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RESUMO

ARAUJO, S.O. Efeito modulador da laser terapia sistémica na inflamacdo em
modelo de acidente vascular encefalico. 2024. Dissertacdo de Mestrado em
Biotecnologia — Programa de Pds-Graduacdo em Biotecnologia, UFES, Espirito
Santo, Brasil. Esta dissertacdo de mestrado analisou 0s impactos da
fotobiomodulacdo sistémica, por meio da técnica ndo invasiva de Irradiacdo
Intravascular do Sangue por Laser, do inglés, Intravascular Laser Irradiation of Blood
- ILIB, em modelo experimental de isquemia cerebral global em camundongos. O foco
principal foi examinar como essa terapia atua de forma dose-dependente na
recuperacao de lesdes cerebrais causadas por oclusdo bicarotidea. Os camundongos
foram expostos a essa ocluséo, apos a qual foi realizada a aplicacdo do ILIB na dose
de 3,2 J (grupo TL) e 6 J (grupo TH), e os efeitos terapéuticos foram medidos através
de parametros funcionais e bioquimicos. As avaliagdes motoras dos camundongos
foram realizadas em dois momentos distintos: antes e depois da induc¢ao do Acidente
Vascular Encefalico (AVE), mostrando uma melhora expressiva nos grupos tratados
com ILIB, especialmente nas doses mais altas, aprimorando a habilidade motora, a
forca e a mobilidade dos camundongos, bem como uma diminuicdo do tempo de
inatividade. Foi realizado analise da area macroscépica de infarto cerebral, e o grupo
tratado apresentou uma reducdo (p<0,01), da area lesionada pela isquemia. Além
disso, foram coletadas amostras de sangue para analise da contagem de células
sanguineas, revelando uma modulacdo na resposta inflamatéria nos grupos que
receberam ILIB (p<0,05). O plasma e o cérebro também foram extraidos para medir
0s niveis de estresse oxidativo (EO) e marcadores inflamatorios, e os grupos TL e TH
houve, uma modulacgéo, da producéo de interleucinas (IL-12p70, IL-6, IL-10, MCP-1 e
IFN-y) entre estas, destaca-se o aumento significativo de interleucina anti-inflamatoria
e de outras que sdo responsaveis pela resposta a infecgdes pos-AVC, esses efeitos
mostraram-se dependentes da dose. Observou-se uma diminui¢édo do EO, do grupo
TH com relacdo ao grupo AVC, na andlise de oxidacao proteica no plasma de 37% e
no cérebro de 35%, contudo na peroxidacdao lipidica foi de 70% no plasma e 37% no
cérebro. Ressalta-se que o ILIB neste modelo mostrou resultados surpreendentes.
Devendo serem realizados estudos clinicos que padronizem a dose em humanos e a
quantidade de aplicacbes, que comprovem o efeito, bem como, esclarecam os

mecanismos especificos que permitem a ILIB exercer seus efeitos neuroprotetores.



Palavras-chave: Laser baixa intensidade. Fotobiomodulagdo sistémica. Acidente
Vascular Encefalico. Inflamagéo. Estresse oxidativo.

ABSTRACT

ARAUJO, S.0O. Modulating effect of systemic laser therapy on inflammation in a stroke
model. 2024. Master's Dissertation in Biotechnology - Graduate Program in
Biotechnology, UFES, Espirito Santo, Brazil. This master's dissertation analyzed the
impacts of systemic photobiomodulation, through the non-invasive technique of
Intravascular Laser Irradiation of Blood (ILIB), in an experimental model of global
cerebral ischemia in mice. The main focus was to examine how this therapy acts in a
dose-dependent manner in the recovery of brain injuries caused by bicarotid occlusion.
The mice were exposed to this occlusion, after which ILIB was applied at a dose of 3.2
J (TL group) and 6 J (TH group), and the therapeutic effects were measured through
functional and biochemical parameters. Motor evaluations of the mice were performed
at two different times: before and after the induction of stroke, showing a significant
improvement in the groups treated with ILIB, especially at the higher doses, improving
the motor ability, strength and mobility of the mice, as well as a decrease in inactivity
time. The macroscopic area of cerebral infarction was analyzed, and the treated group
showed a reduction (p<0.01) in the area damaged by ischemia. In addition, blood
samples were collected for analysis of blood cell counts, revealing a modulation in the
inflammatory response in the groups that received ILIB (p<0.05). Plasma and brain
were also extracted to measure oxidative stress (OS) levels and inflammatory markers,
and in the TL and TH groups there was a modulation in the production of interleukins
(IL-12p70, IL-6, IL-10, MCP-1 and IFN-y); among these, there was a significant
increase in anti-inflammatory interleukin and others that are responsible for the
response to post-stroke infections; these effects were dose-dependent. A decrease in
OS was observed in the TH group compared to the AVC group in the analysis of protein
oxidation in plasma of 37% and in the brain of 35%, however, in lipid peroxidation it
was 70% in plasma and 37% in the brain. It is noteworthy that ILIB in this model showed
surprising results. Clinical studies should be carried out to standardize the dose in
humans and the number of applications, which prove the effect, as well as clarify the

specific mechanisms that allow ILIB to exert its neuroprotective effects.



Key words: Low intensity laser. Systemic photobiomodulation. Stroke. Inflammation.

Oxidative stress.
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1 INTRODUCAO

1.1 ACIDENTE VASCULAR CEREBRAL ISQUEMICO

1.1.1. Epidemiologia

O Acidente Vascular Cerebral Isquémico (AVCI) é uma das principais causas de
morbidade e mortalidade em todo o mundo. Com uma alta incidéncia global, estima-
se que o Acidente Vascular Cerebral (AVC) seja responsavel por cerca de 6,5 milhdes
de mortes anualmente, representando aproximadamente 11% de todas as mortes no
mundo (GBD, 2020). No Brasil, apesar do declinio que houve nas taxas de mortalidade
entre os anos de 2016 e 2019 (Thayabaranathan, 2022), estudos recentes indicam
gue o AVC é a segunda maior causa de morte no pais, com uma taxa de mortalidade
em torno de 104.450 ébitos em 2023, bem préximo do quantitativo, alarmante de igual
forma, de mortes por isquemia cardiaca (117.192) (Ministério da Saude, 2024), sendo
de extrema importancia estudos que busquem solu¢des para melhorar o prognéstico

pos-AVC, e por consequéncia reduzir a taxa de letalidade.

Ao analisar a mortalidade global, observa-se que € mais alta em nacées com renda
baixa a média (Thayabaranathan, 2022), o que ressalta a necessidade de expandir as
politicas de prevencao e cuidados do AVC no Brasil. Contudo, o desafio do AVC vai
além da mortalidade, j& que a maioria dos sobreviventes apresenta algum grau de
incapacidade residual e aproximadamente metade ndo consegue recuperar a
autonomia, o que resulta em mais internacdes e aumento dos custos publicos com o
tratamento das sequelas e complica¢gdes decorrentes do AVC (Calvalcante, et al 2020;
Silva, et al 2022; Benjamin, et al 2019 e Tate et al 2019).

1.1.2. Classificacéo e causas

Existem duas classificacbes para o AVC: Isquémico e Hemorragico. O AVCI é
responsavel por 85% dos casos de AVC. Este tipo de acidente acontece quando ha
uma interferéncia parcial ou total nos vasos sanguineos causada por trombos ou
émbolos que interrompem a circulagdo cerebral, afetando diretamente a oferta de
glicose e oxigénio necessarios as ceélulas nervosas (Calvalcante, et al 2020; Silva, et
al 2022; Nascimento, et al 2022; Lopes, et al 2022). Em contrapartida, um Acidente
Vascular Cerebral Hemorragico (AVCH) ocorre em cerca de 15% dos casos; esse

quadro se origina pela ruptura de vasos sanguineos intracranianos ou nas meninges
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encefalicas gerando extravasamento de sangue dentro desta regido especifica.
(Calvalcante, et al 2020; Silva, et al 2022; Buchan, et al 2013; Nascimento, et al 2022).

Ha trés causas principais conhecidas para AVCIl: a presenca de placas
arterioscleroticas nos vasos cerebrais, que representam 50% dos casos, seguidos por
infarto cerebral cardiogénico (20%) e lesbes em pequenos vasos, causando infartos
lacunares (25%) (Bailey, 2012). Os outros 5% sao atribuidos exclusivamente a outras
causas como disseccao arterial extracraniana ou vasculite (Balch, 2020). Adams,
todavia, seccionou as causas em 5 categorias, delimitando os subtipos de AVCI pela
classificacdo TOAST: Aterosclerose de grandes artérias (AVC de grande vaso),
oclusdo de pequena artéria (AVC lacunar), cardioembolia, outra causa demonstrada,
que poderia ser vasculopatias ndo ateroscleroticas ou distarbios protrombaéticos e, por
ualtimo, causa indeterminada (criptogénica) (Adams et al., 2015).

1.1.3. Fisiopatologia

A fisiopatologia do AVCI envolve diversos mecanismos, desde a oclusdo de um vaso
sanguineo até os processos celulares e moleculares subsequentes que levam a morte
neuronal (Feske, 2021). Isto ocorre, quando a obstrucdo impede a chegada de
oxigénio e nutrientes ao tecido cerebral, resultando em uma regido de hipoxia e
isquemia. A reducao de oxigénio e glicose afeta a producdo de adenosina trifosfato
(do inglés, adenosine triphosphate — ATP), levando a disfuncdo das bombas ibnicas,
especialmente a bomba de sédio-potassio, resultando em despolarizacdo celular e
surto (Dirnagl, et al 1999). Isso desencadeia a liberacdo excessiva de glutamato, um
neurotransmissor excitatério, permitindo a entrada de ions calcio e sédio nas células,

levando a excitotoxicidade e morte celular (Choi, 1992), como mostra a Figura 01.
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Figura 01: Esquema simplificado dos mecanismos fisiopatolégicos do AVCI.
Inicia-se pela despolarizacdo dos neurbnios, em resposta a auséncia energética.
Ocorre uma ativagao de receptores especificos de glutamato (Glu), que provoca niveis
intracelulares de Ca?*, Na* e CI aumentados drasticamente, enquanto o K* é liberado
no meio extracelular. A disseminagédo de Glu e K" no espaco extracelular pode
desencadear a despolarizagbes peri-infarto. A agua se desloca para 0 espaco
intracelular, devido a gradientes osméticos, levando ao inchago celular (edema). O
mensageiro intracelular universal Ca?* ativa diversos sistemas enzimaticos
(proteases, lipases, endonucleases, etc.). Radicais livres s&o produzidos, os quais
danificam as membranas (lipdlise), mitocondrias e DNA, resultando em morte celular
induzida por caspase (apoptose). Além disso, os radicais livres estimulam a producéo
de mediadores inflamatorios, que ativam a microglia e levam a invasao de células
inflamatorias provenientes do sangue (infiltracéo de leucdcitos), por meio da regulacao
positiva de moléculas de adesao endotelial.

Fonte: modificado de Dirnagl, et al 1999.
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A reintroducao de oxigénio nas células durante a reperfusdo pode levar a formacéao
de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) que causam danos adicionais as
membranas celulares, proteinas e DNA (Chan, 2001). A resposta inflamatoria é
desencadeada pela liberacdo de citocinas proé-inflamatdrias, quimiocinas e outros
mediadores inflamatorios. E uma das respostas a neuroinflamacéo é a ativacdo da
microéglia, que resulta na descarga de varios componentes inflamatérios e citotoxicos
responsaveis pela neuroinflamacédo e neurodegeneracéo (Teleanu, et al., 2022), o que
contribui para dano tecidual (Wang et al, 2007).

1.1.4. AVC e ainflamacéo

Estudos recentes apontam para uma conexdo entre a inflamacédo e os glébulos
brancos circulantes no sangue periférico, e um desfecho desfavoravel apés um AVCI
(Nogueira et al., 2021). DeLong, em 2022, explora como a resposta inflamatéria,
incluindo a ativacdo de leucécitos, desempenha um papel crucial na progresséao do
dano cerebral apés um AVCI. Bi, em 2021, discute o papel dos leucécitos na trombose
associada ao AVCI. Assim, a inflamagdo desempenha um papel significativo na
patogénese do AVCI, contribuindo para a lesdo neuronal e a evolugdo da leséo
cerebral (Kocic, et al., 2015; Licata, et al., 2006).

A via inflamatoria no AVC é prontamente ativada em resposta a isquemia cerebral,
levando a mobilizacao do sistema imunoldgico inato. ApGs o evento isquémico, ocorre
a liberacdo de padrdes moleculares associados a danos (do inglés, Damage-
Associated Molecular Pattern - DAMPS), que ativam os receptores do tipo Toll (do
inglés, Toll-Like Receptors - TLR) e os receptores de reconhecimento de padrées (do
inglés, Toll-Like Receptors - PRR) em células imunes como micréglias, macrofagos e
neutrofilos (Kawabori, et al., 2015). A resposta inflamatéria apés um AVC envolve
tanto células intrinsecas do cérebro quanto células imunes circulantes que atravessam
a barreira hematoencefalica comprometida (Ishikawa, et al., 2004; Yilmaz, et al.,
2008). As células endoteliais, afetadas pela isquemia, liberam moléculas pro-
inflamatorias que facilitam a infiltracao de leucécitos, como neutrofilos e linfécitos, que
intensificam a lesé@o cerebral por meio da producéo de citocinas e substancias toxicas
(Arvin, et al., 1996; Chopp, et al., 1996). A micréglia e os macréfagos, que sdo as
principais células imunes residentes no cérebro, sdo ativados e podem tanto agravar

a lesdo neuronal quanto auxiliar na recuperacéo, dependendo do contexto (Jin, et al.,
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2016). Os astrocitos também desempenham um papel na resposta inflamatoria,
produzindo moléculas que podem ser tanto neurotroficas quanto neurotoxicas,
contribuindo para a formacao de cicatrizes gliais que impactam a recuperacao apoés o
AVC (Nowicka, et al., 2008).

Com este ambiente de estimulos de estresse ocorre a ativacdo de caspases, que por
sua vez irdo mediar, por vias intracelulares especificas, as células neuronais a
sofrerem necrose, ou seja, a morte celular descontrolada, devido a dano severo, ou
apoptose, que é a morte celular programada (Mattson, 2000). As mortes celulares
ocorrem rapidamente ao redor do nucleo da area isquémica, entretanto, existe uma
zona chamada penumbra isquémica, onde as células estdo comprometidas, mas
ainda viaveis. Intervencoes terapéuticas visam resgatar essas células para minimizar
o dano cerebral (Hossmann, 1994; Lo, 2008). Esses mecanismos interagem
complexamente e variam conforme o tempo e a extensao do AVC, determinando a
gravidade dos danos e as possibilidades de recuperagcédo, sendo que neste quesito,
interagem as propostas terapéuticas existentes e em pesquisa como a

fotobiomodulacéo.

1.2 LASER TERAPIA SISTEMICA

1.2.1. Laser de Baixa Intensidade

A Terapia com o Laser de Baixa Intensidade (do inglés, Low Level Laser Therapy --
LLLT), também conhecida como laser terapia, € uma forma de fototerapia que utiliza
a luz laser para estimular processos biolégicos e promover a regeneracao celular
(Huang et al., 2011). Uma das vantagens da LLLT é sua natureza terapéutica, que
atua na area cicatricial, bem como a preservacao tecidual, aprimorando a circulacdo
sanguinea e a oxigenacdo dos tecidos (Hamblin, 2013). E uma excelente opcéo e
potencialmente eficaz para o tratamento do AVCI, por agir na diminui¢do do inchago
e inflamacé&o, no aumento dos niveis de antioxidantes, na prevencao do apoptose e

na regulacéo da ativacéo das células micréglias (Hamblin, 2013).

A laser terapia sistémica é uma variante da LLLT, e tem ganhado destaque devido a
sua capacidade de proporcionar efeitos terapéuticos em todo o organismo. Também
chamada de ILIB (Intravascular Laser Irradiation of Blood), este tipo de terapia envolve

a irradiacao de luz laser diretamente em regides arteriais especificas do corpo, como
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por exemplo, nos humanos, a artéria radial, e nos camundongos, a artéria caudal
(Malavazzi, et al 2023). E mais utilizado os comprimentos de onda de 660 nm para
fonte de luz vermelha a 808 nm para infravermelho, essa janela terapéutica ocorre por
ser uma regido do espectroeletromagnético onde a agua nao absorve radiacdo de
forma significativa, favorecendo o desencadeamento de processos fotoquimicos na

regido irradiada.

De acordo com o consenso internacional estabelecido em 2014, utiliza-se o termo
“fotobiomodulagao” (FBM) (Anders, et al. 2015), para se referir a estimulagéo e/ou
efeitos inibitérios causados por fontes de luz ndo ionizantes (lasers e LEDs). Esta
entrega da energia luminosa a todos os componentes do sangue, estimula os efeitos
positivos no organismo como um todo, também pode ser chamada de terapia de
Fotobiomodulacdo Vascular (VFBM) (Fernandes, et al. 2021), ou seja, a irradiagao
sanguinea por meio de laser ou led. Entretanto quando se referido a bioestimulacéo
de células do sangue, utilizando apenas o laser, para efeitos sistémicos, pode-se

especificar através do acrénimo ILIB.

Com este estudo, espera-se fornecer insights importantes sobre os potenciais
beneficios do LLLT sistémico no tratamento do AVC isquémico, bem como contribuir
para o desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas para esta condicao clinica

desafiadora.

1.2.2. Utilizacéo do ILIB

Essa abordagem é reconhecida por sua habilidade em regular a resposta do sistema
imunoldgico, otimizar o fluxo sanguineo e estimular a renovacao celular, sendo
considerada uma ferramenta eficaz em diferentes situa¢des clinicas, incluindo as
doencas neurodegenerativas. (Hamblin, 2017; Silva, 2023). A FBMV tem sido
estudada e empregada em diversos parametros dosimétricos, incluindo comprimento
de onda, poténcia e energia total (Malavazzi, et al. 2023). E uma ferramenta potencial
e forma de tratamento para doencas que afetam a circulacado sanguinea (Komori, et
al. 2009).

A técnica ILIB foi desenvolvida na Russia em 1970, de forma invasiva (Silva, 2023).
No entanto, ao longo dos anos, foi modificada para uma abordagem néo invasiva, com

irradiacdo transcutanea sobre vasos sanguineos de grande calibre, denominada ILIB
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modificado (Rangel, 2021). Na revisdo de Tuner&Hode, (2014), encontram-se
diversos estudos que mostram que essa técnica promove respostas fisioldgicas
benéficas, como a aceleracdo do reparo tecidual e o aumento da liberacdo de fatores
de crescimento, como Fator de Crescimento Endotelial Vascular (do inglés: Vascular
Endothelial Growth Factor — VEGF) e Fator de Crescimento de Fibroblastos (do inglés
- Fibroblast Growth Factor — FGF), promovendo também a angiogénese (Ferreira, et
al. 2024).

O ILIB € a modalidade sistémica da LLLT, e esta terapia tem sido amplamente
aplicada em diversas condi¢des clinicas, incluindo doencas inflamatorias crénicas,
como artrite reumatoide, fibromialgia e neuropatias. Estudos demonstram que essa
terapia é eficaz na melhora da funcionalidade dos pacientes (Chow et al., 2009;
Fukuda et al.,, 2013; Brosseau et al.,2000). No manejo da dor crbnica, € uma
tecnologia que tem demonstrado reducdo significativa dos niveis algicos, quando
comparada ao placebo, em condicbes como a cervicalgia e a fibromialgia (Chow et
al., 2009). Além disso, sua aplicacdo tem mostrado potencial em acelerar a
recuperacao pos-operatéria e reduzir complicag@es cirurgicas (Oliveira et al. 2013).

Dentre os principais beneficios da LLLT, pode-se citar o alto nivel de seguranca
(Hamblin, 2017; Tuner e Hode, 2014), por apresentar poucos efeitos colaterais quando
administrada corretamente (Yeh, et al. 2019). No entanto, € importante mencionar que
pode ocorrer desconforto durante o procedimento e, em casos raros, uma piora
temporaria dos sintomas. E importante ressaltar que esta terapia é contraindicada em
pacientes com tumores malignos nao tratados, mulheres gravidas e em areas com
dispositivos eletrénicos implantados, como marcapassos (Oliveira, et al. 2014), sendo

mantida essas contraindicacdes na literatura até o presente momento

A tecnologia da LLLT estd em constante evolu¢do, com avangos como a reducao do
tamanho dos dispositivos e o0 aprimoramento de Lasers de diferentes comprimentos
de onda. Essas inovacbes tém o potencial de expandir o uso clinico da LLLT,
especialmente quando combinada com outras formas de tratamento. Entretanto novas
pesquisas, devem se concentrar em estabelecer protocolos otimizados e entender os
mecanismos de agdo em diversas condi¢cdes de saude (Hamblin, 2017; Karu, 2003;
Huang et al., 2009).
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Evidéncias ja foram descobertas indicando que a terapia transcraniana com LLLT
pode modular a resposta inflamatéria apés um AVCI, diminuindo a producdo de
citocinas proé-inflamatérias e mediadores do estresse oxidativo (Lapchak, 2010; Xuan
et al., 2013). Portanto, € pertinente investigar a aplicacdo da LLLT de forma sistémica

e continua (ILIB), no periodo p6s-AVC agudo.

1.2.3. Mecanismos de acdao

O principal mecanismo de agédo da FBM € através da via mitocondrial, que promove
uma série de eventos bioquimicos que resultam na modulagéo celular (Ferraresi et al,
2014). Nestes eventos a enzima mitocondrial Citocromo C Oxidase (CCO), uma
enzima chave na cadeia respiratodria intracelular, absorve a luz laser, 0 que aumenta
a producdo de ATP, que é essencial para a energia celular. Contudo, além da acéo
na producdo de ATP, h4 um aumento de EROs, os quais agem como sinalizadores
secundarios para a regulacao de fatores de transcricdo envolvidos na proliferacao,

reparo e sobrevivéncia celular (Hamblin & Demidova, 2006; Chen, et al., 2011).

Segundo Hamblin & Demidova, 2006, a irradiacdo da LLLT pode modular a
homeostase do calcio intracelular, que é o protagonista de praticamente todos os
processos no corpo humano, como a transmissao de sinais nos nervos, a expressao
genética, e funcdes musculares. Hamblin, 2016, ainda refere que a ativacdo da CCO
pela LLLT esta relacionada a reversao da inibicdo enzimatica causada pelo aumento
de Oxido nitrico (NO), promovendo a eficiéncia mitocondrial e os processos de
bioestimulacédo (Chung et al., 2011; Karu, 2003; Huang et al., 2009), uma vez que
essa molécula permite que a respiracdo mitocondrial retorne ao seu nivel otimizado.
Além disso, o NO liberado pode atuar sobre as guanilato ciclases soluveis,
promovendo a vasodilatacdo, e este efeito contribui para o0 aumento da oxigenacéao e
da entrega de nutrientes as areas lesionadas, favorecendo a regeneracdo e reparo
celular (Hamblin, 2008). Além disso, o NO também esta associado a reducdo do
estresse oxidativo e a melhora dos mecanismos antioxidantes (Wink, et al.,1995),

reforcando seus efeitos terapéuticos da LLLT (Karu, et al., 2005).

Entretanto, a LLLT pode afetar a funcéo celular por outras vias como com o aumento
da enzima Superoxido Dismutase (do inglés, Superoxide Dismutase - SOD) (Tafur &

Mills, 2008). Estudos sugerem que a aplicagéo do laser de baixa poténcia resulta em
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um aumento na atividade da enzima SOD em varios modelos, o que pode reduzir os
danos nos tecidos (Fillipin, et al., 2005; Parlato, et al., 1983). A SOD atua como a
principal defesa enzimética no combate a geragdo de radicais livres dentro das
células, facilitando a conversao do anion superéxido (Silveira, et al., 2009).

E importante ressaltar que a isquemia cerebral gera um excesso de espécies reativas
de oxigénio, resultando em danos oxidativos. Enzimas antioxidantes como a catalase
desempenham um papel critico na neutralizacdo dessas espécies (Scott, et al., 1991),
mas podem se tornar insuficientes durante o processo de reperfusdo (Rosario, et al.,
1996). Estudos experimentais demonstraram que a LLLT aumenta a expressao de
enzimas antioxidantes, como a catalase, promovendo a protecdo neuronal contra o
estresse oxidativo induzido pela isquemia (Mohammed & Khadrawy, 2022). A FBM,
quando aplicada apdés o AVC, mostrou um aumento na atividade antioxidante, com
elevacdo dos niveis de catalase e superoxido dismutase (Potapov, et al., 1995),
resultando em menor lesdo cerebral e melhor recuperacdo funcional (Davis &
Pennypacker, 2017). Se essa abordagem fosse implementada imediatamente apés a
ocorréncia do AVC, haveria a possibilidade de uma recuperagdo com um indice de

sucesso mais elevado.

O grupo heme, encontrado na medula 6ssea e no figado, possui uma configuracédo
plana que abriga um anel de porfiina com um atomo de ferro central
(ferroprotoporfirina). Esse grupo esta presente na hemoglobina, mioglobina,
citocromos, peroxidase, catalase, triptofano pirolase e na sintase de 6xido nitrico (ON).
Processos fotodinAmicos de transferéncia de elétrons e até de energia podem
acontecer com as porfirinas de ferro, resultando na formacgéo de radicais livres ou
oxigénio singlete, que podem ser responsaveis pela superexpressédo de catalase e
SOD (Maldotti, et al.1993).

1.2.4. Acdo de modulacao da inflamacéao

A laser terapia sisttmica tem sido bastante investigada pelos seus efeitos
moduladores da inflamacdo, os quais influenciam positivamente os parametros
hematologicos e leucocitarios circulantes, bem como no remodelamento de tecidos e
aspectos histologicos. Além disso, influencia também a regulacdo adequada dos

marcadores pro-inflamatdérios, incluindo Fator de Necrose Tumoral (do inglés, tumor
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necrosis fator - TNF-y), Interleucina 1 (IL-1), Interleucina 6 (IL-6) e Proteina
Quimiotéatica de Mondcitos-1 (do inglés, Monocyte chemoattractant protein-1 - MCP-
1) (Malavazzi et al., 2024). As citocinas tém um papel crucial na resposta inflamatoria,
tanto aguda quanto cronica, e estudos indicam que a fotobiomodulagéao inibe a
producdo excessiva dessas citocinas, contribuindo para a diminuicdo da inflamacéo

tecidual e sistémica (Hamblin; Demidova, 2006).

No artigo de Passarella e Karu (2014), os autores mencionam que a
fotobiomodulacdo, resultante da absorcdo de radiacdo monocromatica, pode
influenciar células de defesa do organismo, como neutréfilos e macrofagos. Esses
efeitos modulam a resposta inflamatoria, podendo reduzir o processo inflamatério
excessivo, promovendo um ambiente mais favoravel a regeneracao tecidual. A terapia
regula a quimiotaxia de neutrdfilos, controlando sua migracdo para os locais de
inflamacdo. Em relacdo aos macréfagos, observa-se que a fotobiomodulacdo
promove a transicao dessas células de um fenétipo pré-inflamatério (M1) para um anti-
inflamatério (M2), o que favorece a reducéo da inflamacéo e o reparo tecidual (Cury,
2013).

Outro efeito importante da FBM vascular é a melhoria no fluxo sanguineo e na
oxigenacdao dos tecidos, ja que, pela estimulacéo dos canais de 6xido nitrico (NO), ha
uma vasodilatacdo, o que aumenta o fluxo de oxigénio nos tecidos e facilita a remocgao
de metabolitos. (LANE, 2006). O NO difunde-se para as células musculares lisas dos
vasos sanguineos, onde ativa a enzima Guanilato Ciclase Soluvel (GCs). Isso leva a
conversao de Trifosfato de Guanosina (do inglés, Guanosine Triphosphate - GTP) em
Monofosfato de Guanosina Ciclico (do inglés, Guanosine Monophosphate Cyclic -
GMPc), resultando na reducao da concentracdo de calcio nas células musculares
lisas. Como consequéncia, ocorre 0 relaxamento do musculo e a vasodilatagéo,
aumentando o fluxo sanguineo e diminuindo a presséo arterial, como mostra a figura
02, (Moncada,1997; Guyton & Hall, 2011). Estudos demonstram ainda que também
resulta na reducao do edema e do acumulo de fluidos inflamatorios, sendo que este

efeito € oriundo da regulacédo da permeabilidade capilar (Ferreira, et al., 2021).
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IRRADIACAO

!
NO

lGCS

GTP > GMPC § Caz+

\8 _Vasodilatacao

Figura 02: Esquema ilustrativo da liberacdo e acdo do NO e o papel na

vasodilatacdo. Fonte: Zago, 2006; modificado.

1.2.5. Acdo hematoldgica

A terapia a laser no organismo tem efeitos moduladores sobre os constituintes do
sangue. Estudos demonstram que a fotobiomodulacdo utilizando luz visivel e
infravermelha pode impactar a quantidade de citocinas no sangue, afetando as
respostas das células do corpo (Zhevago & Samoilova, 2006). Destacam-se outros
mecanismos da interacdo da luz com as células do sangue, principalmente os glébulos
vermelhos e as plaquetas, modificando suas fun¢cdes. Por exemplo, a alteracdo da
maleabilidade das hemécias, provocada pela irradiacdo do laser, interferindo por
consequéncia na circulagcdo sanguinea em vasos sanguineos pequenos. Esse
aumento na flexibilidade das células auxilia no transporte de oxigénio, favorecendo a
oxigenacao dos tecidos (Kujawa, et al., 2004). Adicionalmente, existem evidéncias de
que a fotobiomodulacdo pode estimular a producdo de hemoglobina, aprimorando
ainda mais a capacidade de transporte de oxigénio pelas hemacias (Siposan &
Lukacs, 1999 e 2000).

Quanto as plaquetas, o uso de LLLT parece ter um impacto na sua producao e
ativacdo. Estudos clinicos mostraram um aumento no niumero de plaquetas apoés a

laser terapia sistémica, possivelmente devido ao estimulo de processos regenerativos
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pela luz (Zhang et al., 2016).

De acordo com Zhu (2022), a LLLT é uma técnica ndo invasiva que pode aprimorar a
microcirculacdo e a vitalidade do sangue. Além disso, o laser também pode gerar uma
interacdo elétrica e do campo eletromegnético (campo elétrico, mais um campo
magneético) com a viscosidade do plasma (Siposan & Lukacs, 2001). Dessa forma, ao
redor dos globulos vermelhos pode ocorrer uma camada de proteina com carga
elétrica alterada, apos a irradiagdo, modificando a viscosidade sanguinea (Genkin, et
al.,, 1989). Isso sugere que a laser terapia de forma abrangente pode ser
extremamente benéfica em tratamentos essenciais para problemas circulatoérios,
como doencas cardiovasculares ou inflamatérias, resultando em uma melhora

significativa na circulac@o sanguinea e no funcionamento das células.
1.2.6. Forca e coordenagéo motora

No que diz respeito a forca muscular, estudos que avaliaram o efeito da Terapia de
Fotobiomodulacdo (do inglés, photobiomodulation therapy - PBMT) sobre forca
muscular, fadiga e capacidade funcional apresentaram resultados variados. As
moléculas de porfirina também sdo encontradas nos musculos, o que poderia estar
relacionado ao efeito da fotobiomodulacdo, que é visto em alguns estudos, que
mostram um aumento de forca e reducédo da fadiga com a PBMT, outros nao
encontraram melhorias significativas em comparagédo ao placebo (Oliveira, et al.,
2023). Meta-analises indicaram que a PBMT nédo foi consistentemente superior ao
placebo em diferentes protocolos de forca e capacidade funcional, mas houve efeitos
positivos na prevencdo da fadiga induzida por exercicio, com evidéncias de moderada
a baixa confianca (Bezerra, et al., 2024).

Em termos de mobilidade, observa-se também uma a¢do da PBMT a nivel sistémico
por meio do ILIB, que tem demonstrado efeitos benéficos na reducdo de processos
inflamatorios e regeneracéo tecidual, fatores estes que influenciam diretamente a
amplitude de movimento e a capacidade de mobilizacdo. A melhora na circulacéo
sanguinea e no reparo tecidual decorrente da fotobiomodulagéo contribui para o
aumento da flexibilidade e reducgé&o da rigidez muscular, otimizando a mobilidade
funcional em individuos com restricbes de movimento (Leal-Junior et al., 2015). Esses
achados sugerem que a laser terapia pode ser uma ferramenta valiosa no campo da

reabilitacao fisica, auxiliando na recuperacao da forca muscular, coordenacao motora
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e mobilidade de pacientes em diferentes contextos clinicos, principalmente quando
aplicada de forma adjuvante em regimes de tratamento convencionais (Rouhani, et
al.,2024)



28

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos moduladores inflamatérios sanguineos e no cérebro, da laser terapia

sistémica (ILIB) em modelo de isquemia cerebral global.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a forca muscular pré e pos-oclusao bicarotidea;

e Realizar a contagem de leucdcitos sanguineos 48 horas ap6s ocluséo
bicarotidea;

e Mensurar o estresse oxidativo plasmatico e do tecido nervoso central;

e Analisar a atuacdo do ILIB na modulacéo inflamatoria através da dosagem de

interleucinas plasmatica e no cérebro.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MODELO ANIMAL

Para a pesquisa foram utilizados camundongos swiss (Mus musculus), de 8 a 12
semanas, machos, com peso entre 30 e 40 g, provenientes do Biotério Central do
Centro de Ciéncia da Saude da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES). Os
animais foram retirados do Biotério Central e permaneceram em adaptacdo por 10
dias na sala de experimentacdo animal do Nucleo de Bioengenharia Tecidual. Os
animais receberam &gua e ragdo, controle do ciclo de 12 horas claro/ escuro,

temperatura de 22+2°C e a umidade 60+5%.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFES,
com o objetivo de garantir o bem-estar dos animais. A aprovacdo possui o numero
14/2022 e inclui medidas para minimizar seu sofrimento, fornecendo condigbes
adequadas ao ambiente em que vivem e utilizam métodos alternativos sempre que

possivel.

Os animais foram divididos em 4 grupos, descritos a seguir e como mostra a Figura
03:

¢ Sham - falso operado, passavam pela inciséo cirdrgica, porém sem obstrucéo
dos vasos arteriais.

e AVC - recebia a obstrucao bilateral das carétidas.

e TL - Tratado com uma baixa dose do laser: animal com AVC submetido a laser
terapia sistémica com a dose de 3,2 J, e irradiacdo de 32 s (poténcia de
100mW). Aplicado na veia/ artéria caudal (Malavazzi, et al 2023), realizado 3
(trés) doses (1 h, 24 h e 48 h ap6s a ocluséao.

e TH - Tratado com uma alta dose do laser: animal com AVC submetido a laser
terapia sistémica por 60 s, isto €, 6 J (poténcia de 100mW), realizado 3 (trés)

doses (1 h, 24 h e 48 h apds a oclusao.
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Figura 03: Esquema desenho experimental. Fonte: Autora

3.2 IRRADIACAO LASER INTRAVENOSA DE BAIXA INTENSIDADE

3.2.1. Equipamento utilizado

O presente estudo utilizou o equipamento Therapy XT (DMC Equipamentos), um
dispositivo avancado para a aplicacado de laser terapia de baixa intensidade. Este
equipamento é dotado de Diodos Emissores de Luz (do inglés, Light Emiting Diode -
LEDs) e lasers de alta precisdo que operam em comprimentos de onda especificos,
otimizados para efeitos terapéuticos. O laser emite luz na regido do vermelho e do
infravermelho, sendo utilizada a luz na regidao vermelha com comprimento de onda de
660 nm, conhecida por sua eficacia em penetrar nos tecidos e estimular a atividade
celular (Hamblin & Demidova, 2006). Aléem disso, o dispositivo possui uma poténcia
ajustavel de até 100 mW, permitindo um controle preciso da intensidade e duracdo da

terapia. Durante as sessfes, o dispositivo foi aplicado diretamente sobre a artéria
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caudal, seguindo o protocolo padronizado de dosagem, para garantir consisténcia e
reprodutibilidade dos resultados. A escolha do equipamento Therapy XT foi
fundamentada em sua variedade de parametros dosimétricos, conforme a Tabela 01,

além de proporcionar uma terapia ndo invasiva com minimo desconforto para os

animais.
Poténcia 100 mW + 20% de poténcia
Modo Continuo (CW)
Cumprimento de onda 660 nm + 10 nm
Energia 3,2J(TL)e 6 J(TH)
Tempo de exposicao 32" (TL) e 60" (TH)
Irradiancia Na veia/artéria caudal
Numero de tratamentos 3 dias consecutivos, 1 vezes por dia
Fluéncia ~35 J/cm? (Dose de 1 J)

Tabela 01: Parametros dosimétricos. Fonte: autora, com base nos dados fornecidos
pelo fabricante (DMC Equipamento).

3.2.2. Especifica¢cdes da aplicagcéo

A fotobiomodulacao vascular foi realizada na veia/artéria caudal, com os parametros
descritos na Tabela 01, sendo esta regido a escolha em varios estudos (Amjadi, et al.,
2019; Roshchina, et al., 2003; Tomimura, at al., 2014; Lopez et al., 2022; Martinelli,
et al., 2022; Yamaikina, et al., 2012). Para o procedimento, os animas foram contidos
manualmente e LLLT sistémica foi administrada por via transcutdnea em um Unico
ponto de contato direto com a pele. Este ponto é localizado na regido ventral da base
da cauda, regido de grande fluxo sanguineo (Lopez, et al.,, 2022), sendo que a
aplicacao foi feita em um angulo de 90 graus entre o transdutor e a pele para evitar a

refracdo do feixe, conforme a Figura 04.
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Figura 04: Técnica de aplicacédo do ILIB. Fonte: autora.

Existe grande déficit na literatura quanto a doses de laser terapia no modelo animal
com camundongos, contudo, Wang, 2020, avaliou a fotobiomodulagédo em isquemia
cerebral global, sendo que os autores encontraram que PBM nas doses de 3,0 e 4,0
J foram benéficas em uma propor¢ao de 78-80% dos neurénios, enquanto doses
menores que 1,0 e 2,0 J foram mostradas como menos protetoras (Wang, et al.,
2020). Desta forma foi escolhida a dose de 3,2 J para o grupo homeado como
tratado com baixa dose (do inglés, Treated with Low dose - TL) e 0
aproximadamente o dobro 6 J para os animais tratados com alta dose (Treated with
High dose - TH).

3.3 MODELO DE ISQUEMIA

Foi utilizado o modelo de isquemia bicarotidea, como ferramenta para estudo dos
efeitos moduladores da inflamacgéo do ILIB p6s-AVC agudo, amplamente utilizado em
estudos pré-clinicos (Tripathi & Singh, 2021). Este modelo envolve a oclusdo
temporaria de uma artéria carétida e oclusdo permanente da outra, para induzir uma
isquemia cerebral global em animais de laboratério, como camundongos Swiss (Longa
et al., 1989). Este modelo reproduz muitos dos aspectos patofisiolégicos do AVC
isquémico humano e é amplamente reconhecido como uma ferramenta importante

para o estudo das terapias neuroprotetoras (Speetzen, et al, 2013).
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3.3.1. Anestesia

E crucial garantir que os camundongos estejam adequadamente anestesiados e livres
de dor durante todo o procedimento. Desta forma, os camundongos foram
anestesiados com uma combinacgdo de cetamina e xilazina na proporcéo de 9:1,
administrada via injecao intraperitoneal. A cetamina é utilizada para a inducédo da
anestesia, enquanto a xilazina é um sedativo que potencializa os efeitos da cetamina
(Mechelinck, et al., 2019).

3.3.2. Oclusao das Carotidas

A artéria carétida comum esquerda foi ocluida permanentemente, enquanto a artéria
cardtida comum direita foi ocluida temporariamente por 1 h. Apos esse periodo, a
oclusédo foi removida para permitir a reperfusdo sanguinea. A inciséo cirurgica, cervical

dos animais foi entdo suturada, seguido de assepsia local (Speetzen, et al, 2013).

i
[ Artéria cardtida direita

Artéria carotida esquerda

Figura 05: Técnica de oclusédo bilateral das carétidas.
Fonte: autora.

3.3.3. P4s-operatorio

Apds o procedimento cirargico, os camundongos foram colocados em uma caixa de
recuperagdo, com acesso a racao e agua adequado. O ambiente foi mantido limpo e
confortavel, para o bem-estar dos animais, com temperatura de 22+2°C e a umidade
60+£5%. Utilizou-se como substrato maravalha limpa. Os animais eram monitorados
regularmente para detectar possiveis sinais de sofrimento ou complicacdes. Apos 48

h do periodo de AVC, os camundongos foram submetidos a eutanasia, de acordo com
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0s protocolos éticos e regulamentares (Concea, 2018), para posterior andlise dos

tecidos e avaliacdo dos danos cerebrais causados pela isquemia e reperfuséo.

3.4 COLETA SANGUINEA

3.4.1. Anédlises de stress oxidativo e interleucinas

O sangue foi coletado inicialmente por puncao no ventriculo direito apds toracotomia,
em microtubos. O sangue foi coletado imediatamente e centrifugado a 115 g por 10
min em uma centrifuga refrigerada. O soro resultante foi separado e armazenado a -

20°C até o momento das analises.

3.4.2. Hemograma

O sangue foi coletado por pungdo no ventriculo direito apds toracotomia, em
microtubos com heparina, havendo sido levado em reservatorio isolante térmico com

gelo ao laboratorio parceiro para as analises, de forma imediata.

3.5 HOMOGENATO DO CEREBRO

Para obter o lisado do cérebro foi dissolvido em uma solucdo conhecida como
Greenberger Lysis Buffer (GLB) (Milano et al, 2008), conforme a figura O06.
Primeiramente os tecidos foram coletados e armazenados a -80°C e,
subsequentemente, suspensos em GLB, composto por: Tampéao Fosfato-Salino (do
inglés, phosphate buffered saline — PBS), diluido 1:1, 150 mM NaCl, 15 mM Tris, 1
mM MgCI2-H20, 1 mM CaCl2, 1% Triton X-100, Inibidor de Protease 1:100 (Sigma —
AEBSF, Aprotinin, Bestatin, E-64, Leupeptin). Os cérebros foram homogeneizados e
entdo colocados no gelo por 30 min. Os tecidos rompidos foram centrifugados a 3470
g por 7 min, e o sobrenadante foi coletado e centrifugado a 420 g por 10 min. Uma
aliquota foi retirada para medir o estresse oxidativo através dos produtos de oxidacéo
avancada de proteinas (do inglés, advanced protein oxidation product - AOPP) (Witko-
Sarsat, et al., 1996; Cao, et al., 2014) e de substancias reativas ao acido tiobarbiturico
(do inglés, thiobarbituric acid reactive substances -TBARS) (Costa et al., 2006;
Chakraborty et al., 2009).

O homogenato do cérebro também foi utilizado para realizar dosagens de

interleucinas utilizando citometria de fluxo com o kit de inflamacéo Matriz de Esferas
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Citométricas (do inglés, Cytometric Bead Array — CBA) (BD, Breda, Holanda),

seguindo as instrucdes do fabricante.

Coleta e
armazenamento
Cérebro coletado Preparacgao da
apos eutanasia e solucdo GLB
armazenado a
-80 Nacl,

Tris,MgCl2-H20,  Homogeneizagao
Cacl, Triton X-100, e incubacdo em

P fconpe gis - ifugaca
— Centrifugacao 1
homogeneizados e  Tecidos rompidos u
colocados no gelo a 3475g/7min
por 30min Sobrenadante

coletado Centrifugacao 2

Centrifugacao a 420g/10min,
de uma aliquota para analisar de
EO e restante para o CBA

Figura 06: Esquema de preparo do homogenato do cérebro. Fonte: Autora.

3.6 MENSURACAO DA AREA MACROSCOPICA DE INFARTO

A coloracdo com Trifenil Tetrazoélio (TTC) foi padronizada como um método eficaz para
medir a area de infarto cerebral (AVC) em estudos pré-clinicos. Este método foi
idealizado por Bederson et al. (1986), e vem sendo utilizado desde entdo para avaliar
o tamanho do infarto em estudos experimentais de neuroprotecao e terapias pés-AVC,
sendo considerada um método padrédo em muitos laboratorios de pesquisa. O TTC é
utilizado como corante para diferenciar tecido cerebral viavel de tecido necrotico em
modelos experimentais de AVC em animais. O TTC reage com as enzimas
mitocondriais ativas nos tecidos viaveis, resultando em uma coloracdo vermelho-vivo,
enquanto as areas infartadas, onde ha perda de funcdo mitocondrial, permanecem

esbranquicadas (Bederson, et al., 1986).

O procedimento para mensuracdo da area de infarto utilizando 2,3,5-trifeniltetrazolio
(vermelho de tetrazoélio, TTC, Sigma Aldrich) comeca com a extracdo cuidadosa do
cérebro, ap6s 48 h do AVE, seguida de cortes em fatias de 2 mm, que séo colocados
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em microtubos de 1,5 ml. As fatias sdo coradas com TTC por 30 min a 37°C em Banho
Seco e os cortes sdo colocados nas laminas e escaneados. Apds a coloracédo, a
solucéo de TTC é removida, e o tecido cerebral é fixado com paraformaldeido a 4%,
conforme Zhang & Chen, 2012. A mensuracdo da area de infarto foi realizada no
software Image J, onde a escala e o limiar de cor séo ajustados para delimitar a regido
de interesse, sendo que a area selecionada € automaticamente calculada pelo

programa.

3.7 CAMPO ABERTO

O teste do campo aberto, (do inglés Open Field - OF), € uma metodologia amplamente
utilizada para avaliar comportamentos de exploracdo, ansiedade e atividade
locomotora em modelos animais, particularmente em estudos com roedores (Prut &
Belzung, 2003). Este teste € conduzido em um ambiente aberto, geralmente em uma
arena quadrada ou retangular, que possui paredes baixas para evitar a fuga dos
animais. A arena é frequentemente marcada em quadrantes para facilitar a analise do

comportamento (Kraeuter, et al., 2018).

O teste campo aberto foi realizado com limpeza da arena, ou seja, antes de cada teste
para evitar a interferéncia de odores, em temperatura ambiental de 22+2°C. Os
animais sdo colocados na arena por um periodo de aclimatacdo de 2 min, permitindo
gue se familiarizem com o ambiente. Durante 5 min, o comportamento dos animais &

observado e registrado, como mostra a Figura 07. Os dados coletados séo analisados

utilizando o software Anymaze.

Rec 133MB 0345

Figura 07: Campo aberto adaptado. A: animal posicionado na arena, sendo filmado. B:

imagens das filmagens sendo processadas no software. Fonte: Autora, 2024
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3.8 GRIP TEST

O Girip test, também conhecido como teste de forca de preenséo, é uma avaliagdo
comportamental frequentemente utilizada em modelos experimentais com
camundongos para medir a forca de preensdo das patas anteriores. Este teste é Uutil
na investigacao de deficiéncias motoras e na avaliacdo de intervencdes terapéuticas

gue visam melhorar a funcdo motora (Bertelli, et al., 1995).

Para a realizacdo deste teste, os camundongos foram colocados em uma grade
horizontal. Apés uma breve adaptacdo ao ambiente, em temperatura ambiental de
22+2°C, os camundongos sao incentivados a se agarrar a grade. A for¢a de preensao
foi medida quando o animal era gentiimente puxado para baixo, e a forca é
guantificada pelo peso que o animal consegue suportar antes de soltar a grade. Neste
teste foram realizadas 10 (dez) medi¢cdes em cada animal.

—ﬂ J‘L/ﬁtmy ..ﬂ 1_ﬂ__

Figura 08: Grip test. A: animal posicionado na haste do equipamento. B: Fonte:
pesquisador gentilmente puxando o animal para baixo, realizando a medicdo. C:

Registro das forcas exercidas em graficos. Fonte: Autora, 2024.
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3.9 TESTE DE RESISTENCIA DE AGARRE (WIRE HANG TEST)

A avaliacdo da forca de preensdo do fio (MIYAKAWA et al., 2001) foi realizada
seguindo o método descrito por Sango et al. (1996), e avalia a for¢ca neuromuscular.
Os animais foram aclimatados a sala experimental (com temperatura ambiental de
22+2°C) e, pelo menos uma hora antes da realizacdo do experimento, foram

manuseados pelo experimentador.

O dispositivo utilizado foi uma tela quadrada de metal com moldura de madeira.
Inicialmente, o animal foi colocado sobre a grade e agitado brevemente para que se
acostumasse, conforme mostra a Figura 09. Em seguida, a grade foi invertida e
suspensa a 20 cm acima de uma caixa cheia com maravalha. Essa altura era
suficiente para permitir que o animal se agarrasse a posi¢do sem ser ferido durante a

gueda. O tempo decorrido para a queda foi registrado utilizando um cronémetro.

O teste foi realizado antes da isquemia e 48 h apds, e foram permitidas 3 tentativas.

Para a andalise dos dados, foi estabelecido um limite de 5 min.

JRNATALY

Figura 09: Ware hang test. A: Animal colocado na grade. B: Grade levemente agitada para

o animal aderisse a estrutura. C: Inversao da tela. Fonte: Autora, 2023
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3.10 TESTE DE ESCALADA EM HASTE VERTICAL (POLE TEST)

O Pole Test é uma ferramenta utilizada para avaliar a bradicinesia (OGAWA et al.,
1985), tornando-se um instrumento eficaz para avaliar distarbios do movimento
(MATSUURA et al., 1997). Este teste avalia a integridade dos géanglios da base,
necessarios para que os animais tenham destreza nos membros anteriores para

agarrar uma haste e virar-se para baixo.

A estrutura utilizada é composta por uma haste metélica de 45 cm de altura e didametro
de até um centimetro, envolta ou enrolada em material curativo (gaze ou atadura),
como mostra a Figura 09, em temperatura ambiental de 22+2°C. Os animais foram
colocados no topo desta barra com o rosto voltado para cima enquanto era medido
quanto tempo levavam desde a orientacdo em direcdo a parte inferior até chegar do
topo a base durante a escalada.

O tempo de subida foi medido por meio de um cronémetro. O teste foi realizado antes
e 48 h apds a isquemia, sendo permitidas trés tentativas de escalada para cada
animal. Se um animal n&o conseguisse escalar o poste em nenhuma de suas

tentativas, era atribuido um limite de tempo méaximo de 5 min.
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Figura 10: Pole test. A: Animal colocado no topo da haste. B: o animal se direciona para
baixo. C: Realizando a descida. D: Atinge a superficie da caixa com maravalha. Fonte: Autora,
2023

3.11 HEMOGRAMA E LEUCOGRAMA

No procedimento de coleta de sangue para a realizacdo do hemograma, as amostras
de sangue foram coletadas em tubos contendo heparina como anticoagulante e
imediatamente armazenadas a 4°C e processadas dentro de 2 h ap6s a coleta. O
hemograma completo foi realizado utilizando o analisador hematologico automatizado
Sysmex XE-2100, o qual permite a contagem diferencial de leucdcitos, eritrécitos e

plagquetas com alta preciséo.

3.12 DETERMINACAO DOS PRODUTOS AVANCADOS DE OXIDACAO DE
PROTEINAS (AOPP)

O AOPP resulta da interacdo de Estresse Oxidativo (EO) entre a albumina e o acido
hipocloroso, servindo como um relevante indicador de lesdo proteica induzida pela
oxidacao, o que reflete a condicéo de estresse oxidativo do organismo (Nasrallah, et
al., 2013). Um fator significativo que contribui para as sequelas apés o AVE € o
estresse oxidativo. Com base nisso, varios estudos utilizam AOPP como ferramenta
de mensuracdo EO em pacientes que sofreram infarto cerebral (Kotur-Stevuljevic; et
al., 2015; Taffi, et al., 2008; Fanaeia, et al., 2014; Fernando, et al., 2018; Chen; et al.,
2018).

Para determinacédo do AOPP, analisam-se o soro e o homogenato do cérebro, ambos
diluidos numa proporc¢éo de 1:4 utilizando PBS entregue diretamente na microplaca.
Isto envolve misturar 40 uL de soro com 160 yL de PBS. Em seguida, adiciona-se 10
puL de iodeto de potassio (KI) na concentracdo de 1,16 M e acido acético glacial
ultrapuro em quantidades de até 20 pl. A leitura de absorc¢éo é feita imediatamente no
comprimento de onda de 340 nm, garantindo resultados precisos testando todas as

amostras trés vezes em testes em triplicado.

Para criar a curva padrao, foi preparada uma solucéo estoque de Cloramina T a 100
UM dissolvendo 7,04 mg de Cloramina Tri-hidratada em 250 mL de agua destilada e
uma solugéo de Kl a 1,16 M dissolvendo 48,14 g de lodeto de Potassio na mesma

quantidade de &gua destilada. Diferentes concentracdes para as solucdes padrédo
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foram utilizadas, preparadas na microplaca adicionando PBS, Kl e acido acético, de
acordo com o protocolo, enquanto agitava-se a placa durante 6 min antes de |é-la no

comprimento de onda de 340 nm.

Os resultados obtidos foram expressos como concentracdées de AOPP em puM de
Cloramina T, com base na curva padrdo. Esta metodologia garante a determinacao
precisa e confiavel dos niveis de AOPP no soro, o que é essencial para estudos

relacionados ao estresse oxidativo.

Para complementar a analise de AOPP, € necessario medir os niveis de proteina total
no plasma, utilizando um espectrofotdbmetro Nanodrop®. Para fazer isso, 1 yL de
plasma foram pipetado diretamente no sensor do equipamento que mede a
concentracdo de proteina com base na absorbancia a 340 nm. Esses valores foram
utilizados para normalizar as concentracdes de AOPP para quantidades totais de
proteina, garantindo que as variacdes observadas nos niveis de AOPP ndo séo

devidos a diferencas na concentracéo de proteinas.

3.13 SUBSTANCIAS REATIVAS AO ACIDO TIOBARBITURICO (TBARS)

Costa et al., 2006, descreveram o método de andlise das espécies reativas ao Acido
Tiobarbiturico (TBARS). A avaliacédo do estresse oxidativo utilizando o método TBARS
ocorre através da medi¢do de Malondialdeido (MDA), um indicador de dano oxidativo

lipidico.

O procedimento da andlise dos produtos originados do processo de peroxidacao
lipidica induzida por radicais livres (Chakraborty et al., 2009), foi realizado adicionando
75 uL de agua destilada, 50 pL de soro, 125 pL de Acido Tricloroacético (do inglés,
Trichloroacetic Acid - TCA) 17,5% e 125 pL de Acido Tiobarbitirico (do inglés,
Thiobarbituric Acid - TBA) 0,6% em tubos de ensaio. As amostras foram misturadas
bem e incubadas em banho-maria fervente por 20 min, utilizando um bloco de

aguecimento.

Apés a incubacéo, os tubos foram resfriados em gelo, em seguida, foi adicionado 125
uL de TCA 70% as amostras, que foram novamente bem misturadas e incubadas por
20 min no gelo. Apés a incubacgéo, as amostras foram centrifugadas a 3000 rpm por
15 min. O sobrenadante resultante foi transferido para uma placa de ELISA, com 150
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uL de cada amostra em cada poco, e a absorbancia foi lida a 534 nm. A concentracao
do MDA foi calculada utilizando a féormula: (absorbance a 534nm/(coeficiente de
extincdo molar MDA x trajeto 6tico) x diluicdo, sendo que MDA= (Absorbancia a 534
nm/0,034476)x10.

3.14 DOSAGEM DE INTERLEUCINAS COM CBA

Para realizar o CBA no plasma, o sangue coletado foi centrifugado por 10 minutos a
5000 rpm para coletar o plasma. Foi utilizado também o homogenato do cérebro
(descrito anteriormente) para dosagem das citocinas IL-6, IL-12p70, IL-10, TNF e IFN-
y utilizando o kit CBA (Cytometryc Bead Array - Mouse Inflammation Kit) da BD
Biosciences®. O principio do método de dosagem com o kit CBA consiste na ligacéo
de anticorpos com as citocinas de interesse. O kit oferece cinco grupos de
microesferas, apresentando intensidades de fluorescéncia diferentes, revestidas com
anticorpos especificos para cada tipo de citocina, denominadas “esferas de captura”.
Para as dosagens, as esferas de captura especificas para cada citocina, foram
agrupadas e posteriormente misturadas com 25 L de cada amostra, a fim de permitir

a ligacao das esferas de captura com as possiveis citocinas presentes na amostra.

Em seguida foram adicionados a essa mistura anticorpos monoclonais anti-citocinas
de camundongos, conjugados com o Fluorocromo Ficoeritrina (do inglés,
Fluorochrome Phycoerythrin - PE). Apds esta etapa, a fluorescéncia de um total de
5000 microesferas por amostra foi lida em citbmetro de fluxo FACSCanto Il (BD), com
base em Gréficos de Tamanho versus Granulosidade. As populacbes das
microesferas foram detectadas de acordo com suas respectivas intensidades de
fluorescéncia, se distribuindo ao longo de eixo Y (detector de fluorescéncia 4, PE, o
qual capta luz no comprimento de onda 650 nm, correspondente a cor vermelha). O
mesmo procedimento foi realizado previamente para a construgcdo de uma curva
padrdo com concentragdes de 20 a 5000 pg/ml, e empregada para determinar as

concentracdes de cada citocina na amostra em analise.

3.15 ANALISE ESTATISTICA

Os dados sao apresentados como média + Erro Padrao da Média (EPM). Foi realizada
a ANOVA como teste estatistico dos dados e o teste de Fisher para mdultiplas

comparacoes. As diferencas foram consideradas significativas quando P< 0,05. As



43

analises estatisticas foram conduzidas utilizando o software GraphPad Prism, versao
8 (Software Graph Pad, La Jolla, CA, Estados Unidos).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 AREA MACROSCOPICA DE INFARTO

Verificou-se uma diferenca significativa da area macroscopica de infarto, entre o grupo
TH e os demais grupos. O grupo TH apresentou uma regidao de infarto
significativamente menor quando comparado aos grupos AVC e TL, como mostra a
Figura 11 (TH: 19,864 mm? + 2,622 mm?; AVC: 43,848 mm? + 1,975 mm?; TL: 31,473
mm? + 0,692 mm?), indicando que a alta dose de laser terapia sistémica foi mais eficaz
na reducao do dano nos tecidos. Os resultados mostram que o tratamento com alta
dose de laser terapia sistémica teve maior eficacia em reduzir o tamanho do infarto
visivel a olho nu, se comparado com doses menores. Isso ressalta a possivel acdo
neuroprotetora no caso de um AVC, como evidencia Huang, et al., 2012 em seu
estudo que a LLLT confere apds a lesdo cerebral além da neuroprotecdo, uma
reducdo da inflamacao e a estimulacdo da neurogénese, nesta pesquisa, de igual
forma houve uma reducédo do tamanho da area da lesdo em camundongos tratados
com LLLT.

Hl Sham (n=5)

T mm AVC (n=5)
#5 E= TL (n=5)
T I TH (n=5)

Sham AVC TL TH

Area macroscépica de infarto (mmz)

Figura 11: Valores da area macroscopica de infarto (em mm?2) dos grupos
experimentais: Sham compreende aos animais que sofreram procedimento cirdrgico
sem processo de obstrucdo das caroétidas, AVC trata-se de animais que tiveram
obstrucdo das cardtidas, mas sem processo de irradiacdo, TL representando o0s
animais que foram irradiados com laser a 3,2J e TH os animais que foram irradiados
a 6,0J. Sham, AVC, TH e TL, n=5 por grupo. O grupo TH apresentou uma area de
infarto significativamente menor em relacdo aos grupos AVC e TL. Nos quais 0s
simbolos * vs Sham, # vs AVC, $ vs TL, representam p<0,05. Valores comparados
com ANOVA uma via, seguidos de post hoc de Fisher. Expressos como média = EPM.
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A disfuncdo mitocondrial é central nos danos cerebrais, como no AVC, contribuindo
para a diminuicdo da producdo de ATP, excesso de Espécies Reativas de Oxigénio
(do inglés, reactive oxygen species - ROS) e ativagdo de vias apoptoticas que levam
a morte celular (Balch, et al., 2020). No AVCI, a interrupcéo do fluxo de oxigénio e
nutrientes agrava essa disfuncdo. Apds a analise dos resultados, verifica-se que a
LLLT tem demonstrado ser um tratamento promissor, atuando nas mitocondrias para
aumentar a produgao de energia, reduzir o estresse oxidativo e melhorar a resposta
celular, protegendo o cérebro contra danos neuroldogicos ao restaurar a funcao

mitocondrial, tal como também verificado por Yang, et al., 2020.

4.2 CAMPO ABERTO

No teste de campo aberto, ao avaliar a variavel tempo movel, observou-se que 0 grupo
TH permaneceu significativamente mais tempo em movimento do que os demais
grupos (Sham: 214,70 s+ 7,51 s; AVC: 211,20s £ 11,50 s; TL: 216,26 s + 10,11 s e
TH: 247,66 s + 6,43 s). Este resultado também é visto em estudos de casos de
pacientes que receberam PBM apds AVC e apresentaram melhorias na capacidade
de caminhar (Stephan, et al., 2023). Além disso, esse grupo também apresentou um
tempo imoével consideravelmente menor em compara¢ao aos outros grupos (Sham:
85,30s+7,51s; AVC:80,32s+6,665s; TL: 83,74s+10,11se TH: 56,96 s + 8,22 s),
destacando-se no parametro de atividade motora. Este resultado corrobora com o
estudo de Xu, et al., 2016, no qual, ao avaliar o efeito LLLT na depressao, também
encontrou uma reducgéo do tempo de imobilidade no grupo que recebeu a luz laser.
Quanto a distancia percorrida pelos animais, o grupo TH mostrou uma diferenca
significativa quando comparado ao grupo AVC (AVC: 7,39 m+£0,71me  TH: 951 m +
0,61 m), percorrendo uma maior distancia durante o teste, em consonancia ao achado
de Silveira et al., 2016, que, de igual forma ao grupo tratado com LLLT, apresentou

uma distancia percorrida maior no teste de campo aberto.

Em relag&o a velocidade média, o grupo TL apresentou uma diferenca significativa em
comparacao ao grupo AVC (AVC: 0,02 m/s £ 0,001 m/s e TL: 0,032 m/s £ 0,003 m/s),
demonstrando uma maior velocidade de movimento. Essa analise evidencia a eficacia
do tratamento, tanto com alta dose de laser terapia sistémica (TH) quanto com baixa

dose (TL), que também promoveu impacto significativo na velocidade de locomocéao,
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de acordo com a Figura 12. Estes resultados reforcam os achados de Lampl et al.,
2007 que LLLT melhora os déficits de funcdo motora pos AVCI (Lapchak, et al., 2007).
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Figura 12: Resultado Campo aberto (A) Tempo Movel: o grafico ilustra que o grupo
TH permaneceu significativamente mais tempo em movimento em comparagcdo aos
demais grupos. (B) Tempo Imével: o grupo TH apresentou um tempo imovel
significativamente menor em relacdo aos outros grupos, sugerindo maior atividade
motora. (C) Distancia Percorrida: o grupo TH percorreu uma distancia
significativamente maior do que o grupo AVC, indicando maior exploracdo do
ambiente. (D) Velocidade Média: o grupo TL apresentou uma velocidade média
significativamente maior que o grupo AVC, demonstrando uma melhora no
desempenho motor. Os simbolos * vs Sham, # vs AVC, $ vs TL, representam p<0,05.
Valores comparados com ANOVA duas vias, seguidos de post hoc de Fisher’s.
Expressos como média £ EPM.

4.3 TESTE DE SUSPENSAO DE FIO (WIRE HANG TEST) E FORCA DE
PREENSAO (GRIP TEST)

No Gréfico A os dados referentes aos testes de forca muscular utilizando o Wire Hang

demonstraram que o grupo tratado com baixa dose de laser terapia sistémica (TL)
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apresentou uma recuperacado significativamente superior a do grupo que sofreu
isquemia sem tratamento (AVC) (AVC: 26,49 s £ 5,79 s; TL: 47,44 s £ 7,51 s e TH:
22,61 s £ 7,37 s). Esses achados corroboram evidéncias da literatura que sugerem o
papel modulador da fotobiomodulagéo na regeneragédo muscular. Em um estudo de
Marcos et al. (2022), dos 24 ensaios analisados foi constatado que a FBM melhora a

atividade muscular e acelera a recuperacéao algica (Luo, et al., 2021).

No teste wire-hang, a performance significativamente melhor do grupo TL esta em
consonancia com os achados de Xuan et al. (2014), que demonstraram que a
aplicacdo de laser terapia em modelos experimentais de traumatismo cranio
encefalico promoveu a recuperacdo funcional, melhorou a forca de preensdo e o
movimento.

Em contrapartida, os resultados do Grafico B, referentes ao grip-teste, ndo mostraram
diferencas significativas entre os grupos. Essa auséncia de efeito detectavel pode
estar relacionada a natureza do teste em questdo, susceptivel a alteracdes
comportamentais do animal, ficando como pretensdo futura aumentar o n, para

confirmagéo dos resultados.
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Figura 13: Resultados do teste Wire-Hang. Os graficos mostram a performance
significativamente melhor do grupo tratado com baixa dose de laser terapia sistémica
(TL) em comparacéo ao grupo AVC. # vs AVC e $ vs TL, representam p<0,05. Valores
comparados com ANOVA duas vias, seguidos de post hoc de Fisher, expressos como
média £ EPM.
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Grip test
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Figura 14: Resultados do grip-teste, onde néo foi observada diferenca significativa
entre os grupos. Representam p>0,05. Valores comparados com ANOVA duas vias,
seguidos de post hoc de Fisher, expressos como média £ EPM.

4.4 POLE TEST

De acordo com os estudos cientificos, o Pole Test (ou teste da barra) € comumente
empregado para analisar a habilidade motora e o equilibrio em modelos animais
(Crawley, et al., 2007 e Bellum, et al.,, 2007), principalmente em pesquisas de
neurociéncia que abordam enfermidades neurodegenerativas, AVC ou lesdes
isquémicas (Balkaya, et al., 2013). Foi constatada uma associacdo positiva entre a
forca muscular e o equilibrio estatico no membro inferior afetado com a velocidade da
caminhada (Camerin, et al., 2021). Contudo, nao foi observado, em nossos resultados,

variacao significativa entre o grupo AVC e o grupo Sham.
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Figura 15: Resultado Pole test. O gréafico apresenta o delta, que indica a diferenca
no desempenho pré e pos-oclusdo. O grupo TH mostrou uma recuperagao
significativamente superior em comparagcdo aos grupos TL, AVC e Sham. Esses
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dados sugerem que a alta dose de laser terapia sisttmica promove uma melhora
expressiva na coordenacdo motora e equilibrio, indicando um efeito neuroprotetor
eficaz. Os simbolos * vs Sham, # vs AVC, $ vs TL. representam p<0,05. Valores
comparados com ANOVA uma via, seguidos de post hoc de Fisher, expressos como
média £ EPM.

Os resultados do Pole test indicaram que o delta, que representa a diferenca entre o
desempenho antes e depois da oclusdo bicarotidea, foi significativamente maior no
grupo TH em comparagdo com 0s outros grupos, sendo que desempenho dos animais
que foram tratados com alta dose de luz, foi 25,75% maior quando comparado aos
demais que nao foram tratados. Isso sugere que a alta dose de laser terapia sistémica
contribuiu de forma mais efetiva para a melhora das fungdes motoras e a recuperacao
do equilibrio, quando comparada ao grupo TL, AVC e ao grupo Sham (Sham: 3,93 s
+ 5,26 s; AVC: -0,92s+5,48 s; TL: -0,76 s £ 3,63 s e TH: 0,15 s + 5,45 s). Esses
resultados corroboram com estudos em humanos. Por exemplo, um estudo
prospectivo randomizado com 40 pacientes encontrou uma melhora no equilibrio e
nos parametros da marcha de pacientes que sofreram AVC e que receberam a LLLT

(Huang, et al., 2022).

4.5 CBA

45.1. IL12-p70

Conforme a Figura 16 houve um aumento significativo dos niveis de IL-12P70 no
grupo TL em comparacao ao grupo AVC (AVC: 16,34 pg/mL = 0,79 pg/mL; TL: 19,31
pg/mL £ 1,21 pg/mL e TH 15,77 pg/mL = 1,06 pg/mL). Esse resultado sugere que a
aplicacdo de doses baixas de laser terapia sistémica pode estimular uma maior
resposta inflamatéria no tecido cerebral em comparacdo ao grupo AVC. Além disso,
quando os niveis de IL-12P70 do grupo TH foram comparados com os do grupo TL,
foi constatada uma reducéo significativa, indicando que a alta dose de laser terapia
pode refletir um efeito neuroimunomodulador significativo, possivelmente contribuindo
para mecanismos de neuroprotecdo ou regeneracdo apos o AVC. Bitencourt, 2020
observou uma associacao negativa entre IL12P70 e a gravidade do AVC, e positiva

com a forca de preenséo palmar do lado afetado.

Entretanto, no plasma houve um aumento significativo no grupo TH em comparacéo
com os grupos Sham, AVC e TL (Sham: 13,86 pg/mL + 1,12 pg/mL; AVC: 15,52 pg/mL
+ 0,62 pg/mL; TL: 14,90 pg/mL = 1,06 pg/mL e TH: 18,33 pg/mL + 0,68 pg/mL). Esse
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resultado destaca que a aplicacéo de altas doses de laser terapia sistémica nao so
atua localmente, no tecido cerebral, mas também tem um efeito sistémico,
aumentando a concentracdo plasmatica de IL-12P70. A IL-12 € uma citocina pro-
inflamatdria produzida por células dendriticas, macrofagos e células B em resposta a
patégenos microbianos (Ma, & Trinchieri, 2001; O’Shea, & Paul, 2002).

A elevacao da IL-12P70 pode estar associada a uma ativacdo mais robusta de células
imunes, por estar envolvida na ativacdo de células T e células natural killer (NK)
(Trinchieri, et al.,1995). A maior ativacdo de células imunes, de contrapartida,
poderiam ser superexpressadas em razao da geracdo de espécies reativas de
oxigénio ou mesmo de oxigénio singlete pelo processo de transferéncia de elétrons
ou de energia. Estudos associam que niveis mais baixos da producéo de IL-12 podem
limitar gravemente a defesa do hospedeiro contra algumas infeccdes e, entéo,
associar-se com taxas mais elevadas de mortalidade (Lauw, et al., 1999; Goebel, et
al., 2000).
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Figura 16: Dosagem de IL-12p70 (A). Observa-se um aumento significativo da IL-
12p70 no grupo TL em comparacdo com o grupo AVC e uma diminuigéo no grupo TH
em comparacgdo ao grupo TL, sugerindo uma ativacédo dose-dependente da resposta
inflamatoria. (B) Niveis de IL-12p70 no plasma dos grupos experimentais. O TH
apresentou um aumento significativo de IL-12p70 em comparagao aos grupos Sham,
(*p<0,05), AVC (#p<0,05) e TL ($p<0,05). Esse aumento sugere uma resposta
inflamatoria sistémica superior em doses elevadas de LLLT vascular, possivelmente
refletindo uma amplificacao da ativagéo imune. Valores comparados com ANOVA uma
via, seguidos de post hoc de Fisher, expressos como média + EPM.

Comparando esses resultados com estudo Martins, 2021, fica evidente que a laser

terapia sistémica possui o potencial de modular a concentracdo de IL-12p70, que,
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neste estudo em questdo, a dose salivar desta interleucina foi maior no grupo PBMT.
Destaca-se a atuacdo desta na apresentacdo de antigenos e na imuno- estimulacéo
(Ma, et al., 2015). Destaca-se também o possivel mecanismo de acdo da PBMT, o
estimulo das células apresentadoras de antigenos-Receptor Toll-Like (TLR), a
produzir IL-12p70, induzindo uma resposta imune mais eficaz contra agentes

microbianos (Martins, et al., 2021).

4.5.2. TNF

Nos resultados obtidos para o Fator de Necrose Tumoral (do inglés, Tumor Necrosis
Factor - TNF), ndo foram observadas alteracdes estatisticamente significativas nos
niveis dessa citocina inflamatéria entre os diferentes grupos experimentais, tanto no
cérebro quanto no plasma, sem variacdes que indicassem uma resposta diferenciada

ao tratamento ou a condicdo patoldgica.

A auséncia de alteracdes significativas nos niveis de TNF entre os grupos pode sugerir
gue essa citocina especifica ndo tenha sido modulada pelas diferentes dosagens de
laser terapia ou pela condicdo de AVC no modelo utilizado. O TNF é conhecido por
desempenhar um papel central na resposta inflamatoria aguda, porém, seu
envolvimento pode ser mais expressivo em outras fases ou em outros contextos
inflamatorios agudos e sistémicos que ndo foram captados nos momentos da analise.
Na literatura ha, de qualquer forma, um conflito do TNF como marcador p6s-AVC, ja
gue, com base em Xue, et al., 2022, estudos anteriores demonstram que, em algumas
condi¢bes, o TNF-a pode apresentar um padrao de resposta variavel, dependendo do
tipo de estimulo inflamatoério e da fase de leséo tecidual. A falta de variacdo observada
neste estudo sugere que, no contexto de leséo cerebral por AVC e da intervencao por
laser terapia, o TNF-a ndo € um mediador-chave da resposta inflamatéria em
comparagcdo com outras citocinas, como a IL-12P70, que mostrou alteragdes

significativas.
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Figura 17: Dosagem de TNF. (A) No plasma, ndo foram observadas diferencas
significativas entre os grupos (p>0,05), sugerindo que o tratamento com laser terapia
ndo modulou os niveis de TNF no tecido cerebral neste modelo experimental. (B)
Niveis de TNF no cérebro sem alteracGes estatisticamente significativas entre os
grupos TH, TL, AVC e Sham (p>0,05), o que indica que a resposta inflamatoria
sistémica, medida pelo TNF, nédo foi significativamente afetada pelas diferentes doses
de laser terapia. Valores comparados com ANOVA uma via, seguidos do teste de
Fisher, expressos como média + EPM.

O resultado encontrado contrapde o estudo realizado por Souza, et al., 2018, que
evidenciou nos seus resultados que o tratamento com PBM apdés lesdo em tecido
muscular, usando luz vermelha (660 nm), induziu redugéo da expressdo de mRNA

de TNF- a apés 2 dias.

4.5.3. IFN-y

Interferon-y derivado de células T CD4 * e CD8 * (IFN-y) € um mediador inflamatério,
sendo considerado um regulador-chave das respostas imunes e inflamataérias (Yilmaz,
et al., 2006). H4 evidéncias que essa citocina contribui para gerar lesbes apés
isquemia e reperfusdo em outros 6rgaos (Horie, et al., 1999), a qual também foi
encontrada no tecido cerebral de ratos apds isquemia cerebral focal permanente (Li
HL, et al., 2001). Contudo, como se pode observar no gréafico (A) da Figura 18, a
dosagem do IFN-yrevelou que, no cérebro, ndo houve diferenca estatistica. O fato de
nao haver aumento significativo como resposta ao ILIB é positivamente relevante, uma
vez que Yilmaz, (2006), evidenciou que os linfécitos T e o IFN-y podem atuar na
microvasculatura cerebral, acarretando um fendtipo pré-inflamatério e pré-

trombogénico,
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Por outro lado, no plasma (B), os dados mostram que houve um aumento expressivo
nos niveis plasmaticos de IFN-y, estatisticamente significativo, entre o grupo TH e os
grupos AVC e TL (AVC: 1,98 pg/mL = 0,05 pg/mL; TL: 1,90 pg/mL + 0,08 pg/mL e TH:
2,39 pg/mL £ 0,20 pg/mL), o que sugere que a terapia com alta dose de laser terapia
sistémica foi eficaz em modular os niveis dessa citocina de maneira relevante no
plasma. Apesar da acdo pro-inflamatdria no tecido, como mencionado, é plausivel
frisar que a infec¢céo € a causa principal de mortalidade no p6s-AVC isquémico agudo,
resultante de uma imunodepressdo em resposta a diminuicdo de células T e NK
circulantes, por consequéncia reducao da citocina antibacteriana IFN-y no periodo de
reperfusdo inicial. Logo, o0 aumento dessa citocina no plasma do grupo TH sugere um
melhor cenario profilatico de infec¢des sistémicas, uma vez que o IFN-y é considerado

um regulador-chave das respostas imunes e inflamatérias (Yilmaz, et al., 2006).

Os resultados corroboram com o estudo de Dantas (2020), no qual também houve um
aumento dos niveis de IFN-y apés tratamento de PBM e ainda um aumento dos niveis

de mRNA do IFN-y, acompanhado de redugao das ROS.
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Figura 18: Dosagem de IFN-Y. (A) Niveis de IFN-y no cérebro: observou-se um
aumento no grupo TL, porém sem significancia estatistica (p>0,05). (B) Niveis de IFN-
y'no plasma: o grupo TH (tratado com alta dose de laser terapia sistémica) apresentou
aumento significativo em comparacgao aos grupos AVC e TL, nos quais os simbolos #
vs AVC e $ vs TL. representam p<0,05. Valores comparados com ANOVA uma via,
seguidos de post hoc de Fisher, expressos como média £ EPM.
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4.5.4. MCP-1

O resultado referente a dosagem de MCPL1 (Proteina Quimiotatica de Mondcitos 1)
indica um comportamento distinto entre o plasma e o cérebro no contexto dos grupos
experimentais. No plasma, observou-se um aumento significativo de MCP-1 no grupo
TH em comparacédo com os demais grupos (Sham: 49,22 pg/mL + 1,87 pg/mL; AVC:
51,29 pg/mL + 1,69 pg/mL; TL: 49,12 pg/mL £ 1,60 pg/mL e TH: 58,40 pg/mL + 2,18
pg/mL). O aumento da MCP-1 em AVC ja foi relatado na literatura (Reynolds, et al.,
2003; Arakelyan, et al., 2005 e Buraczynska, et al., 2010). Essa quimiocina primaria
recruta monacitos para os locais do endotélio arterial lesionado, atuando na resposta
inflamatoria, tanto em fases inflamatérias agudas quanto crénicas (Buraczynska, et
al., 2010). No AVC, o estudo de Li, et al., 2020, indica a contribuicdo da via de

sinalizacdo da quimiocina MCP-1 na progresséo do AVCI.

No cérebro, também houve um aumento significativo de MCP-1 no grupo TH, mas a
comparacao revelou que esse aumento foi expressivamente superior quando
comparado especificamente aos grupos Sham e TL (Sham: 48,67 pg/mL + 1,02
pg/mL; AVC: 50,96 pg/mL £ 2,73 pg/mL; TL: 48,56 pg/mL + 1,44 pg/mL e TH: 55,65
pg/mL + 3,35 pg/mL). Esse perfil inflamatério sugere que o ILIB, especialmente na
dose 6 J, pode ter efeitos marcantes, tanto na circulacédo periférica quanto no tecido
cerebral, modulando a presenca de proteinas relacionadas a inflamacdo, como a
MCP-1.

Plasma - MCP-1 Cérebro - MCP-1
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® T TH(N=6) = TH(n=3)
s g T
0. 50 T
O =
=
T T 40- | |
Sham AVC TL TH Sham AVC TL TH

(A) (B)

Figura 19: Dosagem de MCP-1. (A) Resultados revelam um aumento significativo da
MCP-1 no plasma em relagdo aos demais grupos e no cérebro do grupo TH (B),
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destacando sua influéncia na resposta inflamatéria em comparacao ao grupo Sham e
TL. Esses achados indicam o potencial da laser terapia em modular respostas
inflamatorias, tanto periféricas quanto cerebrais. Os simbolos * vs Sham, # vs AVC, $
vs TL, representam p<0,05. Valores comparados com ANOVA uma via, seguidos de
post hoc de Fisher, expressos como média + EPM.

Com base nos resultados de Fukuda (2012), que de igual forma demonstram picos
elevados de MCP1 nas primeiras 60 h, seguidos de uma modulagdo com reducao da
producdo, torna-se evidente que a resposta inflamatéria tem um comportamento
dindmico ao longo do tempo, em resposta a LLLT. Desta forma é necessario que
futuros estudos avaliem essa terapia com um periodo de acompanhamento mais
prolongado. Isso permitirh compreender melhor sua influéncia, ndo apenas nos picos
iniciais de inflamacédo, mas também em como ela afeta a modulacdo e a resolugéo

inflamatoria em fases mais tardias da recuperacao pos-AVC.

4.5.5. IL-10

Os resultados da dosagem de interleucina 10 (IL-10) revelaram um comportamento
distinto entre as amostras de plasma e cérebro. No plasma, observou-se um aumento
significativo nos niveis de IL-10 no grupo TH em comparacédo com 0s demais grupos,
(Sham: 18,99 pg/mL + 0,46 pg/mL; AVC: 19,22 pg/mL + 0,74 pg/mL; TL: 20,07 pg/mL
+ 1,12 pg/mL e TH: 22,52 pg/mL = 0,59 pg/mL) sugerindo uma resposta anti-
inflamatéria aumentada neste grupo, corroborando com o estudo de Silveira (2016),
gue descreveu um aumento da IL-10 com o uso da LLLT apo6s lesdo muscular
traumatica aguda. Niveis séricos de IL-10 aumentados estao relacionados a melhores
progndésticos apos o AVC, como visto no estudo de Protti (2013), que mostrou que
essa interleucina tem acao protetora na fase aguda do AVCI e niveis mais baixos,
que, segundo Vila (2003), correlaciona a piora neurolégica no AVE agudo.

Por outro lado, no tecido cerebral, os niveis de IL-10 foram reduzidos no grupo TH em
comparacao com o grupo Sham, e essa reducao foi ainda mais acentuada no grupo
AVC em relagdo ao Sham (Sham: 24,27 pg/mL = 1,08 pg/mL; AVC: 19,93 pg/mL +
1,09 pg/mL; TL: 22,54 pg/mL = 0,98 pg/mL; TH: 21,34 pg/mL + 0,36 pg/mL). Esses
achados indicam uma possivel modulacao diferenciada da IL-10 nos compartimentos
plasmatico e cerebral apés o tratamento com laser terapia. Oliveira (2013) também

encontrou uma reducéo da II-10 em linfonodos mesentéricos e periadrticos.
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Figura 20: Dosagem de IL-10. (A) No plasma, o grupo TH apresentou um aumento
significativo de IL-10 em comparacao aos demais grupos. (B) No cérebro, os niveis
de IL-10 foram reduzidos no grupo TH em relacédo ao grupo Sham, com uma reducéo
ainda maior observada no grupo AVC. Esses resultados sugerem uma modulacao
distinta da resposta anti-inflamatoria nos diferentes tecidos apos a intervencdo com
laser terapia. Os simbolos * vs Sham, # vs AVC, $ vs TL. representam p<0,05. Valores
comparados com ANOVA uma via, seguidos de post hoc de Fisher, expressos como
média + EPM.

4.5.6. IL-6

A Interleucina 6 (IL-6) é considerada uma citocina pré-inflamatérios (Ramadori, et al.,
1999; Ulich, et al., 1989 e Johnson, et al.,1998), podendo ser associada a uma acao
inflamatoria precoce cerebral e vascular, correlacionada ao maior volume de infarto
cerebral e gravidades do AVC (Smith, et al., 2004). Contudo, ha um grande conflito na
literatura, pois estudos também mostram efeitos positivos neurotréficos (Gruol, et al.,
1997) e anti-inflamatorios (Schindler, et al.,1990), que também pode ser significativo

apos lesao cerebral.

Nos resultados referentes IL-6, 0 presente estudo constatou um aumento significativo
nos niveis plasmaticos dessa citocina nos grupos tratados com laser terapia sistémica,
tanto no grupo TL quanto no grupo TH, quando comparados ao grupo Sham (Sham:
6,04 pg/mL + 0,38 pg/mL; TL: 9,36 pg/mL + 0,85 pg/mL e TH: 9,53 pg/mL + 1,27
pg/mL). Isso indica que, independentemente da dosagem aplicada, a laser terapia foi

capaz de aumentar a produc¢éo de IL-6 no plasma.
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Além disso, ao analisar os niveis de IL-6 no tecido cerebral, verificou-se que o0 grupo
AVC apresentou niveis mais baixos de IL-6 em comparacdo ao grupo Sham.
Entretanto, tanto o grupo TL quanto o grupo TH exibiram niveis significativamente
maiores de IL-6 em relacdo ao grupo AVC, (Sham: 4,73 pg/mL + 0,11 pg/mL; AVC:
3,97 pg/mL + 0,25 pg/mL; TL: 5,46 pg/mL £ 0,86 pg/mL e TH: 5,15 pg/mL + 0,55
pg/mL), sugerindo que a laser terapia sistémica, em ambas as dosagens, promoveu
um aumento da producéo de IL-6 no cérebro. Curiosamente, o grupo Sham, que nao
sofreu infarto, apresentou niveis mais elevados de IL-6 no cérebro quando comparado
ao grupo AVC. Tian (2023), em exposi¢cdes dos macrofagos a irradiacdes do laser sob
diferentes parametros, encontrou que o quantitativo da IL-6 em resposta a LLLT é
dose-dependente, ou seja, dependendo da dose de irradiacao utilizada, pode haver

aumento ou reducao da IL-6.
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Figura 21. Dosagem da IL-6 entre os diferentes grupos experimentais. (A) No
plasma, houve um aumento significativo de IL-6 nos grupos TL e TH em comparacao
ao grupo Sham. (B) No cérebro, os niveis de IL-6 foram maiores no grupo AVC em
relacdo ao grupo Sham, enquanto os grupos tratados com laser (TL e TH)
apresentaram aumentos ainda mais significativos de IL-6 em comparacédo ao grupo
AVC. Esses resultados indicam que a laser terapia sistémica aumenta a producéo de
IL-6 tanto no plasma quanto no cérebro. Os simbolos * vs Sham. e # vs AVC.
representam p<0,05. Valores comparados com ANOVA uma via, seguidos de post hoc
de Fisher, expressos como média £ EPM.

Esses achados indicam uma possivel modulagéo inflamatéria diferencial induzida pela
laser terapia sistémica, tanto no plasma quanto no cérebro, com influéncia sobre a
producéo de IL-6 em diferentes contextos de inflamacéao e leséo tecidual. Contudo o
estudo de Mojarad (2017), comparou a concentragdo de interleucina-6 (IL-6) em

animais submetidos a laser terapia por uma e duas semanas, demonstrando uma
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reducao significativa da IL-6, com uma maior reducdo ao longo de duas semanas,
indicando um efeito modulador mais eficaz a longo prazo. A diminuicdo dos niveis de
IL-6 apOs duas semanas de laser foi semelhante a observada no grupo que recebeu
metilprednisolona sodica (Mojarad, et al., 2017).

4.6 HEMOGRAMA COMPLETO

4.6.1. Série branca

A dosagem de neutrofilos segmentados mostrou que houve um aumento significativo
no grupo TH em comparacdo aos outros grupos, apresentando um aumento de 4,8
vezes em relacdo ao Sham, 3,1 vezes em relacdo ao AVC, e 2,0 vezes em relagéo ao
TL. E no Grupo TL em comparacdo aos Grupos AVC e Sham, sugerindo que o
tratamento com diferentes doses de laser terapia teve impacto nos niveis de
neutréfilos segmentados, conforme a Tabela 02. Em contrapartida, Gomes (2021)
encontrou 0 mesmo resultado no grupo tratado com LLLT com relagcdo ao controle.
Diferentemente dos neutrofilos segmentados, os bastonetes ndo foram observados

diferenca significativa entre as dosagens dos grupos.

Os neutrdfilos desempenham funcées complexas no contexto do AVCI, sendo uma
das primeiras células sanguineas a migrar para o cérebro apés o AVC em um modelo
de obstrucdo permanente da artéria cerebral média (Kim, et al., 2019; Perez, et al.,
2015, Essig, et al., 2020). Estudos mostram que os neutrofilos estdo relacionados a
desfechos funcionais clinicamente desfavoraveis (Harris, et al., 2005; Frieler, at al.,
2017; Kawano, et al., 2019; Hou, et al., 2019). No entanto, também h& evidéncias de
gue eles possam ter um papel protetor durante o AVC isquémico. Por outro lado, uma
intervencdo que visava bloquear a migracdo dos neutréfilos para o cérebro néo
demonstrou beneficios clinicos significativos apds o AVC isquémico (Elkind, et al.,
2017 e 2020).

Observou-se que os mondcitos ndo apresentaram diferenca significativa entre os
grupos, podendo ser cogitado o periodo de analise de 48 h pés-AVC, contudo, os
estudos refletem que a infiltracdo de mondcitos atinge o pico trés dias apos o AVC,
(Wattananit, et al., 2016). Outra evidencia € que os resultados da contribuicdo dos
macrofagos infiltrantes para danos neurolégicos ndo sdo unanimes (DelLong, et al.,

2022), uma vez que, desempenham um papel crucial na imunidade inata vascular e
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tém a capacidade de gerar elevadas quantidades de citocinas pro-inflamatorias (Dutta
& Nahrendorf, 2015).

Leucdcitos totais tiveram uma reducéo significativa no grupo TH em comparacao ao
Grupo Sham, indicando uma alteracéo relevante no nimero de leucdcitos neste grupo
tratado com alta dose de laser terapia sistémica, mas ndo nos demais grupos que de
igual forma sofreram isquemia. Os leucocitos estdo associados na literatura a trombos
de AVC, contudo, também participa da defesa sistémica pds AVC; logo a sua

concentracéo deve apresentar uma homeostase (Bi, et al. 2021)

O Grupo Sham apresentou um aumento dos eosindfilos significativo em relacéo aos
grupos AVC, TL e TH, indicando que o tratamento, ou sua auséncia, impactou 0s
niveis de eosindéfilos. O mesmo achado se repetiu com os niveis de plaguetas e o
MPV, entretanto, a literatura mostra que o LLLT aumenta o niumero de plaguetas
geradas a partir de megacariocitos (Zhang, et al., 2016), ou seja, nestes parametros

nao ficou evidenciada a modulag&o do laser intravascular.

Guo (2015) analisou a contagem de leucdcitos em pacientes com AVC, argumentando
que a diminuicdo dos eosindfilos poderia estar relacionada a dois mecanismos
principais: apoptose ou migracdo dessas células para o tecido cerebral (Davoine, et
al., 2014). Durante o AVC, ocorre a quebra da barreira hematoencefalica (BHE),
permitindo a infiltracdo de células inflamatérias, incluindo eosindfilos, no tecido
cerebral lesado (Shichita, et al., 2012).

O grupo TH reduziu significativa os niveis de linfocitos tipicos e basdfilos em relacéo
aos demais grupos. Entretanto na Razdo Neutrofilo/Linfécito (RNL) houve um
aumento significativo do TH, ao comparar com aos outros grupos. Esse resultado
também foi descrito em estudo com camundongos portadores de cancer de mama
gue receberam a FBM (Silva, et al., 2021). Ressalta-se, que a RNL é considerada um

biomarcador de prognésticos preciso em casos de AVCI agudo (Sharma, et al., 2021).

Apesar deste aumento da RNL, observada no TH, indicar uma modulagéo inflamatéria
com maior atividade de neutréfilos, células do sistema imunologico inato, sendo um
resultado preocupante de acordo com o estudo de Tokgoz et al. 2014, que demonstrou
a RNL elevada (>4.81) no momento da admissdo hospitalar pode ser preditor de

mortalidade a curto prazo (dentro de 30 dias), independente do volume do infarto em
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pacientes com AVC isquémico agudo. Porém, simultaneamente, houve reducéo de
linfocitos tipicos, sugerindo um efeito regulador do laser terapia na resposta
adaptativa, e de basdfilos, possivelmente relacionado a diminuicdo de processos
inflamatérios mediados por essas células. Esses achados apontam para um impacto

do laser na promocao de um equilibrio inflamatorio favoravel a recuperacao sistémica.

Grupos (milhares/mm3)

Sham AVC TL TH
Leucdcitos 2,4+0,2 1,603 2,5+£0,5 1,9+02 *
Neutréfilos Bastonetes 1,9+0,3 1,7+0,3 1,7+0,2 1,9+0,2
Neutréfilos Segmentados 12,5+2,0 19,748,8 33,0£10,5 *# 60,5+10,4 *#$
Eosindfilos 1,9+0,4 0,5+0,1 ~* 1,1+0,7 * 00,00 *
Basofilos 12,3+2,4 14,0+5,0 16,2+4,1 0,9+0,2 *#$
Linfécitos tipicos 70,0+£3,5 67,6+3,6 47,149,5 35,1+10,3 *#$
Mondcitos 1,2+0,2 1,4+03 0,9+0,4 1,3+0,3
Razdo Ne“g\?ﬂfﬁ’ Linfocitos 51004 1,741,7 2,140,9 9,828 *#$
Plaguetas 1095,8+90,1 832,2+63,6  770,3t142,3 760,0+£91,8
M.P.V. 8,7+0,2 6,8+0,2 7,3£0,5 6,7+0,1

Tabela 2: Contagens da série branca sanguinea.

ANOVA uma via e post hoc Fisher. Valores expressos como média + EPM.
*vs Sham (n=9), # vs AVC (n=10) e $ vs TL (n=10); TH (n=10).

Cor cinza: resultados que néo tiveram diferenca significativa.

Vermeij, et al. 2018, evidencia que a infeccdo € uma complicagdo comum apés AVC,
afetando de 15% a 30% dos pacientes, logo os resultados, positivos, da analise da
série branca nos quais o ILIB, especialmente na dose de 6 J, promoveu alteracdes
significativas em diversos parametros imunoldgicos, como os niveis de neutrofilos
segmentados, leucdcitos totais, linfocitos tipicos e baséfilos, sugerem um impacto
direto na resposta inflamatoria e imunoldgica apos o AVC.

O aumento da RNL no grupo TH reforca a relevancia dessa terapia como modulador
de biomarcadores inflamatorios no contexto de AVCI. No entanto, a auséncia de
modulacao significativa em outros parametros, como eosindfilos e plaguetas, ressalta
a complexidade das respostas biologicas ao tratamento, exigindo investigacdes
adicionais para esclarecer plenamente os efeitos da laser terapia sobre as células

inflamatorias e o prognéstico p6s-AVC.
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4.6.2. Série vermelha

Os resultados da série vermelha do hemograma revelaram alteracfes significativas
entre os diferentes grupos experimentais. Observou-se um aumento significativo no
namero de hemacias no grupo TH em comparacao ao grupo Sham e AVC, indicando
um efeito positivo da terapia sobre a producdo de glébulos vermelhos. Seguindo o
mesmo padrao, o grupo TH apresentou niveis de hemoglobina significativamente mais
altos do que o grupo Sham, sugerindo uma melhora na capacidade de transporte de
oxigénio no grupo tratado. Ressalta-se que uma contagem baixa de eritrocitos pode
comprometer a oxigenacdo do tecido cerebral, agravando a lesdo (Tanne, et al.,
2010). A literatura destaca a relacdo significativa entre os niveis baixo de
hemoglobina, contagens de eritrocitos e os desfechos clinicos em pacientes pés-AVC
com anemia, associando a piores desfechos, incluindo taxas de mortalidade mais
altas e uma recuperagéo funcional mais prejudicada (Desali, et al., 2023). A relacéo
entre 0s niveis de hemoglobina e os desfechos do AVC € néo linear, tanto com niveis

baixos quanto altos, aumentando o risco de mortalidade (Tanne, et al., 2010).

N&o houve diferenca significativa nos niveis de hematécrito entre os grupos, o que
indica que o volume percentual de glébulos vermelhos em relagcdo ao volume
sanguineo total permaneceu estavel, independentemente do tratamento. Contudo, o
VCM (Volume Corpuscular Médio) apresentou uma reducao significativa no grupo TH
em comparacdo aos grupos Sham e AVC. E o TL também mostrou uma redugao
significativa desses valores em relacao ao grupo Sham, mostrando o impacto da FBM

no tamanho das hemacias.

HCM (Hemoglobina Corpuscular Média): o grupo TL apresentou um aumento
significativo nos niveis de HCM em comparacao ao grupo TH, indicando uma maior
guantidade de hemoglobina por célula no grupo tratado com baixa dose de laser. Em
contrapartida, houve um aumento de CHCM (Concentracdo de Hemoglobina
Corpuscular Média) no TH em comparagdao aos grupos Sham e AVC, e no TL em
relacdo ao grupo Sham.

RDW (Red Cell Distribution Width) ou seja, amplitude de distribuicdo dos eritrocitos:
este indice foi associado a resultados adversos em pacientes com o primeiro AVC,

além disso, niveis mais altos de RDW foram associados a um risco aumentado de
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AVCI recorrente (Shen, et al. 2023). Como mostra Tabela 03, o grupo TL apresentou
valores significativamente menores de RDW (CV), mesmo em comparac¢do ao Sham.
A melhora das propriedades reoldgicas dos eritrécitos, especialmente em relagcédo a
agregacdo e deformabilidade, é crucial para o fluxo sanguineo eficiente. A laser
terapia tem demonstrado beneficios nesse contexto, pois aumenta a flexibilidade dos
eritrocitos e reduz sua tendéncia a agregacao, melhorando assim a circulacao (Wang,
et al. 2016). A diminuicdo do RDW nos animais que receberam laser sugere uma
reducdo na variabilidade do tamanho das células, refletindo em uma melhora na
homogeneidade e na deformabilidade dos eritrécitos, contribuindo para uma dinamica

reologica mais saudavel, promovendo um fluxo sanguineo (Wang, et al. 2016).

Grupos

Sham AVC TL TH
(mﬁﬁgifrﬁ‘;& 72 + 03 76 + 02 74 + 05 81 + 03 *#
Hemoglobina g/dL 114 + 04 119 + 0,3 11,7 + 0,7 125 + 04 *#

Hematocrito % 385 + 1,3 395 = 11 36,7 =+ 2,8 37,1 = 1,7
VCM. fL 535 = 0,7 519 + 1,3 492 + 1,7 * 46,2 £+ 19 *#
HCM. Pg 158 £ 0,1 156 = 0,2 159 = 0,2 155 + 0,2 %
CHCM. g/di 295 =+ 04 30,2 = 05 326 + 14 * 340 + 14 *#

RDW (CV) % 209 + 0,8 188 + 0,8 * 192 + 11 * 21,1 + 0,8
RDW (SD) fL 33,1 + 0,8 295 + 18 * 26,1 + 15 * 30,1 + 0,9 *

Tabela 3: Contagens da série vermelha.

ANOVA uma via e post hoc Fisher. Valores expressos como média + EPM.
*vs Sham (n=12), # vs AVC (n=14) e $vs TL (n=12); TH (n=11).
Cor cinza: resultados que néo tiveram diferenca significativa.

Esses achados indicam que a laser terapia sistémica resultou em um aumento na
producdo de hemacias e hemoglobina, com reducdo no tamanho, favorecendo a
ampliacdo da eficiéncia no tratamento das sequelas do AVC, melhorando a

capacidade oxigenacdo sanguinea e por consequéncia cerebral.

4.7 ESTRESSE OXIDATIVO

4.7.1. AOPP

Os marcadores de estresse oxidativo, como AOPP (Advanced Oxidation Protein
Products) e TBARS (Thiobarbituric Acid Reactive Substances), tém sido amplamente
estudados em relagéo ao AVC, tanto em modelos experimentais quanto em pacientes

humanos (Toloue et al., 2016).
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Durante o periodo de isquemia e reperfusdo, ha um acumulo de ROS, o que resulta
em maior oxidacdo proteica. E, por consequéncia, o aumento dos AOPP no plasma
esta associado a gravidade do AVC e pode servir como um indicador de dano
oxidativo sistémico (Maes, et al., 2023). Foi observada diferenca significativa nos
niveis de AOPP no plasma entre os grupos. Isso indica que, a nivel sistémico, a terapia
com laser sistémico apresentou impacto notavel nos produtos de oxidacao proteica

no plasma apos o AVC.

Estudos indicam que niveis elevados de AOPP apds o AVC podem estar relacionados
a pior desfecho neurolégico, sugerindo que altos niveis de estresse oxidativo proteico
contribuem para a extensao da leséo cerebral. O AOPP no tecido cerebral, mostrou
gue o TH apresentou uma reducdo significativa nos niveis de AOPP em comparacao
com os grupos. Esse achado é indicativo de um efeito neuroprotetor do ILIB, capaz
de reduzir os danos oxidativos locais no cérebro p6s-AVC. A menor concentracao de
produtos de oxidagao proteica sugere que o tratamento pode atenuar 0S processos
de estresse oxidativo associados a lesdo isquémica cerebral.

AOPP - Cérebro

AOPP - Plasma -
— C 50-
m [t
£ 3 .
2 60- . 2
o 60 o 40-
o g #
E # = - M Sham (n=6
K 40+ .7 5 304 S om o)
g E — B AVC (n=6)
5 g 20- B TL(n=6)
S 20+ 3] [ TH (n=6)
= 310-
- o
o o- , , o
5 Sham AVC TL  TH Q o- . .
< Sham AVC TL  TH

Figura 22: Estresse oxidativo: AOPP plasma e cérebro.
Sham, AVC, TH e TL, n=6 por grupo. Os simbolos * vs Sham, # vs AVC, $ vs TL,

representam p<0,05. Valores comparados com ANOVA uma via, post hoc de Fisher,
expressos como média + EPM.

4.7.2. TBARS

A andlise dos niveis de TBARS (Thiobarbituric Acid Reactive Substances), a medi¢cao

de TBARS é uma forma indireta de avaliar o dano oxidativo a lipideos.
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Entretanto, os dados disponiveis mostram que os niveis de TBARS no grupo TH
reduziram significativamente, com relacdo aos grupos AVC e TL. Isso reforca a ideia
de que o ILIB exerce um papel importante ao reduzir a peroxidagao lipidica no cérebro
e no plasma ap6s o AVC, indicando uma protecao contra o estresse oxidativo. Niveis
elevados de TBARS estdo associados a extensao da lesdo isquémica e a gravidade
da peroxidacéo lipidica. Estudos sugerem que altos niveis de TBARS correlacionam-
se com maiores areas de infarto cerebral, maior comprometimento cognitivo e pior

recuperacéo funcional.

TBARS- Plasma TBARS- Cérebro
W
c
80- s 807 \
g S M Sham (n=6)
) o _
5 60- £ 40 ) , T AC(H)
Q *
&2 5 [ TL (n=6)
g £ 404 = T T
@ g = = TH (n=6)
o # ) 2 20-
= 204 <
£ = 2
o
N E T T % 0- T T
Sham AVC TL TH = Sham AVC TL TH

Figura 23: Estresse oxidativo: TBARS no plasma e cérebro.

Sham, AVC, TH e TL, n=6 por grupo. Nos quais os simbolos * vs Sham, # vs AVC, $
vs TL, representam p<0,05. Valores comparados com ANOVA uma via, post hoc de
Fisher, expressos como média = EPM.

Durante e apés um AVC, hd um aumento na producdo de ROS, levando a maior
peroxidacdo de lipidios nas membranas celulares. Esse aumento é particularmente
notavel no cérebro, onde o tecido € mais suscetivel a danos por estresse oxidativo.
Os niveis de TBARS tendem a aumentar significativamente tanto no cérebro quanto

no plasma ap6s um AVC, especialmente em fases agudas.
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5 CONCLUSOES

A avaliagcéo dos dados desta pesquisa, revelou avangos significativos em parametros
hemodindmicos e funcionais, na fase aguda p6s-AVCI. A aplicacdo de ILIB resultou
em um aumento significativo na producao de interleucinas, como IL-12p70, IL-6, IL-
10, MCP-1 e IFN-y. O por exemplo do IFN-y no plasma do grupo TH sugere um melhor
cenario profilatico de infec¢des sistémicas, uma vez que essa citocina é considerado
um regulador-chave das respostas imunes e inflamatorias. Esses efeitos mostraram-
se dependentes da dose, com diferencas notaveis entre as propor¢cdes observadas
no cérebro e no plasma. Além do efeito imunolégico, o tratamento com ILIB
apresentou vantagens funcionais, aprimorando a habilidade motora, a forca e a
mobilidade dos camundongos, evidenciado pelo aumento do tempo de atividade e da
velocidade de deslocamento, assim como pela diminuicdo do tempo de inatividade.
Ademais, o tratamento resultou em uma reducéo significativa da area macroscopica
do infarto, e do estresse oxidativo cerebral e sanguineo, tanto da oxidacéo proteica,
quanto da peroxidacdo lipidica. Destacando o potencial terapéutico da ILIB na
modulacdo da resposta inflamatéria e na facilitacdo da reabilitagdo apds eventos
isquémicos. Esses resultados ndo apenas confirmam a eficacia da laser terapia como
uma abordagem inovadora, mas também abrem novas possibilidades para estratégias

no tratamento do AVC.
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6 PERSPECTIVAS

Outras analises deverdo ser realizadas para um melhor entendimento da via
sistémicas, em diferentes regidbes de aplicacdo, envolvendo os efeitos da
fotobioestimulacdo ap6s o AVC e seus mecanismos moleculares envolvidos. Além
disso, ampliar a pesquisa em diferentes dosagens e protocolos de tratamento e
analisar a resposta terapéutica, aumentando a aplicabilidade clinica, com outras
comorbidades associadas ao AVC. A pesquisa também pode se expandir para
ensaios clinicos em humanos, possibilitando a validacdo dos resultados e a

formulacédo de diretrizes de tratamento fundamentadas em evidéncias.
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