UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
PROGRAMA INTERINSTITUCIONAL DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS
FISIOLOGICAS

NAYARA FORMENTON DA SILVA

EFEITO DA ASSOCIACAO DE Panax ginseng (GINSENG VERMELHO) E
Angelica keskei (ASHIBATA) E DA FOTOBIOMODULACAO NOS
PARAMETROS CARDIOVASCULARES ENCONTRADOS EM RATAS
OVARIECTOMIZADAS

Sédo Carlos - SP

2024



NAYARA FORMENTON DA SILVA

EFEITO DA ASSOCIAGCAO DE Panax ginseng (GINSENG VERMELHO) E
Angelica keskei (ASHIBATA) E DA FOTOBIOMODULAGAO NOS
PARAMETROS CARDIOVASCULARES ENCONTRADOS EM RATAS
OVARIECTOMIZADAS

Tese apresentada ao Programa Interinstitucional de
Pés-Graduacdo em  Ciéncias  Fisioldgicas
Associacdo Ampla UFSCar/UNESP, para obtencéo
do titulo de Doutora em Ciéncias, Area de

Concentracdo Ciéncias Fisioldgicas.

Orientador: Prof. Dr. Gerson Jhonatan
Rodrigues

Sao Carlos — SP

2024



UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS

k_;'
U'FF:{% Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Sadde

Programa Interinstitucional de Pds-Graduacio em Ciéncias Fisioldgicas

Folha de Aprovagao

Defesa de Tese de Doutorado da candidata Nayara Formenten da Silva, realizada em 10/01/2024.

Comissao Julgadora:

Prof. Dr. Gerson Jhonatan Rodrigues (UFSCar)
Prof. Dr. Gilberto Eijii Shiguematg (UFSCar)
Prof. Dr. Victor Fabricio (UMOESTE)

Profa. Dra. Cynthia Aparecida de Castro (UFSCar)

Profa. Dra. Kelylin Fernanda Migliate (UNICEP)

O Relatdrio de Defesa assinado pelos membros da Comissao Julgadora encontra-se arguivado junto ao Programa
Interinstitucional de Pés-Graduagao em Ciéncias Fisiologicas.



Dedico este trabalho aos meus pais Adriana
e Paulo e a minha irmd Nathalia, sem eles a

realizagéo deste ndo seria possivel.



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente aos meu pais, Adriana e Paulo, meus exemplos de vida e
que sempre fizeram de tudo para que eu estudasse e concluisse mais esta etapa. Foi
indispensavel toda a ajuda e apoio para que eu chegasse até aqui. A minha irma
Nathalia, que € minha confidente e meu principal suporte na vida académica. A minha
gratiddo sera eterna. Amo Vocés.

Ao professor Gerson Jhonatan Rodrigues, pela paciéncia e toda compreenséo no
decorrer destes anos e por ser uma constante fonte de motivacéo e incentivo durante o
doutorado. Obrigada pela sua dedicacéo e por ndo me deixar desistir.

Ao Prof. Dr. Victor Fabricio, Prof. Dr. Gilberto Eiji Shiguemoto, a Profa. Dra.
Cynthia Aparecida de Castro e Profa. Dra. Ketylin Fernanda Migliato, pela
disponibilidade para participar desta banca examinadora e pelas contribuicdes para este
trabalho.

A Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCar), por oferecer toda estrutura e
ferramentas que permitiram a concluséo deste trabalho.

Aos meus amigos do Laboratério de Farmacologia Cardiovascular: Camila
Marques, Jean, Rita, Vanessa, Barbara e em especial ao Luis e Camila Sabadini, que
estiveram presentes durante todo o estudo e que me ajudaram na realizagdo das coletas e
experimentos e também pela amizade e por tornarem meus dias mais leves e felizes.
Sou eternamente grata por ter vocés em minha vida. Amo voceés.

A0S meus amigos mais proximos que aguentaram todo meu estresse e ansiedade
diarios, principalmente nesta fase final: Daiene, Kissila e Angélica. E a todos aqueles
que fazem parte do meu dia a dia e que 0s tornam mais leves.

Aos funcionarios do Departamento de Ciéncias Fisiolégicas (DCF — UFSCar) e
aos docentes que contribuiram para a minha formacao.

A Profa. Dra. Patricia Correa Dias, por toda a ajuda com os fitoterapicos. A
Florien, que forneceu o fitoterapico para a realizagdo dos experimentos.

Ao CNPq pelo suporte financeiro durante todo o projeto.



RESUMO

Introduc&o: A menopausa é um processo fisiologico natural, relacionado a idade e que
resulta na diminuicdo da producdo de hormonios esterdides, principalmente estrogénio,
que pode afetar sistemas e Orgaos e levar a hipertensdo. Estratégias terapéuticas
complementares vém ganhando destaque como opcdo para 0 manejo seguro de
mulheres na menopausa, como fitoterapicos e fotobiomodulagdo. A combinacdo de
Panax ginseng (ginseng vermelho) + Angelica keiskei (ashitaba) (Pg +Ak) € uma
formulacdo que pode melhorar a funcéo vascular e a fotobiomodulacdo (FBM) consiste
na utilizacdo de luz, na faixa de comprimento de onda entre 400 e 1300nm, em tecidos
corporais. Objetivos: O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos in vivo de
fitoterapicos e da fotobiomodulacdo sobre pardmetros cardiovasculares na menopausa
induzida por ovariectomia em ratas. Métodos: Cinquenta e duas ratas Wistar, com 70
dias de idade, foram distribuidas aleatoriamente em seis grupos experimentais, sham
(SH), ovariectomizadas (OVX), ovariectomizadas tratadas com Panax ginseng +
Angelica keiskei (OVX+Pg+AK) e ovariectomizadas tratadas com fotobiomodulagio
(OVX+FBM). Todos os animais dos grupos OVX tiveram seus ovarios removidos na
12% semana de vida. Os animais do grupo tratado com fitoterapicos receberam 100
mg/kg/dia por duas semanas por via intraperitoneal. Os animais do grupo tratado com
fotobiomodulacdo receberam a energia 5,6 Joules por ponto, em 6 pontos de aplicacéo
na regido abdominal, com poténcia de 100mW, duas vezes por semana, durante duas
semanas, em 660nm. Os parametros de pressdo arterial e funcdo endotelial foram
avaliados em todos os animais por pletismografia de cauda e reatividade vascular,
respectivamente. Resultados: Ao final dos tratamentos, a pressdo arterial média nos
grupos tratados diminuiu em relacgdo ao ndo tratado. A funcdo do endotélio foi
prejudicada em anéis aorticos de ratos OVX em comparacdo ao Sham. O tratamento
com Pg+Ak e com FBM melhorou a vasodilatacdo dependente do endotélio em anéis
aorticos dos animais, assim como a concentracdo de NO. Concluséo: Nossos resultados
sugerem que a combinacdo de Panax ginseng + Angelica keiskei foi capaz de reduzir os
niveis pressoricos e reverter a disfuncdo endotelial em ratas ovariectomizadas, assim
como o tratamento com fotobiomodulag&o.

Palavras-chave: Ovariectomia. Fotobiomodulacdo. Fitoterapicos. Hipertenséo arterial.

Oxido nitrico.



ABSTRACT

Introduction: Menopause is a natural, age-related physiological process that results in
a decrease in the production of steroid hormones, mainly estrogen, which can affect
systems and organs and lead to hypertension. Complementary therapeutic strategies
have been gaining prominence as an option for the safe management of menopausal
women, such as herbal medicines and photobiomodulation. The combination of Panax
ginseng (red ginseng) + Angelica keiskei (ashitaba) (Pg +AK) is a formulation that can
improve vascular function and photobiomodulation (PBM) consists of the use of light,
in the wavelength range between 400 and 1300nm, in body tissues. Objectives: The
objective of this work was to evaluate the in vivo effects of herbal medicines and
photobiomodulation on cardiovascular parameters in menopause induced by
ovariectomy in rats. Methods: Fifty-two Wistar rats, 70 days old, were randomly
distributed into six experimental groups, sham (SH), ovariectomized (OVX),
ovariectomized treated with Panax ginseng + Angelica keiskei (OVX+Pg+Ak) and
ovariectomized treated with photobiomodulation (OVX+PBM). All animals in the OVX
groups had their ovaries removed in the 12th week of life. The animals in the group
treated with herbal medicines received 100 mg/kg/day for two weeks intraperitoneally.
The animals in the group treated with photobiomodulation received energy 5.6 Joules
per point, at 6 application points in the abdominal region, with a power of 100mW,
twice a week, for two weeks, at 660nm. Blood pressure and endothelial function
parameters were evaluated in all animals by tail plethysmography and vascular
reactivity, respectively. Results: At the end of treatments, mean arterial pressure in the
treated groups decreased compared to the untreated group. Endothelial function was
impaired in aortic rings from OVX rats compared to Sham. Treatment with Pg+Ak and
PBM improved endothelium-dependent vasodilation in the animals' aortic rings, as well
as NO concentration. Conclusion: Our results suggest that the combination of Panax
ginseng + Angelica keiskei was able to reduce blood pressure levels and reverse
endothelial dysfunction in ovariectomized rats, as well as treatment with
photobiomodulation.

Key-words: Ovariectomy. Photobiomodulation. Herbal medicines. Hypertension. Nitric
oxide.
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Capitulo 1: Apresentacéo

Esta tese divide-se em 3 capitulos. O capitulo de apresentacdo tem como
objetivo introduzir o tema da menopausa e uso de tratamentos complementares para
suas complicagdes.

A menopausa é um processo fisiologico natural, relacionado a idade e que
resulta na diminuicéo da producdo de hormonios esteroides, principalmente estrogénio,
que pode afetar sistemas e 6rgdos e levar a hipertensdo. Estratégias terapéuticas
complementares vém ganhando destaque como op¢éo para 0 manejo seguro da mulher
na menopausa, como os fitoterapicos. A combinacdo de Panax ginseng (ginseng
vermelho) + Angelica keiskei (ashitaba) ¢ uma formulacdo que pode melhorar a funcéo
vascular.

Além do uso dos fitoterapicos, alguns estudos investigaram o efeito da terapia
com fotobiomodulacdo (FBM), que consiste na utilizacdo de luz, na faixa de
comprimento de onda entre 400 e 1300nm, em tecidos corporais.

Diversos estudos evidenciaram o uso de estratégias complementares para o
manejo seguro das complicacfes da menopausa. No entanto, nenhum estudo utilizou um
extrato padronizado da associacdo do Panax ginseng (ginseng vermelho) + Angelica
keiskei (ashitaba) em modelo animal de menopausa, assim como nenhum estudo
investigou os efeitos da FBM neste modelo. Dessa forma, o objetivo do capitulo 2 foi
apresentar um estudo que investigou os efeitos dos extratos padronizados de Panax
ginseng e Angelica keiskei em parametros cardiovasculares no modelo de menopausa e
0 objetivo do capitulo 3 foi apresentar um estudo que investigou os efeitos da FBM nos
parametros cardiovasculares no modelo de menopausa. Assim, os capitulos 2 e 3
correspondem a um conjunto de resultados que foram organizados em dois artigos

cientificos, os quais estdo prontos para submisséo aos periddicos da area.
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Capitulo 2: Tratamento cronico com Panax ginseng e Angelica keiskei diminui a

pressdo arterial e melhora a fungdo endotelial em ratas ovariectomizadas

2.1 Introducéo

A menopausa € um processo fisiologico natural, que consiste na cessacgao
permanente da menstruacdo durante 12 meses e estd relacionado com a idade,
resultando em deficiéncia de estrogénio e ndo estd associada a patologias. A idade
média da menopausa € 51 anos. A maioria das mulheres apresenta sintomas
vasomotores, mas a menopausa afeta muitas outras areas do corpo, como 0s sistemas
urogenital, psicogénico e cardiovascular (VALDES e BAJAJ, 2023; SOARES, 2019;
NORTH AMERICAN MENOPAUSE SOCIETY, 2016; VISHWAKARMA et al.,
2019). O declinio nos niveis de estrogénio causa uma interrup¢éo no eixo hipotalamo-
hipo6fise-ovariano e, como resultado, ocorre uma falha no desenvolvimento do
endométrio, causando ciclos menstruais irregulares até que parem completamente
(PEACOCK, KETVERTIS, 2022).

O estrogénio é crucial para manter a funcdo endotelial normal, pois aumenta a
sintese de Oxido nitrico (NO) pelo endotélio vascular, que entdo se difunde nas células
musculares lisas vasculares, causando seu relaxamento. Este processo € denominado
vasodilatacdo dependente do endotélio (VDF). O estrogénio preserva a funcéo
endotelial através da diminuicdo da sintese de endotelina-1 (um potente vasoconstritor)
pelas células endoteliais. Durante a menopausa, ha diminuicdo do VDF e aumento da
sintese de endotelina 1, ambos promovendo vasoconstricdo (NAIR et al., 2021).

Além disso, essa deficiéncia de estrogénio pode afetar sistemas e drgdos como o
sistema cardiovascular, que compreende doencas e complicacBes como a hipertensao.
De acordo com os dados da Carga Global de Doencas, a hipertensdo é o fator de risco
mortal nimero um em mulheres no mundo todo (GLOBAL BURDEN OF DISEASE
STUDY, 2019). A incidéncia de doencas cardiovasculares em mulheres na pos-
menopausa foi 2 a 6 vezes maior em compara¢do com mulheres na pré-menopausa da
mesma idade (EL KHOUDARY et al., 2020). Desta forma, além dos tratamentos
convencionais de reposi¢do hormonal, existem terapias complementares, como o uso de

compostos fitoterapicos para alivio dos sintomas da menopausa. Dessa forma, indica-se
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que a terapia de reposi¢cdo hormonal pode minimizar a deficiéncia de estrogénio, o que
pode melhorar a qualidade de vida em diversos aspectos da vida, como fisico,
emocional e sexual (STEELS et al.,, 2017). No entanto, devido aos seus efeitos
colaterais conhecidos e, por vezes, as contra-indicacbes, o uso de terapias
complementares pode ser benéfico neste grupo de mulheres (JOHNSON et al., 2019).

O Panax ginseng é uma espécie de ginseng cultivado na China e na Coréia do Sul,
sendo responsavel pela maior proporcéo da producgdo global de ginseng (PARK et al.,
2022). Os principais componentes ativos do Panax ginseng sdo os ginsenosideos, que
sdo saponinas triterpénicas. A maioria das pesquisas sobre as funcdes farmacologicas e
medicinais do Panax ginseng concentrou-se nos ginsenosideos, incluindo Rbl, Rgl,
Rg3, Ree Rd (KIM et al., 2017).

O ginseng tem diversas atividades descritas, como anticancer (LI et al., 2020; GUO
et al., 2019), controle glicémico (ZHOU et al., 2019; BAI et al., 2018) e amplamente
utilizado para tratar fatores de risco cardiovasculares, como hipertensdo (IRFAN et al.,
2020; LUO et al., 2020; KIM, 2018). Os ginsenosideos Rb1 e Rgl exibem efeito anti-
inflamatorio, tém funcdo antioxidante prevenindo a producdo de espécies reativas de
oxigénio (ERO) e estimula a sintese do NO (SOHN et al., 2013; ZHOU et al., 2017;
KIM et al., 2018). Ginsenosideo-Rb1l e outros ginsenosideos bloquearam a disfuncao
endotelial através da via de sinalizacdo SIRT1/AMPK e inibiram a producdo de ERO
pela ativacdo do receptor de estrogénio beta (ER-B) e induzindo a regulacdo positiva de
SOD (ZHENG et al., 2020; LU et al., 2019).

Angelica keiskei € uma planta perene resistente, nativa da costa do Pacifico do
Japdo, comumente conhecida como ashitaba ou “folha de amanha” (AMALIA et al.,
2021). Angelica keiskei ganhou notoriedade como planta medicinal por suas diversas
propriedades para a salde, como potenciais propriedades antioxidantes,
antiinflamatdrias, hipoglicémicas, antimicrobianas, antitumorais, hipotensoras,
antifibroticas, laxantes, estimulantes e galactagogas (AMALIA et al., 2021; BAE et al.,
2022; NOH et al., 2020; YOSHIOKA et al., 2020; KIL et al., 2017). Os componentes
ativos da Angelica keiskei ndo sdo conhecidos com precisdo, porém, analises
fitoquimicas levaram a identificacdo de mais de 100 compostos, incluindo chalconas,
cumarinas e flavononas (KIL et al., 2017).

Existe um produto registrado com o nome Mitocondrin®, que é formado pela
associacdo de Panax ginseng e Angelica keiskei, na propor¢cdo de 1:1. Este produto
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possui tripla padronizacdo de 8% de chalconas, 10% de flavanonas e 0,9% de
ginsenosideos Rbl, Rgl, Rg3. Esses ativos atuam em conjunto e sdo responsaveis por
diferentes a¢des multialvo em diversos mecanismos, como 0 aumento da biogénese
mitocondrial, que é importante para a produgéo de energia e promocéo da longevidade e
do envelhecimento saudavel, também facilita o gasto calorico e diminui o
armazenamento de gordura, o que pode minimizar o processo inflamatdrio através de
sua acdo antioxidante (KIM et al., 2017).

Estas plantas sdo amplamente utilizadas na medicina tradicional chinesa devido a
diversas atividades fisiologicas que podem contribuir para diminuir os radicais livres
(QIN et al., 2014; GUO et al., 2013), controlar a resposta inflamatéria (CHANG et al.,
2014; FAN et al., 2016), controlar a cascata de coagulacdo (OHKURA et al., 2018),
produgdo de NO (TOUSOULIS, KAMPOLI, 2012), aumentar o metabolismo da glicose
(ZHANG et al., 2018) e diminuir a disfuncdo mitocondrial (KIM et al., 2017; KALU,
1991). Estratégias terapéuticas complementares vém ganhando destaque como opcao
segura de manejo para mulheres na menopausa, como neste trabalho, no qual
investigamos se 0 produto que contém a associacdo de Panax ginseng + Angelica

keiskei pode melhorar pardmetros vasculares em ratas ovariectomizadas.

2.2 Materiais e métodos

2.2.1 Animais e desenho experimental

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal de Sdo Carlos, sob nimero de registro: 6449201120. Vinte e
quatro ratas Wistar fémeas com 200 g a 250 g e com 90 dias de idade foram divididas
aleatoriamente em trés grupos: ovariectomizadas (OVX) (n = 8), ovariectomizadas
tratadas com extrato padronizado de Panax ginseng + Angelica keiskei (OVX+Pg+AKk)
(n = 8) e sham (Sham) (n = 8). Todos os procedimentos com animais que serdo descritos
neste trabalho foram realizados ap6s uma semana de aclimatacdo. Os animais foram
mantidos no ciclo claro-escuro com comida e agua ad libitum até o dia do experimento.

Todos os animais foram pesados a cada duas semanas.
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2.2.2 Procedimento cirurgico: inducdo da menopausa

Todos os animais dos grupos OV X foram submetidos a ovariectomia, ou seja, a
retirada dos ovarios na 122 semana de vida, devido a boa resposta a cirurgia evidenciada
na literatura (KALU, 1991). A técnica utilizada seguiu o protocolo Zarrow (1964) e a
anestesia foi com associacdo de 13mg/Kg de xilazina e 33mg/Kg de cetamina base por
via intraperitoneal. Primeiramente foi feita uma pequena incisao bilateral (1,0-1,5 cm)
na pele e na camada muscular com auxilio de tesoura e pinga, aproximadamente 1 cm
abaixo da Gltima costela, perpendicular ao corpo do animal, como mostra a Figura 1.

Para o procedimento, foi realizada uma incisdo bilateral no abdémen da rata, os
ovarios expostos e removidos e uma sutura de nailon ligada logo abaixo da fimbria.
Apos a retirada dos ovérios, foi feita incisdo na musculatura e na pele com fio de nailon.
Os animais do grupo SH foram submetidos ao mesmo procedimento cirargico, tiveram
0s ovarios exteriorizados para a cavidade abdominal e devolvidos, sem retira-los.

Apds a cirurgia, foi respeitado um periodo de 2 semanas de recuperacdo para

inicio dos procedimentos com protocolo padronizado de administracdo do extrato.

Figura 1 — Imagem representativa do procedimento de retirada dos ovarios dos

animais do grupo OVX.

Fonte: préprio autor.
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2.2.3 Medida da pressao arterial

Ao longo do tratamento, a pressdo arterial sistolica dos animais foi medida por
pletismografia de cauda apoOs seis semanas da indugdo da menopausa e apds o
tratamento. As ratas foram introduzidas em um aparelho de contengcdo em ambiente
calmo e tranquilo por 1 hora. Esse procedimento foi repetido algumas vezes antes da
anélise, com a finalidade de familiariza-las com o teste.

O pletismografo possui manguito emborrachado e sensor fotoelétrico de pulso
que foi colocado ao redor da cauda do animal. O sensor é conectado a um amplificador
(NIPREM 645, Cibertec, Madrid, Espanha), e as pulsacdes registradas no PowerLab
(AD Instruments, Castle Hill, NSW, Austrdlia). Foram realizadas 3 medidas

consecutivas, considerando a média aritmética desses resultados como valor da pressao.

2.2.4 Administracdo do extrato padronizado de Panax ginseng +
Angelica keiskei

O tratamento se iniciou apos seis semanas da cirurgia de inducdo da menopausa,
como mostra a Figura 2. Os animais dos grupos que receberam o tratamento com
extrato padronizado foram tratados com 100 mg/kg/dia por duas semanas e o extrato
padronizado foi administrado por via intraperitoneal (KIM et al, 2017). O extrato foi
solubilizado em soluc¢éo salina a 0,9%. Todos os animais foram pesados para que a dose
do extrato padronizado fosse adequada. Os animais dos grupos gque nao receberam
tratamento com o extrato padronizado foram manuseados com a mesma frequéncia dos
tratados.

Os extratos padronizados da associa¢do Panax ginseng + Angelica keiskei (1:1)
foram gentilmente cedidos pela Florien fitoativos LTDA (Sm Empreendimentos
Farmacéuticos Ltda). Esses extratos padronizados compdem a formulacdo de um
produto registrado com o nome Mitochondrin®. Este produto possui padronizacao tripla
de 8% de chalconas, 10% de flavanonas e 0,9% de ginsenosideos Rb1, Rgl, Rg3. Os
extratos foram solubilizados em soro fisioldgico (Cloreto de Sodio 0,9%),

imediatamente antes do tratamento.
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Figura 2 — Linha do tempo representando os trés grupos experimentais, com 0s
principais resultados. A: sham (SH), B: ovariectomizadas (OVX) e C: ovariectomizadas
tratadas com Panax ginseng + Angelica keiskei (OVX+Pg+Ak). PAS: pressao arterial

sistdlica; FE: funcdo endotelial, [NO]: concentracéo sérica de 0xido nitrico.
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2.2.5 Eutanasia e coleta de material biolégico

Os animais foram eutanasiados por decapitacdo e alguns tecidos foram coletados
para posterior anélise. A aorta torécica foi removida, isolada e cortada em anéis de
aproximadamente 4 mm de comprimento e mantida em solucdo de Krebs para
experimento de reatividade vascular. O Gtero foi coletado e fotografado para posterior
andlise. O sucesso da cirurgia foi verificado pela atrofia uterina observada nos grupos
ovariectomizados quando comparados ao grupo sham, como pode ser verificado nas
Figuras 3A e 3B. O sangue foi coletado em tubos falcon logo apds a eutanasia para

posterior aliquota de soro para exames bioguimicos.

Figura 3A - Utero de rata ovariectomizada e 3B — Utero de rata nio

ovariectomizada.

Fonte: proprio autor.
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2.2.6 Reatividade vascular

Os anéis aorticos dissecados apds a eutanasia foram colocados em banho de 6rgéos
isolado contendo 5 mL de solugdo de Krebs a 37°C, pH 7,4, borbulhando
continuamente com 95% O e 5% CO. em tensdo isométrica (Mulvany-Halpern-modelo
610 DMT- EUA, Marietta, GA) e registrados por um sistema de aquisicdo de dados
PowerLab8/SP (ADInstruments Pty Ltd., Colorado Springs, CO).

Primeiramente, os anéis adrticos foram submetidos a uma tensdo de 1,5 g por
sessenta minutos para permitir a estabilizacdo. Em seguida, a integridade endotelial foi
avaliada utilizando a ECso da fenilefrina (0,1 pmol/L) para contrair o vaso, seguida do
relaxamento induzido por 1 umol/L de acetilcolina. Os anéis foram descartados quando
o0 relaxamento foi inferior a 60%, assumindo o que foi padronizado para ratos
hipertensos com disfuncéo endotelial (RODRIGUES et al, 2010).

Os anéis aorticos intactos foram submetidos a uma segunda contracdo com
fenilefrina 0,1 pumol/L e em seguida foram construidas curvas concentracdo-efeito para
acetilcolina (0,1 nmol/L a 0,1 mmol/L). Foram avaliadas a poténcia (pD2) e o efeito

relaxante maximo (Emax).

2.2.7 Medida do éxido nitrico

Para os niveis de medicdo de oxido nitrico (NO), foi medida a concentracao sérica
do produto estavel de NO, nitrito (NO2) e nitrato (NOz), conhecido como NOX,
conforme descrito anteriormente (PEREIRA et al, 2014), usando o NO Analyzer 280i
(Sievers, Boulder, CO, EUA).

2.2.8 Andlises estatisticas

As analises estatisticas dos resultados foram realizadas no software GraphPad
Prism (versdo 8.0.1). Os dados sdo apresentados como média + erro padrdo médio
(EPM). As comparagbes entre todos os grupos foram feitas usando ANOVA
unidirecional com poés-teste de Newman-Keuls. Foi adotado um nivel de 5% para

considerar as diferencgas estatisticamente significativas.
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2.3 Resultados

A ovariectomia induziu elevacdo da presséo arterial sistélica, como pode ser
verificado no grupo OVX (141,62 + 6,0 mmHg, n =8) e OVX+Pg+Ak antes do
tratamento (143,77 = 5,79 mmHg, n = 8) em comparagdo ao Sham (123,77 + 4,16
mmHg, n = 8, p < 0,05). Duas semanas de tratamento com associa¢cdo de Panax ginseng
+ Angelica keiskei induziram diminuicdo da presséo arterial sistélica em ratas OVX
(OVX+Pg+Ak: 118,22 + 4,8 mmHg, n = 8), em comparacdo ao grupo OVX sem
tratamento (139,12 = 7,1 mmHg, n = 8; p < 0,05), conforme pode ser verificado na
Figura 3.

Figura 4 — Pressdo arterial sistdlica antes e ap0s duas semanas de tratamento.
Cada ponto representa a média e o erro padrdo médio (EPM) dos dados obtidos a partir
de determinacGes independentes. *Indica a diferenca (p < 0,05) nos valores entre a
pressdo arterial sistélica de Sham vs OV X e Sham vs OVX+Pg+Ak antes do tratamento
com Pg+Ak (tempo = 0). **Indica a diferenca (p < 0,05) nos valores entre a pressao

arterial sistélica de OVX vs OVX+ Pg+Ak apds duas semanas de tratamento Pg+Ak

(tempo = 2).
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O relaxamento dependente do endotélio induzido pela acetilcolina esta
prejudicado em anéis adrticos de ratos OVX (pD2: 6,17 + 0,16, n = 8; Emax: 72,46 %
4,03%, n = 8), comparado ao controle Sham (pD2: 6,91 £ 0,19, n = 8, p < 0,05; Emax:
90,84 + 1,78%, n = 8, p < 0,01). O tratamento crénico com Panax ginseng + Angelica
keiskei (Pg+Ak) melhorou a vasodilatacdo dependente do endotélio em aneis adrticos de
ratas OVX (pD2: 6,83 = 0,20, n = 8; Emax: 89,75 + 2,29%, n = 8) comparado ao OVX
(pD2: 6,17 £ 0,16, n =8, p < 0,05; Emax: 72,46 + 4,03%, n = 8, p < 0,01), sem diferenga
entre OVX+Pg+Ak e Sham (Figuras 4A, 4B e 4C).

Figura 5 — Estudo da funcdo do endotélio em vasos isolados de anéis aorticos de
ratos Sham, OVX e OVX + Pg+Ak. Curvas cumulativas de concentracdo-efeito
realizadas para acetilcolina em aortas pré-contraidas com fenilefrina. Cada ponto
representa a média e o erro padrdo medio (EPM) dos dados obtidos a partir de
determinac6es independentes. 5A e 5B * Indica a diferenca (p < 0,05) nos valores de
pD2 entre aortas de Sham vs OVX e OVX vs OVX + Pg+Ak. 5A e 5C ** Indica a
diferenca (p < 0,01) nos valores de Emax entre Sham vs OVX e OVX vs OVX + Pg+Ak.
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Além disso, o tratamento crénico com Panax ginseng + Angelica keiskei

(Pg+Ak) induziu um aumento nos niveis sanguineos de NO em ratos OVX
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(OVX+Pg+Ak: 50,69 £ 2,82 uM, n = 5) em comparacdo com OVX (31,45 + 2,98 uM, n

=5,p<0,01) e com Sham (31,79 £ 2,11 uM, n =5, p < 0,001) (Figura 5).

Figura 6 — Quantificacdo da concentracdo de éxido nitrico (NO) entre 0s grupos.

*Indica a diferenca (p < 0,05) nos valores entre a concentragdo de NO entre

OVX+Pg+Ak vs OVX.
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Nas ratas ovariectomizadas ndo houve aumento do peso corporal gquando

comparado ao grupo controle (Figura 7). O tratamento realizado com Angelica keiskei e

Panax ginseng aumentou o ganho de peso nas ratas OV X na semana 12. (Sham: 269 g +
23, OVX: 265,49+ 16,4, OVX + Pg+Ak: 294,3 g + 22,5; p<0,05).
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Figura 7: Avaliacdo do peso corporal ao longo das semanas. Cada ponto representa a
média e o erro padrdo medio (SEM) dos dados obtidos a partir de determinacfes
independentes. *Indica a diferenca (p < 0,01) nos valores médios entre o Gltimo valor
do peso corporal de OVX vs OVX + Pg+AKk.
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2.4 Discussao

Neste estudo verificamos que o tratamento com Panax ginseng + Angelica keiskei
durante duas semanas induziu diminuicdo da pressdo arterial, melhorou a funcéo
endotelial e aumentou os niveis circulantes de 6xido nitrico. A ovariectomia foi eficaz
para induzir disfuncdo endotelial e elevacgdo da pressao arterial.

Panax ginseng é uma planta milenar, cujas indicagdes sdo utilizadas desde a
antiguidade na Medicina Tradicional Chinesa. Em relacdo ao sistema cardiovascular,
parte do efeito anti-hipertensivo desta planta pode estar relacionado a elevagdo do éxido

nitrico circulante derivado do endotélio, uma vez que esta planta promove a ativacao da
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enzima eNOS (0xido nitrico sintase endotelial) que converte L-arginina em L- citrulina
e NO, com o NO ativando a enzima guanilato ciclase soldvel no musculo liso,
induzindo vasodilatagdo e consequente queda da pressdo arterial (KIM, 2018;
MOHANAN et al., 2018), como observado na pressao arterial de ratos OV X, em nosso
estudo. Os agentes responsaveis por esse mecanismo sao os ginsenosideos Rb1, Rgl e
Rg3, que ativam e estimulam a producdo de NO endotelial (TOUSOULIS, KAMPOLLI,
2012; HIEN et al., 2010).

Além disso, o Rg3 é o vasodilatador mais potente dos ginsenosideos, tendo sua acédo
inibindo o tonus da musculatura lisa vascular, prevenindo o influxo de Ca?* e
estimulando o efluxo de K* (NAGAR et al.,, 2016). Neste estudo, os autores
descobriram que o Panax ginseng tem um efeito hipotensor em ratos (NAGAR et al.,
2016). Este ginsenosideo Rg3 pode induzir aumento na expressao de eNOS, o que leva
a um aumento na producdo de NO seguido de vasodilatacdo (VERMA et al., 2021).

Em relacdo as informacdes sobre os extratos de Angelica keiskei, a maioria dos
artigos aponta seus efeitos vasculares na protecdo contra a vasoconstri¢do induzida pela
fenilefrina, por mecanismo dependente de NO e fator de relaxamento derivado do
endotélio (EDRF) (MATSUURA et al., 2001). Outros descobriram que o xantoangelol
(XAG) e a 4-hidroxiderricina (4-HD) também afetam a funcdo plaquetaria e podem
prevenir doencas tromboticas (OHKURA et al., 2016 SON et al., 2014). O fato de
Angelica keiskei alterar a duracdo do sangramento da cauda em camundongos indica
que esta planta afeta a agregacao plaquetéaria in vivo (OHKURA et al., 2016).

Uma revisdo concluiu que o XAG também pode inibir diretamente as funcgdes do
musculo liso, reduzindo [Ca?'] livre intracelular, além de a 4-HD suprimir a elevagio de
Ca?" induzida pela fenilefrina (KIL et al., 2017). As flavononas, presentes em Angelica

keiskei, possuem um composto quimico complexo que inibe a Enzima Conversora de
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Angiotensina (ECA), enzima essencial para manter os niveis de pressao arterial. Os
compostos de flavonona podem ser usados como anti-hipertensivos, reduzem o estresse
e inibem a atividade oxidativa da ECA (WIDIASARI, 2018).

Poucos artigos relatam os efeitos bioldgicos da associacdo de Panax ginseng e
Angelica keiskei, nenhum deles fazendo uso das duas plantas para o tratamento de
doencas cardiovasculares. E relevante que os componentes destas plantas —
isoladamente — desempenhem um papel nas doencas cardiovasculares e sejam
conhecidos. Portanto, a unido dos dois extratos torna-se uma alternativa plausivel como
tratamento conjunto para doengas cardiometabdlicas.

Diante disso, € vidvel que a associacdo das duas plantas possa estabelecer uma
melhora na funcdo vascular em longo prazo, conforme demonstrado no presente
trabalho. De um lado temos 0 Panax ginseng com ginsenosideos, ativando as principais
vias na vasodilatacdo e manutencdo da funcdo endotelial, e de outro lado, Angelica
keiskei, que atua em diversas fisiopatologias e disturbios metabdlicos associados com
inflamacdo, sendo o xanthoangelois as principais moléculas para os efeitos benéficos
desta planta.

Em nosso estudo, houve melhora no relaxamento dependente do endotélio nos aneis
adrticos do grupo OVX+Pg+AKk, sugerindo que a disfuncdo endotelial ocorre devido a
ovariectomia e que isso pode ser revertido através do tratamento com Panax ginseng e
Angelica keiskei. Nossos resultados sugerem que o tratamento com Panax ginseng +
Angelica keiskei é capaz de melhorar a fungéo endotelial e elevar o NO circulante, o que

deve estar relacionado a diminuicao da pressdo arterial em ratas OV X.

2.5 Conclusao
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Em conjunto, nossos resultados mostraram que a ovariectomia induziu elevagao da
pressao arterial sistdlica e da disfuncdo endotelial, as quais foram reduzidas com duas
semanas de tratamento com Panax ginseng + Angelica keiskei. Estudos futuros séo
importantes para investigar como este extrato padronizado poderia ser utilizado para

aliviar sintomas e complicagdes da menopausa em mulheres.
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Capitulo 3: Tratamento crénico com fotobiomodulacao diminui presséo arterial e
melhora funcéo endotelial em ratas ovariectomizadas

3.1 Introducéo

A menopausa pode ser definida como um processo fisiologico natural e uma fase
de transicdo especifica da mulher no processo de envelhecimento (VALDES e BAJAJ,
2023). A mulher possui fases determinadas relacionas a cessacdo da menstruacdo, as
quais sdo menopausa, perimenopausa e pos-menopausa. A perimenopausa é a primeira
fase deste processo de cessagdo e pode comegar entre oito a 10 anos antes da
menopausa, na qual a mulher ja pode experenciar alguns sintomas da menopausa. A
menopausa ocorre N0 momento em que a mulher ndo menstrua mais no minimo ha 12
meses e a pds-menopausa € a fase apos a confirmacao da menopausa (VERDONK et al.,
2022).

A idade média que ocorre a menopausa é de 52 anos nos Estados Unidos e varia
de 45 a 55 anos (NORTH AMERICAN MENOPAUSE SOCIETY, 2016), com
alteragBes fisiologicas e metabolicas envolvidas e que estdo associadas diretamente a
deficiéncia de estrogénio. A cessacdo completa da menstruacdo é causada pela
deficiéncia nos niveis de estrogénio, pois esta provoca uma interrupcdo no eixo
hipotalamo-hipofise-ovario, o que leva a uma falha no desenvolvimento do endométrio,
causando ciclos menstruais irregulares (PEACOCK e KETVERTIS, 2023).

O o6xido nitrico (NO) é um importante vasodilatador, produzido principalmente
nas células endoteliais com acdo paracrina no musculo liso vascular promovendo
relaxamento deste musculo. O estrogénio estimula a sintese de NO nas células do
endotélio vascular, que entdo se difunde para as células musculares lisas vasculares,
sendo o estrogénio importante para manter o fluxo sanguineo e a funcdo endotelial
normal. O estrogénio é capaz de preservar a funcdo endotelial ao conseguir diminuir a
sintese de endotelina-1, um potente vasoconstritor, pelas células endoteliais. Durante a
menopausa, essa vasodilatacdo dependente do endotélio € diminuida e ocorre 0 aumento
da sintese de endotelina 1, ambos promovendo vasoconstricdo (NAIR et al., 2021).

Ainda, a deficiéncia de estrogénio causada pela menopausa pode afetar sistemas

e Orgdos como o sistema cardiovascular podendo causar complicagbes, como a
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hipertensdo. Além disso, 0 aumento do colesterol, do peso corporal e do diabetes
desempenham um papel importante e podem ser influenciados positivamente por um
estilo de vida saudavel (ZHU et al., 2019). De acordo com os dados da Carga Global de
Doencas, o principal fator de risco mortal entre mulheres em todo o mundo € a
hipertensdo (GLOBAL BURDEN OF DISEASE STUDY, 2019) e em mulheres na pds-
menopausa, a incidéncia de doencas cardiovasculares foi 2 a 6 vezes maior em
comparagdo com mulheres na pré-menopausa da mesma idade (EL KHOUDARY et al.,
2020). Assim, além dos tratamentos convencionais de reposicdo hormonal, existem
terapias complementares, como o uso da fotobiomodulacdo (FBM) para tratar os
sintomas da menopausa.

O endotélio possui caracteristicas que permitem uma resposta rapida a diversos
estimulos, pois as células endoteliais participam da regulacdo de importantes fungdes
fisiolégicas (COLOMBO et al., 2021). Essas células liberam diversas substancias
vasoativas, como endotelina, angiotensina, NO e fator de crescimento endotelial
vascular, que desempenham um papel regulador no ténus vascular, no crescimento dos
vasos, na proliferacdo celular, agregacdo plaquetaria, modulacdo de expressdo de
moléculas dentre outros (RAJERDRAN et al., 2013).

No entanto, esta funcdo endotelial bem equilibrada pode ser afetada por varios
fatores, como diabetes, doenca renal crénica e hipertensdo, levando a um estado nao
fisiolégico destas células endoteliais, conhecido como disfuncdo endotelial
(COLOMBO et al., 2021). Conforme apontam os estudos, esta disfuncdo endotelial
pode ser neutralizada e revertida (DAIBER et al., 2017), o que aumenta a possibilidade
de retardar a progressao de doencas relacionadas. Além dos tratamentos convencionais
que utilizam drogas que atuam nas enzimas NADPH oxidase e nas atividades
mitocondriais, a luz em determinados comprimentos de onda pode interagir e modular
moléculas intracelulares, que sdo conhecidas como fotorreceptores, que pode culminar
na regulacdo da liberacio de NO, concentragdo intracelular de Ca?*, dentre outros
efeitos (AMAROLI et al., 2016; AMAROLI et al., 2016; AMAROLI et al., 2020;
FERRANDO et al., 2019).

A FBM consiste na utilizagdo de luz, na faixa de comprimento de onda entre 400
e 1300nm, em tecidos corporais (HAMBLIN, 2016). Existem estudos que demonstram
0s beneficios do uso de FBM em véarios modelos de doengas, como doencga de Parkinson
(SHAW et al., 2010), acidente vascular cerebral (LAPCHAK et al., 2004), esclerose
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maltipla (MUILI et al., 2012) e hipertensdo (VALVERDE, MITROFANIS, 2022).
Além disso, existem estudos que relatam que a FBM induz a liberacdo de NO, o que
leva a vasodilatacdo dos vasos sanguineos préximos ao ponto de aplicagdo (COLOMBO
et al., 2021; OISHI et al., 2017). Ainda, foi demonstrado que a FBM melhora a
disfuncdo endotelial, melhorando os niveis de proteina pré-angiogénica, um fator de
crescimento endotelial vascular (COLOMBO et al., 2021).

Em trabalho realizado por nosso grupo de pesquisa, verificamos que a FBM feita
com aplicagéo aguda do LASER vermelho (660 nm) na regido abdominal de ratos, foi
capaz de induzir importante queda na pressdo arterial, no modelo de hipertensédo
renovascular dois rins um clipe (Oishi et al., 2017) e modelo de ratos espontaneamente
hipertensos (BUZINARI et al., 2020), assim como este efeito foi energia dependente,
como pode ser verificado em nossa publicacdo (DE MORAES et al., 2020). Também,
no modelo de hipertensdo 2R-1C verificamos que a FBM feita com aplicacédo cronica do
LASER vermelho (660 nm) (2 vezes por semana) foi capaz de normalizar a pressao
arterial em 64% dos animais hipertensos, que chamamos de responsivos (SCHIAVON
et al., 2023).

Estratégias terapéuticas complementares, como a FBM, vém ganhando destaque
como opcdo segura de manejo para mulheres na menopausa, 0 que pode ser uma
estratégia para auxiliar no controle da pressao arterial nesta condicdo. Neste trabalho,
investigamos se a FBM pode melhorar a pressdo arterial e fungdo endotelial em ratas

ovariectomizadas.

3.2 Materiais e métodos

3.2.1 Animais e desenho experimental

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal de Sdo Carlos, sob nimero de registro: 6449201120. Vinte e seis
ratas Wistar fémeas com 200g a 250g com 90 dias de idade foram divididas
aleatoriamente em trés grupos: ovariectomizadas (OVX) (n= 8), ovariectomizadas
tratadas com FBM (OVX+FBM) (n= 9) e sham (SH) (h=9). Todos os procedimentos

com ratos que serdo descritos neste trabalho foram realizados apds uma semana de
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aclimatacdo. Os animais foram mantidos no ciclo claro-escuro com comida e agua ad
libitum até o dia do experimento. Todos os animais foram pesados a cada duas semanas.

3.2.2 Procedimento cirdrgico: indugdo da menopausa

Todos os animais dos grupos OVX foram submetidos a ovariectomia, ou seja, a
retirada dos ovarios na 122 semana de vida, devido a boa resposta a cirurgia evidenciada
na literatura (ZHANG et al., 2018). A técnica utilizada seguiu o protocolo Zarrow
(1964) e a anestesia foi com associacdo de 13mg/Kg de xilazina e 33mg/Kg de cetamina
base por administracdo intraperitoneal. Primeiramente foi feita uma pequena incisao
bilateral (1,0-1,5 cm) na pele e na camada muscular com auxilio de tesoura e pinca,
aproximadamente 1 cm abaixo da ultima costela, perpendicular ao corpo do animal,
como mostra a Figura 7.

Para o procedimento, foi realizada uma incisdo bilateral no abdémen da rata, 0s
ovarios expostos e removidos e uma sutura de nailon ligada logo abaixo da fimbria.
Apos a retirada dos ovérios, foi feita incisdo na musculatura e na pele com fio de nailon.
Os animais dos grupos sham foram submetidos ao mesmo procedimento cirurgico,
tiveram os ovarios exteriorizados para a cavidade abdominal e devolvidos, sem retira-
los.

Apobs a cirurgia, foi respeitado um periodo de 2 semanas de recuperacdo para
inicio dos procedimentos com protocolo padronizado de aplicacdo da

fotobiomodulacéo.
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Figura 8 — Imagem representativa do procedimento de retirada dos ovarios dos

animais do grupo OVX.

Fonte: préprio autor.

3.2.3 Medida da pressao arterial

Ao longo do tratamento, a pressdo arterial sistolica dos animais foi medida por
pletismografia de cauda apds seis semanas da inducdo da menopausa e apds o
tratamento. As ratas foram introduzidas em um aparelho de contengéo e ansiedade em
ambiente calmo e tranquilo por 1 hora. Esse procedimento foi repetido algumas vezes
antes da analise, com a preocupacdo de familiariza-las com o teste.

O pletismografo possui manguito emborrachado e sensor fotoelétrico de pulso
que foi colocado ao redor da cauda do animal. O sensor é conectado a um amplificador
(NIPREM 645, Cibertec, Madrid, Espanha), e as pulsacdes registradas no PowerLab
(AD Instruments, Castle Hill, NSW, Austrdlia). Foram realizadas 3 medidas

consecutivas, considerando a média aritmética desses resultados como valor da pressao.
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3.2.4 Tratamento com fotobiomodulacéo

O tratamento se iniciou apos seis semanas da cirurgia de inducdo da menopausa,
como mostra a Figura 8. Os animais dos grupos com tratamento com FBM receberam
LLLT (660 nm) duas vezes por semana, durante duas semanas. A energia foi de 5,6
Joules por ponto, em 6 pontos de aplicagdo na regido abdominal, com poténcia de 100
mW. Os parametros de irradiacdo estdo descritos na Tabela 1. Os animais dos grupos
que nao receberam tratamento com FBM foram manipulados com a mesma frequéncia
dos tratados. Apds duas semanas de tratamento, os animais foram eutanasiados por

decapitacdo e foram realizadas analises.

Figura 9 — Linha do tempo representando os trés grupos experimentais, com 0s
principais resultados. A: sham (SH), B: ovariectomizadas (OVX) e C: ovariectomizadas
tratadas com fotobiomodulacdo (OVX+FBM). PAS: pressdo arterial sistolica; FE:

funcdo endotelial, [NO]: concentracdo sérica de 6xido nitrico.
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Tabela 1: Parametros da fotobiomodulacéo in vivo.

Parametros do Laser (in vivo)

Comprimento de Onda (1) 660 nm
Modo de operacao Continuo
Angulo de aplicacio 90°
Técnica de aplicagéo Em contato
Numero de pontos irradiados 6 (1 sesséo)
Area do spot 0,071 cm?2
Forma do feixe Circular
Irradiancia 1,13 W/cm2
Poténcia Optica 100 mW
Energia 5,6 Joules
Tempo de exposicao 56 segundos
Fluéncia 63 J/icm2

3.2.5 Eutanaésia e coleta de material bioldgico

Os animais foram eutanasiados por decapitacdo e alguns tecidos foram coletados
para posterior analise. A artéria aorta toracica foi removida, isolada e cortada em anéis
de aproximadamente 4 mm de comprimento e mantida em solucdo de Krebs para
experimento de reatividade vascular. O Gtero foi coletado e fotografado para posterior
analise. O sucesso da cirurgia foi verificado pela atrofia uterina observada nos grupos
ovariectomizados quando comparados ao grupo sham, como pode ser verificado nas
Figuras 9A e 9B. O sangue foi coletado em tubos falcon logo apés a eutanasia para

posterior aliquota de soro para exames bioguimicos.
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Figura 10A - Utero de rata ovariectomizada e 10B — Utero de rata ndo

ovariectomizada.

Fonte: préprio autor.

3.2.6 Reatividade Vascular

Os anéis aorticos dissecados apds a eutanasia foram colocados em banho de
6rgdos isolado contendo 5 mL de solucdo de Krebs a 37°C, pH 7,4, borbulhando
continuamente com 95% O2 e 5% CO2 em midgrafo isométrico (Mulvany-Halpern-
modelo 610 DMT- EUA, Marietta, GA) e registrados por um sistema de aquisi¢do de
dados PowerLab8/SP (ADInstruments Pty Ltd., Colorado Springs, CO).

Primeiramente, o0s anéis adrticos foram submetidos a uma tensdo de 1,5 g por
trinta minutos para permitir a estabilizacdo. Em seguida, a integridade endotelial foi
avaliada utilizando a ECso da fenilefrina (0,1 umol/L) para contrair o vaso, seguida do
relaxamento induzido por 1 umol/L de acetilcolina. Os anéis foram descartados quando
o relaxamento foi inferior a 60%, assumindo o que foi padronizado para ratos
hipertensos com disfungdo endotelial (RODRIGUES et al., 2010).

Os aneis aorticos intactos foram submetidos a uma segunda contragcdo com

fenilefrina 0,1 umol/L e em seguida foram construidas curvas concentracdo-efeito para
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acetilcolina (0,1 nmol/L a 0,1 mmol/L). Foram avaliadas a poténcia (pD2) e o efeito

relaxante maximo (Emax).

3.2.7 Medida do éxido nitrico

Para os niveis de medicdo de NO, foi medida a concentracao sérica do produto
estavel de NO, nitrito (NO2) e nitrato (NO3"), conhecido como NOx, conforme descrito
anteriormente (PEREIRA et al, 2014), usando o NO Analyzer 280i (Sievers, Boulder,
CO, EUA).

3.2.8 Andlises estatisticas

As andlises estatisticas dos resultados foram realizadas no software GraphPad
Prism (versdo 8.0.1). Os dados sdo apresentados como média + erro padrdo médio
(EPM). As comparagbes entre todos os grupos foram feitas usando ANOVA
unidirecional com pos-teste de Newman-Keuls. Foi adotado um nivel de 5% para

considerar as diferencas estatisticamente significativas.

3.3 Resultados

A ovariectomia induziu elevacdo da pressao arterial sistolica, como pode ser
verificado no grupo OVX (141,62 = 6,0 mmHg, n = 8) e OVX+FBM antes do
tratamento (154,11 + 5,8 mmHg, n = 9) em comparagdo ao Sham (123,77 = 4,16
mmHg, n = 8, p < 0,05). Duas semanas de tratamento com FBM induziram uma
diminuicdo na pressdo arterial sistélica de ratos OVX (OVX+FBM: 114,55 + 3,3

+

mmHg, n = 9), em comparacdo com o grupo OVX sem tratamento (131,12 + 7,1

mmHg, n = 8; p < 0,05), como pode ser verificado na Figura 11.

Figura 11 — Avaliacdo da pressao arterial sistolica ao longo das semanas. Cada
ponto representa a média e o erro padrdao médio (EPM) dos dados obtidos a partir de
determinag6es independentes. *Indica a diferenca (p < 0,001) nos valores entre a
pressdo arterial sistolica de Sham vs OVX.
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Na Figura 12A, observou-se que na curva de relaxamento para acetilcolina os
valores de Emax dos animais submetidos & cirurgia de ovariectomia mudaram (OVX
Emax: 77,32 = 3,95%, n = 8) em relacdo as ratas ovariectomizadas que receberam
tratamento (OVX+FBM Emax: 88,07 = 2,97%, n = 9) e em relagdo ao grupo sham (Emax:
91,97 £1,59%, n =9).

O tratamento com FBM melhorou a vasodilatacdo dependente do endotélio em
anéis aorticos de ratas OVX (pD2: 7,49 + 0,24, n=8; Emax: 88,07 + 2,97%, n = 8) em
comparagdo com OVX (pD2: 6,30 + 0,16, n=8), p < 0,05; Emax: 77,32 £ 3,95%, n =8, p
< 0,01), sem diferenga entre OVX+FBM e Sham (Figuras 12B e 12C).

Na Figura 12C, observou-se que houve diferenca significativa nos valores de
pD2 entre os grupos de tratamento, sendo os valores apresentados para OVX (pD2: 6,30
+ 0,16, n = 8) e OVX+FBM (pD2: 7,49 £ 0,24, n = 9); e Sham (pD2: 7,01 £ 0,19, n=9)
e aquela submetida a cirurgia de ovariectomia sem tratamento (OVX).
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Figura 12 — Estudo da funcdo do endotélio em vasos isolados de anéis aorticos
de ratos OV X, OVX+FBM e SH. Curvas cumulativas de concentracdo-efeito realizadas
para acetilcolina em aortas pré-contraidas com fenilefrina. Cada ponto representa a
média e o0 erro padrdo médio (EPM) dos dados obtidos a partir de determinacdes
independentes. ** Indica a diferenca (p < 0,001) nos valores de Emax entre aortas de

ratos OVX +FBM vs OV X nos graficos das imagens A, B e C.
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Além disso, o tratamento com FBM mostrou diferenga significativa nos niveis
sanguineos de NO entre os grupos OVX e OVX+FBM, com os valores (OVX+FBM:
45,50 + 2,98 uM, n = 9); (OVX: 27,95 + 3,72 uM, n = 8, p < 0,05) e SH (31,80 + 2,11
MM, n = 9), como mostra a Figura 13.
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Figura 13 — Quantificacdo da concentracdo de oxido nitrico (NO) entre os
grupos. *Indica a diferenca (p < 0,05) nos valores entre a concentracdo de NO entre
OVX+FBM vs OV X.
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3.4 Discussao

Neste estudo verificamos que a ovariectomia induziu disfuncdo endotelial e
elevagéo da presséo arterial e que o tratamento com FBM por duas semanas melhorou a
funcdo endotelial, induziu diminuicdo da pressdo arterial e elevou 0s niveis séricos de
NO em ratas ovariectomizadas.

Vaérios estudos tém demonstrado o potencial terapéutico da FBM, que, além de
ser uma ferramenta eficiente, ndo invasiva, de baixo custo e segura, possui diversos
efeitos, como analgésico, anti-inflamatdrio, cicatrizante, entre outros (ALBERTINI et
al., 2004; MEZAWA et al., 1988; VINCK et al., 2003). Um estudo demonstrou que a
FBM ¢ capaz de induzir uma resposta fotobioldgica no interior das células; aumentando
a producdo de trifosfato de adenosina (ATP), aumentando a concentracdo de NO e
alteracdo das bombas de sddio-potassio e canais de célcio nas membranas celulares
(KARU, 1999).

Em estudo prévio, foi demonstrado que a FBM feita com aplica¢do cronica do
LASER vermelho (780 nm) na cauda do animal trés vezes por semana, durante 7

semanas, diminuiu a pressdo arterial diastolica em ratos espontaneamente hipertensos
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(SHR) (TOMIMURA et al., 2014). Resultados semelhantes foram obtidos pelo nosso
grupo de pesquisa em dois modelos experimentais, em que verificamos que o
tratamento cronico (duas vezes por semana) feito pela FBM com aplicagdo do LASER
vermelho (660 nm) na regido abdominal do animal induziu queda na presséo arterial em
animais hipertensos dois rins um clipe (2R-1C), durante quatro semanas (SCHIAVON
et al., 2023) e preveniu a elevacdo da pressdo arterial em ratos obesos, com a aplicacédo
feita trés vezes por semana, durante doze semanas (OISHI et al., 2024). Além disso,
nosso grupo de pesquisa demonstrou que a aplicagéo aguda do laser vermelho (660 nm),
na regido abdominal, induziu efeito hipotensor de longa duracdo em ratos hipertensos
2R-1C e ratos hipertensos SHR, com consequente aumento dos niveis séricos de NO
(OISHI et al., 2017; DE MORAES et al., 2020).

Em estudo de reatividade vascular, feito em artéria isolada de ratos, nosso grupo
verificou que a FBM feita com aplicacdo do LASER vermelho (a 660 nm) induziu
vasodilatacdo por um mecanismo dependente da liberacdo de NO e ativacdo da enzima
guanilato ciclase soltvel (GCs), no musculo liso vascular (OISHI et al., 2017). Ainda,
verificamos que o efeito vasodilatador e hipotensivo induzido pelo LASER vermelho
(660 nm) é dependente da concentracdo de NO estocada nos tecidos, por experimentos
feitos em vasos isolados e animais hipertensos (BUZINARI et al., 2022). O mecanismo
proposto para a liberacdo de NO causado pela irradiacéo envolve a liberacdo de NO de
estoques intracelulares que poderiam ser S-nitrosotidis, complexos heme nitrosil e
dinitrosil ferro (KANNEL, 1996; KESZLER et al., 2018; LOHR et al., 2009). O NO é
um potente vasodilatador, produzindo seu efeito principalmente pela ativacdo da
guanilato ciclase soltuvel (GCs) nas células do musculo liso vascular (RAPOPORT et
al., 1983). Desta forma, a elevagdo do NO observada no sangue das ratas
ovariectomizadas tratado com a FBM por aplicacdo do LASER vermelho (660 nm)
pode estar envolvido com a queda da pressao arterial observada nestes animais, uma vez
gue o NO é um potente vasodilatador.

Neste estudo, houve melhora no relaxamento dependente do endotélio nos anéis
aorticos do grupo FBM, sugerindo que a disfuncdo endotelial ocorre devido a
ovariectomia e que isso pode ser revertido pelo tratamento com a FBM por aplicagdo do
LASER vermelho (660 nm). Estes resultados corroboram com nosso estudo prévio, que
o0 tratamento cronico com a FBM por aplicagdo do LASER vermelho (660 nm) diminuiu
a disfuncéo endotelial em ratos obesos (OISHI et al., 2024). Nossos resultados indicam
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que o tratamento com FBM ¢ capaz de melhorar a funcdo endotelial e aumentar o NO
circulante, sendo que estes dois fatores devem estar relacionados a diminuicdo da
pressdo arterial em ratas OV X.

Nossos resultados estdo de acordo com a literatura, mostrando que a FBM é
capaz de induzir efeito hipotensor em modelos animais de hipertensdo. No entanto,
nosso estudo é o primeiro a mostrar uma reducdo efetiva da pressédo arterial por meio da
FBM por aplicagio do LASER vermelho (660 nm) em um modelo de rata

ovariectomizada.

3.5 Conclusdo

Em conjunto, nossos resultados mostraram que a ovariectomia induziu elevacao da
pressdo arterial sistolica e da disfuncdo endotelial, as quais foram reduzidas com duas
semanas de tratamento com FBM por meio das aplicacdes do LASER vermelho.
Estudos futuros sdo importantes para investigar como a FBM poderia ser utilizada para

aliviar sintomas e complica¢es da menopausa em mulheres.
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