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Resumo

Segundo dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), as doencas
cardiovasculares s3ao as principais causadoras de mortes em todo mundo,
aproximadamente 17 milhdes de pessoas ou um ter¢co de todas as mortes anuais.
Destes 6bitos causados pelas doencas cardiovasculares, aproximadamente 9,4 milhdes
sao causadas pela hipertensao arterial. Na busca de reduzir estes numeros e melhorar
a qualidade de vida e longevidade da populagdo, diversos tratamentos vém sendo
desenvolvidos, sendo que na maioria dos casos o principal tratamento indicado é o
farmacoldgico. Terapias envolvendo a utilizagdo de tipos especificos de luz ja sao
utilizados desde meados de 1971, sendo o laser de baixa intensidade uma das
principais fontes de luz para estes tratamentos, utilizado vastamente na odontologia e
na medicina para diversos tratamentos como psoriase, acne, Ulceras, feridas, etc.
Muitos estudos demonstraram que a terapia com fotobiomodulacdo (PBM) é capaz
induzir o relaxamento do musculo liso vascular (MLV) de modo independente do
endotélio. Este estudo avaliou o efeito do tratamento crénico com PBM em animais
hipertensos, induzida pela obesidade. Foi possivel verificar que ao longo de seis
semanas de tratamento, a PBM foi capaz de reduzir a pressdo arterial em valores

préximos aos basais.

Palavras-chave: Laser de baixa intensidade, ILIB, hipertens3o arterial sistémica



Abstract

According to data from the World Health Organization (WHO), cardiovascular
diseases are the main cause of death worldwide, approximately 17 million people or
one third of all annual deaths. Of these deaths caused by cardiovascular diseases,
approximately 9.4 million are caused by arterial hypertension. In order to reduce these
numbers and improve the quality of life and longevity of the population, several
treatments have been developed, and in most cases the main treatment indicated is
pharmacological. Therapies involving the use of specific types of light have been used
since mid-1971, with low intensity laser being one of the main sources of light for
these treatments, widely used in dentistry and medicine for various treatments such as
psoriasis, acne, ulcers, wounds, etc. Many studies have shown that
photobiomodulation therapy (PBM) is able to induce vascular smooth muscle (MLV)
relaxation independently of the endothelium. This study evaluated the effect of
chronic treatment with PBM in hypertensive animals, induced by obesity. It was
possible to verify that over six weeks of treatment, PBM was able to reduce blood

pressure by values close to baseline.



Lista de abreviaturas

ADMA Dimetilarginina assimétrica

AHA American heart association

CcT Controle

CT+L Controle mais laser de baixa intensidade de baixa intensidade
DCV Doenga cardiovascular

DPH Dieta palatavel hiperlipidica

eNOS NO sintdse endotelial

FR Fatores de risco

GCs Guanilato ciclavel soluvel

GKP Proteina quinase dependente de GMP

GPc Monofosfato ciclico de guanosina

GTP Trifosfato de Guanosina

HAS Hipertensdo arterial sistémica

IL-1 beta Interleucina 1 beta

IL-10 Interleucina 10

IL-6 Interleucina 6

MLV Musculo liso vascular

mm Hg Milimetros de mercurio

n Numero de animais

nm Nandmetros

NO Oxido nitrico

NOS Oxido Nitrico Sintase

NUPEN Nucleo de Pesquisa e Ensino de Fototerapia nas Ciéncias da Saude
Ob Obeso

Ob+L Obeso mais laser de baixa intensidade de baixa intensidade
Ob+P Obeso mais placebo

OMS Organizagao mundial de saude

PA Pressao arterial

PAD Pressdo arterial diastdlica

PAS Pressdo arterial sistélica

PBM fotobiomodulacao

PHFD Dieta palatavel hiperlipidica

TNF-a Fator de necrose tumoral alfa

UFSCar Universidade Federal de S3o Carlos

FOX Ferrous Oxidation-Xylenol Orange

Ca%* Célcio

SHR Spontaneus hpertensive rat — ratos espontaneamente hipertensos
TNF-a Tumoral necrosis factor — a (fator de necrose tumoral — a)
NF-KB fator de transcricao nuclear kB

J Jaule




CcT

controle




Sumario
FAY o= o LYol 0 1= ) o T PP 1
RESUMO.cciiiiiiiii ittt ettt e e s a e e e s err e e e s sna s e e s sans 3
LAY o1 1 Tl TP U PP URPRTOPPTO 4
Lista de abreviaturas € Siglas......cuuii it e s e e st e e e s raneeeaan 5
Y oY [FTor: o PP PRSP 9
D 11 U7 Vot To I s g To [o} =1 - SR 9
] o 11T T o 1Y [ IV T o - | F SRR 11
1.3Tratamentos diSPONIVEIS ....cccuieieiciiee e ccitee ettt eette e e eree e et e e e e sbr e e e e eabee e e esabaee e eeabaeeeennsees 12
1.4Terapia de fotobiomodulagao (PBM).......cccueeeiieiciiecieeecee ettt e re e s e 13
B 0 ] o1 =Y 1Y o 1SR 15
0] o] 1= 1Y L= =] =Y SRR 15
2.20DbjetiVOS ESPECITICOS...iiiiiiiiiietiee ettt et e e e et e e e ebre e e e e bte e e e ebaeeeeentaeaeeans 15
3.Materiais € IMBLOTOS .....uveiiiiieiieeeee ettt ettt e e st e st esbte e s bt e s bt e e sareesneeesabeeennes 16
I AN 10 - 1 PP PP PPRPPOPRRPROt 16
R0 = -l oL | - = V7<) PP 17
3.3Terapia de fotobiomodulagdo (PBM).........cceieiiiieiciiiee ettt evtee e e trre e e enreee e 18
3.AMedida da Pressd0 arterial ........eecccieee i e ebaa e e e eans 19
3.5Teste de resisteNncia @ iINSUIING .....cocveeiiiiienieeeee s 19
3.6Quantificacdo da gordura COrporal.....ccccuiiiiiiiii it e e 19
3.7Quantificacdo da concentracdo de nitrito e nitrato (NOX) ....cceveeeeciiieeeeciiee e 20
3.8Determinagdo dos Niveis de Hidroperdxidos de Lipidios (FOX).....ccoveeeecieeeeeciieeeeciieeeens 21
RRCTOIVET oY i} ffor=Tor-To T [N ol o 1ol [ - L USRSt 22
3.10ANANISE A€ AUOS ...cuveeiiiiiiriieiie et 22
i L ] =T [o L PRSP PROPRPP 23
4.1Massa corporal @ gordura Corporal.........ou e 23
4.2Glicemia de jejum e teste de resisténcia a iNSUlNG .........cccveeieiiiiec e 24
4.3ReSPOStas NEMOTINAMICAS .. ..cccciiieeeciieeeecieee ettt e et e e et e e e e e tr e e e esaraee e eeasaeeeenanaeeaas 25
4.4Concentracdo sérica de OXido NILriCO (NO) ....c.eeecvviiiieeeiee et 26
4.5Determinagdo dos Niveis de Hidroperdxidos de Lipidios (FOX)....cccceeeererveeecieeeireeesveeenne 27
4.6Concentragao de IL-1beta, TNF-0, IL-10 € IL-6..uvvrieeeeeeeiiiieeee e eccteeeee e eecvveee e e e e 28
SN Dol U - o T TP PO UPTTR 30
6.CONCIUSOES € PEISPECLIVAS ..vviieeeiiieeeiiieeeeiteeeeritee e e rtae e e e stteeeesbreeeesabaeeessbaeeesnbeeesanseeesennsens 40
7.Desdobramentos desta PESOUISA ..uecicrieeeeiirieeeiireeeeiteeeesreeeesbeeeesabaeeeeabeeeesnnbeeeeenraeeesnrees 42

8.Referéncias BibliografiCas .....cviiiuieii e e 45



1. Introducao

1.1. Disfuncao Endotelial

Nos ultimos anos o endotélio vascular foi apresentado como o maior érgao
enddécrino do corpo humano, visto que este apresenta fungdes autdcrinas, enddcrinas
e paracrinas que sdo indispensdveis para a manutencdo do ténus e homeostase
vascular [1]. Qualquer alteracdo que provoque uma queda continua da homeostase
vascular como, a diminui¢gdo da biodisponibilidade de éxido nitrico (NO) ou aumento

de fatores que induzem vasoconstricao é caracterizada como disfuncdo endotelial [2].

O NO produzido pelas células endoteliais é uma das menores moléculas
produzidas pelo organismo que é sintetizado a partir de uma rea¢do na qual um dos
dois nitrogénios presentes na L-arginina (2-amino-5-(diaminomethylidene-amino)
pentanoic acid) é oxidado formando assim a L-citrulina (dcido 2-amino-5-
(carbamoilamino)pentanoico), em uma reacdo que é catalisada pela enzima NO-
sintase (NOS) [3]. Este, se difunde para o lumen vascular e células do musculo liso
vascular (MLV)provocando o relaxamento do musculo liso devido a interagdao do NO
com o ion ferro do grupo heme da enzima guanilato ciclase soltuvel (GCs), tornando-a
ativa. A alteracdo conformacional da GCs faz com que ocorra a fosforilacdo da
molécula guanosina trifosfato (GTP), transformando-a em guanosina monofosfato
ciclica (GMPc) [4]. A GMPc atua como segundo mensageiro e ativa a proteina quinase
dependente de GMP (PKG) que fosforila diversas proteinas e diminui o influxo ou
liberacdo de Ca?* intracelular ou aumenta o armazenamento de Ca?* pelo reticulo

sarco-plasmatico [5].
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O NO também pode causar relaxamento do MLV por via independente de
GMPc, ativando a abertura dos canais de potassio e o influxo dos ions de potdssio
promovendo a hiperpolarizacdo da membrana celular [6] e ativacdo da Ca?*-ATPase do

reticulo sarcoplasmético aumentando o armazenamento de Ca?*[7].

O termo “disfungdo endotelial” refere-se a um desequilibrio na producgao
endotelial de mediadores que regulam o ténus vascular, sendo que alguns estudos
apresentam a relagdo do estilo de vida, obesidade e tabagismo com o
desenvolvimento da disfuncdo endotelial [8-10]. Esta, também estd associada com
diversas doengas metabdlicas e cardiovasculares como aterosclerose, sindrome
metabdlica, dislipidemia, diabetes tipo 2, outras doencas cardiovasculares [11-14]
principalmente na hipertensdo arterial. A fisiopatologia da disfuncdo endotelial é
complexa e envolve diversos mecanismos, como a diminui¢do da biodisponibilidade de
NO que pode ser causada por aumento na concentragao de oxidantes e angiotensina Il
e a presenca de dimetilarginina assimétrica (ADMA) que atua como um competidor
com a L-arginina pela eNOS. Alguns dos fatores que podem afetar o endotélio e
favorecer o desenvolvimento da disfuncdo endotelial e as suas consequéncias estdo

representados na Figura 1.
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Figura 1. Fatores que podem afetar o endotélio e as consequéncias da disfungdo endotelial. Adaptado de [1].

1.2. Hipertensao Arterial

A hipertensdo arterial sistémica (HAS) é uma condicdo clinica multifatorial, que
é caracterizada por niveis elevados e sustentados da pressdo arterial onde, a pressao
arterial sistélica (PAS) é > 130mmHg e pressdo arterial diastélica (PAD) é > 80mm Hg
segundo a Associacdo Americana do Coracdo (AHA — American Heart Association)[15,
16]. A HAS é considerada pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) como o principal
problema de saide no mundo [17], levando a morte aproximadamente 9,4 milhdes de
pessoas por ano [18, 19]. No Brasil, inquéritos populacionais em cidades brasileiras nos
ultimos 20 anos apontaram uma prevaléncia de HAS acima de 30% [20, 21]. De acordo
com a Sociedade Brasileira de Hipertensdo, a HAS possui uma alta prevaléncia e baixas
taxas de controle, é considerada um dos principais fatores de risco modificaveis e um

dos mais importantes problemas de saude publica [22].

Como mencionado anteriormente, diversos fatores podem provocar o

desenvolvimento da hipertensdo arterial, como predisposicdo genética, retencdo de
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sddio, obesidade, enrijecimento prematuro de artérias, diabetes e disfuncdo endotelial
[23] e estd geralmente associada a alteragdes funcionais e/ou estruturais dos 6rgdos-
alvo (coracdo, encéfalo, rins e vasos sanguineos) [22]. Os niveis de mortalidade por
doencas cardiovasculares eleva-se constantemente a medida que a PA aumenta ou
seja, com uma PA a partir de 115/75 mmHg ha um crescimento linear no risco de DCV

[22].

Logo, para proporcionar um aumento na expectativa de vida de pacientes com
HAS, é necessdrio que a PA seja reduzida, sendo que, qualquer reducdo adicional da

PAS abaixo de 140 mm Hg ja é suficiente para diminuir o risco cardiaco [23].

1.3. Tratamentos disponiveis

Atualmente existem diversos tratamentos disponiveis para a HAS com o
objetivo de abolir os riscos associados ao aumento da PA, implicando diretamente em
uma melhora na qualidade de vida. O tratamento é baseado na eficacia em reduzir a
PA assim como diminuir os riscos cardiovasculares associados, incluindo infarto agudo
de miocdrdio e insuficiéncia cardiaca. Ao mencionar os tratamentos existentes é
necessario lembrar que a PA é determinada por trés fatores: excrecao de sddio pelos
rins resultando em alteracdo no volume plasmatico e volume corporal, trabalho
cardiaco e tonus vascular [24], estes fatores controlam o volume intravascular, débito
cardiaco e resisténcia vascular sistémica, que sdo fatores hemodinamicos
determinantes para a PA. Tanto o sistema nervoso simpatico quanto o sistema renina

— angiotensina — aldosterona estdo intimamente ligados no ajuste dos niveis de PA.
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A hipertensdo é uma doenga com alta prevaléncia e baixa taxa de controle, com
maior prevaléncia em idosos. Em estudo realizado pela Nutrition Examination Survey
(NHANES 1III, 1995)[25], verificou-se que em individuos acima de 60 anos, 60% dos
brancos e 71% dos negros sdo hipertensos, dos quais somente 50% estavam em
tratamento. Daqueles que estavam em tratamento, somente 50% tinha o controle da
pressdo arterial [26-29]. A baixa taxa de controle tem diversos motivos incluindo os
efeitos colaterais observados para os medicamentos anti-hipertensivos, pacientes nao
responsivos ao medicamento, erro na dose ingerida, doente ndo aceita tomar o
medicamento [30], sendo que, aproximadamente 50% dos pacientes ndo tomam a
medicacdo prescrita corretamente [31, 32]. No Brasil, os dados apresentados
permitem observar que dois tercos da populacao idosa, acima de 60 anos é hipertensa

[33].

Por geralmente se tratar de multipla medicacdo, mais de um medicamento de
uso continuo, efeitos colaterais como aumento da fadiga, disfuncdo sexual e aumento
da diurese, o tratamento incomoda mais do que a prdpria doenca, visto que esta é
tipicamente assintomatica [30]. Desta forma, a utilizacdo do laser de baixa intensidade
pode ser uma alternativa ndo farmacoldgica para o controle da pressdo arterial com
maior aceitagao, com menos ou nenhum efeito colateral e ainda poderia ser associado

ao farmaco em pacientes pouco responsivos aos anti-hipertensivos.

1.4. Terapia por fotobiomodulag¢do (PBM)

A terapia por PBM apresenta como uma alternativa mais barata, sem ou com

menos efeitos colaterais, ndo invasiva e indolor para diversos tratamentos e ja é
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utilizada desde 1960 para acelerar a cicatrizacdo de feridas e atualmente para o
tratamento de vitiligo [34], psoriase, acne, e outras dermatites [35]. Segundo
Chavantes e Tomimura, PBM reduz processos inflamatdrios e edemas, altera a

respostas micro e macro vasculares e promove analgesia [36]

Em 1955 Furchgott et. al. observaram que a luz em certas intensidades pode
promover relaxamento do vaso sanguineo, através de andlise em midgrafo.
Posteriormente diversos autores demonstraram que ha fotorrelaxamento com
diferentes tipos de luz em diferentes comprimentos de onda, desde entdo diversos
artigos apresentam multiplas fontes de luz com capacidade de promover relaxamento

do MLV [36-39].

Sendo uma luz que ndo emite calor, o Laser de baixa intensidade
(Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation), é a fonte de luz mais
utilizada para estes experimentos. E importante ressaltar que nem todos os
comprimentos de onda sdo capazes de promover o relaxamento do MLV, assim como,
a poténcia e a intensidade da luz irradiada também é de suma importancia, como
afirma Plass et. al (ANO) ao demonstrar o relaxamento do MLV utilizando LED e Laser
de baixa intensidade em um comprimento de onda de 670 e 680 nm respectivamente
[37]. O mesmo trabalho também observou que o relaxamento muscular causado pela
irradiacdo de LED e Laser de baixa intensidade no MLV ocorre independentemente da
producdo endotelial de NO, porém, ainda dependente da ativacdo da GCs pelo NO

liberado a partir da irradiacdo com Laser de baixa intensidade ou LED [37].

Em estudo crénico realizado com ratos SHR, foi utilizado PBM (Laser de baixa

intensidade diodo 780nm) por 7 semanas totalizando 21 aplicacdes de laser de baixa
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intensidade, que eram realizadas na base da cauda do animal. Observou-se que os
animais que tratados com a FBM apresentaram valores significativamente menores na
PAD, na pressao arterial média e frequéncia cardiaca o que poderia representar uma

nova alternativa para o tratamento da hipertensao arterial [36].

Apesar de haver diversos estudos sobre a utilizagdo de laser de baixa
intensidade em diversos tratamentos [40-42] ndo se conhece nenhum tratamento
clinico que utiliza a PBM na prevencdo ou no tratamento da hipertensao arterial. Visto
que em estudos preliminares realizados pelo grupo de pesquisa do Laboratério de
Farmacologia Cardiovascular da UFSCar [43, 44] foi possivel observar uma redugao
importante na pressao arterial sistdlica de ratos hipertensos. Caso seja confirmado que
a PBM estimule a reducdo da pressdo arterial de maneira aguda e/ou cronica, isto
facilmente poderia ser mais um novo recurso terapéutico na pratica clinica, com a

grande vantagem da inexisténcia de efeitos colaterais.

2. Objetivos

2.1. Objetivos gerais
Determinar o efeito do tratamento cronico com laser de baixa intensidade (660
nm) em ratos hipertensos, bem como estudar possiveis mecanismos fisioldgicos deste

efeito.

2.2. Objetivos Especificos
Em ratos com hipertensdo induzida por dieta obesogénica realizar a terapia

cronica com laser de baixa intensidade de baixa intensidade e avaliar as diferentes
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respostas hemodinamicas, bem como o estudo dos mecanismos de acdo do laser de

baixa intensidade.

3. Materiais e Métodos

3.1 Animais

Para a realizagdo deste estudo foram utilizados 32 ratos Wistar (Rattus
norvegicus) machos provenientes do biotério central da UFSCar e a partir de 9
semanas de idade foram alocados no Laboratdério de Neuroendocrinologia do
Departamento de Ciéncias Fisioldgicas da UFSCar sob responsabilidade do Prof. Dr.
Wladimir Beck. Este trabalho foi realizado sob autorizacdo da CEUA local com o

numero 8982101215.

Os animais foram divididos em 5 grupos:

Grupo Controle (CT): alimentado com rac¢do padrao;

e Grupo Obeso (Ob), o qual foi ofertado uma dieta hiperlipidica palatavel;

e Controle + Laser de baixa intensidade (CT+L): para este grupo foi

ofertado a dieta padrao e a PBM;

e Grupo Obeso + Laser de baixa intensidade (Ob+L): este grupo recebeu

dieta hiperlipidica palatavel mais a PBM;

e grupo obeso + placebo (Ob+P): este grupo recebeu dieta hiperlipidica
palatavel e foi submetido ao mesmo protocolo que o grupo Ob+L, no
entanto o aparelho permaneceu desligado durante o periodo de

aplicacao.
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Os animais foram alocados em grupos de quatro animais em cada caixa de
polipropileno (dimensdes), alimentados com dieta padrao ou hiperlipidica palatavel e
agua ad libdum. O biotério foi programado com ciclo invertido claro/escuro de 12
horas. As intervengdes que ocorreram durante as 18 semanas estao descritas na

figura 2.
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Figura 2. Protocolo realizado ao longo de 18 semanas

3.2 Dieta palatavel

A dieta palatdvel hiperlipidica foi preparada conforme descrito por [45]. Foram
misturados trés partes de racdo, duas partes de chocolate ao leite, duas partes de
amendoim moido e uma parte de bolachas de maisena. Todos os ingredientes foram
moidos, misturados e moldados em pellets. Uma nova racdo era preparada a cada
dois dias. Segundo Estadella esta dieta é composta por 48% de carboidratos, 20% de
proteina, 20% de gordura e 4% de fibras. A densidade calérica da dieta palatavel

hiperlipidica calculada foi de 21,4 kl/g e 17,0 kl/g para a dieta padrdo [45].

eiseueiny
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Tabela 1. Descricdo dos macro nutrientes presentes na dieta.

Macro nutrientes Dieta padrdao Primor ® Dieta Hiperlipidica
(g/100g) (8/100g)
Carboidratos 49 48
Proteinas 23 20
Gorduras totais 4 20
Fibras 5 4
Valor energético 4.07 kcal/g 5.12 kcal/g

3.3 Terapia de fotobiomodulacao (PBM)

A PBM teve inicio na décima segunda semana, o periodo anterior é o periodo
necessario para ocorra um aumento da massa corporal e concomitante eleva¢ao da
pressdo arterial sistdlica [46]. Os animais receberam a tratamento duas vezes por
semana, as tercas e quintas-feiras durante seis semanas conforme descrito na tabela
1, sempre realizado pelas mesmo operador. Para este protocolo foi utilizado um
protétipo modificado do aparelho Physio lase Il (DMC Equipamentos, Sdo Carlos-SP,
Brasil) de diodo aluminio gélio arsénio (AlGaAs) desenvolvido pelo NUPEN (Nucleo de
Pesquisa e Ensino de Fototerapia nas Ciéncias da Saude, Sdo Carlos—SP, Brasil). Os
emissores foram posicionados no abdémen dos animais sendo os principais
pardmetros comprimento de (A) = 660 nm, poténcia 100mW por emissor, em modo

continuo e em contato com a pele do animal em um angulo de 90°.



19
3.4 Medida da pressao arterial

A medida da pressdo arterial sistdlica (PAS) foi realizada no dia em que se
antecedeu o inicio do experimento em seguida na sexta semana, décima segunda
semana, décima quarta e décima oitava semana por pletismografia de cauda
(Powerlab 8/35, AD Instruments, Pty Ltda CO) como descrito anteriormente por [47].

Entdo foi calculado a PAS média de 4 medidas sucessivas de cada animal.

3.5 Teste de tolerancia a insulina

As concentracdes sanguineas de glicose foram mensuradas somente na ultima
semana, 48 horas antes da eutanasia. Para isto, os animais permaneceram em jejum
durante 10 horas antes do teste. Desta forma, foi realizado uma pequena incisao no
final da cauda de cada animal com uma agulha para coleta de uma gota de sangue e a
glicemia de jejum foi medida utilizando-se o glicosimetro Accu-Check® (Roche
Diagnostic, Indianapolis, USA). Em seguida foi realizado o teste de tolerdncia a
insulina (ITT), sendo realizada uma injecdo intraperitoneal de insulina humana a
1U/kg de peso corporal. As amostras de sangue foram entdo coletadas 5, 15, 30, 45 e

60 minutos apds a injecao de insulina [48].

3.6 Quantificacao da gordura corporal

Para a quantificacdo da gordura corporal foram separadas e pesadas as

gorduras mesentérica, epididimal e retroperitoneal. Estes tecidos foram extraidos
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apos eutandsia e pesados separadamente para avaliar a adiposidade central que foi

calculada de maneira total e relativa ao peso corporal.

3.7 Quantificacdo da concentracdo de nitrito e nitrato (NOx)

A concentracdo de éxido nitrico no soro foi obtida por meio da concentracdo de
seus subprodutos nitrito (NOy) e nitrato (NOs’), conhecidas em conjunto como NOX,
descrita por Rodrigues et al. O método de quimioluminescéncia NO / oz6nio foi
realizado utilizando o NO Analyzer 280i (Sievers, Boulder, CO, USA). Para isto foi
utilizada uma amostra de 40 ul de soro que em seguida foi diluida em 40 pl de alcool

isopropilico, congelada e centrifugada para desproteinizacdao da amostra.

Das amostras desproteinizadas, utilizou-se o volume de 5,0 uL que foi injetado
na cdmara de reacdo do analisador contendo um agente redutor (0,8% de cloreto de
vanadio em 1IN de HCL a 9592 C) que converte o nitrito em NO, em quantidades
equimolares. O NO é sugado para a cdmara de quimioluminescéncia do analisador,
gue por sua vez reage com o ozonio (Oz) formando didxido de nitrogénio (NOy). O
NO; apresenta-se numa forma instavel e tem a capacidade de emitir fétons que se
chocam contra uma superficie fotossensivel de uma célula fotomultiplicadora. O
féton emitido pela reacdo é detectado e convertido em sinal elétrico. A corrente de
elétrons é captada, amplificada e processada por um transdutor analégico-digital,
dando origem e um tracado grafico em que area sob a curva gerada pela corrente
elétrica corresponde a concentracdo de nitrato na amostra. A curva padrdo foi

preparada com nitrato de sddio nas concentragdes 5, 10, 15, 25, 50 e 100 uM [49].
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3.8 Determinacao dos Niveis de Hidroperdéxidos de Lipidios (FOX)

Os hidroperodxidos de lipidios sdo indicadores do processo de peroxidagao
lipidica. A peroxidacdo lipidica foi quantificada pelo método FOX (Ferrous Oxidation-

Xylenol Orange), como descrito por Jiang et al [50].

0 método FOX é baseado na oxidacdo do Fe?* (sulfato ferroso amoniacal) a Fe3*
pelos hidroperdxidos em meio acido na presenca de um pigmento complexador de
Fe*3, o alaranjado de xilenol. Cerca de 30 pg de aorta dos ratos (previamente tratada
com TCA 10%) foi incubada durante 30 minutos a temperatura ambiente com 900 pL
de mistura reativa contendo 100 uM de alaranjado de xilenol, 250 uM de FeSO4
(sulfato ferroso amoniacal), 25 mM de H2SO4 e 4 mM de butiliato de hidroxitolueno
(BHT) em metal 90% (v/v). O Fe3* formado na presenca de hidroperéxidos reage com
o alaranjado de xilenol formando um composto colorido com pico de absor¢ao em

560nm.

Para o célculo foi utilizado o coeficiente de extingdo molar de 4,3X 104 M1 cm-1
do complexo Fe3* alaranjado de xilenol para H,0,, hidroperdxido linoleico ou butil

hidroperéxido.

Os resultados foram expressos em nmol de hidroperdxido por mg de proteina.
O método “Xilenol Orange” é simples, ndo exige equipamentos sofisticados, os
resultados avaliam efetivamente o conteddo de hidroperdxidos de lipidios em

extratos de tecidos. O ensaio FOX apresenta boa correlacdo com o ensaio TBARS.
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3.9 Quantificagao de citocinas

Para a quantificacdo de citocinas foi utilizado o ensaio multiplex (MILLIPLEX
MAP kit, Milliplex®, Merck Millipore, Alemanha) com a tecnologia Luminex®
MagpixTM (Austin, TX, EUA). O ensaio foi realizado seguindo as instrugdes do
fabricante. As concentragGes de citocinas / quimiocinas foram calculadas pelo
software Milliplex Analyst 5.1® usando uma curva padrdo com ajuste de spline cubico

(escala logaritmica).

Tabela 2: Parametros do Laser de baixa intensidade (por

ponto de aplicacdo) In Vivo
Comprimento de onda 660
Modo de operacao Continuo
Poténcia [mW] 100
Polarizacao No
Tamanho do spot [cm?] 0,0295
Formato Eliptico
Irradidncia [mW/cm?] 3,4
Tempo de exposicao [sec] 56
Fluéncia [J/cm?] 190,4
Energia [J] 5,6
Numero de pontos irradiados 1-6
Modo de aplicacao Contato

3.10 Analise de dados

Os dados numéricos obtidos das varidveis analisadas de cada grupo (média *

desvio padrdo - D.P.) foram comparados por meio de andlise de varidncia
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paramétrica (ANOVA one-way) seguido do teste de comparagdes multiplas de Tukey.
Toda anélise foi realizada por meio do software Prisma 8° (GraphPad) adotando-se

um nivel de significancia menor que 5% (p<0,05).

4. Resultados

4.1 Massa corporal e gordura corporal

Ao final do experimento, todos os animais possuiam a mesma massa corporal,
conforme apresentado na figura 3A (CT: 482,4 + 41,6 g, n=9; OB: 560,4 + 32,2 g;
n=8; CT + L: 500,3 £ 52,0g, n=9; Ob+L: 541,5 + 81,0g, n=8; Ob+ P: 529,8 + 62,0g,
n=8). No entanto, a dieta palatdvel proposta por Estadela e colaboradores foi eficaz
em promover diferencas na composicdo corporal dos ratos que a receberam (Ob:
36,0g + 19,0g, n=8 : Ob+L: 35,0g + 15,0 g, n=8; Ob+P: 31,6g + 14,0g, n=8 em
compara¢do com os animais que receberam dieta padrao (CT: 14,4g + 2,5g, n=9;
CT+L 12,8g + 4,1g, n=9), conforme apresentado na figura 3B. Os animais que
receberam DPH possuiam em média o dobro de gordura visceral em comparagao

aos animais do grupo controle.
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Figura 3. A - massa corporal na 182 semana. Ndo houve diferenga entre os grupos tratados com dieta padrdo e DPH
(p > 0,05). B— massa de gordura visceral total (somatdrio das gorduras mesentérica, epididimal e retroperitoneal).
Os animais tratados com ragdo padrdo apresentaram menor acimulo de gordura quando comparados aos animais
que receberam DPH Os animais que receberam DPH apresentaram maior acumulo de massa gorda no tecido visceral,
em comparag¢do com os grupos controles. * = estatisticamente diferente de CT e CT+L (p <0,05).

4.2 Glicemia de jejum e teste de resisténcia a insulina

Além do ganho de peso, no final de 18 semanas, a DPH foi capaz de elevar os

niveis de glicose no sangue em jejum dos grupos Ob (130 + 12 mg/dL, n = 8), Ob+P
e Ob+L (Ob: 130 mg/dl n=8; Ob+P: 126 mg/dl + 9 n=8; Ob+L 127 mg/dl + 11, n=8)
comparado ao grupo CT (91 mg/dl + 7 n=9) com valor de p < 0,05. Ao analisar no
grafico a area sob a curva, é possivel observar que a resisténcia a insulina também
permaneceu diferente entre os grupos Ob, Ob+P e Ob+L quando comparados ao

grupo CT (Ob: 4933 + 429, n=8; Ob+P: 4868 + 209, n=8 ;0b+L: 4933 + 642, n=8; CT:

3496 + 347 n=9).
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Figura 4. A - teste de tolerdncia a insulina. Os grupos tratados com DPH mostraram uma pequena diminui¢do da
concentragdo de glicose no sangue ao longo do tempo, quando comparados aos grupos que receberam dieta padrdo.
B - Area sob a curva. Os animais tratados com DPH tiveram uma drea maior em compara¢do com CT e CT+L.
Também demonstra que a terapia PBM ndo foi capaz de reverter a resisténcia a insulina promovida pela DPH.

4.3 Respostas hemodinamicas

Apds seis semanas recebendo a DPH, foi possivel observar um aumento
significativo da PAS (Ob: 126,3 + 2 mmHg n=8; Ob+L: 126,2 + 2 mmHg, n=8; Ob+P:
124,6 £ 4 mmHg, n=8) entre a 12 semana até a 122 semana (Ob: 149,1 £ 2 mmHg,
n=8; Ob+L: 150,2 + 4 mmHg, n=8; Ob+P: 147 + 3 mmHg, n=8), enquanto o grupo
gue recebeu dieta padrdo ndo teve alteracdes significativas nos valores de pressao
arterial no mesmo periodo (CT: 125,0 + 1 mmHg, n=9 , 12 semana: 125,1 + 2
mmHg, n=9 , 122 semana), dados presentes na figura 5. Entre os objetivos do
trabalho estava responder se a terapia com PBM duas vezes por semana seria
capaz de promover alguma alteracdo da PAS em animais ndo obesos. Desta
maneira as respostas hemodinamicas observadas no grupo CT+L foram similares as
respostas do grupo controle, ndo mostrando diferencas durante todo o
experimento (figura 5). Apds o inicio da terapia com PBM na 122 semana é possivel
observar que a PAS dos grupos Ob e Ob+P continuou a aumentar durante as

semanas subsequentes (Ob: 152,7 + 3 mmHg, n=8 na 142 semana; 154,3 + 2 mmHg,
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na 182 semana; Ob+P: 152,3 + 6 mmHg n=8 na 142 semana e 153,1 + 7 mmHg na
182 semana). No entanto, os animais tratados com PBM (grupo Ob+L) tiveram uma
reducdo da pressdo arterial de 10 mmHg + 7 entre a 122 e a 142 semana. Contudo,
uma maior reducdo da pressao arterial foi observada entre a 122 e a 182 semana,
com uma reducdo total da PAS de 18 mmHg (* 6). Demonstrando eficacia da

terapia com PBM na reducdo da pressdo arterial de ratos com obesidade induzida

por dieta palatavel.

Pressao arterial sistolica Frequéncia Cardiaca
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Figura 5. A - Evolugdo da PAS durante 18 semanas. Os animais tratados com DPH apresentaram aumento da PAS na
69 semana, enquanto os grupos CT e CT + Laser de baixa intensidade mantiveram o valor basal da PAS durante todo
o experimento. Na 129 semana, o grupo Ob+L iniciou a terapia com PBM e apresentou uma diminui¢éo ao longo das
semanas subsequentes, enquanto os grupos com Ob e Ob+P apresentam tendéncia de aumento da PAS. *, Ob, Ob+L
e Ob+P diferentes de CT e CT+L. +, Ob e Ob+P diferentes de CT e CT + L. T, Ob+L diferente de CT e Ob. T, Ob e Ob+P
diferentes de Ob+L, CT + L e CT. (p <0,05) B — Registro da frequéncia cardiaca ao longo de 18 semanas. Ndo foi
encontrado diferencgas estatisticas.

4.4 Concentracdo sérica de dxido nitrico (NO)

Por meio da analise da quantificacdo da concentracdo sérica de NO, medida a
partir da concentracdo de nitrito e nitrato, foi possivel avaliar que apds quatro dias
desde a ultima aplicacdo do laser de baixa intensidade ou da realizacdo do placebo

ndo houve diferenca na concentracdo de NO presente no soro dos animais (CT:
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37,1+ 7 uM n=9; CT+L: 41,4 £+ 9 uM n=9;0b: 38,3 + 11 uM n=8;0b+L: 45,6 + 6 UM

n=8; Ob+P: 45,1 + 13 uM n=8).
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Figura 6. Concentragdo sanguinea de oxido nitrico.
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Os hidroperodxidos de lipidios sdo indicadores do processo de peroxidacdo

lipidica, o qual é capaz de transformar macrdéfagos em células espumosas,

aumentando a adesdo, ativacdo e migracdo dos mondcitos, propiciando a

formacgao das placas de ateromas que estdo envolvidas no desenvolvimento de

algumas comorbidades [51]. O tratamento com laser de baixa intensidade nao foi

eficaz em diminuir a lipoperoxidacdo (figura 7). Em trabalho prévio do nosso grupo

de pesquisa, foi observado que a dieta hiperlipidica também aumentou a

lipoperoxidacdo em artéria aorta [46], mostrando-se um modelo eficaz para

estudar estresse oxidativo induzido pela lipoperoxidacao.
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Figura 7. Peroxidagdo lipidica de aortas. Os animais que receberam DPH apresentaram maior nivel de peroxidagéo
lipidica na aorta em comparagdo aos animais que receberam a dieta padrdo. *indica diferenga CT e CT+L p>0,05.

4.6 Concentracao de IL-1beta, TNF-q, IL-10 e IL-6

Apds quantificacdo utilizando o kit de andlises MILLIPLEX®, n3o foram
encontradas diferencas significativas entre a concentracdo de IL-1 beta, uma
citocina pré inflamatdria, quando comparado entre os grupos CT, Ob, CT+L, Ob+L e
Ob+P respectivamente (CT: 24,4 + 12 pg/ml n=9; Ob: 19,0 + 7 pg/ml n=8; CT+L:
26,8 + 8 pg/ml n=9; Ob+L: 18,6 + 11 pg/ml n=8; Ob+P: 18,9 + 10 pg/ml n= 8) (figura

8A).

A IL-10 possui acdo citocina anti-inflamatéria e neste estudo sua concentragao
no soro ficou muito elevada nos animais do grupo CT (366,5 + 111,7 pg/ml n=9) em
comparagdo aos demais grupos (Ob: 20,1 + 11,9 pg/ml n=8; CT+L: 61,4 + 18,6
pg/ml n=9; Ob+L: 25,2 + 16,2 pg/ml n=8; Ob+L: 22,9 *+ 16,8 pg/ml n=8) onde o valor

de p < 0,0001 (figura 8B).
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Figura 8. A — Concentragdo plasmdtica de IL-1 Beta. Ndo houve diferengas entre as concentragdes de IL-1 Beta entre
os grupos. B — Concentragdo plasmdtica de IL-10. A concentragéo de IL-10 foi maior no grupo CT em comparagdo aos
demais grupos. * = diferente de CT p<0,05

A concentragdo plasmatica de IL-6, citocina com atividade pro inflamatéria, foi
diferente entre os grupos Ob (64,2 * 21 pg/ml) apresentando uma resposta
inflamatdria maior que a dos grupos CT, CT+L e Ob+L (28,1 + 24 pg/ml n=9; 26,4 + 5
pg/ml n=9; 5,8 + 4 pg/ml n=8) respectivamente, com valor de p < 0,0001. Assim
como o grupo Ob+L apresentou uma resposta inflamatéria menor que a do grupo
Ob+P (39,6 + 13 pg/ml n=8) com valor de p < 0,0001. Este resultado demonstra que
a terapia por laser de baixa intensidade (660 nm) foi capaz de promover uma

reducdo da resposta inflamatéria mediada por IL-6 (Figura 9A).

Por fim, a quantificacdo da concentracdao de TNF- a foi menor no grupo Ob+L
(0,86 + 0,38 pg/ml, n=8) enquanto os grupos CT, Ob, CT+L e Ob+P apresentaram
respectivamente concentragées de 1,7 £ 0,3 pg/ml, n=9; 1,6 +0,3 pg/ml n=8; 1,7 +
0,5 pg/ml, n=9; 1,7 + 0,4 pg/ml, n=8 e o valor de p < 0,01. Todos os grupos, com
excecdo do Ob+L apresentaram valores elevados de TNF-a em compara¢do ao

grupo Ob+L. Esta reducdo demonstra que assim como os niveis circulantes de IL-6,
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a terapia de PBM também foi capaz de reduzir os niveis circulantes de TNF-q,

reduzindo as respostas inflamatérias mediadas pelo mesmo conforme apresentado

na figura 9.
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Figura 9. A — concentragdo plasmdtica de interleucina-6. Os grupos Ob e Ob+P apresentaram maior concentragéo
comparado aos animais dos grupos CT, CT+L e Ob+L. Sendo o laser de baixa intensidade capaz de reduzir a
concentragéo de IL-6 *, diferente de Ob+L; T, diferente de Ob. B — Concentrag¢éo plasmdtica de TNF-a. Todos os
grupos apresentaram valores elevados de TNF-a com excegdo do grupo Ob+L que apresentou uma redugdo destes
valores. *, diferente de CT, CT+L, OB e Ob+P.

5. Discussao

A obesidade traz com ela diversos fatores que podem influenciar diretamente
no desenvolvimento da hipertensdo, entre estes fatores estdo o aumento do
estresse oxidativo, fatores inflamatdrios, fatores de estresse do ambiente e a
resisténcia a insulina [52], assim como o aumento da adiposidade visceral que

possui uma relacdo direta com a hipertensao [53].

Neste estudo, ao contrario do que foi observado por Estadella e colaboradores,
a dieta palatdvel hiperlipidica ndo foi capaz de induzir o aumento da massa

corporal (Erro! Fonte de referéncia ndao encontrada.) dos animais comparados
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com o grupo controle [45], no entanto, o trabalho apresentado Estadella e
colaboradores teve duracdo de 8 semanas, periodo em que a DPH foi fornecida aos
animais, ao passo que neste estudo os animais permaneceram recebendo a DPH

durante 18 semanas.

Apesar de ndo induzir alteragdes no peso final dos animais, a dieta palatavel
hiperlipidica foi capaz de promover alteragdes na composi¢ao corporal dos animais,
ao longo das 18 semanas de experimento, como demonstrado na figura 2. Este
aumento da gordura visceral que pode estar relacionado com o aumento da
pressao arterial, estd em consonancia com outros trabalhos nos quais a mesma
dieta foi utilizada [46, 54], e que demonstraram aumento do acumulo de gordura
visceral nos animas alimentados com a DPH quando comparados com os animais

alimentados com a dieta padrao.

Entretanto, o tratamento com PBM ndo foi capaz de induzir alteracdes na
massa corporal e tdo pouco reduzir o acumulo de gordura visceral dos animais que
receberam a DPH, uma vez que nao houve diferenca entre o grupo Ob e o grupo
Ob+L, assim como, também nao foi capaz de promover altera¢gdes no acumulo de
gordura visceral dos animais que foram alimentados com dieta padrdo, tendo em
vista que o peso da gordura visceral dos animais do grupo CT foi similar ao do

grupo CT+L.

Ao comparar as diferencas de PAS entre os grupos que receberam dieta padrao
e os grupos que receberam DPH, é possivel observar que houve um aumento

significativo da pressdo arterial dos animais que foram alimentados com DPH
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enguanto os grupos que foram alimentados com dieta padrdo permaneceram todo

o experimento com valores similares da PAS.

Oishi et al. observaram um aumento semelhante na pressao arterial, com a
mesma dieta [46], assim como Singh, que em 2011 demonstrou um aumento
similar ao encontrado neste estudo, também usando DPH [55]. Analisando e
comparando estes resultados, é possivel afirmar que o modelo escolhido para
promover o aumento da pressdo arterial foi assertivo, levando a um aumento
significativo da PAS ao longo de 12 semanas, valor este, que permaneceu elevado

ao longo de 18 semanas nos grupos Ob e Ob+P.

Assim como a obesidade, a resisténcia a acdo da insulina também possui um
papel importante para o desenvolvimento da hipertensdo [52, 56, 57] mediado
pelo aumento da atividade do sistema renina-angiotensina-aldosterona, aumento
do ténus simpdatico e aumento da sensibilidade ao sédio, todos estes, promovendo
o desenvolvimento da disfuncdao endotelial [56] e geralmente estd associada a

obesidade.

Neste estudo os animais que foram alimentados com dieta padrdo
apresentaram valores de glicemia de jejum de 10 horas menores quando
comparados com os animais que receberam a DPH. Tal diferenca implica na
eficacia da DPH em promover alteracdes da concentracdo de glicose sanguinea de
jejum apds 18 semanas. Em estudo onde os animais receberam a mesma dieta
durante um periodo de 15 semanas, Duarte et al. ndo observaram alteracdes na
glicemia de jejum [54], assim como em seu trabalho, um estudo em que os animais

foram alimentados com a DPH durante um periodo de 8 semanas, Estadella et al.
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também ndo observaram altera¢Ges na concentracdo de glicose sanguinea. Estes
dados levam a crer que para que ocorra uma alteracdo na glicemia de jejum
utilizando-se a dieta proposta é necessario um periodo maior que 15 semanas. Tal
afirmacdo necessita de mais dados para oriundos de futuras pesquisas para que

possa ser comprovada ou refutada.

A PBM aparentemente possui uma ac¢do benéfica em relagdo ao metabolismo
da glicose. Em um estudo conduzido por Silva et. al. demonstrou, em camundongos
alimentados com uma dieta hiperlipidica de 8 semanas, a melhora no metabolismo
da glicose e reducdo da resisténcia a insulina apds 4 semanas de tratamento com
PBM, utilizando lazer infravermelho com comprimento de onda de 780nm [58] e
aplicacdo realizada no quadriceps, membros superiores e no abdome dos animais.
Infelizmente, até o presente momento ndo foi encontrado nenhum outro trabalho
gue avaliou valores da glicemia de jejum e a resisténcia a acdo da insulina de ratos
hipertensos sob tratamento crénico com PBM, seja em um comprimento de onda
de 660nm ou outros comprimentos e outros espectros como vermelho,
infravermelho préximo e infravermelho. Desta maneira, este é o primeiro trabalho
a demonstrar tais efeitos, embora a terapia com PBM (680nm) ndo tenha sido
capaz de promover reducdo da glicemia de jejum no grupo Ob+L assim como nao
foi eficaz em causar um aumento da sensibilidade a insulina no mesmo grupo
guando comparado com os grupos Ob e Ob+P como apresentado nas figuras 3 e 4.

Tao pouco o grupo CT+L ndo apresentou nenhuma diferenga do grupo CT.

Ao comparar as respostas deste trabalho e as observadas por Silva et al., é

necessario levar em consideracdo as diferencas entre o comprimento de onda e as
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espécies utilizadas em cada estudo. Mesmo assim, quando observado os
resultados apresentados por Silva, boa parte deles esta relacionada com alteracgdes
musculares relacionadas a captacdo de insulina pela célula muscular, visto que o
sistema muscular é um o principal captador e estocador de glicose mediado ou ndo
pela agao da insulina [59], como o aumento da quantidade de transportadores de
insulina (GLUT4) no grupo que recebeu PBM com laser de baixa intensidade 780nm
guando comparados ao grupo que recebeu a dieta hiperlipidica. Neste trabalho o
laser de baixa intensidade (660nm) foi aplicado somente na regido abdominal o
que pode explicar a diferenca entre os resultados. Dessa maneira seria
interessante a realizacdo de novos estudos comparando a aplicagdo da PBM
(660nm) sobre grandes grupos musculares e as respostas relacionadas ao

metabolismo da glicose e a¢do da insulina.

Alguns estudos buscaram avaliar as respostas hemodindmicas induzidas pela
PBM. Em estudo anterior realizado por nosso grupo, Oishi et al. demonstrou um
efeito agudo da PBM em animais hipertensos, usando um modelo de hipertensao
renovascular e comprimento de onda de 660 nm (fluéncia = 119 J / cm? e poténcia
= 100 mW) [43]. Oishi e colaboradores demonstraram neste trabalho uma reducao
na PAS de 24,5 + 3,4mmHg. Tomimura et al., por meio de aplicacdo cronica com
laser de baixa intensidade no comprimento de onda de 780nm (fluéncia = 30 J/cm?,
poténcia = 40mW e 21 aplicagdes) observaram uma reducdo na PAD de 14 mmHge
manutencdo da PAS em SHR [36] apds 7 semanas de aplicacdo na base da cauda
dos animais. Em nosso estudo, uma reducdao semelhante de 18 + 6 mmHg foi

observada na PAS. Este resultado demonstra que a terapia com PBM foi eficaz em



35

promover uma reducdo da pressdo arterial, no entanto, com quase metade das
aplicagOes realizadas por Tomimura e uma semana a menos. Essa comparagao
demonstra uma possivel otimizacdo do protocolo, obtendo melhores resultados
em um menor tempo de tratamento, possivelmente causado por uma maior

eficacia do laser de baixa intensidade vermelho de 660 nm e o local de aplicagdo.

Os mecanismos de a¢ao relacionados a essa redugdao da PAS promovida pela
PBM ainda ndao sao completamente compreendidos, algumas das alteragdes
metabdlicas observadas neste trabalho podem influenciar estas redugdes como
por exemplo a pressao arterial, que, pode ser reduzida pela diminui¢do do acimulo
da gordura corporal [60]. Infelizmente, ndo foram observadas diferencas na soma
das gorduras visceral, mesentérica e epididimal dos animais Ob, Ob+L e Ob+P. Isso
demonstra que a terapia com PBM sozinha foi capaz de alterar a PAS dos ratos,
independentemente do acumulo de gordura visceral nestes animais. Por outro lado,
nossos dados demonstram que a PBM é capaz de promover uma reducdo
significativa da PAS em ratos hipertensos, mesmo sem alteracdo significativa da

gordura corporal.

Tomimura et al. sugeriram que um dos mecanismos que podem estar
promovendo estes resultados é a redu¢do da PAS causada por uma diminuicao da
frequéncia cardiaca (FC) observada no estudo. No entanto, em nosso estudo, ndo
houve diferencas significativas na frequéncia cardiaca entre nenhum dos grupos
(figura 5). Buzinari e colaboradores demonstraram que que a aplicacdo aguda com
laser de baixa intensidade 660 nm foi capaz de induzir a queda da pressao arterial

em ratos SHR [44] . Contudo ndo foi observado diferenca entre da frequéncia
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cardiaca entre os grupos placebo e os que receberam irradiacdo do laser de baixa

intensidade.

De maneira controversa, De Morais e colaboradores [61], em um estudo que
avaliou respostas a aplicagdo aguda da PBM (660nm) em animais também
submetidos ao protocolo de hipertensdo renal, ao avaliar o efeito de diferentes
quantidades de energia aplicada nos animais, similar a um efeito dose resposta,
observou uma reducdo da frequéncia cardiaca destes animais quando aplicadas
energias entre 28,2 J e 55,8 J e um aumento da frequéncia cardiaca a partir de
111,6 J. Na presente pesquisa, a energia total em cada aplica¢ao era de 33,6 J por
ponto o que ao final de seis semanas de tratamento ndo influenciou na frequéncia
cardiaca dos animais. Logo, a frequéncia cardiaca apresentou redugao em dois dos
trabalhos discutidos aqui, assim como ndo apresentou diferencas no trabalho
publicado por Buzinari e col. o que indica que as possiveis alteracdes na frequéncia
cardiaca podem ndo ser o principal determinante para a reducdo da pressdo

arterial.

A vasodilatacdao é um outro fator que pode ter induzido a reducao da pressao
arterial e que também foi investigada neste trabalho. A vasodilatag¢ao induzida pelo
NO ocorre principalmente pela ativacdo da guanilato ciclase solivel (GCs), enzima
que catalisa a producdo de guanosina-3', 5'-monofosfato ciclica (GMPc) [4]. Em
menor concentracdo, o NO modula algumas respostas fisiolégicas, como o
relaxamento de células musculares lisas vasculares (VSMC) que requer niveis entre

10 e 30 nM de NO [62]. Desta forma, um incremento de na concentracdo de NO
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pode induzir maior efeito hipotensor, o que poderia explicar a hipotensdo mais

acentuada sob o efeito da PBM em ratos hipertensos.

Em um estudo realizado por Vladimirov et al. em 2000 [63], foi demonstrado
que a hemoglobina age como um fotoaceptador, promovendo a liberagdao de NO
pela hemoglobina (NO-Hemoglobina) induzida pela PBM. Assim como Buzinari e
col., que também observaram aumento na concentragdo plasmdtica de NO em
uma sessao aguda com PBM (660nm). De maneira controversa, ao final de 6
semanas de tratamento com laser de baixa intensidade, ndo foram observadas
alteragGes na concentragao plasmatica de NO entre os diferentes grupos (figura 6),
0 que nos leva a crer que os mecanismos cronicos de reducdo da pressao arterial

podem ser diferentes dos os mecanismos agudos.

E importante ressaltar que no trabalho apresentado por Vladimirov, os dados
apresentados foram resultados de uma experimentacdo in vitro, com respostas
imediatas a aplicacdo do laser de baixa intensidade, assim como Buzinari realizou a
coleta de sangue logo apds o término da coleta de dados da pressao arterial. Em
ambos os casos os efeitos na concentracdo de NO era medida logo apds a
irradiacdo com laser de baixa intensidade. Os dados da concentracao de NO
apresentados nesta tese foram de amostras de sangue coletadas quatro dias apds
a ultima aplicacao do laser de baixa intensidade, tempo este suficiente para se

degradar toda a concentragdo de nitrato/nitrito.

Alguns estimulos como a superalimentacdo, principalmente a custa de
alimentos ricos em gorduras saturadas, e também influéncias ambientais como

estresse crénico poderiam, somados, causar um aumento de secrecdo de citocinas
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como IL-1, IL-6 e TNF-a [64], que levariam a resisténcia a insulina e ao
agrupamento de fatores de risco cardiovascular associado com a adiposidade
(sindrome metabdlica). A sindrome metabdlica, a juncdo de anormalidades
metabdlicas onde seu diagndstico é realizado a partir da determinacdo da
existéncia de trés fatores, que incluem a baixa concentracdo de HDL-c, alta
concentracdo de triglicerideos, obesidade abdominal, glicemia de jejum elevada e

hipertensao [65].

Ao analisar o quadro metabdlico dos animais deste estudo é possivel afirmar
que ha presenca de sindrome metabdlica, visto que os animais que receberam a
DPH apresentam, em relagao ao grupo controle, valores elevados de triglicerideos,
maior acimulo de gordura abdominal, pressao arterial elevada e glicemia de jejum

também elevada.

Alguns estudos demonstram alta relacdo positiva entre a concentracdo de IL-6
e a hipertensao [66, 67]. Aparentemente o processo inflamatério induzido pela alta
concentracdo de IL-6 leva ao desenvolvimento da disfungdo endotelial. Outros
estudos demonstram que a concentracdo plasmatica de IL-6 é diretamente
proporcional aos niveis de angiotensina Il [68, 69] demonstrando a importancia da
concentracao de IL-6 na manutencao da hipertensdo particularmente mediada pela
angiotensina Il. Desta forma, ha uma forte relacao da concentracdo de IL-6 e inicio,
progressdao e manutencao da hipertensao também pela reducdo da concentragao
de NO [68]. A figura 10, adaptada de Didion apresenta as principais respostas da IL-

6 induzidas pela angiotensina Il.
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Ativagﬁo Endotelial l

| Permeabilidade Vascular '

Fibrose Vascular l

| Hipertrofia Vascular |

Disfuncdo Endotelial I

Figura 10 A¢dbes da IL-6 mediada pela angiotensina Il. Adaptado de [68]

Os animais avaliados neste estudo, apresentaram valores distintos na
concentragdo de IL-6. O grupo Ob apresentou alta concentragdo de IL-6 circulante
ao passo que os valores observados nos grupos CT, CT+L e Ob+L foram menores.
Em um estudo realizado com inflamagdo promovida por queimaduras em ratos,
Kim et. al. observou a reduc¢do da concentragdo de IL-6 apds tratamento com PBM
(808nm) durante 14 dias [70], outros estudos demonstraram a reducdo de IL-6
frente a PBM utilizando diversos comprimentos de onda [71-73] no entanto este
parece ser o primeiro trabalho que apresenta respostas da concentracdao de IL-6

em ratos obesos e hipertensos frente a PBM em 660nm.

Na obesidade humana e em modelos animais de obesidade induzida por dieta
hiperlipidica ocorre uma hiperexpressdao de TNF-a ao nivel do tecido adiposo,
secundario a um aumento de sintese e a uma estabilizacdo da citocina no adipdcito
com aumento de sua vida média. Além disto, o nivel circulante de receptores

soluveis de TNF-a correlaciona-se com o indice de massa corpdrea e a cintura



40

abdominal e é seis vezes maior em individuos obesos [74, 75]. O TNF-a também
pode ativar o fator de transcricdo nuclear kB (NF-kB), promovendo diversas
alteragdes inflamatérias no tecido vascular, induzir a diminuicdo da expressao de
eNOS. Essas alteracOes inflamatdrias do tecido vascular resultam em ativacao
endotelial, com disfuncdo endotelial e hipertensdo [76-78]. Outras evidéncias
sugerem que o TNF-a prejudica a vasodilatacdo em varios leitos vasculares como
arteriolas de camundongos e coronarias de ratos [79, 80]. A alta concentracdo de
TNF-a parece estar ligada a diminuicdo da biodisponibilidade de NO por meio de
dois mecanismos distintos, o primeiro é a redugao da sintese de NO e o segundo é
aumentando a remog¢do do NO [79-82]. Neste estudo nao foi observado diferenca
entre a concentracdo de TNF-a dos grupos CT e Ob, o que demonstra que o TNF-a
ndo foi o Unico responsavel pelo aumento da pressdao arterial nos grupos que
receberam a DPH, contudo, a PBM foi capaz de reduzir a concentra¢ao de TNF-a
circulante, o que seguramente reduziu atividade pré-infamatéria e demais efeitos
gue promovem a disfuncao endotelial, degrada¢dao do NO e redugdo da sintese de
NO. Novamente, os dados relacionados a concentracdo de NO, ficaram
prejudicados devido ao longo tempo entre a ultima aplicacdo do laser de baixa

intensidade e coleta do sangue dos animais.

6. Conclusdes e perspectivas

A hipertensdo arterial € uma doenca que pode ser provocada por diversos
fatores que promovem a disfuncdo endotelial, geralmente relacionados com
processos inflamatdrios na parede do leito vascular como processos

aterosclerdticos. Fatores como obesidade, aumento do acumulo de gordura na
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regido abdominal, estresse e resisténcia a insulina entre outros também sdo
capazes de promover um processo de degradacdo da funcdo endotelial, gerando

um desbalanco entre a producdo de fatores vasoconstritores e vasodilatadores.

Neste trabalho foi avaliado primariamente as respostas presséricas frente a
aplicagdo fotobiomodulagdo (660nm) duas vezes por semana em ratos com
hipertensao induzida pela obesidade. Os animais induzidos a obesidade com DPH
apresentaram constante aumento da pressao arterial ao longo das 18 semanas de
experimento, enquanto os animais que receberam dieta padrao permaneceram

com a pressao em valores constantes durante o mesmo periodo.

A aplicacdo de laser de baixa intensidade vermelho (660nm) duas vezes por
semana foi capaz de promover reducdo da pressdo arterial dos animais logo a
partir da segunda semana de tratamento sendo esta reducdao mais pronunciada ao
final da sexta semana de tratamento. Contudo, pouco pode se observar sobre as
principais causas da reducdo da pressado arterial, visto que as principais hipdteses
deste trabalho ndao puderam ser confirmadas. Dentre todas a hipdteses acerca das
razbes para a reducdo da pressao arterial promovida pelo tratamento com PBM
testadas neste trabalho, a Unica em que foi possivel observar uma agao positiva da
PBM foi a redugdo de fatores inflamatdrios, representados pelo TNF-a e pela IL-6,
ambos apresentaram concentracdes plasmaticas reduzidas no grupo Ob+L em

comparagdo ao grupo Ob.

Este estudo demonstra a capacidade da terapia por PBM, laser de baixa

intensidade 660nm, em promover reducdo da pressdo arterial em animais obesos e
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hipertensos, o qual pode estar diretamente relacionado a reducdo da concentragao

de fatores inflamatorios.

Por fim, faz-se necessdrio repensar algumas etapas do protocolo, com objetivo

de auxiliar futuros trabalhos.

Em primeiro lugar ao realizar um experimento cronico que envolve um niumero
grande de animais, reorganizaria a chegada dos animais e a distribuigao dos grupos
de modo a ter um grupo pequeno de animais nos dias do teste de tolerdncia a
glicose, nos dias de medicdo da PA e no dia da eutanasia. Isto diminuiria o tempo
necessario para realizar as medidas da PA que duravam uma manha inteira e em
alguns dias, um pouco mais. Assim, todos os animais teriam suas medidas de PA
em hordrios bem mais proximos. Esta reorganizacdo no numero de animais
também reduziria o tempo gasto nos dias da eutanasia, permitindo por exemplo
realizar o ensaio de reatividade vascular, resultado que auxiliaria compreender

melhor o processo da disfuncao endotelial.

Outra alteracdo significante no protocolo seria a data da eutanasia, que nao
deveria ter mais do que 48 horas de intervalo entre a ultima aplicacdo do laser de
baixa intensidade e a coleta dos tecidos. Isto porque alguns dos marcadores
plasmadticos considerados essenciais, talvez ainda estivessem presentes no sangue,

como por exemplo o NO.

7. Desdobramentos desta pesquisa

Ao observar os resultados iniciais relacionados a reducdo da pressao arterial,

decidiu-se iniciar um projeto paralelo a terapia de PBM em animais. Tal projeto
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constituiu-se em realizar uma sessdo aguda de PBM, laser de baixa intensidade

660nm, em humanos normotensos e hipertensos.

Este projeto foi aceito pelo CONEP com o protocolo numero
52005315.2.0000.5504 e intitulado Utilizagdao do laser de baixa intensidade de

baixa intensidade na hipertensao arterial: uma nova abordagem no tratamento.

Neste projeto apds triagem dos participantes, ocorrem dois encontros para a
realizacdo de ensaio agudo. No primeiro dia de coleta é realizada a uma coleta de
sangue pré e uma hora pds aplicacdo do laser de baixa intensidade para
guantificacdo da concentracdao de NO. Também é realizada colocacdo do aparelho
Dyna Mapa+ para que seja realizada a medida e registro dos valores de PAS, PAD,
MAP e PP durante 12 minutos em repouso e durante 24 horas ap6s a aplicacao do
laser de baixa intensidade. Em seguida é realizada a aplicacdo do laser de baixa
intensidade (660nm, 30J) ou placebo, durante cinco minutos. Apds o periodo de
uma hora apds a aplicacdao do laser de baixa intensidade é realizada a coleta de
uma segunda amostra de sangue e em seguida o avaliado é liberado para suas
atividades diarias habituais. Na semana seguinte os avaliados realizam novamente

0 mesmo procedimento para a aplicacdo do laser de baixa intensidade ou placebo.

Todas as coletas sdo realizadas no Hospital Universitario sob aprovacdo da
Geréncia de Ensino e Pesquisa oficio nimero 031-2018/GERENCIA DE ENSINO E

PESQUISA/EBSER/MEC.

Apesar de ser um projeto promissor, ndo foi possivel realizar todas as coletas

necessarias para conclusdao da pesquisa. Tivemos muita dificuldade para recrutar
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individuos hipertensos que ndo estavam sob uso de medicacdo uma vez que o
projeto foi divulgado por meio de cartazes e midias sociais. Também foi realizada
uma tentativa de contato com mais de 20 médicos cardiologistas e especialidades
afins da cidade de Sdo Carlos-SP, os quais ndo retornaram nenhuma das tentativas
de contato. Desta forma, o projeto segue em andamento sob regéncia do Prof. Dr.

Gerson J. Rodrigues e permanecerd em execugao até finalizagao do projeto.
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