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RESUMO

Objetivo: Verificar a atividade e padrão eletroforético da LDH em resposta ao exercício em esteira em ratos submetidos à
fotoestimulação por laser de baixa intensidade (780 ηm). Método: Foram utilizados nesse estudo 54 ratos machos jovens (30dias),
Winstar, com peso inicial médio de 112 ± 4,7g, os quais foram divididos em quatro grupos: dois permaneceram em repouso, GRC
(grupo repouso controle, n= 9) e GRL (grupo repouso laser, n= 10), sendo o segundo irradiado por laser, e outros dois foram
submetidos ao treinamento aeróbio e testes de esforço crescente em esteira (em degraus descontínuos) visando à determinação
do limiar de anaerobiose (LA) durante 5 semanas, GEC (grupo exercício controle, n= 16) e GEL (grupo exercício laser, n= 19), sendo
o último também irradiado por laser. O laser foi aplicado no quadríceps, glúteo máximo, sóleo e tibial anterior (TA), bilateralmente,
imediatamente após cada sessão de treinamento, usando: 3,8J/cm2, 15mW, 10s, modo contínuo, durante 5 semanas. Amostras
de sóleo, TA e coração foram removidas 48 horas após a última sessão de exercício para análise eletroforética e
espectrofotométrica. A estatística foi realizada através do teste ANOVA e post-hoc de TUKEY. O nível de significância foi
considerado (p≤ 0,05). Resultados: Foram observadas reduções na atividade da LDH causadas pelo laser (de 19% a 30%), exercício
(de 41% a 66%) e as ações combinadas (de 47% a 66%) (p< 0,01). A eletroforese mostrou uma predominância da subunidade B
para o sóleo e coração, e uma predominância da subunidade A no TA. Conclusões: Estes dados sugerem uma melhor resposta
adaptativa dos animais ao treinamento aeróbio associado à terapia laser, no que se refere à otimização da via oxidativa.

Palavras-chave: LDH, Eletroforese, treinamento de endurance, rato, LLLT.

ABSTRACT

Adaptation of LDH Enzyme in Rats Undergoing Aerobic Treadmill Training and Low Intensity Laser
Therapy

Objective: To analyze the activity and electrophoretic pattern of the enzyme LDH in response to treadmill training, in rats
undergoing photostimulation using low-level laser therapy (LLLT) (780 ηm). Method: Fifty-four 30-day-old male Winstar rats
initially weighing 112 ± 4.7g were divided into four groups. Two groups remained at rest: resting control group (RCG, n= 9) and
resting LLLT group (RLG, n= 10). The other two groups underwent a five-week treadmill program of aerobic training and non-
continuous incremental effort tests, with the aim of determining the anaerobic limit. One of the latter was an exercise control
group (ECG, n= 16) and the other was an exercise LLLT group (ELG, n= 19). LLLT was applied to the quadriceps, gluteus maximus,
soleus and tibialis anterior, bilaterally, immediately after each training session, using the following: 3.8 J/cm2; 15 mW; time 10
s; continuous mode. Samples of the soleus, tibialis anterior and heart were removed 48 hours after the last exercise session for
electrophoretic and spectrophotometric analysis. The statistical analyses used were the ANOVA and post-hoc Tukey tests. The
level of statistical significance was set at p≤ 0.05. Results: Reductions in LDH activity caused by laser (from 19% to 30%), exercise
(from 41% to 66%) and combined action (from 47% to 66%) were observed (p< 0.01). Electrophoresis showed predominance of
subunit B in the soleus and heart, and predominance of subunit A in the tibialis anterior. Conclusion: The data suggest that the
animals have an adaptive response to aerobic training with LLLT, towards optimizing the oxidative pathway.

Key words: LDH, Electrophoresis, endurance training, rat, LLLT.



206 Vieira WHB, Goes R, Costa FC, Parizotto NA, Perez SEA, Baldissera V, et al.                                           Rev. bras. fisioter.

INTRODUÇÃO

A terapia laser de baixa intensidade (LLLT) é um recurso
fisioterapêutico que possui propriedades especiais capaz de
produzir efeitos bioquímicos e fisiológicos nos tecidos1. Dentre
os efeitos pode-se destacar os relacionados com a bioener-
gética, como o aumento na taxa energética e síntese de ATP
mediante modificações mitocondriais2-10.

Alguns estudos sugerem que em células irradiadas, os
primeiros eventos fotoquímicos e fotofísicos acontecem nas
mitocôndrias, cujas alterações respiratórias são explicadas
como resultado tanto de mudanças estruturais9,10 quanto de
alterações químicas (metabólicas) nessa organela citoplas-
mática, podendo ocorrer no potencial de membrana5,6 e/ou
em atividades enzimáticas4,7,11,12, todas contribuindo para a
maior disponibilidade de energia, via metabolismo aeróbio,
para ser utilizada na realização das atividades celulares.

No que se refere à atividade enzimática, tem-se que a
mensuração desta nas fibras musculares fornece uma indicação
relativa de seu potencial de oxidação, tendo em vista que um
grande número de enzimas é necessário na oxidação de
nutrientes energéticos. O sistema isozímico da lactato de-
sidrogenase (LDH - enzima terminal da glicólise anaeróbia)
se constitui no mais estudado na maioria dos vertebrados,
pois é considerado um dos melhores meios para estudos de
ajustes metabólicos (aspectos adaptativos) a variações nos
parâmetros externos ou internos das espécies13. Essa enzima
aparece no tecido das espécies em, geralmente, cinco formas
isozímicas/isofórmicas separáveis por eletroforese, as quais
são resultantes da associação, ao acaso, de duas subunidades
distintas: A (ou M) e B (ou H), que apresentam características
estruturais e funcionais próprias e são codificadas por dois
loci diferentes. A associação dessas duas subunidades permite
a ocorrência de, pelo menos, duas isoformas homotetraméricas:
a A4 (M4) ou LDH5, típica de musculoesquelético predomi-
nantemente anaeróbio, e B4 (H4) ou LDH1, típica de músculo
cardíaco, tecido predominantemente aeróbio, bem como, três
isoformas heterotetraméricas, A3B (LDH4), A2B2 (LDH3), AB3
(LDH2)

14. A isoforma A4 é considerada uma piruvato redutase,
atuando, pois, na manutenção do balanço redox durante
períodos de escassez de O2, sendo encontrada em tecidos
com alto potencial glicolítico. Por outro lado, a isozima B4
é considerada como lactato oxidase, e assim, “desvia” o
substrato para o metabolismo aeróbio, evitando que o coração
acumule lactato, sendo encontrada em tecidos com meta-
bolismo, predominantemente aeróbio. Uma relação B/A
(atividade enzimática em baixa concentração / atividade
enzimática em alta concentração de substrato) pode fornecer
uma idéia do tipo de subunidade predominante em cada
tecido.

Além dos efeitos do laser sobre o metabolismo
energético, em destaque a atividade de enzimas chaves de
rotas metabólicas, sugere-se que o treinamento físico aeróbio
também promova mudanças nas características estruturais

e metabólicas do tecido muscular, favorecendo o uso da via
aeróbia em detrimento da anaeróbia durante o exercício15,16.

Assim, a LLLT pode ser uma coadjuvante do exercício
para o aumento da capacidade aeróbia de indivíduos, tendo
em vista que alguns de seus achados sobre a bioenergética
das células musculares se assemelham a algumas das adap-
tações musculares ao treinamento físico, em especial o de
endurance. No entanto, não há relatos na literatura científica
de estudos in vivo, devidamente controlados investigando
o efeito conjunto do laser e atividade física sobre a performance
aeróbia, especificamente as respostas adaptativas do sistema
isozímica da LDH, tendo em vista que essa é uma área de
pesquisa inovadora, e, portanto, ainda pouco explorada.
Portanto, o objetivo desse estudo foi verificar possíveis
adaptações bioquímicas referentes, a atividade enzimática
e padrão eletroforético da LDH em resposta ao exercício em
esteira, em ratos submetidos à fotoestimulação por laser de
baixa intensidade (780 ηm) nos principais músculos da
marcha.

METODOLOGIA

Animais
Este experimento foi aprovado pelo comitê de ética em

pesquisa em animais da UFSCar e seguiu os princípios
estabelecidos pelo American College of Sports Medicine.
Fizeram parte do estudo, 54 ratos jovens (30 dias), Winstar,
com peso inicial de 112 ± 4,7g. Os animais foram acondi-
cionados em gaiolas coletivas e receberam ração peletizada
e água “ad libitum”. Além disso, permaneceram em sala com
temperatura controlada, na faixa de 22º-27ºC, com fotoperíodo
definido em 12 horas de claro e 12 horas de escuro.

Procedimentos
Os animais foram aleatoriamente divididos em quatro

grupos: 1 – GRC (grupo repouso controle, n= 9) e 2 – GRL
(grupo repouso laser, n= 10), os quais permaneceram em
repouso, sendo o segundo irradiado por laser. Os outros dois
grupos, 3 - GEC (grupo exercício controle, n= 16) e 4 - GEL
(grupo exercício laser, n= 19), foram submetidos a um
protocolo de treinamento aeróbio em esteira realizado 5 vezes
por semana (domingo a quinta-feira) durante 5 semanas e
a testes de esforço crescente descontínuo em esteira, uma
vez por semana, totalizando 5 avaliações, no dia seguinte ao
último dia de treinamento semanal (sexta-feira). Durante o
teste foram coletadas amostras de sangue para verificar o
LA dos animais. O último dia da semana (sábado) serviu de
descanso para os animais.

Instrumentação
O treinamento aeróbio e o teste de esforço crescente

foram realizados em uma esteira ergométrica para animais
de pequeno porte, contendo três partes, cada qual com 7 raias
individuais, o que permitiu que os animais se exercitassem
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simultaneamente e isoladamente. Para a dosagem do lactato
sanguíneo foi utilizado um lactímetro eletroenzimático YSI
MODEL I500 Sport Lactate Analyzer. A irradiação foi realizada
através de um equipamento laser na faixa espectral do
infravermelho (GaAlAs), Classe IIIb-CEI-IEC 825-1 (MM
Optics, São Carlos, Brasil).

Adaptação, condicionamento do animal à esteira e
treinamento aeróbio

Todos os animais passaram, primeiramente, por um
período de 6 dias consecutivos de adaptação e condiciona-
mento à esteira, até atingirem, a partir da progressão da carga
de trabalho (tempo de atividade e velocidade), um máximo
de 10 minutos de esforço diário e velocidade de 17,5 (m/min)
no 6º dia que era o grau de esforço preconizado para a fase
inicial do treinamento. A partir daí, iniciou-se o treinamento
aeróbio o qual apresentava um aumento diário na carga de
trabalho (2 minutos no tempo e uma progressão variável na
velocidade), até se atingir uma meta pré-determinada para
o último dia de treinamento semanal (Tabela 1). Esta graduação
teve o intuito de possibilitar uma boa adaptação dos animais
ao treinamento e favorecer um predomínio no treinamento
aeróbio, conforme preconizado por Moraska et al.17. As ses-
sões foram sempre no início do crepúsculo, período do dia
em que os ratos naturalmente entram em sua mais alta ati-
vidade, por serem animais de hábito noturno.

Teste de esforço e coleta de amostras de sangue
O teste de esforço para a determinação do LA foi do tipo

em degraus descontínuos com velocidades crescentes em
esteira ergométrica. Antes do início do teste de esforço foi
retirada a primeira amostra (linha de base). Em seguida, os
animais foram submetidos a intervalos de esforço físico, com
duração de três minutos, seguidos de intervalos de dois
minutos a cada bloco de exercício para a coleta de sangue
diretamente da cauda do animal por meio de um tubo capilar
previamente calibrado e heparinizado. A velocidade da esteira
aumentou em 4 m/min a cada intervalo de exercício, com

inclinação constante de 10%, segundo teste realizado por
Langfort et al.18 e Pilis et al.19, cuja velocidade inicial foi de
13 m/min, seguindo assim, até o momento da exaustão física.
Depois, o sangue foi transferido para um tubo de capacidade
de 0,5 ml tipo “ependorff” contendo 50μl de anticoagulante
(fluoreto de sódio). O material retirado foi mantido, durante
o procedimento, refrigerado, sendo em seguida congelado
em freezer até sua utilização na mensuração do lactato. Essa
determinação do LA por meio da lactacidemia teve o propósito
de caracterizar a predominância, no treinamento utilizado no
estudo, do metabolismo aeróbio.

Irradiação por laser de baixa intensidade
A irradiação por laser foi realizada diariamente, utilizando

como parâmetros: Comprimento de onda 780ηm, dose= 3,8
J/cm2, potência= 15 mW, no modo contínuo, por 30 dias
consecutivos, conforme recomendado por Halsberghe20. As
aplicações foram realizadas imediatamente após a corrida na
esteira, visando aproveitar as condições de “estresse físico”
e conseqüentemente, de alterações metabólicas do animal,
tendo em vista a maior eficácia do laser nessas condições2,21.
As aplicações foram em número de quatro (quadríceps, TA,
sóleo e glúteo máximo), bilateralmente, totalizando oito
aplicações por animal/dia, todas sobre a pele depilada,
utilizando-se a técnica pontual. A escolha dos pontos sobre
a musculatura das patas traseiras e a quantidade de pontos
teve o objetivo de obter uma resposta mensurável em
proporções sistêmicas. A depilação foi um meio de minimizar
a reflexão e a refração, e conseqüentemente, aumentar a
efetividade do laser.

Extração de tecidos, análise enzimática e eletroforese
Nas análises enzimáticas foram utilizadas frações de

músculo TA, sóleo e cardíaco retiradas 48 horas após a última
sessão de exercício, com o intuito de garantir que eventuais
modificações na atividade enzimática fossem decorrentes da
aplicação do laser e não do efeito da última sessão de
treinamento. A análise em músculo cardíaco visou identificar

Tabela 1. Valores médios (± DP) das metas semanais das variáveis relacionadas ao programa de treinamento aeróbio.

SEMANAS TEMPO DISTÂNCIA VEL. MÉDIA VEL. MÉDIA 

Nº h km km/h m/min 

início 0,16 ± 0,03 0,175 ± 0,05 1,09 ± 0,26 17,5 ± 4,14 

1 0,30 ± 0,05 0,393 ± 0,09 1,31 ± 0,09 21,0 ± 1,46 

2 0,50 ± 0,05 0,781± 0,11 1,56 ± 0,08 25,0 ± 1,28 

3 0,66 ± 0,05 1,134 ± 0,11 1,71 ± 0,05 27,5 ± 0,76 

4 0,83 ± 0,05 1,504 ±0,12 1,81 ± 0,03 29,0 ± 0,47 

5 1,00 ± 0,05 1,906 ± 0,13 1,90 ± 0,03 30,5 ± 0,47 
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possíveis efeitos sistêmicos do laser, tendo em vista que esse
tecido não foi irradiado. As cinéticas enzimáticas foram
realizadas por meio de espectrofotometria, cujos resultados
foram expressos em UI/g de tecido-1 (μmoles de substrato.
g-1 de tecido fresco.min-1), a 25ºC. Já as eletroforeses foram
realizadas em gel de amido e as quantificações das intensidades
relativas das isoformas da LDH foram obtidas pelo método
de diluições seriadas de Klebe22.

Análise estatística
Os resultados são apresentados através da média e

desvio-padrão. Foram utilizados os testes: ANOVA para analisar
a variância entre os grupos, no que se refere à atividade
enzimática e padrão eletroforético, seguidos do post-hoc de
Tukey. O LA de cada animal foi determinado por um
examinador utilizando o modelo bi-segmentado no ponto de
inflexão do teste de esforço crescente. O nível de significância
foi considerado (p≤ 0,05).

RESULTADOS

Atividade da LDH em 1 e 10 mM de substrato
As atividades mais altas da LDH foram detectadas em

extratos de músculo TA, seguindo-se das em músculo sóleo,
e, as mais baixas no coração. Pode-se observar uma menor
atividade de todos os grupos (4, 3 e 2) em relação ao controle
(1) (p< 0,01) para todos os tecidos. Foi possível ainda
identificar uma semelhança no padrão de resposta nas duas
concentrações estudadas, sendo que na menor concentração
(1 mM) (Figura 1 a) o nível de atividade foi maior em relação
à concentração maior (10 mM)(Figura 1 b ).

Razões B / A (atividade LDH em 1 mM / atividade em
10 mM de piruvato)

Observaram-se razões B / A maiores que 1 (Figura 2a)
e, conseqüentemente, inibições em alta concentração de
substrato (10 mM) para todos os extratos teciduais,
principalmente para o sóleo e coração (Figura 2b).

Padrão eletroforético
Houve um predomínio da subunidade B para o coração

e sóleo, e um predomínio da subunidade A para o TA (Figura
3).

Foi possível ainda identificar aparente ação sistêmica
do laser baseado na diminuição da LDH em músculo cardíaco
por meio da comparação, principalmente, dos grupos
submetidos ao exercício e laser e seu respectivo controle
(grupo 3).

DISCUSSÃO

O laser de baixa intensidade constitui-se, atualmente,
em uma das modalidades bioestimulantes mais utilizadas na
reabilitação. No entanto, as evidências científicas e clínicas
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Figura 1. Atividade da Lactato Desidrogenase (LDH) em extratos de
sóleo, TA e músculo cardíaco dos quarto grupos estudados, em 1mM
(a) e 10 mM (b) de piruvato. Valores são a média ± desvio-padrão.
Unidades são micromoles de substrato.minuto.g tecido-1. **significância
estatística – p< 0.01.

ainda são escassas e na maioria das vezes contraditórias, fato
este que justifica a necessidade e importância da realização
de pesquisas envolvendo esse recurso fisioterapêutico.

Assim, o presente estudo teve o propósito de investigar
as possíveis adaptações bioquímicas relativas à atividade da
enzima LDH, que ocupa posição chave no metabolismo
glicolítico, e ao seu padrão eletroforético, em ratos submetidos
a um treinamento aeróbio em esteira e a fotoestimulação por
laser de baixa intensidade.

Primeiramente, relativo a atividade da LDH, pode-se
observar que todos os tecidos estudados (sóleo, TA e coração)
apresentaram comportamentos semelhantes, no que se refere
ao padrão de atividade entre os grupos, de modo que foi
evidenciado uma menor atividade dessa enzima (maior inibição)
de todos os grupos em relação  ao grupo controle, sendo as
menores atividades detectadas nos grupos submetidos ao
laser associado ao exercício (grupo 4), ao exercício (grupo
3) e somente ao laser (grupo 2), respectivamente. Tal resposta
era de se esperar, tendo em vista os estímulos propostos
(exercício e/ou laser) visarem respostas aeróbias, em
detrimento de respostas anaeróbias.
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Autores2,7,21,23 sugerem que a magnitude ou eficácia do
efeito biomodulatório atribuído ao laser de baixa intensidade
ao interagir com os tecidos biológicos, é dependente, dentre
outros fatores, das condições metabólicas prévias do tecido,
de tal forma que a resposta tende ser ótima quando o potencial
redox celular se encontra alterado como, por exemplo, num
quadro de lesão tecidual, cujo ambiente celular apresenta
condições (diminuição do pH e do suprimento energético -
O2) que favorece a maior interação da radiação com os tecidos,
e conseqüentemente, maior resposta biológica final (foto-
modulação), diferentemente de quando o ambiente celular
encontra-se em condições de normalidade fisiológica. Assim,
considerando que a resposta foi maior no grupo submetido
ao laser mediante exercício físico, provavelmente o “estresse
metabólico” proporcionado pelo treinamento pode ter favo-
recido a maior ação do laser e conseqüentemente maior
efetividade da resposta estimulatória do tecido.

Foi possível identificar também uma ligeira tendência
do músculo TA em apresentar maiores valores de atividade
em relação ao sóleo e coração. Isso parece estar relacionado
com as características fisiológicas desse tecido (perfil

metabólico), pois, considerando que o TA possui metabolismo
predominantemente anaeróbio24 e a LDH é uma enzima chave
desse tipo de metabolismo, já era de se esperar uma maior
atividade nesse tecido.

O teste de esforço crescente para a determinação do
LA pode também ser um fator que influencie diretamente o
aumento na atividade da LDH, sobretudo, em tecidos com
características fisiológicas predominantemente anaeróbias.
Corroborando tal hipótese, autores25, investigando a influência
da duração e intensidade do exercício sobre adaptações
bioquímicas do musculoesquelético, evidenciaram um maior
estresse metabólico e, portanto, aumentada taxa glicolítica,
durante as maiores velocidades de corrida, atribuindo tal

Figura 2. Razão B / A (a) e inibição da LDH em 10 mM de substrato
(b) em extratos de sóleo, TA e músculo cardíaco dos quatro grupos
estudados.

Figura 3. Padrão eletroforética da LDH, em extratos de sóleo, TA e
músculo cardíaco dos quatro grupos estudados. Unidades são
micromoles de substrato.minuto (UI). g tecido-1.
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achado ao maior número do contrações musculares reque-
ridas, principalmente pelas fibras tipo IIb. Isso por sua vez,
pode determinar o aumento na atividade de enzimas glicolíticas,
como a LDH , principalmente em tecidos que apresentem
uma predominância nesse tipo de fibra.

A razão de atividade B/A pode fornecer uma idéia do
tipo de subunidade predominante em cada tecido, uma vez
que a isoforma predominante em musculoesquelético de
característica anaeróbia (A4 – LDH tipo muscular), possui
pouca inibição em altas concentrações de substrato quando
comparada à predominante em músculo cardíaco (B4 – LDH
tipo cardíaco) que é fortemente inibida nessas concentrações.
As relações obtidas no presente trabalho sugerem um
predomínio da subunidade B nos 3 músculos analisados, tendo
em vista terem se mostrado maiores que um, principalmente,
para os músculos sóleo e cardíaco como era de se esperar,
o que impediria o acúmulo de lactato nesses tecidos. Tal achado
é corroborado tanto pelo maior percentual de inibição à
concentração de 10mM de substrato (51% a 65% em sóleo
e 64% a 68% em coração), em relação ao TA cuja inibição
variou entre (40% a 45%), bem como pelo predomínio da
subunidade B, obtido através do método de diluições seriadas
de Klebe22 nesses tecidos com características aeróbias. Por
outro lado, o padrão eletroforético mostrou um predomínio
da subunidade A para o músculo TA como já era de se esperar.
No entanto, esse predomínio só ocorreu na forma de
heteropolímero, e não na isoforma A4 como retrata a literatura
científica. Assim, considerando a divergência de resposta
entre a razão B / A e padrão eletroforético encontrada para
o TA, bem como, a falta de um predomínio de homopolímeros
A4 em músculo anaeróbio (TA), torna-se necessário ressaltar
um provável padrão regulatório complexo para as isoformas
da LDH devido a restrição de expressão do locus LDH-A*
nessas espécies de animais (ratos).

Segundo Almeida-val26 o aumento no produto do locus
LDH-A* em determinado tecido pode estar relacionado a
diferentes fatores, em destaque, o aumento da atividade
glicolítica do tecido durante períodos de anaerobiose causada
por uma diminuição da oferta de oxigênio no ambiente ou
por um “estresse metabólico” decorrente de demandas
energéticas maiores do organismo como no caso de um
esforço intenso.

Portanto, os dados encontrados nesse estudo sugerem
uma resposta adaptativa dos animais aos estímulos específicos
do treinamento aeróbio e fotoestimulação por laser de baixa
intensidade, no sentido da otimização da via oxidativa,
verificada pela inibição da LDH.
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