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RESUMO

O objetivo geral da presente dissertacdo foi investigar os efeitos de duas doses de
TFBM sobre o tempo até a exaustdo em esforco retangular no dominio severo em ciclo
ergdbmetro, explorando durante o exercicio as respostas fisioldgicas decorrentes da
atividade muscular (ex. metabdlicas, gasométricas, eletromiogréaficas e respiratorias),
assim como, 0s aspectos centrais e periféricos da fadiga muscular ap6s esforco. Para isso,
dois estudos foram realizados, estudo 1 e 2. Participaram do projeto 27 voluntarios (14
participantes no estudo 1 e 13 no estudo 2. O estudo 1 teve como objetivo investigar os
efeitos de duas doses de TFBM sobre aspectos centrais e periféricos da fadiga muscular
apos esfor¢o de ciclismo em carga constante no dominio severo (A60%) com duragédo
equalizada, analisando também, as respostas neuromusculares durante o esforco. Os
sujeitos realizaram 5 esforcos em dias distintos, um na forma de familiarizacdo e um na
forma controle, ambos até a exaustao e trés, com duracdo idéntica a atingida na condigédo
controle, precedidos por uma das trés intervengdes utilizadas no presente estudo: TFBM
na dose de 260 J, TFBM na dose de 130 J e placebo (tratamento com o aparelho
desligado), de maneira randomizada, cruzada e com duplo-cegamento. Durante o esforgo
as repostas eletromiograficas de musculos do membro inferior dominante foram avaliadas
e antes e apds esforco, contracBes voluntarias maximas associada a eletroestimulacéo
periférica do nervo femoral foram efetuadas, objetivando investigar aspectos centrais e
periféricos da fadiga muscular. Ja no estudo 2, os voluntérios realizaram em dias distintos
5 esforcos, todos até a exaustdo, os 2 primeiros na forma de familiarizacao, os Gltimos 3
precedidos por uma das trés modalidades de intervencdo (TFBM na dose de 260 J, ou 130
J, ou placebo [aparelho desligado]; de forma randomizada, cruzada e com duplo-
cegamento). Ainda, durante os trés Gltimos esfor¢os, houveram o monitoramento das
respostas eletromiograficas de musculos do membro inferior dominante, respostas
capilares gasométricas, das concentracbes de lactato sanguineo e da troca gasosa
respiratdria, com as coletas e/ou analises sendo realizadas em janelas de tempo idénticas
para as 3 condic¢des, determinadas com base no menor tempo atingido entre os trés tltimos
esforcos. Diante do resultados obtidos nos estudos 1 e 2, de modo geral, a TFBM nos
parametros utilizados teve uma ligeira positiva influéncia sobre aspectos
neuromusculares durante a realizacao do esforgo (significante) e sobre a fadiga muscular

apos esforco (ndo significante). No entanto, ndo observou-se efeito da TFBM no tempo



até exaustdo no tipo de esforco proposto, bem como mudancgas nas respostas metabdlicas,

gasomeétricas e respiratorias durante exercicio.

PALAVRAS-CHAVE: Terapia de fotobiomodulagdo; Fadiga muscular;

Desempenho fisico.



ABSTRACT

The general objective of this dissertation was to investigate the effects of two
doses of photobiomodulation (PBM) on time to exhaustion in a constant load cycling
effort at severe domain (A60%, [CLEeo]), exploring during the exercise the physiological
responses resulting from muscular activity (ie, metabolic, gasometric, electromyographic
and respiratory), as well as the central and peripheral aspects of muscle fatigue after
effort. For this, two studies were carried out, study 1 and 2. Twenty-seven volunteers (14
participants in study 1 and 13 in study 2) participated in the study. Study 1 aimed to
investigate the effects of two doses of PBM on central and peripheral aspects after CLEso
with equalized duration (ie, isotime) as well as the neuromuscular responses during the
exercise. The subjects performed 5 efforts on different days, one in the form of
familiarization and one in the control form, both until exhaustion. The last three efforts
were performed with the same duration as that reached in the control condition, preceded
by one of the three interventions used in the present study: PBM at the dose of 260 J,
PBM at 130 J and placebo (PBM with the device switched off, dose of 0 J). During the
last 4 exercises, the electromyographic responses of muscles of the dominant lower limb
were evaluated and before and after the last three efforts, neuromuscular evaluations
associated with peripheral electrical stimulation of the femoral nerve were performed,
aiming to investigate central and peripheral aspects of muscle fatigue. In study 2, the
volunteers performed on different days, 5 CLEso to exhaustion, the first 2 in the form of
familiarization, the last 3 preceded by one of the three modalities of intervention (PBM
at the dose of 260 J, or 130 J, or placebo in a randomized, double-blinding cross-over
design). Also, during the last three efforts, the electromyographic responses of dominant
lower limb muscles, gasometric capillary responses, blood lactate concentrations and
respiratory gas exchange were monitored, with the collections and/or analyzes being
performed in identical time windows for the 3 conditions, determined on the basis of the
shortest time achieved between the last three efforts. Considering the results obtained in
studies 1 and 2, in general, the PBM in the parameters used had a slight positive influence
on neuromuscular aspects during effort (significant) and on muscle fatigue after effort
(non significant). However, there was no effect of PBM in the time until exhaustion in
the type of effort proposed, as well as changes in metabolic, gasometric and respiratory
responses during exercise.

Keywords: Photobiomodulation therapy; Muscle fatigue; Exercise
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1. INTRODUCAO

Durante a realizacdo de uma atividade fisica, a fadiga muscular pode ser definida
como uma reducdo da capacidade do sistema neuromuscular em produzir um nivel
desejado de forca e/ou poténcia (1,2). Esse fenbmeno tem causa multifatorial, é
diretamente influenciado pelas caracteristicas da atividade que esta sendo executada (tipo
de contracao, velocidade e duracdo) e decorre de modificacfes na atividade do sistema
nervoso central, acarretando em falhas da ativacdo muscular voluntéaria e/ou de alteracdes
periféricas, que limitam fatores como transmissdo e/ou propagagdo do potencial de acéo,

assim como, capacidade contratil do tecido muscular (2-4).

Em relacdo aos aspectos periféricos da fadiga muscular, varios podem ser 0s seus
fatores causais e dentre eles estdo a diminuicdo dos niveis de ATP celular (4), aumento
das espécies reativas de oxigénio (EROs) e de nitrogénio (ERNSs) (5) e acumulo de
metabolitos como H* e fosfato inorgancio (Pi) (4,6). Por sua vez, os aspectos centrais da
fadiga muscular envolvem, frequentemente, a diminuicédo reflexa atividade do cortex
motor, devido estimulos aferentes desencadeados pelas alteracfes bioquimicas teciduais
dos principais musculos em atividade (7), musculos sinergistas e respiratérios (8-10),
assim como, por sensagdes psicossomaticas como dor/desconforto e percepgao subjetiva
de esforco (9).

Além desses, 0 aumento da producdo do neurotransmissor serotonina na regiao
cortical (11) e o aumento dos niveis de amOnia nos espacos extra e intracelulares
neuronais (12) sao ,também, apontados como fatores causais para o declinio da atividade

do cortex motor e, portanto, causadores do aspecto central da fadiga muscular.

No cenério esportivo, a fadiga muscular € vista como um dos elementos limitantes
do desempenho de um atleta, uma vez que a mesma, prejudica diferentes aspectos
necessarios para o éxito na realizacdo do exercicio, tais quais, manutencdo do nivel de
forca e/ou poténcia requeridos, velocidade e técnica de execugdo da atividade (13,14).
Além disso, sensacbes psicossomaticas provenientes desse fendémeno (ex.
dor/desconforto muscular e aumento da percepgédo de esfor¢o) também séo apontadas
como fatores que podem influenciar de forma negativa o desempenho fisico (9,10).
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Desse modo, treinadores e atletas buscam constantemente por meios de retardar 0s
efeitos da fadiga muscular durante a manutencdo de esforcos e, consequentemente,
promover a melhoria do desempenho fisico. Dentre essas estratégias, a terapia de

fotobiomodulacdo (TFBM)(15) vem sendo sugerida como um recurso promissor (16-18).

Definida como a irradiacdo ndo térmica de fotons através de dispositivos de
amplificacdo de luz por emissdo estimulada de radiacdo (LASER) ou diodos emissores
de luz (LED), a TFBM vem sendo, nas ultimas décadas, utilizada no ambiente clinico
objetivando acelerar a reparacéo tecidual, promover analgesia e atenuar sinais e sintomas
do processo inflamatorio (19,20), no entanto, devido interacbes com fenémenos
fisioldgicos especificos, esse recurso passou recentemente, a também ser atrativo para a
comunidade esportiva, como um potencial recurso ergogénico para o desempenho fisico
(21-27).

Dentre os efeitos mais conhecidos da TFBM nos organismos vivos estd a sua
capacidade em estimular a enzima Citocromo C oxidade presente na cadeia
transportadora de elétrons na mitocéndria, resultando em um aumento da ressintese de
adenosina trifosfato (ATP) localmente através do metabolismo oxidativo (28,29). Infere-
se que essa maior disponibilidade de ATP perduraria o funcionamento adequado das
bombas ibnicas presentes no sarcolema e reticulo sarcoplasmatico, mantendo por mais
tempo a capacidade de despolarizacdo da fibra muscular e a satisfatoria disponibilidade
do fon Ca* para as miofibrilas (30), ambos os fen6menos, essenciais para o processo de

contragcdo muscular.

Além desses fatores, a atenuacdo dos efeitos do estresse oxidativo e a melhora da
perfusdo tecidual, que acarretaria na melhora do clearence de metabdlitos como o
adenosina monofosfato (AMP), difosfato (ADP) e Pi, sdo efeitos também atribuidos a
TFBM e que podem vir a contribuir para retardar o processo de fadiga muscular e

melhorar o desempenho fisico (16,28).

Nesse contexto, Leal Junior e colaboradores (2008, 2009a, 2009c, 2010),
investigando em uma série de estudos com atletas de voleibol, a eficdcia da TFBM no
musculo biceps braquial em aumentar o tempo até a exaustdo e o nimero de repeticoes
de flexo-extensdo do cotovelo com carga a 75% de uma repeticdo maxima (1RM),
aplicada aproximadamente 10 minutos antes da execucdo do exercicio, observaram que

esse recurso acarretou aumentos no tempo até a exaustdo e no numero de repeti¢cdes nesse
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esforco, que variaram de 8,1-39% e 11,5-29,4%, respectivamente, quando comparado a

condig&o placebo.

Entretanto, apesar desses indicios sobre a eficdcia da TFBM como recurso
ergogénico em esforgos que envolvem musculaturas isoladas, alguns autores refutam
esses achados (32,33), constatando-se ainda mais divergéncias, quando esse método foi
investigado no desempenho de exercicios com gestos motores de maior complexidade
(ex. corrida, ciclismo) (24-27,34). Marchi et al., (2012) e Miranda et al., (2016),
utilizando a TFBM em todo o membro inferior imediatamente antes a realizacéo de teste
incremental, constataram, respectivamente, um aumento de 2% e 5,1% no tempo até a
exaustdo, quando comparado a condicao placebo. Ainda, no ciclismo, Lanferdini et al.,
(2017) também evidenciaram que diferentes doses de TFBM, aplicadas previamente ao
esforco, na regido anterior da coxa, foram efetivas em aumentar o tempo até exaustéo na
intensidade equivalente ao consumo maximo de oxigénio (iVO,.,) entre ~8-14 % em

comparacao a intervencao placebo.

Entretanto, Leal Junior et al., (2009b, 2009d), ao utilizar a TFBM no quadriceps
antes do teste de Wingate, ndo observaram alteracdes no trabalho realizado, poténcia pico
e poténcia média do teste quando comparado a intervencdo placebo. Do mesmo modo,
Malta et al.,(2016) utilizando a TFBM no membro inferior (reto femoral, isquiotibiais e
gastroecnémio), ndo observaram melhora no tempo até a exaustdo durante corrida em
esteira em intensidade supraméaxima (15% acima da iVO,,,,,) quando comparado &

condicdo placebo, assim como melhora na capacidade anaerobia.

Apesar dos recentes esforcos em padronizar o uso da TFBM, a ampla divergéncia
nas caracteristicas dos protocolos de intervencao (ex. dose utilizada, area de irradiacéo),
assim como a grade diversidade de aparelhos empregados na realizagdo dessa terapia (ex.
aparelhos com exclusiva emissao de fdtons, aparelhos com emissao de fotons associada
a geracdo campos magnéticos, sao aspectos comumente apontados como determinantes
para a auséncia de consenso sobre a efetividade ou ndo desse recurso nesse cenario de
utilizacdo (17,36). Além disso, particularidades nos procedimentos investigativos como
a caracteristica dos esforcos realizados (ex. teste de Wingate e corrida em intensidade
supraméaxima) e dos voluntarios recrutados (ex. individuos néo treinados para executar
esforgos maximos na qual ndo sdo familiarizados) sdo também usualmente apontados

como aspectos externos a TFBM que podem influenciar o desempenho fisico dos sujeitos
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e, de certa forma, distorcer conclus@es acerca dos efeitos desse recurso como ergogénico

do desempenho fisico (16,27).

Dessa forma, verifica-se que a real eficAicia da TFBM em incrementar o
desempenho fisico, seja em gestos motores monoarticulares ou em esforcos de maior
complexidade, permanece ainda bastante questionada. Concomitantemente, observa-se
também, a auséncia de inferéncias cientificas mais robustas que elucidem os impactos
desse recurso sobre a atividade do sistema muscular durante exercicio, sobre a dinamica

do surgimento da fadiga e sobre aspectos centrais e periféricos desse fendmeno.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Fadiga muscular
2.1.1. Defini¢do e mecanismos relacionados

Uma das caracteristicas mais notaveis do sistema neuromuscular é a sua
capacidade adaptativa mediante a alteracGes na sua demanda de uso (2,37). Dessa forma,
modificagdes em sua morfologia e/ou funcionamento podem ser desencadeadas pelos
mais diferentes tipos de estimulos, sejam eles crénicos, como o treinamento, a
imobilizacdo e o envelhecimento (38), ou mesmo agudos, como a sustentacdo de uma
atividade fisica (13). De forma aguda, uma das adaptacdes mais relevantes e estudadas

nesse sistema ao longo dos anos é o processo de fadiga muscular (1,3,39,40).

Nesse contexto, fadiga muscular € uma condicdo do sistema neuromuscular
ocasionada por diferentes fatores provenientes da execucdo de uma atividade fisica,
acarretando na incapacidade temporaria de gerar e/ou sustentar um nivel desejado de
forca e/ou poténcia (2,41). Sendo a atividade muscular voluntaria decorrente de uma
sucessdo de eventos fisioldgicos que ocorrem tanto nos seus segmentos centrais (cortex e
medula) como nas regides periféricas (nervos motores e mdasculo), falhas no
funcionamento em um ou mais desses componentes, sdo responsaveis pelo surgimento da

fadiga muscular (3,4).

Dentre os fatores que acarretam a falha no funcionamento do componente
periférico do sistema neuromuscular, uma das inferéncias mais classicas reportadas na

literatura é a de deplecéo de substratos para a ressintese de adenosina trifosfato (4,42),
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molécula cuja quebra prové energia para todas as atividade biologicas, inclusive as

envolvidas no trabalho muscular (43).

Em esfor¢os maximos e de curta duracéo (aproximadamente 15 s), sabe-se que 0
ATP é ressintetizado predominantemente atraves da quebra de moléculas de fosfocreatina
(PCr) (37), e em esforcos mais prolongados (aproximadamente >15 s), a glicose
proveniente dos estoques de glicogénio no musculo, e, posteriormente, do sangue
(advinda das reservas de glicogénio hepatico e alimentacdo), passam a ser a principal
fonte de substrato para a ressintese dessa molécula energética (37).

Dessa forma, tem sido demonstrado que o declinio nos niveis dessas duas
moléculas no ambiente celular, acarreta uma diminuicdo da capacidade de gerar
forca/poténcia, observando-se que a reducdo das concentracfes de PCr apresenta-se mais
relacionada ao prejuizo da funcdo muscular em atividades de alta intensidade com curta
duracdo (<30 s) (44-46) e a diminuicdo dos niveis de glicose, a esfor¢cos mais prolongados
(>30 s) (47-49).

Entretanto, sabendo-se que as concentracbes de ATP celular, ap6s a falha da
capacidade contratil do musculo, ndo diminuem muito mais do que 60% em relacdo aos
valores prévios ao exercicio (50-53), outros fatores, externos as condi¢des energéticas da
fibra muscular, estdo também estritamente relacionados a falha da sua capacidade
contrétil. Dentre esses estdo 0s metabdlitos, moléculas provenientes da atividade das vias
de producdo de energia, cujas concentracfes aumentam paralelamente ao aumento da
atividade dessas vias e que, mesmo com niveis energéticos e estimulo elétrico adequados,

prejudicam os eventos intracelulares necessarios para a contracao tecidual (3,4).

A quebra dos compostos de PCr, por exemplo, acarreta no aumento da
concentracdo de moléculas de fosfato inorganico (Pi) no interior da fibra muscular (37).
Tem sido demonstrado que niveis elevados de Pi, apesar de inicialmente elevarem a
liberacdo de ions Ca™ pelo reticulo sarcoplasmatico (54), acarretam posteriormente a
diminuicéo dos niveis de ion Ca*™ livres nessa organela (55), assim como, a sua liberagdo
para o citosol (56). Além disso, também tem sido relatado que o Pi reduz a sensibilidade
do miofilamento de troponina aos ions Ca**(57) e inibe o surgimento de fortes interagdes
entre os miofilamentos de actina e miosina (pontes cruzadas)(58). Em conjunto, todos

esses fatores culminam no prejuizo da capacidade contratil da fibra muscular (4).
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Por sua vez, a degradacéo de glicose, principalmente quando realizada através de
vias ndo mitocondriais, envolvem reacfes que acarretam no acumulo de moléculas de
lactato e de ions H™ (37). Devido a frequente e curta relacdo temporal com o declinio na
producdo de forca/poténcia, o acumulo desses dois metabdlitos foi por muito tempo
considerado como o principal causador da fadiga muscular (42). Entretanto, com base em
estudos realizados acerca desse fendmeno, essa premissa tem sido bastante refutada (4).
Com relagdo ao lactato, em especifico, tem sido demonstrado que o aumento dos seus
niveis dentro das células musculares causa pouquissimo, ou mesmo, nenhum dano ao

funcionamento do sistema neuromuscular (4,59-61).

Em relacdo a contribuicdo dos fons H* e a consequente diminuicdo do pH celular,
apesar de ter sido por muito tempo apontado como um fator que prejudicaria 0 processo
contrétil da fibra devido, dentre outros aspectos, limitar o trabalho enzimatico presente
nos processos de quebra da glicose (62), inibir a liberacdo dos ions Ca*™ pelo reticulo
sarcoplasmatico, assim como, diminuir a sensibilidade dos miofilamentos a esses ions
(63-65), estudos realizados em musculos intactos (66) e fibras isoladas (67,68), vem
demonstrando que em temperaturas proximas as fisioldgicas (ex. >30°C), grandes niveis

de fons H*, somente, parecem ocasionar pouco prejuizo ao processo contratil.

Todavia, apesar de refutados os impactos negativos que o aumento das
concentraces de fons H* tem de forma isolada sobre a funcdo contratil do tecido
muscular, a diminuicdo do pH por ele acarretada, ¢ ainda apontado por alguns
pesquisadores como relevante para o surgimento da fadiga muscular (69), sendo
observado em ensaios em vitro, que a diminuicéo do pH pode contribuir para acentuar os
efeitos deletérios a funcdo muscular ocasionados pela molécula de Pi (70). Além disso,
devido os estimulos sensoriais que promove, a diminuicédo do pH tecidual parece também
acarretar em prejuizos a funcdo muscular por meio da geracdo de respostas reflexas a
nivel medular e cortical, que diminuem, respectivamente, a taxa de despolarizacdo dos
neurdnios motores e o nivel de ativagdo muscular voluntaria. (1,3). Tal aspecto sera

melhor discutido posteriormente no presente texto.

De forma similar, outros metabolitos relacionados ao surgimento do fendmeno de
fadiga sdo as espécies reativas de oxigénio (EROs) (4,71), moléculas provenientes da

oxidacéo de glicose e lipidios pelas mitocéndrias das células musculares e que tem sua
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producdo elevada em esforcos cuja via aerobia de producdo de energia figura como

predominante (ex. duragcdo >1 min)(37,72).

Em especifico aos processos envolvidos na contragdo do tecido muscular, estudos
vem reportando que a elevacdo dos niveis de EROs durante um esforco fisico prejudicam
a liberacdo de ions Ca™ pelo reticulo sarcoplasmatico (73) e a sensibilidade dos
miofilamentos contrateis a esses ions (74), assim como, reduzem a eficiéncia das
interac6es miofibrilares entre actina e miosina (75). Ainda, além desses fatores, as EROs
parecem também ocasionar prejuizos a funcdo contrétil do tecido por induzirem

vasoconstricdo, acometendo o fluxo sanguineo local (76).

E importante ressaltar que ndo apenas 0s processos de ressintese de ATP (ex. vias
metabolicas anaerobias alatica e latica e via aerobia), mas também, a prdpria geracdo de
energia através da sua forma mais essencial, a hidrélise da molécula de ATP, acarreta a
geracdo de metabdlitos causadores da falha no processo contratil da célula (ex. H* e Pi,
antes citados, assim como, moléculas de AMP e ADP)(4). Dessa forma, corroborando
com a premissa postulada por alguns autores de que o estado de fadiga € um mecanismo
fisiolégico protetivo (2), simultaneamente ao seu trabalho excessivo (ex. aumento da
hidrélise de ATP), o sistema neuromuscular parece criar meios indiretos para alerta-lo

sobre a iminéncia do seu limite.

Contudo, outro fator também responsavel por afetar a habilidade contratil do
musculo, é a sua inadequada excitacdo elétrica (4). A excitacdo elétrica da fibra muscular
acarreta a criacdo de um potencial de acdo elétrico (PAE) que, ao percorrer todo o
sarcolema celular, atingi invaginacdes da membrana denominadas tubulos T, estruturas
responsaveis por gerar uma rapida e sincronica liberacdo de ions Ca** do reticulo
sarcoplasmatico para o citosol celular (77). Desse modo, fatores que venham a prejudicar
a excitacdo elétrica da fibra, acarretam distlrbios a liberacdo do ion Ca** e consequentes

falhas na contragdo muscular (4,78).

A excitacdo elétrica da fibra muscular e a consequente geracao e propagagdo do
PAE pelo sarcolema sdo decorrentes de alteracbes nas concentragdes ionicas dos
ambientes intra e extracelulares, principalmente o influxo de ions Na* e efluxo de ions K*
celulares, ambos passivos, ocasionados pela abertura de canais transmembrana, cuja agdo
dependem de estimulos advindos do nervo motor (77). Apos a cessacao do estimulo, esses

canais se fecham e transportadores ativos presentes na membrana, as bombas de Na*/K*,
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executam a movimentacdo contraria desses ions a fim de atingir as concentracdes intra e

extracelulares observadas em repouso (77).

A medida que PAEs sdo constantemente gerados, principalmente em altas
frequéncias, observa-se uma falha da recaptacdo dos ions K+ para dentro da célula, com
um consequente acumulo no intersticio (79) e diminuicdo nas concentracdes
intracelulares (80). Sem a adequada concentracdo intracelular desses ions, observa-se
prejuizos a magnitude e velocidade (81), assim como, a geracdo de novos PAEs (82),
afetando, portanto, a magnitude, velocidade e geracdo dos eventos fisiol6gicos por ele
desencadeados (4), sendo demonstrado que esses prejuizos no PAE, decorrentes da falha
na recaptacdo dos ions K*, estdo diretamente relacionados a prejuizos no processo
contréatil (83-86).

Apesar dos mecanismos envolvidos na falha da atividade das bombas de Na*/K*
ndo estarem completamente elucidados, a diminuicdo dos niveis de ATP nas regies
celulares proximos a esses transportadores (87), assim como, o efeito deletério das EROs
sobre essas estruturas, (88-90), sdo os fatores causais mais frequentemente relatados e

aceitos na atualidade.

Todavia, além das condicBes energéticas, nivel de metabolitos e excitabilidade
tecidual, falhas na chegada do estimulo elétrico a fibra muscular, também acarretam
decréscimos na sua capacidade contratil (4,78). Tem sido demonstrado que o
motoneurénio-a, com o decorrer da manutencdo de um esforco fisico, apresenta em
determinado momento, uma diminuicdo da sua capacidade de despolarizacéo, reduzindo
a magnitude e frequéncia dos disparos elétricos por ele gerados (91,92). Como todos 0s
eventos musculares envolvidos no processo de contracdo sdo dependentes da chegada de
adequado estimulo elétrico a fibra muscular (77), essas alteracdes na atividade do

motoneurénio-a acarretam diretamente o declinio da producéo de forga/poténcia (4).

Dentre os fatores envolvidos no dano a atividade do motoneur6nio-o, tem sido
observado que estimulos aferentes provenientes dos musculos em atividade acarretam a
nivel medular, uma inibicéo reflexa desse neurdnio motor (93,94). Esses estimulos sdo
levados até a medula atraveés de pequenas vias nervosas aferentes denominadas
grupamento nervoso Ill e IV, responsivas as condigdes mecanicas, bioquimicas, e

térmicas dos musculos (95,96).
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Elevacdo na temperatura e nas concentracOes extracelulares do ion K*(83),
diminuicdo do pH (97), tensionamento e estiramento muscular (98), assim como, hipoxia
tecidual (99) e estimulos algicos(100), sdo alguns dos fatores observados durante a
manutencdo de um esforco e que aumentam a taxa de disparo desses grupamentos
nervosos, diminuindo consequentemente, de forma reflexa, o nivel de atividade do

neurdnio motor (101) e a capacidade de gerar forga/poténcia.

Além da condugdo do estimulo elétrico da medula ao musculo, falhas na condugéo
desse estimulo pela medula, assim como, na sua propria geracdo pelo cdrtex motor,
também sdo observadas no estado de fadiga muscular (3,102). Dentre os principais fatores
responsaveis por esses acometimentos, do mesmo modo, esta a ativacdo dos grupamentos
nervosos aferentes 111 e 1V(1,103), com estimulos advindos dos musculos agonistas dos
movimentos realizados (7), musculos respiratérios(8) e musculos sinergistas aos gestos
motores (104). Sensacdes psicossomaticas, tal qual dor/desconforto e aumento da
percepcao subjetiva de esfor¢o (104), parecem, do mesmo modo, inibir a atividade do

cértex motor e, consequentemente, a geracao voluntaria de forca/poténcia.

Ainda, sugere-se que a ativacdo muscular voluntaria possa ser prejudicada pela
elevacdo nas concentracdes cerebrais de substancias como a amonia (12,105), toxica a
células neuronais (12,106), assim como, do neurotransmissor serotonina (107,108),

responsavel por ativar areas corticais que levam a inibicdo da atividade motora (109).
2.1.2. Métodos de investigacdo da fadiga muscular

Uma vez que o conceito de fadiga muscular é categérico, declinio na capacidade
de gerar voluntariamente um desejado nivel de forca e/ou poténcia (2,110), uma das
maneiras mais classicas e objetivas de evidenciar esse fenbmeno é comparando os valores
de forca gerados por um sujeito durante a manutenc¢éo de contrag¢fes voluntarias maximas
(CVM),sejam elas dindmicas ou isométricas, antes e apds a execucgdo de um esforgo até
a exaustao (111-114).

Outra alternativa também bastante utilizada para demonstrar a existéncia da fadiga
muscular sdo os testes de poténcia antes e apds esforgos fisicos exaustivos (114-117).
Assim como as grandezas forca pico e média, proveniente de testes com CVMs, a
poténcia pico, poténcia média e trabalho total gerados, também declinam apos instaurada

a fadiga muscular (118,119). Além disso, uma vez que contragdes concéntricas

20



demandam maior gasto energético em comparagdo as contragcdes isométricas (120), os
testes de poténcia muscular podem caracterizar-se como alternativas mais sensiveis para
detectar a presenca da fadiga muscular (114),viabilizando também, uma melhor
inferéncia sobre as influencias que esse fenbmeno acarreta no cenario pratico do

movimento humano (121).

Entretanto, sabendo-se que esse fendbmeno consiste de alteracdes fisiologicas
dindmicas que surgem de forma gradual apds o inicio e sustentacdo de um esforco fisico
(2), a pontual constatacdo no declinio de forca/poténcia voluntéarios, obtida através da
comparacdo dos resultados de testes prévios e apos esforcos até a exaustdo, passa a ser

um método limitado de investigacdo da fadiga muscular. (114,121).

Diferente da inalteravel condicdo de fadiga ap6s um exercicio verdadeiramente
exaustivo (2), a cinética dos acontecimentos que contribuem para o seu surgimento, assim
como, os fatores causais mais relevantes, podem variar de acordo com diferentes aspectos
envolvidos na execucdo do esforgo (ex. tipo de contracdo realizada, intensidade e duragéo
do exercicio, temperatura ambiente)(3,41). Desse modo, ndo apenas constatar a presenca
da fadiga muscular, mas também, acompanhar o seu surgimento durante a pratica de um
exercicio, promove informacdes adicionais que ampliam a compreensdo desse fenbmeno
e possibilitam analisar como diferentes condices (ex. treinamento, envelhecimento,

doencas) podem influencia-lo (41).

Monitorar a capacidade de geracdo de forca por um sujeito no decorrer da
sustentacdo de um exercicio, através da execucdo de CVMs durante breves pausas no
esforgo, ou, monitorar as oscilagdes nos niveis de poténcia atingidos ao longo de faixas
temporais durante um exercicio, sdo alternativas diretas comumente empregadas para
promover uma compreensdo mais detalhada do surgimento da fadiga muscular durante
um esforco, (114). Entretanto, sabendo-se que a geracdo de forca/poténcia representa o
resultado final do conjunto de eventos que envolvem a ativacdo muscular voluntéria,
investigar possiveis sitios etiol6gicos e mecanismos que levam a sua instauracao, carece

de abordagens investigativas ainda mais minuciosas (3,4).

Nesse contexto, um dos procedimentos indiretos mais utilizados que auxiliam na
compreensdo mais detalhada do nivel de funcionamento do sistema neuromuscular e,
consequentemente, na dindmica de surgimento da fadiga muscular é a eletromiografia de

superficie (EMG)(114,122). A EMG é um método de registro ndo invasivo da atividade
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elétrica muscular que promove informacdes como a quantidade de unidades motoras
recrutadas (amplitude do sinal) e a taxa de disparo de estimulos elétricos (frequéncia
média ou mediana do sinal) durante uma contracdo (123,124). Uma vez que essas
variaveis estdo diretamente relacionadas as condi¢6es bioguimicas do ambiente muscular
e ao nivel de ativacdo voluntaria que o sujeito desempenha, monitora-las durante a
execucdo de um esforco viabiliza identificar em que momentos o sistema neuromuscular

alterou seu funcionamento em detrimento do fendmeno de fadiga (122).

Durante a manutencdo de esforcos, principalmente de carga constante, tem sido
demonstrado que o desenvolvimento gradativo do fendmeno de fadiga consegue ser
monitorado através da EMG (122). Sabe-se que na fase inicial de um exercicio, a
sustentacdo do mesmo é realizada por apenas uma fracdo do grupamento muscular
envolvido na atividade, porém, a medida que essas unidades motoras primariamente
recrutadas vao perdendo a capacidade de manter o mesmo nivel de forga/poténcia (ex.
entrando em fadiga), o recrutamento adicional de novas unidades motoras ocorre, para

proporcionar a manutengdo do mesmo nivel de intensidade de execucéo do esforco (124).

Esse ajuste no funcionamento do sistema neuromuscular, acarretado pelo
fendmeno da fadiga, é evidenciado através da EMG com um aumento na amplitude do
sinal elétrico captado(122,125). De forma paralela, o recrutamento adicional de fibras
motoras é também demonstrado por uma elevacdo dos valores de frequéncia
média/mediana do sinal eletromiografico, principalmente quando fibras de contracdo
rapida (tipo Ila e I1b) passam ser empregadas para a manutencdo do exercicio(124). Os
indices de frequéncia média/mediana atingem um méximo platé nos momentos préximos
a exaustdo e, posteriormente, diminuem, paralelamente aos niveis de forca/poténcia

gerados, assim como ocorre durante a sustentacdo de CVMs (126).

Deste modo, a EMG ¢é considerada uma conveniente ferramenta para viabilizar o
acompanhando da dindmica de surgimento da fadiga durante a execugédo de um esforgo,
possibilitando inferéncias mais detalhadas acerca desse fenbmeno e, consequentemente,
auxiliando na investigacdo de como ele decorre frente a diferentes condicdes (ex.
intensidade do esforco praticado, nivel de treinamento do individuo que esta executando

o esforgo, situacdes patoldgicas, dentre outras)(41,114,126).

Uma outra alternativa para a investigacdo do nivel de funcionamento do sistema

neuromuscular e da dinamica de surgimento do fendmeno de fadiga durante a execucéao

22



de um esforco € o monitoramento de biomarcadores sanguineos (127). Apesar de
demandar procedimentos invasivos, a analise de biomarcadores viabiliza a mensuragéo
da magnitude de diversos processos fisioldgicos, incluindo os relacionados a contracéo
muscular, possibilitando, portanto, conhecer o nivel de estresse ao qual esse sistema esta

sendo submetido durante a manutencdo de um esforgo (128).

Dentre o0s biomarcadores relacionados ao funcionamento do sistema
neuromuscular, um dos mais amplamente utilizados € o lactato (128). Em individuos
saudaveis, de uma forma geral, elevacdes nas concentracdes de lactato sanguineas
indicam que o metabolismo aerdbio ndo foi suficiente para atender a taxa momentéanea de
demanda energética muscular, precisando, portanto, ser suplementado pela via anaerébia
de producéo de energia para sustentar o esforgo(37). Acredita-se que parte desse lactato
produzido seja consumido como substrato no proprio musculo e o restante, extravasa para
0 sangue, de onde sera transportado para outros 6rgdos como o coracao e, principalmente,
o figado (129).

Em intensidades subméaximas, devido oscilacGes abruptas na demanda energetica
neuromuscular, hd ativacdo da via anaerGbia e consequente producdo de lactato,
entretanto, a taxa de remogdo dessa molécula consegue ser superior a taxa de producao,
ndo havendo elevacdo nas suas concentragdes sanguineas. Porém, a partir de
determinadas intensidades (ex. intensidade do 2° limiar de lactato), a taxa de producéo
dessa molécula supera a de remocdo e um aumento gradativo nas suas concentracdes
sanguineas é observado(127,130). Apesar de bem elucidado nos dias atuais que essa
molécula tem pouca ou quase nenhuma influéncia nos mecanismos que geram a fadiga
muscular(4), a curta relacdo temporal entre 0 seu aumento no sangue e o declinio na
capacidade de manter os mesmos niveis de forca/poténcia, indicam que o lactato pode ser
considerado um indicador eficaz da dinamica de trabalho muscular e do processo de
fadiga (131).

Em paralelo a producdo de lactato, a utilizacdo da via anaerdbia glicolitica para
ressintese de ATP, principalmente atuando de forma predominante para a sustentacao do
esforco, acarreta na producdo de ions H*(37), cuja elevagdo, promove uma consequente
diminuicdo no nivel de pH local (aproximadamente 0.5 u.a.). Devido os efeitos deletérios
que a acidez prolongada gera a homeostasia celular, esses ions sdo parcialmente

neutralizados por diferentes moléculas presentes na célula, e/ou, transportados ao sangue,
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para la serem tamponados, o que possibilita, portanto, observar uma sequente diminuicao
nos valores de pH musculares e sanguineos, respectivamente, & medida que um esforco
extenuante se aproxima das fases finais, assim como, instantes apds seu término
(132,133) .

Apesar de ter sido considerado por muito tempo um dos fatores causais mais
relevantes da falha contrétil do tecido muscular(42), a relacéo causa-efeito entre acidez
sanguinea/muscular (ex. elevacdo nos ions H*) e fadiga é atualmente contestada(4,134).
Entretanto, assim como as concentra¢@es sanguineas de lactato, a recorrente curta relagcdo
temporal entre o declinio do pH e a diminui¢do na capacidade de gerar niveis desejados
de forca/poténcia (4), indica que monitorar as oscilagcbes do pH sanguineo durante um
esforco também promove uma compreensdo mais detalhada acerca da dindmica de

surgimento do fendmeno de fadiga e iminente falha funcional.

Do mesmo modo, durante a manutencdo de esforcos em alta intensidade, além da
acelerada producédo de metabdlitos, observa-se também, alteracdes ibnicas nos ambientes
intra e extracelulares (135). Dentre essas alteracGes, a diminuicdo intracelular da
concentracdo do fon K*, com subsequente acimulo na regido extracelular e sangue, é

apontada como uma das mais relevantes(4,136,137).

Elevacdo nas concentracdes séricas de ion K* durante esforco, inferem um
cenario desfavoravel a contracdo muscular, na qual o limiar de excitacdo da fibra se eleva
e passa a demandar uma maior magnitude e/ou frequéncia de estimulo elétrico, advindo
em Ultima instancia do neurdnio motor, para gerar a despolarizacdo da fibra muscular (4).
Alteraces na capacidade de despolarizagdo da fibra interferem diretamente na sua
capacidade contratil (77), desse modo, observar o comportamento sérico do ion K,
também parece ser uma estratégia eficiente para acompanhar a dindmica do surgimento

do fenbmeno de fadiga.

De forma similar, outras biomoléculas também apontadas como capazes de
indicar a dindmica do surgimento da fadiga muscular, principalmente em esforgos
prolongados (>20min), séo as relacionadas ao estresse oxidativo (131). Sabe-se que com
0 aumento da atividade da via aerdébia de producdo de energia durante um esforco, ha
consequente aumento na produgdo de EROs (37,138). Uma vez que as EROs geram a
oxidacdo de lipidios, proteinas, e demais estruturas celulares, observa-se durante a

sustentacdo de um esforco, 0 aumento sanguineo na concentragcdo dos metabolitos
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provenientes dessas reacdes, assim como, uma diminuicao de moléculas responsaveis por

combate-las, os antioxidantes (127,131).

ElevacBes nas concentragbes das chamadas substancias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS), provenientes da oxidacédo de lipidios, (139,140), assim como, a
diminuicdo dos niveis de glutationa (GSH), um dos mais importantes antioxidantes
enddgenos (141), tem sido evidenciadas durante a pratica de diferentes tipos esforcos
(142) (143) (144), permitindo também considera-las, indicadores indiretos eficientes do
estresse ao qual o sistema neuromuscular esta sendo submetido (131).

Ainda, sabendo-se que o surgimento da fadiga muscular durante a sustentacdo de
um esforco acarreta em sensacgdes psicossomaticas como aumento da dor/desconforto e
aumento da percep¢do subjetiva de esforco (1,145), a monitorizacdo desses fatores
utilizando-se de escalas numéricas que permitem quantifica-los (146,147), em sujeitos
familiarizados a esse método, torna-se mais uma estratégia para investigar a dinamica de
surgimento desse fenémeno. Além disso, uma vez que estudos vem demonstrando que o
aumento dessas sensacdes psicossomaticas pode estar diretamente relacionado a falha na
atividade do cdrtex motor de gerar adequado estimulo elétrico para a acdo muscular
voluntéria (1,9), acompanha-las torna-se ainda mais relevante no cenério investigativo da

fadiga muscular.

Todavia, além de detalhar o surgimento da fadiga muscular durante a execucéo de
um exercicio, vem tornando-se recorrente também a investigacdo dicotbmica da etiologia
desse fendmeno, atribuindo a ele caracteristicas centrais (ex. falha na capacidade de gerar
um nivel voluntério de ativacdo muscular) e periféricas (ex. falha na transmisséao do sinal
elétrico da medula espinhal ao musculo e nos processos celulares envolvidos na contragao
tecidual) (3,102,111,113). Esses métodos investigativos, comumente, envolvem a anélise
dos niveis de forca gerados por estimulos elétricos externos supramaximos (ex. promove
o0 recrutamento de todas as unidades motoras disponiveis), aplicados no proprio masculo
ou no feixe nervoso cuja sua ativacdo é dependente, durante a execu¢do de CVMs ou no

musculo relaxado (148).

Durante a execucdo de CVM, se o nivel de forca pico produzido consegue ser
incrementado mediante esse tipo de estimulo, considera-se que ha uma incapacidade de
adequada geracéo e /ou transporte de estimulo elétrico pelo sistema nervoso central para

prover 0s mesmos niveis de contracdo previamente observados, caracterizando essa
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incapacidade como fadiga central (114,148,149). A aplicacédo de estimulos externos em
diferentes areas do sistema nervoso central tem sido também realizada, a fim de
especificar ainda mais o conceito de fadiga central, distinguindo se as falhas na ativacédo
muscular estdo sendo ocasionadas por alteracfes na atividade do cortex motor ou da

medula espinhal(3).

E o0 caso das técnicas avaliativas que envolvem a geracdo de potenciais de acdo
para atividade motora através da aplicacdo de estimulos elétricos cervicomedulares
(CMEP) e estimulos elétricos ou magnéeticos transcranianos (MEP), que associadas a
informacdes eletromiograficas e de forca produzida, auxiliam a inferir se o fator de maior
relevancia para o surgimento da fadiga central foi uma falha na medula espinhal ou no

cortex motor, respectivamente (3,41).

De forma similar, quando estimulos externos, magnéticos ou elétricos, séo
aplicados ao musculo relaxado, uma vez que a resposta motora gerada nao é influenciada
pelo sistema nervoso central (cértex e medula espinhal), a constatacdo de declinios no
nivel de forca pico alcancado é por muitas vezes considerado um indicador de fadiga
periférica(3,148). Sugere-se ainda, que atraves da aplicacdo de estimulos elétricos duplos
de alta (aproximadamente 100Hz) e baixa frequéncia (aproximadamente 10Hz), torna-se
possivel evidenciar se fibras de predominancia glicolitica ou oxidativa, respectivamente,
estdo sendo mais afetadas pelo fendmeno da fadiga, nesse contexto, especificada como
periférica(148).

Quando associado a monitorizacdo eletromiogréafica, estimulacbes externas no
musculo relaxado promovem ainda mais detalhes sobre possiveis sitios etiologicos da
fadiga periférica (148), especificando se as alteracfes no nivel de forca podem ser
atribuidas a diminuicdo da excitabilidade dos neurénios motores, aspecto mesuravel em
condi¢cdes subméaximas de contracdo muscular através da resposta eletromiogréfica
denominada onda-H (150), ou, a falha na capacidade de conducao desses neurdnios, fator
apreciavel por meio da resposta maxima do artefato eletromiografico chamado onda-M

(151), obtido através de estimulagdes elétricas externas supramaxima.
2.1.3. Fadiga muscular e suas influéncias no desempenho fisico

No ambiente de competicdo esportiva, sabe-se que diversos séo os fatores que

podem influenciar o desempenho do atleta, tais quais, condigdes climaticas (ex.
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temperatura, umidade), equipamentos utilizados (ex. capacetes, trajes, chuteiras) e
condigdes psicoldgicas (152), entretanto, uma vez que as competi¢des buscam, na sua
grande maioria, exaltar os individuos mais rapidos, mais fortes e mais técnicos, atletas
necessitam ter a capacidade de extrair do corpo sua maxima capacidade funcional (153),
nesse contexto, o fendmeno de fadiga, que acarreta danos a atividade do sistema
neuromuscular (2,13), é sem davidas, um fator prejudicial determinante ao desempenho

do atleta.

Marcora et al., (2008) buscando evidenciar o impacto negativo da condigdo de
fadiga muscular no desempenho fisico, submeteram 10 individuos a um protocolo de
fadiga dos membros inferiores (100 drop jumps de 40cm, intervalados por 20 segundos,
com duracdo total de 33 minutos) sem o habitual estresse metabdlico observado nessas
condicBes (ex. auséncia de acimulo de lactato, estresse cardiovascular durante exercicio
de apenas 58%) (155) e, 30 minutos apds a inducédo de fadiga, a um esforco em carga fixa
(80% da poténcia pico) até a exaustdo. Os autores observaram que na presenca de fadiga,
constatada pela reducdo de 18% na forca de extensores do joelho, o0s sujeitos
apresentaram um menor tempo até a exaustdo (636 s) em comparacdo a uma condi¢do

controle/repouso prévia ao esforco (750 s).

Posteriormente, De Morree e Marcora (2013), investigando os efeitos da fadiga
muscular, induzida pelo mesmo protocolo usado por Marcora et al., (2008), sobre o
desempenho em esfor¢cos de carga ndo constante, submeteram 10 homens saudaveis a
esforgo de ciclismo contrarrel6gio em cicloergbmetro no modo linear (ex. resisténcia na
forma cadéncia dependente), na qual dever-se-ia atingir o maior trabalho possivel (kJ) em
um periodo de 15 min, 30 minutos apos a inducédo de fadiga. Os autores constataram que
na presenca de fadiga (reducdo na forca muscular dos extensores de joelho de -23%), 0s
individuos apresentaram uma menor poténcia média e trabalho total gerados na prova
contrarreldgio (240 W e 219 kJ), em comparacdo a condi¢cdo controle/repouso (253 W e
230 kJ).

Amman e Dempsey (2008), similarmente, buscaram também investigar os efeitos
negativos da fadiga muscular no desempenho de 8 ciclistas em uma prova contrarrelégio
de 5Km e para isso, submeteram esses sujeitos, 4 minutos antes de executar a prova, a 3
condigdes prévias: um esforgo até a exaustdo a 83% da poténcia pico, um esfor¢o a 67%
da poténcia pico com duracéo idéntica, e uma condigédo controle (repouso). Excetuando-
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se a condicdo controle, os esforcos prévios a 83% e a 67% da poténcia pico acarretaram
em uma fadiga muscular periférica, evidenciada por uma reducdo de -36% e -20% em
repostas motoras evocadas por estimulo elétrico no musculo relaxado. Posteriormente,
foi observado que a presenca de fadiga acarretou em uma menor poténcia média e maior
tempo de prova, quando induzida pelo esfor¢co prévio a 83% (298 W; 7,8 minutos) e a
67% (332 W; 7,5 minutos) da poténcia pico, em relacdo a condicao controle (347 W; 7,3

minutos).

E importante ressaltar que o protocolo de fadiga utilizado por Amman e Dempsey
(2008), induziu alteracbes metabolicas e psicossomaticas relevantes nos sujeitos (ex.
aumento nas concentracfes sanguineas de lactato, aumento na frequéncia cardiaca,
aumento na percepgao subjetiva de desconforto dos membros inferiores, dentre outros),
dessa forma, diferente dos estudos de Marcora et al., (2008) e De Morree e Marcora
(2013), Amman e Dempsey (2008) descrevem que a limitacdo de desempenho observada

em seu estudo, pode ter sido desencadeada por diferentes aspectos do fenémeno de fadiga.

Uma vez que estimulos psicossomaticos (ex. aumento da percepcao subjetiva de
esforco) e aferentes, desencadeados por alteragdes metabdlicas advindas das
musculaturas envolvidas no exercicio (ex. agonistas e sinergistas do movimento,
masculos respiratorios), sdo apontados como causadores da diminuicdo reflexa da
atividade do cortex motor (1,3), Amman e Dempsey (2008) especulam que, além de
déficits musculares periféricos (ex. em nervos motores e musculos), aspectos centrais do
fendmeno de fadiga também contribuiram para as limitagcdes do desempenho fisico nessas

circunstancias.

Perrey et al., (2010), por sua vez, investigando o desempenho de individuos ao
longo de 12 sprints de 40m, intervalados por 30s, no exercicio de corrida, observaram
que o tempo de sprint aumentou +17% do primeiro para o ultimo esfor¢o (1° sprint: 5,87
segundos, 12° sprint: 6,76 segundos) e com base nos resultados de avaliagOes
neuromusculares dos flexores do tornozelo, antes e ap6s os esfor¢os, concluiram que a
instauracdo de fadiga muscular periférica, evidenciada por uma diminuicdo de -11% do
pico de for¢a produzido durante uma CVM, -20% da amplitude da Onda-M e -8 &4 -17%
em respostas motoras evocadas no musculo relaxado, foi a responsavel por acarretar a

piora de desempenho observada.
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De forma similar, Girard et al., (2013) ao submeter 12 sujeitos ativos a execucao
de 15 sprints (6 segundos de duracdo), intervalado por 30 segundos, de forma
fragmentada (inicialmente 10 sprints e 6 minutos apds os 5 restantes) em cicloergbmetro,
observaram que a poténcia pico produzida durante os esforcos, diminuiu -12%, do
primeiro ao décimo sprint, e -7,4% do décimo primeiro para o décimo quinto. Ao
comparar o resultado de avaliagdes neuromusculares dos muasculos extensores do joelho
prévias e apds os esfor¢os, esses autores também concluiram que o surgimento da fadiga
muscular periférica, evidenciada pela reducédo de -11,4% no nivel de forca produzido
durante CVM, -43,2% na resposta motora evocada através de estimulos elétricos no
masculo relaxado e -39.7% na resposta motora evocada através de estimulagdes
magnéticas transcranianas em repouso, foi a principal responsavel pela limitacdo de

desempenho em esforcos com essa caracteristica.

Froyd et al., (2013) também investigando os efeitos que a fadiga muscular acarreta
no desempenho humano, em esforcos breves de alta intensidade e curto periodo de
repouso, solicitaram que 10 individuos completassem 30.000 J de trabalho em
dinamdmetro isocinético realizando o movimento de flexo-extensdo do joelho direito, o
mais rapido possivel, analisando a cada 6.000 J completos (20% do trabalho total),
parametros periféricos de fadiga muscular. Os autores observaram que 0 tempo necessario
para completar 20% do trabalho total, aumentou com o transcorrer da atividade, passando
de 48 segundo nos primeiros 20% para 72 segundos, nos 20% finais. Em paralelo a piora
de desempenho, os autores constaram uma diminuic¢do no nivel de forca gerado durante
CVM dos extensores do joelho (306N antes do inicio do esforco, 153N imediatamente
apos o esforco) e nas respostas motoras evocadas no musculo relaxado através de

estimulos elétricos (70N antes do esforco a 23N imediatamente ap6s o esforco).

Entretanto, assim como apontado por Amann e Dempsey (2008), e demais
pesquisadores (1,9,104), a fadiga muscular, além de prejuizos na por¢édo periférica desse
sistema (abaixo da medula espinhal), pode decorrer também devido déficits na atividade
do sistema nervoso central (medula espinhal e cértex motor). Dentre 0s causadores desse
aspecto central da fadiga, um dos fatores mais investigados é o relacionado aos estimulos
aferentes originados por alteragdes metabolicas nos ambientes intra e extracelulares e/ou
pelo surgimento de sensacBes psicossomaticas (ex. dor/desconforto, aumento da

percepcéo subjetiva de esforgo), provenientes da sustentacdo de um esforco (1,3).
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Amann et al., (2009), investigando a interacdo entre esses estimulos aferentes e a
inibicdo reflexa da atividade do sistema nervoso motor central, submeteram oitos ciclistas
a provas de 5Km contrarreldgio em diferentes situacdes: uma sobre o efeito do anestésico
raquidiano fentanil, outra ap6s receber uma injecdo raquidiana de salina e outra sem
nenhuma intervencdo (controle). Uma vez que o fentanil € uma substancia anestésica
capaz de bloquear a conducgdo nervosa dos grupamentos aferentes 111/ sem alterar a
atividade das vias eferentes motoras, os autores levantaram a hipétese de que o bloqueio
dessas vias, impediria a inibicdo da atividade do coOrtex motor acarretada por esses

estimulos, promovendo uma consequente melhoria do desempenho.

A hipdtese dos autores foi, entretanto, apenas parcialmente comprovada, uma vez
que, sobre os efeitos do anestésico, os sujeitos tiveram uma maior poténcia média (358W)
e menor tempo de prova (3,63 minutos) apenas na primeira metade do exercicio, em
relacdo a condicdo placebo (334W; 3,73 minutos) e controle (329W; 3,74 minutos),
apresentando, entretanto, menor poténcia (304W) e maior tempo de prova (3,88 minutos)
na metade final do esforco, em comparacédo a condicdo placebo (328W; 3,76 minutos) e
controle (328W; 3,75 minutos), equalizando-se, ao final, o nivel de desempenho total na
prova entre condicdes controle (328 W; 7,49 minutos), placebo (330 W; 7,49 minutos) e
experimental (328 W; 7,51 minutos).

Contudo, uma vez que o fendmeno de fadiga altera também outros aspectos
funcionais do sistema neuromuscular além da sua capacidade de gerar forca/poténcia
(2,110), atletas de diversas modalidades também vivenciam, devido esse fendmeno,
modificacbes na coordenacdo, propriocepcdo e padrbes técnicos de execucdo de
movimentos que, do mesmo modo, podem influenciar negativamente fatores ligados ao
desempenho (161-163).

Nesse contexto, Nuno et al.,(2016) ao submeterem 20 jogadores de Handebol (12
profissionais e 8 amadores) a repeticbes de um circuito de esforcos especificos para a
modalidade (4 x 8 repeti¢cOes do circuito, reduzindo o tempo de descanso entre cada
repeticdo da primeira & quarta série de 80 a 10 segundos), objetivando induzir fadiga
muscular, seguido de testes de arremesso ao gol ap6s cada série de repetigdes, observaram
que a velocidade de arremesso da bola diminuiu de forma gradativa do final da primeira

série (-4.5%) ao final do quarta (-7%) e a acuracia, ao final da terceira (-37%) e quarta (-
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73%) séries. Os autores atribuiram ao surgimento da fadiga muscular, o declinio na

performance de arremesso.

De forma similar, Ahmed (2013), objetivando investigar os efeitos da fadiga
muscular na acuracia de passe no basquetebol, submeteram 24 jogadores juvenis de
basquete, a um protocolo de fadiga dos membros superiores utilizando, em dias distintos,
um exercicio de supino reto com halteres (Dumbbell chest press) e um de flexores de
punho (Dumbbell wrist curls) a 70 e 90% das respectivas repeticdes maximas ( 5 x 15
repeticGes, intervalo de 60 segundos entre cada série), seguido de um teste especifico

(AAHPERD Basketball Passing Test) que avalia a acuracia de passe nessa modalidade.

Apos a realizacdo do exercicio de supino reto, nas duas intensidades, os autores
observaram uma reducéo na forca de preensdo manual na faixa de -5,8 a -12,58% que foi
acompanhada pela reducdo na pontuacao do teste de passe entre -19,35 e 29,11%. De
forma semelhante, apds o exercicio de flexao de punho, observou-se uma reducao na forca
de preensdo manual, nas duas intensidades, na faixa de -6,4 a -15,48% e na pontuacéo do
teste de passe, entre -14,88% e -29,11%. Assim como Nuno et al., (2016) Ahmed et
al.,(2013) concluiram que a fadiga muscular, foi determinante para acometer a habilidade

técnica dos sujeitos na execucao dessa atividade.

Ainda, Dingwell et al.,(2010) investigando os efeitos que a fadiga muscular
acarreta na técnica dos movimentos de ciclismo, submeteram 7 ciclistas bem treinados a
um esforco de carga constante na iVO,,,,, até a exaustdo, associado & monitorizag&o por
EMG de masculos dos membros inferiores e analise cinematica dos movimentos desses
segmentos. Os autores constataram que a instauracdo da fadiga muscular durante o
esforco (evidenciada pelo declinio na frequéncia mediana do sinal eletromiogréafico)
acarretou um aumento no angulo de flexdo do tronco, no angulo de abducéo horizontal
do quadril e na amplitude de movimento do tronco, diminuindo, porém, a amplitude de

movimento da articulacdo do tornozelo.

Apesar de Dingwell et al.,(2010) inferirem que tais adaptagdes tém como objetivo
favorecer a agdo do gluteo méximo para viabilizar maior forca de extensdo do quadril e
viabilizar um maior tempo de sustentacéo do esforco, a longo prazo, os autores apontam

que elas podem estar estritamente relacionadas ao surgimento de lesdes.

2.2. TERAPIA DE FOTOBIOMODULACAO
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2.2.1. Abordagem historica

A luz pode ser considerada um dos recursos terapéuticos mais antigos da
humanidade (239, 240). Grandes civilizacbes da antiguidade como os Egipcios
(3000a.c.), os Hindus (1400a.c.) e os Gregos (200a.c.), j& recomendavam a helioterapia
(ou seja, exposicdo a luz solar) para o tratamento de diferentes doencas de pele e para a
restauracdo da salde e do bem-estar geral (239,240). Avangos cientificos modernos,
porém, como a criacdo da lampada elétrica por Thomas Edson em 1879, viabilizaram a
transicdo da helioterapia, para a terapia com luz proveniente de recursos artificiais, a
fototerapia (240).

Nesse contexto, em 1893, o médico dinamarqués Niels Ryberg Finsen,
impulsionado pelos achados de Down e Bunt em 1877 acerca do efeito bactericida dos
raios ultravioleta, propds um inédito tratamento com doses concentradas de luz, emitida
através de lampadas elétricas a base de arcos de carbono, para 804 pacientes acometidos
pela doenca de pele Lupus vulgaris (241, 242). Seus resultados clinicos noticiaram a cura
de aproximadamente 83% dos pacientes e renderam a Finsen o prémio Nobel de
“Fisiologia ou Medicina” em 1903 (240, 241).

Por volta da segunda metade do século XX, entretanto, a invencao dos dispositivos
laser (emissores de luz por emissdo estimulada de radiacdo) e led (semicondutores
capazes de converter corrente elétrica em espectro de luz) (243), associados ao
conhecimento construido até aquela época acerca das propriedades fisicas das ondas
eletromagnéticas (ou seja, raios ultravioleta, raios infravermelho, dentre outros),
impulsionaram o crescimento de investigacGes cientificas sobre os efeitos desse tipo de

radiacdo nos organismos vivos (240).

Nesse cenario, em 1967, o médico hingaro Endre Mester, objetivando reproduzir
os achados de Paul Mg Guff acerca dos efeitos tumoricidas do recém-criado laser de ruby
(249), realizou a implantacdo de células tumorais na regido dorsal de ratos e submeteu o
local a irradiagGes eletromagnéticas, também utilizando um laser de ruby (244). Uma vez
que o dispositivo laser usado por Mester possuia uma baixa poténcia em comparagao ao
utilizado por Mg Guff, Mester ndo observou nenhum efeito tumoricida dessa terapia,
constatando, porém, que 0s animais tratados, apresentaram um crescimento de pelugem
e cicatrizacdo tecidual mais acelerados em comparagdo aos animais ndo tratados.
(244,245).
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As descobertas de Mester em 1967 caracterizam-se como 0s primeiros relatos
cientificos sobre os efeitos estimulantes da radiacdo eletromagnética nos organismos
vivos (244), tais achados acabaram por estimular a investigacdo das influéncias dessa
modalidade de terapia, a partir de entdo chamada de terapia laser de baixa poténcia
(TLBP), em diferentes condicdes patoldgicas como ulceras cutaneas (164,165) e artrite
reumatoide (247,248). As investigacbes acerca da TLBP continuaram nas década
seguintes, objetivando, principalmente, esclarecer os mecanismos responsaveis por seus
efeitos (29,166-169).

Atualmente a TLBP é utilizada e investigada em diversas areas, desde o
tratamento de condicdes inflamatorias (20,170), algicas (19,171) e patoldgicas diversas
(ou seja, estresse oxidativo, neurotoxicidade) (172,173), assim como, para o retardo das
marcas do envelhecimento (ou seja, aparecimento de rugas, queda de cabelo) (174) e

melhoria do desempenho fisico (16,175).

Devido a ampla utilizagdo dos dispositivos led para também realizar essa
modalidade de terapia (cuja eficacia em interagir com 0s organismos vivos, assim como
os dispositivos laser, é atualmente comprovada) (174,176), e em razdo dos efeitos
estimulantes e inibitérios que essa intervencdo pode acarretar nas atividades celulares, a
TLBP foi novamente renomeada, passando a ser relatada como terapia de
fotobiomodulacdo (TFBM) (15), conceitualmente definida como a aplicacdo de ondas
eletromagnéticas, visiveis e/ou invisiveis (400-1100nm), de maneira nao térmica, atraves
de dispositivos laser e/ou led de baixa poténcia (5-500mW), objetivando promover
alteragBes nas atividades biologicas (177).

2.2.2. Parametros de operacionalizacao

O feixe de luz é considerado um espectro eletromagnético e, portanto, se desloca
no espaco através de um comportamento ondulatorio, possuindo caracteristicas fisicas
como pico, vale e frequéncia (174,177). Atualmente, os dispositivos emissores de
espectros eletromagnéticos empregados na TFBM sdo os dispositivos laser e 0s
dispositivos led, que apesar de serem efetivos em acarretar fotobiomodulagdo (176),

operam de modos diferentes (30,177)

Os dispositivos laser emitem espectros eletromagnéticos com comprimento de

onda unico (monocromaticidade), que estdo em fase no tempo e espaco (coeréncia),
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deslocando-se na mesma direcdo, de forma nédo divergente (colimacédo) (174,177). Por
outro lado, os espectros emitidos pelos dispositivos led ndo estdo em fase no tempo e
espaco (ndo coerente) e se deslocam na mesma diregdo de forma divergente (ndo
colimada) (174,176,177).

Ambos os dispositivos operam emitindo espectros com 0s mais diversos
comprimentos de onda (400-470nm, cor azul; 470-550nm, cor verde; 630-700nm, cor
vermelha; 700-1200nm, infravermelho) e podem possuir aspectos estruturais diferentes,
apresentando-se com diodos simples ou no formato de clusters com vérios diodos
agrupados, viabilizando uma maior area de irradiacdo em menor tempo (30,174,178).
Ainda, a utilizacdo de clusters mistos (ou seja, contendo diodos com diferentes
comprimentos de onda) tem sido cada vez mais utilizada, a fim de promover uma
estimulagdo mais ampla e efetiva\ dos cromoforos celulares (ou seja, citocromo ¢ oxidase,

grupos heme nas hemoglobinas e mioglobinas, dentre outros) (169,179).

De uma forma geral, quanto maior o comprimento de uma onda eletromagnética,
maior sua capacidade de penetracdo nos tecidos biologicos (174,177,180), entretanto,
além da capacidade de penetrar no tecido, é necessario que a energia proveniente do
espectro eletromagnético seja absorvida pelas células alvo para, s6 entdo, gerar algum
efeito bioldgico (primeira lei da fotoquimica) (29). Dessa forma, devido barreiras
fisiolégicas como melanina, hemoglobina e a 4gua, a janela de tratamento ideal para uma

boa relacdo penetracdo/absorcdo em humanos é entre 600-1000 nm (174,177,181).

Outra caracteristica especifica aos dispositivos e que influencia o perfil de
interacdo da TFBM com as atividades celulares é a poténcia de saida do espectro
(expresso em mW), que representa a taxa de irradiacdo de fétons (energia [expressa em
J]) com a qual o aparelho esta operando (171,182). A grande maioria dos dispositivos,
atualmente, funcionam dentro de uma faixa de 5 a 500 mW(28,177) e, apesar de maiores
poténcias de saida demandarem menos tempo para atingir uma determinada “dose alvo”
de tratamento, alguns autores propdem que poténcias de saida elevada podem provocar
um efeito inibitorio das atividades bioldgicas (180), sendo sugerido recentemente, a

utilizacdo de poténcias inferiores a 200mW (175).

Todavia, além das caracteristicas operacionais dos dispositivos, aspectos
subjetivos da intervencdo parecem ser determinantes para a efetividade da TFBM, tais

quais, a area total irradiada (expressa em cm?) e a quantidade total de energia depositada
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(expressa em J) sobre a estrutura alvo (171,177). Sobre a area de irradiagdo, ha o consenso
acerca da importancia de se abranger o maximo de superficie possivel durante a
intervengdo, para viabilizar uma efetiva influéncia da TFBM sobre a estrutura alvo do
tratamento (171,177)

Acerca da energia total irradiada ( expressa em J), também chamada de “dose”, é
estabelecido na literatura, fundamentado na lei de Arndt-Schulz, o chamado efeito “dose-
resposta” da TFBM, que descreve a incapacidade dessa intervencdo em influenciar as
atividades celulares quando realizada em uma dose muito baixa, causando, entretanto, um
efeito inibitorio, quando altas doses sdo aplicadas na estrutura alvo (177,183). Dessa
forma, descreve-se na literatura a existéncia de uma faixa ideal de dose, ou janela
terapéutica, para acarretar a estimulacdo das atividades bioldgicas utilizando a TFBM
(180,183).

No que se refere a ciéncias do esporte, revisdes recentes vém descrevendo o efeito
“dose-resposta” da TFBM em humanos, quando utilizada para promover a melhoria do
desempenho fisico, sugerindo-se a janela terapéutica de 20-60 J quando os alvos da
intervencdo forem pequenos grupos musculares e de 60-300J para grandes grupos
musculares(16,175). Torna-se importante ressaltar ainda que, além da magnitude da dose
total irradiada, a forma como sua aplica¢do é distribuida ao longo da estrutura alvo, parece

também, ser determinante para a efetividade dessa intervencdo (171).

Tendo em vista a amplitude e importancia dos parametros operacionais envolvidos
na realizacdo da TFBM, a comunidade cientifica vem buscando normatizar o uso dessa
intervencdo (16,171,184). Dessa forma, determinar faixas ideais de poténcia de saida
(185,186) e dose para um determinado objetivo (ou seja, controle da inflamacdo, alivio
da dor, melhora do desempenho fisico), em estruturas especificas (ou seja, estruturas
articulares, tecido muscular)(16,170,180,183), tem sido o propdésito de investigacdo de

numerosos estudos envolvendo a TFBM.

A relativizacdo da poténcia de saida do espectro eletromagnético pela area de
emissdo do aparelho, pardmetro conhecido como irradiancia (expresso em m\W/cm?),
assim como, a relativizacdo da quantidade total de energia emitida por uma unidade de
area, pardmetro conhecido como fluéncia (expresso em J/ cm ?)(171), sdo algumas das

estratégias utilizadas na tentativa de padronizar os parametros de uso da TFBM,
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viabilizando uma comparacdo mais acurada dos efeitos dessa intervencéo sobre diferentes

situacOes (184).

Entretanto, divergéncias conceituais sobre parametros operacionais ainda cercam
esse contexto de discussdao e um consenso para normatiza-los ainda estar por surgir
(187).Concomitantemente, aspectos humanos individuais como tonalidade da pele, nivel
hidrico no momento da terapia, percentual de gordura do segmento que se deseja tratar
(181), assim como, subjetividades inerentes a cada aplicador desse tipo de terapia (ou
seja, como a pressao do aparelho sobre a area a ser tratada) (171,178), parecem influenciar
a interacdo da TFBM nas atividades biologicas, contribuindo para dificultar a comparagéo
entre resultados provenientes de investigacOes sobre essa terapia e, consequentemente, a

padronizacdo dos parametros de uso desse recurso.

2.2.3. Mecanismos de agao

De acordo com a teoria fisica do quantum, descrita por Einstein no inicio do século
XX, a luz é composta por pequenos “pacotes” de energia denominados fotons(177).
Cromdforos sdo estruturas encontradas nas células de diversos organismos que possuem
a capacidade de absorver essa energia proveniente do feixe de luz (visivel e invisivel)(29).
Apo6s absorver energia, os cromoéforos estimulam outras moléculas ao seu redor,
desencadeando reacfes quimicas que alteram o metabolismo celular. Esse tipo de

interacdo, é considerado o mecanismo de acdo primario da TFBM (168).

Em células de mamiferos, estudos vem demonstrando que a enzima citocromo ¢
oxidase (CCO), situada na parte final da cadeia transportadora de elétrons (CTE)
mitocondrial, € o principal croméforo a ser influenciado pela irradiacdo de espectros
eletromagnéticos, visiveis e invisiveis (166,188). ApoOs absorver energia, a CCO
consegue acelerar o processo de transporte de elétrons pela cadeia respiratoria,
aumentando o consumo de oxigénio e a producdo de moléculas de ATP (29,168). Essas
alteracdes no funcionamento do metabolismo aerébio de producéo de energia tém sido

sugeridas como o principal efeito da TFBM nas celulas eucariontes (177,189).

Além dos estudos em mitocondrias isoladas que demonstraram os efeitos da
TFBM em aumentar a atividade da CTE, a producdo de ATP e Oz (166), também se
evidenciou a capacidade da TFBM em aumentar a sintese de ATP apds a irradiacdo

completa da célula (190). Em organismos vivos, Perini et al., (2016) observaram um
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aumento do consumo basal e maximo de oxigénio em camundongos apds tratamento com
TFBM por 10 dias. Ferraresi et al., (2015b) por sua vez, também relataram um aumento
na sintese de ATP nos musculos séleo e gastroecnémio de ratos ap6s uma sessdao de
tratamento com TFBM. Em humanos, apenas De Marchi et al., evidenciaram um maior
consumo méaximo de oxigénio apds o tratamento com TFBM dos membros inferiores. Até
0 momento, ndo h relatos sobre 0 aumento da sintese de ATP em humanos através dessa

modalidade de terapia (24).

Investigacdes in vitro demonstraram que maiores concentracdes de ATP celular
viabilizam, apds alguns minutos, uma maior atividade de transportadores i0nicos
dependentes de energia localizados na membrana plasmatica, como as bombas de Na*/K",
fundamentais na manutencdo da funcdo das células nervosas (ex. conducdo do impulso
elétrico) e musculares (ex. contragcdo tecidual), assim como as bombas de Ca'™,
importantes para o controle das concentracGes desse ion no interior da célula (193).
Infere-se que outros transportadores ativos, como as bombas de Ca*™ presentes no reticulo
sarcoplasmatico das células musculares, também podem ter sua atividade positivamente
influenciada pela TFBM (30,189).

Estudos in vitro, evidenciaram também, a capacidade da TFBM em elevar os
niveis de AMP ciclico (AMPC) celulares (194-196), molécula importante para a
promocdo de processos fisioldgicos como: ativacdo de enzimas, permeabilidade vascular,
sintese proteica, grau de contracdo do musculo liso e controle da inflamagdo. Vem se
demonstrando, do mesmo modo, através de ensaios in vitro, que as concentrag¢des do ion
calcio (Ca™) no interior da célula, responsavel por desencadear fendmenos fisiol6gicos
como transmissao do sinal elétrico, expressdo génica, contracdo muscular e apoptose
(197) também podem se elevar apés a TFBM (167,198,199).

Apesar da maior producdo de ATP, um aumento da atividade de enzimas da CTE
acarreta também em um aumento das (ERO)(168,172,200). Devido a conversdo apenas
parcial das moléculas de oxigénio utilizadas pela mitocdndria em agua, ha um natural
acumulo de oxigénio e consequente formacdo de &nions superdéxido (O2) no interior dessa
organela (177) e quando por alguma situacdo a atividade da CTE é alterada, tanto
estimulada (ex. TFBM) como inibida (ex. ligagdo com o Oxido nitrico, toxicidade por

azida de sodio), hd um aumento na producdo dessas moléculas (28).
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Embora as ERO sejam essenciais para diversos processos fisioldgicos (ex.
fosforilagcdo de proteinas, producdo de fatores de transcri¢do génica, diferenciacdo celular
e acdo imunitaria), (201) concentragdes elevadas dessas moléculas sdo nocivas a proteinas
e lipidios presentes na membrana plasmatica, assim como, ao proprio DNA da célula
(202), sendo descrito na literatura a associacdo do excesso de ERO com o surgimento e
manutencdo de doengas neurodegenerativas, cancer, doengas cardiovasculares, dentre
outras (203).

A TFBM também vem se mostrando eficaz em afetar um fendmeno fisioldgico no
qual a molécula de oxido nitrico (NO) esta envolvido, a vasodilatacdo (204). O processo
de vasodilatacdo mediado pelo NO é baseado na sua capacidade de estimular uma cascata
de reacOes especificas que levam ao relaxamento das células musculares lisas,
viabilizando o aumento do diametro do vaso e consequentemente o0 maior transporte de
sangue (205). InvestigacOes pioneiras desse mecanismo demonstraram a capacidade da
irradiacdo com espectros na faixa de 100-500 nm (ex. ultravioleta e faixa azul) em
promover a vasodilatagdo de artérias isoladas através do mecanismo que envolve a
molécula de NO (206,207) .

Alguns comprimentos de onda especificos também tém apresentando a
capacidade de estimular as moléculas de hemoglobina (ex. cromdéforas) presentes nos
glébulos vermelhos do sangue, acarretando na liberacdo das moléculas de NO por elas
transportadas (204,208). Dessa forma, infere-se que em éareas irradiadas com a TFBM,
ocorra um aumento nas concentragdes locais de NO devido sua dissociacdo da
hemoglobina, facilitando a ocorréncia do processo de vasodilatacdo. Evidencias do
aumento de fluxo sanguineo local apds tratamento com TFBM vem sendo demonstradas

tanto em ensaios com animais como em humanos(209-211) .

Maegawa et al., (2000) investigando os efeitos da TFBM sobre o plexo vascular
mesentérico de ratos, observaram que essa terapia promoveu uma vasodilatacdo das
arteriolas, um minuto ap6s a irradiacdo, com um aumento aproximado de 120% em
relacdo ao didametro inicial, ap6s 30 minutos. Corroborando com os achados de
investigacbes em modelo animal, Larkin et al.,(2012) em um estudo cruzado com 10
homens adultos e saudaveis, observaram que a TFBM foi eficaz em aumentar o fluxo
sanguineo do antebraco, mensurado através de pletismografia, um e dois minutos apos o

tratamento.
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2.2.4. Terapia de fotobiomodulacdo e suas influéncias na fadiga

muscular e desempenho fisico

Diante de efeitos especificos da TFBM sobre atividades biologicas, como
aumento da ressintese de ATP através da via aerdbia (29,190) e sobre condigdes
fisioldgicas especificas, tais quais reparacao tecidual(212,213), controle da dor (170) e
inflamacéo (195,214), a comunidade cientifica passou a também investigar as possiveis
influéncias que esse método poderia ter sobre a dindmica de trabalho do sistema
neuromuscular, no surgimento do fendbmeno de fadiga mediante a sustentagdo de um

esforco e, consequentemente, no desempenho fisico.

Nesse contexto, um dos estudos precursores € o realizado por Lopes-Martins et
al., (2006), na qual os autores submeteram 32 ratos a 6 contracGes tetanicas do masculo
tibial anterior (intervaladas por 10 minutos) até perda de 50% do nivel inicial de forca
atingido, aplicando previamente a primeira contracdo TFBM (LASER Ga-Al-As 635nm)
nas doses de 0,5J (n=8), 1J(n=8), 2,5] (n=8) e 0 J (n=8). Os autores observaram que a
TFBM nas trés doses investigadas provocou maiores valores de forca pico em cada uma
das 6 contracOes realizadas em comparacdo ao grupo controle e que apenas as doses de
0,5 e 1 J acarretaram em um maior tempo até o decaimento de 50% do nivel de for¢a
gerado, concluindo que esse método foi efetivo em melhorar o desempenho muscular e

retardar o surgimento da fadiga em ratos saudaveis.

Posteriormente, Leal Junior et al., demonstraram em uma série de estudos
(cruzados-randomizados) com atletas de voleibol, a eficacia da TFBM aplicada com
diferentes parametros (comprimentos de onda de 635 a 850nm e doses totais de 20-60 J),
aproximadamente 10 minutos antes da execuc¢do do exercicio, em aumentar o tempo até
a exaustdo e o numero de repeti¢oes de flexo-extensdo do cotovelo com carga a 75% de
uma repeticdo méxima (1RM), observando incrementos no tempo até a exaustdo e no
namero de repeticbes que variaram de 8,1% - 39% e 11,5% - 29,4% respectivamente,

guando comparado a condicao placebo (21-23,31).

Os achados de Leal Junior et al., (2008, 2009a, 2009c, 2010) foram posteriormente
corroborados por outros autores. De Almeida et al., (2012), ao submeterem 10 sujeitos
destreinados, de forma cruzada-randomizada, a um protocolo de contracdo isométrica
méaxima dos flexores de cotovelo durante 1 minuto ap6s tratamento com TFBM em

diferentes modalidades (comprimento de onda de 660nm ou 830nm e dose total de 20 J),
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observaram que o pico de forca e a forca média atingidos foram maiores ap6s TFBM
visivel (12,14 e 13,09%, respectivamente) e infravermelha (14,49 e 13,24%,
respectivamente), quando comparado a condigdo placebo, ndo havendo diferenca entre as

duas modalidades de terapia.

Baroni et al,(2010), buscando investigar os efeitos da TFBM em grupamentos
musculares de maior volume, submeteram 17 voluntérios de forma cruzada-randomizada,
a um protocolo de fadiga isocinética dos musculos extensores do joelho (30 contragdes
maximas a 180 graus/segundo) apds TFBM em trés pontos do quadriceps (comprimento
de onda misto, 660 e 850 nm; dose total de 125,1 J) ou tratamento placebo (aparelho
desligado). Os autores observaram que apds o exercicio, maiores valores de torque foram
observados durante CVM dos extensores do joelho quando os sujeitos foram submetidos
a TFBM efetiva (237,68+48,82 Nm) em relacdo a condicdo placebo (225,68 Nm),
concluindo que o menor decaimento do nivel de forca reflete um melhor desempenho

fisico dos sujeitos apds a TFBM.

Vassdo et al., (2016), também investigando os efeitos da TFBM (comprimento de
onda de 808 nm e dose total de 56 J) aplicada no membro inferior, constataram um
aumento do indice de fadiga eletromiografico do mdsculo reto femoral (indice de fadiga
= mediana do sinal das Ultimas 20 contracdes / mediana do sinal da primeiras 20
contragles), apOs a realizacdo de 60 contracdes isocinéticas de extensdo do joelho,
quando comparado a condicdo placebo, ndo observando porém, alteracdes no nivel de
desempenho durante a execucdo do esfor¢co. Uma vez o declinio da mediana do sinal
EMG ¢é observado durante condicGes de fadiga muscular, os achado de Vasséo et al.,
(2016) corroboram com os achados de Baroni et al.,(2010), nos quais a TFBM foi efetiva

em diminuir o nivel de fadiga na fase final do esforco.

Macedo e colaboradores (2016), por sua vez, ao submeterem 60 voluntarios de
forma cruzada-randomizada a 100 contracfes isocinéticas méaximas dos flexores plantares
apos TFBM no musculo s6leo (comprimento de onda de 808 nm e dose de total de 25 J)
ou condicao placebo (aparelho desligado), observaram que esse método acarretou em um
menor indice de fadiga mensurada por dinamometria (indice de fadiga = trabalho
realizado no tergo inicial/ trabalho realizado no terco final), quando comparado ao grupo
placebo. Mais uma vez, esses resultados reforca a ideia de que a TFBM ¢ efetiva em

reduzir o nivel de fadiga muscular durante a realizacéo de um esforco fisico.
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Entretanto, apesar das evidéncias que apontam a TFBM como recurso ergogénico
eficiente na realizagdo de esforcos com grupos musculares isolados, alguns autores
refutam esses achados. Higashi et al., (2013) ao submeterem 20 sujeitos de forma
randomizada-cruzada a um protocolo de fadiga (maximo de repeticdes de flexo-extensédo
do cotovelo a 75% de 1 RM durante 1 min) ap6s TFBM (comprimento de onda de 808
nm, dose total de 56 J) ou condic¢do placebo (aparelho desligado) no musculo biceps
braquial, verificaram que esse método n&o foi efetivo em melhorar o desempenho fisico
dos sujeitos, cujo numero de repeticdes realizadas foi de 25,1+£9,89 ap0s intervencao ativa

e 22,6+7,58 na condicao placebo.

De forma similar, Dos Reis et al.,(2014) ao submeterem, de forma cruzada-
randomizada, 27 jogadores de futebol amadores a um protocolo de indugdo a fadiga,
caracterizado por repeticdes de extensdo do joelho a 75% de 1RM até a exaustdo, apds
TFBM (comprimento de onda de 830 nm; dose total de 25,2 J) ou tratamento placebo
(aparelho desligado) em toda regido anterior da coxa, observaram que essa terapia néo foi
efetiva em melhorar o desempenho fisico, uma vez que o numero de repeticdes
executadas pela condicdo placebo e ap6s tratamento ativo foram, respectivamente,
39,9+17,1 e 31,0£11,2.

Uma vez que a TFBM parece ter uma “janela terapéutica” ideal, na qual
tratamentos em baixas doses ndo influenciam as atividades bioldgicas, e em doses
elevadas, porém, hd uma supressao dessas, Higashi et al., (2013), assim como Dos Reis
et al., (2014), inferem que a baixa dose de TFBM utilizada em seus estudos foi um fator
determinante para a nao efetividade desse método em melhorar o desempenho dos

sujeitos.

Assim como nos exercicios com musculaturas isoladas, contradi¢cdes acerca dos
efeitos da TFBM na melhoria do desempenho também sdo observadas em esforcos com
maior complexidade de execucdo e mais semelhantes aos gestos motores observados na
pratica do movimento humano. De Marchi et al., (2012) em uma das investigacOes
precursoras acerca dos efeitos da TFBM em gestos motores complexos, submeteram 22
sujeitos de forma randomizada-cruzada, a esforgo incremental em esteira (inclinacéo fixa
de 1%, velocidade inicial de 3 km/h, incrementos de 1 km/h a cada minuto),
imediatamente apos aplicagdo de TFBM em todo o membro inferior (comprimento de
onda: 810nm, dose total no quadriceps: 180 J, dose total nos isquiotibiais:120 J e dose

41



total no triceps sural: 60J) ou condicdo placebo (aparelho desligado). Os autores
observaram que, de fato, a TFBM acarretou em uma melhoria do desempenho fisico,

refletido por um aumento de 2% no tempo até a exaustao.

Além disso, esses autores também observaram que o grupo submetido a TFBM
apresentou menores valores de marcadores sericos de estresse oxidativo (ex. substancias
reativas do acido tiobarbiturico, enzima superoxido dismutase). Uma vez que o estresse
oxidativo é apontado como um dos causadores do fenémeno de fadiga (4), os autores
concluiram que o melhor desempenho dos sujeitos ocorreu devido um retardo no
surgimento da fadiga muscular, ocasionado pela atenuacéo do estresse oxidativo durante

o esforco.

Corroborando com os achados de De Marchi et al., (2012), Miranda et al., (2016),
observaram que a TFBM (comprimento de onda misto: 905, 875 e 640 nm, dose total de
270 J no quadriceps, 180 J nos isquiotibiais e 60 J no triceps sural) também foi efetiva em
aumentar o tempo até a exaustao (+5,1 %) em um teste incremental (inclinacdo fixa de
1%, velocidade inicial de 3 km/h, incrementos de 1 km/h a cada minuto) em 20 sujeitos,
comparado ao tratamento com o aparelho desligado (estudo cruzado-randomizado).

Todavia, (34), ao investigar os efeitos da TFBM no desempenho do teste de
Wingate, submeteram 20 atletas (9 de voleibol e 11 de futebol), a esse esfor¢o, de forma
cruzada-randomizada, imediatamente apds TFBM na regido do quadriceps (comprimento
de onda 830 nm, dose total de 15 e 20 J em cada coxa, nos jogadores de futebol e voleibol,
respectivamente) e observaram que esse recurso nao foi eficaz em aumentar o trabalho
total realizado pelos atletas de voleibol em comparacao a condicdo placebo (21.8+2,06 J
vs. 22.4 2,84 J), assim como pelos atletas de futebol em comparacéo a condi¢éo placebo
(16.2 1,63 J vs. 16.2+1,7 J).

De forma similar, Leal Junior et al., (2009b), ao submeteram 8 atletas de voleibol
ao teste de Wingate apds trés modalidades de intervencdo no quadriceps: modalidade 1
(TFBM com comprimento de onda de 830 nm e dose total de 12 J) ou modalidade 2
(TFBM com comprimento de onda de 660 nm e dose total de 83,4J) ou tratamento placebo
(aparelho desligado) constaram que a TFBM ndo foi efetiva em melhorar o desempenho
do sujeitos, refletido pelos parametros poténcia pico (modalidade 1: 12,2+0,46 W/kg,
modalidade 2: 12,31+0,83 W/Kg e placebo: 12,36+£0,59 W/Kg) e poténcia média
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(modalidade 1: 9,55+0,35 W/kg, modalidade 2: 9,58+0,83 W/Kg e placebo: 9,64+0,39
W/Kg) atingidos durante o teste.

Alves et al., (2014), investigando os efeitos da TFBM em cicloergbmetro,
submeteram 18 individuos (9 homens e 9 mulheres), de forma randomizada-cruzada, a
um teste incremental (incrementos de 15 e 20W a cada minuto para mulheres e homens,
respectivamente), apds TFBM ( comprimento de onda de 850 nm, dose total de 42 J no
quadriceps e 14 J no triceps sural) ou tratamento placebo (aparelho desligado) e
observaram que esse método ndo foi efetivo em aumentar o tempo até a exaustdo dos
participantes, que foi de 648195 segundos apos intervencédo placebo e 648+87 segundos

apos tratamento ativo.

Corroborando com os achados de Leal Junior et al.,(34,35) e Alves et al., (2014),
Malta et al., (2016), investigando os efeitos da TFBM sobre o desempenho em esforgo
supraméaximo, submeteram 15 sujeitos, de forma cruzada-randomizada, a corrida em
esteira com carga fixa (115% da intensidade associada a0 VO2max) até a exaustdo, apos
TFBM (comprimento de onda misto: 660 nm e 850 nm; dose total de 120 J no quadriceps,
120 J nos isquiotibiais e 60 J no triceps sural) ou tratamento placebo (aparelho desligado)
e também ndo observaram melhora no tempo até a exaustdo dos sujeitos, que foi de

154,6+36 segundos apds tratamento ativo e 155,537 apos intervencédo placebo.

Desse modo, seja em gestos motores simples (ex. flexo-extensdo do cotovelo e
joelho) ou complexos (ex. ciclismo e corrida), os estudos que investigaram a efetividade
da TFBM em retardar o surgimento da fadiga muscular e incrementar o desempenho
fisico apresentam achados bastante controversos. Apesar dos esforcos em padronizar
parametros de operacionalizacdo (ex. comprimento de onda, poténcia de saida do
aparelho, dose total utilizada, area total irradiada)(30,221), a TFBM ainda nédo apresenta
diretrizes técnicas que orientem seu uso, dessa forma, a ampla divergéncia nas
caracteristicas dos protocolos de tratamentos, € comumente apontada como um fator
determinante para a auséncia de consenso sobre a efetividade ou ndo desse recurso nesse

cenario de utilizagdo(17,36).

Além disso, particularidades nos procedimentos utilizados nas investigagdes sobre
os efeitos da TFBM na fadiga muscular e desempenho, também sdo sugeridas como

fatores causais da divergéncia de achados sobre a efetividade desse recurso nesse cenario
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de utilizacdo (16). Dentre eles, o recrutamento de voluntarios nédo treinados para executar
esforgos maximos na qual ndo sdo familiarizados (ex. ciclismo com carga incremental e
corrida em carga fixa supramaxima até a exaustdo), assim como, de sujeitos treinados,
mas, ndo habituados ao exercicio proposto (ex. jogadores de voleibol e futebol
executando teste de Wingate), sdo apontados como fatores externos a TFBM que também
podem influenciar o desempenho fisico dos sujeitos (nesse caso, de forma negativa) e, de
certa forma, competir com os possiveis efeitos advindos desse recurso (16,27).

Do mesmo modo, outro aspecto que parece contribuir para a nao efetividade da
TFBM ¢ o tipo de esforgo empregado para investiga-la. Uma vez clara seus efeitos sobre
0 metabolismo aerdbio (ex. aumento da atividade da cadeia transportadora de elétrons da
mitocdndria), exercicios em que essa via metabdlica de producdo de energia ndo é
determinante para o desempenho, como o teste de Wingate e corrida em intensidade
supramaxima, parecem ndo ser situacdes fisicas cujo esse recurso poderia ser
efetivamente Gtil em retardar o surgimento da fadiga muscular e melhorar o
desempenho(16,27).

Ainda, além das divergéncias sobre a efetividade desse recurso nesse cenario,
mesmo em estudos que observaram uma capacidade da TFBM em melhorar o
desempenho fisico, ndo ha uma descri¢do clara sobre como essa intervencao influenciou
a dindmica de trabalho do sistema neuromuscular. A grande maioria dos estudos, avaliou,
além do desempenho fisico, apenas as condicdes iniciais e apds exaustdo do sistema
neuromuscular, seja de forma direta (ex. nivel de forca, poténcia produzidos) e/ou indireta
(ex. concentracgdes de lactato sanguineas). Como discutido anteriormente, uma vez que o
fendmeno de fadiga é inerente ao sistema neuromuscular (2), constatar a sua presencga ou
ndo através da comparacao de resultados prévios e ap6s esforcos é uma estratégia limitada
de investigacdo desse fendmeno e sua interagdo com o desempenho fisico (13,14), assim

como, de recursos que objetivam influencia-lo.

Em um dos poucos estudos que investigou a dindmica de trabalho do sistema
neuromuscular durante a realizacdo de um esforgo apds tratamento com TFBM, Rossato
et al., (2016) submeteram 10 sujeitos, de forma cruzada-randomizada, a um protocolo de
fadiga muscular dos flexores de cotovelo (manutengdo de uma contracdo isométrica
submaxima de flexdo de cotovelo até a exaustdo) apds duas modalidade de TFBM no

musculo biceps braquial (TFBM31: comprimento de onda misto, 670, 850, 880 e 950 nm;
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dose de 60J; TFBM3: comprimento de onda misto, 670 e 850 nm; dose total de 60J) e
duas intervencdes placebos (aparelhos desligados), associado a monitorizacdo da
atividade elétrica da musculatura envolvida no esforco durante toda a sua duragéo.

Os autores observaram que as duas modalidades de TFBM acarretaram em um
tempo até exaustdo superior em comparacao as condicoes placebos (15% comparando a
TFBM; com a respectiva condic¢éo placebo; 14% comparando a TFBM, com a respectiva
condigdo placebo), ndo havendo diferenca entre as terapias. Entretanto, apesar da
efetividade em melhorar o desempenho fisico, ndo foram evidenciadas alteracdes na
atividade elétrica muscular apos a TFBM, mensurada através da EMG (RMS e frequéncia
mediana do sinal). Dessa forma, apesar de sua efetividade em melhorar o desempenho
fisico, os autores concluiram que a TFBM nédo foi capaz de alterar os padrdes de

funcionamento neuromusculares, mensurado através da EMG.

Recentemente, entretanto, Lanferdini et al., (2017) ao submeter 20 ciclistas
treinados, de forma cruzada-randomizada, & um teste em carga constante na iVO,,,,, até
a exaustdo, ap6s TFBM na regido do quadriceps com trés doses distintas (comprimento
de onda 810 nm; dose total: 135 ou 270 ou 405 J, em cada perna) ou uma intervengéo
placebo (aparelho desligado), associado a monitorizacdo da atividade elétrica dos
musculos vasto lateral, vasto medial e reto femoral por EMG durante todo o esforco,
constataram que esse método foi efetivo em aumentar o tempo até a exaustdo e alterar o

padrdo de funcionamento neuromuscular.

Os autores observaram que a TFBM na dose de 135 e 270 J provocou um aumento
do tempo até a exaustdo em 15 e 9%, respectivamente, em comparacdo a condicdo
placebo (149+23 segundos). Além disso, foi evidenciado que a dose de 135 J acarretou
em um maior valor de frequéncia do sinal EMG em altas faixas de alta frequéncia
(193,45-300,80 Hz, representativas da atividade de unidades motoras de maior diametro)
no trecho final do exercicio (10 segundos finais), em relacdo aos trechos inicial (10
segundos iniciais) e médio (10 segundos intermediarios) do esforco, assim como, um
maior valor de frequéncia nas faixas de alta frequéncia no trecho final do esforco, em

comparacgéo a intervencao placebo.

Diante de seus resultados, Lanferdini et al., (2017) concluiram que a da TFBM

(na dose de 135 J) foi capaz de melhorar o desempenho fisico por promover uma maior
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atuacdo de unidades motoras de maior diametro nos estagios finais do exercicio, inferindo
que essa alteragdo no funcionamento neuromuscular ocorreu devido fatores como

aumento local da disponibilidade de ATP, microcirculacdo e oxigenacgéo tecidual.

Corroborando com os achados de Lanferdini et al.,(27), Dellagrana et al., (250)
investigando os efeitos da TFBM sobre o desempenho em corrida, submeteram, de forma
cruzada-randomizada, 15 corredores recreacionais a testes de tempo até a exaustdo na
intensidade do Vozpm, precedidos por TFBM nas doses de 15 J, 30 J, 60 J, ou 0 J
(condicéo placebo com aparelho desligado), realizando um total de 14 aplicacGes em cada
membro inferior, imediatamente antes dos testes (dose total - quadriceps femoral: 120 J,
ou 240 J, ou 480 J, ou 0 J; isquiotibiais: 60 J, ou 120 J, ou 240 J ou 0 J; triceps sural: 30
J, 0u 60 J, ou 120 J, ou 0 J). Os autores observaram que apenas as TFBM na doses de 15
J por ponto e 30 J por ponto, acarretaram em aumentos no tempo até a exaustdo, que
corresponderam, respectivamente, a +3.06% e +3.41%, em comparacdo a condi¢do

placebo.

Ainda, os mesmos autores, investigando os efeitos da TFBM sobre respostas
respiratdrias e metabdlicas, submeteram os mesmos voluntarios (n=15) a 5 minutos de
corrida subméxima (8 km/h e 9 km/h) em esteira, precedidas pela TFBM nos mesmos
parametros descritos acima, monitorando o VO, durante os esforgos e a concentragao
pico de lactato sanguinea apos exercicio. Os autores observaram que a TFBM na dose de
30 J por ponto acarretaram na diminui¢do do VO, na corrida de 8 km/h (-3.01%) e de 9
km/h (-3.03%) em comparacao a condicao placebo, enquanto as doses de 15 J e 60 J por
ponto, acarretaram em diminui¢des no VO, de -2,98% e -3,87% apenas na corrida a 9
km/h, em comparacdo a condicdo placebo. Com base nesses resultados, os autores
concluiram que a TFBM foi efetiva em melhorar a economia de corrida dos voluntérios
em atividades subméaximas. Por fim, os autores sugerem (com base na inferéncia baseada
na magnitude do efeito) a dose ideal de 30 J por ponto, tanto para a melhora da economia
de corrida subméaxima como para a melhora do desempenho (tempo até a exaustdo na

VOZpico) :
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3. OBJETIVOS
3.1 — Objetivo geral

Investigar os efeitos de duas doses de TFBM sobre parametros da atividade
muscular, tempo até a exaustdo em exercicio retangular no dominio severo em ciclo

ergbmetro e nos aspectos centrais e periféricos da fadiga muscular.
3.2 — Objetivos especificos

I) Avaliar os efeitos de duas doses de TFBM sobre os aspectos global, central e
periférico da fadiga muscular ap6s exercicio no dominio severo até a exaustdo em ciclo

ergdmetro.

I1) Avaliar os efeitos de duas doses de TFBM sobre o tempo até a exaustdo de um

exercicio retangular no dominio severo em ciclo ergbmetro.

I11) Avaliar os efeitos de duas doses de TFBM sobre a cinética das concentra¢fes
de lactato sanguineas, gasometria sanguinea, atividade elétrica muscular e troca gasosa
respiratoria durante exercicio retangular no dominio severo até & exaustdo em ciclo

ergometro.
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4. HIPOTESE

A TFBM tem sido demonstrada como um recurso capaz de estimular enzimas
localizadas na cadeia transportadora de elétrons (CTE) da membrana interna
mitocondrial, acarretando em um aumento da producdo de ATP através da via aerdbia
(29). Infere-se que viabilizar a producéo de maiores niveis de ATP durante a execucdo de
um esforco ocasionaria um funcionamento adequado mais prolongado das bombas
ibnicas presentes no sarcolema muscular e reticulo sarcoplasmatico (ex. bomba de Na*/K*
e bomba de Ca'™, respectivamente), retardando o surgimento dos desequilibrios i6nicos
responsaveis pela falha na excitacdo elétrica, propagacdo do potencial de acdo e
habilidade contratil do tecido muscular durante a manutencdo de um esforgo (30).
Ademais, a TFBM também tem sido apontada como um recurso capaz de reduzir 0s
efeitos deletérios das ERO e ERN durante a pratica de um esforco fisico (24), de melhorar
a perfusdo sanguinea tecidual (210,211) e de atenuar a sensacdo de dor/desconforto
gerada durante o exercicio (223). Reunidos, infere-se que todos esses fatores possam
contribuir para alterar a dindmica de trabalho do sistema muscular durante exercicio,
retardando o surgimento do fendmeno de fadiga e, por conseguinte, promovendo uma
melhoria do desempenho fisico em esforcos de alta intensidade até a exaustdo em ciclo

ergdmetro.
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5. MATERIAIS E METODOS

A partir desse tdpico, a presente dissertacdo sera apresentada na forma de dois
artigos cientificos independentes (Artigo 1 e 2). Cada artigo contém seus respectivos itens
(introducdo, metodologia, resultados, dicussdo e conclusdo). O Artigo 1 pretendeu
responder o objetivo epecifico | da dissertacdo, referente aos efeitos de duas doses de
TFBM sobre indicadores globais, centrais e periféricos de fadiga muscular apos esforgo
em dominio severo em cicloergdbmetro. Ja o Artigo 2, visou responder 0s objetivos
especificos Il e Il da dissertacdo, referentes aos efeitos de duas doses de TFBM sobre o
desempenho e sobre respostas fisiologicas durante esforco em dominio severo em
cicloergdmetro.

5.1. ARTIGO 1.

Photobiomodulation by Led does not alter indicators of overall, central and
peripheral muscle fatigue after cycling effort at severe domain

ABSTRACT

Purpose. The purpose of the present study was to determine the dose-response effect of
photobiomodulation (PBM) previous a cycling effort at severe domain on neuromuscular
activity during exercise and on indicators of muscle fatigue after effort. Methods.
Fourteen recreational-trained cyclists completed four constant-load cycling efforts at
severe domain. The first effort was until exhaustion (control), with no previous
intervention, and the last three were performed until the same duration as the control,
preceded by PBM at 260 J, or 130 J or 0 J (placebo) doses (randomized, crossover design).
During all efforts, surface electromyography (EMG) of lower limb dominant muscles
were recorded. Before and after the last three efforts, neuromuscular assessments
consisted by maximal voluntary contractions (MVC) of knee extensors associated to
peripheral nerve stimulations and EMG monitoring of vastus lateralis were performed to
investigate overall, central and peripheral indicators of muscle fatigue. Results. PBM at
260 and 130 J doses provided higher values of median frequency of EMG only from
vastus lateralis at final stages of effort, compared to placebo (treatment by time
interaction, P = 0.03; post hoc P < 0.05 ). Overall, central and peripheral indicators of
muscle fatigue did not shown treatment by time interaction. Relative changes between
neuromuscular assessments after and before effort did not shown difference between the
three treatments too. Conclusion. PBM applied before a cycling exercise at severe
domain just attenuated muscle activity impairment of vastus lateralis during effort.
Neither doses were effective in improve indicators of muscle fatigue after effort.

Keywords: photobiomodulation, cycling, muscle fatigue, electromyography, peripheral
nerve stimulation.

49



INTRODUCTION

Prolonged and/or intense muscle activation leads to a temporary impairment on
the ability of the neuromuscular system to produce desired levels of strength and power,
usually known as muscle fatigue(1). This reversible impairment may occur at all levels
of motor pathway, from the motor drive and spinal cord (central fatigue) until motor nerve
and muscle (peripheral fatigue) (1,2). Peripheral muscle fatigue is generally associated to
reductions in energy supply to muscle tissue and increase of metabolic by-products,
whereas central muscle fatigue has been mainly related to the inhibitory effects at motor
drive and spinal cord of the small diameter afferent muscle fibers sensitive to mechanical,
thermal and chemic stimulus (2,3). Exercise intensity and duration determine the
contributions of central and peripheral factors to muscle fatigue (4). Above anaerobic
threshold, at severe domain intensity, has been demonstrated that, although both aspects
are involved in muscle fatigue, peripheral impairments are greater than central in short-
term efforts (~3 min), being these pattern reversed in long-term efforts (~42 min)(5,6)

Once muscle fatigue is a key factor to human physical performance (7), the
discovery of potential means to counteract its deleterious effects has always been in the
interest of scientific community (8). Nowadays, one of the non-pharmacological, non-
invasive and legal options available is photobiomodulation (PBM) (9). PBM involves
exposing tissue to non-thermal electromagnetic radiation at visible and/or invisible
wavelengths through Laser and/or Led devices (10). PBM mechanisms have been
essentially demonstrated with in vitro and animal model studies, and are based on the
absorption of photons by chromophores, manly cytochrome ¢ oxidase (Cox) in the
respiratory chain, eliciting an increase in ATP resynthesize by oxidative pathway (11,12).
Secondary effects are also proposed and include an increase on blood flow and tissue
oxygenation, (13,14), and attenuation of oxidative stress (10,15). Since its discovery in
the 1960s, PBM has been manly used in the clinical environment (10), however, currently
it has also being used as an ergogenic resource to counteract muscle fatigue when applied
prior to physical effort (9).

It is suggested that PBM treatment before an effort would mitigate muscle fatigue
due to increase the energy supply to essential cell activities during exercise (i.e., ion
pumps at sarcoplasm and sarcoplasmic reticulum), delay muscle-acidosis emergence, and
by the better clearance of metabolic by-products that impair cell activity (9,10).
Currently, a large literature has been accumulated about the effectiveness of PBM as
ergogenic resource, however, the most of these studies, besides presenting conflicting
findings (15-20), have referred to muscle fatigue as the end point of an effort (i.e., time
to exhaustion), which could lead to misleading interpretations. Muscle fatigue is not the
point of effort failure or exhaustion, rather it is a decrease in the maximal force or power
that a muscle group can produce (21). In this scenario, the effectiveness of PBM has been
only demonstrated in monoarticular efforts with small (22-25) and large muscles groups
(26,27). Once these efforts have a little similarity with daily life exercises (i.e., running,
cycling), the effectiveness of PBM on attenuate muscle fatigue in practical terms remains
unknown.

Furthermore, only the surface electromyography (EMG) associated to
submaximal or maximal voluntary contractions have been used by the studies that
investigate more insight the effects of PBM over neuromuscular system in the fatigue
scenario (23,28,29). However, although this procedure is acceptable and appropriate to
investigate this phenomenon (30), the results obtained just provide overall outcomes,
without specifications about peripheral and central aspects of muscle fatigue(31). In
addition, another important PBM aspect is its treatment parameters. PBM has a dose-
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response characteristic (32), which assumes that the absorption of high levels of energy
by the target tissue will suppress its cell activities, while low doses will entail no influence
(33). PBM dose are generally reported as the total energy (J) delivered to tissue area,
however, once several different devices have been used (i.e., single diodes vs multi-
diodes), different areas of target muscles are irradiated, therefore to discuss the findings
by the total energy delivered to tissue area (i.e., J/ cm? of tissue area) could be more
appropriated (32). To date, only Antonialli et al., (34) has investigated de dose-response
effect of PBM over muscle fatigue, suggesting an ideal dose suggesting an ideal
therapeutic window between 0.5 and of 1.5 J/cm? of tissue area.

Thus, the aim of the present study was to investigate the dose-response ergogenic
effect of PBM over global, peripheral and central indicators of muscle fatigue after a
constant cycling effort at severe domain, also exploring the effects over neuromuscular
activity pattern of knee and hip extensor muscle during exercise. The 130 J (0.82 J/cm?
of tissue area) and 260 J (1.65 J/cm? of tissue area) dosages will be used, based on the
finding of a recent meta-analysis about the ideal dose to improve physical performance
(total energy delivered of 60-300 J for large muscle groups)(35). Once severe domain
intensity is characterized by the large participation of oxidative metabolism (36), we
hypothesized that both doses of PBM will provide physiological changes on muscle tissue
that will elicit a protective effect to neuromuscular system, delaying muscle activity
impairments during the effort and decreasing global, central and peripheral muscle fatigue
indicators levels after exercise.

METHODS

The study was conducted in a randomized, double-blind, crossover design aiming
to compare the effects of two doses of PBM with the placebo (PLA) condition on
neuromuscular system activity pattern during a cycling effort at the severe domain, and
over central and peripheral indicators of muscle fatigue after the effort.

Participants

Eleven white skin and three brown skin healthy men (n =14) were included in the
study. Participants were recreational cyclists according to guidelines to classify subject
groups in sport-science research (37), without vascular disease, metabolic disorders,
muscle-skeletal or joint injuries in the previous six months and had not used nutritional
or pharmacological substances in this same period. Participants who were regularly
absent from the trails, performed exercise, or ingested substances capable of altering
neuromuscular function (i.e., caffeine, sodium bicarbonate, alcoholic drinks) at least 24
h before evaluations were excluded from the study, as well as, if presented any muscle-
skeletal-joint disorder and/or initiated the use of nutritional and/or pharmacological
substances during the study.

Prior to starting the study, participants were informed about the risks and benefits
involved in the tests and then signed a free consent form. All experimental procedures
were approved by the local Research Committee (Protocol No 2539525) and were
conducted in accordance with the Declaration of Helsinki. The flow diagram of the study
is presented in Figure 1.

Experimental design

Participants underwent 6 visits at the laboratory which were performed the
following procedures: Visit 1) Characterization and maximal graded exercise test (GXT)
to measure maximal oxygen uptake (VO,,..x), the maximal aerobic power (MAP) and the
respiratory compensation point (RCP); Visit 2) Constant load cycling exercise at severe
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domain (CLEsevere) until exhaustion as a familiarization; Visit 3) CLEsevere until exhaustion
as a control condition (CON), which the time reached (Tlim) was used to equalize the
CLEsevere duration in the next visits; Visits 4, 5 and 6) CLEsevere isotime to CON with
neuromuscular function evaluations before and immediately after CLEsevere, for two PBM
doses (260 and 130 J) and placebo (PLA) interventions, in a crossover randomized design
(Figure 1). All efforts were performed on an electromagnetic-braked cycle ergometer
(Lode-Excalibur Sport, Lode BV, Groningen, Netherlands) with an individually free
choice cadence remaining in a range of + 5 rpm, between 60-100 rpm, which was defined
previously the begin of the GXT. During the last four visits, CLEsevere Was performed
associated with surface electromyography (EMG) measurement, and after efforts,
capillary blood samples were collected to determine peak blood lactate concentration
([LAC peak]). Furthermore, a Borg CR10 scale was also used to estimate the rating of
perceived muscle discomfort at lower limb (RPD) (38) after the last three efforts. All
participants performed all procedures during the same period of the day, separated by a
minimum interval of 48h, finalizing the study in a period of 3 to 4 weeks.
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Figure 1. Flow-diagram and general experimental design of the study. GXT = graded exercise test until
exhaustion, FAM = constant cycling effort until exhaustion as familiarization; CON = constant load cycling effort
until exhaustion as control; NA= neuromuscular assessment associated to peripheral nerve stimulation; CLEiso=
constant cycling effort until duration reached in CON; PBMzso = photobiomodulation with 260 J; PBMa3o =

photobiomodulation with 130 J; PBMeLa = photobiomodulation with 0 J.
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The GXT was performed in a temperature controlled room (19 + 1° C), and
initiated at 100 W with increments of 25 W at each 2 min stage until voluntary exhaustion,
defined as the inability to maintain the pre-set range cadence during 5 s (39). During
GXT, respiratory responses were registered breath-by-breath using a stationary gas
analyzer Quark CPET (Cosmed, Rome, Italy), previously calibrated in accordance with
the manufacturers instructions. Data were smoothed every 10-points and interpolated
every 1 s using software OriginPro 8.0 (OriginLab Corporation, Massachusetts, USA).
The oxygen uptake for each GXT completed stage was measured considering the average
of the last 20 s of the stage. The highest VO, average was assumed as VO, peak
(Vozpeak). MAP was assumed as the lowest intensity that \'/Ozpeak was reached and RCP
was determined from plots of ventilatory equivalent for dioxide carbon (Ve /VCO,) vs
workload, assuming RCP as the intensity equivalent to a disproportionate increase in Ve
/VCO, (iRCP)(40).

Constant cycling effort at the severe domain

CLEsevere Was performed at 60% of the difference between MAP and RCP ([A60],
severe intensity domain) calculated as equation 1 (Eq1)(6). This intensity was chosen due
to the large contribution of oxidative metabolism to resynthesize ATP (36)(a
physiological scenario more favorable to be influenced by PBM), and by elicit a decrease
on both components of neuromuscular system (central and peripheral)(6), allowing a
broader investigation of the effects of PBM. Before all CLEsevere, participants performed
a 6 min warm-up at 60% of MAP (41), followed by 4 all-out sprints of 5 s, starting the
efforts after 4 min passive rest.

Eq.1 A60% = ([MAP - RCP] x 0.6 + RCP)

Photobiomodulation and placebo interventions

PBMs were performed with fixed parameters 15 min before CLEgo using a multi-
diode array (Table 1). PBM energy and power of irradiation were based on a recent
systematic review with meta-analysis (35) regarding PBM on physical performance
improvements. PLA condition consisted of fake irradiation with multi-diode array turned-
off. An investigator not involved in data collection and processing performed all
interventions. The orders of treatments were chosen through simple balanced
randomization. In all conditions, the multi-diode array was kept in direct contact (i.e., 90°
angle) with the skin surface and the participants were blindfolded and wore headphones
(hearing a standard song) to avoid perceive light and/or sound signal from the device.
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Table 1. Parameters of multi-diode array and PBM irradiation.

Area of multi-diode array

Number of LEDs

Area of effective Irradiation

Wavelength
Frequency

Optical output

(group with 4 LEDs)
LED spot size
Treatment time

Total energy delivered

(muscie group)

Muscle groups

Total energy delivered

18 x 38 cm (684 cm?)

200 (25 < 4 [IR] and 25 < 4 [R])
157 em? (50 = 3.14 cm?)

850 + 20nm (IR} and 630 = 10nm (R)
Continuous output

80mW (IR) and S0mW(R)

2
3
2
2
(2]
2
2
2
2
2

0000000000
VR DT R R R
CO0O0000UYOL
GO00O00O0D0O0

0.2¢m?

—

PBM 4, 80s. PBM, 3 40s: PBMy; ,: 605

PBM;gq- 260) (6.4 « 25=160J [IR] +4 x 25=100)
[R])

PBM 3 1307 (3.2 <25 =80 J[IR] + 2 = 25 =501 [R])
PBMp 0 0J (0 «25=0J[IR] =0« 25=01J[R])
Quadriceps femoris: hamsirings and glutey maximus

PBMag, 1,65 J per cm? of tissue arca

-

]
1
1
1}
)
'
/

(relared to area) PBMy;: 0.82 J per e’ of tissue area
PBMpy 4! 0 per cm? of tissue area

Application mode Devide held coupled in skin contact

R=red; IR = infrared; PBM = photobiomodulation
Neuromuscular evaluations pre and post effort

Force data acquisition

Participants performed two 5 s knee extension maximal voluntary contractions
(MVCs) with the dominant lower limb interspaced by 1 min, before and immediately (~
2 min) after CLE. MV Cs were realized in a specially designed chair maintaining knee
and hip flexion at 90° (° full extension), with the thorax and waist of the participants fixed
by belts. A metal rod was attached to the ankle and connected to a load cell (MKControle,
Sdo Paulo, Brazil) to ensure that the same angle torque will be repeated during
contractions, avoiding peak noises in the force measurement. The load cell signal was
acquired by an analog data acquisition mode (NI 6009, NI Instruments, Austin, USA)
with a sample rate of 1000 Hz, and digitally filtered by a second-order Butterworth filter
in MatLab R2015a. Before each test, the load cell was calibrated using known weights,
and linear regression (r>>0.99) was performed to measure MVC peak force (N, [Fpeak]),
assumed as the mean of 100 ms during force plateau and used as a marker of general
neuromuscular function.

Peripheral nerve stimulation (PNS)

PNS was delivered on the most sensitive site of the femoral triangle (cathode) and
anterior to major trochanter of femur (anode) by the high-voltage electrical stimulator
(Bioestimulador V2 400V peak-to-peak, Insight, Ribeirdo Preto, Brazil) through carbon-
rubber electrodes (5 x 5 cm). The optimal intensity of stimulations was determined
individually before each pre effort assessments by the application of consecutive
incremental doublets stimulus to the relaxed muscle (100 Hz, starting with 80 mA with
20mA increments) until reaching the force plateau (observed with 195.3 + 25.1 mA). The
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maximal electrical current achieved (mA) was assumed and supramaximal stimulation
was ensured by increasing the final intensity by 20% (42)

Therefore, doublet high frequency stimulation (i.e., 100Hz) was delivered during
MVCs (~ 2" s[Db100sup]). With relaxed muscle, doublet high frequency (Db100), single
(SING), and low frequency (i.e., 10Hz [Db10]) stimulations were respectively delivered
5, 10, and 15 s after MVVC. The amplitude of the force signal of each doublet high
frequency, during (i.e., Db100sy) and after MVCs [Db100¢], were used to measure
voluntary activation level (VA%) through equation 2 (Eg2). The Db100r was used to
measure general peripheral neuromuscular function, and the ratio between Db10 and
Db100 force amplitudes (Db10g-Db1007) was calculated and used as an indicator of
low-frequency muscle fibers function (42,43).

Eq.2: VA%=1 - (Db100r x [Force level at stimulation/Fpeak]/Db100r) x 100

Surface electromyography

EMG signal was acquired through different devices in the study. During CVMs,
a New Miotool (Miotec, Porto Alegre, Brazil) with a signal frequency of 2000 Hz was
used, while during the effort, the Wave Wirelles EMG device (Cometa System, Milan,
Italy), also with a sample rate of 2000 Hz was utilized. The incompatibility of Wave
Wireless EMG device with PNS procedure leads us to use these two devices. Before
electrode placement, the skin was washed, lightly abraded and cleaned with alcohol 70%
to remove hair, surface layers of dead skin, and oil. Electrodes of Ag/AgCIl (Medtrace,
3.2 x 2.8 cm, Covidien, Canada) were positioned in the vastus lateralis (VL) (1/3 distal)
of dominant lower limb to measures EMG responses during CVMs, with a ground
electrode placed on the patella (44). To assess responses during the effort, electrodes were
positioned in the rectus femoris (RF), vastus lateralis (VL), biceps famoris (BF) and
gluteus maximus (GM) of dominant lower limb according to Surface Electromyography
for No-Invasive Assessment of Muscles (SENIAM) (45) recommendations.

The EMG signal acquired during CVMs was posteriorly band-pass filtered (20-
500Hz), and the RMS (RMSmvc) and MdF (MdFwvc) of 1 s of force plateau were
calculated and used as indicators general neuromuscular discharge magnitude and rate,
respectively (31). The peak-to-peak maximal amplitude and duration evoked by SING
stimulus (M-wave, [Mwamp], [Mwaur]) were calculated and used as an indicator of
peripheral neural system conductibility function, and the ratio between RMSmvc and Mw
(RMSmve-Mwamp?) were calculated and used as an indicator of central activation
function (31). The EMG signal acquired during effort was also posteriorly band-pass
filtered (20-500 Hz) and the average root mean square (RMS) and median frequency (MF)
for 4 time bands (0-25%, 25-50%, 50-75%, and 75-100%) were calculated in an isotime
design between the last three visits, based on the time to exhaustion reached in CON.
Software MatLab R2015a was also used to perform this analysis and the values are
presented normalized by the highest ones observed in CON.

Blood sample collection and analysis “p

Blood samples from ear lobe (25 pL) were collected 5 and 7 min after effort,
through heparinized capillaries, immediately deposited into microtubes containing 50 pL
of sodium fluoride at 1%, and posteriorly analyzed in an electrochemical analyzer YSI
2900 (Yellow Springs Instruments, Ohio, USA) aiming to measure peak blood lactate
concentration after effort ([LACpeax]), With results being expressed in mmol-L™.

Statistical Analysis
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Statistical analyses were performed using the software package SPSS version 20.0
(IBM Corp., New York, USA). Data are presented as mean and standard deviations (mean
+ SD) and 95% confidence interval (C195%). A two-way ANOVA was used to both
compare EMG responses during CLEsevere between conditions (i.e., PBM2go, PBM130, and
PBMp_a [factor condition]), within-conditions (i.e.,25%, 50%, 75%, and 100% of the
Tlim at CLEsevere[factor time]), and the interaction between the factors (condition x time),
as well as, the absolute neuromuscular responses during MVC (mechanical and EMG)
between conditions, within-conditions (i.e., before and after CLEsevere[factor time]), and
the interaction between the factors (condition x time). In order to compare the relative
changes (A%) of neuromuscular mechanical and EMG responses, [LAC peak], and RPD
between conditions, a one-way repeated measure ANOVA was used. In all cases, the
Mauchly’s test of sphericity was applied and Greenhouse-Geisser Epsilon correction (p
and F values) were used when the sphericity criteria were not met. When necessary, the
analyses were completed with SIDAK post hoc. The significance level of 5% was
assumed in all cases. Cohen’s effect sizes (Cohen’s d) were paired calculated (i.e.,
PBM2so x PBMpra, and PBMix X PBMpLa) to the relative changes (A%) of
neuromuscular mechanical and EMG responses based on means and standard deviations.
The magnitude of the effect size was interpreted as: trivial = <0.20; small = 0.21-0.5;
moderate = 0.51-0.79; large=0.80-1.29; very large = >1.30. In addition, a Pearson
correlation test was used to explore associations among the variables investigated in the
present study.

Results

The VOzpeak reached in the GXT was 48.86 + 6.69 (44.97 to 52.72) mL-kg-min’
! The MAP and iRCP were 3.70 + 0.52 (3.40 to 3.99) W-kg? and 2.96 + 0.52 (2.68 to
3.25) W-kg?, respectively. The intensity of CLEsevere was 3.41 =0.51 (3.10 to 3.68) W-kg"
1 which represents 91.9 + 2.2 (90.6 to 93.2) % of MAP and the Tlim reached in CON
was 634.14 + 177.77 (531.49 to 736.78) s.

CLEemc responses of RMS and MdF during the time bands of CLEsevere,
normalized by the highest values reached in CON, are presented in Figure 1. No
significant interactions were observed to RMS values of rectus femoris (P = 0.97), vastus
lateralis (P = 0.97), biceps femoris (P= 0.51), and gluteus maximus (P = 0.65) muscles.
However, a time effect (P <0.01) was observed in all muscles, evidencing higher values
of RMS in the 75-100% time band, compared to the others (post hoc P < 0.01). Similarly
to RMS, no interactions were observed to MdF values of rectus femoris (P = 0.60), biceps
femoris (P = 0.26) and gluteus maximus (P = 0.4) muscles. However, for vastus lateralis
muscle a treatment x time (i.e., interaction) effect was observed in the 50-75% time band
of CLEsevere With PBM2so and PBM 130 presenting 56.11% and 52.48% higher values of
MdF than PBMpra (55.01 Hz). Besides, a time effect (P < 0.01) for all muscle was
observed, evidencing smaller values of MdF in the 75-100% time band, compared to the
others (post hoc P < 0.01).

Mechanical responses of neuromuscular assessments before and after CLEsevere
are presented in Table 2. All conditions presented decrease of Fpeak comparing before
and after moments (time effect, P < 0.01), but with no interaction effect (P = 0.13) and
with no differences in A% changes (P = 0.16) between conditions. Decrements of Db100r
(time effect, P < 0.01) after CLEsevere and in Db10g-Db100 ratio (P < 0.01), were also
observed, with no interaction effects for both markers, and with no differences in A%
changes (Db100g: P = 0.17; Db10r-Db100%: P = 0.64). Besides, all conditions shown
reductions in VA% comparing after and before moments (P < 0.01), with no interaction
effect (P = 0.18) and differences between A% changes (P = 0.19). Regarding Cohen’s
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ES, the higher effects observed on mechanical responses were with PBM2sg X PBMpa
over A% changes of both Fpeak and VA% (d = 0.70, moderate effects, less reduction
after PBM2so condition), and Db100r (d = 0.5, small effect)

Regarding EMG responses of neuromuscular assessments (Table 2), a reduction

in RMSmvce (P < 0.01) comparing after and before moments were noticed with CLEsevere
not influencing MdFmvc, (P = 0.32). No interactions were observed to RMSwuvc (P =
0.21), as well as differences in A% changes (P = 0.13) between conditions. Mwamp not
presented alterations due to CLEsevere (P = 0.42), as well as RMS-Mwap™(P = 0.08). In
addition, Mwaqyr presented a reduction comparing after and before moment (P <0.01), with
no interaction effect (P = 0.90) and difference in A% changes (P= 0.60) between
conditions. Concerning Cohen’s ES, the higher effects observed on EMG responses were
with PBM2so x PBMpLa 0ver Mwgyr (d = 0.54, small effect, less reduction after PBM2go
condition).
In addition, were not found significant differences between conditions to peak of blood
lactate concentration after effort (P = 0.10), and RPD (P = 0.21). Significant but weak
correlation between RPD and decrements on Db10g-Db100% was found (p = 0.01, r = -
0.41), as well as between peak of blood lactate concentration after effort and decrements
on Fpeak (p = 0.02, r=-0.35).
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Table 2. Mechanical and EMG responses of peripheral nerve stimulation of femoral nerve at rest and during MV C before and after constant load cycling effort at the severe domain.

PBMo2s0 PBM130 PBMpLA
_Glo_bal fatigue Before After A% Before After A% Before After A%
indicators
Fpeak 638.69+155.46  576.24 + 157.31" -10.05+7.6 648.49 + 162.72 547.40 + 143.74" -14.97 + 11.55 681.79 + 173.94 567.5 + 163.26" -16.5+10.8
(N) (548.9210 728.44)  (485.41t0 667.07)  (-14.451t0 -5.67) (554.54 to 742.45) (464.40 to 630.39) (-21.64 to -8.29) (581.40t0 782.27)  (473.20t0 661.74)  (-22.75t0 -10.28)
RMSwmvc 43454 +183.16  348.84 +210.49" -21.7+335 520.21+127.19  436.737 + 12045 -16.1+11.8 450.95+180.28  429.63 +175.28" -3.2+16.6
(mV) (311.5t0557.59)  (207.431t0490.25) (-44.15100.79) (434.76 to 605.66) (355.80 to 517.65) (-24.03 to -8.22) (329.83 10 572.06)  (311.87 to 547.39) (-14.36 t0 7.94)
MdFmvc 84.18 £13.94 78.31 £ 14.09 -5.11+£21.18 76.55 £ 16.76 774+148 4.88 +29.09 120.86 + 157.18 115.17 £ 152 -3.16 £ 26.58
(Hz) (74.81 to 93.55) (68.84 t0 87.77) (-19.34t09.11) (65.29 to 87.81) (67.42 to 87.37) (-14.66 to 24.42) (15.26 to 226.46) (13.05 to 217.29) (-21.02 to 14.69)
_Perllpheral fatigue Before After A% Before After A% Before After A%
indicators
Db100r 230.70 £ 89.03 201.26 + 77.98" -12.29+10.2 248.9 +51.82 197.97 +60.17" -20.8 +£15.8 276.11 +73.21 2245 + 63.95" -17.9+12.2
(N) (179.2910 282.11)  (156.23 to0 246.28)  (-18.1810 -6.39) (218.9810278.82)  (163.22t0232.71)  (-30.02t0-11.76)  (233.8310318.38)  (187.59 to 261.45)  (-24.98 t0 -19.85)
Db10e-Db100% 0.72+0.11 0.51+0.12 -29.1+£13.7 0.69+£0.15 0.47 £0.18 -32.59 +17.40 0.74+£0.16 0.53+0.14 -28.50+1.80
(N) (0.64 t0 0.78) (0.43t0 0.57) (-37.01 to -21.25) (0.6 t0 0.78) (0.36 to 0.58) (-42.67 to -22.57) (0.65 to 0.83) (0.44 t0 0.61) (-36.50 to -20.51)
MWamp 1442 £1.74 13.73+1.61" -4.41 +6.09 13.21 £3.05 1275+ 277" -2.68 +£9.57 13.52 £3.10 1412 +3.71° 4.27 +11.88
(mV) (12.97 to 15.88) (12.38 to 15.08) (-9.50 to 0.68) (10.66 t015.76) (10.42 to 15.07) (-10.68 t0 5.31) (10.92 t0 16.12) (11.01 to 17.23) (-5.65 to 14.20)
Mwadur 16.25+7.44 13.75+5.17 -8.37 £ 23.68 16.25+5.17 125+ 4.62 -18.75 + 25.87 13.75+5.17 10.0+£5.34 -25+37.79
(ms) (10.03-22.47) (9.42-18.07) (-28.17 to0 11.42) (11.92 to 20.57) (8.63 t0 16.37) (-40.38 t0 2.88) (9.42 to 18.07) (5.53 to 14.46) (-56.59 to 6.59)
Cen_tral fatigue Before After A% Before After A% Before After A%
Indicators
AV 92.56 £5.29 92.19 +4.22" -0.27£4.1 95.22 +£4.08 92.11 +3.63" -3.22 £3.10 95.39 £ 4.46 92.46 +5.05" -3.04 £3.76
(%) (89.00 t0 96.12) (89.34 to 95.02) (-3.05 to 2.50) (92.47 t0 97.07) (89.66 to 94.54) (-5.30t0-1.12) (92.39 t0 98.39) (89.06 to 95.85) (-5.57 t0 -0.52)
RMS-MwWamp™ 0.03£0.01 0.03£0.01 -1.49 +16.53 0.04£0.01 0.03+£0.01 -12.02 £ 15.49 0.03+£0.01 0.03+£0.01 -5.77 £ 15.45
(mV) (0.02 to 0.43) (0.02 to 0.04) (-15.31t0 12.32) (0.26 to 0.46) (0.2t0 0.48) (-24.97 to .93) (0.24 10 0.41) (0.24 t0 0.36) (-18.69 to 7.14)

Values are expressed in Mean = SD (C195%). * = p < 0.05 comparing after to before moments. Fpeak = MV C peak force; Db100-= mechanical response evoked by femural motor nerve stimulation at 100Hz; Db10r =
mechanical response evoked by femural motor nerve stimulation at 10 Hz; VA = voluntary activation; RMSwmvc= root mean square of vastus lateralis muscle during MVC; MdFmvc = Median frequency of vastus lateralis
muscle during MVC; Mwamp = maximal amplitude of m-wave; Mwaur = duration of m-wave. PBM2so = PBM with 260 J dose; PBM130 = PBM with 130 J dose; PBMpLa = PBM with 0 J dose.
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DISCUSSION

The purpose of the present study was to investigate the dose-response effect of
PBM on indicators of central and peripheral muscle fatigue elicited by a cycling effort at
severe domain, also exploring muscle activation pattern during effort. The results of the
present study demonstrated that both doses of PBM (260 J or 0.38 J/cm? of tissue area
and 130 J or 0.19 J/cm? of tissue area) just attenuate the impairment of vastus lateralis
activity during exercise, as evidenced by improvements on MdF of the EMG signal at the
final stages of CLEsevere (time band of 50-75% of time to exhaustion) in comparison to
placebo. Furthermore, PBM not influence muscle fatigue immediately after effort, with
no significant differences on the indicators of global, central and peripheral muscle
fatigue between the three conditions (i.e., PBM2so, PBM130, PBMpLa).

During cycling efforts at intensities above 80% of MAP, has been demonstrated

that hip extensor muscles providing the major contribution to power output maintenance,
mainly at the final stages of efforts (> 75% of time to exhaustion), when knee extensor
muscles are fatigued (46,47). Lanferdini et al,(2017), demonstrated that PBM at 135 J
dosage (9 irradiations points of 15 J each) applied on knee extensor muscles (rectus
femoris, vastus lateralis, and vastus medialis) was capable of mitigate muscle activity
impairment during effort at MAP intensity until exhaustion, evidenced by higher values
of MdF at high bands frequency of EMG signal form these muscles in the end of the test.
Although the major contribution of hip extensor muscles to power maintenance in this
intensity, the authors concluded that the PBM influence over the recruitment of high-
twitch motor units in knee extensor was determinant to the improvement of performance
also observed in this study.

The authors not conducted physiological measures direct related do PBM cell
mechanisms, however, they associated this finding to the increase on microcirculation
and tissue oxygenation, which has been demonstrated in animal models (49) and human
studies (49). The present study also not promoted any PBM cell-mechanism investigation
and based on the literature accumulated so far, we hypothesize that the protective effect
of PBM in vastus lateralis activity during effort also occurred due to this changes on
muscle tissue.

Regarding to neuromuscular system activity after effort, the present study

observed that CLEsevere promoted muscle fatigue (noticed by the decreases on Fpeak and
RMSwmvc), associated with central (evidenced by the reduction in VA%) and peripheral
(decreases on Db100F) impairments to neuromuscular system, also resulting in specific
slow-twitch muscle fatigue (reduction on Dbl10 ¢ -Db100? £) and impairments on
propagation of electrical stimuli to muscle by motor nerve (increase on Mwayr) (4,31). To
date, the present study is the first investigation that explored PBM effects on central and
peripheral aspects of muscle fatigue after the effort. Previously studies involving PBM
effects on muscle fatigue after effort were conducted only assessing global muscle fatigue
indicators (maximal force production). Baroni et al.,(26) using PBM at 125.1 J dose on
quadriceps femoris (3 irradiation point, 41.7 J each) previously muscle fatigue protocol
of knee extensors (30 maximal isokinetic contractions at 180°-s%), observed higher torque
values after effort (4%) when PBM was used, comparing to the placebo condition. In
another investigations, Baroni et al., (27) and Antonialli et al., (34), also observed that
PBM (180 J, 6 point of irradiation, 30 J each) was effective in attenuate strength loss after
an isokinetic eccentric protocol to quadriceps femoris.
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The total dose delivered to target muscles in the present study were based on the
findings of recent meta-analysis that investigated PBM ergogenic effects over
neuromuscular system (60 — 300 J when large muscle groups aimed to be treated) (35).
However, once the area irradiated over the target tissue seems to be essential to PBM
provide effects over cell activities (50,51), just deliver this energy on randomly selected
spots on target tissue without attempting to treat the entire tissue may cause inappropriate
dosing(50). The scientific community, trying better standardizing PBM dose parameters,
have been usually reporting the dose of PBM as energy density (J/cm?). However, even
this assumption might be causing misleading interpretation that could be misrepresenting
the results of the studies about PBM ergogenic effects.

As described by Hode and Tunér (32) in a letter to the editor, the energy density
(J/cm?) should be considered as the average energy delivered through the skin surface
covering the target tissue (J/cm? of irradiated area), instead of the direct illuminated area
by the device as related in the most of the studies. For example, if we consider a spot size
of 0.02 cm? to deliver 6 J of energy, an energy density of 300 J/cm? will be applied over
the illuminated area. However, if we consider the point of irradiation surrounded by a
surface of 1 cm?, using the same device in the same parameters, the average dose
delivered to this area will be only 6 J/cm?. This example demonstrated that even with the
same dose in mind, the rationale used by different applicators could change the real
amount of energy delivered to a target tissue, which may explain the large number of
different results in this area.

Among Baroni et al.,(26,27) and Antonialli et al., (34) studies, just the last authors
reported the aperture area of the PBM device used (20 cm?), allowing an inference about
the size of the area of irradiated tissue (6 points, total of 120 cm? of irradiated area), and
the total of energy delivered to this area (180 J by 120 cm?, elicit a 1.5 J/cm? of tissue
area dosage).. Efforts at severe domain intensity are marked by the accumulation of
metabolic by-products involved in muscle fatigue, as adenosine diphosphate (ADP),
inorganic phosphate (Pi), and hydrogen protons (H*)(6). Especially in cycling, which
venous return is reduced comparing to others exercises(52), this metabolic perturbation
probably elicited higher peripheral and central neuromuscular impairments than isolated
contractions efforts. For a brief comparison, in the Baroni et al.,(26) study, the total work
performed by participants in the fatigue protocol was ~ 4.2 kJ. In the present study,
considering the mean cadence, power and duration in which participants performed
CLEsevere (~60 rotation per minute, ~ 262 W, and ~635 s, respectively), a total of ~ 167 kJ
of work was performed.

It is important to emphasize that, despite an ideal dose to PBM provide ergogenic
effects in large muscle groups has been suggested (35), this therapeutic window just
represent 75% of the doses with positive results. As evidenced by Hemming et al., (53),
PBM delivered by 6 points of irradiations over quadriceps femoris (28.2 cm? each, total
of 169.2 cm? irradiated area) at dosages of 522 J (3.08 J/cm? of tissue area) and 1044 J
(6.16 J/cm? of tissue area), provided a positive influence on neuromuscular system,
improving time to exhaustion in an isolated knee flexion-extension fatigue protocol.
Therefore, during efforts at severe intensity domain in which observes a large impairment
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in neuromuscular system, this type of large PBM dosages could be necessary to elicit an
ergogenic effects further mitigating muscle fatigue.

Besides, Rossato et al.(54) observed that PBM at 270 J (0.99 J/cm? of tissue area),
applied on quadriceps femoris 6h + immediately previously isokinetic fatigue protocol
(45 flexion-extension concentric at 180°-s), promoted fewer torque decrements on peak
isokinetic force of knee extensors, comparing to control, placebo and PBM applied
immediately before fatigue protocol. This finding support another discussed treatment
aspect of PBM, its time-response characteristic that has already previously demonstrated
in an animal model study (11) and. The time-response aspect of PBM suggest the need of
a 6-h time window between the treatment and the effort to further notice high influences
of PBM over physiological systems(11). This treatment aspect was not investigate in the
present study and could be associated to no significant influences of PBM over muscle
fatigue indicators after effort.

Although PBM not promoted significant influences on relative changes (A%) of

mechanical and EMG responses, Cohen’s ES demonstrated a moderate and small non-
significant effects of PBM at 260 J comparing to PLA in improver some indicators of
muscle fatigue after effort. These findings may have a clinical importance, especially to
specific populations as elderly and non-healthy subjects (i.e., Parkinson, multiple
sclerosis, among others) with basal muscle fatigue established.
In addition, PBM also not promoted changes on [LAC k] and RPD after the effort.
Although the absence of a direct link between lactate and muscle fatigue, the
concentration of this molecule on blood is generally used to measure the level of work
performed by the neuromuscular system, especially on high-intensity efforts, which
participation of glycolysis is pronounced(55). As previously discussed, PBM in the used
parameters seems to provide just a slight protective effect on neuromuscular system,
therefore, was expected that these physiological and psychophysical associated to
neuromuscular system activity levels also remained not influenced. Interestingly, a
significant weak correlation between RPD and decrements on Db10r-Db100% were
found (p = 0.01, r = - 0.41), probably due to influence that metabolic by-products have
in these both variables (2,38), as well as between [LAC peak] and decrements on Fpeak (p
= 0.02, r=-0.35), suggesting that the higher [LACpeak] value, the greater the loss of
strength (greater acidosis was generated by greater glycolysis pathway activity).

CONCLUSION

Thus, according to the overall findings of the present study, PBM (130 J and 260
J) promoted a slight protective effect against exercise-induced muscle impairment of
vastus lateralis muscle at the final stages of CLEsevere. However, PBM not improve
overall, central and peripheral muscle fatigue indicators after effort. Future studies
involving these populations and exploring other PBM aspects (as its time-response
characteristic and total dose delivered by tissue area) are need for better determine the
effects of PBM on muscle fatigue in practical terms.

LIMITATIONS

This study has some limitations. We were unable to perform measures directly
related to PBM cell mechanisms, as the increase on cytochrome c oxidase activity. Other
assessments as the Doppler ultrasonography of lower limb blood vessels to investigate
changes on microcirculation, measures of nitrite concentration to explore nitric oxide
bioavailability on blood, and measures of molecules related to oxidative stress could not
be conducted in the present study too. Moreover, the time-response aspect of PBM, which
has been highlighted as a key factor to its effectiveness, was not addressed in the present
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study. Thus, these physiological changes, supposed to be influenced by PBM and that
have a strict relation with muscle fatigue, need to be explored in future studies, as well as
PBM time-response characteristic, to further provide a better understanding about PBM
effects over muscle tissue.
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5.2 ARTIGO 2

Photobiomodulation by Led does not improve time to exhaustion in a constant-load
cycling exercise at severe domain and not changed physiological responses during
the effort.

ABSTRACT

Purpose. The purpose of the present study was to investigate the effect of
photobiomodulation (PBM) previous a long-term cycling effort at severe domain on time
to exhaustion, neuromuscular, metabolic, acid-base and respiratory responses during
exercise. Methods. Thirteen, recreational-trained cyclists (VOzpeak, 48.10 + 4.81 mLkg
Lmin™) completed three constant-load cycling efforts at severe domain (A60%) until
exhaustion, preceded by PBM at 260 J, or 130 J or 0 J (placebo) doses (randomized,
crossover design). During efforts, surface electromyography (EMG) of lower limb
dominant muscles and blood lactated concentrations were recorded and analyzed in four-
time bands (0-25, 25-50, 50-75, and 75- 100%), respiratory gas exchange, and capillary
gasometry responses were recorded and analyzed in to time bands (i.e., 50% and 100%),
and contribution of oxidative metabolism (Eox) throughout the effort was also measured.
All analysis were performed in an isotime design according to shorter time to exhaustion
reached among the three conditions. Results. PBM at 260 and 130 J doses provided no
significant changes on performance (P = 0.35), as well as, EMG of dominant lower limb
muscles (P > 0.05), [LAC area] (P >0.05), Eox (P > 0.05), capillary gasometry aspects (P
> 0.05), and respiratory gas exchange responses (P > 0.05). Conclusion. These results
suggested that PBM in the used parameters not improve performance during a long-term
constant-load cycling effort at the severe domain and not influence physiological
responses related to this type of effort.

Keywords:  Photobiomodulation,  cycling  performance, electromyography,
ergospirometry, gasometry.
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INTRODUCTION

Cycling is a complex exercise, which the key-factor involved on athletes’
performance, the ability to sustain high levels of power during the effort (1), is directly
influenced by an unavoidable physiological response from the ongoing exercise, called
muscle fatigue (2). Muscle fatigue is defined as an exercise-related decrease in the ability
to produce desired levels of strength and power, developing gradually soon after the onset
of the sustained physical activity (3). This reversible impairment may occur at all levels
of motor pathway, from the motor drive and spinal cord (central fatigue) until motor nerve
and muscle (peripheral fatigue)(4). Peripheral muscle fatigue is generally associated to
reductions in energy supply to muscle tissue and increase of metabolic by-products,
whereas central muscle fatigue has been mainly related to the inhibitory effects at motor
drive and spinal cord of the small diameter afferent muscle fibers sensitive to mechanical,
thermal and chemic stimulus(5).

Despite neuromuscular adjustments, muscle fatigue is also associated to muscle
ionic, blood acid-base, and respiratory perturbations during effort, which extent are
dependent on the exercise intensity (6, 7). Based on physiological indicators of aerobic-
anaerobic metabolic pathways transitions during effort, four intensity domains have been
usually described, namely moderate, heavy, severe and extreme intensities (6).
Specifically to cycling, the performance in track and field events from 800 m up 10.000
m has been incidentally associated to performance in severe intensity domain (8). This
intensity encompass power output above critical power in which maximal oxygen uptake
can be reached, and, in efforts until exhaustion, it is characterized by the rapidly rise of
respiratory responses, depletion of muscle energy substrates, the increase of muscle an
blood metabolites and ion concentrations, and increase of neural drive to agonist muscles
during effort(7, 9).

Once all these perturbations are associated to muscle fatigue (5, 10), a substantial
number of investigations over the last decades focused on discovering means to
counteracts its deleterious influences to cycling performance (11). Nowadays, one of the
non-pharmacological, non-invasive and legal options available is photobiomodulation
(PBM)(12). PBM involves exposing tissue to non-thermal electromagnetic radiation at
visible and/or invisible wavelengths through Laser and/or Led devices (13). PBM cell-
mechanisms have been essentially demonstrated in in vitro and animal model studies, and
are associated with absorption of photons by chromophores localized in cells, manly
cytochrome ¢ oxidase (Cox) in the respiratory chain, eliciting an increase in ATP
resynthesize by oxidative pathway (14). Secondary effects are also suggested and include
an increase in blood flow and tissue oxygenation (15, 16), and attenuation of oxidative
stress (17, 18).

Specifically to cycling, Leal Junior et al., (19, 20) have evidenced that PBM
applied before a Wingate test not produced changes on performance parameters during
test (i.e., total work produced, and peak power). However, some limitations of Leal Junior
etal., (19, 20) investigations (i.e., low dose delivered to tissue muscle, low irradiated area,
no familiarization of participants to cycling effort) may explained the no positive
influence of PBM over the cycling performance. Covering all these limitations,
Lanferdini et al., (21) recently demonstrated that PBM with 135 J applied on each
quadriceps femoris (9 irradiations points of 15 J each) of competitive cyclists was
effective to improve (+15%) time to exhaustion on maximal aerobic power intensity
(severe domain,~3 min of duration). The authors also observed higher values of median
frequency (MdF) at high bands of electromyographic signal (EMG) from quadriceps
femoris at the end of exhaustion test, indicating PBM effects on delay muscle activity
impairment during this type of effort.
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However, once muscle fatigue has a task-dependent aspect, duration and
intensity of the effort determine the contributions of central and peripheral factors
involved in muscle fatigue (4). After cycling efforts at severe domain intensity, Thomas
et al., (9) have demonstrated that both aspects of muscle fatigue are present, with greater
peripheral muscle fatigue observed in short duration (~3 min) than long-term efforts (
11-42 min), being this pattern, reversed for central muscle fatigue. Therefore, although
Lanferdini et al.,(21) have evidenced PBM effectiveness over a cycling performance and
neuromuscular activation, the influence of PBM over longer high-intensity efforts, in
which the central aspects of muscle fatigue are also detrimental for performance,
remained not investigated. Moreover, once severe domain intensity elicit perturbations
on a series of physiological aspects, to investigate these responses during exercise
maintenance is an attractive alternative to improve the knowledge of PBM effects as
ergogenic resource.

Thus, the purpose of the present study was to investigate the effects of PBM at
130 and 260 J dosage on the time to exhaustion in a long duration constant-load cycling
effort at the severe domain, also exploring indicators of muscle activity pattern during the
effort through superficial electromyography, blood gas pressure, ion blood concentration,
acid-base balance, energy metabolism, and respiratory responses. The 130 J and 260 J
dosages will be used, based on the finding of a recent meta-analysis about the ideal dose
to improve physical performance (22). Once severe domain intensity is characterized by
the large participation of oxidative metabolism (23), our hypothesis is that PBM will
improve performance by attenuate muscle activity impairment during effort, which will
be evidenced by changes on the physiological responses monitored.

METHODS

The study was conducted in a randomized, double-blind, crossover design aiming
to compare the effects of two doses of PBM with the placebo (PLA) condition on the time
to exhaustion at cycling effort at the severe domain, and on the kinetic-responses of
respiratory gas-exchange, blood lactate and blood gas.

Participants

Thirteen white skin healthy men were included in the study. Participants were
recreational cyclists according to guidelines to classify subject groups in sport-science
research (24), without vascular disease, metabolic disorders, muscle-skeletal or joint
injuries in the previous six months and had not used nutritional oh pharmacological
substances in this same period. Participants who were regularly absent from the trails,
performed exercise, or ingested substances capable of altering neuromuscular function
(i.e., caffeine, sodium bicarbonate, alcoholic drinks) at least 24 h before evaluations were
excluded from the study, as well as, if presented any muscle-skeletal-joint disorder and/or
initiated the use of nutritional and/or pharmacological substances during the study.

Prior to starting the study, participants were informed about the risks, and benefits
involved in the tests and then signed a free consent form. All experimental procedures
were approved by the local Research Committee (Protocol No 466/12) and were
conducted in accordance with the Declaration of Helsinki. The flow diagram of the study
is presented in Figure 1.

Experimental design

Participants underwent 6 visits at the laboratory which were performed the
following procedures: Visit 1) Characterization and maximal graded exercise test (GXT)
to measure maximal oxygen uptake (VO,,..,), the maximal aerobic power (MAP) and the
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respiratory compensation point (RCP); Visits 2 and 3) Constant load cycling exercise at
severe domain (CLEsevere) until exhaustion as familiarizations (FAM1 and FAMy); Visit
4,5 and 6) CLEsevere until exhaustion precede by two PBM doses and PLA interventions,
in a crossover randomized design (Figure 1). All efforts were performed on an
electromagnetic-braked cycle ergometer (Lode-Excalibur Sport, Lode BV, Groningen,
Netherlands) with an individually free choice cadence remaining in a range of + 5 rpm,
between 60-100 rpm, defined previously the begin of the GXT. During the last three
visits, CLEsevere Was performed associated to surface electromyography (EMG) of
dominant lower limb muscles, respiratory gas exchange measures, and capillary blood
samples collections to determine kinetic-responses of blood lactate concentration and
capillary gasometry during effort (i.e., gas, ion, and acid-base balance markers). All
participants performed all procedures during the same period of the day, separated by a
minimum interval of 48h, finalizing the study in a period of 3 to 4 weeks.

Graded exercise test

The GXT was performed in a temperature controlled room (19 + 1° C) and
initiated at 100 W with increments of 25 W at each 2 min stage until voluntary exhaustion,
defined as the inability to maintain the pre-set range cadence during 5 s (25). During
GXT, respiratory responses were registered breath-by-breath using a stationary gas
analyzer Quark CPET (Cosmed, Rome, Italy), previously calibrated in accordance with
the manufacturer's instructions. Data were smoothed every 10-points and interpolated
every 1 s using software OriginPro 8.0 (OriginLab Corporation, Massachusetts, USA).
The oxygen uptake for each GXT completed stage was measured considering the average
of the last 20 s of the stage. The highest VO, the average was assumed as VO, peak
(\'/Ozpeak). MAP was assumed as the lowest intensity that \'/Ozpeak was reached and RCP
was determined from plots from ventilatory equivalent for dioxide carbon (Ve /VCO,) vs
workload, assuming RCP as the intensity equivalent to a disproportionate increase in Ve
IVCO, (iRCP)(26).
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Flow-diagram

Enrollment

| Assessed for eligibility (n= 18)

Excluded (n=1)
+ Not meeting inclusion criteria (n= 1)

—

Allecation v

Randomly sequenced to receive placebo or PBM 260 J or
PBEM 130] (n=15)

* Received allocated intervention (n=15)
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[ Crosover ] :
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olows
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15-20 days

Figure 1. Flow-diagram and general experimental design of the study. GXT = graded exercise
test until exhaustion, FAM = constant cycling effort until exhaustion as familiarization;
FAMiand FAM2 = constant load cycling effort until exhaustion as familiarizations; CLEsevere=
constant cycling effort until duration precede by some intervention; PBMazso =
photobiomodulation at 260 J dose; PBM13o = photobiomodulation at 130 J dose; PBMpLa =
photobiomodulation at 0 J dose.

Constant cycling effort at the severe domain

CLEsevere Was performed at 60% of the difference between MAP and RCP ([A60],
severe intensity domain) calculated as equation 1 (Eq1)(9). This intensity was chosen due
to the large contribution of oxidative metabolism to resynthesize ATP (23), a scenario
more favorable to the influence of PBM, and by eliciting a decrease on both components
of the neuromuscular system (central and peripheral)(9), allowing a broader investigation
of the effects of PBM. Before all CLE:severe, participants performed a 6 min warm-up at
60% of MAP (27), followed by 4 all-out sprints of 5 s, starting the efforts after 4 min
passive rest. Time to exhaustion (Tlim) was expressed in seconds.

Eq.1 A60% = (IMAP - RCP] x 0.6 + RCP)

Photobiomodulation and placebo interventions
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PBMs were performed with fixed parameters 15 min before CLEgo using a multi-
diode array (Table 1). PBM energy and power of irradiation were based on a recent
systematic review with meta-analysis (22) regarding PBM on physical performance
improvements. Placebo (PLA) condition consisted of fake irradiation during 60 s, with
multi-diode array turned-off. An investigator not involved in data collection and
processing performed all interventions. The orders of treatments were chosen through
simply balanced randomization. In all conditions, the multi-diode array was in direct
contact (i.e., 90° angle) with the skin surface and the participants were blindfolded and
wore headphones (hearing a standard song) to avoid perceive light and/or sound signal
from the device.

Table 3. Parameters of multi-diode array and photobiomodulation. irradiation.

Area of multi-diode array 18 x 38 cm (684 cmn”)
| . "1 4 15 & and 78 x

Number of LEDs 200(25 = 4 [IR] and 25 = 4 [R]) 20009

Area of effective irradiation 157 em? (50 = 3.14 cm?) 90099 N
0009 ) 1

Wavelength 850 = 20nm (IR) and 630 = 10mmn (R) 009292 1
00009 1

Frequency Continuous output g g g g ; ::

Optical output SO0mW (IR) and SOmMW(R) ggggg "I

(group with 4 LEDs) 999009

LED spot size 0.2cm?

Treatment time PBM 0 80s: PBMyy,: 40s: PBMp ,: 60s

Total energy delivered PBMjgo: 260J (6.4 » 25~ 160 J[IR] +4 25~ 100J

(muscie group) [R])

PBM, 5 1301 (3.2 « 25 =80 J [IR] + 2 = 25 = 50 [R])
PBMgy 4 0J (0 x 25=0J[IR] =0 = 25=0J [R])

Muscle groups Quadriceps femoris; hamstrings and gluten maximus
Total energy delivered PBM g 1.65 1 per cm? of tissue arca
(related to area) PBM, 35 0.82 ] per cm? of tissue area
PBMjy 4: 0] per e’ of tissue area
Application mode Devide held coupled in skin contact

R=red; IR = infrared; PBM = photobiomodulation.

Surface electromyography

EMG signal during CLE was acquired using a Wave Wirelles EMG device
(Cometa System, Milan, Italy), with a sample rate of 2000 Hz. Before electrode
placement, the skin was washed, lightly abraded and cleaned with alcohol 70% to remove
hair, surface layers of dead skin, and oil. Electrodes of Ag/AgCl (Medtrace, 3.2 x 2.8 cm,
Covidien, Canada) were positioned in the rectus femoris (RF), vastus lateralis (VL),
biceps femoris (BF) and gluteus maximus (GM) of dominant lower limb according to
Surface Electromyography for No-Invasive Assessment of Muscles (SENIAM) (28)
recommendations. The EMG signal acquired was posteriorly band-pass filtered (20-500
Hz) and the root mean square (RMS) and median frequency (MF) for 4 time bands (0-
25%, 25-50%, 50-75% and 75-100%) were calculated through the software MatLab
R2015a (Mathworks, Massachusetts, USA) in an isotime design, based on the shortest
time to exhaustion reached among the CLEsevere performed in the last three visits. Root
mean square (RMS) and median frequency (MdF) data were normalized by the highest
values observed in CON.
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Respiratory gas exchange

According to measures during GXT, in the CLEsevere the same equipment and
software were used to collect and smooth gas exchange data. Previously the tests began,
participants remained seated during 5 min to collect basal responses, assumed as the mean
of the last 2 min data. During exercise, two time window was assumed (i.e., 50% and
100%) based on the shortest time to exhaustion reached among the CLEsevere performed
in the last three visits, aiming to compare responses in an isotime design among the three
conditions. The mean data of the last 20 s was used to represent each time window.
Oxygen uptake (VO2), ventilation (Ve), respiratory exchange ratio (RER); ventilatory
equivalent for oxygen (Ve-VO;%'), and ventilatory equivalent for carbon dioxide
(Ve-VCO,) were measured. In addition, the energetics from the oxidative pathway (Eox)
was calculated by the trapezoidal method using software OriginPro 8.0, assuming Eox as
the difference between VO, the area measured during CLEsevere and VO,basal area(29).

Blood sample collection and analysis

Aiming to investigate kinetic-response of blood lactate concentration ([LACT),
blood samples from ear lobe (25 pL) were collected through heparinized capillaries at the
same moment of effort in the three conditions (i.e., isotime design), which were rest
(basal), 25%, 50%, 75% and 100% of the higher Tlim reached between the two FAMs,
decreased in 10% (i.e., 90% of higher Tlim reached in the FAM;). Furthermore, 5 and 7
min after effort, collections were also performed to measure peak blood lactate
concentration ([LAC peak]. Immediately after collections, samples were deposited into
microtubes containing 50 pL of sodium fluoride at 1%, and posteriorly analyzed in an
electrochemical analyzer YSI 2900 Stat Plus (Yellow Springs Instruments, Ohio, USA),
being expressed as mmol-Lt. The mathematical area below curve of [LAC] ([LAC area])
during exercise was calculated using the results (axis Y) obtained in the four moments
(axis X) of collections (i.e., 25%, 50%, 75%, and 100%) through software OriginPro 8.0,
deducting the area of [LAC] basal.

Regarding capillary gasometry, samples from ear lobe (60 puL) were also collected
through heparinized capillaries at the same moment of effort in the three conditions (i.e.,
isotime design), which were rest (basal), 50% and 100% of the higher Tlim reached
between the two FAMs, decreased in 10% (i.e., 90% of higher Tlim reached in the FAM;).
Immediately after collections, samples were analyzed in RAPIDLab 348EX gasometer
(Siemens Healthcare Diagnostics, Camberley, UK) to measure blood pH, bicarbonate
(HCO3), base excess (BE), potassium (K*), calcium (Ca?"), capillary oxygen pressure
(pO2) and capillary carbon dioxide pressure (pCOy).

Statistical Analysis

Statistical analyses were performed using the software package SPSS version 20.0
(IBM Corp., New York, USA). Data are presented as mean and standard deviations (mean
+ SD) and 95% confidence interval (C195%). A two-way ANOVA was used to both
compare EMG responses during CLEsevere between conditions (i.e., PBM2go, PBM13o, and
PBMpLa [factor condition]), within-conditions (i.e.,25%, 50%, 75%, and 100% of the
Tlim at CLEsevere[factor time]), and the interaction between the factors (condition x time),
as well as, the capillary gasometry, and respiratory gas exchange response between
conditions, within-conditions (i.e., basal, 50%, and 100%), and the interaction between
the factors (condition x time). In order to compare the Tlim, [LAC area], [LAC peak], and
Eox, a one-way repeated measure ANOVA was used. In all cases, the Mauchly’s test of
sphericity was applied and Greenhouse-Geisser Epsilon correction (P and F values) were
used when the sphericity criteria were not met. When necessary, the analyses were
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completed with SIDAK post hoc. The significance level of 5% was assumed in all cases.
Cohen’s effect sizes (Cohen’s d) to Tlim were paired calculated (i.e., PBM2so X PBMpLa,
and PBM130 x PBMpa) based on means and standard deviations, with the magnitude of
the effect size interpreted as: trivial = <0.20; small = 0.21-0.5; moderate = 0.51-0.79;
large=0.80-1.29; very large = >1.30. In addition, a Pearson correlation test was used to
explore associations among the variables investigated in the present study.

Results

The VOzpeak reached in the GXT was 48.10 + 4.81 (45.32 to 50.87) mL-kg:-min-
! The MAP and iRCP were 3.69 + 0.10 (3.46 to 3.92) W-kg* and 2.91 + 0.11 (2.66 to
3.16) W-kg?, respectively. The intensity of CLEsevere was 3.38 £0.10 (3.16 to 3.60) W-kg"
! which represents 91.46 + 0.72 (89.89 to 93.02) % of MAP.

No significant alterations were observed on Tlim (F = 1.08[2, 24, p = 0.35), [LAC"
area] (P = 0.08), [LAC peak] (P = 0.37), and Eox (P = 0.09) (Table 2). Regarding Cohen’s
ES, on the Tlim was evidenced a trivial effect between PBM2so X PBMpia (d = 0.11), and
PBM130 X PBMpLa (d = 0.16).

CLEemc responses of RMS and MdF during the time bands of CLEsevere,
normalized by the highest values reached in PBMpLa, are presented in Figure 2. No
significant interactions were observed to RMS values of RF (P = 0.34), VL (P = 0.20),
BF (P= 0.27), and GM (P = 0.90) muscles. However, a time effect (p <0.01) was
observed in all muscles, evidencing higher values of RMS in the 75-100% time band,
compared to the others (post hoc p<0.01). Similarly to RMS, no interactions were
observed to MdF values of RF (P = 0.23), VL (P = 0.07), BF (P = 0.07) and GM (P =
0.43) muscles. Besides, a time effect (P < 0.01) for all muscle was observed, evidencing
smaller values of MdF in the 75-100% time band of RF (compared to 0-25%), VL
(compared to 25-50%, and 50-75%), BF (compared to 25-50%, and 50-75%), and GM
(compared to 75-100% to all the others), post hoc P < 0.05).

Capillary gasometry data are presented in Table 3. No significant differences were
observed at rest among the three conditions in all variables of capillary blood gasometry
(p >0.05). All conditions presented decrease (i.e., time effect) on pH (P < 0.01), HCOz (P
<0.01), BE (P = 0.01), and PCO> (P < 0.01) levels, comparing the last measure (i.e.,
100%) with the basal values (post hoc P < 0.01), not evidencing interaction effect to pH
(P =0.62), HCO3 (P =0.36), BE (P =0.37), and PCO; (P = 0.85). Otherwise, K presented
an increase in all conditions (P <0.01), comparing basal with 100% values (post hoc, p <
0.01) also with no interaction effect (P = 0.25), while Ca™ (P = 0.12) and PO, (P = 0.17)
were not altered by the CLEsevere.

Regarding respiratory gas exchange data (Table 4), all variables were not different
(P >0.05) at the basal moments among the three conditions. A time effect was observed
in VO (P <0.01), Ve (P < 0.01), Ve-VO,! (P < 0.01), and RER (P < 0.01), evidencing
an increase comparing 100% to basal values. Ve-VCO- also presented a time effect (P <
0.01), evidencing a decrease on 50% measures compared to basal levels, and an increase
comparing 100 to 50% moment (post hoc, P <0.01). No interactions effect were observed
to VO, (P = 0.41), Ve (P = 0.32), Ve- VO, (P = 0.54), VE-VCO; (P = 0.28), and RER (P
= 0.15). A condition effect (P = 0.01) was observed in PBMzgo to Ve-VO2, which were
3.73% (post hoc, P = 0.03) and 3.06% (post hoc, P = 0.04) higher than PBM130 and
PBMpLa, respectively.
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Table 2. Time to exhaustion reached on the constant cycling exercise at the severe domain, the area under
the curve of blood lactate produced during the effort, the energy produced by oxidative pathway during effort,
and blood peak lactate after effort.

PBM2s0 PBM130 PBMpLA
Tlim (s) 537.00 + 185.93 544.00 + 172.06 519.46 + 149.97
(424.64 to 649.35) (440.02 to 647.97) (428 to 610.08)
319.14 +134.45 319.28 +129.86 327.31 +137.55

eq-l
Eox (ML-KGY)  5378910400.39)  (240.8010397.76)  (244.18 to 410.43)

[LAC area] 454.94 +172.12 425.93 + 161.42 417.04 + 164.97
(%-mmol-LY) (350.89t0558.98)  (328.3810523.49)  (317.34 t0 516.74)
[LAC peak] 10.53 £ 2.27 9.93 + 2.02 10.25 +2.17
(mmol-L%) (9.15 to 11.90) (8.71 10 11.16) (8.94 t0 11.57)

Tlim = Time to exhaustion reached on the constant cycling exercise at severe domai; Eox = energy
contribution from aerobic pathway; [LAC-area] = mathematical area below the curve of blood lactate
produced during effort; [LACpeak] = peak of blood lactate concentration after effort; PBM2so = PBM with
260 J dose; PBM130 = PBM with 130 J dose; PBMpLa = PBM with 0 J dose.
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Figura 4. Surface electromyographic responses measured during constant cycling effort at
severe domain, normalized by the highest values observed in placebo condition. RMS =
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exhaustion reached in the shortest CLEsevere. PBM2go = PBM with 260 J dose; PBMu3o =
PBM with 130 J dose; PBMpLa = PBM with 0 J dose.
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Table 3. Kinetic response of capillary blood gasometry during a constant load cycling effort at the severe domain.

pH
(a.u)

HCOs
(mmol-L?)

BE
(mmol-L?)

K+
(mmol-L7)

Ca++
(mmol-L?)

pO:2
(mmHg)

pCO:2
(mmHg)

PBM260 PBM130 PBMpLA
Basal 7.51+0.02 7.51+0.02 7.51+0.02
(7.5t0 7.53) (7.4910 7.52) (7.49t0 7.53)
50% 7.39+£0.04 7.39+£0.05 7.38 £0.03
(7.36t0 7.42) (7.351t0 7.43) (7.36t0 7.41)
100%* 7.33+£0.05 7.35+0.06 7.31+£0.11
(7.29t0 7.37) (7.31t0 7.39) (7.24 10 7.39)
Basal 28.11 +1.07 27.94 +£1.22 28.45 +1.87
(27.11t0 29.11) (26.81 t0 29.07) (26.72 t0 30.19)
50% 20.90 + 1.80 20.25+1.26 20.40 + 1.60
(19.23 to 22.56) (19.08 to 21.42) (18.91 t0 21.88)
100%™ 17.28 + 2.05 17.21 +1.95 15.47 + 3.59
(15.38 t0 19.18) (15.40 to 19.02) (12.14 t0 18.79)
Basal 3.91+1.27 3.92+1.25 452 +1.88
(2.84 10 4.98) (2.87 10 4.97) (2.94 10 6.10)
50% -4.76 £2.35 -5.81+2.40 -4.80 £ 2.04
(-6.73 t0 -2.79) (-7.82 to0 -3.80) (-6.50 to -3.09)
100%% -9.88 + 3.26 -9.50 +£2.55 -11.66 £5.37
(-12.62 to -7.15) (-11.63 to -7.36) (-16.15 to -7.16)
Basal 4,76 £ 0.68 4,46 £0.57 441 +0.51
(4.27 t0 5.25) (4.05t0 4.87) (4.04 t0 4.78)
50% 5.89+0.71 5.87 £ 0.63 5.91+0.90
(5.37 t0 6.40) (5.42 10 6.32) (5.26 t0 6.55)
100%% 6.17 £ 0.75 5.57£0.53 5.68 £0.76
(5.63t06.71) (5.18t0 5.95) (5.14 10 6.23)
Basal 0.93+0.10 0.96 +0.11 0.91+0.11
(0.851t0 1.00) (0.8810 1.04) (0.831t0 0.99)
50% 0.97+0.13 1.00 £ 0.06 1.05+0.21
(0.87 t0 1.06) (0.96 to 1.05) (0.89t0 1.20)
100% 0.97+0.10 0.96 +0.10 0.92+0.17
(0.89 to 1.05) (0.88t0 1.04) (0.80 to 1.05)
Basal 74.88 + 8.58 77.73+5.41 81.01 +8.50
(65.86 to 83.89) (72.05 t0 83.41) (72.09 to 89.93)
50% 75.61 + 10.00 84.36 + 19.82 86.13 + 23.64
(65.11 t0 86.12) (63.55 to 105.17) (61.32 t0 110.94)
100% 91.35+7.90 85.03 + 20.96 84.11 +19.22
(83.05 to 99.65) (63.03 to 107.33) (63.93 to 104.29)
Basal 33.71+1.84 34.16 + 2.79 33.71+2.58
(32.17 to 35.25) (31.82 to 36.50) (31.55 to 35.87)
50% 30.82 + 4.55 31.32+4.30 31.66 +4.03
(27.01 to 34.63) (27.72 t0 34.92) (28.29 to 35.03)
100%* 26.56 £ 2.70 26.58 + 3.86 25.67 £5.41
(24.30 to 28.82) (23.36 t0 29.81) (21.14 to 30.20)

Values are in mean+SD (C195%).* = p < 0.05 (ANOVA two-way, time effect, comparing 100% with
basal momment). HCOs = sodium bicarbonate; BE = base excess; K* = potassium; Ca** = calcium; pO2
=pressure of oxygen; pCO2 = pressure of carbono dioxide; PBMz2so = PBM with 260 J dose; PBMa3o =

PBM with 130 J dose; PBMpLa = PBM with 0 J dose.

78



Table 4. Kinetic response of respiratory gas exchange during a constant load cycling effort at the severe domain.

PBM 260 PBM130 PBMpLA
Basal 5.31 + 0.49 5.25 + 0.68 5.03 + 1.07
(4.93 to 5.69) (4.72 10 5.78) (4.20 to 5.85)
VO, 50% 45.56 + 4.58 45.57 £ 5.05 45.98 + 5.20
(mL-min™-Kg) (42.79 10 48.33) (42.51 to 48.62) (42.83 t0 49.13)
L00%* 47.35 + 4.78 47.58 £ 5.36 48.28 + 4.20
(44.46 t0 50.24) (44.34 t0 50.83) (45.74 t0 50.82)
Basal 11.45+0.95 10.95 + 1.80 10.25 + 1.87
(10.71 to 12.18) (9.56 to 12.33) (8.81 to 11.69)
Ve 5oy, 112.65%14.04 108.90 + 15.53 109.65 + 14.93
(L-min) (104171t0121.14)  (99.41t0118.18)  (99.41 to 118.18)
looves  137.02%1258 134.10 + 12.90 137.69 + 16.10
(129.41 t0 144.63) (12630 t0 141.90)  (127.96 to 147.42)
Basal 0.85  0.08 0.80 £ 0.08 0.82 £ 0.06
(0.78 t0 0.92) (0.74 10 0.87) (0.76 to 0.87)
1.10+0.04 1.08 + 0.04 1.09 + 0.04
RER 0% (10710 1.12) (1.05 to 1.11) (1.06 t0 1.12)
L00%* 1.07 + 0.03 1.05 + 0.05 1.06 + 0.04
(1.04 to 1.09) (1.02 to 1.08) (1.03 to 1.09)
Basal 3047274 29.33+3.26 28.93 + 2.88
(28.37 t0 32.58) (26.82 to 31.84) (26.71 to 31.14)
Ve-VO3! 50% 34.58 + 4.08" 33.37 £4.15 33.35+4.05
(32.11 to 37.05) (30.86 to 35.88) (30.90 to 35.79)
100%* 40.50 + 4.18" 39.52 +4.39 39.84 + 4.54
(37.98 to 43.03) (36.86 t0 42.18) (37.10 to 42.59)
Basal 35.04 +2.42 36.31+2.16 35.34 + 3.56
(34.07 to 37.80) (34.65 to 37.97) (32.59 to 38.08)
Ve-VCO;! ot 31.45+4.04 30.76 + 3.88 30.55 +4.34
50%" (29,01 to 33.90) (28.41 to 33.10) (27.93 t0 33.17)
L00%* 37.90 + 452 37.50 + 4.49 37.56 + 5.38
(35.17 to 40.63) (34.78 t0 40.21) (34.31 to 40.82)

Values are in mean+SD (C195%). # p <0.05 (ANOVA two-way, time effect, comparing 50% with basal
momment) * = p < 0.05 (ANOVA two-way, time effect, comparing 100% with 50% momment). VO = oxygen
uptake; Ve= ventilation; RER = respiratory exchange ratio; Ve-VO2 = ventilatory equivalent for oxygen ;
Ve-VCO:2 = ventilatory equivalent for carbon dioxide. PBM2co = PBM with 260 J dose PBM13 = PBM with

130 J dose; PBMpLa = PBM with 0 J dose.

DISCUSSION

The aim of the present study was to investigate the effect of two doses of PBM
on the time to exhaustion in a constant-load cycling exercise at severe domain, also
exploring indicators of muscle activation, energy metabolism used during effort, and the
responses elicited by muscle fatigue on different physiological systems. We hypothesized
that both doses of PBM would result in a longer Tlim by optimizing the oxidative
metabolism maintaining for a long duration the equilibrium between oxidative and
glycolysis energetic pathways to resynthesize ATP to effort, also increasing the clearance
of metabolic by-products from tissue (i.e., , improve local microcirculation). These
changes would be probably observed through indicators of glycolysis metabolism activity
(i.e., blood lactate concentration), muscle acidosis (i.e., capillary and respiratory
responses), and muscle electrical activity impairment during effort. However, despite the
increase on Ve-VO2* due to PBM (both 130 J and 260 J doses), no other neuromuscular,
respiratory and blood marker was changed, as well as Tlim.

Once more invasive measures related to specific PBM cell-mechanisms in humans
are more difficult to be conducted due to different issues (i.e., voluntary adhesion, demand
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for specialized technical staff and high financial support), these kind of wide monitoring
of physiological responses during exercise helps to go more insight in PBM ergogenic
effects over neuromuscular and others physiological systems. Furthermore, in the present
study, all measures and comparisons were performed in an isotime design to ensure that
any possible differences could be exclusively due the PBM, isolating changes due to
exercise duration. The positive effects of PBM would be identified by changes on the
normal physiological responses during this type of effort: essential participation in the
course of the effort of anaerobic metabolic pathways to resynthesize ATP, rising on blood
lactate concentrations, and decreasing blood pH, HCOs, and BE; increase on Ve and
VE-VCO; due to muscle acidosis; increase of motor unit recruitment in the lower limb
muscles (evidenced by increase on RMS from EMG signal and VO,) associated to a
decrease on activation of high-frequency motor units (decrease on MdF from EMG
singal) due to muscle fatigue; rising on [K+] on blood, due to failure on ion pumps at
sarcolemma (6, 7, 9).

This kind of physiological monitoring during effort it is rare in studies involving
PBM ergogenic effects. De Marchi et al. (17), in one of the few investigations in this
scenario, tested the PBM ergogenic effects applying 180 J on quadriceps femoris (6 points
of irradiation, 30 J each) 120 J on hamstrings (4 points of irradiation, 30 J each) and 60 J
on triceps femoris (2 points of irradiation, 30 J each), previous to running incremental
test, and observed that PBM increase the time to exhaustion (+2%), and relative VOzpeak
(+2,29%), without influences on respiratory indicators of aerobic and anaerobic
thresholds. Besides, these authors also observed a PBM influence over oxidative stress,
decreasing the levels of protein and lipid markers of oxidation after effort. This result is
direct linked to PBM basic cell-mechanism on attenuate oxidative stress(18), and was
pointed out by the author as the responsible for the performance improvement.

As previously described, specifically to cycling, Lanferdini et al., (21) have been
observed a positive ergogenic effect of PBM on improve time to exhaustion during a
cycling effort on MAP intensity, also evidencing the activation of high-frequency motor
units of the quadriceps femoris at the end of the test. Once muscle fatigue provides a
decrease of activation of this type of motor unit during effort (30), this change
demonstrates the capacity of PBM on delay muscle activity impairment. The authors not
conducted any physiological measure directed associated to any PBM cell-mechanisms,
but inferred that the positive effect observed occurred due to PBM capacity on improve
oxygenation and microcirculation, which has been demonstrated in animal models (31)
and human studies (15).

The participants of Lanferdini et al., (21) study were competitive road cyclist

(MAP intensity of ~410 W), more trained than the participants of the present study (MAP
intensity of ~266 W). More endurance trained cyclists have some specific muscle
adaptations as more predominance of oxidative fiber in lower limb muscle, and higher
capillary density(32), which may facilitate the effectiveness of PBM as ergogenic
resource(33). Besides, the concomitant contribution of the central aspect to muscle
fatigue in the type of effort used in the present study (A60%,~540-s, long-term severe
domain intensity)(9) may also have generated an impairment on neuromuscular system
activity that was huge too much to be counteracted by PBM with the used parameters.
Furthermore, in the present study, the total dose of irradiation used were based on
the findings of recent meta-analysis review that delimited the ideal window to provide
performance improvements (60-300 J to large muscle groups) (22). However, several
different devices have been used (i.e., single diodes vs multi-diodes) during PBM
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irradiation, may provide that different areas of target muscles are irradiated. Once the area
irradiated over the target tissue seems to be essential to PBM provide effects over cell
activities (33, 34). The scientific community, trying better standardizing PBM dose
parameters, have been usually reporting the dose of PBM as energy density (J/cm?).
However, even this assumption might be causing misleading interpretation that could be
misrepresenting the results of the studies about PBM ergogenic effects.

As described by Hode and Tunér (187) to discuss the findings by the average
energy delivered through the skin surface covering the target tissue (J/cm? of tissue area)
instead of the energy density (J/cm?) should be considered. For example, if we consider
a spot size of 0.02 cm? to deliver 5 J of energy, most of the studies will describe that the
energy density of 250 J/cm?was applied over the target area. However, if we consider the
point of irradiation surrounded by a surface of 1 cm?, using the same device in the same
parameters, the average dose delivered to this area will be actually 5 J/cm? (35).

Once the most of the studies not report the aperture area of the PBM device used,
make inferences about the total tissue area irradiated is difficult. Among the few
investigation reporting this information are Miranda et al.,(36) and Dellagrana et al.,(37)
studies. Both investigation have evidenced an increase on time to exhaustion during an
incremental running test after PBM application on knee extensor, hamstrings and triceps
surae muscles. Miranda et al.,(36) irradiated an total dose of 1.5 J/cm? of tissue area over
knee extensors, hamstrings and triceps surae, while Dellagrana et al.,(37) irradiated an
total dose 0.99 J/cm? of tissue area over these same group muscles. In the present study;,
PBM was used with 1.65 J/cm? and 0.82 J/cm? of tissue area dosages however, once
specific investigations of PBM mechanisms (i.e., measure of ATP resynthesis by
oxidative pathway, measure of blood flow to lower limb muscles, measure of oxidative
stress) were not conducted, it is difficult to suggest if the PBM not had influence over the
cell activities or if this influence indeed existed, being however, too small to change
neuromuscular system activity during and after effort.

It is important to emphasize that, despite Vanin et al., (22) have been suggested
the ideal therapeutic window of 60 — 300 J as the ideals to provide PBM ergogenic effects
in large muscle groups, this therapeutic window represent 75% of the doses with positive
results. As evidenced by Hemming et al., (38), PBM delivered by 6 points of irradiations
over quadriceps femoris (28.2 cm? each, total of 169.2 cm? irradiated area) at dosages of
522 J (3.08 J/cm? of tissue area) and 1044 J (6.16 J/cm? of tissue area), provided a positive
influence on neuromuscular system, improving time to exhaustion in an isolated knee
flexion-extension fatigue protocol. Therefore, during efforts at severe intensity domain in
which observes a large impairment in neuromuscular system, this type of large PBM
dosages could be necessary to elicit an ergogenic effects further improving performance
and changing physiological responses.

Furthermore, Rossato et al.(39) observed that PBM at 270 J, applied on
quadriceps femoris 6h + immediately previously isokinetic fatigue protocol (45 flexion-
extension concentric at 180°-s), promoted fewer torque decrements on peak isokinetic
force of knee extensors, comparing to control, placebo and PBM applied immediately
before fatigue protocol. This finding support another discussed treatment aspect of PBM,
its time-response characteristic that has already previously demonstrated in an animal
model study (40) and. The time-response aspect of PBM suggest the need of a 6-h time
window between the treatment and the effort to further notice high influences of PBM
over physiological systems(40). This treatment aspect was not investigate in the present
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study and could be associated to no significant influences of PBM over performance and
physiological responses.

In addition, the participants of the present study have other physiological
individualities that could hinder the PBM effects among subjects as variations in color
skin tonality, fat percentage of lower limb, proportion of oxidative fiber (type I) in lower
limb muscles, and transversal section area of lower limb muscles (33, 41). Indeed, a
significant increase on Ve-VO,! after PBM with 260 J was found. However, this isolated
finding, without any other significant changes on physiological responses (mainly Ve and
VO isolated) and time to exhaustion, difficult create inferences about the real ergogenic
effects of PBM on respiratory responses at severe domain long-term efforts.

CONCLUSION

The results of the present study indicating no influence of PBM with the
parameters used on the performance of a constant-load long duration cycling effort at
severe domain, as well as, on the muscle activation pattern, energy metabolism, capillary
gasometry, and respiratory gas exchange responses during effort. Future studies should
be conducted investigating PBM effects on human performance with different treatment
parameters (i.e., total dose delivered, time of irradiation before effort) to provide a better
knowledge about PBM ergogenic effects.

LIMITATIONS

This study has some limitations. Time trial efforts could not be conducted tome
measure performance due to personal athlete “strategy, making impossible comparison
during time bands of effort. We were also unable to perform measures directly related to
PBM cell mechanisms, as the increase in cytochrome c oxidase activity. Other
assessments, as the Doppler ultrasonography of lower limb blood vessels to investigate
changes on microcirculation, measures of nitrite concentration to explore nitric oxide
bioavailability on blood, and measures of molecules related to oxidative stress could not
be conducted in the present study too. Moreover, the time-response aspect of PBM(40),
which has been highlighted as a key factor to its effectiveness, was not addressed in the
present study. Thus, these type of effort, and these physiological changes, need to be
explored in future studies, as well as, PBM time-response characteristic, to further
provide a better understanding about PBM effects over muscle tissue and performance.
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6. CONCLUSOES
Com base nos resultados dos estudos 1 e 2, observamos que a TFBM, nos

parametros utilizados:

- Na&o foi capaz de alterar o tempo até exaustdo em um esfor¢o de carga constante
no dominio severo (A60%) em cicloergbmetro.

- Nao foi capaz de alterar a cinética das concentracdes de lactato sanguineas durante
esse tipo de esforco.

- Na&o foi capaz de alterar os padrbes de respostas gasometricas e de troca gasosa
respiratoria durante esse tipo de esforco.

- Apresentou um efeito positivo (ambas as doses, 260 e 130 J) sobre a atividade
muscular durante esse tipo de esfor¢o, promovendo, em comparagdo a condigdo
placebo, maiores valores de MdF no sinal eletromiografico do musculo vasto
lateral em estagios finais do esforco,

- Apresentou moderados e pequenos efeitos, ndo significantes, em idicadores

centrais e periféricos de fadiga muscular ap6s esse tipo de esforgo.

Dessa forma, de modo geral, a TFBM apresentou um efeito protetivo do sistema
neuromuscular durante a execucdo desse tipo de esforco, apresentando influéncias
moderadas e pequenas, porém nao significantes, em indicadores da fadiga muscular apds
exercicio. Entretanto, a TFBM néo foi efetiva em aumentar o tempo até a exaustao nesse
tipo de exercicio assim como, de influenciar marcadores metabdlicos, pardmetros de
gasometria capilar e caracteristicas da troca gasosa respiratoria durante a execu¢do do

esforco.
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8. ANEXOS
8.1. Termo de consentimento

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

PROJETO DE PESQUISA: AVALIACAO DOS EFEITOS DA TERAPIA DE
FOTOBIOMODULAGCAO SOBRE PARAMETROS DE ATIVIDADE MUSCULAR,
TEMPO ATE A EXAUSTAO EM ESFORCO RETANGULAR NO DOMINIO
SEVERO EM CICLO ERGOMETRO E NOS ASPECTOS CENTRAIS E
PERIFERICOS DA FADIGA MUSCULAR.

(Conselho Nacional de Saude, Resolucéo 466/12)

Vocé estd sendo convidado a participar de uma pesquisa e precisa decidir se quer
participar ou ndo. Por favor, ndo se apresse em tomar a decisao. Leia cuidadosamente este
termo e em caso de duvidas, fique inteiramente a vontade para perguntar ao responsavel

pelo estudo.

A finalidade deste estudo € investigar os efeitos do tratamento com LASER/LED
terapéutico sobre o desempenho fisico no ciclismo e em aspectos da fadiga do sistema
muscular durante e ap6s o exercicio. Esse tipo de terapia, cientificamente chamada de
“terapia de fotobiomodula¢do”, ¢ comumente utilizada na 4rea da fisioterapia para o
tratamento de lesdes e estudos recentes vém demonstrando que ela também pode ser capaz
de atrasar o surgimento da fadiga muscular durante a execucdo de exercicios e
consequentemente, melhorar o desempenho. Em sua participa¢do no projeto, vocé sera
submetido a realizacdo da terapia de fotobiomodulagéo, realizara esforcos maximos em
bicicleta ergométrica com a monitorizacdo da atividade dos seus musculos através de
eletrodos colocados na pele, através da retirada de amostras de sangue do Iébulo da orelha
e da veia do antebraco. Além disso, vocé também executara contracfes maximas dos
musculos da coxa com a aplicacdo de pequenos choques no nervo femoral, antes e apds

0 exercicio, com o objetivo de investigar aspectos relacionados a fadiga muscular.

LOCAL DAS AVALIACOES E TRANSPORTE
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Todas as avaliacOes deste projeto de pesquisa serdo realizadas no Laboratério de
Fisiologia e Desempenho Esportivo (LAFIDE) da Universidade Estadual Paulista “Julio
de Mesquita Filho” — UNESP, campus de Bauru, Departamento de Educacdo Fisica
(DEF). Localizado na Avenida Luiz Edmundo Carrijo Coube, 14-01, Vargem Limpa,
Bauru-SP. Caso vocé ndo seja aluno da UNESP e nem participe de projetos nesse
Campus, as despesas de transporte até o laboratdrio serdo custeadas pelo laboratério. Caso
necessite de transporte publico, vocé também podera solicitar o ressarcimento dessas

despesas.

CRITERIO DE INCLUSAO

Para que participe do estudo vocé deve ser um ciclista do sexo masculino, que
pedala regularmente (30-60 min/dia, 3-5 vezes/semana, pratica >4 meses), com um bom
nivel de aptidao fisica (mensurado através de um teste no laboratorio, devendo atingir um
consumo maximo de oxigénio (VO2max) entre 40 a 55 ml-kg-min-1) e com idade entre
18 e 40 anos. Além disso, vocé ndo deve apresentar habitos regulares de consumo de
bebida alcodlica e tabagismo, doencas cronicas degenerativas ou cardiacas. Vocé também
ndo podera participar do estudo se apresentou algum tipo de lesdo muscular e/ou articular
nos ultimos 3 meses, se fez a utilizacdo de algum suplemento nutricional nesse mesmo
periodo de tempo e se estiver realizando no periodo da pesquisa, algum tipo de tratamento

medicamentoso e/ou fisioterapéutico.
CRITERIO DE EXCLUSAO

Vocé podera ser convidado a sair do estudo se vier a apresentar algum tipo de
lesdo na articulagdo, musculo ou tenddo, assim como, qualquer doenca que atrapalhe a
sua capacidade de realizar exercicio. Além disso, se vocé faltar consecutivamente aos
testes, consumir bebidas alcoodlicas nos dias que antecedem os testes, utilizar algum tipo
de suplemento alimentar durante o periodo de estudo e/ou iniciar algum tratamento

medicamentoso, vocé também serd convidado a sair do estudo.
DESCRIQAO DOS PROCEDIMENTOS

Caso aceite participar do estudo, vocé terd que realizar 5 visitas ao laboratério

durante um periodo aproximado de 15 dias para realizar os seguintes procedimentos:
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Na primeira visita, seu peso e altura serdo mensurados, depois, vocé realizara um
exercicio com incrementos de cargas a cada 2 minutos em uma bicicleta ergométrica até
gue vocé ndo consiga mais pedalar. VVocé realizard o exercicio utilizando uma mascara
que estara ligada a um aparelho que ira avaliar como esta sua respiracao durante o teste e
também utilizard& uma cinta na regido do torax que ird monitorar seus batimentos
cardiacos. Apos o teste, vocé ird descansar por alguns minutos e em seguida ira realizar
um treino/familiarizacdo do procedimento que ird avaliar a fadiga muscular (3 contragdes
méaximas dos musculos da coxa com estimulacao elétrica fraca proximo a virilha). Na
segunda visita vocé ira realizar um exercicio de ciclismo em alta intensidade até que nédo
consiga sustentar uma determinada cadéncia para conhecer e se adaptar a esse tipo de
atividade e ao final do exercicio, ira realizar novamente um treino/familiarizacdo do
procedimento de avaliacdo da fadiga muscular. Na terceira, quarta e quinta visitas, vocé
ird primeiramente realizar de forma efetiva o teste que avalia a fadiga muscular, depois
sera tratado com a terapia de fotobiomodulacdo, em seguida, realizard 0 mesmo exercicio
de alta intensidade na bicicleta realizado na segunda visita e apos o exercicio, realizara
novamente o teste que avalia a fadiga muscular. Anteriormente ao procedimento de
avaliacdo da fadiga muscular, vocé tera uma parte da coxa e do punho raspados com
gilete, gentilmente abrasado (lixados) e limpos com élcool, para que eletrodos de
avaliacdo sejam colocados nessa regido. Além disso, vocé realizara uma avaliagdo de
limiar de estimulacdo elétrica, onde serdo aplicadas cargas elétricas em seu nervo proximo
a virilha até que vocé indique seu limite de desconforto. Durante a realizacdo dos
exercicios, também serdo realizadas coletas de pequenas quantidades de sangue
(aproximadamente 1 gota) da orelha antes, durante e apds o exercicio e devido a isso,
vocé podera sentir uma ligeira dor no local da picada da agulha. Além disso, 1 mL de
sangue sera coletado da veia do seu brago através de um acesso venoso (semelhante ao
que se usa para injetar soro na veia), em repouso, durante e 5 minutos apds os exercicios
na bicicleta e devido a isso, vocé podera sentir um ligeiro desconforto no local aonde
sera inserido 0 acesso venoso. Todos os procedimentos serdo realizados por um
profissional capacitado e experiente, mas caso vocé venha a sentir qualquer tipo de
desconforto e/ou mal estar que impeca de continuar as avaliagdes, vocé podera pedir para
parar os testes e os profissionais presentes no local trabalhardo para fazé-lo se sentir
melhor o mais rapido possivel.

Todos os equipamentos que serdo utilizados na coleta de material bioldgico serdo

descartaveis e esterilizados. Os materiais para a coleta de sangue serdo descartados e
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inutilizados ap6s o uso individual. E importante salientar que todas as amostras de
material biologico coletadas serdo utilizadas exclusivamente na andlise de dados do
presente estudo e depois serdo devidamente descartadas em local apropriado.
Posteriormente, essas amostras bioldgicas serdo recolhidas e descartadas de modo
apropriado por empresa especializada prestadora de servicos para UNESP/Bauru, de
forma que n&o sera integrado a um banco de material bioldgico e ndo seré utilizado para

outro fim.
RISCOS E BENEFICIOS

Os testes apresentam riscos inerentes a pratica de exercicios fisicos extenuantes.
Apesar de raro, hd possibilidade de alteracfes fisioldgicas durante a realizacdo de
qualquer tipo de esfor¢cos méximos que podem ser respostas atipicas de pressdo arterial,
arritmias, desmaios, tonturas e em rarissimas situacfes ataque cardiaco. Portanto,
profissionais qualificados estardo a disposicdo para tais eventualidades e caso alguma
dessas alteracdes ocorram, o laboratorio ficara responsavel por total auxilio a vocé. Além
disso, os procedimentos de estimulacdo elétrica e de insercdo do acesso venoso podem

gerar ligeiro incbmodo e ansiedade.

Em beneficio a sua participacdo no estudo, sera emitido um relatério individual
contendo indices da sua aptiddo, tais quais, VO2max, iVO2max e limiares ventilatorios.
Além de disso, sera notificado dos aspectos mais importantes do estudo ap6s sua
conclusdo e podera inteirar-se do estado geral de sua condicdo fisica. Caso concorde em
participar do estudo, seu nome e identidade serdo mantidos em sigilo. A menos que
requerido por lei, somente o pesquisador, a equipe do estudo, vocé e os representantes do
Comité de Etica (caso necessario) terdo acesso as suas informacgdes para verificar as

informacdes do estudo.

Para perguntas ou problemas referentes ao estudo ligue para (14) 3103-6082 /
Ramal 7620 (Prof. Dr. Alessandro Moura Zagatto). Para perguntas sobre seus direitos
como participante no estudo ou eventual dendncias, entre em contato com o Comité de
Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Faculdade de Ciéncias da UNESP Campus de

Bauru através do ndmero (14) 3103-6075 e/ ou email: aclauidamm@fc.unesp.br,

localizado na Secdo Técnica Académica da Faculdade de Ciéncias da UNESP, localizada

118


mailto:aclauidamm@fc.unesp.br

na Av. Eng. Luis Edmundo Carrijo Coube, 14-01, Vargem Limpa, Bauru — SP, 17033-
360.

Ressaltamos que sua participagdo no estudo é voluntéria e ndo havera recompensa
financeira, podendo escolher ndo fazer parte do estudo ou desistir a qualquer momento.
Vocé ndo perdera qualquer beneficio ao qual vocé tem direito e ndo sera proibido de
participar de novos estudos. Caso sua integridade fisica e/ou moral for de alguma forma
abalada durante a conducdo do estudo, vocé é livre para acionar a justica e requerer
qualquer tipo de indenizacdo proveniente desses eventos. Serdo geradas duas vias
assinadas deste termo de consentimento, uma delas ficard com vocé e a outra ficara com

0 pesquisador responsavel pelo estudo.

Declaro que li e entendi este formulario de consentimento e todas as minhas

duvidas foram esclarecidas e que sou voluntario a tomar parte neste estudo.

Nome do Voluntério: Data: RG
ou CPF: Telefone:
E-mail:

Assinatura do voluntario Assinatura do pesquisador

8.2. Comprovante de aprovacgao pelo comité de ética
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DADCS DO PROJETO DE PESGIUISA

Titule da Pesquisa: AvaliagSo dos efeitos da terapia de fotobiomodulagSo sobre parametros de atvidade
muscular, tempo ateé a exawstdo em esforgo retangular no dominio severo em ciclo
ergometre & nos aspectos centrais e perifericos da fadiga muscular

Pesquisador: Alzssandro Mouwra Zapgatio

Area Tematica: Equipamentos e dispositivos terapéuticos, nowes ou ndo registrados no Pais;
Versao: 1

CAAE: TEE5TE1T.2.0000.5398

Instituigao Proponente: UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA JULIO DE MESQUITA FILHD
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Namero do Pareger: 2.530 525

Apresentagac do Projeto:

Trata-se de pesquisa de pos-graduagdo Inter unidades em Ciéncias da Motricidade que pretende investigar
os efeitos de duas doses de TFEM sobre parametros de atividade muscular & tempeo até a exaustac em
exercicio retangular no dominio severs em ciclo ergdmetro & nos aspectos centrais e perfericos da fadiga
muscular.

Objetivo da Pesquisa:

s objetivos da pesguisa s30: Geral: Investigar os efeitos de duas doses de TFBM sobre parametros de
atividade marscular e termpo ate a exaustdo em exercicio retangular no dominio severo em ciclo ergometro e
nos aspectos cenfrais & perifénicos da fadiga muscular. Especificos: Avaliar os efeitos de duas doses de
TFEM no tempo até 3 exaustao de um exercicio reangular no dominio severs em cicko ergdmetro. Avaliar os
efeitos de duas doses de TFBM na cinética das concentragdes lactate e nivel de pH sanguineo, atividade
eletrica & desconforto muscular durante exercicio retangular no dominio severo até 3 exaustio em ciclo
ergimetro. Avaliar os efeitos de duas doses de TFEM sobre os aspectos central e periférico da fadiga
muscular apos exercicio no dominio severo até a exaustao em ciclo ergdmetro.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:
Ceonforme descrito do TCLE, os testes apresentamn riscos inerentes 3 pratica de exercicios fisicos

Emderego:  Av. Luiz Edmundo Camijo Coube, n® 14-01

Balmo: CENTRO CEP: 17.033-350
UF: 3F Munkiplo: BAURU
Tedefone: [12)3903-3400 Fax: ({1£)3103-3400 E-mall: cepesquissfiifc unespbr

Pigio [l du O
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extenuantes, pois mesmo sendo raro, ha possibilidade de teracdes fisiologicas durante a realizac3o de
qualquer tipo de esforcos maximos que podem ser respostas atipicas de press3o arterial, arritmias,
desmaios, tonturas & em rarissimas situagdes ataque cardiaco. Porém, profissionais qualificados fardo o
acompanhamento do participante da pesquisa. Os riscos e bensficios est3o detalhados claramente no

TCLE.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
Projeto adequado as exigéncias académicas,

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido apresentado esta adequado e apresenta o participante da
pesquisa os objetvos do estudo; a possibiidade de participar ou n3o, podendo este desistr 3 qualquer
momento; riscos e beneficios; etapas da coleta de dados: local de realizac3o da coleta de dados: ou seja,
todas as informagdes necessanas.

Recomendagoes:
N3o ha.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Projeto e Termo do Consentimento Livre e Esclarecido adequados.
Consideragoes Finais a critério do CEP:
Projeto considerado aprovado por estar em conformidade com os parametros legais, metodologicos & ticos
analisados pelo colegiado.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagoes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 29/00/2017 Aceito
do Projeto ROJETO 000440 12:20:56
Projeto Detalhado / |PROJETC_DE_PESQUISA_FINAL pof | 29/08/2017 (Yago Medeiros Dutra| Aceito
Brochura 12:00:51
Folha o= Rosto folha_rosto.paf 28/08/2017 |Yago Medeiros Dutra| Aceito

11:58:04
TCLE/Termosde |TCLE.docx 29/08/2017 | Yago Medeiros Dutra| Acsito
Assentimento / 114104
Justificativa de
Auséncia
Enderego: Av. Luz Edmundo Camio Coube, n® 14-01
Bakro: CENTRO
UF: 2% Wuniolplo: BAURU
Telefone: (14)3103-3400 Fax: (14)3103-3a0C E-mail: cepesquisafifc unesplr

Pighes 02 e OO
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