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RESUMO

Os efeitos do Laser de baixa intensidade no tecido adiposo sao, praticamente,
desconhecidos. Frente a isso, 0 presente estudo teve como objetivo caracterizar a
influéncia do Laser de baixa intensidade no tecido adiposo em ratos. A amostra foi
constituida por 42 Rattus norvergicus albinus adultos, fémeas, randomizados em
dois grupos. Os animais foram submetidos a tricotomia da regido toracica dorsal e 0
grupo E foi exposto ao Laser de In-Ga-Al-P, sendo C o grupo controle. Previamente
a eutanasia, o tecido estimulado foi excisado e submetido ao tratamento para
microscopia éptica e microscopia eletrénica de transmisséo. A avaliacdo bioquimica
consistiu na quantificacdo do glicerol plasmatico. O tratamento estatistico foi
realizado por intermédio dos testes t de Student, Wilcoxon e Mann-Whitney (p<0,05).
No que concerne aos resultados, a diferenca percentual do glicerol plasmatico, pré e
pos laserterapia, mostrou-se em 29,12 +35,19% e 5,28 +26,42% para o grupo E e C,
respectivamente, com diferenca estatisticamente significante para E. A area média
dos adipécitos uniloculares apresentou-se em: 1.773 +432 pixels para E e 2.217
1532 pixels para C, com diferenca significativa entre eles. No que tange as
organelas citoplasmaticas, houve uma tendéncia ao aumento do numero e
morfometria das mitocondrias no grupo submetido a laserterapia de baixa
intensidade. A partir destes resultados, pode-se concluir que a aplicacéo do Laser de
baixa intensidade, nas condi¢Bes propostas, promove aumento nas concentracbes
de glicerol plasmatico, reducdo dos adipécitos uniloculares, assim como uma
tendéncia ao aumento no numero e tamanho das mitocondrias.

Palavras-chave: Lasers. Terapia a Laser de baixa intensidade. Ratos. Tecido

adiposo.



ABSTRACT

The effects of low-level Laser on adipose tissue are practically unknown. The
purpose of this study consisted in characterizing the influence of low-level Laser on
adipose tissue in rats. The sample was constituted by 42 Rattus norvergicus albinus,
females, adults, randomized in two groups. All animals were submitted to tricotomy of
the dorsal thoracic region and the E group was exposed to the In-Ga-Al-P Laser. The
C group was the control one. Before euthanasia, the stimulated tissue was excised
and submitted to treatment for optical microscopy and transmission electron
microscopy. The biochemical evaluation consisted in the quantification of serum
glycerol. The statistical analysis was done by t Student test, Wilcoxon test, as well as
by Mann-Whitney test, with 5% of statistical significance. Concerning the results, the
percent difference between the serum glycerol before and after the laser application,
was: 29.12 +35.19 and 5.28 +26.42 for E and C groups, respectively, with statistically
significant difference for E. The average area was 1,773 +432 pixels for E and 2,217
1532 pixels for C, with statistically significant difference between them. Regarding the
cell organelles, there was a tendency towards an increase on the number and size of
the mitochondria in the group submitted to low-level Laser. From these results it can
be concluded that the low-level Laser application, under conditions proposed,
promotes an increase in the serum glycerol, reduction in white adipocytes and a
tendency towards an increase in the number and size of the mitochondria.

Key-words: Lasers. Low-level Laser therapy. Rats. Adipose tissue.
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CAPITULO 1

INTRODUCAO

O tecido adiposo é responséavel por uma série de funcdes essenciais para o
adequado funcionamento do organismo, a saber. metabolizacdo e secrecdo de
compostos protéicos e ndo protéicos, absorcdo de choques mecanicos, reservatorio
energeético, isolamento térmico, bem como preenchimento e auxilio na fixagdo dos
orgdos e delineamento da superficie corporal. De modo geral, integra sinais
provenientes de outros Orgaos, exerce acdes locais, periféricas e centrais e, em
decorréncia da sua funcdo no controle da homeostase energética, pode influenciar
negativamente outros sistemas, na vigéncia de alteragdes funcionais. Deste modo,
trata-se de um Orgao enddcrino, envolvido em diversos processos fisioldgicos e
fisiopatolégicos (Trayhurn e Beattie, 2001; Guirro e Guirro, 2002d; Rajala e Scherer,
2003; Hermsdorff e Monteiro, 2004; Souza, Damasceno et al., 2004; Krug e Ehrhart-
Bornstein, 2005).

Em individuos com peso corporeo dentro dos padrdes de normalidade, o tecido
adiposo corresponde a 20-25% e 15-20% nos sexos feminino e masculino,
respectivamente (Vague, 1991; Garcia, Chaves et al., 2002; Guirro e Guirro, 2002b).
Porém, a distribuicdo da gordura ndo é uniforme. Algumas regides nunca acumulam
adiposidade, como a palpebra e a cicatriz umbilical; e, em contrapartida, outras
regides acumulam-na em grandes quantidades, cabendo citar a por¢céo proximal dos

membros e a parede abdominal (Guirro e Guirro, 2002d; Geneser, 2003).

Quando ha um desequilibrio entre a ingestéo e o gasto caldricos, o substrato de
energia adicional é armazenado na forma de gordura (Trayhurn e Beattie, 2001;
Cisternas, 2002; Garcia, Chaves et al., 2002; Pereira, Francichi et al., 2003;
Delgado, 2005). Este tecido, diferentemente dos demais, apresenta uma acentuada
capacidade de alterar seu tamanho, haja vista que em condi¢des patolégicas como
obesidade e anorexia, 0 mesmo pode elevar seu peso total acima de 100%, ou
diminui-lo, chegando a 3% do normal (Vague, 1991; Trayhurn e Beattie, 2001).

Semelhante a distribuicdo, em termos de uniformidade, a mobilizacdo dos

lipidios ocorre em diferentes velocidades nos variados segmentos corporais. Os
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adipdcitos da regido femoral, por exemplo, sdo metabolicamente mais estaveis e
resistentes a lipdlise, em relagdo aqueles localizados nos membros superiores
(Jensen, 1997; Guirro e Guirro, 2002d). Este fato fundamenta-se pelo maior tamanho
dos mesmos, pela influéncia dos horménios sexuais femininos (Guirro e Guirro,
2002d), assim como por outras caracteristicas intrinsecas deste tecido nas regides
citadas (Pitanguy et al., 1987; Hermsdorff e Monteiro, 2004).

Segundo a World Health Organization (WHO, 2003), existem mais de um bilhdo
de individuos adultos acima do peso, e dentre eles, pelo menos trezentos milhdes
sao clinicamente obesos. Além disso, grande parte dos individuos com peso dentro
dos padrbes de normalidade, ou mesmo com baixo peso, sdo acometidos por
adiposidades localizadas e lipodistrofias de modo geral, com grandes repercussoes
estéticas, funcionais, circulatérias, psicoldgicas, dentre outras (Pitanguy et al., 1987;
Guirro e Guirro, 2002a).

Em complemento, a maior exposi¢cdo do corpo nos dias atuais, a valorizacao
excessiva da beleza, tal qual a associacdo do corpo a idéia de consumo (Russo,
2005), bem como a tendéncia a uma nova consciéncia da harmonia corporal,
refletem consequéncias relacionadas a excessiva preocupacdo com as

deformidades do contorno corporeo (Garcia et al., 2002; Russo, 2005).

No que tange as intervencdes, diversas técnicas terapéuticas sédo utilizadas
objetivando promover ou auxiliar a reducdo da adiposidade, sendo uma dessas a
laserterapia de baixa intensidade. O termo Laser designa amplificacdo de luz por
emissdo estimulada de radiacdo e consiste em um sistema baseado na mecanica
guantica que da origem a um feixe luminoso (Hecht, 2002; Baxter, 2003). Trata-se
de uma radiacdo nao-ionizante, monocromatica, coerente e colimada que ao
interagir com o tecido biolégico gera processos fotobioldgicos, os quais
compreendem alteracdes bioelétricas, bioquimicas e bioenergéticas referentes a
modulacdo da atividade tissular (Karu, 1999; Guirro e Guirro, 2002c; Baxter, 2003;
Nussbaum et al., 2003). Embora bastante utilizada, pouco se sabe a respeito dos
efeitos de tal tecnologia no tecido adiposo (Brown et al., 2004; Medrado et al., 2006).

Tendo em vista a complexidade do tecido adiposo, ha uma urgente
necessidade de informacdes concernentes as acdes especificas das diferentes
técnicas empregadas no mesmo (Medrado et al., 2006). No que tange a laserterapia

de baixa intensidade, essa necessidade € incrementada, uma vez que O0S
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parametros modulatérios sdo diversos e os efeitos proporcionados contraditérios,
frente a variagdo da densidade energética. Nao apenas o0s macroefeitos, mas
também os efeitos moleculares e celulares sado importantes, de modo a fornecer

base para os primeiros.

Neira et al. (2002) avaliaram os efeitos da laserterapia de baixa intensidade no
tecido adiposo de humanos, em complemento a técnica de dermolipectomia. Os
autores observaram a presenca transitoria de poros na membrana dos adipdcitos e o
consequente extravasamento da gordura intracelular para o meio extracelular nas
células submetidas a estimulacdo proposta. Em contrapartida, Brown et al. (2004)
ndo obtiveram resultados positivos, frente ao uso de tal técnica, no tecido adiposo de

humanos, porcos ou mesmo em cultura de pré-adipdocitos humanos.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

O presente estudo teve como objetivo geral caracterizar a influéncia do Laser
de baixa intensidade (In-Ga-Al-P) no tecido adiposo de ratos.

1.1.2 Objetivos Especificos

Os obijetivos especificos compreenderam:

(1) analisar comparativamente os efeitos das intervencdes propostas sobre

o glicerol plasmatico;

(2) avaliar histologica e morfometricamente o tecido adiposo dos animais

pertencentes ao grupo submetido a irradiagéo Laser e ao grupo controle;

(3) avaliar ultra-estruturalmente a célula adiposa dos animais pertencentes

aos grupos experimental e controle e;
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(4) comparar os resultados histomorfométricos e ultraestruturais dos animais

submetidos a irradiacdo Laser com os achados do grupo controle.

1.2 ESTRUTURA DO DOCUMENTO

Inicialmente, no capitulo 1, sdo abordados de forma sucinta os principais
assuntos referentes a realizacdo da presente dissertacdo, de modo a expor o
problema, justificar a selecdo de tal tema e posiciona-lo dentro do contexto atual,
assim como descrever 0s objetivos propostos. No capitulo 2, a revisdo da literatura é
descrita em dois subcapitulos. O primeiro, concernente ao tecido adiposo, a saber:
anatomia, fisiologia, adipocitocinas e especificidades. E o0 segundo referente ao
Laser, mais especificamente: aspectos histéricos, principios fisicos, componentes e
caracteristicas gerais, interagdes com o tecido biolégico, efeitos especificos a nivel
molecular, celular e tecidual e, por fim, aplicacfes na area da saude. Apoés a reviséo,
no capitulo 3, os materiais e métodos sdo apresentados, tanto referentes aos
estudos preliminares, de modo a alcancar a metodologia final, quanto relativos ao
estudo final. No que tange ao Ultimo, sdo descritos: 0 modelo e 0s grupos
experimentais, 0s cuidados basicos, o0 equipamento utilizado, bem como os
procedimentos e as avaliagcfes realizadas. O capitulo 4, por sua vez, discorre sobre
os resultados obtidos, em termos gerais: 0s resultados do estudo histomorfométrico
preliminar e os resultados bioquimicos, histomorfométricos e ultraestruturais
evidenciados pelo estudo final. O capitulo 5 trata da discusséo desses resultados, de
modo a explica-los, justifica-los e contextualiza-los em relacédo aos estudos tedricos
e praticos descritos na literatura, assim como em relacdo ao préprio estudo em si.
Por derradeiro, nos capitulos 6 e 7 as conclusdes desta dissertacdo de mestrado e
as sugestbes para trabalhos futuros, bem como as consideragbes finais sdo
apresentadas, respectivamente, seguidas pelos elementos pds-textuais.



CAPITULO 2

REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O TECIDO ADIPOSO

A tela subcutéanea é um tipo especial de tecido conjuntivo. De modo sucinto,
constitui uma associacdo frouxa de células que armazenam gordura, denominadas
células adiposas ou adip6citos, com células do estroma vascularizado presas em
uma matriz de fibras colagenas e reticulares. Células do leito vascular, fibroblastos e
leucdcitos também fazem parte deste tecido, embora ocupem um volume bastante
diminuto (Garcia et al., 2002).

Tortora et al. (2002) relataram que os triglicerideos armazenados no tecido
adiposo constituem 98% de todas as reservas energéticas do organismo. Por serem
hidrofébicos e ndo exercerem pressao osmaotica sobre as membranas celulares, sdo

mais facilmente armazenados em relacéo ao glicogénio.

Ha duas variedades de tecido adiposo, as quais diferem-se pela cor,
quantidade, vasculariza¢do, atividade metabdlica, numero de organelas e
distribuicdo no organismo, a saber: tecido adiposo unilocular, branco ou amarelo e
tecido adiposo multilocular ou marrom. O primeiro é o tecido distribuido amplamente
ao nivel do subcutaneo e, em decorréncia do acumulo de carotendides, apresenta
variacdo da coloracdo entre o branco e o amarelo, justificando sua denominagéo. O
tecido multilocular é especializado na producédo de calor e, por outro lado, apresenta
distribuicdo corporea limitada. Sua coloracdo decorre da vascularizacdo abundante,
bem como do nimero elevado de mitocdndrias (Garcia et al., 2002; Guirro e Guirro,
2002d).
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2.1.1 Ultraestrutura, Morfologia e Aspectos Histo  légicos

O tecido adiposo unilocular € composto por células grandes, esféricas quando
isoladas e poliédricas quando agrupadas (Garcia et al., 2002; Geneser, 2003). Estas
células apresentam gotas lipidicas, sendo uma principal, grande, responsavel por
empurrar o nucleo celular alongado contra a membrana citoplasmatica, e as outras
gotas menores (Geneser, 2003) (figura 1A). Essas gotas sao envolvidas e
estabilizadas por uma proteina estrutural denominada perilipina (Wolf, 2005).
Importa ressaltar que as células adiposas multiloculares contém inUmeras goticulas
lipidicas, assim como os adipdécitos uniloculares em desenvolvimento, ocorrendo,
nos ultimos, a posterior coalescéncia das mesmas em uma incluséo lipidica grande

na célula madura (Garcia et al., 2002) (figura 1B).

Figura 1. (A) Fotomicrografia de tecido adiposo unilocular corado com hematoxilina e eosina (HE).
Cada espaco representa o local ocupado por uma sé gota lipidica antes da sua dissolugao
durante a preparacao do tecido. O material circundante representa o citoplasma das células
adjacentes e algum tecido conjuntivo. S - septos mais espessos de tecido conjuntivo
delimitando l6bulos de diferentes tamanhos. N - ndcleo. (B) Fotomicrografia de tecido
adiposo multilocular de um recém nascido, corado com HE, onde as células contém
goticulas adiposas de diferentes tamanhos. Figura adaptada de Rowrell et al. (1993).

Uma camada condensada de lipidios, reforcada por filamentos paralelos,
constitui a interface entre a matriz citoplasmatica hidrofilica e a goticula de gordura
hidrofébica (Garcia et al., 2002; Geneser, 2003). Segundo Williamson (1964) esses
lipidios compreendem longas cadeias de acidos graxos e fosfolipidios, orientados
com a extremidade apolar para a fase lipidica, e com a regido polar para a fase

aguosa. Convém complementar que, internamente a interface, o vacuolo adiposo é
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composto por triglicerideos neutros, colesterol e ésteres de colesterol, unidos por
forcas de coesdo de Van Der Walls. Neste sentido, uma linha elétron-densa separa
estas duas bandas, com a presenca de um envelope fenestrado na porcéo
citoplasmatica, e restos elétron-densos na extremidade lipidica (Cushman, 1970)
(figura 2). A membrana citoplasmética, por sua vez, apresenta numerosas
invaginacdes, denominadas vesiculas de pinocitose, e externamente & envolta por
glicoproteinas. O adipdcito, conforme Cushman (1970), constitui-se de um extenso
sistema de membranas. Relativamente as organelas, estas células apresentam
poucas mitocéndrias, cisternas de reticulo endoplasmatico ocasionais, complexo de
Golgi pequeno e uma quantidade moderada de ribossomos livres (Garcia et al.,
2002; Geneser, 2003).

Figura 2. Eletromicrografia de célula adiposa unilocular. L — Gota lipidica central; cm — membrana
citoplasmatica; N — nlcleo; ch — cromatina condensada; p — poro nuclear; | - microtubulo;
en — envelope fenestrado; fen — fenestra; r — ribossomo; deb — restos elétron-densos; d —
linha elétron-densa; cf — citoplasma na fenestra. Figura adaptada de Cushman (1970).
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Este tecido, ainda, apresenta septos de tecido conjuntivo que contém vasos,
nervos, fibras colagenas e reticulares. A vascularizacdo € muito abundante tendo em
vista a pequena quantidade de citoplasma funcionante. Junqueira e Carneiro (2004)
ressaltaram que a relacdo entre o volume de capilar sanguineo e o volume
citoplasmatico € maior no tecido adiposo do que no musculo estriado. Lee e
Pappone (1997) sugeriram que as membranas celulares das células adiposas
uniloculares e multiloculares sdo acentuadamente semelhantes, no que tange as

suas propriedades.

Ambos os tipos de tecido adiposo sdo inervados pelo sistema nervoso
autbnomo, mais especificamente pelas fibras simpéticas. No tecido unilocular, as
terminacdes nervosas sao encontradas apenas nas paredes dos vasos sanguineos,
logo, os adipdcitos ndo sdo diretamente inervados (Hermsdorff e Monteiro, 2004;
Jungueira e Carneiro, 2004). Entretanto, Bartness e Bamshad (1998) e Trayhurn et
al. (2001) referiram a presenca de inervacdo simpatica direta adjacente aos
adipdcitos, tendo em vista as relagdes entre este sistema e as concentracdes de
leptina. No tecido multilocular, por outro lado, as terminacdes nervosas simpaticas

atingem diretamente as células adiposas (Hermsdorff e Monteiro, 2004).

2.1.2 Fisiologia

As principais acbes metabolicas do tecido adiposo unilocular compreendem
as atividades lipogénicas e lipoliticas. Os lipidios armazenados nas células adiposas
sdo, principalmente, triglicerideos ou ésteres de acidos graxos e glicerol (Garcia,
Chaves et al., 2002; Tortora e Grabowski, 2002) e em menor quantidade o colesterol
(Trayhurn e Beattie, 2001). Tais lipidios sdo provenientes da alimentacdo e
carreados até as células adiposas como triglicerideos a partir dos quilomicrons,
oriundos do figado e transportados até o tecido adiposo sob a forma de triglicerideos
constituintes das lipoproteinas plasmaticas de densidade muito baixa (VLDL), e da
sintese nas proprias células adiposas, a partir da glicose (Garcia et al., 2002; Tortora
e Grabowski, 2002; Hermsdorff e Monteiro, 2004).

Os quilomicrons séo particulas formadas pelas células epiteliais do intestino

delgado, a partir dos nutrientes absorvidos. S&o constituidos por triglicerideos e
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pequenas quantidades de colesterol, fosfolipideos, proteinas (Junqueira e Carneiro,
2004) e vitaminas lipossolaveis (Tortora e Grabowski, 2002). Apds deixarem as
células epiteliais, atingem a circulacdo sistémica, por intermédio do sistema linfatico
e sangue venoso. Nos capilares sanguineos do tecido adiposo, ocorre a hidrolise
dos quilomicrons e das VLDL através da lipase lipoproteica, com consequente
liberacdo de acidos graxos e glicerol. Os mesmos sédo absorvidos pelos adipécitos e
se difundem para o citoplasma, onde se recombinam para formar novas moléculas
de triglicerideos, bem como pelas células musculares para producédo de adenosina
trifosfato (ATP) (Trayhurn e Beattie, 2001; Cisternas, 2002; Tortora e Grabowski,
2002; Bos et al., 2005). Tortora et al. (2002) salientaram que apés depositar parte de
seus triglicerideos nas células adiposas, as VLDL séo convertidas em lipoproteinas
de baixa densidade (LDL).

A captacdo dos acidos graxos pelo adipécito, em sua maior parte, ocorre por
difusdo facilitada através de proteinas transportadoras transmembrana. Dentre
estas, destacam-se a CD36 e a proteina transportadora de acidos graxos (FATP).
Uma vez no citoplasma, o acido graxo se liga a outra proteina de ligacdo, a FABP,
gue transporta a molécula para ser acilada com a coenzima A, através da

acetilCoAsintetase. Na sequéncia, por fim, o &cido graxo € transferido para a

goticula adiposa (Fonseca-Alaniz et al., 2006).

O aumento de triglicerideos e, consequentemente, da goticula adiposa,
promove hipertrofia adipocitaria. Na presenca de gordura em demasia, precursores
de adipdcitos sdo recrutados e na sequéncia submetidos a diferenciacédo celular,
culminando em aumento, em diferentes graus, deste tecido (Spiegelman e Flier,
2001; Chavey et al., 2003).

Diversos fatores de transcricdo estdo envolvidos neste processo (Rosen et al.,
1999; Clausell e Tavares, 2004). O PPARy, um membro de uma familia de
receptores nucleares altamente expresso no tecido adiposo, tem papel critico na
regulacdo da diferenciacdo do adipdcito, onde estimula a transcricdo de muitos
genes adipociticos especificos, assim como o inicio da adipogénese (Rosen et al.,
1999). Outros fatores de transcricdo envolvidos na diferenciacdo adipocitaria
compreendem os C/EBPs, membros da familia b-zip (dominio basico de ligacdo do
DNA) (Lekstrom-Himes e Xanthopoulos, 1988; Rosen et al., 1999) e o KLF15,
membro da familia Kruppel like factor (Oishi et al., 2005). Cabe relatar que os acidos
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graxos correspondem a um grupo de ativadores naturais desses receptores (Lee et
al., 2003).

Basicamente, a diferenciacdo adipocitaria € caracterizada por mudancas
cronoldgicas na expressao de numerosos genes, 0s quais refletem na aquisicdo do
fendtipo de adipdcito. Primariamente, a célula passa pelo estagio de estabilizagdo do
crescimento, seguido pelo estagio de mitoses pds-confluentes, expansédo clonal e,
nos estagios finais, a célula incrementa a lipogénese, adquire sensibilidade a
insulina, aumenta o numero total de receptores adrenérgicos e passa a sintetizar um
namero consideravel de substancias especificas de tal tecido (Gregoire et al., 1998)

(figura 3).
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Figura 3. Estagios da diferenciacdo adipocitaria. Precursores de células-tronco pluripotentes déo
origem as células precursoras mesenquimais com potencial para diferenciagdo em
osteoblastos, condrobastos, mioblastos e adipécitos. Moléculas seletivas acompanham este
processo de diferenciacdo, com sua duracdo aproximada representada acima pela linha
sélida. AG — acidos graxos, MCE — matriz extracelular. Figura adaptada de Gregoire et al.
(1998).

A lipdlise ou hidrdlise dos triglicerideos € desencadeada por hormonios,
neurotransmissores e outras moléculas efetoras (Arner, 1996; Cisternas, 2002;
Holm, 2003; Hermsdorff e Monteiro, 2004; Wolf, 2005). No caso das catecolaminas,
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as mesmas sdo liberadas pelas terminacdes poOs-ganglionares dos neurénios
simpaticos do tecido adiposo, e agem via receptores adrenérgicos, mais
especificamente B B2 e Bs, estimulando a lipase hormonio sensivel e inibindo os

adrenoceptores a; e a lipase lipoprotéica (Arner, 1996; Holm, 2003).

Em termos moleculares, a lipase hormonio sensivel € uma proteina com larga
especificidade ao substrato composta por dois grandes dominios, um dominio N-
terminal e outro C-terminal. O ultimo compreende o dominio catalitico, enquanto o
dominio N-terminal, embora pouco compreendido, seja responsavel pelas interacdes

entre as diferentes proteinas bem como entre a proteina e lipidios (Holm, 2003).

A ligacdo entre os receptores adrenérgicos e 0s agonistas, acoplados ao
adenilato ciclase via proteina G ativada, promove um incremento de adenosina
monofosfato ciclica (AMPc) e a ativacdo da proteina quinase A (PKA), a qual
fosforila a lipase horménio sensivel e a perilipina. Em continuidade, a lipase
horménio sensivel fosforilada é translocada para a goticula de gordura (Cisternas,
2002; Holm, 2003; Hermsdorff e Monteiro, 2004; Wolf, 2005). Nao apenas a proteina
quinase, mas também a ERK 1 e 2 (sinal extracelular regulado por quinases) é
ativada, via 1 integrinas, estimulando em conjunto a lipdlise (figura 4) (Farnier et al.,
2003; Holm, 2003). Farnier et al. (2003) obtiveram modificacdes funcionais
adipocitarias, decorrentes das variagbes morfométricas celulares, por padrdes de

sinalizacao [3; integrinas/ERKSs.

Segundo Wolf (2005), a perilipina fosforilada possibilita a entrada da lipase
horménio sensivel a goticula adiposa, onde os triglicerideos sao convertidos em
diglicerideos e estes em monoglicerideos. Além da lipase horménio sensivel, a
desnutrina também é responsavel pela conversao de triglicerideos em diglicerideos
(Holm, 2003; Wolf, 2005). Dolinsky et al. (2004) citaram ainda a triglicerol hidrolase
como proteina envolvida na hidrélise dos triglicerideos adipocitarios. Os
monoglicerideos séo hidrolizados por outra enzima, denominada monoglicerideo
lipase e na sequéncia, ocorre a liberacdo de acidos graxos e glicerol que, por sua
vez, difundem-se para os capilares do tecido adiposo. Os acidos graxos, quase
insolaveis na agua, ligam-se a porcao hidrofébica da albumina do plasma sanguineo
e sdo transportados para outros tecidos onde serdo utilizados como fonte de
energia. O glicerol, em contraste, bastante solivel no plasma, € captado pelo figado

e reaproveitado (Junqueira e Carneiro, 2004). Garcia et al. (2002) relataram que os
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adipdcitos uniloculares tornam-se multiloculares e diminuem de didmetro a medida

que mobilizam lipidios.
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Figura 4. Lipdlise adipocitaria. A ligacdo de agonistas aos receptores B-adrenérgicos (B-AR), ligados a
adenilato ciclase (AC) via Proteina G ativada (Gs), eleva os niveis de AMPc, que ativa a
proteoquinase A (PKA), a qual fosforila: a lipase hormonio sensivel (HSL) em trés residuos
serina e, a perilipina A em multiplos sitios. A HSL é entéo translocada para a goticula de
gordura, onde a perilipina fosforilada possibilita seu acesso. A HSL é, aparentemente,
fosforilada em um quarto residuo serina. Esse processo resulta na degradacdo dos
triglicerideos (TG) em diglicerideos (DG), destes em monogliceridos e por fim, em acidos
graxos e glicerol com a participacao da monoglicerideo lipase (MGL). Figura adaptada de
Holm (2003).

Importa citar que a perilipina regula tanto a lipdlise quanto a lipogénese, por
intermédio do controle do acesso a goticula lipidica por parte das enzimas lipoliticas.
Esta proteina, em condicbes basais, protege a goticula adiposa da acdo das
enzimas citosélicas. Entretanto, quando fosforilada, permite o acesso das mesmas
ao triglicerideo intracelular (Wolf, 2005; Marcinkiewicz et al., 2006; Yamaguchi et al.,
2006). Marcinkiewicz et al. (2006) observaram que a fosforilagcdo da perilipina A, pela
serina492, desencadeia a fragmentacéo e a dispersao de tais gotas. A evidéncia da
perilipina A junto aos fragmentos lipidicos minimos sugere a participacdo de tal
proteina no auxilio da reestruturacdo do triglicerideo goticular. Os autores

especularam ainda que essa fosforilacdo seja responsavel pelo recrutamento de
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moléculas responsaveis pela motilidade da goticula, no processo de remodelacéo da
mesma. Duas isoformas de perilipina sdo conhecidas: perilipina A e B, sendo a
primeira dominante e responsavel por envolver a gota adiposa (Marcinkiewicz et al.,
2006).

Segundo Gaudiot et al. (1998 e 2000), o 6xido nitrico (NO) exerce um papel
importante na modulacdo da lipélise adipocitéria, tendo em vista seu estado redox.
Large et. al. (1998) e Mottagui-Tabar e Rydén et al. (2003), a partir de seus estudos,
sugeriram que a expressao da lipase horménio sensivel mantém relacdo com a
capacidade de estimulacdo catecolaminérgica, por parte das células adiposas,
enquanto a expressdo da perilipina mantém relagdo com a capacidade lipolitica
basal. E Yamaguchi et al. (2006) consideraram a interacdo entre a CGI-58
endogena, distribuida nas goticulas de gordura e a perilipina como critica no

metabolismo lipidico intracelular.

De modo geral, a lipdlise e a lipogénese sédo reguladas por hormdnios de
mesma natureza. A ativacdo da lipdlise é resultante do aumento da concentracao
intracelular de AMPc, podendo ser mediada pela epinefrina e norepinefrina, cortisol,
hormonios tireoideanos, glucagon e fatores de crescimento (Arner, 1996; Tortora e
Grabowski, 2002; Hermsdorff e Monteiro, 2004). Vale complementar que variagdes
nas taxas de fluxo sanguineo podem influenciar a atividade lipolitica (Arner, 1996).
Quisth et al. (2005) demonstraram padrdes diferenciados de regulacao, por parte da
noradrenalina, no tecido adiposo em relacdo ao musculo esquelético. O primeiro
apresentou uma sensibilidade alta, porém, transitoria a tal substancia, tanto para a
lipdlise quanto para a alteracdo de fluxo sanguineo. Vale citar que em termos
lipoliticos, a sensibilidade apresentou-se pelo menos 100 vezes superior para o
tecido adiposo em comparacéo ao musculo esquelético. A transitoriedade observada
é justificada pela reducdo da sensibilidade dos receptores [ adrenérgicos, em
resposta a estimulacdo catecolaminérgica sustentada ou repetida (Arner et al., 1991;
Marion-Latard et al., 2001). Semelhantemente a Quisth et al. (2005), que
observaram variacdes nas taxas de fluxo sanguineo do tecido adiposo frente ao
incremento de noradrenalina, a saber: aumento seguido de reducdo; Marion-Latard
et al. (2001) verificaram aumento do fluxo sanguineo apos infusdo do tecido adiposo

com norepinefrina e reducéo apos infusdo com terbutalina e dobutamina. Entretanto,



31

0s autores ndo observaram variacdes no fluxo sanguineo frente a tais infusdes,

antes e apos a atividade fisica.

A insulina, por outro lado, € lipogénica (Tortora e Grabowski, 2002;
Hermsdorff e Monteiro, 2004), sendo sua atuacéo decorrente da inativacédo da lipase
horménio sensivel a partir da fosfodiesterase, a qual degrada o AMPc (Holm, 2003;
Wolf, 2005).

Diversos autores relataram que as interacdes entre as diferentes células
adiposas e entre os adipocitos e a matriz extracelular sdo bastante importantes para
0s processos envolvendo tal tecido (Nakajima et al., 1998; Chavey et al., 2003;
Kawagushi et al., 2003). Chavey et al. (2003) concluiram que as metaloproteinases
de matriz extracelular (MMPs) modulam a diferenciacdo adipocitaria em estagios
inicias e Thckonia et al. (2005) observaram a adipogénese na auséncia de contato
entre os adipdcitos, sugerindo que tal interacdo ndo é necesséria para o aumento do
tecido adiposo.

2.1.3 Adipocitocinas

O tecido adiposo sintetiza diversas moléculas denominadas adipocinas ou
adipocitocinas, as quais conferem a funcéo de regulagdo do metabolismo corpéreo a
tal tecido (Trayhurn e Beattie, 2001; Garcia et al., 2002; Hermsdorff e Monteiro,
2004; Krug e Ehrhart-Bornstein, 2005). Essas substancias, em sua grande maioria,
estdo relacionadas aos processos que contribuem na aterosclerose, hipertensao
arterial, resisténcia insulinica, diabetes nao insulino-dependente, dislipidemias,
obesidade, além do proprio controle intrinseco do tecido em questdo. Dentre elas,
destacam-se o fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a), interleucina-6 (IL-6), inibidor
de plasminogénio ativado-1 (PAI-1), proteina C reativa (PCR), resistina, proteina
estimulante de ascilacdo (ASP), leptina, adiponectina e fatores envolvidos no
sistema renina-angiotensina (Trayhurn e Beattie, 2001; Cisternas, 2002; Hermsdorff
e Monteiro, 2004).

O TNF-a é uma citocina que age diretamente no adipécito, promovendo
inducdo da apoptose, inibicdo da lipogénese via inibicdo da expressao da lipase

lipoprotéica, do GLUT-4 e da acetil Coa sintetase, bem como aumento da lipolise. A
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IL-6, por estimular a lipolise independentemente da modulagdo de catecolaminas,
glucagon e insulina, é um fator importante no metabolismo lipidico (Hermsdorff e
Monteiro, 2004). A ASP e o fator de transcricdo ativado por ligantes —y (PPAR — ),
por outro lado, inibem a lipdlise e estimulam a lipogénese, e a angiotensina Il
estimula igualmente a lipogénese, bem como a diferenciagdo dos adipdcitos. A
adiponectina, por sua vez, € uma proteina expressa exclusivamente nos adipdcitos
diferenciados, responsavel por regular a sensibilidade a insulina, e
consequentemente melhorar o controle dos niveis séricos de glicose, acidos graxos

livres e triglicerideos (Cisternas, 2002; Hermsdorff e Monteiro, 2004).

A leptina, descoberta em 1994 por Friedman et al. (Zhang et al., 1994) é
sintetizada, principalmente, pelo tecido adiposo branco e exerce efeitos primordiais
na regulacdo do balanco energético de acordo com a gordura corpérea. Como acao
primaria, atua sobre os neurénios do nucleo hipotalamico arqueado, onde estimula a
expressao de neurotransmissores e hormonios ligados aos mecanismos de inibicéo
da ingestdo alimentar e aumento do gasto energético total, via ativacdo do sistema
nervoso simpatico. Ao mesmo tempo, inibe a expressao do neuropeptideo Y (NPY) e
peptideo agouti, considerados orexigenos (estimuladores da fome). A leptina, ainda,
pode ativar a adenosina ciclase, aumentando a oxidacdo lipidica, assim como
suprimir a atividade da esterol-CoA dessaturase, reduzindo a sintese de
triglicerideos. Sua expressdo varia com o tamanho do adipocito e massa adiposa
total (Trayhurn e Beattie, 2001; Cisternas, 2002; Hermsdorff e Monteiro, 2004;
Delgado, 2005; Krug e Ehrhart-Bornstein, 2005). Sendo assim, um maior grau de
supressdo da producdo de leptina é decorrente da liberacdo de catecolaminas,
sendo esta mediada primariamente através dos [z adrenorreceptores (Trayhurn et
al., 1995; Trayhurn e Beattie, 2001). Trayhurn et al. (1998) afirmaram que o sistema
nervoso simpatico, através de um mecanismo de feedback negativo, € o principal

regulador fisiolégico da producéo de leptina.

Rodriguez et al. (2003) obtiveram um aumento da taxa lipolitica, frente a
incrementos de leptina, em adipdécitos de ratos in vitro, sendo esta mais pronunciada
em altas concentragdes de tal substancia. Os autores n&o observaram diferengas na
lipélise ao comparar diferentes locais de depédsito adiposo (subcutaneo, epididimal e

perirenal) em ratos de diferentes idades. Tais resultados sugerem que as alteracbes
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no metabolismo da leptina, decorrentes do envelhecimento, podem afetar o
hipotalamo e os receptores para a mesma de modo diferenciado.

Novos compostos, relativos ao tecido adiposo, foram caracterizados
recentemente, 0 que em associacdo as adipocinas ja citadas evidenciam a alta

complexidade de tal tecido (Kersten et al., 2000; Krug e Ehrhart-Bornstein, 2005).

2.1.4 Especificidades

Segundo Trayhurn e Beattie (2001) e Hermsdorff e Monteiro (2004), o tecido
adiposo branco é um érgdo homogéneo, com diferencas basicas entre seus diversos
locais de depoésito. Uma delas refere-se as sensibilidades especificas frente as
diversas substancias reguladoras do metabolismo do tecido adiposo. O depdsito
visceral é o mais ativo metabolicamente, haja vista sua alta sensibilidade a acéo
lipolitica das catecolaminas nos -adrenorreceptores. Os a,-adrenorreceptores sao
mais ativos no tecido adiposo subcutaneo gluteo-femoral em relagdo ao abdominal.
E enquanto os receptores B; e B, adrenérgicos estdo bem reduzidos no tecido
adiposo subcutéaneo gluteo-femoral, B, esta bem ativo no tecido subcutaneo
abdominal, indicando que o Ultimo € mais lipolitico em relacdo ao primeiro
(Hermsdorff e Monteiro, 2004).

Louis et al. (2000) evidenciaram, em seus estudos, um papel mais intenso dos
adrenoceptores B1 na estimulacao lipolitica em baixas concentracdes de agonistas
especificos. Contudo, em altas concentracdes destas substancias, os autores
observaram o efeito dominante dos receptores adrenérgicos 33 e, tendo em vista a
magnitude da resposta, os mesmos sugerem que a lipolise maxima pode ser
induzida exclusivamente por tais receptores. Por outro lado, nao foi observado papel

direto mediado pelos 3, adrenoceptores na indugdo lipolitica.

Mauriége et al. (2000) e Hermsdorff e Monteiro (2004) relataram que em
mulheres com idade fértil, a acdo da lipase horménio sensivel, via ativacao
catecolaminérgica, € aumentada no tecido adiposo subcutaneo abdominal em
comparacdo ao gluteo-femoral. Entretanto, em mulheres climatéricas, a lipase

hormdnio sensivel tem atividade reduzida, o que em associacdo a outros fatores



34

pode justificar o maior acimulo de adiposidade abdominal bem como a redistribuicéo
da composicao corporea em mulheres acima de 50 anos.

O tecido adiposo multilocular tem como funcédo primordial a producédo de
calor. Ao ser estimulado pela liberacdo de noradrenalina, 0 mesmo acelera a lipolise
e a oxidacdo dos &cidos graxos, a qual produz calor e ndo ATP. Este processo
decorre da termogenina, uma proteina transmembrana das mitocdndrias, que
permite a volta para a matriz mitocondrial dos protons transportados para o espaco
intermembranoso, sem passar pelo sistema ATP sintetase. Consequentemente, a
energia gerada pelo fluxo de prétons ndo € usada para sintetizar ATP, sendo

dissipada como calor (Garcia et al., 2002).

Segundo Lee e Pappone (1997), o ATP funciona como regulador da exocitose
e da secrecdo de substancias por parte das células adiposas. Os autores
observaram, em seus estudos, uma corrente de despolarizagdo e incrementos na

capacitancia, frente a exposicao dos adipécitos uniloculares ao ATP extracelular.

2.2 LASER

O termo Laser é um acrdénimo para amplificacéo de luz por emissao estimulada
de radiacdo. Esse principio foi originalmente postulado por Albert Einstein, em 1916,
a partir da Lei de Radiacdo de Planck, a qual se refere a emitancia espectral ou
energia por unidade de area e unidade de tempo para cada comprimento de onda.
Baseados no principio de Einstein, Townes, Gordon e Zeiger desenvolveram um
aparelho conhecido como MASER ou amplificacdo de microondas por emisséo
estimulada de radiacdo, dependente diretamente da interacdo quéantica entre a
matéria e a energia radiante (Kahn, 1994; Low e Reed, 2001; Hecht, 2002; Baxter,
2003; Nussbaum et al., 2003).

Em 1958, Townes e Schalow expuseram as condi¢des fisicas gerais a serem
verificadas para o desenvolvimento do amplificador de luz por emissédo estimulada
de radiacdo e, em 1960, Theodore Maiman produziu o primeiro Laser utilizando o
cristal de Rubi nos EUA, o que segundo Hecht (2002) é certamente um dos grandes
marcos da histdria da 6ptica. No ano seguinte, Bennett e Herriott desenvolveram o

Laser gasoso continuo de hélio-nednio (He-Ne), sendo esta a primeira fonte de luz
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coerente disponivel comercialmente. Os Lasers de semicondutores, por sua vez,
foram desenvolvidos em 1962, pouco depois dos diodos emissores de luz (LEDS).
Os primeiros equipamentos eram constituidos de um Unico material, arseneto de
galio (Ga-As), convenientemente dopado de modo a constituir uma juncéo p-n, com
funcionamento em regime pulsado na presenca de temperaturas criogénicas, tendo
em vista o alto calor dissipado (Hecht, 2002). Os estudos se voltaram a redu¢éo do
limiar de funcionamento dos Lasers de diodo e nas décadas subsequentes, diversos
dispositivos foram produzidos, para fins comerciais, vale citar o proprio Laser de As-
Ga, o0 Laser de arseneto de gdlio aluminio (Ga-Al-As) e o Laser de indio-galio-
aluminio-fosforo (In-Ga-Al-P) (Low e Reed, 2001; Hecht, 2002; Baxter, 2003).

Desde a sua concepcao, os Lasers encontraram aplicacbes imediatas e
diversas na medicina, em particular na cirurgia oftdlmica, onde os especialistas
obtiveram sucesso no tratamento do descolamento da retina frente ao uso do Laser
de rubi. De modo geral, até o final de década de 60, grande parte das aplicacdes do
Laser objetivavam seus efeitos ablativos e fototérmicos, sendo esta denominada
high reactive-level laser treatment (HLLT), ou terapia por Laser de alta intensidade. A
partir disso, as aplicagbes né&o-térmicas de tal equipamento passaram a ser
empregadas. Isso em decorréncia do trabalho desenvolvido pelo grupo do professor
Endre Mester, em Budapeste, que evidenciou um grande potencial para
fotomodulacédo frente a irradiacdo tecidual por Laser de intensidade relativamente
baixa (Colls, 1984). Vale citar que nos ultimos 18 anos, a introducédo de pequenos
fotodiodos compactos para emissao do Laser produziu um aumento no uso desta
terapia, conhecida como low-level laser therapy (LILT) ou laserterapia de baixa
intensidade (Colls, 1984; Baxter, 2003). Segundo Baxter (2003) esse € um termo
geneérico e caracteriza a utilizacdo de Lasers com poténcias inferiores a 500 mW e

fluéncias inferiores a 35 J/cm>.

2.2.1 Principios fisicos do Laser

As interacbes dos atomos com campos de radiacdo foram descritas por
Einstein, em 1916 e 1917. Este trabalho compreende o ponto de partida para a

adequada compreensao do funcionamento do Laser. Elas ocorrem por trés
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mecanismos basicos, a saber: emissao espontanea, emisséo estimulada e absorcao
estimulada de radiagéo (Eisberg e Resnick, 1979; Hecht, 2002; Baxter, 2003).

Segundo a teoria quantica, os elétrons podem ocupar camadas especificas
em torno do ndcleo do atomo. A camada basal de cada elétron, em termos
energéticos denominada E1, corresponde ao estado de energia de base, na qual ha
equilibrio entre as forcas do atomo. Vale citar que a passagem de um nivel de
energia para outro € conhecida como transicdo, e exige ganhar ou perder a

diferenca exata de energia existente entre tais niveis (Hecht, 2002; Baxter, 2003).

Os elétrons localizados na érbita de valéncia sdo mais facilmente afetados por
fatores externos, logo, ao fornecer energia adicional ao atomo, os mesmos podem
ocupar niveis de energia mais altos En. Este processo € denominado absorcéo
estimulada de radiacédo (figura 5A) e caracteriza 0 estado de excitacdo a partir do
estado fundamental (Eisberg e Resnick, 1979; Low e Reed, 2001; Kleppner, 2005).

Uma vez num estado de energia mais elevado, os elétrons tendem a retornar
a um nivel energético mais baixo ou fundamental, visto que o primeiro é instavel,
sendo a energia adicional liberada através da emissdo de um foton de radiacéo de
mesma energia que a absorvida. Todavia, o tempo e a dire¢do sdo aleatorios. Esse
fenbmeno é denominado emissdo espontdnea de radiacdo (figura 5B), onde a
transicdo pode ser de modo direto ou indireto. Cabe citar que o tempo de
permanéncia dos elétrons no nivel En pode ser muito curto, da ordem de 10® s
aproximadamente (Low e Reed, 2001; Hecht, 2002; Baxter, 2003; Kleppner, 2005).

O tempo de permanéncia do atomo num dado nivel de energia € determinado
pelo seu tempo de vida no mesmo. Um &tomo excitado no nivel En tem duas
reacoes espontaneas possiveis, mover-se para o nivel E1 ou deslocar-se para um
nivel intermediario E". Neste ultimo nivel, os elétrons ndo podem sair facilmente de
forma espontanea, sendo necessario liberar sua energia por outros meios. Logo, o
tempo de permanéncia do elétron no mesmo é maior, da ordem de 102 s. Importa
relatar que este estado € denominado metaestavel (Low e Reed, 2001; Hecht,
2002).

Quando um féton de energia ressonante perturba um elétron em um estado
de energia mais alto, este move-se para um nivel mais baixo, com uma diferenca

que corresponde a energia do féton estimulador, e emite um féton com as mesmas
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caracteristicas do incidente, mais especificamente energia, direcdo e fase. Esse
processo € denominado emisséo estimulada de radiagdo. O resultado corresponde a
dois fétons idénticos que emergem do atomo perturbado, logo, um processo de
amplificacdo estimulada (figura 5C). Vale ressaltar que esse processo € crucial para
a operacédo do Laser (Eisberg e Resnick, 1979; Low e Reed, 2001; Hecht, 2002;
Kleppner, 2005).

(A) Apsorgao Edtoi
Estimulada A —
520 nm
E1
En
L Foton
(B) Emiss&o 520 o ANS—p
Espontanea
El
E E
" . " Fétons
L Foton ANS—
hetimuiada s e
ANS—p
El El

Figura 5. (A) Transicao do elétron do estado fundamental para o estado de excitacdo (E1 — En); (B)
Retorno do elétron para o estado fundamental espontaneamente com a liberacdo de um
féton; (C) Emisséao estimulada de radiacdo. Figura adaptada de Colls (1987).

Um grande numero de atomos com elétrons no seu estado excitado pode
levar a amplificacdo desde que um foton libere um segundo e esses dois possam
liberar mais dois e assim por diante. Deste modo, ter mais atomos no estado de
energia mais alto em relacdo aos atomos em niveis inferiores ou basais é
importante. Essa situagdo € denominada inversao de populacdo e pode ser obtida
forcando os elétrons de muitos &tomos dentro do seu estado metaestavel ou nivel E
(Low e Reed, 2001).

As taxas de emissdo espontanea e estimulada de radiacdo sao

caracterizadas pelos coeficientes A e B de Einstein, sendo a ultima proporcional a
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taxa de absorcdo (Colls, 1984; Kleppner, 2005). A emissdo espontanea é
diretamente proporcional ao coeficiente A e ao nimero de atomos no estado En. A
emissdo estimulada, por sua vez, é diretamente proporcional ao coeficiente B, ao
namero de atomos no estado En e a densidade de fétons no campo de radiacdo. A
absorcao, para finalizar, é diretamente proporcional & constante B, a densidade de
fotons e ao numero de atomos correspondentes ao estado E1 (Hecht, 2002;
Kleppner, 2005).

Importa ressaltar que os trés processos descritos, mais especificamente
emissao espontanea, absorcdo e emissao estimulada de radiagdo ocorrem

simultaneamente, entretanto, em proporgdes diferentes (Eisberg e Resnick, 1979).

2.2.2 Componentes do Laser

Um Laser € constituido, basicamente por trés componentes essenciais: (1)
um meio ativo, (2) um mecanismo de bombeamento ou fonte de poténcia e (3) um
esquema de realimentacdo ou cavidade ressonante (Eisberg e Resnick, 1979; Colls,
1984; Baxter, 1995; Baxter, 2003; Nussbaum et al., 2003).

O meio ativo é caracterizado por materiais em estado soélido, liquido ou
gasoso, compostos por um grande namero de atomos, moléculas ou ions a serem
excitados a estados de energia mais altos (Baxter, 2003). No que tange a
laserterapia de baixa intensidade, os meios mais importantes sao os gases, Laser de
He-Ne com 632,8 nm de comprimento de onda; e os semicondutores, Laser de Ga-
As com 904 nm, Laser de Ga-Al-As com comprimento de onda entre 780 e 890 nm
(Baxter, 1995; Tuner e Hode, 2004) e o Laser de In-Ga-Al-P com comprimento de
onda entre 630 e 700 nm (Tuner e Hode, 2004). O principio eletrénico da
polarizagdo de uma juncao p-n (positivo-negativa) é responsavel pela producdo dos
fétons nos Lasers de semicondutores. Cabe salientar que estes Lasers sdao
especialmente adequados para utilizacdo na area da saude uma vez que sao
diminutos, eficientes, resistentes, praticos, de baixo custo e faceis de serem
produzidos em grande escala (Hatakoshi et al., 1991; Baxter, 1995; Hecht, 2002;
Baxter, 2003). Neste aspecto, Tuner e Hode (2004) e Hatakoshi et al. (1991)
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relataram que o Laser de He-Ne vem sendo gradualmente substituido pelo Laser de
In-Ga-Al-P.

O mecanismo de bombeamento € responsavel pela excitacdo dos atomos e
inversdo de populacdo do meio Laser. Como ja descrito, os atomos sao excitados
para um estado metaestavel E’, os quais decaem para o nivel En sem emitir
radiacdo (transicdo nao radiativa), permanecendo, deste modo, maior tempo em
niveis elevados (Hecht, 2002; Baxter, 2003). Comumente, o0s dispositivos
terapéuticos tendem a ser supridos pela rede elétrica, entretanto, unidades
recarregaveis e operadas a bateria tém sido produzidas, recentemente, de modo a
tornar tal equipamento portatil (Baxter, 2003). Além destes, outros mecanismos sédo
utilizados para o bombeamento, como radiacédo oOptica, ondas de radio, microondas e

reacoes quimicas (Baxter, 1995; Tuner e Hode, 2004).

A cavidade ressonante, por sua vez, consiste em uma estrutura que contém o
meio ativo e incorpora um par de superficies refletoras paralelas ou espelhos,
alinhados nas extremidades da cavidade, sendo um totalmente refletor e o outro
parcialmente refletor. Dentro dessa camara, os fotons de luz produzidos sao
refletidos para tras e para frente entre os espelhos, aumentando, deste modo, a
eficiéncia da geracao de fotons pela emissdo estimulada (Colls, 1984; Baxter, 2003).
Cabe salientar que a distancia entre os dois espelhos € um multiplo exato do
comprimento de onda do foton, de modo que as ondas refletidas tém mesma fase
que as ondas incidentes, resultando em interferéncia construtiva. A cavidade
ressonante para uma unidade de He-Ne, geralmente é grande, sendo tal Laser
considerado de primeira geragao. Por outro lado, para as unidades que utilizam
diodos, as cavidades sdo diminutas e constituem o proprio meio ativo. Estes,
segundo Baxter (2003) séo considerados de segunda geracao. Aléem disso, muitos
diodos podem ser incorporados em colecdes de multiplas fontes, os quais séo
denominados Lasers de terceira geracao.
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2.2.3 Caracteristicas da Radiagdo Laser

O Laser terapéutico é uma radiacdo ndo-ionizante, monocromatica, colimada
e coerente, além de outras caracteristicas, sendo algumas destas especificas e
responsaveis por diferenciar tal radiacdo daquelas produzidas por fontes similares
(Low e Reed, 2001; Baxter, 2003).

A monocromaticidade, como o proprio nome ja diz, refere-se ao fato da
radiacdo emitida estar situada em um mesmo comprimento de onda. E uma variavel
critica na determinacdo dos efeitos terapéuticos, uma vez que determina quais
biomoléculas absorverdo a radiacao incidente (Low e Reed, 2001; Baxter, 2003). No
gue tange ao espectro eletromagnético, as radiacdes Lasers compreendem aquelas
pertencentes a faixa do infravermelho, espectro visivel e ultravioleta (Colls, 1984;
Baxter, 2003; Nussbaum et al., 2003). Além destas, tal espectro abrange os raios X,
raios Gama e os raios Cosmicos, com comprimentos de onda inferiores a radiacao
Laser, assim como microondas e as ondas de radio com comprimentos de onda

superiores (figura 6) (Colls, 1984).
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Figura 6. Espectro Eletromagnético. Figura adaptada de SIC (2001). Disponivel em:
www.satimagingcorp.com/characterization-of-satellite-remote-sensing-systems.html

O comprimento de onda mantém uma relacdo inversamente proporcional a
frequéncia, uma vez que o produto das duas variaveis corresponde a velocidade da
luz. Vale citar, segundo Colls (1984), Baxter (2003) e Nussbaum et al. (2003), que a

energia quantica, mensurada em elétronvolts — eV para um determinado féton de
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luz, € inversamente proporcional ao comprimento de onda, haja vista a relacdo
diretamente proporcional entre a energia fotonica, a frequéncia da radiacdo e a

constante de Planck (equacéo 1).

E=hxf (Equacéo 1)

Onde:

E = Energia quéntica (eV)

f = Frequéncia da radiac&o (Hz)
h = Constante de Planck

Além do comprimento de onda ser especifico, as ondas de luz séo
sincrbnicas, haja vista que apresentam a mesma fase. Esta caracteristica €
denominada coeréncia. Mais especificamente, coeréncia temporal quando os picos e
depressdes dos campos eletromagnéticos se combinam perfeitamente no tempo, e
coeréncia espacial quando apresentam mesma direcdo ou se equivalem no espago
(Colls, 1984; Low e Reed, 2001; Baxter, 2003; Nussbaum et al., 2003). Schindl et al.
(2000) e Nussbaum et al. (2003) relataram que tal propriedade é perdida durante a
passagem do feixe luminoso pelos diferentes tecidos. E Karu (1987) referiu-se a
inexisténcia de diferencas nas respostas biolégicas frente a irradiacéo tissular com

luz coerente e luz ndo coerente.

A colimacéo, por sua vez, compreende a propriedade de manter a poténcia
Optica da radiacdo agrupada dentro de uma area relativamente pequena em
distancias variaveis. Com isso, a divergéncia é quase ausente (Baxter, 2003). Hecht
(2002) ressaltou que a manutencao e o reforco do feixe de luz axial na cavidade
ressonante € o responsavel por tal propriedade. O angulo de divergéncia depende
do tamanho da abertura e das dimensdes da cavidade ressonante. Em geral, a
divergéncia aumenta com orificios estreitos e longos comprimentos de onda
(Nussbaum et al., 2003). Cabe mencionar que os diodo Lasers sdo ordinariamente
mais divergentes em relacdo aos Lasers de gas, razdo pela qual utilizam-se os

colimadores opticos (Tuner e Hode, 2004).

Segundo Nussbaum et al. (2003), o formato do feixe incidente, para o Laser
que utiliza um semicondutor como meio ativo, € eliptico e com um padrdo de

distribuicdo complexo, quando relacionado aos Lasers de gas, 0s quais apresentam
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cerca de 80% da energia concentrada no eixo central do feixe luminoso. Contudo, a
desigualdade na distribuicdo do feixe, para os Lasers de semicondutores, n&o
proporciona limitacdes clinicas quando aplicados pontualmente em contato com a

pele.

2.2.4 Dosagem e parametros de irradiacéo

A poténcia de saida é expressa em watts (W) ou miliwatts (mW), podendo ser
fixa ou de modo a permitir a escolha da porcentagem da mesma. A irradiancia,
também chamada de densidade de poténcia, € caracterizada pelo quociente da
poténcia de saida, ou poténcia média de saida para uma unidade pulsada, pela area

de seccao transversal, sendo comumente expressa em mW/cm? (Baxter, 2003).

Alguns equipamentos Laser permitem pulsacdo de saida (Baxter, 2003).
Nestes casos, a poténcia média deve ser diferenciada do valor do pico de poténcia.
Vale dizer que o ultimo é o pico de cada pulso. Ja a poténcia média, por outro lado, é
dependente da duracéo e da frequéncia do pulso (Low e Reed, 2001).

A polarizacéo, assim como a coeréncia, € resultante dos efeitos da emissao
estimulada. Contudo, em decorréncia da dispersédo, a mesma é perdida. E como os
cromoforos sdo orientados ao acaso, o grau de polarizacdo do feixe de luz ndo

apresenta importancia clinica (Nussbaum et al., 2003).

A energia, por sua vez, compreende o produto da poténcia de saida pelo
tempo de irradiacdo em segundos, sendo expressa em joules (J) (equacéao 2) (Colls,
1984; Low e Reed, 2001; Baxter, 2003).

E=Pxt (Equacéo 2)
Onde:
E = Energia (J)
P = Poténcia (W)
t = Tempo (s)

A densidade de energia € caracterizada pelo quociente entre a energia
emitida e a area de tratamento, geralmente em centimetros, sendo, portanto,

expressa em J/cm? (equacéo 3) (Colls, 1984; Low e Reed, 2001; Baxter, 2003).
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S=ExA® (Equacéo 3)
Onde:
S = Densidade de energia (J/cmz)
E = Energia (J)
A = Area (cm?)

2.2.5 Laser de Semicondutor

O meio ativo deste tipo de Laser consiste em cristais com elevada
concentracdo de impurezas, dopantes, formando uma juncdo p-n doadora de
elétrons na zona n e receptora na zona p. O material de base pode ou ndo ser o
mesmo para ambas as zonas, constituindo os arranjos denominados homojung¢éo ou
heterojuncéo respectivamente (figura 7). Ao aplicar uma tenséo elétrica, polarizando
diretamente a juncao p-n, uma regido estreita € criada em torno da mesma, onde se
produz inversdo de populagéo. A polarizagéo direta produz uma corrente elétrica que
se traduz na passagem de elétrons a zona p e de lacunas a zona n, deste modo, a
radiacdo luminosa € produzida por recombinacdes entre os elétrons e as lacunas na
zona de juncéo, através da emissao espontanea e estimulada (Baxter, 1995; Hecht,
2002; Lang, 2002). Lang (2002), em termos complementares, citou também a
presenca de recombinagdes ndo radioativas, as quais reduzem a performance do
laser. Segundo Hecht (2002), esse processo radiativo, concorrente com 0s
mecanismos de absorcdo, torna-se dominante quando o volume de recombinacao
de cargas € reduzido e a corrente elevada. Interessa mencionar que o comprimento
de onda é dependente do salto energético entre a banda de valéncia e a banda de
conducéo (Baxter, 1995).
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Figura 7. Composicao basica de um diodo Laser. Figura adaptada de Lang (2002).

2.2.6 Interacéo entre a Radiacao Laser e os Tecid o0s Biolégicos

Segundo Baxter (2003) e Guirro e Guirro (2002c), os efeitos dos Lasers nos
tecidos biolégicos estdo relacionados com a poténcia emitida, o comprimento de
onda, o regime de pulso bem como com a energia absorvida. Na laserterapia de alta
intensidade, os efeitos sdo aqueles referentes ao incremento da temperatura,
portanto, reacfes fototérmicas, incluindo vaporizacdo, coagulagdo, ablacdo e
explosdo. Tendo em vista os propositos do presente estudo, a laserterapia de alta

poténcia ndo sera abordada.

No que tange a laserterapia de baixa intensidade, Baxter (1995) e Low e
Reed (2001) consideraram que o feixe luminoso pode ser refletido na superficie do
estrato ou penetrar no mesmo em proporcdes dependentes do comprimento de
onda, da natureza da superficie tecidual e do angulo e incidéncia. Os efeitos
compreendem as reacfes atérmicas da radiagdo com o tecido. Levando em
consideracdo essas duas variaveis, basicamente, a interacdo € dependente de
alguns processos, do ponto de vista da Optica geométrica e da optica quantica, a
saber: reflexdo, refracdo, transmissao, difusdo, espalhamento e absorcdo (Colls,
1984; Schindl et al., 2000; Tipler, 2000; Guirro e Guirro, 2002c). Baxter (1995)
considerou a absorcdo e o espalhamento os principais mecanismos envolvidos na

interacéo do féton com o tecido.
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A reflexdo corresponde a uma mudanc¢a no sentido da propagacéo do feixe
luminoso a medida que este encontra diferentes tecidos. J& a refragdo compreende
uma alteracdo na direcdo do raio transmitido, apdés 0 mesmo atravessar o estrato.
Importa relatar que ambos decorrem da variabilidade do indice de refracdo nas
diferentes camadas (Colls, 1984; Tipler, 2000; Baxter, 2003).

A transmissao caracteriza a passagem do feixe luminoso por todo o estrato. A
difusdo corresponde a transmissao da energia para as estruturas do mesmo tecido
(Colls, 1984; Guirro e Guirro, 2002c). E o espalhamento, por sua vez, compreende
qualquer mudanca na diregcao da propagacgéao do feixe luminoso, tendo em vista a
Optica quantica (Baxter, 1995). Tipler (2000) e Baxter (1995), em complementacéo,
diferenciaram os tipos de espalhamento levando em consideracdo o comprimento de

onda do feixe incidente e as caracteristicas do tecido receptor.

Considerando as intera¢gBes da radiacdo luminosa com os tecidos, ha relatos
de uma amplificagdo da intensidade na epiderme e na derme, sendo esta muitas

vezes superior aquela emitida pelo préprio dispositivo laser (Schindl et al., 2000).

A distribuicdo gaussiana permite o calculo da atenuacédo da radiacao laser
nos tecidos, a qual apresenta carater exponencial. A profundidade em que o feixe
encontra-se a 36% da radiacdo incidente € denominada profundidade de
penetracdo. A partir disso, quando a intensidade de penetracdo alcanca o dobro e o
triplo da distancia, o feixe luminoso encontra-se em 13% e 4,5% da radiacao

incidente, respectivamente (Baxter, 1995).

A profundidade de penetracdo da radiacdo luminosa depende especialmente
do espalhamento e da absorcdo da mesma, logo, do comprimento de onda, da
poténcia de saida, das caracteristicas de pulso, do tipo de tecido irradiado e da
técnica utilizada (Baxter, 1995; Tuner e Hode, 2004). Comprimentos de onda entre
475 e 545 nm, entre 600 e 650 nm e entre 650 e 1000 nm apresentam profundidade
de penetragédo de 0,3 a 0,5 mm, de 1 a 2 mm e de 2 a 3 mm, respectivamente
(Baxter, 1995). Baxter (1995) relatou uma variacdo maxima de 20 a 30% destes
valores de individuo para individuo, tendo em vista as diferencas nas propriedades
Opticas tissulares entre os mesmos. Tuner e Hode (2004) referiram que o Laser de
He-Ne, com poténcia de saida de 3,5 mW, penetra até 8 mm, dependendo do tipo
de tecido estimulado. Além disso, os autores consideraram a compressao tissular

um fator importante no incremento da profundidade de penetracdo do feixe
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luminoso. Esse fato é justificado pela reducdo do fluxo sanguineo no local
possibilitando maior agao da energia fotdnica sobre os tecidos mais profundos (Stolik
et al., 2000; Taner e Hode, 2004).

Stolik et al. (2000) observaram diferentes profundidades de penetracdo do
Laser de 632,8 nm e 675 nm frente a diferentes tecidos, a saber: 0,19 mm e 0,28
mm, respectivamente, para o sangue, 0,81 mm e 1,09 mm, respectivamente, para 0s
pulmdes, 1,81 mm e 2,03 mm, respectivamente, para a gordura mamaria, dentre
outros. Também foi evidenciada uma maior tendéncia a penetracdo da luz em alguns

tumores em relacao ao tecido sadio.

Neste mesmo aspecto, o coeficiente de anisotropia, que compreende o grau
relativo de espalhamento isotrépico, ou seja, espalhamento em diferentes dire¢oes,
auxilia na determinacdo da profundidade de penetracdo de tal radiacdo (Baxter,
1995).

Interessa enfatizar que, segundo Tuner e Hode (2004), altas profundidades de
penetracdo da radiacdo Laser ndo sao necessarias para que haja bioestimulacdo em

tecidos mais profundos.

Karu (1999), Baxter (2003) e Nussbaum et al. (2003) relataram que a
absorcdo é realizada por moléculas fotoaceptoras ou fotorreceptoras, capazes de
serem excitadas pelo foton incidente, em decorréncia de suas configuracdes
eletrbnicas ou atbmicas. Guirro e Guirro (2002c) complementaram que as mesmas
podem ser primarias, as quais correspondem as substancias fotorreativas, ou
secundarias, que compreendem as estruturas responsivas ao campo
eletromagnético. Nussbaum et al. (2003) mencionaram que tais biomoléculas estéo

localizadas no citoplasma celular, tanto ao nivel celular quanto subcelular.

As moléculas organicas fotoaceptoras séo classificadas em dois grupos, o
primeiro constituido por aminoacidos e acidos nucléicos e o0 segundo caracterizado
pelos croméforos. Os aminodcidos apresentam absorcdo significativa na faixa
intermediaria do espectro ultravioleta. No espectro visivel e infravermelho médio,
essas moléculas ainda podem ser excitadas por campos de radiacdo externa,
estimulando &atomos para niveis energéticos mais altos e induzindo estagios

rotacionais. Os acidos nucléicos demonstram absorcao significativa na por¢cdo média
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do espectro ultravioleta e pequena absorcdo em regibes do espectro visivel e
préximo ao ultravioleta (Baxter, 1995).

Os cromoforos, por sua vez, sdo definidos como as estruturas moleculares
capazes de absorver a luz no espectro visivel e, via de regra, sdo constituintes das
proteinas. Os mais comuns sdo aqueles derivados das porfirinas, tais como a
hemoglobina e a melanina (Baxter, 1995; Nussbaum et al., 2003). Baxter (1995)
afirmou que as caracteristicas de absorcdo da radiacdo séao diferenciadas para a
hemoglobina ligada ao O, e a hemoglobina reduzida. Karu (1999) considerou alguns
componentes da cadeia respiratoria, sobretudo a citocromo c-oxidase, como
fotoaceptores primérios tanto para a radiacdo no espectro visivel quanto préximo ao

infravermelho.

As moléculas de agua sdo as substancias responsaveis pela absor¢cdo da
radiacdo na faixa do infravermelho e do ultravioleta (Baxter, 1995; Nussbaum et al.,
2003).

A absorcdo da radiacdo € dependente do Laser utilizado, haja vista que os
fotoaceptores podem absorver a radiacdo em determinados comprimentos de onda,
com variacdo entre 40 e 60 nm, correspondendo a cada transicdo de elétrons
possivel da molécula especifica (Karu, 1999; Guirro e Guirro, 2002c; Nussbaum et
al., 2003).

No entanto, quando a energia incidente é inferior ao nivel de excitacdo
eletrdnica, ou quando o acesso a energia € disponivel apos a transicdo entre 0s
estados de excitacdo, a energia quantica € convertida em modos vibracionais, com
efeitos mediados pela ativacdo da energia térmica (Nussbaum et al., 2003) (figura 8).
Tipler (2000) denominou essa interacdo de espalhamento elastico. O espalhamento
inelastico, definido pelo mesmo autor, corresponde a absorcdo parcial do foton
incidente, na presenca de maior energia por parte do mesmo em relacéo a diferenca
entre 0s niveis energéticos do croméforo. Neste caso, a energia do foton espalhada

€ inferior a do incidente.

Baxter (1995), em complementaridade, considerou a interacdo entre a
radiacdo Laser e os tecidos em trés niveis, a saber: atbmico, molecular e
macromolecular. O primeiro é predominante nos Raios X e Raios Gama. O nivel

molecular compreende a excitacdo de cadeias de elétrons, a qual pode resultar em
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ruptura de algumas moléculas relativamente grandes ou mudancas nas cadeias de
carbono, a excitacdo de atomos para niveis mais altos de oscilacdo, e a rotacdo de
toda biomolécula ou de parte desta. E o nivel macromolecular, para finalizar, resulta

no espalhamento da luz apés a interacdo molecular.

Tendo em vista essas especificidades na absor¢cdo é possivel inferir que o
mesmo feixe luminoso serd absorvido por diversas biomoléculas, em diferentes
graus, mesmo que a frequéncia da radiacdo nao corresponda a energia equivalente

a diferenca entre os niveis energéticos das mesmas.
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Figura 8. Interacdo entre a radiacdo e o tecido biolégico, em termos de absorcédo, tendo em vista a
energia incidente e a energia referente a diferenca entre os niveis energéticos da molécula.
Sy representa o estado fundamental. Figura adaptada de Nussbaum et al. (2003).

A cadeia respiratéria € a ultima etapa do processo catabdlico dos alimentos, o
qual se caracteriza também pela glicélise, B oxidagdo ou desaminacdo como etapa
primaria e pelo ciclo do acido citrico como etapa intermediaria. O ciclo do acido
citrico, também conhecido como ciclo de Krebs, gera elétrons de alta energia que
sao transferidos através da nicotinamida adenina dinucleotideo reduzida (NADH) e
flavina adenina dinucleotideo reduzida (FADH,) para a cadeia respiratoria na
membrana mitocondrial interna. Essa ultima etapa compreende o mecanismo pelo
qual a energia é obtida através da passagem sequencial de elétrons pelos
complexos enziméaticos respiratérios, sendo traduzida em energia quimica (Olson,
1998; Wilden e Karthein, 1998; Alberts et al., 2004). O transporte de elétrons segue

uma sequéncia especifica de complexos enzimaticos, a saber: | ou complexo da
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NADH desidrogenase, Il ou complexo do citocromo b-cl e IV também conhecido
como complexo da citocromo oxidase, sendo este Ultimo o responsavel pela reducao
do oxigénio em agua. Vale ressaltar que a ubiquinona e o citocromo ¢ sdo o0s
responsaveis por mediar a transferéncia de elétrons entre os complexos
enzimaticos. Essa migracdo de elétrons, energeticamente favoravel, promove o
bombeamento de H+ para o espago intermembranoso mitocondrial, 0 que gera um
gradiente eletroquimico de protons, sendo este responsavel pelo direcionamento da
sintese de ATP na fosforilacdo oxidativa por intermédio da enzima ATP sintetase
(Alberts et al., 2004) (figura 9).
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Espago H* H citacroma o H*
W
Intermembranoso ATP i H

sintetase H* H*
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membrana [
interna
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comgplexo
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anm desidrogenaze citocrama b-c1

Figura 9. (A) Trajeto dos elétrons pela seqiiéncia especifica de complexos enzimaticos respiratoérios.
Durante a transferéncia dos elétrons do NADH para o oxigénio (linha vermelha) a
ubiquinona e o citocromo ¢ sdo responsaveis por mediar a transferéncia entre os
complexos. H4 um bombeamento de prétons para o espaco intermembranoso mitocondrial,
em cada complexo, com a passagem dos elétrons. (B) ATP sintetase e a producao de ATP
pela passagem de prétons no seu interior direcionados ao meio intracelular. Figura
adaptada de Alberts et al.(2004) .

Segundo Karu (1999) e Low e Reed (2001), os efeitos da irradiacdo do Laser
vermelho estdo relacionados a citocromo c-oxidase. Para Olson (1998) e Karu
(1999) esta molécula corresponde a uma enzima terminal da cadeia respiratoria das
células eucaridticas, responsavel pela transferéncia de elétrons do citocromo c¢ para
a molécula de oxigénio. A mesma apresenta em sua estrutura alguns componentes,
0s quais Karu (1999) designou como centros de reacdo por foto-excitacdo, mais
especificamente: dois radicais heme (heme a e heme az), dois sitios de cobre (Cua €

Cug), um sitio de zinco e um de magnésio. Destarte, os elétrons sdo transferidos do
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citocromo ¢ para o sitio Cua e, sequencialmente, para o radical heme a e para o
centro binuclear heme az-Cug, onde o oxigénio é reduzido em agua. A mesma autora
ressaltou que apenas em sua forma intermediaria, a citocromo c-oxidase €
considerada fotoaceptora primaria, em relacdo as suas formas totalmente reduzida

ou totalmente oxidada (figura 10).

pooccccse,,,
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Figura 10. Esquema estrutural da citocromo c-oxidase. As setas indicam o trajeto seguido pelos
elétrons, do citocromo ¢ para o sitio Cu, €, sequencialmente, para o radical heme a e para
o centro binuclear heme az-Cug, onde o oxigénio é reduzido em agua. Figura adaptada de
Karu (1999).

Além disso, diferentes comprimentos de onda podem influenciar a
transferéncia de elétrons em tal enzima através de diferentes formas, assim como
estimular fotorreceptores relativos a diferentes moléculas da mesma cadeia
respiratoria. Neste aspecto, Karu et al. (2005b) observaram que comprimentos de
onda entre 710 e 790 nm séo absorvidos pelo fotoaceptor relativamente reduzido,
enquanto comprimentos de onda na faixa de 650 a 680 nm sdo absorvidos pelo
cromoforo em estado de relativa oxidagdo. Deste modo, diferentes respostas
fotobiologicas sdo obtidas. Vale citar a flavoproteina nicotinamida dinucleotideo
desidrogenase como outra molécula fotoaceptora da cadeia respiratéria (Karu,
1999).

Neste aspecto, a interacdo do tecido biolégico com a radiacdo Laser gera
processos fotobioldgicos, que compreendem alteragdes bioelétricas, bioquimicas e

bioenergéticas. Tais respostas podem ser primarias ou secundarias. As primarias
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sao definidas como as respostas celulares decorrentes da absor¢céo da energia, e as
secundérias, as alteracdes fisioloégicas que ndo s6 afetam a unidade celular, mas
todo o tecido (Guirro e Guirro, 2002c). Karu (1987; 1999), em complemento,
classificou as secundarias como aquelas respostas que ocorrem horas e até mesmo

dias apos a irradiacgao.

2.2.7 Efeitos do Laser de Baixa Intensidade: Aspect 0s Moleculares e Celulares

Segundo Karu (1999), a interacdo entre a molécula fotoaceptora e o feixe
luminoso, resposta primaria, envolve quatro processos (figura 9). O primeiro
corresponde a aceleracdo da transferéncia de elétrons na cadeia respiratéria atraves
de uma mudanca nas propriedades de oxireducao dos transportadores. O segundo
processo refere-se ao incremento na temperatura local dos croméforos, em
decorréncia da fracdo de energia de excitacdo que inevitavelmente € convertida em
calor. Tal incremento pode causar alteracGes estruturais nos fotorreceptores e, deste

modo, desencadear alteracdes bioquimicas (Letokhov, 1991).

O terceiro evento concerne a certas moléculas fotoaceptoras, como as
porfirinas e flavoproteinas, que podem ser reversivelmente convertidas em
estruturas fotosensibilizadas, com a geracéo de oxigénio molecular (O,), o qual pode
exercer papel mediador nos efeitos biolégicos da irradiacdo. E o quarto processo,
por fim, é representado pela liberacédo de radicais livres, como o superoxido (O;) e o
peroxido de hidrogénio (H,0,), frente a redugcdo do oxigénio em agua no final da
cadeia respiratoria. Embora a mitocondria apresente um mecanismo de reabsorcao
de tais radicais, essas substancias podem desencadear respostas secundarias
multiplas, uma vez que sao fonte de elétrons para a fosforilagdo do ADP (Olszewer,
1995; Karu, 1999). Karu (1999) salientou que provavelmente mais de um desses
fatores sdo responsaveis simultaneamente pelos efeitos desencadeados pela

irradiacdo luminosa de baixa poténcia.

Karu et al. (2005a) e Vladimirov et al. (2004) relataram que o NO reduz a
atividade da cadeia respiratoria através da ligagdo do mesmo nos carreadores de
elétrons, como 0s citocromos e a citocromo oxidase, reduzindo ou inativando suas

funcdes. Neste aspecto, Vladimirov et al. (2004), paralelamente a Karu (1999),
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propuseram que a radiagdo luminosa promove a fotdlise do complexo
NO/componentes da cadeia respiratdria, liberando o NO e promovendo a
restauracdo e otimizacdo da respiracdo celular e, consequentemente, da sintese de
ATP. Além disso, os autores consideraram a reativacdo da Cu-Zn-superéxido
dismutase, inativa em baixo pH, e a acdo fotodindmica de sensibilizadores
enddgenos responséveis por iniciar os efeitos benéficos mediados pela radiacéo

luminosa de baixa poténcia.

As primeiras mudancas, induzidas pela luz, nas moléculas fotorreceptoras sao
seguidas por uma cascata de reacOes bioquimicas celulares, as quais né&o
necessitam de maior estimulagdo luminosa e compreendem a base dos efeitos
secundarios. Esta cascata engloba outras mudancas redox, transducéo do foto-sinal
e amplificacdo da cadeia, ou seja, transferéncia de energia para outras moléculas
por intermédio de interagBes quimicas, com consequente modulacdo das reacgdes
bioquimicas e macro-efeitos bioldgicos (figura 11) (Karu, 1999; Nussbaum et al.,
2003).

Deste modo, a ativacdo da cadeia transportadora de elétrons resulta em
incrementos no potencial elétrico da membrana mitocondrial, aumento de ATP e
reducdo do pH citoplasmético, sendo o ultimo em decorréncia do aumento de ions
H* intracelulares, os quais controlam o sistema de antiporte Na*/H"* responsavel pela
alcalinizacdo do meio interno da célula. Essa alteracdo no pH corresponde a um dos
mecanismos envolvidos na transmissao de sinais mitogénicos a célula. O aumento
de ATP e de ions H, também promovem a ativacdo da enzima Na® K* ATPase, a
qual proporciona aumento de ions K" e reducdo de ions Na®, mecanismo que
igualmente ao anterior exerce papel na proliferacdo celular. Além disso, as
alteracdes na cadeia respiratoria promovem mudanc¢as no fluxo de calcio entre a
mitocondria e o citoplasma assim como alteracbes nas concentracdes de AMPc
(Karu, 1988).
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Figura 11. Esquema das reacfes primarias e secundarias, frente ao laser de baixa intensidade,
resultando em proliferacdo de células mamarias. A absor¢cdo da radiacdo luminosa
promove a ativagdo da cadeia respiratéria e a oxidagcdo do NADH, desencadeando
modificacdes no estado redox da mitocondria e do citoplasma, incrementos na forca
proton-motiva, no potencial elétrico da membrana mitocondrial, na producéo de ATP, bem
como promovendo o influxo de célcio e a acidificagédo do citoplasma. Essa reducéo do pH
controla o transporte ativo da célula, ocasionando o aumento do pH, o qual esta
envolvido na transmissdo de sinais mitogénicos celulares. mit — mitocéndria. cyt —
citoplasma. Ay — forca préton-motiva. Ay — potencial elétrico da membrana mitocondrial.
En — concentracéo de H'. Figura adaptada de Karu (1999).

Vale enfatizar as relacbes entre o metabolismo do tecido adiposo,
especificamente as variagbes nas concentracdes de AMPc, com os efeitos celulares
exercidos pelo laser de baixa intensidade.

No que tange ao aspecto bioelétrico, o efeito desta natureza refere-se as
respostas decorrentes da alteracdo do potencial elétrico. Vale citar o efeito principal
de normalizacdo do potencial de membrana e o consequente equilibrio da atividade
funcional celular (Guirro e Guirro, 2002c). O efeito bioenergético, por sua vez,

compreende as respostas primarias ja discutidas anteriormente.

Em termos bioquimicos, os efeitos da energia luminosa apresentam-se de
duas maneiras, a saber: estimulando a liberagdo de substancias pré-formadas, como
a histamina, serotonina, bradicinina, ou modificando as reac¢des enzimaticas
normais, seja no sentido de excitacdo, seja no sentido de inibicdo das mesmas
(Guirro e Guirro, 2002c).

Tendo em vista os efeitos do Laser de baixa de baixa intensidade, no que

hY

tange a modulagdo dos processos bioldgicos, a Lei de Arndt-Schultz é proposta

como modelo ao prover base tedrica para a dosimetria. Em termos gerais, ela
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hY

caracteriza a biomodulacdo frente a densidade de energia empregada. Mais
a densidades mais altas. Neste processo, ha trés limiares, sendo dois para o inicio
da estimulacéo e da inibicdo, respectivamente, e um para inibicbes maiores, ou seja,
para além do estado basal (figura 12) (Baxter, 2003; Tuner e Hode, 2004).

Ativagao {
Celular
# 1 A___Estadode
E E Equilibrio
Inibicdo 1 1
Celular | ] | -

A B c Dens. Energia

Figura 12. Lei de Arndt-Schultz. Biomodulacdo da atividade bioldgica frente a incrementos na
densidade energética. A) Pré-limiar. Auséncia de ativacdo do metabolismo (estado de

adaptada de Baxter (1994).

Alguns estudos sugeriram que a bioestimulagdo ocorre em densidades de
energia entre 0,5 e 10 J/cm? (O'kane e Shields, 1994; Yu e Naim, 1997; Schindl et
al., 2003). Ja Tuner e Hode (2004) consideraram a dose 6tima para bioestimulacéo

entre 0,5 e 4 J/cm?.

Karu (1987) considerou que o incremento da densidade de energia, para além
de um determinado limiar, promove dano ao fotoaceptor com consequente redugéo
do metabolismo. Ja incrementos maiores proporcionam destruicdo dos
fotorreceptores e letalidade celular. Além disso, tal biomodulacdo pode ser
decorrente das relagbes entre densidade de energia empregada e mudancas redox,
além de outros fatores, uma vez que segundo Karu (1999), mudancas em direcéo a
oxidacdo sdo associadas a estimulacdo da vitalidade celular e, em contrapartida,
alteracdes em direcdo a reducdo estdo relacionadas a inibicdo dos processos
biolégicos.
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A autora ainda relatou que células com pH inferior ao normal se apresentam
mais sensiveis a acdo do Laser, quando comparadas as células com pH normal, na
presenca de modificacdes no estado redox em direcdo a reducdo. Vladimirov et al.
(2004) relataram qgue meios com baixo pH reduzem a atividade da superoxido
dismutase. Como o Laser reativa tal enzima, os efeitos benéficos proporcionados
pela mesma provavelmente se somam aos demais, 0 que pode justificar os efeitos
mais pronunciados observados em tal condicdo. Karu (1987), em complementacao,
afirmou que o estado fisiologico da célula previamente a irradiacdo, como condi¢cdes
nutricionais, bem como fatores ambientais afetam a magnitude da resposta celular e
tissular frente a tal terapia. Essas evidéncias, em associagcdo a outras variaveis,
justificam a variacdo da magnitude dos efeitos observados frente a aplicacdo do

Laser de baixa poténcia.

Klebanov et al. (2005) avaliaram a formacdo de NO, peroxinitrito e radicais
superoxido 24 horas apés a acao do laser de He-Ne com 632,8 nm de comprimento
de onda. Os autores observaram um incremento tanto do NO nitrico quanto da
atividade da superéxido-dismutase em doses inferiores a 0,94 J/cm?. Em
contrapartida, a producéo de peroxinitrito se elevou em doses superiores a esta.
Neste mesmo aspecto, Drugova et al. (2001) obtiveram a reativacdo de enzimas
antioxidantes nos cardiomiocitos, em especial, a superéxido dismutase, apés a
irradiacdo dos mesmos, tanto com Laser vermelho quanto com luz ndo coerente
durante a reperfusdo miocéardica pés-isquémica. Ja em altas doses, os autores

observaram contrac¢des arritmicas e fibrilagdo no musculo cardiaco.

A superdxido-dismutase, além de exercer acdo anti-oxidante, por
interceptacdo de radicais livres, promove o incremento da atividade fagocitica, bem
como o relaxamento da parede vascular por prolongar a atividade do NO, dentre
outros. Por outro lado, o peroxinitrito € extremamente citotoxico, podendo induzir ou

agravar estados patologicos (Olszewer, 1995; Klebanov e Poltranov, 2005).

Guysoy et al. (2006) observaram bioestimulacdo 6tima em células sanguineas
mononucleares frente & irradiacéo por intermédio do Laser He-Ne com 2,5 J/cm? de

densidade energética.

Importa enfatizar a importancia da adequada determinacdo da densidade de
energia durante a laserterapia de baixa intensidade, tendo em vista o aspecto

biofotomodulacao.
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Tong et al. (2000) avaliaram a relacdo entre alguns efeitos biolégicos e o
comprimento de onda da laserterapia de baixa intensidade. Os autores observaram
um incremento de calcio e da atividade imunoldgica, sendo o ultimo na presenca de
imunosupressao frente a laserterapia de baixa intensidade com 532, 632,8 e 650 nm
de comprimento de onda. Por outro lado, nenhum efeito foi obtido apés a irradiacédo
com 810 nm e 1300 nm para o calcio, e apés 1520 nm para a atividade imunoldgica.
Em termos comparativos, Koutna et al. (2003) afirmaram que outros parametros
podem se apresentar mais importantes, na determinacéo dos resultados, em relacao

ao comprimento de onda.

Koutna et al. (2003) relataram que o modo pulsado € mais efetivo em relacao
ao modo continuo. Os autores obtiveram uma maior proliferacdo de células HelLa
submetidas a irradiacdo por Laser (semicondutor com 830 nm) pulsado (5 KHz) em
relagdo ao modo continuo, frente a variacdo da densidade de energia entre 2 e 99
Jlcm?. Esse incremento foi significativo apenas 72 a 92 h apés a irradiacdo proposta
em relacdo a 24 e 48 h. J& Webb e Dyson (2003) obtiveram uma reducédo de
fibroblastos apoés a irradiagcdo com Laser de Ga-Al-As, 880 nm, pulsado (5 KHz) com
densidade de energia entre 2,4 e 4 J/cm?®. Os autores justificaram tal resultado pela
possivel inibicdo de fatores de crescimento por um lado, e pela provavel inducéo de
modificacdes oxidativas com a consequente reducdo da funcao celular por outro,

tendo em vista suas inter-relacoes.

2.2.8 Macroefeitos Bioldgicos e Aplicacbes na Are  a da Saude

Os efeitos macroscopicos, decorrentes da irradiacdo luminosa de baixa

intensidade, ocorrem em consequéncia dos efeitos moleculares e celulares.

Uma das aplica¢cdes mais fortemente estudadas de tal modalidade terapéutica
consiste na reparacdo tecidual. Diversos estudos obtiveram efeitos positivos
apreciaveis, apos a aplicacdo do Laser de baixa intensidade, neste processo (Haas
et al., 1990; Ghamsari et al., 1997; Tatarunas et al., 1998; Simunovic et al., 2000;
Hopkins et al., 2004; Marcon e Sanfelice, 2005; Carvalho et al., 2006; Junior et al.,
2006). De modo geral, foram observados: incremento na motilidade de

queratinécitos (Haas et al., 1990), maior proliferacdo de células endoteliais (Schindl
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et al., 2003) e aumento da vascularizacao (Junior et al., 2006), maior proliferacédo
fibroblastica (Vinck et al., 2003; Junior et al., 2006), incremento no numero de fibras
coldgenas (Ghamsari et al., 1997; Simunovic et al.,, 2000; Pugliese et al., 2003;
Carvalho et al.,, 2006) e elasticas (Pugliese et al., 2003), bem como maior
organizacao do tecido de granulacédo (Ghamsari et al., 1997; Tatarunas et al., 1998;
Simunovic et al., 2000; Juanior et al., 2006).

Pinfildi et al. (2005) evidenciaram uma maior viabilidade de retalhos cutaneos
de ratos submetidos ao Laser de He-Ne em relacdo ao grupo controle. Os autores
observaram 48,8% de necrose local neste grupo e 38,6%, 35,3% e 22,6%, em
média, nos grupos submetidos a irradiagcdo do tecido, tendo em vista diferentes

técnicas de aplicacao.

Além disso, DeSimone et al. (1999) contemplaram efeito bactericida do Laser

de baixa intensidade em microorganismos fotosensibilizados in vitro.

No que concerne ao processo de reparacdo em diferentes tecidos, efeitos
positivos sdo demonstrados para o tecido 6sseo (Freitas et al., 2000; Marino et al.,
2003; Pinheiro et al., 2003), tecido nervoso (Khullar et al., 1999; Oron et al., 2006),
tecido muscular esquelético (Shefer et al., 2002), cardiaco (Drugova e Monich, 2001)
e tecido cartilaginoso em condi¢des especificas (Yueh-Shuang et al., 2004). Tuner e
Hode (2004) relataram a melhora da qualidade de vida, por alivio dos sintomas, de
pacientes portadores de moléstias reumaticas frente a laserterapia de baixa

intensidade.

Hsin-Su et al. (2003) observaram graus de repigmentacdo cutanea, de
pacientes portadores de vitiligo, apos a irradiacdo luminosa por Laser de baixa

intensidade.

Taner e Hode (2004) salientaram os efeitos regenerativos e estimuladores
funcionais da laserterapia de baixa intensidade nos vasos linfaticos e venosos.
Neste sentido, efeitos pronunciados relacionados a reducdo de edemas sé&o
relatados (Ghamsari et al., 1997; Tuner e Hode, 2004; Kaviani et al., 2006). Tendo
em vista este aspecto, diversos estudos evidenciaram efeitos antiinflamatorios
mediados por tal modalidade terapéutica (Ghamsari et al., 1997; Qadri et al., 2005;
Bjordal et al., 2006). Bjordal et al. (2006) observaram aumento do fluxo sanguineo e

reducdo das concentracbes de Prostaglandina E2, apdés a laserterapia
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biomodulatéria, em individuos portadores de tendinite de Aquiles. Esse aumento do
fluxo sanguineo foi observado por outros autores (Schindl et al., 1998; Mohammed-
Ihsan, 2005) e segundo Colls (1984) decorre da abertura do esfincter pré-capilar,
dentre outros fatores, mediados pelo Laser de baixa intensidade. Em termos
complementares, ha relatos de maior atividade por parte das células de defesa
(Tong e Liu, 2000).

O estudo de Sandoval-Ortiz et al. (2003) demonstrou o efeito da radiagcao
luminosa sobre as proteinas plasmaticas de coelhos, portadores de inflamacao

articular induzida, sinalizando o efeito sistémico de tal terapia.

Lopes et al. (2006) obtiveram menor incidéncia de xerostomia bem como
reducdo da gravidade da mucosite oral, em pacientes portadores de carcinoma de
cabeca e pescoco durante o tratamento por radioterapia, submetidos ao Laser de

baixa intensidade.

Existem relatos de efeitos benéficos de tal técnica terapéutica no controle de
cicatriz hipertréfica e queldide (Colls, 1984; Webb e Dyson, 2003). Neste aspecto,
Webb e Dyson (2003) obtiveram uma reducéo de fibroblastos apés a irradiacdo com
Laser de Ga-Al-As, 880 nm, pulsado (5 kHz) com densidade de energia entre 2,4 e 4

Jicm?.

A analgesia compreende outro efeito importante observado frente a
laserterapia biomodulatéria (Colls, 1984; Ribeiro e Pacheco, 2003; Kaviani et al.,
2006; Lopes et al.,, 2006). De modo sucinto, esse efeito provém da reducdo do
processo inflamatoério, incremento microcirculatério, aumento do limiar doloroso,
estimulo das fibras nervosas grossas e estimulo da producdo de opidides
endogenos, entre outros fatores (Colls, 1984; Tuner e Hode, 2004). Tuner e Hode
(2004) relataram que em processos algicos mais leves, o alivio completo da dor
pode ser obtido com intensidades entre 3 e 4 J. Contudo, na presenca de dor aguda
de intensidade moderada a alta, densidade energéticas altas sdo necessarias para o

alivio imediato.

Acerca da capacidade aerébica, uma maior adaptabilidade ao exercicio desta
natureza, por inibicdo da lactato desidrogenase, foi evidenciada em animais

submetidos ao treinamento aerdbico associado a fotoestimulacdo por intermédio do
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Laser de baixa intensidade, sugerindo otimizacdo da via oxidativa (Vieira et al.,
2006).
A despeito do tecido adiposo, ha relatos na literatura que evidenciaram

inducéo lipolitica (Neira et al., 2002) e altera¢cdes nos adipécitos multiloculares, a

saber: aumento e fuséo dos vacuolos de gordura (Medrado et al., 2006).



CAPITULO 3

MATERIAIS E METODOS

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com animais da
PUCPR (CEUA-PUCPR) sob o registro n.°159/06 (Apéndice 1). Todos o0s
procedimentos bem como os cuidados basicos com a amostra selecionada foram
realizados de modo a respeitar a lei n°® 6.638 de 1979, e os Principios Eticos na
Experimentacdo Animal do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (Cobea,
1991). Cabe mencionar que a terminologia utilizada esta fundamentada na Némina
Anatdmica Veterinaria vigente (I.C.V.G.A.N, 2005).

3.1 DEFINICAO DA METODOLOGIA — ESTUDOS PRELIMINARES

Com o proposito de determinar o local de maior concentracdo de tecido
adiposo subcutdneo no Rattus norvergicus albinus, Rodentia mammalia, da
linhagem Wistar, foi realizado, inicialmente, o estudo A, o qual consistiu na
dissecacdo de dois desses animais. O local selecionado para o experimento
compreendeu a regido toracica dorsal. Contudo, tendo em vista o baixo acumulo de
gordura subcutdnea nesses roedores, juntamente com a necessidade de
guantidades consideraveis desse tecido; para os objetivos colimados, optou-se por

induzir obesidade nos mesmos.

Neste sentido, foi realizado o estudo B, o qual compreendeu a inducéo da
obesidade no animal proposto, por diferentes métodos, com o objetivo de identificar
0 modelo mais efetivo: (1) método quimico, aplicacdo do glutamato monossédico
(MSG) no periodo neonatal; (2) método alimentar, dieta hipercalorica pelo
incremento lipidico e; (3) método quimico conjuntamente com o alimentar.
Entretanto, grandes dificuldades foram encontradas, sendo os resultados obtidos
inferiores as expectativas minimas. Dentre as intempéries destacaram-se a
dificuldade intrinseca destes animais em aumentar o tecido adiposo subcutaneo, a

resisténcia dos mesmos na assimilacao de tipos diferenciados de racdo, bem como
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0 Obito excessivo e as discrepancias entre os animais submetidos as injecdes

subcutaneas de MSG no periodo neonatal.

Assim sendo, uma posterior complementacdo do estudo A foi realizada, de
modo a definir, dentre diferentes faixas etarias, aquela que apresentava maior
concentragéo de tela subcutanea no local determinado. Para a complementagéo do
estudo piloto A, 8 Rattus norvergicus albinus, Rodentia mammalia, da linhagem
Wistar, com diferentes faixas etarias, foram dissecados, apés eutanasia por dose
letal de cloridrato de Ketamina (Vetanarcol®) associado & Xilazina (Rompun®), via
intramuscular. Observou-se que ratos, adultos a idosos, com 6 meses de vida,
fémeas, apresentavam maiores concentracoes de adiposidade subcutanea na regiao
toracica dorsal, sendo suficiente para as analises pretendidas sem a necessidade de

aumenta-la.

Por fim, foi realizado o estudo histomorfométrico preliminar (estudo C), piloto
do estudo final, o qual teve por intento a selecao das fluéncias a serem aplicadas, a
selecéo das variaveis a serem avaliadas, bem como do método para tal avaliacéao, e
o desvio padrdo para a estimativa do tamanho amostral. A amostra foi composta por
20 Rattus norvergicus albinus, Rodentia mammalia, da linhagem Wistar, adultos,
fémeas, randomizados em quatro grupos, com 5 animais cada, a saber: L1, L2, L3 e
L4. Os trés primeiros grupos foram submetidos a laserterapia de baixa intensidade,
por intermédio do Laser de In-Ga-Al-P Endophoton®, da KLD Biosistemas, e 0 grupo
L4 correspondeu ao grupo controle. A anestesia foi realizada com Xilazina
(Rompun®) a 10 mg/kg e cloridrato de Ketamina (Vetanarcol® a 90 mg/kg, via
intramuscular, previamente a cada procedimento proposto. Os animais foram
submetidos & tricotomia da regido toracica dorsal, aproximadamente 3 cm? e a
irradiacdo, durante o tempo pré-determinado pelo equipamento, levando-se em
consideracao as densidades de energia selecionadas, uma vez que a poténcia do
aparelho é fixa, em: 3, 14 e 28 s para os grupos L1, L2 e L3, respectivamente. A
aplicacdo do Laser foi realizada em uma area de 2 cm? na regiéo citada, através da

técnica pontual, em quatro pontos.

A energia empregada, por ponto, foi 0,06J (2 J/cm?) para o grupo L1, 0,31J
(8J/cm?) para o grupo L2 e 0,62J (16 J/cm?) para o grupo L3. Convém relatar que as
energias foram selecionadas levando-se em consideracdo 0 aspecto

biofotomodulacdo e os resultados dos trabalhos envolvendo tal modalidade
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terapéutica. Os grupos propostos foram submetidos aos protocolos especificos trés

vezes por semana, por trés semanas, totalizando nove aplicagbes.

Os animais foram sacrificados no nono dia de aplicacdo, e a eutanasia foi
efetuada com a aplicacdo de dose letal de cloridrato de Ketamina (Vetanarcol®)
associado & Xilazina (Rompun®). Previamente & eutanasia, o tecido estimulado foi
excisado e submetido ao tratamento histolégico de rotina pela técnica HE. Os
indices histomorfométricos avaliados foram o numero e a area dos adipdcitos
uniloculares. O namero de células foi avaliado, junto ao software Image-Pr6 Plus, em
5 sub-campos de 49.146 um por animal. Para a analise da area, foi utilizado um
algoritmo em interface MATLAB 6.5 da MathWorks, desenvolvido especialmente
para o presente experimento, o qual proporciona a area, dentre outras variaveis, das
células selecionadas, em pixels. Interessa mencionar que 1 pixel equivale a
0,0631966 pm?-.

No que tange ao tratamento estatistico, para as comparacbes entre as
energias pontuais empregadas, a saber: 0,06J; 0,31J; 0,62J e 0J (controle), foi
aplicado o teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis. As compara¢cdes entre 0 grupo
estudo e o grupo controle, na presenca da unido de diferentes grupos, foram
realizadas por intermédio do teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney. O indice de
significancia estatistica adotado foi de 5% (p<0,05).

3.2 ESTUDO FINAL

3.2.1 Modelo experimental e cuidados gerais

A amostra foi constituida por 42 Rattus norvergicus albinus, Rodentia
mammalia, da linhagem Wistar, adultos, com seis meses de vida, fémeas,
procedentes do Instituto de Tecnologia do Parand — TECPAR. Os animais
permaneceram durante todo o periodo no Biotério da Pontificia Universidade
Catolica do Parana — PUCPR, em caixas de polipropileno forradas com cepilho e
cobertas com grade. Cada caixa abrigou 5 animais, independentemente do grupo ao
qual pertencia, experimental ou controle, com a identificacdo localizada na cauda. A

amostra permaneceu, ainda, em ambiente climatizado com temperatura em 22° C e
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controle de periodo claro/escuro com 12 h de duracdo cada. Foi oferecido alimento

sélido peletizado, racdo Labina da Purina, e agua ad libtum.

3.2.2 Grupos experimentais e procedimentos basico s

Os animais foram randomizados em dois grupos, com 21 animais cada, a
saber: E e C. O primeiro grupo foi submetido a laserterapia de baixa intensidade e o
grupo C correspondeu ao grupo controle. A anestesia foi realizada com Tiopental
sédico (Thionembutal®), diluido em soro fisiolégico a 0,9% na proporcdo de 1g para
40 ml, respetivamente, com dose de 1 ml por kg de peso, via intraperitoneal,

previamente a cada procedimento proposto.

Inicialmente, a amostra foi submetida a tricotomia da regido toracica dorsal
(figura 13), aproximadamente 3 cm?, local no qual foi realizada a aplicagéo do laser
através da pele integra. Convém citar que a tricotomia foi realizada preliminarmente

a cada irradiacao local, objetivando minimizar os fatores atenuadores da absorcéo

do feixe luminoso.
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Figura 13. Local selecionado para a aplicagdo do laser. A) Tricotomia da regido toracica dorsal. B)
Dissecacao do animal proposto pelo presente estudo (estudo piloto A). Maior adiposidade
subcuténea localizada na regido toracica dorsal. As figuras A e B retratam o Rattus
norvergicus albinus, linhagem Wistar, fémea, com 6 meses de vida.
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3.2.3 Equipamento empregado

A laserterapia foi aplicada por intermédio do Laser de In-Ga-Al-P
Endophoton® modelo LLT 0107, caneta emissora P30P660—-020 da KLD
Biosistemas, com 660 nm de comprimento de onda, em modo continuo (figuras 14A
e 14B). Os demais parametros, segundo fabricante, sdo: 20 mW de poténcia e 0,035
cm? de area de emissdo. O 6culos de protecdo especifico para tal comprimento de
onda, fornecido também pela KLD Biosistemas, foi utilizado durante todas as

aplicagbes da radiacao laser (figura 14C).

Figura 14. A) Laser Endophoton®, modelo LLT 0107 e caneta emissora P30P660-020, da KLD
Biosistemas. B) Posicionamento do probe do Laser na regido toracica dorsal do animal
proposto. C) Oculos de protecéo especifico.

3.2.4 Afericdo do equipamento

A poténcia do equipamento foi aferida por meio do medidor de poténcia
Pocket Power da Melles Griot (figura 15). A média de 5 afericdes encontrou-se em
22,15 £0,59 mW, evidenciando que a poténcia do equipamento encontra-se em
conformidade com a poténcia referida pelo fabricante. Cabe citar que a poténcia

aferida foi utilizada para a determinacao da energia.
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Figura 15. Medidor de poténcia Pocket Power da Melles Griot.

3.2.5 Procedimentos

O tecido foi irradiado durante o intervalo de tempo pré-determinado pelo
equipamento, 3 s, levando-se em consideracao a densidade de energia selecionada,
uma vez que a poténcia do aparelho é fixa. A aplicacdo do Laser foi realizada por
meio da técnica pontual, com discreta compressao tecidual, em uma area de 2 cm?
na regido citada. A regido toracica dorsal foi dividida em quatro quadrantes, e a
aplicacao foi realizada no ponto central dos quadrantes, totalizando quatro pontos de

aplicacao.

A energia empregada, para o grupo E, foi de 0,06J por ponto, 0,26J por
aplicacdo, sendo 2 J/cm? a densidade energética. Importa relatar que a energia foi
selecionada levando-se em consideragéo o aspecto biofotomodulacéo, os resultados
dos trabalhos envolvendo tal modalidade terapéutica, bem como os resultados do
estudo histomorfométrico preliminar. Segundo os resultados de tal piloto, ndo existe
diferenca significativa entre as energias 0,06J; 0,31J e 0,62J por ponto, ou 0,26J;
1,24) e 2,48J por aplicagdo, em termos histomorfométricos, no tecido adiposo

unilocular de ratos.

O grupo C, controle, foi submetido aos mesmos procedimentos que 0 grupo
anterior, entretanto, o equipamento permaneceu desligado por todo o periodo. Os
grupos propostos foram submetidos aos protocolos especificos trés vezes por

semana, totalizando doze aplicacdes.

Os animais foram sacrificados no décimo segundo dia de aplicacéao
possibilitando uma analise especifica do tecido adiposo. A eutanasia foi efetuada
com a aplicacdo de dose letal de Tiopental sédico (Thionembutal®), via intra-

peritoneal.
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3.2.6 Avaliagdo bioquimica

A quantificacdo do glicerol foi realizada em dois momentos: antes e apés a
dltima irradiacao tissular. Com isso, objetivou-se a comparacdo dos resultados
obtidos, frente a aplicagédo do laser, no mesmo animal e entre os diferentes grupos.
A coleta do sangue foi realizada via intracardiaca (1 ml) (figura 16A), e as amostras
foram submetidas a centrifugacao, na Centrifuga 5415 D, da Eppendorf, a 12 rpm
durante 16 min. Na sequéncia, o plasma foi separado, com pipeta Eppendorf
Reseach 200 associada a ponteiras descartaveis, e congelado para a avaliacdo do

glicerol.

O glicerol plasmatico foi avaliado por meio do kit enzimatico especifico para
tal soluto, fornecido pela Laborclin produtos para laboratérios LTDA, e
espectrofotometria, por intermédio do espectrofotdbmetro Genesys 10 pV da Thermo
Spectronic, com comprimento de onda de 500 nm (figura 16B).

\ 45N

Figura 16. (A) Coleta de sangue no Rattus Norvergicus Albinus, via intra-cardiaca, objetivando a
guantificacdo do glicerol plasmatico. (B) Espectrofotdmetro Genesys 10 puV da Thermo
Spectronic.

A concentracao do glicerol foi determinada pela razéo entre a absorbancia do

teste e a absorbancia do padrao multiplicado por 200 (equacéao 4).



67

Gl = At/Ap X 200 (Equacéo 4)

Onde:

Gl = Glicerol em mg/dI

At = Absorbéncia do teste
Ap = Absorbéncia do padrédo

3.2.7 Microscopia Optica e eletrénica

Previamente a eutanasia, o tecido estimulado foi excisado, de modo a
proporcionar trés amostras do mesmo. A primeira foi asseada em solucao salina a
0,9%, fixada em formaldeido a 10%, e submetida ao tratamento histolégico de rotina
pela técnica HE. Os cortes foram efetuados no micrétomo Leica EG 1160 a 4 um de
espessura. A segunda amostra do tecido excisado foi criofixada em nitrogénio
liquido por alguns minutos, mantida a -80° C por 30 dias, emblocada em gel
especifico para tecidos criofixados da Jung Laborgebrauch e, submetida ao
tratamento histoldgico pela técnica Sudan Il (Ross e Reith, 1993; Michalany, 1998).
Os cortes foram realizados no criostato Leica CM 1850 a -34° C a 10 um de
espessura. Posteriormente as coloragfes, as laminas foram cegadas e avaliadas no
microscoépio Optico Olympus BX50 associado ao tubo alondagor Sony U-SPT e a
camera digital Sony CCD-lIris, acoplados ao computador, localizados no Laboratério
de Patologia Experimental da PUCPR (figura 17).

Figura 17. Microscopio Optico Olympus BX50 associado ao tubo alongador Sony U-SPT e a camera
digital Sony CCD-lIris, acoplados ao computador. Sistema pertencente ao Laboratério de
Patologia Experimental da PUCPR.
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As imagens foram visualizadas com objetiva de 20X e analisadas pelo software
Image-Pré Plus fabricado pela Media Cybertetics e comercializado pela Micronal
(figura 18), bem como por um algoritmo desenvolvido especialmente para o presente
experimento, implementado em interface MATLAB 6.5 da MathWorks.
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Figura 18. Interface de visualizacao do software Image-Pr6 Plus da Media Cybertetics, comercializado
pela Micronal, utilizado para analises histolégicas. Disponivel no Laboratério de Patologia
Experimental da PUCPR. As indicacbes em amarelo respresentam algumas medidas
morfométricas passiveis de serem realizadas junto ao software.

Os indices histomorfométricos avaliados compreenderam: o niUmero e a area
média das células adiposas uniloculares. O nimero de células foi avaliado, junto ao
software Image-Pré Plus, em 5 sub-campos de 1.747 um por campo, em 5 campos
por animal. Para a analise da area, foi utilizado um algoritmo em interface MATLAB
6.5 da MathWorks, o qual proporcionou a area, em pixels, das células selecionadas
manualmente para avaliacdo. Foram avaliadas 100 células por animal, mais
especificamente: células integras ou com discretas alteracbes sem o0
comprometimento da forma e de suas delimitacdes, inteiramente localizadas no
campo, ou seja, sem tocar a borda, e na auséncia de vasos sanguineos ou foliculos
pilosos adjacentes imediatos. Todas as células que se enquadravam nos critérios de
inclusdo foram selecionadas, em mdultiplos campos, até atingir o numero total
proposto. A selecdo deu-se no sentido horizontal da esquerda para a direita, tendo
por base quatro linhas horizontais tragadas, automaticamente no campo pelo

algoritmo (figura 19).
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Figura 19. Aplicacdo do algoritmo, implementado em interface MATLAB 6.5, e metodologia adotada
para a medida adipocitaria. C — Cursor para a selegdo; L— linhas tragcadas pelo algoritmo
para facilitar a selegdo; —» sequéncia adotada.

A terceira amostra, por sua vez, foi processada no Departamento de Biologia
Celular da Universidade Federal do Parana (UFPR). Os tecidos foram fixados em
solucdo Karnovsky, composta por: glutaraldeido a 2%, paraformaldeido a 4%, CaCl,
a 1 mM, em tampé&o cacodilato de sédio a 0,1 M, pH 7,2, por 2 h em temperatura
ambiente. Apés a fixacao, os fragmentos foram lavados em tampéo cacodilato e pés-
fixados em solucao de tetroxido de 6smio a 1%, ferricianeto de potassio a 0,8%,
CaCl,; a 1 mM, por 30 min, no escuro e em temperatura ambiente. Sequencialmente,
as amostras foram lavadas em tampdao cacodilato, desidratadas em concentracdes
crescentes de acetona, infiltradas em misturas de acetona/epon e epon puro, e
polimerizadas em estufa a 60° C (Apéndice 2). Os cortes ultrafinos foram efetuados
no ultra-micré6tomo digital Leica Ultracut R (figura 20A), a 50 nm, e pescados em

gradinhas de cobre de 300 mesh (figura 20B).
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Figura 20. (A) Ultra-micrétomo digital L'eica Ultracut R do Centro de Microscopia Eletronica da UFPR,
utilizado para a realizagéo dos cortes semi e ultra-finos. (B) Porta blocos e gradinhas. B —
blocos finalizados para o corte no ultramicrotomo. —» gradinhas de cobre de 300 mesh
com o material coletado.

A contrastacdo, por fim, foi realizada com citrato de chumbo e acetato de
uranila, para posterior analise no microscopio eletrénico de transmissao, Jeol 1200
EXIl, do Centro de Microscopia Eletrénica (CME) da UFPR (figura 21).

Figura 21. Microscoépio eletrénico de transmisséo Jeol 1200 EXII e equipamentos anexos, do Centro
de Microscopia Eletrénica da UFPR.
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3.2.8 Andlise estatistica

A totalidade do experimento foi realizada e acompanhada pelos
pesquisadores com 0 proposito de minimizar discrepancias e ndo comprometer a

fidedignidade dos dados.

Os dados foram parametrizados e analisados descritiva e estatisticamente. A
condicdo de normalidade das variaveis foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilks. No
que tange ao glicerol plasmatico, as comparacdes entre 0s momentos pré e pos-
aplicacfes, dentro dos grupos, foram realizadas usando-se o teste ndo-paramétrico
de Wilcoxon. Para as comparacdes das intensidades do Laser em relacdo a variagédo
percentual ocorrida apds as aplicacdes, foi usado o teste ndo-paramétrico de Mann-
Whitney.

O peso e as variaveis histomorfométricas dos animais, para 0s respectivos
grupos, foram analisados por meio do teste t de Student para amostras

independentes. O indice de significancia estatistica adotado foi de 5% (p<0,05).



CAPITULO 4

RESULTADOS

4.1 AVALIACAO HISTOMORFOMETRICA PRELIMINAR

No que tange as variaveis histomorfométricas, a figura 22 retrata o namero
médio de adipdcitos uniloculares, por sub-campos de 49.146 um, em 5 sub-campos
por animal. Esses valores encontraram-se em: 19,16 +2,15 para o grupo L1, 18,76
15,03 para o grupo L2, 18,84 £3,16 para o grupo L3 e 18,36 +2,37 para o grupo L4,

sem diferenca estatisticamente significante entre eles.
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Figura 22. Numero de adipdcitos uniloculares para os respectivos grupos. Significancia estatistica
avaliada pelo teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis. L1 — 0,06J, L2 — 0,31J, L3 — 0,62
J, L4 -0J.

A area média dos adipdcitos uniloculares, referente aos grupos submetidos ao
Laser de baixa intensidade, com diferentes energias, e ao grupo controle,
representada pela figura 23, foi: 3.741 +704 pixels, 3.762 £974 pixels, 3.737 £1.076
pixels e 4.619 +781 pixels para os grupos L1, L2, L3 e L4, respectivamente. Em
termos numericos, os grupos submetidos a radiacdo luminosa apresentaram menor
area adipocitaria, em relacdo ao grupo controle, embora sem significancia

estatistica.
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Figura 23. Area, em pixels, dos adipdcitos uniloculares para os respectivos grupos. Significancia
estatistica avaliada pelo teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis. L1 — 0,06J, L2 — 0,31J,
L3 -0,62J, L4 - 0J.

As fotomicrografias do tecido adiposo unilocular de ratos, referentes aos
grupos expostos a laserterapia especifica e ao grupo controle, sdo apresentadas na

figura 24.
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Figura 24. Fotomicrografias de tecido adiposo unilocular de ratos. HE X200. As imagens
demonstram células adiposas expostas a: (A) 0J - L4, (B) 0,06J - L1, (C) 0,31J-L2¢e
(D) 0,62J - L3. —» células adiposas uniloculares.

Considerando-se os animais submetidos as energias pontuais de 0,06J; 0,31J
e 0,62J como um grupo, grupo estudo, testou-se a hipotese nula de que os
resultados para este grupo séo iguais aos resultados para o grupo controle, versus a
hipotese alternativa de resultados diferentes. Na tabela 1 sdo apresentados os

resultados obtidos.
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Tabela 1 — Comparagdo morfométrica entre os grupos estudo e controle para o nimero e area das
células. (*) Teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney

_ ) ) ) ) Desvio
Variavel Grupo Média | Mediana | Minimo | Maximo Valor de p*
padrao
Estudo 18,92 18,4 14 27 3,38
Numero de células 0,735
Controle 18,36 18,2 15,6 22 2,37
Estudo | 3746,87 3941 2287 5346 854,21
Area Controle | 4619,00 4357 3887 5737 781,52 0,142
Controle | 0,6149 0,6192 | 0,5875 | 0,6453 0,0215

Assim sendo, os resultados do teste indicaram que ndo existem diferencas
estatisticamente significantes entre o grupo estudo e o grupo controle para as
variaveis histomorfométricas. Contudo, pode-se observar uma tendéncia a rejeicdo
da hipotese nula, para a area dos adipdcitos uniloculares, com o aumento do

tamanho amostral.

4.2 ESTUDO FINAL

4.2.1 Massa dos animais

A massa média inicial dos animais referentes aos grupos experimental e

controle e o valor de p sédo apresentados na tabela 2.

Tabela 2 — Massa média inicial dos animais pertencentes aos grupos experimental e controle, em g.
(*) Teste t de Student para amostras independentes.

Massa (g)
Grupo Média | Mediana | Minimo | Maximo | Desvio padréo | Valor de p*
Experimental | 276,76 272 230 346 24,39 0814
Controle |274,95( 270 232 328 25,13
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A inexisténcia de diferengca estatisticamente significante entre 0s grupos,

frente ao teste t de Student, demonstrou a homogeneidade dos mesmos.

4.2.2 Resultados bioquimicos

O glicerol plasmatico médio, pré e pés laserterapia para o grupo E, encontrou-
se em 19,89 +6,26 mg/dl e 24,32 +5,54 mg/dl, respectivamente, sendo a diferenca
percentual 29,12 +35,19%. Para o grupo C, tal substrato apresentou-se em 19,05
+3,85 mg/dl e 19,76 +5,92 mg/dl, respectivamente, sendo a diferenca percentual
entre eles 5,28 +26,42%. Os resultados estatisticos evidenciaram que existe
diferenca significativa entre os valores de glicerol pré e pos a aplicacdo do Laser
apenas para o0 grupo E, assim como diferenca entre os grupos estudo e controle

quanto a variagdo percentual pré e pds a laserterapia proposta (figura 25).
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Figura 25. Glicerol plasmatico, pré e pés a aplicacdo do Laser de baixa intensidade, para os

respectivos grupos. SignificAncia estatistica (*) avaliada pelo Teste ndo paramétrico de
Wilcoxon.
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4.2.3 Resultados histomorfométricos

O nuamero médio de adipdcitos uniloculares, por 5 sub-campos de 1.747,488
pim, por campo, em 5 campos por animal, foi: 21,49 +2,55 para o grupo E e 20,86
11,81 para o grupo C, sem diferenca estatisticamente significante entre eles (figura
26).
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Figura 26. Namero de adipOcitos uniloculares para os respectivos grupos. Significancia estatistica
avaliada pelo Teste t de Student para amostras independentes.

A area média dos adipdcitos uniloculares, referente ao grupo submetido ao
Laser de baixa intensidade e ao grupo controle encontrou-se em: 1.773 £432 pixels
e 2.217 532 pixels, para os grupos E e C, respectivamente, com diferenca

estatisticamente significante entre eles (figura 27).
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Figura 27. Area dos adipdcitos uniloculares para os respectivos grupos. Significancia estatistica (*)
avaliada pelo teste t de Student para amostras independentes.

As fotomicrografias do tecido adiposo unilocular de ratos, referentes aos
grupos experimental e controle sdo apresentadas na figura 28. A histologia
evidenciou tecido adiposo unilocular em dois niveis, mais superficial e mais
profundo, abaixo da derme. Foram observados, em ambos 0s grupos avaliados,
adipdcitos uniloculares, mais especificamente, os locais ocupados pelo lipidio antes
da sua dissolugéo durante a preparacéo do tecido, representando a quase totalidade
da célula, o citoplasma, o nucleo celular e a membrana citoplasmatica. As células
apresentaram-se volumosas e com diferentes formatos, desde esféricas, poliédricas
até achatadas. Quanto a morfometria, foi constatado que os adipdcitos pertencentes
aos animais do grupo submetido ao Laser de baixa intensidade apresentaram menor
area em relacdo aqueles pertencentes ao grupo controle. No tocante ao meio
extracelular, foram visualizados septos de tecido conjuntivo delimitando Iébulos de
diferentes tamanhos, vasos sanguineos, fibroblastos, leucocitos ocasionais e

foliculos pilosos em diferentes graus de formacéo.
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Figura 28. Fotomicrografia de tecido adiposo unilocular de ratos. HE X200. As imagens mostram o
tecido adiposo unilocular: (A) submetido a 0,06J por ponto (grupo experimental) e (B)
submetido a 0J ﬂupo controle). 1- tecido adiposo mais superficial, 2- tecido adiposo
mais profundo. Células adiposas uniloculares. —® Foliculos pilosos. Pode-se

observar que os adipécitos uniloculares do grupo sobmetido a laserterapia (A)
apresentam menor area em relacdo as células adiposas néo irradiadas (B).

4.2.4 Resultados ultra-estruturais

As micrografias eletrdnicas evidenciaram uma ou duas células adiposas
uniloculares, dependendo do aumento empregado. De modo geral, foram obervados
a membrana citoplasmatica e as organelas celulares, sobretudo as mitocondrias.
Essas organelas, em termos subjetivos, tenderam a se apresentar mais abundantes
e em maior tamanho no grupo submetido a laserterapia de baixa intensidade em
relacdo ao grupo controle, alcancando areas superiores a 26.892 pixels a 1um
(figuras 29 e 30).
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Figura 29. Eletromicrografia de adipécitos uniloculares de ratos. A) grupo experimental e B) grupo
controle. IL — inclusdo lipidica; MC — membrana citoplasmética; M — mitocéndrias. Pode-
se observar que as mitocéndrias pertencentes as células do grupo submetido ao Laser
proposto (A) tendem a se apresentar mais abundantes e com maior tamanho em relagéo
as células nao irradiadas (B).
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Figura 30. Eletromicrografia de adipdcitos uniloculares submetidos ao laser de baixa intensidade. IL —
inclusdo lipidica; MC — membrana citoplasmética; M — mitocéndria; EF — envelope
fenestrado; N — ndcleo. A figura mostra a grande quantidade de mitocdndrias circundando
as inclusdes lipidicas e o nucleo.



CAPITULO 5

DISCUSSAO

Diversos estudos evidenciaram efeitos da laserterapia terapéutica em
fibroblastos (Vinck et al., 2003; Webb e Dyson, 2003; Junior et al., 2006),
macrofagos (Klebanov e Poltranov, 2005), linfécitos (Tong e Liu, 2000), células
endoteliais (Schindl et al., 2003) e células especificas dos tecidos 0sseo (Freitas et
al., 2000; Marino et al., 2003; Pinheiro et al., 2003), nervoso (Khullar et al., 1999;
Oron et al., 2006), muscular esquelético (Shefer et al., 2002), cardiaco (Drugova e
Monich, 2001), cartilaginoso (Yueh-Shuang et al., 2004) e epitelial (Haas et al., 1990;
Hsin-Su et al., 2003). No que tange ao tecido adiposo, pouco se sabe a respeito dos
efeitos do Laser de baixa intensidade sobre este tecido, pois, embora tal dispositivo
seja utilizado ha mais de 35 anos, como recurso terapéutico, sua aplicacdo na tela

subcutanea é recente.

O Laser, ao interagir com os tecidos biolégicos gera processos fotobioldgicos
modulatorios e, consequentemente, efeitos a nivel macroscopico. Tendo em vista a
variedade de parametros modulatorios e a grande complexidade do tecido adiposo,
orgao endocrino envolvido em diversos processos fisiopatoldgicos, ha uma urgente
necessidade de informacdes concernentes as acdes especificas desta técnica no
mesmo. A presente dissertacdo vem de encontro a essa necessidade atual, dado
gue demonstra resultados significativos importantes decorrentes da interacdo entre a
radiacdo luminosa e o tecido adiposo, por meio de uma metodologia bem

fundamentada e estruturada.

5.1 QUANTO AOS RESULTADOS

Os resultados do presente estudo, nas condi¢cées propostas, evidenciaram
gue o Laser de baixa intensidade, com 660 nm e energia de 0,06J por ponto, exerce
efeito lipolitico no tecido adiposo unilocular de ratos. Esse efeito foi observado tanto

em nivel plasmatico, com o aumento do glicerol, quanto em nivel microscépico e
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ultraestrutural, com a reducdo dos adipdcitos uniloculares e tendéncia ao aumento
do nimero e tamanho das mitocdndrias nos animais submetidos ao Laser de baixa
intensidade. Esses achados corroboram com a tendéncia a reducdo da area
observada no estudo histomorfométrico preliminar, a qual se apresentou
independente da energia empregada. Por outro lado, no que tange ao niamero de
células, os resultados de ambos os estudos sinalizaram a ndo existéncia de

diferencas estatisticamente significantes para esta variavel.

Considerando unicamente a avaliacdo do numero e area de células em um
dado campo, reducbBes da &rea estdo relacionadas com aumentos do numero de
células no campo observado, sem relagcfes diretas com o0 aumento quantitativo real,
visto que ha uma reducédo da espessura do tecido. No presente trabalho, os campos
utilizados para a avaliacdo do numero e area dos adipdcitos uniloculares foram
diferentes, sendo o primeiro bastante pequeno, em relagdo ao campo total. Neste
diapasdo, a alteracdo morfométrica evidenciada foi insuficiente para proporcionar
uma variacdo no numero de células no campo proposto, justificando os resultados

observados.

Em termos fisiolégicos, os achados atinentes ao numero de adipdOcitos séo
fundamentados pelo fato do tecido adiposo, diferentemente dos demais, apresentar
uma acentuada capacidade de alterar seu tamanho, podendo elevar seu peso total
acima de 100%, ou diminui-lo, chegando a 3% do normal (Vague, 1991; Trayhurn e
Beattie, 2001). Neste sentido, alteragcbes no numero de células adipocitarias
pressupdéem grandes estimulos, uma vez que esta célula, primariamente, sofre
outras variagcdes morfométricas. Essas alteracdes podem ser relativas a lipogénese,
onde o aumento de triglicerideos promove hipertrofia adipocitaria, recrutamento de
precursores dos adipocitos, diferenciacdo celular, e aumento quantitativo deste
tecido (Spiegelman e Flier, 2001; Chavey et al., 2003); ou alteracbes em termos
lipoliticos, por intermédio da les&o tecidual ou condicbes especificas, ambas por

fatores intrinsecos ou extrinsecos.

No que concerne ao efeito lipolitico observado, a interagdo entre a molécula
fotoaceptora e o feixe luminoso envolve quatro processos: a aceleracdo da
transferéncia de elétrons na cadeia respiratéria, o incremento na temperatura local
dos cromoéforos, a geracdo de oxigénio molecular (acao fotodinamica) e a liberacéo

de radicais livres no final da cadeia respiratéria (Karu, 1999). Em complemento,
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Vladimirov et al. (2004) relataram que a radiacdo luminosa promove a fotélise do
complexo NO/componentes da cadeia respiratéria, liberando o NO e promovendo a
restauracdo e otimizacdo da respiracdo celular. Além da reativacdo da Cu-Zn-
superéxido dismutase, inativa em baixo pH, e a acdo fotodinamica de
sensibilizadores enddgenos responsaveis por iniciar os efeitos benéficos mediados

pela radiagcdo luminosa de baixa intensidade.

Essas primeiras mudancas nas moléculas fotorreceptoras sdo seguidas por
um conjunto de reacdes bioquimicas celulares, as quais compreendem a base dos
efeitos secundarios. Estas reacdes englobam outras mudancas redox, transducéo do
foto-sinal e amplificacdo da cadeia, com a consequente modulacdo das reacoes
bioquimicas e macro-efeitos biologicos. Deste modo, a ativagcdo da cadeia
transportadora de elétrons resulta em incrementos no potencial elétrico da
membrana mitocondrial, aumento de ATP, reducdo do pH citoplasmatico, dentre
outros efeitos, os quais promovem mudancas no fluxo de calcio entre a mitocondria
e 0 citoplasma, assim como aumento nas concentracbes de AMPc (Karu, 1988;
Vladimirov et al., 2004). Assim sendo, a atividade mitocondrial é incrementada,
frente a laserterapia de baixa intensidade, justificando a tendéncia ao aumento do
namero e da area dessa organela no presente estudo. Neste diapasdo, Manteifel et
al. (1997) observaram o aparecimento de mitocondrias gigantes, em linfocitos
humanos, 1 h apds a aplicacdo do Laser de He-Ne, corroborando os achados

demonstrados pela microscopia eletrbnica de transmisséao.

O aumento do AMPc, no tecido adiposo, promove a ativacdo da PKA,
responsavel pela fosforilagdo da lipase horménio sensivel e da perilipina. A lipase
horménio sensivel fosforilada €, entédo, translocada para a goticula de gordura, onde
a perilipina fosforilada permite seu acesso, ocasionando a hidrolise dos
triglicerideos, logo, lipdlise (Cisternas, 2002; Holm, 2003; Hermsdorff e Monteiro,
2004; Wolf, 2005; Marcinkiewicz et al., 2006; Yamaguchi et al., 2006). Esse é um
dos mecanismos possiveis pelo qual o Laser de baixa intensidade promove a

reducado dos adipdécitos uniloculares.

Em complementaridade, o NO, proveniente da fotdlise do complexo
NO/componentes da cadeia respiratoria, poderia auxiliar na reducdo da area
adipoctaria, uma vez que esta molécula exerce acdes modulatorias sobre a lipolise,

tendo em vista seu estado redox (Gaudiot et al., 1998; Gaudiot et al., 2000).
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A acdo da lipase horménio sensivel, e outras proteinas, sobre a goticula
adiposa promove a hidrélise dos triglicerideos, os quais sao convertidos em
diglicerideos e estes em monoglicerideos. Os monoglicerideos, por sua vez, sao
hidrolizados pela monoglicerideo lipase, com a consequente liberacdo de éacidos
graxos e glicerol que, por sua vez, difundem para os capilares do tecido adiposo e
sistema circulatorio, de modo geral (Holm, 2003; Dolinsky et al, 2004, Junqueira e
Carneiro, 2004; Wolf, 2005). O glicerol, bastante solavel no plasma, é captado,
principalmente, pelo figado e reaproveitado (Junqueira e Carneiro, 2004). Neste
aspecto, processos lipoliticos desencadeiam a liberacédo de &cidos graxos e glicerol
para o sistema circulatério, o que fundamenta os achados bioquimicos deste
trabalho, mais especificamente, o aumento do glicerol plasmatico apds a exposi¢ao

dos animais ao Laser de baixa intensidade.

Além do figado, outros 6rgdos estdo envolvidos na captacdo do glicerol
plasmatico, como os rins, o cérebro, o intestino, os pulmdes, dentre outros. A taxa
hepatica meédia de extracdo é estimada em 2 a 4 pM/min/g, sendo que
concentracfes aproximadas de 2 mM/L podem ser completamente reabsorvidas pelo
figado e rins (Lin, 1977). Sloviter (1958) observaram que a administracdo de
solugbes contendo baixas concentragdes de glicerol, 5%, ndo causa efeitos toxicos
ou colaterais indesejados. Em contrapartida, solu¢gdes com altas concentragoes,
superiores a 20%, podem produzir hemoglobinuria e dano renal. Nesse interim, o
incremento nas concentracdes de glicerol plasmatico apos a laserterapia de baixa
intensidade, evidenciado pelo presente estudo, encontra-se dentro dos limites de
reabsorgcdo pelos 6rgdos responsaveis, sendo insuficiente para proporcionar efeitos

prejudiciais.

5.2 QUANTO AO METODO

O modelo experimental utilizado no presente estudo foi o Rattus norvergicus
albinus, Rodentia mammalia, da linhagem Wistar, fémeas, com 6 meses de vida.
Esta selecdo decorreu dos resultados obtidos junto ao estudo A, os quais
demonstraram que o modelo experimental com essas caracteristicas apresentava

maiores concentracdes de adiposidade subcutédnea na regidao toracica dorsal. O
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roedor com 6 meses de vida tem o metabolismo mais lentificado em relagédo aos
roedores mais jovens, logo, os resultados do presente estudo sugerem um efeito
lipolitico em potencial, pois a laserterapia proposta promoveu incremento nos niveis
de glicerol plasmatico, reducao da area celular e tendéncia ao aumento do nimero e
tamanho das mitocéndrias nos adipdcitos uniloculares em ratos com um

metabolismo ja lentificado.

Extrapolacdes de resultados obtidos por estudos envolvendo animais para
humanos sao limitadas, tendo em vista as peculiaridades de cada organismo.
Contudo, os resultados tendem a apresentar semelhancas, as quais podem ser
transportadas quase diretamente, de modo a fundamentar o ensaio clinico em seres
humanos. Neste sentido a Laserterapia proposta por este estudo mostrou-se

promissora em promover efeitos lipoliticos na espécie humana.

Considerando os efeitos do Laser, na modula¢do dos processos biologicos, a
Lei de Arndt-Schultz € proposta como modelo ao prover base tedrica para a
dosimetria. No ambito geral, ela caracteriza a bioestimulacdo em densidades mais
2004). O'Kane e Shields (1994), Schindl et al. (2003) e Yu e Naim (1997), a partir de
seus estudos, sugeriram que a bioestimulacdo ocorre em densidades de energia
entre 0,05 e 10 J/cm? J& Tuner e Hode (2004) consideraram a dose 6tima para
bioestimulacéo entre 0,5 e 1 Jicm? para lesbes abertas e entre 2 e 4 J/cm? para as
demais condic¢des. Adicionalmente, os autores ressaltaram a importancia do ajuste
da densidade de energia, de modo a otimizar o resultado terapéutico, segundo a
resposta individual, tendo em vista as inUmeras variaveis passiveis de interferir

nestes resultados.

Esta janela biologica tem como fundamento o dano ao fotoaceptor, com a
consequente redugéo do metabolismo, decorrente do incremento da densidade de
energia para além de um determinado limiar, ou a propria destruicdo dos
fotorreceptores e letalidade celular, com incrementos ainda maiores (Karu, 1987).
Além disso, tal biomodulacédo pode ser decorrente das relagdes entre densidade de
energia empregada e mudancas redox, além de outros fatores, uma vez que
segundo Karu (1999), mudancas em direcdo a oxidacdo sdo associadas a
estimulacdo da vitalidade celular, enquanto alteracdes em direcdo a reducéo estéo

relacionadas a inibicdo dos processos biologicos.
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No estudo final, a laserterapia com fluéncia de 2 J/cm?, energia de 0,26 J por
aplicacdo ou 0,06 J por ponto, nas condicbes propostas, foi efetiva de modo a
desencadear efeito lipolitico, evidenciando que tal densidade de energia encontra-se
dentro dos limites estimulatérios tissulares preconizados pela literatura. Contudo,
guanto aos achados do estudo histomorfométrico preliminar, ndo foi observada
diferenca significativa, ou mesmo tendéncias para tal, nos adipdcitos uniloculares
estimulados com o laser de diodo semicondutor, entre as energias 0,06J (2J/cm?);
0,31J (8 J/cm?) e 0,62J (16 J/cm?).

A energia no tecido alvo e, consequentemente, os resultados terapéuticos
relacionam-se com o comprimento de onda, a densidade de poténcia, o tipo de
tecido, as condicOes tissulares, a natureza da moléstia, a pigmentacédo tissular, a
técnica de aplicacdo empregada, dentre outros fatores (Guirro e Guirro, 2002c;
Baxter, 2003; Tuner e Hode, 2004). Neste sentido, os macroefeitos bioldgicos,
relacionam-se diretamente com a profundidade de penetracdo da radiacéo luminosa,
sendo o espalhamento e a absorcéo fatores determinantes (Baxter, 1995; Tuner e
Hode, 2004). O tecido adiposo, por suas caracteristicas intrinsecas, apresenta uma
maior capacidade de penetracdo da radiacdo luminosa, indicando uma menor
absorcao (Stolik et al., 2000).

E provavel que as trés diferentes energias empregadas no estudo
histomorfométrico preliminar encontrem-se dentro dos limites estimulatérios
biolodgicos da curva de Arndt-Schultz, levando-se em consideracdo a tendéncia a
resultados significativos quando comparados 0s grupos experimentais em relagao ao
controle, o que justifica a auséncia de diferencas significativas entre as energias
0,06J; 0,31J e 0,62J.

Por outro lado, a laserterapia de baixa intensidade promove efeitos
moleculares, 0s quais compreendem a base para 0s macroefeitos bioldgicos
(Letokhov, 1991; Karu, 1999; Baxter, 2003; Nussbaum et al., 2003; Vladimirov et al.,
2004). Neste sentido, existe a possibilidade de que o protocolo utilizado no estudo
histomorfométrico preliminar ndo tenha sido suficiente para promover alteracbes
diferenciadas, entre as energias empregadas, a nivel histomorfométrico, sendo os
efeitos restritos ao nivel molecular. Destarte, a andlise histomorfométrica empregada

nao seria suficientemente sensivel para detectar tal diferenca.
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Os resultados obtidos pelos estudos referentes aos efeitos do Laser de baixa
intensidade no tecido adiposo sdo contraditorios. Neira et al. (2002) avaliaram os
efeitos do diodo Laser, com 635 nm, 10 mW de poténcia e energias de 1,2J; 2,4J e
3,6J, no tecido adiposo de humanos submetidos a dermolipectomia. A aplicacdo do
Laser foi realizada através da pele integra, por meio da técnica de varredura na
presenca e auséncia de técnica tumescente prévia. Esta técnica consiste na
infiltracdo tissular de solucdo salina associada a um agente anestésico e a um
agonista adrenérgico, com o propdsito de facilitar o procedimento de lipoaspiracao e
evitar complicacdes. Os autores observaram o0 extravasamento da gordura
intracelular para o meio extracelular, em decorréncia da presenca transitoria de
poros ou ruptura da membrana citoplasmatica, nas células submetidas a estimulacao
proposta. Estes efeitos foram mais proeminentes com o aumento da energia assim
como com 0 uso da técnica tumescente prévia, culminando em graus diferenciados
de perda do formato das células. Partindo destes resultados, Neira et al. (2006)
descreveram a técnica de liposuccdo assistida pelo Laser de baixa intensidade,
conhecida como técnica 4L de Neira. Esta técnica, segundo esses autores, facilita o
procedimento de liposuccéo, tendo em vista os resultados a nivel celular, descritos
no estudo anterior (Neira et al., 2002), proporcionando a reducao da lesao tissular e

do processo inflamatorio, bem como a otimizacdo da cicatrizacdo tecidual.

Em contrapartida, Brown et al. (2004), na tentativa de alcancar resultados
semelhantes aos achados de Neira et al. (2002), ndo obtiveram resultados, frente ao
uso do diodo Laser com 635 nm, 10 mW de poténcia, com uma ampla variedade de
densidades de energia, no tecido adiposo de humanos, porcos, ou mesmo em
cultura de pré-adipoécitos humanos, sob condi¢des diferenciadas. Importa aduzir que,
nos diferentes protocolos utilizados, a energia total aplicada pelos autores foi sempre
superior a energia total empregada por Neira et al. (2002), sendo que, em alguns
casos, 0s autores realizaram aplicacdes duplas, sendo estas previamente e
posteriormente a técnica tumescente. Brown et al. (2004), para compreender a
grande divergéncia entre os estudos, realizaram analises duplicadas das amostras, e
salientaram a possibilidade dos poros, observados por Neira et al. (2002),
corresponderem a artefatos ocasionados pela exposi¢cao ao Laser e pelo preparo do
material. Além disso, 0s pesquisadores consideraram que apenas efeitos bioldgicos

sutis podem ser influenciados pela laserterapia de baixa intensidade em tecidos
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subdérmicos, tendo em vista as limitagbes de penetracdo da radiacdo dentro do

espectro vermelho.

Relativamente a esta limitacdo e considerando que o Laser utilizado pelo
presente estudo possui 660 nm de comprimento de onda e 20 mW de poténcia
emitida, comprimentos de onda entre 650 e 1000 nm, apresentam profundidade de
penetracdo de 2 a 3 mm com uma variacdo méaxima de 20 a 30% de individuo para
individuo, tendo em vista as diferencas nas propriedades Opticas tissulares
existentes entre os mesmos (Baxter, 1995). Tuner e Hode (2004) referiram que um
laser de, aproximadamente, 632 nm, com poténcia emitida de 3,5 mW, penetra até 8
mm, dependendo do tecido estimulado. Além disso, a técnica pontual de aplicacao
do laser, com a probe posicionada perpendicularmente a regido proposta associada
a discreta compressao tissular, utilizada pelo presente estudo, minimiza os fatores
atenuantes da radiacdo Laser durante a aplicagdo, aumentando, consequentemente,
a profundidade de penetracdo (Baxter, 1995; Nussbaum et al., 2003; Tuner e Hode,
2004). Esses dados, associados com os resultados positivos obtidos, indicam que,
no presente estudo, a interacdo entre a radiacdo luminosa e o tecido alvo de fato
ocorreu. Ademais, altas profundidades de penetracdo da radiacdo Laser ndo séo
necesséarias para que haja bioestimulagcdo em tecidos mais profundos, tendo em
vista a interagdo entre o feixe luminoso e os tecidos, o conjunto de reagdes
desencadeadas pelos efeitos primarios do Laser (Baxter, 1995; Karu, 1999; Baxter,
2003; Vladimirov et al., 2004), bem como o fendomeno de amplificacdo da
intensidade da radiacdo luminosa na derme e na epiderme (Schindl et al., 2000;
Nussbaum et al., 2003).

Cabe relatar que ambos os estudos citados, Neira et al. (2002) e Brown et al.
(2004), ao contrario do presente experimento, restringiram-se a analise qualitativa,
por intermédio da microscopia eletronica de transmissédo e de varredura, limitando,
grandemente, a validagcéo dos efeitos do Laser. Em associagéo a isso, a aplicagcéo
foi Unica, com as diferentes energias propostas. Neste sentido, os resultados obtidos
pelos autores referem-se aos efeitos imediatos, de uma Unica aplicacdo, do laser
avaliado. No presente estudo, os animais foram submetidos a laserterapia proposta
3 vezes por semana, durante 4 semanas, totalizando 12 aplicagbes. Com isso,
objetivou-se a caracterizacdo dos efeitos da laserterapia sobre o tecido adiposo

unilocular de modo continuado, simulando um tratamento ndo-invasivo para reducao
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de adiposidade localizada. Transpondo as diferencgas intrinsecas entre os estudos,
os resultados evidenciados pelo presente trabalho, com mesmo direcionamento que
os achados de Neira et al. (2002), demonstraram diferengas significativas, em
termos lipoliticos, no tecido adiposo. Contudo, ndo foram observadas alteracées no
formato dos adipdcitos uniloculares, nem presenca de lipidios no meio extracelular,
além da tendéncia a reducdo adipocitaria observada no estudo histomorfométrico

preliminar, ser independente da densidade de energia empregada.

Fodor (2004) relatou ndo haver explicacdo para a grande divergéncia entre 0s
resultados obtidos por Neira et al. (2002) e Brown et al. (2004), tendo em vista as
metodologias utilizadas. E ressaltou que polarizagbes desta natureza demonstram a
importancia de adequadas investigacdes sobre novas técnicas ou novos enfoques

das metodologias ja existentes, previamente ao uso clinico.

Medrado et al. (2006), analogamente a Brown et al. (2004), ndo observaram
alteracdes no tecido adiposo unilocular de ratos, com o uso do Laser de GaAsAl com
670 nm, 9 mW e energia de 0,07J, densidade energética de 1 J/cm?, durante 4, 8, 12
ou 16 dias. No entanto, em relacdo ao tecido adiposo multilocular, foram
evidenciados graus varidveis de aumento e fusdo dos vacuolos adiposos. Esta
alteracdo foi observada, sobretudo, com 4 e 16 dias de aplicagdo do laser. Outro
achado relativamente constante, citado pelos pesquisadores, foi a congestao
vascular com 4, 8 e 12 dias de irradiacao tecidual. Frente aos resultados, os autores
consideraram o tecido adiposo branco mais resistente a laserterapia de baixa
intensidade, em relacdo ao tecido adiposo marrom. Neste aspecto, levando-se em
consideracdo, unicamente, a alteracdo em nivel multilocular previamente a
unilocular, pelas préprias caracteristicas intrinsecas de cada tecido, o resultado
significativo no presente estudo sugere alteracdes ao nivel do tecido adiposo

multilocular, embora ndo avaliado.

Karu (1999), a despeito das controvérsias entre os efeitos do Laser de baixa
intensidade, salientou que a acao do laser sobre o estado redox celular, via cadeia
respiratoria, € um dos fatores que explicam esta divergéncia, uma vez que células
com o estado redox em direcdo a reducdo sdo mais sensiveis aos efeitos da
radiacdo luminosa. Neste sentido, importa ressaltar que comparagdes exatas, entre
os estudos, sao dificeis, tendo em vista a grande variedade de parametros

modulatérios de aplicacdo da laserterapia de baixa intensidade, a insuficiéncia na
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decricdo metodologica de muitos trabalhos de modo a permitir sua reprodutibilidade,
bem como a grande quantidade de fatores passiveis de interferir na aplicacéo de tal

dispositivo terapéutico.

Os resultados evidenciados pela presente dissertacdo denotam uma grande
aplicabilidade da tecnologia Laser nas &reas dermato-funcional e correlatas, onde
diversas técnicas terapéuticas sdo desenvolvidas e utilizadas, objetivando promover
ou auxiliar a reducdo da adiposidade corpérea, sendo, muitas delas, carentes de
comprovacao cientifica. E uma area em ascencéo, dado a existéncia de mais de um
bilhdo de individuos acima do peso e a grande quantidade de pessoas com peso
dentro dos padrdes de normalidade, ou mesmo com baixo peso, acometidas por
deformidades do contorno corpoéreo, associada a hodierna hipervalorizacao estética.
Além disso, a distribuicdo e a mobilizacdo da tela subcutdnea sao desiguais,
tornando algumas regides fortemente resistentes a lipolise, sendo estas altamente
beneficiadas com a aplicacdo localizada de uma técnica comprovadamente lipolitica.
Os efeitos adipocitarios alcancados por intermédio do Laser de baixa intensidade
sdo obtidos com custo relativamente baixo, de maneira conservadora, rapida e
praticamente sem efeitos colaterais, o que incrementa, grandemente, os beneficios
de tal tecnologia tanto para o cliente, quanto para o proprietario do estabelecimento
clinico e profissionais da area da saude reponséaveis pela aplicacdo de tal técnica

terapéutica.



CAPITULO 6

CONCLUSOES

A partir dos resultados evidenciados pela presente dissertacdo, pode-se
concluir que a aplicagdo do Laser de In-Ga-Al-P com 660 nm, energia de 0,06J por
ponto (2 Jicm?), 22,15 mW, em uma freqiiéncia de 3 vezes por semana, totalizando
12 aplicagbes, em Rattus norvergicus albinus, Rodentia mammalia, da linhagem

Wistar, adultos, fémeas e com seis meses de vida, promove:
(1) aumento nas concentrac6es de glicerol plasmatico;

(2) reducéo dos adipdcitos uniloculares de ratos, sem interferir no nimero de

células adiposas e,
(3) tendéncia ao incremento no numero e tamanho das mitocondrias.

Os achados ultraestruturais justificam os microscépicos e ambos
fundamentam os bioquimicos. Sdo resultados promissores, 0s quais posicionam o
Laser de baixa intensidade como uma importante ferramenta no auxilio a reducéo

adipocitaria.



CAPITULO 7

SUGESTOES, PERSPECTIVAS FUTURAS E CONSIDERACOES FIN AIS

No gque tange & sugestdes para a melhoria do presente estudo, cabe enfatizar
a avaliacdo ultraestrutural realizada. Uma avaliacdo quantitativa da area e namero
das mitocondrias proporcionaria um resultado mais concreto, em detrimento da
tendéncia observada na presente dissertacdo, frente a analise qualitativa realizada.
Além disso, a avaliacdo morfométrica das inclusdes lipidicas, bem como a
investigacdo de outras organelas citoplasmaticas fundamentaria ainda mais o0s

efeitos ultraestruturais da radiacédo luminosa no tecido adiposo.

Diante dos achados evidenciados pelo presente trabalho e considerando a
polarizacdo hodierna presente na literatura, estudos futuros sdo necessarios para a
caracterizacdo dos reais efeitos da laserterapia de baixa intensidade no tecido
adiposo. Interessa enfatizar os estudos em humanos com diferentes protocolos de
aplicacédo da radiagao luminosa, como diferentes comprimentos de onda, poténcia,
densidades energéticas, dentre outros parametros modulatérios, assim como com

diferentes frequiéncias e intervalos de aplicacéo.

O tecido adiposo de humanos apresenta algumas peculiaridades quando
relacionado com o tecido adiposo de ratos, mas, de modo geral, 0s resultados de um
protocolo utilizado em ratos tendem a demonstrar semelhancas com aqueles
decorrentes da aplicacdo em humanos. Um fator importante a ser observado,
consiste na diferenca de profundidade que o feixe luminoso precisa ultrapassar para
alcancar o tecido alvo em ratos e em humanos, em associagao as profundidades de
penetracdo da radicdo luminosa nas diferentes faixas do espectro eletromagnético, e
aos demais parametros modulatorios empregados. Destarte, estudos em humanos
envolvendo diferentes variaveis relacionadas com a profundidade da radiacdo Laser
proporcionardo uma maior efetividade da terapia. Vale citar que altas profundidades
de penetragdo ndo sdo necessarias para estimular efeitos em tecidos mais
profundos. Outrossim, a densidade de energia empregada é essencial na
laserterapia, tendo em vista o efeito biofotomodulador, fundamentada pela Lei de

Arndt-Schultz, onde altas densidades energéticas sdo inibitdrias e baixas fluéncias
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sdo estimulatorias. No que concerne a esta variavel, é importante a investigacdo do
limite estimulatério para o tecido adiposo, assim como da fluéncia ideal, de modo a
proporcionar efeitos mais pronunciados. A frequiéncia e o intervalo de aplicacao, por
fim, sdo também relevantes, pois propiciam o0 conhecimento dos efeitos da
laserterapia de modo continuado ou por um curto periodo de tempo, com 0S
diferentes intervalos de aplicacdo. Neste diapaséo, os resultados dos estudos em
humanos permitirdo a aplicabilidade imediata da técnica, de modo a proporcionar

resultados otimizados.

No que tange a avaliacdo em si, estudos envolvendo tanto os aspectos
moleculares e ultraestruturais quanto os efeitos a nivel macroscopico sao
importantes para a adequada caracterizacdo dos efeitos do Laser de baixa
intensidade no tecido adiposo. Inicialmente, é mais interessante averiguar 0S
resultados macroscoépicos, pois estes oferecem vantagens imediatas para a pratica
clinica. Tais resultados podem ser avaliados por meio de diversas técnicas, a saber:
cirtometria, ultra-som, termografia, ou mesmo analises bioquimicas, como avaliacao
do glicerol plasmatico ou acidos graxos livres, dentre outras técnicas avaliativas.
Apdés a avaliacdo macroscoOpica € importante investigar os efeitos em niveis

microscoépico e ultraestrutural, de modo a fundamentar os macro-efeitos observados.

O Laser de baixa intensidade € uma tecnologia multifacetaria, com diversas
aplicacoes na area da saude. Contudo, no que tange ao tecido adiposo, seus reais
efeitos ndo sdo bem determinados e o mundo cientifico carece de estudos
envolvendo a tecnologia Laser nesse tipo de tecido. Essa situacdo decorre,
sobretudo, do carater recente da aplicacdo neste tecido, da complexidade do tecido
adiposo, da divergéncia dos resultados obtidos pelos trabalhos descritos na
literatura, da insuficiéncia na descricdo metodologica de muitos deles, assim como
da variedade tanto de parametros modulatérios quanto de outras variaveis passiveis
de interferir nesta terapia. A aplicabilidade desta modalidade terapéutica na tela
subcutédnea apresenta um grande potencial clinico, considerando, por um lado, a
existéncia de mais de um bilhdo de individuos adultos acima do peso e a grande
guantidade de pessoas com peso dentro dos padrbes de normalidade, ou mesmo
com baixo peso, acometidas por deformidades do contorno corpéreo. E por outro
lado, a distribuicdo e a mobilizacdo desiguais da tela subcutédnea, o que torna

algumas regifes fortemente resistentes a mobilizacdo lipolitica, sendo, portanto,
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beneficiadas com a aplicacdo localizada da radiacdo luminosa. Ademais, esses
efeitos do Laser de baixa intensidade sobre o tecido adiposo s&o obtidos com custo
relativamente baixo, de maneira conservadora, rapida e sem efeitos colaterais, se
aplicada por um profissional competente. Neste sentido, o presente estudo vem a
auxiliar na determinacgdo dos reais efeitos do Laser de baixa intensidade no tecido
adiposo, revelando resultados promissores e proporcionando perspectivas de
trabalhos futuros, com o propdsito de fundamentar, incrementar e inserir tal

tecnologia na pratica clinica.
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APENDICE 1

Pontificia Universidade Caldlica do Parana
Pro-Reitaria Academica € de Pesguisa
Nuclea de Biogtica

Curitiba, 29 de agosto de 2006.
PARECER N. 3306/CEUA-PUCPR

Prezado (a) Pesguisador (a),

Informo a Vossa Senhaoria que o Comité de Etica em Pesquisa com Animais da PUCPR, em
reumiao realizada no dia 14 de agosto do corrente ano avaliou o Projeto Intitulado "Efeitos do
{azer de baixa poténcia no tecido adiposo: um estudo experimental em ratos”, sob o registro
no CEUA /PUCPR n® 159.

O experimenie classificado como de categoria A sera realizado com o nbmero de 72 Ratos

Nevergicus Aibinus, os quais apos o experimento seréo sacrificados.

O colegiado do CEPA entendeu que o projeto avaliado esta de acordo com as nermas éticas

vigentes no pais e por isso emite o seguinte parecer:
APROVADO COM RECOMENDACOES

- N” de animais: folha de rosto = 72 resumao 60 (adequar) e pag 29 {metodolegia = 60}
- Metodologia pag 31 Eutanasia pf via intra-cardiaco; justificar.
- Cronograma: estudo pilote em agosto? (adequar cronogramay).

Lembramas o senhor (a} pesquisador {a) qua € cbrigatdfio encaminhar relatdrie anual
parcial e relatério final da pesquisa 2 este CEPA.

.
Atenciosamente,

i tu X
Prof*. D, AntanigMaria Binder Prado
Presidénte do Comité de Etica em Pesquisa com Animais da PUCPR

fima Sra
Halina Camargo Senhorinho

Cx Mreta 17 2105 - JES S0242-280

Fus e lkls S
Telalore, (41 32712



APENDICE 2

PROTOCOLO PARA MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

1. Fixagéo: Glutaraldeido a 2%, paraformaldeido a 4%, CaCl, a 1 mM, em tampéo
cacodilato de sddio a 0,1 M, pH 7,2, por 2 horas, em temperatura ambiente;

2. Lavagem em tampéao cacodilato de sédio a 0,1 M, por 3 vezes, durante 10 minutos

cada;

3. Pos-fixagdo: Tetroxido de Osmio a 1%, ferricianeto de potassio a 0,8%, CaCl a 1
mM, em tampao cacodilado de sodio a 0,1 M, por 30 minutos, no escuro e em

temperatura ambiente;

4. Lavagem em tampao cacodilato de sédio a 0,1 M, por 3 vezes, durante 10 minutos

cada;
5. Desidratacao: acetona 50%, 70%, 90% e 100%, durante 15 minutos cada.

6. Infiltracdo: mistura | - acetona/epon 3:1 — overday, mistura Il - acetona/epon 1:1 —

overnight, mistura Ill - acetona/epon 1:3 - overday;

7. Infiltracdo em epon puro — overnight;

8. Polimerizacdo em estufa & 60° C, durante 4 dias;

9. Ultramicrotomia;

10. Contrasta¢édo com citrato de chumbro e acetato de uranila;

11. Observacgao: microscopio eletrénico de transmisséao.



