a irradiação a 

laser de 635 nm seja capaz de bloquear os percursos intrínsecos e extrínsecos da apoptose 

celular. 

 Gao et al., (2006), estudaram a radiação do laser de baixa potência  em apoptose 

induzida pelas células adenocarcinoma pulmonar (ASTC-a-1) e consideraram que a radiação 

laser de baixa potência (0,8 J/cm2) induziu a proliferação celular.  No entanto, WU; CHENG; 

LIU (2007),  em seu  estudo, perceberam que os dados obtidos por GAO et al., (2006), não 

são suficientes para apoiar essas observações. 

Diversos autores ( KARU, 1987; KITCHEN; PARTRIDGE, 1991; BECKERMAN, 

1992; WILDEN; KARTHEIN, 1998) relatam que a magnitude ou eficácia do efeito 

biomodulatório atribuído ao laser de baixa intensidade ao interagir com os tecidos biológicos, 

depende, dentre outros fatores, das condições metabólicas prévias do tecido, de tal maneira 

que a resposta tende a ser ótima quando o potencial redox celular se encontra alterado como, 

por exemplo, num quadro de lesão tecidual,  cujo ambiente celular apresenta condições que 

favoreçam a maior interação da radiação com os tecidos, e consequentemente, maior resposta 

biológica final (fotomodulação), diferente quando o ambiente celular encontra-se em 

condições de normalidade fisiológica. 

Considerando os resultados obtidos podemos inferir que no grupo de exercício físico 

submetido ao LLLT, provavelmente, o "estresse metabólico", proporcionado pelo treinamento 

pode ter favorecido a maior ação do laser e, conseqüentemente, influenciado na eficácia da 

estimulação celular. No entanto sugerimos que novas investigações sejam realizadas 

analisando especificamente os mecanismos que envolvam o estado Redox e EROs. 
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6 CONCLUSÃO 

 

Os achados deste estudo sugerem que o LLLT  influenciou o perfil metabólico dos 

animais submetidos à fadiga, diminuindo o nível sérico de CK. Os achados também 

demonstram que o LLLT pode atuar como fator preventivo da apoptose desencadeada pelo 

exercício físico de alta intensidade. 
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8. ANEXOS 
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