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RESUMO

Introducéo: A fotobiomodulacdo (FBM) € uma modalidade terapéutica ndo invasiva
gue tem sido utilizada para o tratamento de varias doencas. Estudos apontam que o
oxido nitrico (NO) pode ser liberado de estoques enddgenos, por fotélise, permitindo
que o NO exerca seus efeitos biologicos. Objetivos: Avaliar se a aplicacdo aguda do
laser 660nm pode induzir queda na pressédo arterial de ratos espontaneamente
hipertensos (SHR) e se este efeito € dependente da liberacdo de estoque de NO.
Métodos: Foi realizada a medida direta (basal, sham e pés FBM) dos parametros
hemodinamicos de ratos hipertensos L-NAME e SHR. Ratos tratados com L-NAME
tém menor producéo de NO e, consequentemente, menor estoque de NO. O laser
vermelho (660 nm) foi aplicado em 6 pontos do abdémen dos animais (parametros:
80 mW; 4,5 J; 63 J/cm?, 56 segundos por ponto). Ratos normotensos e L-NAME
foram eutanasiados e a aorta toracica foi coletada e dissecada para estudo da
reatividade vascular. Foram realizadas trés aplicacdes do laser no mesmo anel
aortico: apos a contracdo com fenilefrina, apés o teste de integridade endotelial por
acetilcolina e apés a incubacédo por 30 minutos com DETA-NO (doador de NO), PBS
(controle) ou Hidroxicobalamina (sequestrador de NO). Os parametros de irradiacao
para reatividade vascular foram: laser vermelho (660 nm); 100 mW; 56 segundos;
5,6J; 96 J/cm?. Células endoteliais (HUVEC) foram tratadas com DETA-NO ou
CuSOs4, com posterior aplicacdo da FBM 4,5 J e adicdo de sonda seletiva para NO
(DAF-2 DA). Resultados: Em SHR, houve queda média de 14 mmHg da pressao
arterial  sistolica e foi detectado aumento de NO sérico por
reacao quimioluminescente. Os ratos hipertensos L-NAME néo apresentaram queda
da presséao arterial pela FBM. A FBM promoveu vasodilatacdo em aorta isoladas de
ratos normotensos, tendo menor efeito em aorta de ratos L-NAME e a adicdo de
DETA-NO, aumentou a vasodilatacdo pos FBM, entretanto, a adicdo de
Hidroxicobalamina aboliu o efeito vasodilatador da FBM. Em células endoteliais foi
detectado aumento de NO pés FBM, porém com a adicdo de CuSOa, que catalisa a
decomposicdo dos estoques de NO, ndo houve deteccdo de NO pos FBM.
Conclusao: Nossos resultados mostram que, de forma aguda, a irradiacdo com
laser vermelho (660 nm) promove um efeito hipotensivo e vasodilatador por um
mecanismo que envolve a mobilizacao de estoques de NO.

Palavras-chave: Fotobiomodulacdo. Hipertensdo arterial. Oxido nitrico. S-

nitrosotiois.



ABSTRACT

Introduction: Photobiomodulation (PBM) is a non-invasive therapeutic modality used
to treat several pathologies. Studies indicate that nitric oxide (NO) can be released
from endogenous “stocks” by photolysis, favoring the biological effects of NO. Aim:
Evaluate whether the application of red laser induces a decrease in blood pressure in
spontaneously hypertensive rats (SHR) and whether this effect is dependent on the
release of NO stock. Methods: Direct measurement (Basal, Sham and after FBM) of
the hemodynamic parameters of hypertensive L-NAME and SHR rats was performed.
Rats treated with L-NAME produce less NO and, consequently, less NO stock. A red
laser (660 nm) was used; 80 mW; 56 seconds/point (6 points, abdominal region); 4.5
J; 63 Jlcm? per point. Normotensive and L-NAME rats were euthanized by
decapitation, and the thoracic aorta was collected dissected for vascular reactivity
study. Three laser applications were performed on the same aortic ring: first, after
phenylephrine contraction; second, after endothelial integrity testing by acetylcholine;
third, after incubation for 30 minutes with the NO donor DETA-NO, PBS or
Hydroxicobalamin. The irradiation parameters for vascular reactivity were: red laser
(660 nm); 100 mW; 56 seconds; 5.6J; 96 J/cm?. Endothelial cells (HUVEC) were
treated with DETA-NO or CuSOs4, with subsequent application of PBM (4.5 J) and
addition of a selective fluorescent probe for NO (DAF-2 DA). Results: there was a
decrease in systolic blood pressure in SHR (mean of 14 mmHg) and an increase in
serum NO was detected by chemiluminescent reaction. Hypertensive L-NAME rats
did not exhibit a decrease in blood pressure after PBM. PBM promoted vasodilation
in the aorta isolated from normotensive rats, and less effect in the aorta of L-NAME
rats and the addition of the NO donor, DETA-NO, promoted greater vasodilation by
PBM in the aorta of L-NAME rats, however, the addition Hydroxycobalamin has
abolished the vasodilator effect of PBM. In endothelial cells, an increase in NO, after
PBM, was detected, however with the addition of CuSOa4, which catalyzes the
decomposition of NO stocks, there was no detection of NO after PBM. Conclusion:
Our results demonstrate that, acutely, irradiation with red laser (660 nm) promotes a
hypotensive and vasodilation effect through a mechanism that involves the

mobilization of NO stock.

Keywords: Photobiomodulation. Hypertension. Nitric oxide. S-nitrosothiols.
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INTRODUCAO

1 INTRODUCAO

A hipertensdo € caracterizada por niveis elevados e sustentados da
pressdo arterial, e € o principal fator de risco para infarto do miocéardio, acidente
vascular cerebral e doenca renal cronica (YUSUF et al., 2004; KANNEL, 1996).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) considera a hipertenséo o
principal problema de saude do mundo (JUNG et al., 2013). Em 2015 a prevaléncia
global de hipertensédo foi estimada em 1,13 bilhdo de pacientes e, de acordo com
algumas estimativas, em 2030 o niamero de mortes por doencas cardiovasculares
pode chegar a mais de 23,6 milhdes em todo o mundo (MATHERS; LONCAR, 2006;
ZHOU et al., 2017). As doencas cardiovasculares (DCV) incluem as doencas do
coragcdo e dos vasos sanguineos como hipertensdo, aterosclerose, doencas
isquémicas, insuficiéncia cardiaca, acidente vascular cerebral dentre outras. De
2011 a 2025, estdo projetados gastos de $7,28 trilhdes com doencas nao
comunicaveis em paises de renda baixa e média, sendo as DCVs responsaveis por
cerca de 50% do total destes gastos (LASLETT et al., 2012).

Segundo a Diretriz de Prética Clinica do Relatério do Colégio
Americano de Cardiologia (WHELTON et al., 2018), os valores da presséo arterial
sistélica (PAS) e presséo arterial diastélica (PAD) podem ser divididos em 4 niveis

com base na pressao arterial medida em um ambiente de assisténcia médica:
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Tabela 1: Categorias de pressao arterial em adultos

PAS PAD
Normal <120 mmHg < 80 mmHg
Elevada 120-129 mmHg < 80 mmHg
Hipertensao
Estagio 1 130-139 mmHg 80-89 mmHg
Estagio 2 = 140 mmHg = 90 mmHg

Fonte: Whelton et al., 2018

Esta categorizacdo foi realizada baseada em dados observacionais
relacionados a associacdo entre pressdo arterial e risco de doencas
cardiovasculares. Ja esta bem estabelecido que individuos com hipertenséo estagio
2 tém o risco aumentado de desenvolver DCVs, mas um numero crescente de
estudos individuais e metanalises mostram um gradiente progressivo de risco de
DCVs, desde a presséao arterial elevada, hipertensdo estagio 1 até a hipertensao
estagio 2 (WHELTON et al., 2018), por isso, ha ampla discusséo sobre o inicio do
tratamento dos pacientes desde a classificacdo elevada.

A regulacdo da pressdo arterial (PA) é realizada pelas acdes
integradas dos sistemas cardiovascular, nervoso, renal e enddécrino, sendo
considerada uma das funcdes fisioldgicas mais complexas do organismo. A pressao
arterial é definida pelo produto do débito cardiaco (DC) e da resisténcia vascular
periférica (RVP) (FREIS, 1960). O DC pode ser determinado pelo volume sanguineo
circulante, pela frequéncia cardiaca e pelo retorno venoso, e a RVP é regulada por
mecanismos vasoconstritores e vasodilatadores incluindo a modulagcéo endotelial, a
acdo do sistema nervoso simpatico e do sistema renina-angiotensina-aldosterona

(FROHLICH, et al., 1992).
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A pressao, assim como a tensao podem ser definidas como uma forca
distribuida sobre uma area. O termo pressao arterial € utilizado ao invés de tensao,
pois a tensdo é determinada em uma Unica direcdo, enquanto a pressado pode ser
usada sobre as superficies curvas como as dos vasos sanguineos. As pressodes
vasculares sdo medidas em unidades baseadas em comprimento de milimetros de
mercurio (mmHg) (MAGDER, 2018), isto porque, desde a antiguidade, 0 mandémetro
de mercurio € utilizado como referéncia para a medida da pressdo; quando se diz
que a pressdao em um vaso € de 100 mmHg, significa que a forca exercida é
suficiente para impulsionar a coluna de mercurio até a altura de 100 milimetros
contra a gravidade (GUYTON, 2006).

Trés tipos de energia estdo relacionadas com a pressao arterial:
elastica, cinética e gravitacional, sendo a mais significativa a energia elastica. O
volume dentro dos vasos distende suas paredes elasticas produzindo uma forca de
recuo que gera uma pressdo. Alteracbes na relacdo de elasticidade adrtica
requerem alteragcbes na matriz da parede que ocorrem ao longo do tempo com
processos cronicos, como hipertensédo de longa data e envelhecimento (MAGDER,
2018).

Na hipertensdo arterial € observada a presenca de disfuncdo do
endotélio, uma monocamada de células que reveste internamente 0s vasos
sanguineos (RODRIGUES et al.,, 2008; TOMASONI, 2010; OISHI et al., 2015). A
disfuncéo endotelial é considerada um marcador para a presenca de DCVs e é
caracterizada pelo desequilibrio na producdo de moléculas vasodilatadoras e
vasoconstritoras, principalmente pela diminuicdo da capacidade das células
endoteliais em liberar Oxido nitrico, uma das principais moléculas vasodilatadoras

endogenas (VANHOUTE et al., 2009).
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1.1 OXIDO NITRICO (NO): SINTESE E REGULACAO DO TONUS VASCULAR

O 6xido nitrico (NO) é uma das menores e mais simples moléculas
biossintetizadas, e € considerado um mensageiro bioldégico que esta envolvido em
diversos processos fisiologicos, como na regulagdo do tbébnus vascular,
neurotransmissao, inibicdo da adesdo de mondcitos ao endotélio vascular, respostas
inflamatodrias e imunolégicas e na inibicdo da agregacdo plaquetéria (IGNARRO et
al., 1987; MONCADA et al., 1988; KUBES; SUZUKI; GRANGER, 1991; MORO et al.,
1996; TUTEJA et al., 2004).

A producado de NO é catalisada pela enzima NO sintase (NOS) a partir
da L-arginina. Trés isoenzimas catalisam a producédo de NO: NOS neuronal (nNOS
ou NOS-1), NOS induzivel (iNOS ou NOS-2) e NOS endotelial (eNOS ou NOS-3)
(MONCADA, 1997; ALDERTON; COOPER; KNOWLES, 2001).

A eNOS pode ser ativada pelo complexo calcio-calmodulina (CaM) e
estd localizada em caveolas ligada as caveolinas. As caveolas sdo pequenas
invaginagcdes da membrana plasmatica. Na membrana celular, agonistas como a
histamina, acetilcolina, trombina, serotonina, substancia P e ADP, se ligam a
receptores especificos e a ativacao da fosfolipase C (PLC) promove a formacao do
segundo mensageiro, Inositol 1,4,5-trifosfato (IP3), que ao se ligar aos seus
receptores localizados no reticulo sarcoplasmatico, promove a liberacdo de Ca?*
para o citosol. O complexo céalcio-calmodulina formado se associa com a eNOS que
desloca a proteina inibitoria caveolina e promove a translocacdo da eNOS para o
citosol (VANHOUTTE et al., 2016) (Figura 1).

A eNOS também pode ser ativada por estresse de cisalhamento
hemodinamico ou Shear stress, que favorece a fosforilagdo (P) da eNOS. Nesta via,

a enzima fosfoinositideo-3 quinase (P13-K) é ativada por um processo de ligacdo da
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PI3-K a quinase de adeséao focal (FAK) através de integrinas que servem como
transdutores de forca e medeiam o sinal mecanico (GUAN, 1997). PI3-K, por sua
vez, aumenta a taxa de fosforilacdo de fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2) a
fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PIP3) no citosol. PIP3 ao ativar as quinases
dependentes de difosfatidilinositol (PDK1 e PDK2), favorece a fosforilacdo de
proteina quinase B (AKT), que fosforila 0 eNOS em Ser (1177) (BELTOWSKI, 2012;
DIETERLE et al., 2014; SRIRAM et al., 2016) (Figura 1).

A eNOS é sintetizada como mondmero, mas necessariamente deve
formar dimeros para a producdo de NO. Cada mondmero é dividido em dois
dominios principais: 1) dominio C-terminal redutase, que possui locais de ligacéo
para flavina adenina dinucleotideo (FAD), fosfato de dinucleétido de nicotinamida
adenina (NADPH) e flavina mononucleotideo (FMN); 2) dominio N-terminal oxidase,
gue contém locais para a ligacdo do cofator tetraidrobiopterina (BH4), para o ferro
heme, e para L-arginina (ALDERTON; COOPER; KNOWLES, 2001,
FORSTERMANN; SESSA, 2011; ZHAO; VANHOUTTE; LEUNG, 2015). AFAD e a
FMN no dominio redutase aceitam elétrons do NADPH e os passam para a
protoporfirina de ferro IX (Heme), permitindo a ligagdo do oxigénio (O2) no ferro
reduzido (Fe?*) do grupo heme e a conversdo da L-arginina em NG-hidroxi-L-
arginina (NHA), seguida de oxidacdo deste intermediario para formacdo de L-
citrulina e NO (KORTH et al., 1994; FARAH; MICHEL; BALLIGAND, 2018).

O oOxido nitrico produzido nas células endoteliais, difunde-se livremente
para as ceélulas do musculo liso, onde se liga ao ferro do grupo heme da enzima
guanilato ciclase soluvel (GCs), ativando-a. A GCs catalisa a conversdo de
guanosina trifosfato (GTP) em guanosina monofosfato ciclica (GMPc) que ativa a

proteina quinase dependente de GMPc (PKG). A PKG contribue para diminuir os
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niveis intracelulares de Ca?*, estimulando sua recaptacéo por acdo da SERCA (do
inglés sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium-ATPase) e seu efluxo através da
Calcio ATPase de membrana (PMCA). A PKG também favorece o efluxo de K* pelos
canais de K* ativados por Ca?* de grande condutancia (BKCa, do Inglés big
condutance) promovendo uma hiperpolarizacdo da célula. Com a deplecéo de calcio
ocorre a diminuicdo da atividade da enzima quinase da cadeia leve da miosina
(MLCK), que é responsavel por fosforilar as cadeias leves da miosina aumentando a
tensdo muscular, além disso, a diminuicdo da concentracdo de Ca?* aumenta a
atividade da enzima fosfatase da cadeia leve da miosina (MLCP) que promove a
desfosforilacdo da cadeia leve da miosina, diminuindo a atividade da miosina
ATPase, promovendo a reducdo da tensdo muscular. Tomadas em conjunto, essas
modificacdes favorecem a vasodilatacdo com consequente diminuicdo da pressao
arterial (RAPOPORT; DRAZNIN; MURAD, 1983; ZHAO; VANHOUTTE; LEUNG,

2015; FARAH; MICHEL; BALLIGAND, 2018) (Figura 1).
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Figura 1. Regulacéo do ténus vascular pelo 6xido nitrico (NO)
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calmodulina (CaM); Fosfoinositideo-3 quinase (PI3-K); Fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2);
Fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PIP3); Quinases dependentes de difosfatidilinositol (PDK1 e PDK2);
Proteina quinase B (AkT); Oxido nitrico sintase endotelial (eNOS); Guanilato ciclase solivel (GCs);
Guanosina trifosfato (GTP); Guanosina monofosfato ciclica (GMPc); Proteina quinase dependente de
GMPc (PKG); Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium-ATPase (SERCA); Célcio ATPase de
membrana (PMCA); Canais de K* ativados por Ca?* de grande condutancia (BKCa); Quinase da
cadeia leve da miosina (MLCK). Fonte: proprio autor.

A nitroglicerina (TNG) e o nitroprussiato de sédio (NPS) sdo os
doadores de NO mais utilizados atualmente na emergéncia hipertensiva. A
nitroglicerina, ou trinitrato de glicerina (TNG) é um potente vasodilatador, capaz de
causar diminuicdo da presséao arterial e diminuicdo no trabalho cardiaco, reduzindo
0s sintomas de isquemia miocardica. No entanto, o tratamento prolongado com

nitroglicerina causa tolerancia em grandes artérias (FEELISH; KELM, 1991,

MUNZEL et al., 1996) além de induzir uma disfuncdo endotelial, reducio na
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atividade da superoxido dismutase (SOD) e aumento de radicais superdxido (+O2’)
(MUNZEL et al., 1999). O nitroprussiato de sodio (NPS) é um outro doador de NO
que exerce efeito vasodilatador sobre os leitos arteriais e venosos produzindo
diminuicdo da pressédo arterial e tem sido utilizado desde 1974 (FRIEDERICH;
BUTTERWORTH, 1995). No entanto, existem muitas restricbes para 0 seu usoO
prolongado, pois, doses supraterapéuticas de NPS ou o seu uso crbnico, foi
associado com acumulacédo de cianeto (ARNOLD; LONGNECKER; EPSTEIN, 1984)
além de disfuncéo endotelial (FUKATSU et al., 2007).

Por ser uma molécula de sinalizacdo reativa e gasosa com meia-vida
muito curta de 0,09 a 2 segundos (THOMAS et al.,, 2001), o NO pode ser
armazenado reagindo com tiois para formar S-nitrosotidis (RSNO) em um processo

chamado S-nitrosilacdo, preservando assim, sua bioatividade (HESS et al., 2005).

1.2 S-NITROSOTIOIS (RSNO)

A S-nitrosilacdo é um processo fisiolégico relevante para a funcéo
cardiovascular (STAMLER, 1994; WINK et al., 1998; MARON; TANG; LOSCALZO,
2013) e regula varios mecanismos celulares, incluindo a apoptose, a atividade de
enzimas e a manutencao do equilibrio redox celular (HESS et al., 2005).

A Nitrosilacdo € a reacéo que liga o NO a um metal de transi¢cdo ou a
um grupo tiol. Se a nitrosilacdo ocorrer no grupo tiol de uma cisteina, a reacéo €&
chamada S-nitrosilacdo. No entanto, se a nitrosilacdo ocorre em um metal de
transicdo, € denominada nitrosilacdo de metal (FERNANDO et al.,, 2019). Na
nitrosilacdo de metais, o NO interage com o0s centros metalicos do grupo heme. A

ligacdo do NO ao Fe?* do grupo heme da sGC ocasiona alteracGes conformacionais
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gue promovem sua ativacdo (MURAD, 1994), no entanto, a ligacdo do NO no grupo
heme da citocromo c oxidase, na cadeia transportadora de elétrons mitocondrial
ocasiona inativacdo (CLEETER et al., 1994; SARTI et al., 2012).

Diferentes reacdes intermediarias foram propostas para a formacéo de

S-nitrosotidis (MARTINEZ-RUIZ et al., 2013):

1) O NO reage com o O: para formar uma série de Oxidos de
nitrogénio com estados crescentes de oxidacdo até a formacdo do composto
nitrogenado Trioxido de dinitrogénio (N20s), o qual reage um tiol (-SH) para produzir
nitrito (NO2") e um nitrosotiol (RSNO):

2NO + O2 — 2NO2
NO2+ NO — N203
N203+ RSH — RSNO + H* + NO>

2) Primeiramente, o NO reage com O2 para formar NO2 que reage
com um tiol (-SH) para produzir um radical tiol e um nitrito. O NO, ent&o, reage com
o radical tiol para formar um nitrosotiol:

2NO + O2 — 2NO2
NO2+ RSH — RSe + H* + NO2>
NO + RSe + 'NO — RSNO

3) O NO reage diretamente com o radical tiol para formar um
nitrosotiol:

NO + RSe + 'NO — RSNO

Os S-nitrosotidis agem como doadores de NO através da denitrosilacéo

que €& a clivagem homolitica da ligacdo S-Nitrosil, que pode ocorrer
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espontaneamente na presenca de agentes redutores como o ascorbato, ions
metalicos (Cu?*), aumento da temperatura, luz ultravioleta (UV), (MANOJ et al.,
2009; ZHANG et al, 2017; FERNANDO et al, 2019) e também por
fotobiomodulac&o utilizando laser ou LED (OISHI et al., 2017; KESZLER et al.,
2018). A fotdlise € um meio alternativo de obter a clivagem da ligacdo S-Nitrosil

(HUNTER; SCHOENFISCH, 2015).

1.3 FOTOBIOMODULAGCAO (FBM)

A fotobiomodulacdo (FBM) consiste na aplicacdo de LED (LED - Light
Emitting Diode) ou laser (Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation)
operando em baixa poténcia que, quando absorvidas por croméforos especificos,
provocam reacgdes biolégicas nos tecidos, estimulando ou inibindo processos
intracelulares. A luz utilizada para a FBM pode emitir uma radiacdo visivel ou
invisivel (infravermelho) e o tipo de radiacdo esta relacionado com a via de acéo
pretendida com a aplicacdo (VLADIMIROV; OSIPOV; KLEBANOV, 2004).

A luz ja é utilizada para fins terapéuticos desde as civilizagdes
antigas. Na Grécia, utilizavam a luz solar para beneficios a saude, técnica
chamada Helioterapia (uma referéncia ao deus Hélios, que significa sol). Em
1903, o uso de luz para fins terapéuticos ganhou reconhecimento internacional
gquando Niels Ryberg Finsen ganhou o Prémio Nobel de medicina pelo
tratamento do Lupus vulgaris com base na aplicacdo da luz. O conceito de
emissdo estimulada, proposta por Albert Einstein em 1916, gerou pesquisas
aprofundadas sobre o aproveitamento de fotons para aumentar a energia da luz,
permitindo a criacdo do laser. Em 1960, Theodore Maiman desenvolveu o primeiro

dispositivo a laser, um laser de rubi (MAIMAN, T. H., 1960). A primeira indicacédo de
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gue a luz laser operando em baixa poténcia poderia gerar efeitos benéficos para a
saude, foi relatada por Endre Mester em 1966 ao apresentar seus primeiros relatos
de casos clinicos sobre bioestimulacdo com laser, utilizando laser de rubi e argdnio
em Ulceras crbnicas de membros inferiores. Em 1988, Tiina Karu revelou um
mecanismo molecular da laserterapia, identificando o citocromo ¢ oxidase na cadeia
respiratoria mitocondrial como um croméforo primario da luz. Pesquisas com
fotobiomodulacéo utilizando LED, foram desenvolvidas principalmente pela National
Aeronautics and Space Administration (NASA). A NASA investigou o uso de terapia
LED na cicatrizacdo de feridas de astronautas que apresentaram nivel deficiente de
cicatrizacdo de feridas em condicdes espaciais de gravidade zero, e obteve
resultados positivos (WHELAN et al., 2001). Em 2008 a OMS recomendou A FBM
para tratamento de dor no pescoco (coluna) e em 2010 a Associacdo Americana de
Fisioterapia (APTA), recomendou a FBM para o tratamento de tendinopatia do
tendao de Aquiles (HAMBLIN; HUANG, 2014).

A FBM tem sido foco de pesquisas e vem sendo empregada
mundialmente para o tratamento de diversas patologias (HUANG et al., 2009), com
efeitos analgésicos, anti-inflamatorios, cicatrizantes, de bioestimulacdo, dentre
outros (MEZAWA et al., 1988; VINCK et al., 2003; ALBERTINI et al., 2004).

Oron et al. (2001) demostraram que a FBM com laser (803 nm) foi
capaz de reduzir o tamanho do infarto do miocardio, indicando um efeito
cardioprotetor da FBM. A terapia com laser (804 nm) foi capaz de promover a
proliferacéo de células estaminais mesenquimais (MSCs) e células-tronco cardiacas
(CSCs) in vitro (TUBY et al., 2007). A FBM utilizando laser de 632 nm promoveu a
expressao da enzima Oxido nitrico sintase endotelial (eNOS) em células endoteliais

em cultura apdés 24 horas de exposicdo a luz (CHEN; HUNG; HSU, 2008). Em
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trabalhos com animais, foi observado o efeito antioxidante do laser infravermelho,
sendo efetivo no controle de espécies reativas de oxigénio (EROS) (AVNI et al.,
2005).

A FBM também se demonstra eficaz no controle da inflamacao. Pires et
al. (2011) demonstraram que a FBM modula a expressdo do mRNA de citocinas anti-
inflamatorias em um modelo de tendinite em ratos. Derkacz et al. (2014) observaram
uma diminuicdo nos niveis de interleucina 1 beta (IL-1B) e interleucina 6 (IL-6) em
pacientes com intervencdo coronaria percutanea, apos aplicacdo da FBM, o que
pode resultar em diminuicdo do risco de reestenose. A laserterapia (650- 660nm)
também foi capaz de reduzir a expressédo de TNF-a apds lesao pulmonar aguda em
ratos (AIMBIRE et al., 2006) e de diminuir de 30% a 40% a expressao de mRNA de
citocinas TNF-qa, IL-18, IL-6 apds inducdo aguda da inflamacdo em patas de ratos
(ALBERTINI et al., 2004). Outros autores observaram reducdo de TNF-a causada
por irradiacdo com laser 632 e 810 nm (NOVOSELOVA et al., 2006; YAMAURA et
al., 2009;).

Existem evidéncias do efeito na pressao arterial gerado pela FBM. A
aplicacdo do laser vermelho (660nm) foi capaz de provocar um efeito hipotensivo
notavel, por meio do aumento dos niveis de NO, em modelo de ratos hipertensos 2
rins - 1 clipe (2R-1C) (OISHI et al., 2017). Além disso, a FBM utilizando laser (780
nm) de forma sistémica, com aplicacbes de forma crbnica durante sete semanas,
trés vezes por semana, provocou a diminuicdo da pressao arterial média e diastdlica
em ratos espontaneamente hipertensos (SHR) (TOMIMURA et al., 2014).

Os fotorreceptores (ou croméforos), tais como o citocromo-C, melanina,

porfirina, hemoglobina e outros, apresentam configuragcdo atdomica capaz de ser
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excitados pela incidéncia de um foton especifico e tém sido o foco de discussdes
significativas (KARU T, 1999; DE FREITAS; HAMBLIN, 2016).

Muitos efeitos da FBM parecem estar relacionados ao aumento do
oxido nitrico, sobretudo, ainda ndo esta claro de que modo estes efeitos da FBM
podem ser alcancados via NO. Desta forma, considerando as evidéncias do efeito
da FBM por laser na diminuicdo da pressao arterial, a hipétese do presente trabalho
€ que a FBM utilizando laser 660 nm promove a liberacdo de NO de estoques por
fotélise, ocasionando vasodilatacdo com consequente diminuicdo da presséo

arterial.
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2 OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi avaliar se a fotobiomodulacdo (FBM),
utilizando laser vermelho (660 nm) de forma aguda, pode induzir um efeito
hipotensivo em ratos espontaneamente hipertensos (SHR) e se este efeito é

dependente da liberacao de 6xido nitrico (NO) de estoques.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Verificar se a FBM utilizando laser de 660 nm induz diminuicdo da
pressdo arterial sistélica (PAS), pressdo arterial diastolica (PAD), pressdo arterial
média (PAM) e da frequéncia cardiaca (FC) em um modelo experimental de
hipertenséo, utilizando ratos espontaneamente hipertensos (SHR).

- Avaliar se a FBM utilizando laser de 660 nm induz efeito hipotensivo
em ratos hipertensos L-NAME, um modelo experimental com baixa producdo de NO
e, consequentemente, baixo estoque de NO.

- Investigar se a FBM induz aumento de NO em células endoteliais
(HUVEC) em cultura, utilizando sonda fluorescente seletiva para NO, e se a

deteccao € diminuida quando ha a decomposicéo dos estoques de NO.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ESTUDOS EXPERIMENTAIS EM RATOS

Os protocolos experimentais foram realizados de acordo com as
diretrizes Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (Concea) e
foram aprovados pelo Comité de Etica em Animais da Universidade Federal de S&o
Carlos (n° 7936070618).

Os animais foram agrupados em caixas de polipropileno forradas com
maravalha e mantidos em ciclo claro-escuro (10 horas claro, 14 horas escuro) e em
condicbes de temperatura controlada (22 °C), no biotério de experimentacdo do
laboratorio de Fisiologia Enddcrina e Exercicio Fisico do Departamento de Ciéncias
Fisiologicas-DCF (Responséavel: Prof. Dr. Wladimir Rafael Beck). Foram alimentados
somente com racdo padrdo para roedores e agua mineral ad libitum (Agua mineral
da marca Bonafont, Danone®, Jacutinga, MG, Brasil. Composi¢do quimica (mg/L):
bicarbonato 8,33; nitrato 4,16; potassio 1,220; calcio 1,480; sodio 1,429; magnesio
0,586; cloreto 0,60; fosfato 0,06; fluoreto 0,04.

Para garantir um trabalho ético e de qualidade, todos os pesquisadores
envolvidos participaram de um curso de capacitacdo para uso e manejo de animais
de laboratorio, promovido pela Universidade Federal de S&o Carlos, garantindo que
os animais fossem manipulados com cuidado e respeito, tomando as devidas
precaucbes a fim de garantir o minimo de estresse ao animal durante sua

manipulacéo e contencao.
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3.2 EFEITO DA FOTOBIOMODULACAO NA PRESSAO ARTERIAL DE RATOS
ESPONTANEAMENTE HIPERTENSOS (SHR)

Objetivo: determinar se uma Unica aplicacdo do laser vermelho (660
nm) apresenta efeito hipotensivo em ratos espontaneamente hipertensos (SHR).

Para isso, foram utilizados ratos da espécie Rattus norvegicus, da
linhagem de ratos espontaneamente hipertensos (SHR), fornecidos pelo Biotério
Central da Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo-SP, com 9 a 10 semanas de

idade.

3.2.1 Procedimento cirurgico de canulacdo da artéria femoral

Ap6s duas semanas da chegada dos animais ao biotério de
experimentacdo da UFSCar (tempo de aclimatac&o), os ratos foram submetidos ao
implante de uma cénula na artéria aorta abdominal através da artéria femoral, para
medida direta dos parametros hemodinamicos: pressado arterial sistélica (PAS),
pressao arterial diastdlica (PAD), pressao arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca
(FC) (Figura 2). Os ratos foram anestesiados com Cetamina (100 mg/Kg) + Xilazina
(10 mg/Kg), para o implante da canula de polietileno (PE10 conectada a PE50) que
foi preenchida com solugéo salina heparinizada a 2% e exteriorizada no dorso do

animal.

3.2.2 Protocolo de Fotobiomodulacéao

Para o protocolo de fotobiomodulacao, foi utilizado um laser de diodo

de arseneto de aluminio e galio (AlGaAs) Photon Lase Ill (DMC Equipamentos, S&o
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Carlos, SP, Brasil). O laser foi aplicado por via transcutanea na regido abdominal do

rato, em contato com a pele previamente depilada, em 6 pontos diferentes. Os

parametros de irradiacao estdo descritos na tabela 2:

Tabela 2: Parametros da fotobiomodulagé&o In vivo

Parametros do laser (In vivo)

Comprimento de Onda (A) 660 nm
Modo de operacgéo Continuo
Angulo de aplicagéo 90°
Técnica de aplicacdo Em contato

Numero de pontos irradiados

6 (1 sesséao)

Area do spot 0,071 cm?
Forma do feixe Circular

Irradiancia 1,13 W/cm?
Poténcia optica 80 mW

Energia 4,5 Joules

Tempo de exposicao

56 segundos

Fluéncia

63 J/cm?
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Figura 2: Protocolo de fotobiomodulagdo em SHR
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Fonte: préprio autor.

Vinte e quatro horas ap6és a canulacao da artéria femoral, com o animal
acordado, a medida direta da presséo arterial foi iniciada. A canula intra-arterial foi
conectada ao transdutor de pressdao e a um amplificador (PowerLab 4/S; AD
Instruments Pty Ltd., Castle Hill, Australia), e as medi¢cdes da linha de base dos
parametros hemodinamicos: PAS, PAM, PAD e FC, foram realizadas durante 1 hora.
Apbs 1 hora, foi realizada uma aplicacdo simulada do laser (Sham), onde o aparelho
desligado foi encostado em 6 pontos da regido abdominal do rato, permanecendo o
mesmo tempo da FBM. Os parametros hemodinamicos foram registrados por 1 hora.

Em seguida, no mesmo animal, o laser foi aplicado na regido abdominal em 6 pontos
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e 0s parametros hemodinamicos foram registrados por 1 hora ou até o final do efeito
hipotensivo (Figura 2). Este protocolo foi realizado somente no periodo matutino de
cada dia.

O resultado foi calculado levando em consideracdo a diferenca (A)
entre os valores da pressao arterial coletados antes (valor basal) e depois da FBM
ou da simulacéo (Sham). Foi considerado como responsiva a FBM uma reducéo de

pelo menos 5 mmHg. Menos de 5 mmHg foi considerado ndo responsivo a FBM.

3.2.3 Oxido nitrico (NO) sérico

Para medir os niveis de NO sérico, foram coletados 300 uL de sangue,
através da céanula, antes do inicio do registro e imediatamente ap6s o término do
efeito hipotensivo provocado pela FBM. A fim de evitar a interferéncia no registro da
presséao arterial, o sangue nao foi coletado em nenhum momento durante a coleta de
dados. As amostras foram protegidas da luz e centrifugadas a 3.500 RPM por 15
minutos, e o soro foi armazenado em freezer a -80 °C. Para a analise, as amostras
foram descongeladas e desproteinizadas com etanol a 95% (4 °C) durante 30
minutos. Apds esse tempo, as amostras foram centrifugadas e o sobrenadante foi
utilizado para medir indiretamente os niveis séricos de NO, pela concentracdo sérica
de nitrato. A técnica de quimioluminescéncia NO/ozdnio foi realizada conforme
descrito anteriormente por Archer et al. (1993), utilizando o analisador de Oxido

nitrico Sievers 280i (Sievers NOA 280i; Sievers, Boulder, CO).
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3.3 EFEITO DA FOTOBIOMODULACAO NA PRESSAO ARTERIAL DE RATOS
HIPERTENSOS L-NAME.

Objetivo: determinar se uma Unica aplicacdo do laser vermelho (660
nm) apresenta efeito hipotensivo em ratos com baixa producgéo de NO.

Ratos da espécie Rattus norvegicus, da linhagem Wistar, fornecidos
pelo Biotério Central da Universidade Federal de S&o Carlos, UFSCar, Sao Carlos-
SP, com 9 a 10 semanas de idade, foram tratados com o inibidor da éxido nitrico
sintase (NOS), N(G)-Nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME), 700 mg/L, diluido em

agua mineral, ad libitum, por duas semanas, para 0 aumento da pressao arterial.

3.3.1 Medida da presséo arterial (método néo invasivo)

Ap6s duas semanas da chegada dos animais ao biotério de
experimentacdo (tempo de aclimatacdo), a presséao arterial sistélica (PAS) foi aferida
pela técnica de pletismografia de cauda (NIBP System-ADinstruments).
Posteriormente a esta primeira medida da PA, os animais foram tratados com L-
NAME (700 mg/mL) na agua de beber por duas semanas e, entéo, foi realizada uma
nova afericdo da PAS por pletismografia de cauda e somente os animais com PAS

2140 mmHg foram selecionados.
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Figura 3. Protocolo de fotobiomodulacdo em Ratos Hipertensos L-NAME.

Chegada 2 semanas 2 semanas 24 horas
dos animais :
~ ao biotério . . Tratamento com
e L-name (700 mg/L) Canulagio Inicio do
l da artéria protocolo
femoral | de FEM
(Animal
' acordado)
Medida Basal Medida Basal
da PA sistolica da PA sistdlica
| (Pletismografia) | (Pletismografia)

Foram utilizados ratos
com PA 2140 mmHg

Fonte: préprio autor.

3.3.2 Protocolo de fotobiomodulacao

BN

Os ratos hipertensos L-NAME, foram submetidos a canulagdo da
artéria femoral (vide item 3.2.1) e, 24 horas ap6s, com o animal acordado, foi
iniciado o protocolo de fotobiomodulagdo com coleta de sangue para medida de

oxido nitrico sérico, como descrito anteriormente nos itens 3.2.2 e 3.2.3 (Figura 2).

3.4 REATIVIDADE VASCULAR

Objetivo: Verificar se a fotobiomodulacdo promove dilatagdo de anéis
de aorta provenientes de ratos normotensos e hipertensos L-NAME.

Apbs o protocolo de fotobiomodulagéo, os ratos hipertensos L-NAME
foram eutanasiados por decapitagdo e a aorta toracica foi dissecada e cortada em
anéis de 4 mm de comprimento que foi colocado entre dois ganchos metalicos em
um miografo (modelo Mulvany-Halpern 610 DMT-EUA, Marietta, GA), contendo

solugéao de Krebs (mM: NaCl 130, KCI 4,7, KH2PO4 1,2, MgSO4 1,2, NaHCOs3 14,9,
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Glicose 5,5 e CaClz2 1,6), pH 7,4 a 37 °C, com 95% de Oz e 5% de CO2. O sinal
adquirido foi gravado por um sistema de aquisicdo de dados PowerLab8/SP
(ADInstruments Pty Ltd., Colorado Springs, CO). O mesmo protocolo foi realizado
com anéis de aorta de ratos Wistar normotensos.

A tensao nos anéis foi estabilizada a 15 mN e, entdo, foram contraidos
com fenilefrina (0,1 uM). Obtida a estabilizacdo da contracéo, o laser foi aplicado por
56 segundos, em uma dose de 5,6 J. Como 0s anéis aorticos estavam submersos
em liquido (solucéo de Krebs), a aplicacdo se deu a 1 cm de distancia. ApGs nova
estabilizacdo da contracdo, a integridade endotelial foi testada pelo relaxamento
induzido por acetilcolina (1 uM). Este anel foi lavado 4 vezes e uma nova contracao
com fenilefrina foi realizada e o laser foi aplicado com os mesmos parametros. A
aplicacao do laser antes e depois da acetilcolina foi realizada para verificar se ha
aumento do relaxamento promovido pela fotobiomodulacdo apés a administracéo de
acetilcolina. Para promover o acumulo de o6xido nitrico, os anéis adrticos foram
incubados durante 30 minutos com o doador de NO, Dietilenotriamina/NONOato
(DETA-NO, 100 uM). Apés esse periodo, seis lavagens com solugéo de Krebs foram
realizadas para remover o excesso de DETA-NO. Uma nova contragdo com
fenilefrina foi executada e o laser foi aplicado. Outro tratamento com DETA-NO foi
realizado por 30 minutos, os anéis aérticos foram lavados por 6 vezes e depois
incubado com o sequestrador de NO, Hidroxicobalamina (50 puM) durante 30
minutos. Uma nova contracdo com fenilefrina foi realizada e o laser foi incidido
(figura 4). A Hidroxicobalamina contém um nucleo de corina centrado em cobalto
que pode interagir com o NO para formar um novo complexo (JIANG; LI; RAND,

1997).
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Figura 4. Protocolo de reatividade vascular.
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Os anéis adrticos foram contraidos com fenilefrina (Pe) e o laser foi aplicado. Posteriormente, a
integridade endotelial foi testada pelo relaxamento induzido por acetilcolina (ACh). Este anel aértico
foi lavado por 4 vezes e uma nova contragcdo com fenilefrina foi realizada. O laser foi aplicado
novamente com os mesmos parametros. Os anéis aédrticos foram incubados com DETA-NO para
promover o estoque de 6xido nitrico. Seis lavagens com solu¢do de Krebs foram realizadas para
remover o excesso de DETA-NO. Foi realizada nova contracdo com fenilefrina e o laser foi aplicado
novamente. Outro tratamento com DETA-NO foi realizado, lavado e depois incubado com
Hidroxicobalamina, um sequestrador de NO. Uma nova contra¢cdo com fenilefrina foi realizada e o
laser foi aplicado. Fonte: préprio autor.

Foi utilizado o laser de diodo de arseneto de aluminio e galio (AlGaAs)
Photon Lase Ill (DMC Equipment, Sdo Carlos, SP, Brasil). Os parametros de

irradiacdo estdo descritos na tabela 3:
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Tabela 3: Parametros da fotobiomodulag&o Ex vivo

Paréametros do laser (Ex vivo)

Comprimento de Onda (A) 660 nm (vermelho)
Modo de operacéo Continuo
Angulo de aplicacéo 90°
Técnica de aplicacéo 1 cm do alvo
NUmero de pontos irradiados 1
Area do spot 0,0586 cm?2
Forma do feixe Circular
Irradiancia 1,71 W/cm?2
Poténcia Optica 100 mw
Energia 5,6 Joules
Tempo de exposicao 56 segundos
Fluéncia 96 J/cm?

Todos os protocolos de reatividade vascular foram realizados em aorta
de ratos normotensos e ratos hipertensos L-NAME. Foram utilizados tanto anéis
aorticos com endotélio integro (E+ normotenso, E+ L-NAME), quanto anéis adérticos
onde o endotélio foi removido mecanicamente (E- normotenso, E- L-NAME). Como
h& uma significativa reducao da resposta vasodilatadora por acetilcolina em ratos
tratados com L-NAME, todos os anéis de aorta foram considerados com endotélio se
exibissem um relaxamento a acetilcolina (1 uM) de 40 a 50%. Para ratos
normotensos, foi considerado endotélio integro aquele que apresentasse
relaxamento maior que 80% da contracdo maxima induzida por fenilefrina (0,1 uM)

(RODRIGUES et al., 2010). A efetividade da remocdo do endotélio (anéis de aorta
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sem endotélio, E-) foi demonstrada pela auséncia total (0%) de relaxamento a

acetilcolina.

Figura 5. Imagem representativa da aplicagédo do laser em anéis de aorta isolados.

Fonte: proprio autor.

3.5 DETECCAO DE OXIDO NIiTRICO EM CELULAS ENDOTELIAIS EM CULTURA
APOS FOTOBIOMODULAGCAO

Objetivo: Avaliar a liberacdo do NO dos estoques celulares, induzida
pela fotobiomodulacéo.
Foram utilizadas células endoteliais de veia umbilical humana

(HUVEC), cultivadas em meio Dulbecco MEM (DMEM) com pH 7,4, suplementado
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com soro fetal bovino (10%), estreptomicina (100 uM) e penicilina (100 U/mL) e
mantidas a 37°C em estufa de com 5% de COz2. Para a realizagédo deste experimento
foi utilizada a estrutura (estufa e fluxo laminar) disponivel no Departamento de
Ciéncias Fisiologicas (DCF - UFSCar).

As células endoteliais (HUVEC) foram plagueadas em black plates de
96 pogos com concentracdo de 10* células por poco, e mantidas em estufa por 24
horas. No plagueamento, as células foram distribuidas em pocos alternados a fim
de impedir que houvesse interferéncia em outros pocos durante a aplicacdo do laser.
Os experimentos foram realizados em 3 dias distintos, ou seja, 3 placas diferentes e

em cada placa foi realizado a triplicata de cada grupo.

Grupos:

1) Controle

2) Laser4,5J

3) DETA-NO

4) DETA-NO + laser 4,5 J

5) DETA-NO + laser 1,6 J

6) DETA-NO + laser 0,8 J

7) CuSOq4

8) CuSOa4 + laser 4,5 J

9)  DETA-NO + CuSO4

10) DETA-NO + CuSO4+ Laser 4,5

ApOs 24 horas do plagueamento, os nudcleos das células foram
marcados com o fluoréforo 4’,6’- diamino-2-fenil-indol (DAPI, Thermo Scientific; 2,3
uM) por 10 minutos. Apds este tempo a sonda DAPI foi retirada e adicionado o
doador de NO DETA-NO (100 pM) diluido em meio DMEM, que permaneceu nos

pocos durante 30 minutos a fim de gerar estoques de NO. Decorrido este tempo, o
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DETA-NO foi removido e todos os pocos foram lavados com Tampao fosfato-salino
(PBS) por 4 vezes. Foi adicionado Sulfato de Cobre (CuSO4 — 1 mM) nos poc¢os
correspondentes a este grupo, permanecendo durante 15 minutos. O Cobre catalisa
a decomposicdo dos estoques de NO (GORREN et al., 1996; KOLESNIK et al.,
2013). Apos retirar o CuSOg, e lavar os pogos por 4 vezes com PBS, foi adicionado
100 yL de PBS em todos os pocos e, entdo o laser foi aplicado nos grupos laser.
Imediatamente apds a aplicacdo do laser, foi adicionada a sonda fluorescente
seletiva para NO, diacetato diaminodifluorofluoresceina (DAF-2 DA — 10 uM) que
permaneceu em contato com as células durante 10 minutos. A sonda foi retirada dos
pocos e a analise iniciada (figura 6). Por estarem as células submersas em liquido
(PBS), a distancia na aplicacdo do laser foi de 1 cm.

As imagens foram adquiridas utilizando um sistema automatizado de
microscopia epifluorescente de alta resolucédo (ImageXpress XLS System, Molecular
Devices) em aumento de 40x. A quantificacdo da fluorescéncia foi realizada pelo
mesmo aparelho. A quantificacdo da fluorescéncia obtida pela sonda DAF, foi

relativizada pela quantidade de células em cada imagem.
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Figura 6. Protocolo de fotobiomodulagcdo em Células endoteliais em cultura.
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Fonte: proprio autor.
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Foi utilizado o laser arseneto de galio-aluminio (AlGaAs) Photon Lase

Il (DMC Equipamentos, Sao Carlos, SP, Brasil), com os seguintes parametros de

irradiacao:

Tabela 4: Parametros da fotobiomodulagéo In vitro

Parametros do laser (In vitro)

Modo de operagéo Continuo
Angulo de aplicac&o 90°
Técnica de aplicacéo 1 cm do alvo
Numero de pontos irradiados 1
Area do spot 0,071 cm?
Forma do feixe Circular
Irradi&ncia 1,13 W/cm?
Poténcia Optica 80 mW
GRUPOS 2,4,8¢e 10
Energia 4,5 Joules
Tempo 56 segundos
Fluéncia 63 J/cm?
GRUPO 5
Energia 1,6 Joules
Tempo 20 segundos
Fluéncia 22,5 Jlcm?
GRUPO 6
Energia 0,8 Joules
Tempo 10 segundos

Fluéncia

11 J/cm?
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3.6 VIABILIDADE CELULAR

Objetivo: verificar se os protocolos utilizados no item 3.5 n&o afetariam
a viabilidade das células.

As células foram plaqueadas em black plates de 96 pocos a uma
concentracdo de 10* células por poco e foram mantidas a 37 °C em uma estufa
contendo 5% de CO2. ApoOs 24 horas, o doador de NO DETA-NO (100 puM) diluido
em meio DMEM foi adicionado em todos os pogos permanecendo durante 30
minutos. Apos este tempo, o DETA-NO foi removido e os pocgos foram lavados com
PBS por 4 vezes. Depois da remogédo do DETA-NO, foi adicionado Sulfato de Cobre
(CuSO4 - 1 mM) nos pogos correspondentes a este grupo, que permaneceu durante
15 minutos. Decorrido este tempo, o CuSOa4 foi removido, os pog¢os foram lavados
com PBS e foi adicionado 100 puL de PBS em todos os pocos e, entdo o laser foi
aplicado. Apés 10 minutos da aplicacéo do laser, foi adicionado 5 mg/mL de 3-(4,5-
Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide (MTT) que permaneceu
em contato com as células durante 4 horas a 37 °C em uma estufa contendo 5% de
CO2. As desidrogenases mitocondriais convertem o MTT acumulando cristais de
formazan de cor purpura no interior da célula. Esta conversdo s6 ocorre em células
metabolicamente ativas (MOSMANN, 1983). Apds este tempo, o MTT foi retirado e
entdo foi adicionado Dimetilsulfoxido (DMSO) 100% (100 pL por pogo). Apés 10
minutos, a absorbancia foi determinada no comprimento de onda 550 nm utilizando
o espectrofotdbmetro SpectraMax I3x (Molecular Devices, San Jos€, CA, EUA). O
grupo chamado Controle, sdo células que ndo receberam nenhum tipo de
tratamento, sendo o grupo controle de células viaveis. O grupo controle para células
inviaveis (Triton), foi o grupo onde as células foram tratadas com Triton-X 10%. A

toxicidade ao Triton-X se deve a acdo desreguladora da bicamada lipidica da célula,
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o que favorece a destruicdo da compactacdo e integridade da membrana lipidica

(KOLEY; BARD, 2010).

3.7 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada utilizando o programa GraphPad
Prism versdo 5.0 (Graphpad Software Inc., La Jolla, CA, EUA). Os dados sé&o
expressos como média + DP. A significancia estatistica das médias da PAS, PAD,
PAM e NO entre sham e FBM foram comparadas pelo teste t de Student. A
significAncia estatistica entre os grupos da Reatividade vascular; Deteccdo de NO;
Viabilidade celular, foi testada por ANOVA de uma via (teste post hoc: Newman -

Keuls). Valores de p<0,05 foram considerados significativos.
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4 RESULTADOS

4.1 EFEITO DA FOTOBIOMODULACAO NA PRESSAO ARTERIAL DE RATOS
ESPONTANEAMENTE HIPERTENSOS (SHR)

A fotobiomodulagédo, utilizando laser de 660 nm de forma aguda, foi
capaz de reduzir a presséo arterial sistélica em 69% do total de SHR, a pressao

arterial diastdlica em 58% e a pressao arterial média em 65% (Figura 7).

Figura 7. Porcentagem de SHR responsivos a fotobiomodulacao.
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Pressao arterial sistélica (PAS): dezoito (69%) ratos exibiram uma diminuic&do
da PAS; presséo arterial diastélica (PAD): Quinze (58%) ratos exibiram uma
diminuicdo da PAD; pressédo arterial média (PAM): dezessete (65%) ratos
exibiram uma diminuicdo da PAM. Total de ratos utilizados: 26

Avaliando somente os SHR responsivos, a magnitude do efeito
hipotensivo gerado pela FBM, foi maior do que a provocada no procedimento Sham
em relagéo a pressao arterial sistélica (APAS FBM: -14,5 £+ 6,3 mmHg; APAS Sham:
-2,6 + 1,5, n=18, p<0,05) (figura 8A e 8B); pressao arterial diastdlica (APAD FBM:-
9,6 = 2,7 mmHg; APAD Sham: -1,5+ 2,2 mmHg, n=15, p<0,05) (figura 8C e 8D); e
pressao arterial média (APAM FBM: -11 + 3,73 mmHg; APAM Sham: -1,4 + 1,87

mmHg, n=17, p<0,05) (figura 8E e 8F).
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Nas figuras 8B, 8D e 8F, os dados indicam que o efeito da FBM na

diminuicdo da PA € maior nos animais com niveis basais mais altos de PA.

Figura 8. Efeito da fotobiomodulac&o na pressao arterial de SHR responsivos a FBM.
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A. Diminuicdo da pressao arterial sistélica (PAS) ap6s a FBM em comparacgdo com o procedimento
Sham (n=18, p<0,05). B. Distribuicdo dos animais de acordo com a PAS basal e a diminuicdo da PAS
apos FBM ou Sham. C. Diminuicdo da pressao arterial diastélica (PAD) apds a FBM em comparacao
com o Sham (n=15, p<0,05). D. Distribui¢do dos animais de acordo com a PAD basal e a diminui¢&o
da PAD apés a FBM ou Sham. E. Diminuicdo da presséo arterial média (PAM) apdés a FBM em
comparacao com o Sham (n=17, p<0,05). F. Distribuicdo dos animais de acordo com a PAM basal e a
diminuicdo da PAM apos a FBM ou Sham. As barras mostram a média + DP da diminuicdo da
presséo arterial sistolica, diastélica e média. * indica diferenca da FBM vs Sham.
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Figura 9. Imagem representativa do registro da pressédo arterial de SHR. Obtido apés a
simulacdo da aplicagéo do laser (Sham) e da aplicagéo do laser.
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Fonte: préprio autor

A frequéncia cardiaca (FC) nao foi alterada pela FBM, em comparacéo
com o procedimento Sham (AFC FBM: -8,69 + 6,52 bpm; AFC Sham: -6,74 *+ 4,63

bpm, n=26, p>0,05) (figura 10).
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Figura 10. Efeito da fotobiomodulacdo na frequéncia cardiaca

(FC) de SHR.
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A resposta bradicardica € representada por AFC (bpm). As Barras
representam a meédia = DP, p>0,05.

A andlise da concentracao sérica de NO, antes e ap6s a FBM, indicou
que a FBM foi capaz de aumentar os niveis de NO. No entanto, este efeito néo foi
observado em todos os SHR utilizados. Curiosamente, o aumento nos niveis de NO
ocorreu apenas nos animais responsivos a FBM, ou seja, nos animais que a FBM
promoveu diminuicdo da PAS (Antes: 36,91 + 1,91 uM; Depois: 51,90 + 5,13 uM,
n=18, p<0,01) (figura 11A), sem aumento da concentracdo de NO em animais nao
responsivos a FBM (Antes: 33,39 * 3,92 uM; Depois: 30,47 + 2,57 yM, n=8, p>0,05)
(figura 11B).

Nos SHR responsivos a FBM, a duracdo do efeito hipotensivo foi em

média 25 minutos (25,3+12,46 min., n=18).
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Figura 11. Efeito da fotobiomodula¢c&o na concentracéo sérica de 6xido nitrico de SHR.
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A. Concentragdo sérica de NO dos SHR responsivos a FBM, antes e depois da FBM (n=18, p<0,01).
B. NO sérico dos SHR néo responsivos a FBM, antes e depois da FBM (n=8, p>0,05). A barras

representam a média +DP da concentracdo de NO. * indica diferenca entre antes e depois da FBM,
p<0,01.

4.2 EFEITO DA FOTOBIOMODULACAO NA PRESSAO ARTERIAL DE RATOS
HIPERTENSOS L-NAME.

O tratamento de ratos Wistar com L-NAME promoveu aumento da
presséao arterial (PAS: 166 + 18,8 mmHg, n=10). Em ratos hipertensos L-NAME, nao
houve reducédo da PAS, PAD ou PAM apés aplicagao do laser (APAS FBM: -1,29 +
2,98 mmHg; APAS Sham: -0,93 + 1,85; APAD FBM: -1,46 + 3,67 mmHg; APAD
Sham: -0,33 + 3,48; APAM FBM: -1,07 + 2,69 mmHg; APAM Sham: -0,58 + 1,08,

n=10, p>0,05) (Figura 12).
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Figura 12. Efeito da fotobiomodulac&o na presséao arterial de ratos hipertensos L-NAME.

-4 -4 -4
=] =] =]
I L I T
P o s
E -12+ E -12 E 424
< - <
16| 6] -16-
(1 Sham
I FBM

.20 -20- -20-

As barras representam a média + DP da PAS, PAD e PAM dos grupo Sham e FBM, n=10,
p>0,05.

Conforme mostrado na figura 13, o tratamento com o bloqueador da
NO sintase (L-NAME) durante duas semanas, promoveu uma diminuicdo dos niveis
séricos de NO quando comparado ao soro dos ratos normotensos nédo tratados
(ratos normotensos: 37,07 + 1,62 uM vs ratos hipertensos L-NAME antes da FBM:
23,44 + 0,83 uM, n=10, p=<0,05). Os ratos hipertensos L-NAME submetidos a FBM
nao apresentaram aumento nos niveis séricos de NO (ratos hipertensos L-NAME

antes da FBM: 23,44 + 0,83 uM vs ratos hipertensos L-NAME ap6s a FBM: 25,82 +

1,64 UM, n=10, p>0,05).
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Figura 13. Efeito do fotobiomodula¢édo na concentracéo sérica de NO de
ratos hipertensos L-NAME.
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* indica diferenca entre ratos normotensos vs ratos hipertensos L-NAME antes
da FBM e ratos hipertensos L-NAME apo6s a FBM, p=<0,05.

4.3 EFEITO DA FOTOBIOMODULACAO NA REATIVIDADE VASCULAR

A FBM promoveu maior relaxamento da artéria aorta de ratos
normotensos e menor relaxamento da aorta de ratos hipertensos L-NAME (E+
normotensos Antes da ACh: 63,91 = 8,05% vs E+ L-NAME Antes da ACh: 27 £
10,63%, n=10, p<0,001) (Figura 14).

N&o houve aumento no relaxamento com a aplicacao do laser apos a
acetilcolina (ACh) em comparacdo com a primeira aplicacdo, antes da acetilcolina
(E+ normotensivo: Antes da ACh: 63,91 + 8,05% vs Apos ACh: 67,75 + 7,91%; E+ L-
NAME: Antes da ACh: 27 + 10,63% vs Ap6s ACh: 32,15 + 11,99%, n=10, p>0,05),
mostrando que ndo ha influéncia do teste de integridade do endotélio com
acetilcolina nos resultados.

Apo6s promover o acumulo de 6xido nitrico com o doador de NO DETA-
NO nos anéis aérticos, a FBM causou maior relaxamento, enquanto a incubacao

com diluente PBS, néo alterou o relaxamento mediado pela FBM (E+ normotenso
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Antes da ACh: 63, 91 + 8,05% vs E+ normotenso Apos DETA-NO: 80,83 + 4,02%,
n=10, p<0,05; vs E+ normotenso Apés PBS: 67 + 9,53%, n=10, p>0,05) (E+ L-NAME
Antes da ACh: 27 £ 10,63% vs E+ L- NAME Apo6s DETA-NO: 71,75 £ 7,55%, n=10,
p<0,001; vs E + L-NAME Apés PBS: 26,50 + 12,77%, n=10, p>0,05). A incubacao
com o sequestrador de NO (Hidroxicobalamina) aboliu o relaxamento induzido por

FBM (Figura 14).

Figura 14. Relaxamento induzido pela fotobiomodulagdo em anéis adrticos com
endotélio (E+).
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* indica diferenca no relaxamento ente a aplicacdo do laser Apos DETA-NO (E+
Normotenso) vs Antes da ACh (E+ Normotenso); Apés ACh (E+ Normotenso) e Apds
PBS (E+ Normotenso), p<0,05. # indica diferenga entre Apés DETA-NO (E+ L-NAME) vs
Antes da ACh (E+ L-NAME), Apés ACh (E+ L-NAME) e Apdés PBS (E+ L-NAME),
p<0,001. & indica diferenga entre, Antes da ACh (E+ Normotenso) vs Antes da ACh (E+
L-NAME), p<0,001.

Foi observado menor efeito vasodilatador da FBM em anéis de aorta

com endotélio foi removido, tanto para aorta de ratos hormotensos, quando de ratos
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hipertensos L-NAME. Além disso, os resultados mostram que a primeira aplicacao
do laser promoveu maior relaxamento que a segunda aplicacdo (E- normotenso:
Antes de ACh: 20,30 + 8,05% vs Apds ACh: 9,45 + 5,30%, n=10, p<0,01; E- L-NAME
Antes da ACh: 7,8 + 2,65% vs Apds ACh: 4,4 + 2,2%, n=10, p<0,05).

Apés promover o acumulo de NO com DETA-NO, a FBM também
induziu maior relaxamento na artéria sem endotélio, enquanto que, apds a
incubacdo com o diluente de PBS, houve menor relaxamento mediada pela FBM (E-
normotenso Antes de ACh: 20,30 + 7,70% vs E- normotenso Apos DETA-NO: 71,20
+ 5,71, n=10, p<0,001; vs E- normotenso Apés PBS: 4,83 + 2,93, n=10, p<0,01) (E-
L-NAME Antes da ACh: 7,8 + 2,65 % vs E-L-NAME Apés DETA-NO: 70,50 + 7,70%,
n=10, p<0,001; vs E-L-NAME Apoés PBS: 2,75 + 2,36, n=10, p<0,05) A incubacéo
com o sequestrador de NO, Hidroxicobalamina, aboliu o relaxamento induzido pela

FBM (Figura 15).
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Figura 15. Relaxamento induzido pela fotobiomodulacdo em anéis adrticos sem
endotélio (E-).
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* Indica diferenca entre Ap6és DETA-NO (E- Normotenso) e Apos DETA-NO (E- L-NAME) vs
demais grupos, p<0,001. & indica diferenca entre Antes da ACh (E- Normotenso) vs Apos
ACh (E- Normotenso) e Apos PBS (E- Normotenso) p<0,01. # Indica diferenca entre Antes da
ACh (E- L-NAME) vs Apéds ACh (E- L-NAME) e Ap6s PBS (E- L-NAME) p=<0,05.

4.4ADETECCAO DE OXIDO NITRICO EM CELULAS ENDOTELIAIS EM CULTURA
APOS FOTOBIOMODULACAO

A deteccéo de NO foi realizada utilizando a sonda fluorescente DAF-2
DA, pela acumulagéo do produto DAF-2T, e foi observado maior detecgédo de NO
nos grupos tratados previamente com o doador de NO DETA-NO seguido da
aplicacao do laser (Controle: 52.221 + 13.041 IF vs DETA-NO+4,5J: 100.212 + 9.506
IF, DETA-NO+1,6J: 91.537 = 16.682 IF, DETA-NO+0,8J: 83.715 = 11.690 IF, n=9,

p<0,001), no entanto, essa resposta foi abolida com a adicdo de CuSOa, ficando o
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grupo DETA-NO + CuSOs4 + 4,5J com valores proximos ao controle (DETA-NO+4,5J:
100.212 + 9.506 IF vs DETA-NO+CuS0O4+4,5J: 51.689 = 7.800 IF, n=9, p=<0,001)
(Figura 16).

O grupo DETA-NO sem laser ndo apresentou maior deteccdo quando
comparado ao controle (Controle: 52.221 + 13.041 IF vs DETA-NO: 63.618 + 7.199
IF, n=9, p>0,05), revelando uma evidéncia da acao do laser sobre os estoques de
NO. O grupo 4,5 J, sem tratamento prévio com DETA-NO também nédo apresentou
aumento na intensidade de fluorescéncia (Controle: 52.221 + 13.041 IF vs 4,5J:

62.312 £+ 10.558 IF, n=9, p>0,05)
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Figura 16. Quantificacdo do NO intracelular em HUVEC apds fotobiomodulacao.
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A.* Indica diferenca da Intensidade de fluorescéncia (IF) entre DETA-NO + 4,5 J,
DETA-NO + 1,6 J, DETA-NO + 0,8 J vs demais grupos. As barras representam = DP,
p<0,001. B. Imagem representativa de HUVECs ndo expostas a FBM (controle),

expostas a FBM (DETA-NO + 4,5 J) e que foram expostas a FBM apés a
decomposicao dos estoque de NO por CuSOa.

4.5 VIABILIDADE CELULAR

Utilizando o ensaio colorimétrico MTT para avaliacdo da viabilidade
celular, os resultados demonstram que a viabilidade das células ndo foi afetada por
nenhum tratamento utilizado no protocolo de deteccdao de NO (Controle: 100 *

7,48% vs 4,5J: 102 + 14,59%; DETA-NO: 104 + 7,57%; DETA-NO+4,5J: 98 *
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12,27%; DETA-NO+1,6J: 96,93 + 12,18%; DETA-NO 0,8J: 103 + 10,80%; CuSOa:
105 + 8,61%; CuS0O4+4,5J: 100 + 8,6%; DETA-NO+CuSO4: 103 + 10,32%; DETA-
NO+CuS0O4+4,5J: 102 + 11,48 %, n=9 p>0,05). O Triton foi efetivo para o controle do

método (Controle: 100 + 7,48% vs Triton 10%: 35 6,33 %, n=9, p<0,001).

Figura 17. Avaliacdo da viabilidade celular por MTT
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*Indica diferenca entre Triton 10% vs demais grupos, p<0,001. As barras
representam a média = DP da porcentagem de células viaveis.
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5 DISCUSSAO

A FBM, utilizando laser 660 nm, induziu um efeito hipotensivo notével
em ratos espontaneamente hipertensos (SHR), porém, ndo causou o mesmo efeito
em ratos hipertensos L-NAME, indicando que o oOxido nitrico (NO) tem importante
papel na diminuigdo da PA promovida pela FBM.

Estudos observacionais e estudos randomizados indicam que uma
reducdo de 2 mmHg na presséao arterial diastélica esta associada a uma reducéo de
15% no risco de acidente vascular cerebral e uma reducdo de 6% no risco de
doenca cardiaca coronaria (COOK et al., 1995). No presente estudo, foi
demonstrado que a FBM pode induzir uma diminuicdo consideravel da pressao
arterial sistdlica, diastélica e média em um modelo experimental de hipertenséo
arterial utilizando ratos espontaneamente hipertensos (SHR) e esta diminuicdo
apresenta maior énfase nos animais com niveis basais mais altos de pressao
arterial. Os SHR sédo considerados um modelo experimental de hipertensao
semelhante a hipertensao essencial em humanos (TRIPPODO; FROHLICH, 1981),
que pode ser definida como um aumento da pressao arterial por causa
desconhecida, que eleva o risco de eventos cardiacos, cerebrovasculares e renais
(MESSERLI; WILLIAMS; RITZ, 2007).

Nossos resultados corroboram com os dados apresentados por Oishi et
al. (2017) que observaram que a aplicacdo aguda de laser vermelho (660 nm — 5,6
J) induziu um efeito hipotensivo duradouro em ratos hipertensos 2 rins - 1 clipe (2R-
1C), um modelo experimental onde a hipertenséo ocorre pela ativagdo do sistema
Renina-Angiotensina-Aldosterona. Tomimura et al. (2014) também demonstraram
gue a FBM reduz os niveis de pressao arterial diastélica e média em SHR por meio

do tratamento crbnico, durante sete semanas, com laser vermelho (780 nm, 30
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J/icm?) com aplicagdo por via transcutinea na cauda. Assim, os resultados do
presente estudo e outros ja citados, mostraram que a fotobiomodulacéo utilizando
laser 660 nm de maneira sistémica, causa diminuicdo da PA.

A diminuicdo da PA nao foi observada em todos os animais SHR,
indicando que parte dos animais ndo respondem a dose utilizada e/ou nao
respondem a FBM. Este resultado pode envolver uma possivel resisténcia a FBM,
em analogia ao uso de medicamentos anti-hipertensivos. Estudos indicam que
aproximadamente 15% dos pacientes hipertensos sao resistentes a medicamentos
anti-hipertensivos (SIM et al., 2013; SIDDIQUI; DUDENBOSTEL; CALHOUN, 2016).
Segundo a 72 Diretriz Brasileira de Hipertensdo Arterial (MALACHIAS et al., 2016) a
Hipertensédo arterial resistente (HAR) é definida como a pressao alta de consultério
gue permanece descontrolada com o uso de 3 ou mais medicamentos anti-
hipertensivos diferentes em doses adequadas, incluindo um diurético.

Outro resultado relevante do presente estudo € o efeito hipotensivo
duradouro promovido pela FBM (em média 25 minutos), e apesar do tempo
prolongado e da notavel diminuicdo da presséao arterial dos SHR submetidos a FBM,
a frequéncia cardiaca nao foi alterada; isto é, ndo foi observada taquicardia reflexa.
O nitroprussiato de sodio é um dos doadores de NO mais utilizados na clinica, mas a
administracao intravenosa induz hipotensao rapida, desativando os barorreceptores
e promovendo taquicardia reflexa (YAKAZU et al, 2001). Além disso, 0
nitroprussiato de sodio tem um rapido inicio de acdo e uma curta duracao
(SIDEBOTHAM et al., 2007). A frequéncia cardiaca elevada & um fator de risco em
varias patologias cardiovasculares (DYER et al., 1980; HEIDLAND; STRAUER,
2001; SUN et al., 2014). As espécies animais que exibem uma frequéncia cardiaca

acelerada tém uma vida util mais curta, em comparagcdo com animais com uma
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frequéncia cardiaca baixa (LEVINE, 1997). Considerando os resultados do presente
estudo, observou-se que a FBM ndo promoveu aumento reflexo da frequéncia
cardiaca, associado a diminuicdo da pressao arterial.

A FBM foi capaz de promover uma diminuicdo da PA em ratos SHR,
mas nao em ratos hipertensos tratados com L-NAME. No modelo experimental de
ratos hipertensos L-NAME, os ratos sdo tratados com o inibidor ndo seletivo da
oxido nitrico sintase (NOS), L-NAME, onde a via de producdo enddégena de NO é
bloqueada. A producdo de NO enddgena é importante para a modulacdo do ténus
vascular, sendo que os animais tratados com L-NAME apresentam elevacdo na
presséao arterial. Este resultado mostra de forma clara o papel essencial do NO efeito
hipotensivo induzido pela FBM. O oOxido nitrico (NO) € o principal vasodilatador
endoégeno e é produzido pela NO sintase endotelial (eNOS). No musculo liso
vascular, o NO se liga a guanilato ciclase solavel (GCs), que catalisa a conversao do
trifosfato de guanosina (GTP) em monofosfato de guanosina ciclico (cGMP),
induzindo o relaxamento vascular (RAPOPORT; DRAZNIN; MURAD, 1983; ZHAO;
VANHOUTTE; LEUNG, 2015; FARAH; MICHEL; BALLIGAND, 2018).

Os resultados do presente trabalho mostraram um aumento na
concentragdo sérica de NO nos SHR submetidos a FBM, contudo, este aumento s6
foi detectado nos animais responsivos a FBM. Nos animais que ndo apresentaram
gueda da PA apos a FBM os niveis de NO sérico ficaram inalterados (figura 11). Ja
nos ratos hipertensos L-NAME né&o foi detectado aumento de NO sérico pés FBM.
Esta medida da concentracdo sérica de NO indica que a liberacdo de NO é
necessaria para o efeito hipotensivo da FBM. Oishi et al. (2017), observaram que o
laser vermelho (660 nm) promoveu um aumento dos niveis de NO no sangue de

ratos normotensos e hipertensos 2R-1C, resultando em um efeito hipotensivo em
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ambos 0s animais. A comparacdo entre 0s niveis de NO sérico de ratos
normotensos e ratos tratados com L-NAME mostrou a eficiéncia do método
empregado para a inducdo da hipertensédo, os ratos tratados com L-NAME nos
parametros definidos, tiveram uma diminui¢do da concentracdo de NO.

O NO pode ser “estocado” ao reagir com tiois para formar S-nitrosotiois
(RSNO), processo chamado S-nitrosilacéo. Para a formacdo de RSNO, compostos
contendo sulfidrila, como cisteina, glutationa e albumina sdo alvos importantes
(KEH; GERLACH; FALKE, 2000). A clivagem homolitica da ligacdo S-N promove a
liberacdo de NO e, em condicdes fisioldgicas, 0s S-nitrosotidis agem como doadores
de NO*, NO+ e NO" (ARNELLE; STAMLER, 1995). A S-nitrosilacdo pode ser gerada
endogenamente por NO sintetizado pela NOS ou induzida exogenamente por
doadores de NO. Os resultados da reatividade vascular apresentados neste
trabalho, mostram que a FBM induziu maior relaxamento na aorta isolada de ratos
normotensos, quando comparado ao seu efeito na aorta isolada de ratos hipertensos
L-NAME, indicando que, em animais com pouca producdo de NO e, consequente
baixo estoque de NO, o efeito da FBM por laser é menor.

A FBM por laser causa vasodilatacdo independente da ativacdo da
oxido nitrico sintase (NOS). Este fato foi verificado quando, Plass et al. (2012)
utilizando coronérias de porco e Oishi et al. (2017) utilizando artéria aorta de ratos,
mostraram que a irradiacdo com laser vermelho, 680 nm ou 660 nm
respectivamente, provocou relaxamento do musculo liso vascular envolvendo um
mecanismo dependente de NO, mas independente da ativacdo da Oxido nitrico
sintase (NOS). Estes resultados foram obtidos pela incubagéo das artérias com o
inibidor da NOS (L-NAME), seguida da aplicacdo do laser, onde o0s autores

observaram que, mesmo apos a inibicdo da NOS, o relaxamento ainda ocorria.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0003986185712313?via%3Dihub#!
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Estes dados mostram que a FBM néo atua diretamente na NOS e, portanto, a
auséncia de efeito hipotensor da FBM em ratos hipertensos L-NAME néao foi devido
ao bloqueio da NOS, mas, provavelmente, pela diminuicdo do estoque de NO.

Para aumentar o estoque de NO nos anéis aodrticos isolados, estes
foram incubados com o doador de NO, DETA-NO, e tanto em anéis aorticos de ratos
hipertensos L-NAME quanto de ratos normotensos, com (E+) e sem (E-) endotélio, a
vasodilatacao foi aumentada p6s FBM. Para confirmar a participacdo do NO neste
efeito vasodilatador da FBM, foi realizada a incubacdo destes anéis com
Hidroxicobalamina, um sequestrador de NO, e o efeito vasodilatador foi abolido
qguando realizada a aplicacdo do laser. Observamos, ainda, que em vasos com
endotélio intacto, a porcentagem de dilatacdo apés a aplicacao do laser foi maior do
gue nos vasos sem endotélio, sugerindo que os estoques de NO estdo em maior
guantidade nas células endoteliais e ndo nas células do musculo liso, e/ou com a
remocdo do endotélio a formacdo de estoques de NO foi menor, uma vez que ha
producdo basal e constante de NO pela eNOS que estdo mais concentradas no
endotélio.

A fim de verificar a atuacéo do laser vermelho (660 nm) na liberacéo de
NO de RSNO, células endoteliais (HUVEC) foram encubadas com doador de NO,
DETA-NO, para promover o acumulo de estoque de NO e, ap6s a aplicacao do laser
(660 nm; 4,5 J), foi observado um aumento na deteccdo de Oxido nitrico pelo
aumento da intensidade de fluorescéncia gerado pelo produto da sonda seletiva
para NO DAF-2 DA (DAF-2T). Quando estas células foram tratadas com DETA-NO,
mas ndo foram submetidas a FBM, nao foi detectado aumento de fluorescéncia,
indicando que a FBM utilizando laser, atua na liberagdo de NO. Também néo houve

aumento de NO apOs a aplicacdo do laser em células tratadas previamente com
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CuSOs4. O Cobre catalisa a decomposi¢cdo dos estoques de NO (GORREN et al.,
1996; KOLESNIK et al., 2013), diminuindo a concentracdo de RSNO. Este resultado
indica que o aumento da deteccdo de NO apoOs a aplicacdo do laser, € devido a
liberacdo de NO de estoques de NO.

Alguns estudos ja indicam que o0s S-nitrosotidis medeiam a
vasodilatacdo gerada pela luz. Megson et al. (2000) observaram um menor
relaxamento gerado pela luz laser (514,5 nm) em artérias da cauda de ratos tratados
com o inibidor da y-glutamilcisteina sintetase, butionina sulfoximina (BSO),
chegando a conclusdo que o armazenamento fotossensivel de NO € gerado a partir
de GSH intracelular que se converte em S- nitrosoglutationa (GSNO). Ng et al.
(2007) utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia mostraram que a luz
ultravioleta foi capaz de induzir a liberacdo de NO de S-nitrosoglutationa. Keszler et
al. (2018) demonstraram uma liberacdo de NO, a partir de solucdes puras de
complexos S-nitrosotiol de baixo peso molecular (GSNO e SNAP) ou complexo
dinitrosil-ferro glutationa (GSH-DNIC), usando fontes de luz LED. Além disso, eles
também demonstraram que o comprimento de 670 nm exibia o maior efeito. Os
mecanismos propostos para a liberacdo de NO provocado por irradiacao, leva em
consideracao a liberacdo de NO a partir de estoques intracelulares que podem ser
S-nitrosotidis, heme nitrosil e complexos dinitrosilo de ferro (KANNEL, 1996;
KESZLER et al., 2018).

Os resultados do presente estudo demostraram que o efeito
vasodilatador induzido pela FBM utilizando laser de 660 nm, é modulado pela
concentracdo de estoque de NO por favorecer a fotélise dos estoques intracelulares

de NO, aumentando sua biodisponibilidade para desempenhar sua fungcédo. Assim, o
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efeito hipotensivo observado nos SRH com a FBM a laser de 660 nm € dependente

da liberacdo de NO promovida pela fotoestimulacao.
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6 CONCLUSAO

Tomados em conjunto, os resultados do presente estudo demonstram
que a FBM, de forma aguda, utilizando laser vermelho a 660 nm, induz efeito
hipotensivo duradouro e vasodilatacdo em anéis adrticos isolados, o0 quais sao

modulados pela liberacdo de 6xido nitrico de estoques.
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