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RESUMO

Denadai AS. Analise dos efeitos agudos do laser de baixa intensidade
(660nm) sobre os niveis de estresse oxidativo de ratos diabéticos com
feridas na pele. Campo Grande; 2013. [Tese — Programa de Pés Graduacao
em Saude e Desenvolvimento na Regido Centro-Oeste da Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul].

Introducao: O termo estresse oxidativo é utilizado quando se evidencia um
desequilibrio entre os sistemas pré e antioxidantes. A laserterapia influencia
parametros de estresse oxidativo como a alteragdo da atividade das enzimas
antioxidantes e a produgao de espécies reativas de oxigénio (ERO). Objetivo:
Analisar o efeito da laserterapia de baixa intensidade - LLLT sobre o estresse
oxidativo provocado por ferida cirirgica aguda em ratos diabéticos. Materiais e
métodos: o experimento foi composto por 36 animais, divididos em quatro
grupos com nove animais cada. Grupo NDNI nao-diabéticos, com ferida
cutdnea e sem laserterapia, Grupo NDI animais nao-diabéticos, com ferida
cutdnea e com laserterapia, Grupo DNI diabéticos, com ferida cutdnea e sem
laserterapia, Grupo DI diabéticos, com ferida cutédnea e com laserterapia. Os
animais foram sujeitos a inducéo de feridas, e em seguida, tratados com LLLT
(660 nm, 100 mW densidade de 6 J/cm2 de energia, o tamanho do ponto é
0.028cm2 ambos os grupos). No dia da eutanasia, o tecido da ferida cutanea
foi recolhido e imediatamente congelados para depois serem centrifugados
depois, para analise de determinacdo dos niveis de malondialdeido-MDA.
Resultados: Foi observada diferenca significativa entre os grupos de niveis de
MDA (ANOVA, p = 0,0001). O teste pés-hoc de Tukey mostrou valores
significativamente mais baixos de MDA nos tecidos irradiados, tanto em
animais diabéticos como nos nao-diabéticos. A analise de variancia do grupo
diabético, mostrou diferencga significativa (p <0,01), quando comparados todos
0S grupos, exceto para a comparacao de NDI e DI. Conclusao: Concluimos
que a LLLT foi eficaz na diminuicdo dos niveis de MDA em ferida cirurgica
aguda em ratos diabéticos.

Palavras chaves: estresse oxidativo, laserterapia de baixa poténcia, diabetes
mellitus, peroxidacao de lipideos



ABSTRACT

Denadai AS. Acute effects of low-level laser therapy (660 hm) on oxidative
stress levels in diabetic rats with skin wounds. Campo Grande; 2013. [Tese
— Programa de Pés Graduacdo em Saude e Desenvolvimento na Regido
Centro-Oeste da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul].

Background: Oxidative stress is defined as an imbalance between pro- and
antioxidant systems. Laser therapy influences oxidative stress parameters such
as the activity of antioxidant enzymes and the production of reactive oxygen
species. The aim of this study was to analyze the effects of low-level laser
therapy (LLLT) on oxidative stress caused by acute surgical wounds in diabetic
rats. Materials and Methods: The study included 36 animals divided into 4
groups consisting of 9 animals each. Group NDNI included non-diabetic rats
with cutaneous wounds that received laser therapy, group NDI included non-
diabetic rats with cutaneous wounds that received laser therapy, group DNI
included diabetic rats with skin wounds who did not undergo laser therapy, and
group DI included rats with diabetes insipidus and cutaneous wounds and
received laser therapy. Cutaneous wounds were induced in the rats, and the
animals were then treated with LLLT (660 nm, 100 mW output power density of
6 J/cm2, and spot size of 0.028 cm2 for both groups). On the day of killing the
animals, tissue-wrapped cutaneous wounds were collected and immediately
frozen, centrifuged, and stored to analyze malondialdehyde (MDA) levels.
Results: A significant difference was observed within the groups of MDA levels
(analysis of variance [ANOVA], p = 0.0001). Tukey’s posthoc test showed
significantly lower values of MDA in irradiated tissues, both in diabetic and non-
diabetic rats. ANOVA of the diabetic group revealed a significant difference (p<
0.01) when all groups, except NDI and DI, were compared. Conclusion: We
conclude that LLLT was effective in decreasing MDA levels in acute surgical
wounds in diabetic rats.

Keywords: Oxidative Stress, Low-Level Laser Teraphy, Diabetes Mellitus, Lipid
Peroxidation
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1 INTRODUGAO

O termo estresse oxidativo é utilizado quando se evidencia um
desequilibrio entre os sistemas pré e antioxidantes, sendo o primeiro sistema
predominante. Quando a formagéo dos Radicais Livres (RL) / Espécies reativas
de oxigénio (ERO) excede a capacidade de defesa do organismo, se observa
dano as moléculas biol6gicas (CONTRERAS et al., 2004; ALVES, 2002).

Para Schneider e Oliveira (2004), as EROs sao produzidas
naturalmente em nosso organismo através de processos metabdlicos
oxidativos, sendo importantes em situacdes de necessidade de ativagdo do
sistema imunolégico. Por outro lado, a producao excessiva de EROs pode levar
a situacao de estresse oxidativo com efeitos prejudiciais ao organismo, tais
como peroxidacao lipidica, oxidacao de proteinas, agressdo a carboidratos e
ao DNA.

Por sua vez os antioxidantes sdo capazes de inibir a oxidacdo dos
diversos substratos, de moléculas simples a polimeros complexos, através de
dois mecanismos: o primeiro compreende a inibicdo da formacdo de RL que
favorecem a etapa de iniciacdo e o segundo abrange a eliminacao de radicais
importantes na propagacao pela doacdo de atomos de hidrogénio a estas
moléculas, o que interrompe a rea¢dao em cadeia (SOARES, 2002).

As EROs podem ser benéficos e prejudiciais. Em condicdes fisiologicas
normais, sua producdo € rigidamente controlado e existe uma participacao
tanto de defesa do patdégeno como de sinalizacdo celular. No entanto, a
insuficiente desintoxicacdo dessas enzimas ou a sua superproducdo gera
estresse oxidativo, resultando em danos celulares. O stress oxidativo tem sido
associado a diversas doencas inflamatérias. A inflamagdo é uma resposta
fundamental na protecdo contra insultos prejudiciais e, portanto, importante
para o aparecimento de cicatrizacao de feridas (WAGENER et al., 2013).

Wagener et al. (2013) afirmam que a liberacao excessiva de EROs pela
mitocbndria, leucdcitos ativados e células endoteliais em condicdes
inflamatérias crénicas podem finalmente resultar no dano tecidual da célula e

ainda pode promover e agravar a lesdo inflamatéria. Em muitas doencas
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inflamatérias, as estratégias de intervencédo atualmente disponiveis falham ou
sao de sucesso limitado, justificando a necessidade de novas estratégias para
o tratamento de condicdes inflamatérias crénicas. A presenca prolongada de
estresse oxidativo € postulada para promover e abastecer estes processos
inflamatérios deletérios e podem formar um novo alvo para o tratamento de
condic¢des inflamatdrias cronicas.

Nas feridas agudas tem sido observado um aumento temporario no
nivel de oxidantes. Mecanismos de defesa antioxidante sdo baseados em
desintoxicacao gradual dos oxidantes e sobre um retorno gradual das células
ao estado de homeostase. No entanto, em feridas crénicas o processo de
desintoxicacao é dificultada devido a producao persistente e descontrolada de
EROs durante a fase inflamatéria. O estresse oxidativo é proposto como um
importante fator patogénico em complicacdes de feridas diabéticas (TIE et al.,
2008).

Em situacGes adversas, o aumento de radicais livres determina a
incapacidade do organismo para inibir sua producdo associada a alteracdes
estruturais celulares e quadros patolégicos como diabetes, aterosclerose,
sindrome da isquemia-reperfusdo, doencas reumaticas, cancer, doencas
pulmonares, além de envelhecimento, entre outros (ZANELA, SOUZA e
GODOQY, 2007).

Provas indicam que a hiperglicemia e processo avancado de
glicoxidacao contribuem para a cicatrizacdo comprometida de feridas em
pacientes com diabetes (hiperglicemia é uma marca da diabetes e leva a um
aumento de EROse danos celulares). A hiperglicemia aumenta a geracao de
anion superdxido no tecido através da ativacado da NADPH oxidase e proteina
quinase C, resultando na cicatrizagdo retardada em ratos diabéticos. Por fim o
acumulo de EROs leva a danos celulares generalizada e diminuicdo da
neovascularizacao na ferida (MARROTE et al., 2010).

Estudos de feridas diabéticas sdo focados principalmente em
desbridamento, antibioticoterapia e, em alguns casos, a revascularizagao
cirurgica (TANG et al, 2013). No entanto, estudos indicaram que a
Laserterapia de Baixa Intensidade (Low-Level Laser Therapy - LLLT) é capaz

de melhorar e acelerar a cicatrizacdo de feridas, mesmo na presenca de
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diabetes (HOURELD e ABRAHAMSE, 2010; CARVALHO et al., 2010; SILVA et
al., 2013; SANTOS et al., 2010; SEKHEJANE, HOURELD e ABRAHAMSE,
2011). Estes estudos indicam uma melhoria na proliferacdo de fibroblastos, o
aumento da producédo de ambos os tipos de colagénio tipo | e lll, 0 aumento da
neovascularizagcdo. E modulagdo de citocinas pré-inflamatérias e anti-
inflamatério.

Segundo Gopaul et al. (2001) muitas vias metabdlicas associadas com
a hiperglicemia, tais como a auto-oxidacdo da glicose, a glicosilacdo de
proteinas e a ativacao da via do poliol aumentam a producéo de radicais livres
nos portadores da doenca. Em adicdo, os mecanismos de defesa para os
radicais livres tém sido descritos como reduzidos no diabetes, em particular o
glutatione, o superoxido desmutase e a catalase, assim se desenvolvendo o
estresse oxidativo.

Dentro deste contexto de situagdes adversas a Diabetes Mellitus (DM)
caracteriza-se por uma sindrome composta por anormalidades no sistema
endocrino e metabdlico, que tem como elementos fundamentais a deficiéncia
absoluta ou relativa na fracdo secretora da insulina pelo péncreas e/ou
deficiéncia na acdo da insulina em tecidos alvo. Possui caracteristicas clinicas
como hiperglicemia, dificuldade de cicatrizagao, alteragdes vasculares entre
outras (DIAS, et al., 2004)

A disfuncdo endotelial também tem sido crescentemente documentada
no DM, principalmente em individuos com resisténcia a insulina ou com alto
risco para desenvolver DM do tipo 2, nos quais a hiperglicemia esta associada
a um aumento do estresse oxidativo, levando a um incremento na formacao de
radicais oxigénio tais como o anion superéxido, que reage com o Oxido Nitrico
(NO), levando a sua degradacéao (Wajchenberg, 2002).

Varios aspectos da cicatrizacdo de feridas estdo sujeitas a oxidagao.
Assim, o desenvolvimento de um entendimento completo de como a EROs
gerada em células relacionadas a ferida podem influenciar o processo de cura,
torna-se extremamente importante. Tal compreensado pode resultar em novas
estratégias antioxidantes para tratar feridas. Sabendo ainda que muitos fatores
de crescimento, como PDGF, dependem de EROs para o seu funcionamento.
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Assim, as estratégias baseadas na antioxidagdo pode servir como adjuntos
para dar inicio a cicatrizagao de uma ferida crénica (SEN e ROY, 2008).

Tang et al. (2013) determina ainda que varios fatores contribuem para
o atraso da cicatrizagdo de feridas diabéticas, tais como fator de crescimento, o
oxido nitrico (NO), EROs, metaloproteinases de matriz (MMP), microRNA,
células progenitoras endoteliais (EPCs), etc.

A aplicacdo da laserterapia de baixa poténcia como tecnologia
terapéutica na area de fisioterapia tem apresentado um crescimento
significativo. As propriedades curativas da radiagdo a laser, aliadas a
seguranca do tratamento, parecem ser 0s principais responsaveis por esse
crescimento, o que justifica o0 aumento do interesse dos pesquisadores da area
biomédica para investigar os mecanismos de acao e os efeitos terapéuticos
dos lasers de baixa poténcia (SILVEIRA et al., 2009).

Para Silveira et al. (2009) a laserterapia influencia parametros de
estresse oxidativo como a alteracéo da atividade das enzimas antioxidantes e a
producdo de ERO. A absorcdo da luz do laser acelera a transferéncia de
elétrons (cadeia respiratéria) e induz uma producdo inicial de ERO,
especificamente aumentando a producao de anion superdxido. Os danos no
mecanismo celular como resultado da irradiacao do laser e sua influéncia nos
pardmetros oxidativos nao estdo bem compreendidos, havendo muitos
resultados controversos. Entretanto, é possivel que, dependendo da dose, do
tempo de exposicdo e da intensidade, a laserterapia possa alterar o0s
mecanismos de defesa contra a producao excessiva de ERO.

Ap6s a lesdo inicial, o estresse oxidativo € aumentado devido a
inumeras fontes potenciais de geracdo de ERO dentro do tecido traumatizado
(OZYURT, 2006). A LLLT age de forma parcial nos parametros de dano
oxidativo podendo minimiza-los, pois aumenta significativamente a producao de
ATP no tecido lesionado (KARU, 1999).

Considerando que o estresse oxidativo € alterado em larga escala em
diabéticos e que o uso da LLLT pode agir de forma muito efetiva nesse
processo devido a essas terapias agirem em vias importantes na producéo de
ERO, este estudo justifica-se, a fim de avaliar a possibilidade de utilizacao ou
nao da LLLT de forma antioxidante.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Estresse Oxidativo

Em situacbes normais o oxigénio que penetra na célula é conduzido a
mitocondria para o processo de fosforilizacdo oxidativa. Depois ele é reduzido
na mitocbndria pelo sistema citocromo-oxidase, sofrendo uma reducéo
tetravalente a agua, com formagdo de moléculas de ATP e produgédo de
energia. Aproximadamente 98% do oxigénio sao reduzidos totalmente a
formacao de agua, entretanto, o oxigénio pode receber menos de quatro
elétrons e formar ERO, ou RL. Essa producdo representa um processo
fisiolégico, porém, em determinadas condigbes, isso pode ocorrer de forma

elevada levando ao estresse oxidativo. Nesse caso, algumas dessas espécies
reativas, tais como radical superdxido (02'), radical hidroxil (OH) e peréxido de
hidrogénio (H,O,) podem causar danos teciduais (ZANELA, 2007; PRADA et
al., 2004).

O termo estresse oxidativo é utilizado quando se evidencia um
desequilibrio entre os sistemas pré e antioxidantes, sendo o primeiro sistema
predominante. Quando a formagdo dos RL/ERO excede a capacidade de
defesa do organismo, observa-se dano as moléculas biolégicas (CONTRERAS
et al, 2004; ALVES, 2002). As principais lesbes constatadas sao:
lipoperoxidacdo (LPO), ou seja, a oxidacdo das membranas celulares,
carbonilacdo de proteinas e danos ao DNA, que ocasionam alteracées das
fungbes celulares (SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004; TANIYAMA e
GRIENDLING, 2003).
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Figura 1 — Formacao das EROs. (WOLKMER, 2009).

Levando em consideracao o desequilibrio entre os sistemas pré e anti
oxidantes que é causador do estresse oxidativo, Antunes Neto et al., (2006)
afirmam que dentro de uma estratégia de manutencao do estado redox contra
condigcbes oxidantes, o sangue exerce um papel fundamental, fazendo o
transporte e redistribuicdo dos antioxidantes para todo o corpo; dessa maneira,
a capacidade antioxidante no sangue pode nos dar estimativas dos niveis de

estresse oxidativo.

2.2Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) ou Radicais Livres (RL)

O termo “Espécies Reativas de Oxigénio” inclui além dos Radicais
Livres de Oxigénio (RLO) (como o radical superdéxido e o radical hidroxila),
espécies nao-radicais como, por exemplo, peroxido de higrogénio (H20.),
mensageiro secundario na transducao de sinal intra e extra-celular), o acido
hipocloroso (HOCI), agente oxidante produzido por neutréfilos, o oxigénio
singlet (uma forma altamente reativa do oxigénio) (BARREIROS, DAVID e
DAVID, 2006; JOHANSEN et al., 2005).

As EROs sao atomos, ions ou moléculas que contém oxigénio com um
elétron nao-pareado em sua Orbita externa. Sao caracterizadas por grande
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instabilidade e elevada reatividade e tendem a ligar o elétron nao-pareado com
outros presentes em estruturas préximas de sua formacdo, comportando-se
como receptores (oxidantes) ou doadores (redutores) de elétrons. Os radicais
livres podem reagir com as principais classes de biomoléculas, sendo os
lipideos os mais suscetiveis (BROWNLE, 2005).

Nessa tentativa da ERO se estabilizar, através do pareamento de seus
elétrons, ela cede ou retira elétrons de atomos ou moléculas na sua vizinhanga
tornando-os, por sua vez, em novos radicais livres, ocorrendo verdadeiras
cascatas oxidativas (ZANELA, 2007).

Sabe-se que tais espécies, que também sao conhecidas como radicais
livres, sdo ainda descritas como formadas, principalmente, pela reducao
incompleta do oxigénio nos processos de geracdo de energia. O oxigénio
consumido tem como principal via de metabolismo o sistema aerébio, ou seja,
a mitocéndria. Esse sistema e responsavel pela utilizacao de 85 a 90% de todo
0 oxigénio consumido, os outros 10 a 15% sao utilizados por enzimas oxidases
e oxigenases e por reagdes quimicas de oxidacao direta. Dos 85 a 90% de
oxigénio que chegam a cadeia de transporte de elétrons, 2 a 5% séo reduzidos
unilateralmente em metabolitos, tal como as EROs (ANTUNES NETO et al.,
2005).

Diversas pesquisas sugerem que as ERO se relacionam com varias
doencgas e, embora muitos mecanismos precisem ser esclarecidos, a literatura
aponta diretamente para os efeitos deletérios do excesso de RL (EVANS e
HALLIWELL, 2006).

Os RL causam alteracbes ao DNA (como inativacdo ou mutacao),
inativagdo de proteinas, sejam enzimas ou proteinas de membrana, e inicia a
oxidacao dos acidos graxos poliinsaturados da membrana celular, processo
conhecido como LPO ou peroxidacao lipidica (FERREIRA e MATSUBARA,
1997). Porém a formagdo das ERO nem sempre é deletéria. Varios autores
citam também um papel fisiol6égico importante como, por exemplo, a regulacao
da expressado de genes sensiveis aos sinais redox, sinalizacdo das etapas de
contragdao muscular normal (AMORIM e TIRAPEGUI, 2008) além da eliminagao
de bactérias através da oxidacao de ions cloreto para acido hipocloroso, um
potente bactericida (PEREIRA e SOUZA JUNIOR, 2008).
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Halliwell e Gutteridge, 2007 afirmam também que os RL sé&o
importantes para o organismo, pois eles agem como mediadores de varias
funcdes celulares. Por exemplo, quando as células sdo agredidas por algum
agente estressor (que também pode ser RL) elas acabam produzindo RL para
combater estes agentes. Porém cabem alertas que embora esses processos
sejam normais para a vida das células, a producédo excessiva de ERO pode
induzir danos a componentes celulares, entre eles acidos nucléicos, proteinas
e lipideos que quando em grande extensao podem levar a morte celular.

As EROs mais estudadas sdo, o radical superoxido (O2), o radical
hidroxila (OH’), o peréxido de hidrogénio (H.05) e o oxigénio singlete ('O2) por
serem produzidas em grande quantidade pelo metabolismo aerébio (EVANS e
HALLIWELL, 2006).

e Radical Superéxido (O»)

Ocorre em quase todas as células aerdbicas e é produzido durante a
ativacdo maxima de neutrofilos, monécitos, macréfagos e eosindéfilos. Possui
acao bactericida, sendo permeavel a membranas. E é formado apds a primeira
reducdo do O.. Apesar de ser considerado pouco reativo em solucdes
aquosas, tem sido observada lesdo bioldgica secundéria a sistemas geradores
de O, (FERREIRA e MATSUBARA, 1997).

¢ Radical Hidroxila (OH")

Entre as ERO, o OH" é considerado, de longe, a espécie mais reativa e
danosa da natureza e em teoria pode oxidar qualquer molécula biol6gica
(BAYNES, 2007). E a ERO mais deletéria devido a sua curta meia-vida, o que
dificulta seu sequestro in vivo (BARREIROS, DAVID e DAVID, 2006).

A combinacdo extremamente rapida do OH com metais ou outros
radicais no proprio sitio onde foi produzido confirma sua alta reatividade.
Assim, se o hidroxila for produzido proximo ao DNA e a este DNA estiver fixado
um metal, poderdo ocorrer modificacdes de bases purinicas e pirimidinicas,
levando a inativagdo ou mutagédo do DNA. Além disso, o hidroxila pode inativar



24

varias proteinas (enzimas e membrana celular), ao oxidar seus grupos
sulfidrilas (-SH) a pontes dissulfeto (-SS). Também pode iniciar a oxidacao dos
acidos graxos polinsaturados das membranas celulares (lipoperoxidacao)
(FERREIRA e MATSUBARA, 1997).

e Peréxido de Hidrogénio (H-O»)

Apesar de ndo ser um radical livre, pela auséncia de elétrons
desemparelhados na ultima camada, o H.O, é um metabdlito do oxigénio
extremamente deletério, porque participa da reagdao que produz o OH. O H,0»
tem vida longa, é capaz de atravessar camadas lipidicas, pode reagir com a
membrana eritrocitaria e com proteinas ligadas ao Fe++. Assim, é altamente
toxico para as células (HALLIWELL, CHIRICO, 1993; FERREIRA e
MATSUBARA, 1997).

e Oxigénio Singlete ('0,)

E forma excitada de oxigénio molecular e ndo possui elétrons
desemparelhados em sua Ultima camada. O 'O, tem importancia em certos
eventos biolégicos, mas poucas doencas foram relacionadas a sua presenca.
(FERREIRA e MATSUBARA, 1997).

2.3Defesa Antioxidante

Para inibir ou reduzir o efeito negativo das ERO, os organismos
apresentam um sistema de defesa antioxidante, abrangendo uma grande
variedade de substancias que, dependendo de sua origem e/ou localizacao,
podem ser classificados em antioxidantes dietéticos, intra e extracelulares. O
mecanismo de acdo ainda permite classifica-los em: antioxidantes de

prevencdo, porque impedem a formacdao dos RL/ERO; antioxidantes
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varredores, porque impedem o ataque destas espécies as células;
antioxidantes de reparo, pois reparam os danos da molécula de DNA e
reconstituicdo das membranas danificadas (KOURY e DONANGELO, 2003).

Tais sistemas de defesas antioxidantes, incluem as moléculas
degradadoras de ERO, acido urico, acido ascorbico, a-tocoferol, moléculas que
contém sulfidril e enzimas antioxidantes, como catalase, glutationa peroxidase
(GPx) e superdéxido dismutases. Em condi¢des patolégicas, em que a producao
excessiva de ERO ultrapassa a defesa antioxidante, o estresse oxidativo pode
modificar irreversivelmente macromoléculas bioldgicas, como DNA, proteinas,
carboidratos e lipideos, contribuindo para a aterogénese. Acredita-se que a
capacidade antioxidante do plasma deva-se principalmente a presenca de
albumina, por meio de seus grupos tidis, sendo esta considerada a principal
molécula antioxidante extracelular (REIS et al., 2008).

Segundo Prada et al. (2004) esses mecanismos podem ser quimicos e
enzimaticos. No primeiro caso, varias moléculas com propriedades
antioxidantes consumidas na dieta como o tocoferol (vitamina E), beta-caroteno
(pro-vitamina A), selénio, cobre, zinco, &cido ascérbico, vitamina E e glutationa
reduzida (GSR) diminuem a acgédo téxica das EROs produzidas intra e
extracelularmente.

A rede antioxidante € habitualmente ativada pela vitamina E, a qual é
convertida a radical vitamina E, depois de sofrer oxidacao pelos radicais livres.
Este radical vitamina E reage subsequentemente com a vitamina C, numa
reacdo nao-enzimatica, pela qual se regenera a vitamina E. Por sua vez, o
radical vitamina C formado pode ser reduzido a vitamina C pela acdo do
glutatidao (LOPES et al., 2008).

Para uma melhor distincao entre os varios tipos de antioxidantes, essas
biomoléculas sdo classificadas conforme a sua estrutura em enzimaticos e nao-
enzimaticos (URSO, CLARKSON, 2003).

2.3.1 Antioxidantes Enziméaticos

O sistema enzimatico € a primeira linha de defesa antioxidante,

evitando o actimulo do anion radical superéxido e do peréxido de hidrogénio. E
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formado por diversas enzimas, destacando-se a glutationa peroxidase (GPx);
catalase (CAT); e superdxido dismutase (SOD) (HALLIWELL, GUTTERIDGE,
2000; BELLO, 2002). Desta forma, o sistema antioxidante enziméatico diminui
as EROs e, consegiientemente a oxidacao de estruturas bioldgicas. Apesar de
essas defesas antioxidantes reduzirem os riscos de lesbes oxidativas por
EROs, os organismos podem vivenciar situagdes onde a protegao é insuficiente
(PRADA et al., 2004).

e Glutationa Peroxidase (GPx)

A GPx catalisa a redugéo do peréxido de hidrogénio (H>0.) e perdxidos
organicos para seus correspondentes alcodis. Embora a GPx tenha acao
fundamentalmente citosodlica, in vitro ela é capaz de reduzir hidroperoxidos de
membrana (FERREIRA e MATSUBARA, 1997).

A GPx apresenta-se sob 4 formas: GPx1 ou cléassica, encontrada no
citosol de todas as células do corpo; GPx2 ou gastrointestinal, especifica do
trato gastrointestinal; GPx3 ou plasmatica ou extracelular, encontrada no fluido
do revestimento interno do pulméo e no leite materno, além do plasma em
mamiferos, e a GPx4, que atua sobre perdxidos de residuos de acidos graxos
nas membranas e lipoproteinas, reduzindo, também, o hidroperdxido da timina,
formado como consequiéncia do ataque dos radicais a base timina do DNA
(RAYMAN, 2000).

e (Catalase (CAT)

A catalase € uma hemoproteina citoplasmatica que catalisa a reducao
do H;0; a H,O e O,. E encontrada no sangue, medula 6ssea, mucosas, rim e
figado. A suplementacao de catalase exdgena previne a oxidacao da glutationa
mediada pelo H>.O,, em eritrdcitos humanos normais, e também inibe as lesées
oxidativas do DNA (CHANCE et al., 1979; FERREIRA e MATSUBARA, 1997).
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e Superdxido Dismutase (SOD)

A SOD corresponde a uma familia de enzimas com diferentes grupos
prostéticos em sua composicdo e se apresentam em duas formas. A forma
SODcobre-zinco esta presente principalmente no citosol, enquanto que SOD-
manganés esta localizada primariamente na mitocéndria. O papel benéfico e
protetor da SOD vem sendo demonstrado numa variedade de patologias tanto
clinicas quanto pré-clinicas (MAXWELL, 1995).

2.3.2 Antioxidantes Biol6gicos Nao-Enzimaticos

Sao divididos em hidrofilicos como a Glutationa reduzida, vitamina C,
ind6is e catecdis e em lipofilicos que sado as bioflavonas, vitamina E e
carotendides. A glutationa reduzida (GSH) é o principal antioxidante nao-
enzimatico endégeno e pode ser encontrada em varios tecidos biolégicos,
sendo que no sangue, 99,5% da GSH é intra-eritrocitaria. Sua funcao
antioxidante se da pela capacidade de ser um doador imediato de elétrons para
neutralizar H.O, e lipoperoxidos, e também pela capacidade de sequestrar
EROs (HALLIWELL e GUTERIDGE, 2000; LIMA et al., 2012).

e Glutationa Reduzida — GSH

Segundo FERREIRA e MATSUBARA (1997) a GSH esta presente na
maioria das células e é o tiol (-SH) mais abundante no meio intracelular. Sua
capacidade redutora é determinada pelo grupamento -SH, presente na cisteina.
A GSH pode ser considerada um dos agentes mais importantes do sistema de
defesa antioxidante da célula, protegendo-a contra a lesdo resultante da
exposicado a agentes como ions ferro, oxigénio hiperbarico, radiacdo e luz
ultravioleta. Além disso, diminui a suscetibilidade a lesdo renal decorrente da
isquemia e reperfusdo; atua como transportadora e reservatério da cisteina e
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participa da detoxificagdo de agentes quimicos e da eliminacao de produtos da
lipoperoxidagédo. Ainda, é requerida para a sintese de DNA, de proteinas e de
algumas prostaglandinas.

e Vitamina E ou Tocoferol

Sao liquidos viscosos de cor amarelada, encontrados, em quantidades
variadas, nos Oleos vegetais. Em altas concentracdes, podem favorecer a
oxidagao. Fisiologicamente ndo oferecem inconvenientes. S&o sinérgicos com
0os acidos citrico, tartarico, fosforico, ascérbico e com aminodcidos
(RAMALHO e JORGE, 2006).

E um dos principais antioxidantes naturais. Os tocoferéis s&do
substancias capazes de capturar elétrons, interrompendo a reacédo oxidativa
(BECKER, 2010).

e Acido Ascérbico ou Ascorbato

O &cido ascérbico também conhecido como vitamina C é hidrossoluvel
e considerada como um antioxidante extracelular importante. Podemos
encontra-los em fontes que incluem frutas citricas, morangos, meldes, kiwis,
tomates e folhas verdes. O ascorbato pode atuar como antioxidante
diretamente nas membranas celulares, por impedir a iniciacdo da peroxidacao

lipidica ou indiretamente por regenerar o alfa-tocoferol (LIMA et al., 2012).

2.4 Peroxidacao Lipidica (LPO)

A LPO consiste numa série de reagcdes em cadeia representada pelas
etapas de iniciacao, propagacao e terminacao. A fase de iniciacdo corresponde
a fase em que uma espécie reativa, geralmente o radical -OH, abstrai um
atomo de hidrogénio do grupo metileno, formando um radical lipidico. Este, por
ser instavel, sofre um rearranjo molecular para formar um dieno conjugado
(SILVEIRA e YOSHIDA, 2004).
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Para Ferreira e Matsubara (1997) todos os componentes celulares sao
suscetiveis a agdo das ERO, porém a membrana € um dos mais atingidos em
decorréncia da peroxidacao lipidica, que acarreta alteracdées na estrutura e na
permeabilidade das membranas celulares. Conseqlientemente, ha perda da
seletividade na troca ibnica e liberagdo do conteudo de organelas, como as
enzimas hidroliticas dos lisossomas, e formagéao de produtos citotéxicos (como
o malonaldeido), culminando com a morte celular. A lipoperoxidagdo também
pode estar associada aos mecanismos de envelhecimento, de cancer e a
exacerbacdo da toxicidade de xenobidticos. Assim como na formacédo das
ERO, nem sempre os processos de lipoperoxidagdo sao prejudiciais, pois seus
produtos sdo importantes na reacao em cascata a partir do acido aracddnico
(formacao de prostaglandinas) e, portanto, na resposta inflamatéria. Todavia, o
excesso de tais produtos pode ser lesivo.

Para Lin et al. (2005) a lipoperoxidacdo parece ser um importante
mecanismo subjacente ao dano tecidual. Embora tenha sido demonstrado que
enzimas antioxidantes aumentam apos o estresse oxidativo, este aumento na
defesa antioxidante pode nao ser fisiologicamente efetivo quando ocorre um
aumento de eventos pré-oxidantes.

Na ocorréncia de estresse oxidativo e agressdo aos lipideos, as
fosfolipases A e C podem ser ativadas, promovendo a degradacado de
fosfolipides da membrana celular e liberando grande quantidade de acidos
graxos livres, como o acido araquiddnico, cuja liberacdo esta diretamente
relacionada ao tempo de lesdo oxidativa local (ODORIZZI, 2006; CARVALHO,
et al., 2009).

A agressado aos fosfolipideos resulta na producdo de endoperoxidos
ciclicos que podem interferir na cascata do acido araquidénico. Isto ocorre visto
que os endoperodxidos ciclicos gerados na peroxidacao lipidica apresentam
maior afinidade de acdo pelas enzimas tromboxanes sintases do que pelas
prostaglandinas sintases (ODORIZZI, 2006).

O grau de peroxidacdo dos fosfolipidios € determinado pelas
concentracdes de malondialdeido (MDA) e o método comumente aplicado de
mensuracdo € o de substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS)
(ESTERBAUER, 1993).
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As principais metodologias utilizadas para a avaliacdo da LPO em
sistemas biol6égicos medem a formacdo de produtos gerados durante as
diferentes fases deste processo. Portanto, é importante utilizar as varias
técnicas disponiveis, pois a sua escolha dependera do propdsito do
investigador, ou seja, da fase do processo de LPO que se pretenda avaliar. Um
método considerado ideal na mensuracdo da LPO deve: (1) identificar e
quantificar produtos derivados especificamente do processo de peroxidacao;
(2) ter um baixo coeficiente de variagcdo, quando analisadas amostras
diferentes de um mesmo individuo; (3) ndo estar sujeito a interferéncias de
outras biomoléculas; (4) empregar técnicas robustas e, portanto, mais
confiaveis; (5) nao sofrer interferéncia direta da dieta e (6) ter sensibilidade
para mensurar niveis basais dos produtos (GUTTERIGGE 1995; HALLIWELL,
2000).

Para Antunes Neto et al. (2008) um dos métodos para quantificacao
dos produtos da peroxidacdo lipidica € o de analise da formacdao de
substancias que reagem ao acido tiobarbiturico (TBA). Esse método consiste
na andlise dos produtos finais da peroxidacdo lipidica (peréxidos lipidicos,
malondialdeidos e demais aldeidos de baixo peso molecular) que, ao reagir
com o TBA, formam bases de Schiff. Tais complexos sdo coloridos e sua
concentracao pode ser determinada espectrofotometricamente a 535nm, ou por
fluorescéncia a 515nm de excitacdo e 555nm de emissao.

Duarte et al. (2008) esclarece ainda que o método TBA é feito através
da analise do MDA, onde geralmente sob forte condicao acida e aquecimento,
as amostras biologicas reagem com TBA levando a formacéao de rosa "produtos
coloridos que podem ser mensurados por métodos colorimétricos ou
fluorimétrico (LYKKESFELDT, 2007). O MDA é composto de trés carbonos, e
um dos principais produtos finais da peroxidacao lipidica de éacidos graxos
poliinsaturados (principalmente acido aracdbnico) e seus ésteres, sendo
formado pela cisdo destes acidos graxos, apds a peroxidacao.
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2.5 Diabetes Mellitus (DM)

O DM é um grupo de doengas metabdlicas caracterizadas por
hiperglicemia e associadas a complicacoes, disfuncdes e insuficiéncia de varios
orgaos, especialmente olhos, rins, nervos e vasos sanguineos. Pode resultar
de defeitos de secrecdo e/ou acdo da insulina envolvendo processos
patogénicos especificos, por exemplo, destruicdo das células beta do pancreas
(produtoras de insulina), resisténcia a acdo da insulina, distdrbios da insulina,
entre outros. A hiperglicemia interfere no transporte celular de acido ascérbico
(poderoso antioxidante) em varias células, incluindo fibroblastos. A glicose tem
uma estrutura similar a do acido ascérbico, podendo inibir competitivamente
seu transporte pelas membranas celulares (WAJCHENBERG, 2002;
MAZZANTI, et al., 2003; LADEIRA et al., 2011).

A prevaléncia do diabetes vem crescendo em grandes proporgdes.
Atualmente a doenca afeta 170 milhdes de pessoas no mundo, sendo
esperados 430 milhdes para 2030. Do mesmo modo, crescem em numero 0s
sujeitos as suas complicacées, particularmente aquelas de longo prazo, como:
doencas cardiovasculares, nefropatia, retinopatia, neuropatia e Ulceras nos
membros inferiores. Dentre essas afeccbes, a Ultima é responsavel por um
maior nimero de admissdes hospitalares (LADEIRA et al., 2011).

A DM compreende um grupo heterogéneo de transtornos
hiperglicémicos, que afetam o metabolismo de carboidratos, lipideos e
proteinas e estdo associados com uma deficiéncia absoluta ou relativa na
secrecao e/ou acdo da insulina (MAZZANTI, et al., 2003).

E uma doenca multifatorial associada ao aumento no risco
cardiovascular quando comparado a nao-diabéticos. Estudos demonstraram
relacdo direta entre hiperglicemia cronicamente mantida e as complicacdes
micro e macrovasculares. Entretanto, hiperglicemia crénica ou intermitente tem
sido identificada na patogénese da lesdo endotelial no diabetes e, em
particular, no diabetes tipo 1 (DM1), a disfuncdo endotelial tem sido
demonstrada mesmo quando a normoglicemia é alcangada sendo sugerido que
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o estresse oxidativo tenha papel central na patogénese das complicacées do
diabetes (HUVERS et al., 1999).

Tanto a DM tipo 1 como a tipo 2, possuem como denominador comum
um forte componente genético. Contudo, no que diz respeito a diabetes tipo 2,
fatores ambientais adjuvantes, como por exemplo de ordem hormonal,
consumo calérico excessivo, sedentarismo e obesidade, tém uma influéncia
significativa na sua patogénese. E reconhecido hoje em dia que o
desenvolvimento da diabetes tipo 2 esta associado a uma combinacao de
disfuncdo das células pancreaticas e insulino-resisténcia. As células
pancreaticas conseguem compensar a resisténcia a insulina através de um
incremento na secreg¢do de insulina, mas com o0 tempo, uma compensacao
insuficiente pode levar a instalacdo de um estado de intolerancia a glicose
(Lopes et al., 2008).

Durante a hiperglicemia persistente da diabetes, ocorre um aumento da
producéo de radicais livres de oxigénio através da auto-oxidacao da glicose, e
esses radicais exercem seus efeitos citotoxicos nos fosfolipideos de
membrana, resultando na formacao de MDA, um produto final da peroxidacao
lipidica, o qual reage com o &cido tiobarbiturico (AYOUB et al., 2000;
MAZZANTI 2003; KAKKAR et al., 1995).

Segundo Reis et al. em 2008 mecanismos bioquimicos tém sido
propostos para explicar as anormalidades estruturais e funcionais associadas
com a exposicao prolongada dos tecidos vasculares a hiperglicemia com
indicios de que a capacidade antioxidante enddgena esteja prejudicada nos
individuos diabéticos, dificultando a remocao dos radicais livres.

2.6 Estresse Oxidativo e Diabetes Mellitus

De um modo geral, o acentuado aumento do metabolismo da glicose,
na hiperglicemia diabética, esta associado a uma formacdo aumentada de
radicais livres. Nestas condicdes, por haver um disturbio no balanco entre a
producdo acentuada de radicais livres e as defesas antioxidantes intracelulares

(superoxido dismutases, peroxidases e catalases), na membrana celular
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(vitamina E, beta-caroteno e coenzima Q) e extracelulares, que como ja
descrito resultara no assim chamado estresse oxidativo que esta relacionado
ao desenvolvimento das complicagdes diabéticas. (BAYNES, 1991;
WAJCHENBERG, 2002).

Inimeros estudos in vivo revelam ainda que o estresse oxidativo,
secundario a hiperglicemia (e talvez acidos gordos livres), ocorre antes das
complicagbes mais tardias da diabetes se manifestarem clinicamente,
sugerindo que o estresse oxidativo desempenha um papel particularmente
relevante na patogénese desta doenca (HAMILTON, CHEW e WATTS, 2007).

A hiperglicemia ocasiona aumento de ERO, reduz os niveis de 6xido
nitrico (NO) ativando a aldose redutase. O aumento do fluxo pela via dos
polidis, induzido pelo aumento de ERO, determina maior conversao de glicose
a sorbitol, reduzindo fosfato de dinucleotideo de nicotinamida e adenina
(NADPH) e glutationa (antioxidante intracelular) e aumentando o estresse
oxidativo induzido pela hiperglicemia (LOPES et al., 2008).

Além de todas as alteracbes causadas pelo DM existem ainda
fenbmenos de estresse oxidativo, devidos a um desequilibrio entre a producao
de ERO e defesas antioxidantes, o que conduz frequentemente a lesao
tecidual. E devido a sua capacidade para oxidar diretamente lipideos, proteinas
e DNA, que se cré que as EROs desempenham um papel primordial na
patogénese das complicacdes diabéticas mais tardias. Estes processos
fisioldgicos intracelulares apresentam habitualmente como consequéncia a
insulino-resisténcia e a diminuicdo da secrecdo de insulina (LOPES et al.,
2008).

Segundo Makimattila et al. (1999) pode-se sugerir que o0
comprometimento da vasodilatagdo micro e macrovascular endotélio-
dependente estaria intimamente relacionada com a capacidade da insulina em
estimular a captacao da glicose no tecido muscular esquelético e na regulacao
da pressao arterial. O defeito comum, captacdo da glicose mediada pela
insulina e a producado de NO também mediada pela insulina, envolveria a via.
Como efeito, existem evidéncias de que o estresse oxidativo, poderia preceder
a disfuncao endotelial e subseqglente desenvolvimento da resisténcia a insulina
do diabetes do tipo 2.
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Sabe-se que é na mitocondria que se formam as EROs responséaveis
pelo processo oxidativo, mas essa organela celular acaba por ser também um
alvo facil dessas mesmas moléculas altamente reativas. Afirma-se ainda que
0s niveis de expressao das enzimas antioxidantes como a CAT e o GSH, sao
muito baixos nas células B do pancreas, comparativamente com os dos outros
tecidos, confirmando que estas células sdo facilmente afetadas por um
ambiente oxidativo nocivo, causado pela presenca de RL. Portanto, a hipétese
de que os fenbmenos de estresse oxidativo estdo relacionados com a
deterioracdo progressiva das células B do pancreas parece ganhar forcga.
Varios estudos referem que a disfuncdo B-pancreatica, resulta essencialmente
de trés fatores: exposicao cronica a hiperglicemia; exposi¢ao crdnica a niveis
elevados de acidos graxos livres e exposicdo a uma combinacao de ambos
(LOPES et al., 2008, REIS et al., 2008).

Gopaul et al. (2001) descreve que um mecanismo potencial que leva a
disfuncao endotelial no diabético é a formacao dos produtos finais de glicacao
avancada (AGEs: advanced glycation end products). Quando as proteinas
plasmaticas e da membrana celular estdo expostas a concentragées elevadas
de glicose por periodos prolongados elas sofrem glicacdo nao-enzimatica
podendo se depositar na camada sub-endotelial e induzir disfuncdo endotelial.
Podendo inativar o NO e determinar a diminuicdo da vasodilatacdo endotélio-
dependente. Também podem aumentar a permeabilidade vascular,
aumentando a captacao de macréfagos subendoteliais 0 que resulta em
ativacao da resposta inflamatéria local, contribuindo para o estresse oxidativo.

Os AGEs se acumulam na maioria dos érgaos-alvo que podem ser
acometidos no diabetes, como rim e retina e, ainda, nas placas ateroscleréticas
(14,15). O rim é o principal alvo dos danos mediados por AGEs, tendo em vista
que representa o maior sitio de depuracdo destes produtos (BARBOSA,
OLIVEIRA e SEARA, 2008).
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Figura 2: AGEs e Estresse Oxidativo (BUCLKEY e EHRHARDT, 2010)

Brownle (2005), afirma que o mecanismo que parece ser comum a
todas as células lesadas, como conseqiéncia da hiperglicemia, € a producao
aumentada de EROs, sendo esta hipétese capaz de unificar todas as vias. A
hiperglicemia leva a aumento da PARP (poli ADP-ribose polimerase), enzima
envolvida no reparo de danos ao DNA, e conseqlientemente, a diminuicao da
GAPDH (gliceraldeido-3-fosfatodesidrogenase), responsavel pela
metabolizacao final da glicose, ativando todas as vias.

Segundo Lopes et al. em 2008, ja estd demonstrado que o estress
oxidativo esta envolvido no processo de insulino-resisténcia. Existe uma grande
variedade de moléculas sensiveis ao estresse que, quando sado ativadas, sao
responsaveis pela atenuacdo dos efeitos da cascata de insulina, por esse
motivo, conclui-se que a presenca de estress oxidativo, gerado das mais
diversas formas do DM, esta associado ndo s6 as complicacées diabéticas,
mas também a resisténcia a insulina. Em contrapartida, existem estudos
experimentais que demonstram in vitro, que o uso de antioxidantes, melhora a
sensibilidade a insulina, contrariando entao os efeitos do stress oxidativo nas

vias descritas anteriormente.
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2.7 Laserterapia

O laser &€ uma onda eletromagnética, constituida por um feixe de fétons
de mesma freqiéncia em coluna, com comprimento de onda. A laserterapia, a
partir de sua introdugdo nos recursos fisioterapicos proporcionou varios
beneficios associados ou ndo a outros recursos fisioterapéuticos
(BOURGUIGNON FILHO et al., 2005).

Os aparelhos de laser tornaram-se extensamente e cada vez mais
usados na saude. O uso da terapia com laser de baixa poténcia ja foi
amplamente estudado e seus efeitos em condicbes patolégicas altamente
comprovados, entre estas aplicacées para o laser estdo: diminuicdo da dor,
feridas e lesbes nervosas. O efeito bioestimulatério do laser foi descoberto em
1960 onde foi demonstrado o aumento na sintese de colageno dentro de
feridas da pele (KHADRA et al., 2004; DENADAI et al., 2008).

Afirma-se ainda que ele é uma radiacao eletromagnética nao ionizante,
com caracteristicas de monocromaticidade, coeréncia, direcionalidade e
possibilidade de focalizagdo em pequenas areas. E classificado em laser de
alta intensidade (LAl) que é destinado a remocao, corte e coagulagdo de
tecidos, e laser de baixa poténcia (LLLT) que é utilizado em processos de
reparagao tecidual. Os principais efeitos gerados pela LLLT nos tecidos tém
natureza estimulatoria, causando aumento do metabolismo celular, quimiotaxia
e vascularizagdo (THEODORO e GARCIA, 2005; BOURGUIGNON FILHO et
al., 2005).

Segundo Lirani em 2004, o laser de baixa intensidade pode promover
maior velocidade de cicatrizacdo e reparo, aceleragdo da neovascularizacao,
oclusao de feridas, maior formacéo do tecido de granulagao, maior nimero de
fibroblastos, maior numero de fibras colagenas, aumento na sintese de ATP,
liberacao de histamina pré-formada, reducéo do pH intracelular e alteracdes na
proliferacao e motilidade celular, fagocitose, resposta imune e respiracao.

Para Rocha Junior et al. (2006) a diferenca entre os varios tipos de
lasers é dada pelo comprimento de onda. Quanto menor o comprimento de

onda, maior sua acao e poder de penetracdo. Os lasers podem ser continuos
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ou pulsateis. Sua poténcia é expressa em watts (W), variando de deciwatts a
megawatts e a energia medida em joules por centimetro quadrado (J/cm?),
sendo igual a poténcia multiplicada pelo tempo de aplicagao. A energia do laser
€ absorvida apenas por uma fina camada de tecido adjacente além do ponto
atingido pela radiacdo, sendo por esta razdo a recomendacao atual para a
aplicacao de lasers de baixo poder de penetracdao, com comprimentos de onda
entre 640 a 940nm, é que esta aplicagdo seja realizada de modo pontual a
leséo.

De acordo com Kahn (2001) os efeitos primarios da interacdo do laser
com a matéria pode ser dividido em trés blocos: efeito bioquimico onde o laser
pode provocar a liberacdo de substancias pré-formadas como a histamina,
serotonina e bradicinina, bem como modificar reacées enzimaticas normais,
tanto acelerando como retardando essas reacodes; o efeito bioelétrico onde a
radiacao laser proporciona aumento na produgdo de ATP, o que promoveria
um aumento no consumo de O..

O LLLT, segundo Abreu et al. (2011), tem acao principalmente nas
organelas celulares, em especial nas mitocondrias, lisossomas e membrana,
gerando aumento de adenosina trifosfato (ATP) e modificando o transporte
ionico. Existem fotorreceptores celulares, sensiveis a determinados
comprimentos de onda, que, ao absorverem fétons, desencadeiam reacgdes
quimicas. Dessa forma o LLLT acelera, em curto prazo, a sintese de ATP
(glicolise e oxidacao fosforilativa) e em longo prazo a transcricdo e replicacéo
do DNA.

Karu em 2001 propée um modelo de estimulacdo dos sistemas
biologicos para a luz visivel (vermelha). Tal luz promove mudangas
fotoquimicas nos receptores das mitocondria, alterando assim o metabolismo.
Ocorrem ainda o envio dos sinais para outras areas da célula e por fim
producdo de uma fotoresposta.

O mecanismo exato da LLLT ainda ndo estd completamente
esclarecido. A principal teoria consiste na idéia de que a luz laser penetra a
epiderme e é absorvida por moléculas fotoaceitadoras, designadas por
cromoforos. O efeito luminoso sobre estas moléculas precipita uma cascata de
fotobioestimulacdo, na qual ha ativagdo do metabolismo celular e cicatrizacao.
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A energia cinética das moléculas fotoaceitadoras aumenta, ativando ou
desativando enzimas, as quais, por seu turno, sdo capazes de alterar as
propriedades fisicas ou quimicas de outras macromoléculas. Estudos mais
recentes apontam as espécies reativas de oxigénio como 0s mensageiros
secundarios-chave produzidos pela LLLT (WALKER et al., 2000; BARBOSA et
al., 2011).

Alguns autores sugerem ainda que os componentes celulares podem
absorver fotons fornecidos através da energia do laser de baixa poténcia
(fotorreceptores) e acelerar a producdo de ATP fornecendo energia para a
célula, que por sua vez pode modular a resposta inflamatéria (ALBERTINI,
2008; SAY, 2003).

2.8Laserterapia e Estresse Oxidativo

Segundo Eells et al. (2004), a exposicdo ao laser estimula uma
atividade eletroquimica mitocondrial extra e um concomitante aumento na
sintese de ATP. Sugerem que o citocromo oxidase é o principal fotorreceptor
da luz do laser. Adicionalmente, o laser de baixa poténcia exerce efeito em
cascata sobre a sinalizacédo celular, o que promove uma proliferacéo celular e
citoprotecgéao.

Alguns autores postulam ainda que a laserterapia influencia parametros
de estresse oxidativo, como alteracao da atividade das enzimas antioxidantes e
producado de espécies reativas de oxigénio (ERO). A absorcao da luz do laser
acelera a transferéncia de elétrons (cadeia respiratéria) e induz uma producgéo
inicial de ERO, especificamente aumentando a produgédo de anion superdxido.
Como ja descrito a producao em excesso dessas espécies pode acarretar
danos nos constituintes celulares, como lipideos, proteinas e acidos nucleicos.
Os danos no mecanismo celular como resultado da irradiacédo do laser e sua
influéncia nos parametros oxidativos ndo estdo bem compreendidos, havendo
muitos resultados controversos. Entretanto, é possivel que, dependendo da
dose, do tempo de exposicdo e da intensidade, a laserterapia possa alterar os
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mecanismos de defesa contra a producdo excessiva de ERO (ABREU et al.,
2011).

Muitos estudos tém demonstrado um aumento nas ERO e marcadores
de danos oxidativos ap6s dano tecidual. Recentes achados demonstram que a
LLLT modula muitos processos bioquimicos principalmente diminuicdo de
danos tecidual, aumento da respiracdo mitocdndrial e sintese de ATP
acelerando o processo de cicatrizagao (SILVEIRA, 2008).

Para Silveira (2008) a LLLT modula muitos processos bioquimicos
como aumento no sistema antioxidante, diminuicdo de danos musculares,
reparo tecidual, ativacdo de metaloproteases, aumento da respiracdo

mitocondrial e sintese de ATP, acelerando o processo de cicatrizacao.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

e Analisar o efeito da LLLT sobre o estresse oxidativo provocado por ferida
cirurgica em ratos diabéticos

3.2 Objetivos Especificos

e Verificar os niveis de MDA em musculo de ratos diabéticos e nao
diabético.

e Verificar os niveis de MDA em musculo de ratos diabéticos e nao
diabéticos irradiado com LLLT.
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4 METODOLOGIA

4.1 Amostra

Foram utilizados 36 ratos adultos do sexo masculino (Rattus
Norvegicus Albinus) da linhagem Wistar, com peso variando de 310 — 350
gramas, provenientes do biotério central da Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul — UFMS. Os animais foram mantidos em gaiolas com
aproximadamente trés animais, sob luz controlada em fotoperiodo e condicoes
de temperatura, com alimentacdo e agua a vontade. O presente trabalho foi
submetido a avaliagdo pelo Comité de Etica em Pesquisa com Animais da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (CEUA-UFMS), com aprovacao
n%438/2012 e estavam de acordo com as orientagcdes do Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal, bem como os padrées do Conselho Internacional para
o Laboratério de Ciéncia Animal.

4.2 Grupos Experimentais

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos e estes
divididos em quatro subgrupos:
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N=36

Grupo 1 = 18 animais Grupo 2 = 18 animais
Ratos N&o-Diabéticos (RND) Ratos Diabéticos
(RD)

Subgrupo 1A Subgrupo 1B Subgrupo 2A Subgrupo 2B
9 animais ndo-diabéticos 9 animais ndo-diabéticos 9 animais diabéticos 9 animais diabéticos
(com ferida cutanea e sem (com ferida cutanea e (com ferida cutanea e sem (com ferida cutanea e
tratamento) tratados com LLLT) tratamento) tratados com LLLT)

Figura 3 — Fluxograma das divisdes e sub-divisdes do grupos experimentais

4.3 Inducao do Diabetes

A inducgédo do diabetes foi feita de acordo com o protocolo de Graham
et al. (2011) que é o mais atual e com menor perda de animais, onde 0s
animais foram submetidos a inducao de diabetes em jejum durante a noite por
uma Unica injecao intraperitoneal de uma solugcao recentemente preparada de
STZ - 65 mg/kg (STZ - S0130 - Sigma Aldrich ®). Em 0,1 mol / L de tampéao
citrato (pH 4,5). A dosagem da solucado foi de 1 mil/kg. Para prevenir a
hipoglicemia fatal, os ratos foram mantidos em solucdo de glicose a 5% durante
24 h apos a injecdo de STZ. Para determinar a indugcao bem sucedida do
diabetes ele foi feita a medicdo da concentracdo de glicose no sangue dos
animais em jejum seis horas apés a injecdo de STZ. Ratos com um nivel de
glicose no sangue em jejum de 250 mg/dl foram considerados diabéticos e

incluidos no presente estudo.
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4.4 Producao das Feridas Cirurgicas

A producdo das feridas cirurgicas foi realizada ap6s 48 horas da
inducdo do diabetes, através de anestesia com injecao intraperitonial de
quetamina (10%) mais xilazina (2%), associadas em uma Unica seringa, na
proporcdo de 1ml de quetamina (100mg) para 1ml de xilazina (20mg) e
administrado 0,1mL da mistura para cada 100g de peso vivo do animal sob
técnica asséptica foi feita uma incisdo no dorso do animal, de formato redondo
com auxilio de um gabarito plastico de 2cm, abordando os planos: pele e fascia
muscular (Figura 4).

Figura 4 — Produgéo das feridas cutaneas

4.5Irradiacao com Laser Fosfeto de Indio Galio-aluminio (InGaAlIP)

A irradiacao foi feita usando o laser fosfeto de Indio-Galio-Aluminio
(InGaAIP) da DMC modelo Photon Laser lll, com poténcia de 100 mW
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(densidade de 3,57 W/cm2), a area do feixe de 0,028 centimetros?, e
comprimento de onda de 660nm. A aplicacéo foi feita na forma de dois pontos
pelo método transcutanea nas feridas (a area irradiada era equivalente a
1cm?), com 6 J/cm? de energia e tempo de 60s por ponto . A aplicacdo foi

iniciada imediatamente apds a cirurgia e realizada duas vezes.

4.6 Eutanasia

Foi feita a eutanasia dos animais apos 24 horas de tratamento através

da injecao de dose letal de thiopental sodico por via intraperitoneal (150mg/Kg).

4.7 Coleta e Armazenamento das Amostras

ApoOs a eutandsia amostras de tecido foram coletados da area irradiada
da ferida e da perna (musculo gastrocnémio) para analise de musculo nao
irradiado e imediatamente apds a coleta dos tecidos os mesmos foram lavados
em solugcdo de cloreto de Potassio (KCL) 1,15%, e embrulhados em papel

aluminio, identificados e congelados em nitrogénio liquido.

4.8 Avaliacao de Peroxidacao Lipidica

A avaliagdo do estresse oxidativo foi realizada no Laboratério de
Cracinogénese da UFMS, por meio da determinagcdo dos niveis de
malondiadeido (MDA) resultantes da peroxidacgéo lipidica pelo método do TBA.
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4 9Niveis de Malondiadeido

O processo de homogenacdo do tecido iniciou-se com o
descongelamento da peca em temperatura ambiente seguida de uma nova
lavagem da mesma em solucado de KCI 1,15%. Apds a peca foi retirada da
solucdo de lavagem, seca cuidadosamente com gases e pesada em balancga
analitica. Com uma pipeta descartavel, acrescentou-se solucao de KCI 1,15% a
uma proporcao de 10:1 em massa. A peca imersa em solucao de KCI 1,15% foi
cortada em pequenos pedacos, visando facilitar a homogenacao. Apds o
becker contendo o material foi levado para homogenagdo no triturador
(Turratec TE-102). O tempo de permanéncia da peca no aparelho assim como
a sua poténcia foi regulado individualmente para cada tipo de tecido. Ao
término, o homogenado foi passado para um tubo de ensaio. Em seguida, foi
centrifugado a 2500rpm por 10 minutos. Foram pipetados 500 microlitros do
sobrenadante, e adicionado cerca de 1 ml de TBA levado em banho maria por
1 hora. Apds as amostras foram resfriadas em temperatura ambiente por cerca
de 15 minutos. Terminado o resfriamento, foram acrescentados a cada tubo de
ensaio 1ml do reagente alcool n-Butilico.

A seguir, cada um deles, individualmente, foram misturados em
agitador de tubos tipo Vortex (QL-901) por 40 segundos, e centrifugados a
3.500 rpm por 10 minutos. Cerca de 3ml do sobrenadante corado foi colocado
em cubetas para leitura no espectrofotbmetro a 535 nm. A concentracédo de
MDA em cada cubeta foi expressa em ng/ml.

Antes de iniciar a leitura das amostras o espectrofotémetro foi calibrado
ajustado para leitura a 535nm. A seguir, o aparelho foi zerado com a solugéao
controle (branco), e realizada a leitura do controle padrdo para MDA.

Para o calculo da concentragdo de MDA foi utilizada uma equacao
obtida através da curva padrdao de absorbéncia gerada por concentragdes
conhecidas como padrao.
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4.10 Analise Estatistica

Os dados foram tabulados no Software Excel 2007 e analisados
estatisticamente no Software BioEstat 5.0.

Inicialmente foi observada a forma de distribuicio dos dados
mensurados. Foi utilizado o teste D’Agostino. A hipbtese de nulidade, portanto
de normalidade, foi rejeitada quando o valor calculado era menor ou igual que o
valor critico minimo ou igual ou maior que o valor critico maximo.

Para a hipbtese de diferenca da magnitude das variagdes entre os
grupos na mensuragao da “Analise da Amostra” e “MDA” foi utilizada a andlise
da varidancia ANOVA com pos-teste de Tukey. O nivel de significancia foi

determinado em p<0.05.
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5 RESULTADOS

Inicialmente foi observada a forma de distribuicdo dos dados mensurados.
Foi utilizado o teste D’Agostino. A hipbétese de nulidade, portanto de
normalidade, foi rejeitada quando o valor calculado era menor ou igual que o
valor critico minimo ou igual ou maior que o valor critico maximo.

Evidenciou-se aumento nao significativo na comparacao intergrupos dos
niveis de MDA nos tecidos avaliados.

Tabela 1 — Teste de hipétese de normalidade para os dados mensurados “Analise da

Amostra”.

Grupo Valor D Valor critico 5%  Valor p Distribuicao
NDI 0,2814 0,2513 a 0,2849 >0,05 normal
NDNI 0,2759 0,2513 a 0,2849 >0,05 normal
DNI 0,2817 0,2513 a 0,2849 >0,05 normal

DI 0,2821 0,2513 a 0,2849 >0,05 normal

Para a hipétese de diferenga da magnitude das variacdes entre 0s grupos
na mensuracdo da “Analise da Amostra” e “MDA” foi utilizada a analise da
variancia ANOVA com péds-teste de Tukey. O nivel de significancia foi

determinado em p<0.05.

Tabela 2 — Andlise da Variancia para as variaveis “Analise da Amostra e MDA entre os grupos
NDI, NDNI, DNI e DI.

Grupos Analise da Amostra MDA
NDI 0.030+0.002 410.3090+28.8816
NDNI 0.039+0.002 541.1123+31.8307
DNI 0.046+0.004 631.9861+49.1964
DI 0.033+0.002 450.2385+29.0634
ANOVA < 0.0001 < 0.0001

NDI vs NDNI

NDI vs DNI
Tukey

NDNI vs DNI
< 0.01

NDNI vs DI

DNI vs DI
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Figura 5 - Andlise da Amostra entre os grupos NDI, NDNI, DNI e DI. Box Plot com média e
desvio padrao.

FC - Os valores médios para FC foi de 13768.76 para todos os grupos, nao

apresentando diferenca estatisticamente significativa.
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Figura 6 - Comparacao da MDA entre os grupos NDI, NDNI, DNI e DI. Box Plot com média e
desvio padrdo.

Diferenca significativa foi observada na comparacéo intragrupo dos
niveis de MDA (ANOVA; p = 0,0001). O post hoc test de Tukey apontou valores
significantemente inferiores de MDA nos tecidos irradiados, tanto nos animais
diabéticos quanto nos néo-diabéticos.

Na Analise de varidncia do grupo diabético observou-se diferenca
significativa (Tukey < 0,01) na comparacdao entre todos os grupos, com
excecao da comparacao entre o grupo NDI e DI. Observou-se ainda que a
maior significancia ocorreu na comparacao entre os grupos NDI e DNI.
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ANOVA - Diferen¢a entre as Médias
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Figura 7 - Diferenca entre as médias para a varidvel MDA. Comparacao entre os grupos NDI

(1), NDNI (2), DNI (3) e DI (4). (*) valores estatisticamente significativos; (ns)
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6 DISCUSSAO

O presente estudo analisou o efeito da LLLT nos niveis dos
sinalizadores do estresse oxidativo (MDA) em animais diabéticos e nao
diabéticos. O resultado aqui encontrado vai de encontro com outros estudos
como o de Forgiarini et al. em 2010, com animais diabéticos induzida pelo STZ,
onde observaram o aumento do estresse oxidativo dos ratos diabéticos em
relacdo aos controles, assim como uma redugdo na atividade das enzima
antioxidante. Tal estudo demonstra ainda haver um aumento na expressao da
enzima Oxido nitrico sintase induzivel no tecido pulmonar dos animais
diabéticos. E afirmam que o mesmo achado foi exposto por outros autores,
entretanto, utilizando, como modelo experimental, coelhos com DM induzida
por aloxano.

O objetivo deste trabalho foi pautado nos possiveis efeitos da aplicagao
do laser de baixa poténcia sobre os parametros de estresse oxidativo induzidos
pela diabetes. Para tanto, partimos das seguintes evidéncias cientificas:

1. ApOs o inicio dos sintomas da DM, o estresse oxidativo € aumentado devido
a inumeras fontes potenciais de geracdo de ERO dentro do organismo
lesionado (LOPES et al., 2008).

2. A LLLT age de forma parcial nos parametros de dano oxidativo (SILVEIRA,
2013).

3. A LLLT aumenta significativamente a sintese de ATP no tecido lesionado
(KARU, 1999).

O método de quantificacdo usado no presente estudo foi o TBA que
tem sido amplamente utilizado (YAGI, 1976). O principio deste método consiste
na reacao do MDA com o &cido tiobarbiturico (TBA), sendo o produto detectado
através de leitura espectrofotométrica na regido do visivel. A sua condensacgao
com o acido tiobarbitarico (TBA) forma produtos que podem ser determinados
por absorcao (532 nm) ou por fluorescéncia (553 nm) (ANTUNES et al.; 2008).
A quantificacdo de MDA nos sistemas biol6gicos é um parametro importante
para avaliacdo do estresse oxidativo celular onde valores maiores de MDA
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indicam um nivel maior de estresse oxidativo, o que justifica nossos valores

maiores que foram encontrados nos grupos diabéticos.

Nossa analise dos niveis de MDA em animais diabéticos, foi realizada
no intuito de observar o comportamento do estresse oxidativo frente as
alteracdes causadas pela DM, o que também foi objetivo de Sibbald e Woo
(2008) que afirmam que evidéncias crescentes sugerem ligacao causal entre
hiperglicemia e estresse oxidativo, o qual leva a danos celulares e varias
complicacdes associadas ao diabetes. Vessby et al. (2002) também entram
nesse consenso.

O aumento do MDA no grupo diabético em relagdo ao nao-diabético,
mesmo com poucos dias de doenca vai de encontro com os resultados
descritos por Dominguez et al. (1998) que avaliando 24 pacientes dentro de
sete a dez dias apds inicio clinico do diabetes, demonstraram concentracdes
elevadas de MDA plasmatico, sugerindo que radicais livres de oxigénio possam
exercer seus efeitos tOxicos em estagios precoces da doenca, mantendo-se
elevados no curso dela, ao serem comparados com um grupo de DM1 com 2 a
22 anos de doenca e sem complicacbes. O aumento do indice de estresse
oxidativo em animais diabéticos quando comparados com o0s nao-diabéticos
também foi vastamente descrito por Reis et al. (2008).

Tais indices também sao explicados por diversos autores onde as altas
concentracdes de glicose acabam saturando a enzima hexoquinase da via
glicolitica, fazendo com que uma porcdao deste monossacarideo acabe
seguindo por uma via alternativa de degradacédo: a via dos poliois, viabilizada
pela aldose redutase. Como resultado final, € formado o sorbitol, sendo que as
reacdes que precederam sua formacado utilizaram NADPH. Deste modo, a
concentragao desta ultima substancia acaba diminuindo ainda mais (SIBBALD
e WOO, 2008).

Segundo Ladeira et al. (2011) no DM, o acréscimo verificado nas atividades da
cascata do acido araquiddnico, xantina oxidase, NADPH oxidase e componente semi-
ubiquinona da cadeia de transporte de elétrons mitocondrial leva a formacao de radicais livres
de oxigénio. Entre eles esta o anion superoxido, o qual pode reagir com NO e dar origem a
peroxinitrito, ou ser convertido pela superéxido dismutase a peréxido de nitrogénio. Este ultimo,

por sua vez, pode gerar radicais hidroxila, caso esteja na presenga de ions cuproso e/ou
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ferroso 0 que pode ser a explicagdo do motivo do presente estudo ter mostrado que a
irradiagdo pelo laser no animal diabético tenha dado resposta inferior em relagdo ao néo
diabético, ja que o laser pode também levar ao aumento do anion superéxido, no inicio de sua
atuacgao.

Ja Forgiarini et al. (2013) afirma o mecanismo responsavel pelo
desenvolvimento do estresse oxidativo é a hiperglicemia, que ativa a via dos
polidis, a qual eleva a producdo de sorbitol. Esse aumento ocasiona um
estresse celular que leva a diminuicdo das defesas antioxidantes intracelulares.
Ainda pode ocasionar um aumento na concentragdo dos produtos da
glicosilagdo avancgada, alterando assim a funcdo celular. Ndo obstante, a
hiperglicemia pode ainda ativar fatores de transcrigdo nuclear desencadeando
um aumento na expressao de mediadores inflamatérios. A combinacao desses
mecanismos ira alterar a produgédo de oxidantes, causando o estresse celular e
0 consequente dano estrutural.

Indo de encontro com a justificativa de nesse estudo realizarmos uma
ferida cirargica, é que muitos estudos tém demonstrado um aumento nos
marcadores de Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) como anion superéxido,
peroxido de hidrogénio e radical hidroxil em sangue e tecidos de humanos e de
animais durante e apés a lesao tecidual (PATTWELL, 2004; NIELS, 2005;
ZHAO, 2004; HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007).

Na andlise intragrupos observou-se que a irradiagdo com laser no
animal diabético teve um diminuicao significativa dos niveis de MDA se
comparado com os demais grupos sem irradiacao, porém o resultado nao pode
classificar a LLLT como antioxidante, ja que conforme afirma também Silveira
et al. (2013) em estudo realizado com lesdo muscular em ratos wistar conclui
que a LLLT foi efetiva no aumento da atividade da cadeia respiratéria
mitocondrial, provavelmente estimulando a sintese de ATP e acelerando o
processo de cicatrizagdo muscular. Ja nos parametros de estresse oxidativo
agiu de forma parcial, sendo necessario avaliagdo de outros parametros para
confirmagéao de tal achado.

Sibbald e Woo (2008), afirmam que o anion superoxido produzido em
excesso no DM, limita a biodiversidade de vasodilatadores ao reagir com NO.

O que pode ter sido um efeito deletérico diminuido pela LLLT no presente
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estudo, ja que a laserterapia comprovadamente possui um efeito benéfico no
processo de neovascularizagao.

Para Camargo et al. (2006) existem evidéncias que apontam para o
fato de ocorrer estresse oxidativo, apds irradiagdo laser de baixa poténcia.
Esse resultado sao postulados ao inverso dos encontrados no presente estudo,
onde observamos que o grupo irradiado com laser possui uma taxa de MDA
menor quando comparado com 0s grupos nao irradiados, provavelmente
justifica-se pelo tipo de laser e o tempo de irradiacdo, como afirma Rezende
(2007), que descreve que os efeitos biologicos da irradiagdo com laser de baixa
poténcia dependem de vérios fatores como caracteristica, fonte de luz
(comprimento de onda, dose e duracdo de pulso) e estrutura do tecido.
Recentemente, a irradiacdo com laser de baixa poténcia tem sido usada para
modular processos bioldgicos em humanos e animais (MENDEZ, et al., 2004).

Neste estudo, os resultados indicam uma diminuicdo nos niveis de
MDA que indica uma diminuicdo dos niveis de estresse oxidativo, estes
resultados podem ser corroborados por varios outros estudos que investigaram
a acao do LLLT nos indices de estresse oxidativo (SILVEIRA et al., 2013;
FIRAT et al., 2013; FERARRESI et al., 2012; ASSIS et al., 2012).

No seu estudo Kawalec et al. (2004), irradiaram ratos com diabetes
induzida pela estreptozotocina com um /aser de HeNe (632,8 nm; densidade de
energia 1 J/cmy) cinco dias por semana até a cicatrizacdo completa. O mesmo
autor concluiu haver beneficios semelhantes com um laser de AsGa, embora
seja preferivel o de HeNe. Tais autores afirmam que LLLT diminui a reacao
inflamatéria, através do processo de aumento da sintese de ATP. O que pode
sugerir a validacao dos resultados encontrados no grupo irradiado onde devido
essa sintese aumentada de ATP o laser parece modular o processo de
estresse oxidativo. Segundo os resultados sugeridos nesse trabalho o laser foi
eficaz ao diminuir os niveis de MDA em animais nao diabéticos, porém quando
usado em animais diabéticos devido a grande quantidade de fatores
desencadeante do processo oxidativo a laserterapia obteve um resultado
inferior nessa modulacéo.

A justificativa dos resultados que encontramos, vai de encontro com
Silveira (2013) que afirma que o aumento na producéo de anion superéxido no
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tecido lesionado e a reducao deste induzida pelo laser podem estar associados
a dois mecanismos principais, primeiramente devido a respiracao celular, pois
0 processo de reparo tecidual exige uma demanda maior de energia o que
resulta num concomitante aumento de anion superéxido e a LLLT consegue
reduzir tal demanda. O que sugere que estudos devem ser empregados para
confirmar tal diminuigdo desses niveis em animais sem processos cicatriciais
ativos.

Fortalecendo ainda mais os resultados aqui descritos Silveira et al.
(2009) afirma que a laserterapia influencia nos parametros de estresse
oxidativo como a alteracdo da atividade das enzimas antioxidantes e a
producdo de ERO. A absorcido da luz do laser acelera a transferéncia de
elétrons (cadeia respiratéria) e induz uma producdo inicial de ERO,
especificamente aumentando a producao de anion superoxido. Entretanto, é
possivel que, dependendo da dose, do tempo de exposicao e da intensidade, a
laserterapia possa alterar os mecanismos de defesa contra a producao
excessiva de ERO.

Assim a LLLT pode modular os niveis de estresse oxidativo,
provavelmente pela sintese aumentada de ATP, provocada por ela. Ao
analisarmos a atuacdo isolada da laserterapia em animais nao diabéticos,
observa-se a maior reducao do nivel de MDA, e o grupo diabético que nao foi
submetido ha LLLT, confirmamos os altos indices de evolugdo do estresse
oxidativo no DM. Ressalta-se também que quando aplicada a laserterapia em
animais diabéticos, os resultados ndo sao tao significativos, nos mostrando que
o laser pode modular o estresse oxidativo, porém ndo deve ainda ser
considerado como um antioxidante, ja que nao consegue eliminar a cascata de
oxidacao desencadeada pelo diabetes.

Em resumo, sugerimos que o uso da LLLT possui limitagdes no ataque
de ERO em animais saudaveis. A LLLT foi efetiva na diminuicdo dos
parametros de estresse oxidativo, mas € necessario avaliacdo de outros

parametros para confirmacao de tal achado.
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7 CONCLUSAO

Conclui-se que a LLLT modula os niveis de estresse oxidativo
provocado pela ferida cutédnea, bem como pelo DM.

Podemos concluir também que os niveis de MDA em animais
diabéticos sdo extremamente mais elevados que o0s niveis dos animais nao
diabéticos. E que a LLLT consegue reduzir significativamente os niveis em

ambos 0s grupos.
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