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RESUMO 

 

 

EFEITOS DO TREINAMENTO MUSCULAR VENTILATÓRIO COMBINADO À 

LASERTERAPIA SOBRE O ESTRESSE OXIDATIVO DE RATOS COM DIABETES 

MELLITUS TIPO 2 

 

 

AUTOR: Nubia Gonzatti 

ORIENTADOR(A): Maria Elaine Trevisan 

COORIENTADOR: Rodrigo Boemo Jaenisch  

 
Introdução: O Diabetes mellitus (DM) é considerado como uma das principais doenças crônicas não 

transmissíveis na atualidade. Entre os principais tipos, o mais predominante é o DM tipo 2 (DM2) o 
qual está relacionado com o estresse oxidativo, o aumento de citocinas pró-inflamatórias e a redução 

de citocinas anti-inflamatórias. O treinamento muscular ventilatório (TMV) e a laserterapia de baixa 

intensidade (LBI) são ferramentas não farmacológicas amplamente relatadas na literatura promovendo 

vários benefícios em diversas populações, porém, pouco se sabe sobre os efeitos da combinação dessas 
duas terapias sobre o estresse oxidativo em animais com DM2 induzida por dieta hipercalórica e 

estreptozotocina. Objetivo: Avaliar os efeitos da terapia combinada (CB) de LBI e TMV sobre o 

estresse oxidativo em ratos com DM2. Método: Pesquisa experimental com a utilização de ratos 
Wistar machos, alocados em um dos grupos experimentais descritos abaixo, perfazendo 8 animais por 

grupo: Grupo 1 - animais controle sem DM2 sedentários (C-Sham), Grupo 2 - animais sem DM2 e CB 

(CB-Sham), Grupo 3 - animais com DM2 sedentários (C-DM) e Grupo 4 - animais com DM2 e CB 
(CB-DM). O DM2 foi induzido por meio de uma dieta hiperlipídica e baixa dose de estreptozotocina 

(35 mg/kg) enquanto os grupos Sham receberam dieta comercial padrão. O protocolo de TMV foi 

aplicado por 30min/dia, 5 dias/semana, durante 6 semanas. A LBI foi aplicada em dois pontos no 

músculo gastrocnêmio direito, 5 dias/semana, durante 6 semanas, dose de 21 J/cm e comprimento de 
onda de 660nm. Vinte e quatro horas após o último dia de intervenção os animais foram eutanasiados 

e amostras de sangue e tecidos (coração, diafragma, fígado, gastrocnêmio direito, pulmões e rins) 

foram coletados, pesados e homogeneizados para posteriores análises. Resultados: O protocolo 
combinado reduziu o estresse oxidativo no diafragma de ratos diabéticos (aumento de DCF-RS), no 

gastrocnêmio o protocolo combinado reduziu o estresse oxidativo no grupo não diabético (redução de 

TBARS) entretanto, houve aumento do estresse oxidativo no gastrocnêmio de ratos diabéticos que 

receberam o protocolo combinado comparado aos demais grupos (aumento de DCF-RS). No plasma 
houve redução do estresse oxidativo em ratos diabéticos (redução de TBARS). O protocolo combinado 

aumentou a atividade antioxidante no coração, pulmão, rim e músculos no grupo diabetes (aumento de 

SH) e no coração, pulmão e diafragma (aumento da SOD). Os dados foram analisados usando a 
software estatístico GraphPad Prism. Para verificar a normalidade dos dados foi utilizado o teste 

Kolmogorov-Smirnov. As variáveis de mais de duas medidas foram comparadas por ANOVA de duas 

vias para medidas repetidas seguidas de post hoc de Bonferroni. As variáveis contínuas foram 
apresentadas na forma de média ± desvio padrão (DP). Considerou-se um nível de significância 

p<0,05 para todos os testes. Conclusão:  o protocolo combinado foi eficaz para reduzir o estresse 

oxidativo além de aumentar a atividade antioxidante em músculos, órgãos e plasma de animais com 

DM2.  
 

Palavras-chave: Diabetes Mellitus. Terapia com Luz de Baixa Intensidade. Músculos Respiratórios. 

Estresse Oxidativo. Inflamação.  
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ABSTRACT 

 

 

EFFECTS OF VENTILATORY MUSCLE TRAINING COMBINED WITH LASER 

THERAPY ON OXIDATIVE STRESS IN RATS WITH MELLITUS DIABETES TYPE 

2 

 

 

AUTHOR: Nubia Gonzatti 

ADVISOR: Maria Elaine Trevisan 

COADVISOR: Rodrigo Boemo Jaenisch  

 
Introduction: Diabetes mellitus (DM) is considered one of the main non-communicable chronic 
diseases today. Among the main types, the most predominant is type 2 DM (DM2) which is related to 

oxidative stress, the increase in pro-inflammatory cytokines and the reduction in anti-inflammatory 

cytokines. Ventilatory muscle training (MVT) and low-intensity laser therapy (LLL) are non-
pharmacological tools widely reported in the literature, promoting several benefits in different 

populations, however, little is known about the effects of the combination of these two therapies on 

oxidative stress in animals with DM2 induced by hypercaloric diet and streptozotocin. Objective: to 

evaluate the effects of combined therapy (CB) of LLLT and TMV on oxidative stress in rats with 
DM2. Method: Experimental research using male Wistar rats, allocated in one of the experimental 

groups below, totaling 8 animals per group: Group 1 - sedentary control animals without DM2 (C-

Sham), Group 2 - animals without DM2 and CB ( CB- Sham), Group 3 - animals with DM2 sedentary 
(C-DM) and Group 4 - animals with DM2 and CB (CB-DM). T2DM was induced by means of a high-

fat diet and low dose streptozotocin (35 mg/kg) while the Sham groups received standard commercial 

diet. The TMV protocol was sold for 30min/day, 5 days/week for 6 weeks. LLL was applied in two 
points in the right gastrocnemius muscle, 5 days/week, for 6 weeks, at a dose of 21 J/cm and 

wavelength of 660nm. Twenty-four hours after the last day of intervention, the animals were 

euthanized and blood and tissues (heart, diaphragm, liver, right gastrocnemius, lungs and kidneys) 

were collected, weighed and homogenized for further analysis. Results: The combined protocol 
reduced the oxidative stress in the diaphragm of diabetic rats (increase of DCF-RS), in the 

gastrocnemius the combined protocol reduced the oxidative stress in the non-diabetic group (reduction 

of TBARS) however, there was an increase in oxidative stress in the gastrocnemius of diabetic rats 
that received the combined protocol compared to the other groups (increase in DCF-RS). There was no 

reduction in plasma oxidative stress in diabetic rats (reduction of TBARS). The combined protocol 

increased antioxidant activity in heart, lung, kidney and muscle in the diabetes group (increase in SH) 

and in heart, lung and diaphragm (increase in SOD). Data were compensated using GraphPad Prism 
statistical software. To verify the normality of the data used in the Kolmogorov-Smirnov test. 

Variables of more than two measures were compared by two-way ANOVA for repeated measures 

followed by Bonferroni post hoc. Continuous variables were detected as mean ± standard deviation 
(SD). Consider a significance level of p<0.05 for all tests. Conclusion: the combined protocol was 

effective in reducing oxidative stress in addition to increasing antioxidant activity in muscles, organs 

and plasma of animals with DM2. 
 

Keywords: Diabetes Mellitus. Low Intensity Light Therapy. Respiratory Muscles. Oxidative stress. 

Inflammation. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 O Diabetes Mellitus (DM) é considerado um importante e crescente problema de 

saúde pública global, com estimativa para 2045 de 700 milhões de pessoas com DM 

(INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2019). É considerada uma doença 

multifatorial e está intimamente associada ao estilo de vida (INTERNATIONAL DIABETES 

FEDERATION, 2019; SANTOS et al., 2014). 

 O DM pode ser classificado em DM do tipo 1 (DM1), DM do tipo 2 (DM2), diabetes 

gestacional e outras causas (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2021), sendo o DM2 

o responsável por cerca de 90% de todos os casos (BRASIL, 2019; INTERNATIONAL 

DIABETES FEDERATION, 2015). O DM2 ocorre pela combinação do aumento da 

resistência periférica à insulina e a secreção inadequada, em graus variáveis, da mesma pelas 

células-beta pancreáticas desencadeando a hiperglicemia (MOTTA, 2005). 

As altas taxas de glicemia estão relacionadas com o aumento de citocinas pró-

inflamatórias (MALIK et al., 2018) e a enzima mieloperoxidase (MPO) o que contribui para o 

aumento de células inflamatórias (SHIU et al., 2014). Para além disso, observa-se redução nos 

níveis de citocinas anti-inflamatórias em pacientes com DM2 (GUPTA et al., 2017). 

Concomitantemente, há um aumento do estresse oxidativo o que se acredita, ser o principal 

fator fisiopatológico (RAINS; JAIN, 2011). 

Estudos têm evidenciado que o estresse oxidativo está intimamente associado à 

prevalência de DM2 (ASMAT et al., 2016; BURGOS-MORÓN et al., 2019; OGUNTIBEJU, 

2019). Estudos experimentais e de revisão sistemática indicam aumento significativo dos 

níveis de biomarcadores do estresse oxidativo (AMARAL et al., 2018; DOS SANTOS et al., 

2017; NANKAR et al., 2020) e além disso, redução da atividade de enzimas antioxidantes 

(DOS SANTOS et al., 2017; OGUNTIBEJU, 2019). 

Alterações em nível microvasculares e macrovasculares como a redução da atividade e 

biodisponibilidade de óxido nítrico (TABIT et al., 2010), redução da força e da massa 

muscular periférica também são observadas em pacientes com DM2.  Van Eetvelde et al. 

(2018) observaram redução da pressão inspiratória máxima (PImáx), em DM com e sem 

neuropatia periférica, quando comparados com controles normoglicêmicos. Anteriormente, 

Leenders et al. (2013) haviam observado redução da massa magra da perna e da 

massa muscular esquelética apendicular em idosos com DM2, em comparação com controles 

normoglicêmicos. 

Com o interesse em estudos para melhorar as condições de pessoas com DM, surgem 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/skeletal-muscle
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novas ferramentas terapêuticas como o treinamento muscular ventilatório (TMV) e a 

laserterapia de baixa intensidade (LBI). O TMV consiste em uma terapêutica não 

farmacológica que demonstrou reduzir a sensação de dispneia (LANGER et al., 2018), 

aumentar a capacidade respiratória, diminuir a fadiga dos músculos respiratórios (ARCHIZA 

et al., 2018), aumentar a capacidade funcional (DE MEDEIROS et al., 2017) e reduzir os 

níveis de marcadores inflamatórios em humanos (FIGUEIREDO et al., 2018). Ainda, aumenta 

a força muscular inspiratória e a espessura do músculo diafragma em humanos com DM2 

(KAMINSKI et al., 2015). Estudo de Corrêa et al. (2015) demonstrou que pacientes com DM 

que realizaram exercício de TMV a 60% da PImáx demonstraram redução aguda dos níveis 

de glicose, imediatamente após uma sessão de 10 minutos se assemelhando às sessões de 40 

minutos de exercício aeróbico.  

Outra forma de intervenção não medicamentosa que vem sendo utilizada é a terapia 

por LBI. Esse recurso terapêutico pode modificar o metabolismo celular por estimular a 

atividade das enzimas anti-inflamatórias, reduzir o estresse oxidativo e aumentar as citocinas 

pró-inflamatórias (FRIGERO, et al. 2018; SILVA et al., 2017). Estudos realizados em modelo 

animal (DENADAI, et al. 2017) e em humanos (LENIFA, et al., 2018) com DM apresentam 

efeitos positivos da LBI de luz vermelha (660 nm) no reparo de feridas cutâneas que induz 

granulação mais rápida, contração da ferida e reepitelização. Além disso, tendem a diminuir o 

estresse oxidativo do músculo gastrocnêmio após exercício de alta intensidade avaliados pelos 

níveis de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico do inglês Thiobarbituric acid reactive 

substances (TBARS). Também se mostrou capaz de aumentar os níveis de atividade de 

enzimas antioxidantes como superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa 

peroxidase (GPx), demonstrando ser eficaz na redução do estresse oxidativo de ratos com DM 

(FRIGERO, et al., 2018). 

Porém, estudos com terapêutica combinada com o propósito de verificar os efeitos 

sobre o estresse oxidativo em humanos com DM2 ainda são escassos, justificando-se a 

realização primeiramente em animais com DM2 induzido. Frente ao exposto, a pergunta de 

pesquisa foi: Quais os efeitos da aplicação do TMV combinado à LBI sobre o estresse 

oxidativo de ratos com DM2. 

O presente estudo foi aprovado pela Comissão de ética no uso de animais (ANEXO 

A), registrado no gabinete de projetos institucional (ANEXO B) e desenvolvido no 

Laboratório de Fisiologia Experimental (APÊNDICE B) e é apresentado em forma de artigo 

científico, conforme as normas da revista Lasers in Medical Science (ANEXO C). 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

 2.1 DIABETES MELLITUS E ESTRESSE OXIDATIVO 

 

O DM é considerado como uma das principais doenças crônicas não transmissíveis 

onde o pâncreas não produz insulina suficiente ou o corpo não consegue utilizá-la de maneira 

eficaz (BRASIL, 2019). De acordo com a Sociedade Brasileira de Diabetes (2017), existiam 

no Brasil mais de 13 milhões de pessoas entre 20 e 79 anos de idade vivendo com a doença 

em 2015, o que representa 6,9% da população nacional, podendo chegar a 23,3 milhões em 

2040.  

O DM é classificado em dois tipos principais, ou seja, DM tipo 1 e DM tipo 2. No 

DM1 há deficiência de insulina devido à destruição autoimune de células beta do pâncreas por 

clones autorreativos de linfócitos citotóxicos (HOBER; SANE, 2010) sendo responsável por 5 

a 10% de todos os casos (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2017). O DM2, 

responsável por até 90% de todos os casos, ocorre pela combinação de dois fatores: 

resistência periférica à insulina e secreção inadequada de insulina pelas células-beta 

pancreáticas que, devido à falência dessas, desencadeia hiperglicemia (INTERNATIONAL 

DIABETES FEDERATION, 2019).  

Acredita-se que a hiperglicemia é um fator causal do estresse oxidativo no DM2, o 

qual surge durante o desenvolvimento da doença e demonstra ser o principal fator patogênico 

(RAINS-JAIN, 2011; REHMAN-AKASH, 2017; LUC et al., 2019). Estudos realizados 

recentemente associam a hiperglicemia com aumento dos níveis de biomarcadores do estresse 

oxidativo (AMARAL et al., 2018; DOS SANTOS et al., 2017), redução da atividade de 

enzimas antioxidantes (DOS SANTOS et al., 2017; OGUNTIBEJU, 2019), aumento de 

mediadores pró-inflamatórias (ARATANI, 2018) e redução dos níveis de citocinas anti-

inflamatórias em pacientes com DM2 (GUPTA et al., 2017).  

O estresse oxidativo propriamente dito é caracterizado pelo desequilíbrio entre o 

sistema oxidante, o qual predomina, com produção de radicais livres e capacidade do 

organismo em neutralizá-los através do sistema antioxidante (SCHAFER; BUETTNER, 

2001). Tal processo pode resultar em prejuízo para o organismo como danos ao DNA 

(HALLIWELL, 1994; HERBET et al., 2017). 

 

 

 

https://www.diabetes.org.br/
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2.2 MARCADORES OXIDANTES  

 

Dentre as análises de dano oxidativo destaca-se a dosagem do malonaldeído (MDA) a 

partir do ácido tiobarbitúrico do inglês Thiobarbituric acid (TBA) uma das mais utilizadas e 

consideradas como biomarcador de estresse oxidativo de maior relevância (BARBOSA et al., 

2010). 

 O MDA é um dos produtos finais da peroxidação lipídica das membranas celulares. 

Após sua formação, o MDA reage com o TBA e resulta na formação de complexos de 

coloração rosa a vermelho os quais possuem um coeficiente de absorção máxima de 532 

nanometros (nm) denominados, então, de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico 

(KNIGHT et al., 1988). Dessa forma, a análise da formação do TBARS pode ser aplicada 

como índice de comprometimento lipídico oriundo do dano pelo estresse oxidativo (PUNTEL 

et al., 2007; TSIKAS, 2017). 

Outro tipo de avaliação do dano oxidativo é pela verificação dos níveis de espécies 

reativas à diclorofluoresceína (DCF). Os DCF são amplamente utilizados como técnicas de 

avaliação pro-fluorescentes para o estresse oxidativo. Embora exijam que um catalisador seja 

oxidado pelo peróxido de hidrogênio e reaja indiscriminadamente com radicais oxidantes e o 

produto fluorescente (DCF), é um potencial fotossensibilizador da geração de superóxido 

(WRONA;WARDMAN, 2006). Esta avaliação foi inicialmente desenvolvida na década de 

1960 para a quantificação de espécies reativas de oxigênio (EROs) através do peróxido de 

hidrogênio (BRANDT;KESTON, 1965), sendo uma técnica comprovada pela literatura como 

de alta simplicidade e reprodutibilidade (WARDMAN, 2007); BARTOSZ, 2006) e muito 

utilizada em pesquisas tanto com animais como em humanos para avaliar as EROs no DM 

(WANG et al., 2019; JIANG et al., 2019). 

 

2.3 MARCADORES DE VIABILIDADE CELULAR E ANTIOXIDANTE 

 

Os níveis de redução de metil tetrazólio (MTT) é um marcador de viabilidade celular 

amplamente utilizado na literatura. A redução do MTT depende da atividade da família de 

enzimas localizadas principalmente nas mitocôndrias (BERNAS;DOBRUCKI, 2002) que 

transferem elétrons para o MTT.  Muitos estudos utilizam o ensaio de redução de MTT como 

um indicador de viabilidade celular e marcador antioxidante (FURTADO et al., 2018; 

MARTINS et al., 2016). Células viáveis com metabolismo ativo convertem o MTT em um 

produto de coloração púrpura. Quando as células morrem, perdem a capacidade de converter 
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o MTT no produto com coloração, portanto a formação de cores serve como um marcador útil 

e conveniente para avaliar as células viáveis (RISS et al., 2016).  

Como marcadores do sistema antioxidante, podemos destacar os níveis de tiol não 

protéico (NPSH). Os tióis são considerados antioxidantes importantes, pois abrangem em sua 

estrutura um grupo sulfidrila (SH) e são facilmente oxidados, ou seja, abrem mão do átomo de 

hidrogênio para formar ligações estáveis. A glutationa reduzida (GSH) é um exemplo de um 

tiol de baixo peso molecular (CANTIN; BÉGIN, 1991; MEISTER; ANDERSON, 1983) a 

qual reage por reação direta com o xenobiótico ou via GPx para culminar na formação da 

glutationa dissulfeto, não-enzimatica (HUBER; ALMEIDA, 2008; JACOBSON et al., 1990). 

Os NPSH são conhecidos como todos os tióis de baixo peso molecular. A GSH 

representa cerca de 90% do NPSH intracelular e os demais 10% são instituídos de outros 

pequenos aminoácidos tiólicos, como cisteína e metionina (JACOBSON et al., 1990). 

Resultados de estudos clássicos referentes ao processo de dano oxidativo demonstram que 

baixos níveis de SH são indicativos de presença de estresse oxidativo (MULIER et al., 1998). 

 Além disso, a superóxido dismutase (SOD) é considerada uma enzima antioxidante 

presente no organismo com a importante função de quebrar as moléculas de oxigênio 

potencialmente prejudiciais transformando-as em compostos menos tóxicos (TIWARI et al., 

2013). Esta enzima atua contra a lesão celular induzida por espécies reativas de oxigênio 

(EROs) catalisando o superóxido convertendo a dismutação do radical anion superóxido em 

oxigênio molecular, água e peróxido de hidrogênio, sendo assim, é considerada como um 

mecanismo de defesa de primeira linha contra as EROs (REHMAN; AKASH, 2017). O 

radical ânion superóxido é um produto do metabolismo oxidativo muito prejudicial e 

desempenha papel crucial na patogênese do DM2 (FUKAI; USHIO-FUKAI, 2011). 

 

 

2.4 TERAPIAS NÃO FARMACOLÓGICAS 

 

Decorrentes da doença outras complicações também são observadas, assim como no 

estudo experimental de Oyenihi e colaboradores (2019), no qual estudaram o dano 

morfológico no músculo gastrocnêmio, em ratos com DM2 induzido. Dentre os resultados, 

destacam-se descontinuidade entre as fibras musculares esqueléticas, redução da espessura da 

fibra muscular em 16%, diminuição do número de fibras musculares e aumento do espaço do 

tecido conjuntivo no grupo DM2 quando comparado ao grupo controle sem DM2. 

Evidências têm mostrado que a força muscular inspiratória pode estar reduzida em 



17 

humanos com DM2 e presença de neuropatia diabética comparados a indivíduos sem DM2, 

observando que há predominância de fibras musculares tipo 2 e redução da rede de capilares 

nessa população (GROEN et al., 2014). 

O DM é uma doença complexa e requer cuidados médicos contínuos com estratégias 

multifatoriais com o objetivo de reduzir os riscos e manter o controle glicêmico. A educação 

em saúde e o suporte contínuo ao paciente são de extrema relevância para prevenir 

complicações e reduzir o risco das mesmas a longo prazo. Do mesmo modo, existem 

evidências que apoiam uma série de intervenções que podem trazer benefícios para essa 

população (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2019). 

 Evidências consolidadas na literatura apontam terapias não medicamentosas como, por 

exemplo, o exercício físico tanto aeróbico quanto de resistência, como primordiais em 

populações com DM. O exercício promove incremento da capacidade oxidativa além do 

remodelamento neuromuscular. Ambas as modalidades de treinamento têm evidências na 

melhora da sensibilidade à insulina e redução do risco cardiovascular (ZANUSO et al., 2017). 

Nos últimos anos tem-se intensificado os estudos abordando novas terapias e dentre elas 

podemos destacar a LBI. Trata-se de um recurso que utiliza fótons através da emissão de 

irradiação (laser) proporcionando alterações biológicas (SILVA et al., 2017). 

A irradiação da luz é absorvida por moléculas fotorreceptoras do tecido alvo que 

possuam afinidade com determinado comprimento de onda. Essa absorção acontece devido a 

captação da energia luminosa pelos elétrons partindo para um estado excitatório de energia, a 

qual é utilizada pelas células para realizar suas funções metabólicas. A irradiação pode ser 

visível com luz monocromática em azul e vermelho sendo os efeitos fotobiológicos da 

estimulação dependentes do comprimento de onda, dose e intensidade da luz (KARU, 1989). 

A laserterapia de baixa intensidade (LBI) tem sido aplicado isoladamente e associado 

à outras intervenções em diversas patologias proporcionando benefícios na redução da dor 

(GLAZOV et al., 2016), redução dos níveis totais de colesterol (ABDEL-WAHHAB et al., 

2018), melhorando a cicatrização de feridas diabéticas, reduzindo os níveis de glicose, 

reduzindo o estresse oxidativo e citocinas inflamatórias em experimentação animal com ratos 

com DM2 (AHMED et al., 2018; DOS SANTOS et al., 2017). Isso porque o LBI tem a 

capacidade de aumentar o metabolismo celular, potencializa a regeneração das células 

teciduais (BASSO et al., 2018), promove neovascularização (MOON et al., 2018) e ativa a 

produção de ATP (JÚNIOR et al., 2004). 

Um estudo avaliou o incremento da LBI em dois pontos do músculo gastrocnêmio, 5 

vezes por semana, durante 8 semanas à um programa de exercícios de natação em relação aos 
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efeitos na área dos adipócitos, na atividade da enzima citrato sintase (CS) e na análise 

morfológica muscular de ratos com e sem alimentação hipercalórica. Como resultados, o uso 

combinado das terapias aumentou a atividade da enzima CS e diminuiu a área adipocitária 

branca epididimal, retroperitoneal e visceral em ratos obesos, melhorando os efeitos do 

exercício (AQUINO et al., 2015).  Além disso, em ratos com insuficiência cardíaca (IC) a LBI 

quatro vezes por semana durante 8 semanas associada ao treinamento de resistência foi capaz 

de melhorar a captação de oxigênio e a tolerância ao exercício em comparação com o grupo 

IC que realizou exercício, mas sem irradiação (HENTSCHKE et al., 2017). 

Dados da literatura mostram que o DM pode causar redução da força e resistência 

muscular respiratória (VAN EETVELDE et al., 2018; FUSO et al., 2012), causando perda de 

fibras musculares que afetam as propriedades contráteis e leva à fadiga da musculatura 

diafragmática (MANTILLA; SIECK, 2013). 

Em experimentação animal, a carga alinear é frequentemente utilizada para o 

treinamento muscular ventilatório (TMV), na qual, a respiração se dá através de uma válvula 

unidirecional oferecendo aumento progressivo da resistência através de orifícios, cada vez 

menores, por onde é realizada a inspiração (BISSCHOP et al., 1997; JAENISCH et al., 2011). 

Essa terapia tem demonstrado importante impacto no desempenho físico global, 

possivelmente pela atenuação do metaborreflexo dos músculos inspiratórios e por melhorar o 

suprimento de sangue e oxigênio aos músculos dos membros periféricos (ARCHIZA et al., 

2018; BAILEY et al., 2010). Sua aplicação pode estar presente em várias condições 

patológicas, pois tende a reduzir a sensação de dispneia (LANGER et al., 2018), aumenta a 

capacidade respiratória, diminui a fadiga dos músculos respiratórios (ARCHIZA et al., 2018) 

e aumenta a capacidade funcional (DE MEDEIROS et al., 2017).  

Surgem evidências de que essa terapia também tem efeito na redução da variabilidade 

da glicose nessa população (CORRÊA et al., 2015) e é capaz de reduzir os danos ao ácido 

desoxirribonucleico (DNA) em ratos com IC (JAENISCH et al., 2018). Além disso, redução 

dos níveis de (MDA) e aumento de óxido nítrico (NO) plasmático em humanos com DPOC 

moderada após treinamento de 6 semanas, evidenciando uma redução do estresse oxidativo 

sistêmico (LEELARUNGRAYUB et al., 2017). 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo Geral 

 

Avaliar os efeitos do treinamento muscular ventilatório associado à laserterapia de 

baixa intensidade aplicada no músculo gastrocnêmio, sobre o estresse oxidativo em ratos com 

diabetes mellitus induzido por dieta hipercalórica e estreptozotocina. 

 

3.2 Objetivos Específicos 

 

- Verificar o impacto do protocolo combinado sobre o estresse oxidativo sistêmico e local 

no diafragma e gastrocnêmio, em ratos com e sem DM2. 

- Verificar o impacto do protocolo combinado sobre a atividade antioxidante sistêmica e 

local no diafragma, gastrocnêmio, rins, coração e pulmões em ratos com e sem DM2. 
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Abstract 

 

Objective: To evaluate the effects of Ventilatory Muscle Training (VMT) combined with Low-level laser 

therapy (LLLT) on oxidative stress in rats with streptozotocin-induced diabetes mellitus (DM2). Method: 32 

male Wistar rats were randomly allocated into 4 experimental groups and 31 completed the study: G1 - control 

without sedentary DM2 (C-Sham; n = 7); G2 - without DM2 and with VMT + LLLT (CB-Sham; n = 8); G3 - 

sedentary DM2 (C-DM; n = 8); G4 - DM2 and with VMT + LLLT (CB-DM; n = 8). Protocols performed for 6 

weeks being: VMT (30min / day, 5 days / week); LLLT applied in two points in the gastrocnemius muscle (5 

days/week, 21 J/cm2, 36 seconds in each irradiated point). Blood and tissue samples were collected for further 

analysis of antioxidant activity and oxidative stress. Results: The combined protocol demonstrated lower levels 

of DCF-RS in the diaphragm of diabetic rats, higher levels in the gastrocnemius of the diabetic group and lower 

levels of TBARS in the gastrocnemius of non-diabetics. In plasma, oxidative stress levels in diabetics were 

lower. SH levels were higher in heart, lung, kidney and muscle and SOD activity in heart, lung and diaphragm in 

the diabetes group. Conclusion: The combined protocol promoted lower levels of oxidative stress in addition to 

higher levels of antioxidant activity in muscles, organs and plasma of animals with DM2. 

 

Keywords: Diabetes Mellitus. Low Intensity Light Therapy. Respiratory Muscles. Oxidative stress. 

Inflammation. 

 

Introduction 

 

Diabetes Mellitus (DM) is characterized as a metabolic disorder with persistent hyperglycemia, due to a 

deficiency in insulin production or its action [1]. DM can be classified into two main types: type 1 DM (DM1) 

and type 2 DM (DM2) [2], with DM2 being responsible for about 90% of all cases, generating high health costs [ 

3]. 

DM2 occurs by the combination of increased peripheral resistance to insulin and inadequate secretion, 

in varying degrees of it by pancreatic beta-cells, triggering hyperglycemia [4]. It is considered an important and 

growing global public health problem that is closely associated with lifestyle [3, 5]. 

High blood glucose levels are related to an increase in inflammatory cells [6]. Furthermore, there is a 

reduction in the levels of anti-inflammatory cytokines [7] and antioxidant defenses [8, 9], concomitantly, there is 

an increase in oxidative stress, which is believed to be the main pathophysiological factor [9, 10]. 

In addition to pharmacological therapies, in order to improve the living conditions of this population, 

new therapies such as ventilatory muscle training (VMT) and low-level laser therapy (LLL) have been the object 

of studies. VMT is a non-pharmacological therapy that has been effective in reducing the levels of inflammatory 

markers in humans [11] and acutely reducing glucose levels [12]. LLLT has also been effective in reducing 

oxidative stress and pro-inflammatory cytokines [13, 14], in addition to being able to increase levels of 

antioxidant enzyme activity and reduce oxidative stress [13]. 

Due to its action in reducing oxidative stress, new studies regarding the combination of VMT and LLLT 

and its potential treatment for DM2 play an important role in the field of health sciences. However, studies with 

combined therapy with the purpose of verifying the effects on oxidative stress in humans with DM2 are still 

scarce, justifying their performance primarily in animals with induced DM1. Given the above, the aim of this 

study was to investigate the effect of the combined protocol on oxidative stress in rats with DM2. 

 

Materials and methods 

 

Animals 

 

Thirty-two male Wistar rats, 7-weeks-old (200-250g body weight) were obtained from the Central 

Animal Laboratory of the Federal University of Santa Maria (UFSM) and randomly housed in a group of 3 

animals in polypropylene cages (41 x 33 x 16 cm ) in different experimental groups. The animals were kept in a 

room with controlled temperature and humidity (22±2ºC; 50 to 60%, respectively), with air exhaustion and a 12-

hour “light-dark” cycle and with water and ad libitum feeding. They were treated in accordance with the ethical 
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principles of animal experimentation developed by the Brazilian College of Animal Experimentation (COBEA). 

Study approved by the Ethics and Animal Welfare Committee of UFSM under the number 9241020620. 

 

DM2 induction 

 

The animals were fed with a high-energy density diet composed of 70% standard commercial feed, 15% 

sucrose, 10% lard and 5% egg yolk powder [15] for an initial period of four weeks. Sham group received 

standard feed. After this period, a single dose of streptozotocin (STZ, 35 mg/kg; Sigma Aldrich, St. Louis, MO, 

USA) was administered – intraperitoneally, dissolved in vehicle (0.01 M sodium citrate solution, pH=4 ,5) with a 

volume of 1ml/kg [16, 17] while in the Sham group only the vehicle was applied. The groups received their 

respective diets for another four weeks and then the training protocols were started. After a 12-hour fast, blood 

was collected from the tail vein and blood glucose was measured using a manual glucometer (G TECH FREE 

Lite, Infopia Co., Ltd., South Korea). These measurements were taken after the acclimation period (14 days); 1 

day before and 7 days after STZ application and one day before euthanasia [18]. Animals with blood glucose 

greater than or equal to 200 mg/dL were considered diabetic. The diets persued as described above until the end 

of the experiment and body weight was measured weekly [19]. 

  

Experimental draw 

 

The animals were randomly divided into 4 groups of 8 animals: control group without DM2 sedentary 

(C-Sham), group without DM2 that received VMT combined with LLLT (CB-Sham), control group with DM2 

sedentary (C-DM), group with DM2 who received VMT combined with LLLT (CB-DM). 

 

Intervention protocols 

 

After 8 weeks of induction of the DM2 experimental model, the animals which received the combined 

intervention were initially submitted to the VMT protocol and, subsequently, to LLLT according to the adapted 

protocol from Aquino [21]. 

The VMT protocol comprehended 30 min/day, 5 days/week, for 6 weeks. Training progress was 

achieved by increasing load resistance, reducing the internal diameter of the orifice through which the animal 

breathed. During the first week of training, the orifice of the inspiratory port was fixed in an internal diameter of 

0.8 mm for adaptation and was reduced by 0.1 mm daily, on the second day the diameter was 0.7 mm and so on. 

At the end of the first week, the diameter was reduced to 0.3 mm (maximum strength). The inspiratory load 

imposed on the trained animals is equivalent to a resistance of 0.7 cmH2O/ml/s at a flow rate of 5 ml/s (with an 

internal diameter of 0.8 mm) and a resistance of 18.4 cmH2O/ml/s at a flow rate of 5 ml/s (with an internal 

diameter of 0.3 mm [22, 23].  

In the LBI protocol, the animals were submitted to the continuous wave diode InGaAlP type LBI 

(model Endophoton-LLT-0107; KLD Biosistemas Equipamentos Eletrônicos Ltda, São Paulo, Brazil) with 

output power of 20mW and wavelength of 660nm (red visible). The stitch size was 0.035cm2, a dose of 21 

J/cm², for a period of 36 seconds in each stitch and continuous frequency. The LLLT was irradiated into the skin 

at an angle of 90°, at two points in the right gastrocnemius muscle, these being medial and lateral, approximately 

3cm from the beginning of the paw, for 5 days/week, for 6 weeks, according to the adapted protocol [21]. 

 

 

Sample calculation 

 

The sample size calculation was estimated to obtain a significance level (alpha) of 5% (p<0.05) and 

power (beta) of 80%. The sample was estimated at 8 animals per group, based on the study by Frigero et al. (13), 

based on the primary outcome of the present study (TBARS). 
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Tissue Preparation 

 

At the end of treatment, the animals fasted overnight, with free access to water, and then were 

anesthetized with isoflurane (4%) [20]. Blood was collected by cardiac puncture, completing euthanasia and 

stored in tubes with anticoagulant ethylenediaminetetracetate (EDTA). After euthanasia, the heart, lung, kidney, 

diaphragm and gastrocnemius muscles were removed. Organ homogenates were prepared for analysis of 

oxidative stress and antioxidant capacity. The muscles were stored in a freezer at -80ºC for further analysis 

described above. 

Heart, lungs and kidneys organs were removed, weighed and homogenized (UltraTurrax, Staufen, 

Germany) in phosphate buffer (1:4 heart, 1:5 lung, 1:10 kidney). The diaphragm and gastrocnemius muscles 

were removed, weighed and homogenized in NaCl (0.9%) (10mL/1g of tissue). After homogenization, the 

samples of organs and muscles were centrifuged at 3000 rpm for 10 minutes (SPIN MAX 80-2B, Didactics SP, 

SP) in order to obtain a low-speed supernatant fraction (S1), which was used for different biochemical assays 

[24]. 

 

Oxidizing Markers 

 

TBARS levels were determined as an index of peroxidation according to the method described by 

Ohkawa et al.[25]. 200 μL aliquots of organs and muscles, in addition to plasma (500μL) were added to the color 

reaction, the readings were analyzed at 532 nm. TBARS levels were measured using MDA standard curve and 

corrected by the protein content. 

DCF levels were determined by reduced dichlorofluorescein (DCFH-RS) and were quantified according 

to the modified Perez-Severian protocol [26]. Aliquots of homogenate from the samples in addition to plasma 

(50μL) were added to a medium containing Tris-HCl buffer (10mM; pH 7.4; 243μL) and dichloro-dihydro-

fluorescein diacetate (1μM; 2μL). Then, the medium was incubated in the dark for 1 hour until verification of 

fluorescence (excitation at 488nm and emission at 525nm; both slit widths used were at 1.5nm). DCFH-RS 

levels were determined using a DCF standard curve and the results were corrected by milligram of protein. 

 

Antioxidant Status Markers 

 

NPSH levels of organs, muscles and plasma were determined in homogenates and the sample was 

precipitated with Trichloroacetic acid (TCA 5%) and subsequently centrifuged in eppendorf at 4000 rpm for 10 

minutes in microtubes (SPIN MAX 80-2B, Didática SP, SP). 134μL of the supernatant fraction was added to a 

reaction medium containing K-phosphate buffer (0.25 mM TFK, pH=7.4; 100μL), distilled water and 5,5'-

Dithiobis (2-nitrobenzoic acid) (DTNB) (1mM; 2μL) in luminescence microplates. Spectrophotometric 

measurements were made at 412 nm through a plate reader. The results were calculated in relation to a standard 

curve constructed with reduced glutathione (GSH) and also corrected for protein content [27]. 

To determine SOD activity, sample homogenates and plasma (100μL) were added to a medium 

containing ethylenediamine tetraacetic acid (2mM EDTA) and bicarbonate buffer (NaHCO3/ Na2CO3 50 mM, 

pH 10.3). Epinephrine (4mM; 150μL) was added at the time of plate reading to initiate the kinetic activity of 

SOD for 5 minutes, being verified spectrophotometrically at 480 nm. SOD enzyme activity was expressed in 

units of enzyme activity per milligram of protein [28]. 

For analysis of MTT levels, the organ and muscle homogenates, in addition to the plasma, were 

incubated with 27 μl of sample at 30ºC for 60min in eppendorf. Subsequently, 270 μl of dimethyl sulfoxide 

(DMSO) were added to extract colored components, later it was transferred to luminescence microplates and 

through a plate reader, obtaining measurements at 570 nm. The results were expressed as a percentage of the 

control values [29]. 

 

Protein quantification 

 

Protein content was measured according to the method described by Lowry et al., (1951) [30] using 

bovine plasma albumin as a standard. Samples were pipetted in a microplate and comassie, right after, in a 

microplate reader (Spectramax® i3x Multi-mode Microplate Reader) measurements were taken at 595 nm. 
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Statistical analysis 

 

Data were analyzed using GraphPad Prism 5 statistical software (GraphPad Software Inc., San Diego, 

CA, USA). To verify the normality of the data, the Kolmogorov-Smirnov test was used. Variables from more 

than two measures were compared by two-way ANOVA for repeated measures followed by Bonferroni post hoc. 

Continuous variables were presented as median ± standard deviation (SD). A significance level of p<0.05 was 

considered for all tests. 

 

Results 

 

The experimental groups were C-Sham (n= 8), CB-Sham) (n= 8), C-DM (n= 7) and CB-DM (n= 8) and 

one animal from the C-DM group died. 

Animal weight was homogeneous between groups at different times of analysis. When comparing final 

and initial weight, there was an increase in all groups (p<0.05). There was an increase in the C-Sham group 

when compared to the other groups (p<0.05) and an increase in the CB-Sham group when compared to the C-

DM and CB-DM groups (p<0.05). 

Regarding blood glucose, diabetic animals had increased blood glucose after the induction by STZ 

when compared to the beginning and remained with hyperglycemia until the end of the experiment. Furthermore, 

in the C-DM and CB-DM groups, blood glucose was higher when compared to the C-Sham and CB-Sham 

groups (p<0.05) (Table 1). 

 

Oxidative Markers 

 

Regarding plasma TBARS levels, values were higher in C-DM compared to C-Sham (p<0.05) and in 

CB-DM compared to C-Sham (p<0.05) and CB-Sham ( p<0.05) and lower in CB-DM compared to C-DM 

(p<0.05) indicating that the therapy is able to reduce oxidative stress (Fig 1). In the gastrocnemius, TBARS 

levels were lower in the CB-Sham group compared to the C-Sham group (p<0.05) indicating that the effect of 

the combined intervention is effective in reducing oxidative stress. However, in the CB-DM group, the values 

were higher compared to the CB-Sham group (p<0.05) (Table 2). 

In gastrocnemius, there were lower levels of DCF-RS in C-DM compared to C-Sham (p<0.05) and CB-

Sham. In addition, the levels of DCF-RS were higher in the CB-DM group compared to C-Sham (p<0.05) and 

CB-Sham and CB-DM compared to C-DM (p<0.05) demonstrating that in this case, the combined intervention 

increased oxidative stress in the gastrocnemius of rats with DM (Table 2). In the diaphragm, the levels of DCF-

RS were higher in the C-DM group compared to the C-Sham and the CB-Sham group (p<0.05) and in the CB-

DM group compared to the CB-Sham (p<0.05 ). Furthermore, in the CB-DM group there were lower levels of 

DCF-RS compared to C-DM (p<0.05) suggesting that the combined intervention reduces the oxidative stress 

levels in the diaphragm in rats with DM (Fig 2). 

 

Antioxidant Activity Markers 

 

The lungs of rats in the C-DM group had a lower level of MTT compared to the C-Sham group 

(p<0.001). The combined protocol maintained lower levels of MTT in the lungs of rats with DM compared to 

Sham rats that also received the combined protocol (p<0.05). 

No significant results were found for MTT levels in the heart, diaphragm and plasma (Table 3). 

In the CB-DM group compared to CB-Sham (p<0.001) and C-Sham (p<0.05) there was a reduction in 

SH levels in the hearts of these animals, the same result observed in the CB-Sham group compared to C-Sham ( 

p<0.001), however, higher HS levels were observed in the CB-DM group compared to the C-DM group 

(p<0.001) in the same organ. 

In the lung SH levels were reduced in C-DM compared to C-Sham (p<0.001) and CB-DM compared to 

CB-Sham (p<0.001) and C-Sham (p<0.05), there were higher levels in CB-Sham compared to C-Sham 

(p<0.001). Higher HS levels were observed in CB-Sham compared to C-Sham (p<0.05), CB-DM compared to C-

DM (p<0.001) and CB-Sham compared to C-DM (p<0 .05) in the kidney of the animals. 
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SH levels were lower in the diaphragm in C-DM compared to C-Sham (p<0.001), CB-Sham compared 

to C-Sham (p<0.01) and higher in CB-DM compared to C-DM (p<0.001). There were higher levels of SH in CB-

DM compared to CB-Sham (p<0.001) and C-Sham (p<0.05) and CB-DM compared to C-DM (p<0.001) in 

gastrocnemius. 

In plasma, there was a reduction in SH levels in CB-DM compared to CB-Sham (p<0.001) and CB-DM 

compared to C-DM (p<0.001) (Table 3). In the CB-Sham compared to C-Sham (p<0.001) and C-DM (p<0.05) 

groups, in addition to CB-DM compared to C-DM (p<0.001), SOD levels were higher in the heart. In the lung, 

there were lower SOD levels in CB-DM compared to CB-Sham (p<0.05) and higher levels in CB-Sham 

compared to C-Sham (p<0.001) and CB-DM compared to C-DM (p <0.01). 

In the kidney, there were higher values in SOD activity levels in CB-Sham compared to C-Sham 

(p<0.001) and C-DM (p<0.05) and reduction in CB-DM compared to CB-Sham (p< 0.001). SOD activity levels 

had higher values in CB-Sham compared to all groups (p<0.05), in CB-DM higher levels were observed in 

relation to C-Sham and C-DM in the diaphragm. 

In gastrocnemius, SOD levels were lower in C-DM compared to C-Sham (p<0.001) and CB-Sham 

(p<0.05) and CB-DM compared to CB-Sham (p<0.001) and C- Sham (p<0.05). 

In plasma, SOD levels were lower in C-DM compared to C-Sham (p<0.01), CB-DM compared to CB-

Sham (p<0.001) and higher in CB-Sham compared to C-Sham ( p<0.05) and C-DM (p<0.05) (Table 3). 

 

Discussion 

 

Due to the scarcity of research involving this theme and the lack of previous studies with similar 

methodology in DM2, many of the findings of the present study were confronted with studies conducted on other 

outcomes and with isolated protocols. 

The results of this study indicate that there was an increase in the body weight of animals in the C-Sham 

group at the end of the experiment compared to the initial weight in all groups. The efficacy of the diabetes 

induction protocol was demonstrated by the increase in blood glucose after STZ induction, which was 

maintained until the end of the experiment, in the C-DM and CB-DM groups [16, 17, 23]. However, the 

combined protocol was not effective in reducing glucose levels at the end of the experiment, agreeing with the 

result of the study in animals with DM2 [23], which verified the effect of VMT on sympathetic activity for 6 

weeks in diabetic rats and opposing the study [12] which verified a reduction in blood glucose in humans with 

DM2 after a VMT protocol. 

The results of this study demonstrated that the combined protocol showed lower values in the oxidative 

stress variables in the gastrocnemius muscle in the non-diabetic group compared to the control group, evidencing 

the beneficial effects of the protocol in healthy animals. Additionally, in plasma and diaphragm, there were 

lower levels of oxidative stress in the diabetic group, demonstrating its benefits at the systemic and local levels, 

respectively. 

Our results corroborate a recent study [31] in which after a 6-week VMT protocol there were lower 

levels of bioactivity of reactive oxygen species and higher of bioavalilability of NO evaluated in healthy adult 

subjects. In rats with HF, a VMT protocol has been reducing the DNA damage analyzed in the diaphragm, 

suggesting a reduction in oxidative activity after training [32]. 

Regarding the LLLT study [13], it demonstrated that a single laser application in the gastrocnemius 

muscle promoted lower TBARS levels and higher antioxidant activity after high-intensity exercise training in 

rats with DM1. However, our results showed higher values of oxidative stress in the gastrocnemius of the 

diabetic group after the combined protocol. 

Previous studies have identified changes in DM2 at the micro and macrovascular levels such as reduced 

activity and bioavailability of nitric oxide [35] and reduced strength and peripheral muscle mass, in addition to 

respiratory dysfunctions [36]. In healthy individuals, the VMT for 6 weeks was able to increase the inspiratory 

force and blood flow of the peripheral muscles, reducing the attenuation of the metaboreflex [37]. The increase 

in blood flow promotes the release of nitric oxide (NO) which has the function of smooth muscle relaxation and 

vasodilation [38]. The NO produced induces the response of antioxidants, including SOD, which has a protective 

action against oxidants [40]. LLLT also has the ability to increase cellular metabolism and promote 

neovascularization [34], other studies have reported beneficial effects of LLLT on mitochondria, such as 

increased mitochondrial membrane potential that protects against oxidative damage [38] that added to VMT 
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demonstrated improvement in oxidative stress variables in the present study, justifying our results, although 

blood flow was not evaluated. 

 However, the combined protocol increased oxidative stress levels in the diabetic group in the 

gastrocnemius muscle, but these values were also higher in the antioxidant activity identified by the increase in 

SH levels. Previous studies have shown that muscle contraction as a result of physical exercise increases the 

production of ROS and promotes oxidative stress [40, 41]. However, the increase in oxidative stress in this case 

may be beneficial because the exercise-induced ROS production promotes a physiological adaptation in skeletal 

muscles such as mitochondrial biogenesis and antioxidant enzyme synthesis, being a signaling pathway [40] 

agreeing with our results. 

In our study, we also found lower values for antioxidant capacity in the lung, heart, diaphragm, 

gastrocnemius and plasma of diabetic animals in the different analyses. However, the combined protocol was 

able to elevate the levels of antioxidant activity observed by the increase of SH in the heart, lung, kidney and 

muscles and higher levels of SOD in the heart, lung and diaphragm. Furthermore, it was also beneficial to 

healthy animals compared to controls, which had higher levels of SH in lung and kidney, lung, kidney and 

diaphragm due to increased levels of SOD activity. 

Our results agree with those of the previous study [13], which showed higher levels of antioxidant 

markers such as catalase, SOD and glutathioneperoxidase in the gastrocnemius muscle of diabetic animals that 

received a single irradiation of the LLLT before performing high-intensity exercise on a treadmill. Regarding the 

effects of VMT on the oxidative profile, a study [41] compared a group that performed aerobic and resistance 

exercise to a group that additionally associated VMT, observing an increase in plasma antioxidant levels in the 

group that associated VMT with other exercises. 

 

Conclusion 

 

In conclusion, this study provides an important contribution to the understanding of the effects of a 

protocol combining low-intensity laser therapy and ventilatory muscle training in rats with streptozotocin-

induced Diabetes Mellitus. The positive effect was demonstrated by lower values of oxidative stress and higher 

values of local and systemic antioxidant activity in muscles, organs and plasma of rats with DM2. These results 

seem to indicate that this combination of non-pharmacological therapies are effective and safe in attenuating and 

oxidative state caused by DM2 and justify further studies, including in humans. 

Some suggestions for future studies can be cited, such as: performing the metaboreflex that could 

contribute to more robust results; the comparison of the combined protocol with the isolated interventions, which 

could elucidate whether the effects of the combined therapy are added or not to the isolated ones. 
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Values in mean ± standard deviation. The groups were compared by two-way ANOVA with post hoc 

Bonferroni. Analysis of variance (ANOVA); control group (C-Sham, n=8); Combined group (CB-Sham, n=8); 

diabetic control group (C-DM, n=7); Combined diabetic group (CB-DM, n=8). 

* p values <0.05 compared to C-Sham 

** p values <0.05 compared to CB-Sham 

# p values <0.05 compared to C-DM 

 

Fig 1 - Oxidizing activity levels in the plasma of the studied groups 
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Values in mean ± standard deviation. The groups were compared by two-way ANOVA with post hoc 

Bonferroni. Analysis of variance (ANOVA); control group (C-Sham, n=8); Combined group (CB-Sham, n=8); 

diabetic control group (C-DM, n=7); Combined diabetic group (CB-DM, n=8). 

* p values <0.05 compared to C-Sham 

** p values <0.05 compared to CB-Sham 

# p values <0.05 compared to C-DM 

 

Fig 2 - Oxidizing activity levels in the diaphragm of the studied groups 
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Table 1 Body weight and blood glucose 

 

Body weight and blood glucose 

Groups Starting weight 

(g) 

Last weight (g) Initial blood 

glucose 

(mg/dL) 

Post STZ blood 

glucose and vehicle 

(mg/dL) 

Last blood 

glucose (mg/dL) 

C-Sham 266±18 486±23*c,b,d 125±7 113±12 124±21 

CB-Sham 251±17 413±31*c,d 137±21 127±11 127±20 

C-DM 248±17 362±45* 139±16 407±70*a,b 428±44*a,b 

CB-DM 247±16 372±22* 161±26 444±15*a,b 427±92*a,b 

Values in mean ± standard deviation. The groups were compared by two-way ANOVA with post hoc Bonferroni. 

Analysis of variance (ANOVA); control group (C-Sham, n=8); Combined group (CB-Sham, n=8); diabetic control 
group (C-DM, n=7); Combined diabetic group (CB-DM, n=8). 

* P-values <0.05 comparing initial and final values  
a P-values<0.05 compared to the group C-Sham  
b P-values<0.05 compared to the group CB-Sham  
c P -alues<0.05 compared to the group C-DM 
d P-values<0.05 compared to the group CB-DM 
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Table 2 Oxidizing activity markers in gastrocnemius 

 

                                                  TBARS                                                     DCF-RS 

Groups  Gastrocnemius (nmol/µmol MDA/Prot) Gastrocnemius (nmol DCF/mg Prot)  

C-Sham  111.75±29.04 0.81±0.18  

CB-Sham  48.53±12.10a  0.75±0.08  

C-DM  126.29±65.66  0.20±0.05a.b.d 

CB-DM  216.07±25.61b  3.63±0.45a.b
  

Values in mean ± standard deviation. The groups were compared by two-way ANOVA with post 

hoc Bonferroni. Analysis of variance (ANOVA); control group (C-Sham, n=8); Combined group 

(CB-Sham, n=8); diabetic control group (C-DM, n=7); Combined diabetic group (CB-DM, n=8); 

Thiobarbituric Acid Reactive Substances (TBARS); Dichofluorescein (DCFH-RS). 
a P-values<0.05 compared to the group C-Sham  
b P-values<0.05 compared to the group CB-Sham  
c P -alues<0.05 compared to the group C-DM 
d P-values<0.05 compared to the group CB-DM 
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Table 3 Antioxidant Activity Markers 

 

Values in mean ± standard deviation. The groups were compared by two-way ANOVA with post hoc Bonferroni. 

Analysis of variance (ANOVA); control group (C-Sham, n=8); Combined group (CB-Sham, n=8); diabetic control group 

(C-DM, n=7); Combined diabetic group (CB-DM, n=8); Methyl Tetrazolium (MTT); Sulfidryl Group (SH); Superoxide 

Dismutase (SOD). 
a P-values<0.05 compared to the group C-Sham  
b P-values<0.05 compared to the group CB-Sham  
c P -alues<0.05 compared to the group C-DM 
d P-values<0.05 compared to the group CB-DM 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

MTT 

Groups Heart (% do 

controle) 

Diaphragm (% 

do controle) 

Lung (% do 

controle) 

Plasma 

(% do controle) 

C-Sham 115.90±39.63 100.17±9.95 155.54±27.12 104.50±8.25 

CB -Sham 118.76±14.13 100.00±10.19 128.70±18.13 111.36±15.50 

C-DM 102.76±26.45 108.84±8.10 93.22±2.86a 109.18±5.00 

CB -DM 123.99±53.53 100.20±9.61 99.44±13.42b 96.17±5.74 

SH 

Groups Heart (nmol 

SH/mg prot.) 

Diaphragm 

(nmol SH/mg 

prot.) 

Gastrocnemius 

(nmol SH/mg 

prot.) 

Lung (nmol 

SH/mg prot.) 

Kidney (nmol 

SH/mg prot.) 

Plasma 

(nmol SH/mg 

plasma) 
C-Sham 136.40±6.36 48.17±1.24 42.47±14.05 74.62±9.37 24.92±0.01 13.09±2.96 

CB -Sham 85.11±7.00a 33.83±6.21a 32.75±6.54 109.62±4.87a 40.94±5.67a 16.94±2.98 

C-DM 15.83±5.87ª.d 20.01±4.94a.d 35.72±1.76d 44.50±17.32a 13.48±1.83b.d 13.18±4.52d 

CB -DM 34.81±8.81ª.b 39.62±5.70 1174.42±361.95 

ª.b 

37.91±11.17ª.b 43.65±15.33 4.20±2.32b 

SOD 

Groups Heart (U/mg) Diaphragm 

(U/mg) 

Gastrocnemius 

(U/mg) 

Lung (U/mg) Kidney 

(U/mg) 

Plasma 

(U/mg) 

C-Sham 0.0017±0.00 0.0007±0.00 0.0309±0.01 0.0006±0.00 0.0014±0.00 0.0346±0.01 

CB -Sham 0.0043±0.00a 0.0057±0.00a.c.d 0.0418±0.01 0.0063±0.00a 0.0120±0.00a 0.0466±0.01a 

C-DM 0.0007±0.00ª.b.d 0.0007±0.00 0.0017±0.00a.b 0.0016±0.00d 0.0006±0.00b 0.0015±0.00a.b 

CB -DM 0.0039±0.00 0.0022±0.00a.c 0.0027±0.00a.b 0.0040±0.00b 0.0019±0.00b 0.0027±0.00b 
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5 CONCLUSÃO 

 

O presente estudo é o primeiro a avaliar os efeitos da combinação do TMV e LBI 

sobre o estresse oxidativo de ratos com DM2. Os objetivos deste trabalho foram totalmente 

atingidos. 

Em conclusão, o presente estudo sugere que o protocolo combinado foi eficaz na 

redução do estresse oxidativo além de aumentar a atividade antioxidante em músculos, órgãos 

e plasma de animais com DM2.  

Dessa forma, os resultados demonstrados neste trabalho elucidam o potencial 

terapêutico da combinação dos protocolos e podem ser novas ferramentas a serem estudadas e 

utilizadas no DM2.  

Para estudos futuros sugere-se a realização de análises referente ao metaborreflexo que 

poderia corroborar com os achados deste estudo; a comparação do protocolo combinado com 

protocolos de intervenções isoladas, o que poderia elucidar se os efeitos da terapêutica 

combinada se somam ou não às isoladas.  
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ANEXO B – REGISTRO NO GABINETE DE PROJETOS (GAP)  
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ANEXO C – NORMAS DA REVISTA LASERS IN MEDICAL SCIENCE 
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