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Resumo:

As desordens hipertensivas, incluindo a pré-eclampsia (PE), complicam em cerca de
3 a 7% das gestacoes, sendo a principal causa de morbidade e mortalidade materna
e perinatal no Brasil bem como ao redor do mundo. Hipertenséao gestacional (HG) &
0 aparecimento de hipertenséo arterial na segunda metade da gestacéo e quando a
essa condi¢cao se soma a proteindria maior de 300 mg em urina de 24 horas tem-se
a pré eclampsia (PE). Um defeito na invaséo do citotrofoblasto no endométrio provoca
vasoconstricdo das arteriolas, que chegam a placenta ocasionando um hipofluxo
placentario, que libera no sangue de fatores inflamatérios, auto imunes e
antiangiogénicos, induzindo a disfuncao endotelial. A hipoxia placentaria determina
restricdo do crescimento fetal intra Utero. O tratamento definitivo da PE € o parto. O
Laser de baixa intensidade (LBI) denota uma poténcia inferior a 1 Watt, o qual nédo
deve elevar a temperatura acima de 1°C no tecido alvo. Alguns trabalhos de nossa
equipe tem demonstrado efeito do LBI na melhora da hipertensdo e perfusao de
orgdos em humanos, inclusive gestantes hipertensas como também em modelos
animais, justificando este nosso trabalho na tentativa de se estabelecer mecanismos
de acdo para este efeito. Foram coletados segmentos de corddo umbilical de
gestantes normotensas e hipertensas e extraidas as células da veia do cordao. Estas
células foram separadas e tratadas com laser e foram analisadas as citocinas TNF-
a e IL6 por ensaio de ELISA. Obijetivo: Avaliar o efeito da fotobiomodulac&do em células
do cordao umbilical de gestantes com pré-eclampsia por meio da analise dos fatores
inflamatorios. Os resultados evidenciaram incremento de TNF-a e diminuicao da IL6
apo6s 60 minutos da aplicacdo do laser. O efeito da FBMT na processo inflamatdrio
pode ser interpretado com a diminuicdo dos niveis com IL 6 e incremento dos niveis
de TNF-a, 60 minutos apés aplicacdo do laser. A analise dos varios trabalhos do
nosso grupo na linha de pesquisa do uso do Laser em individuos hipertensos e na
gestacdo nos permite sugerir que a FBMT pode ser um processo capaz de auxiliar
nesse combate a hipertensédo, necessitando de mais estudos a fim de sinalizar a

resposta neste sentido.

Palavras chave: Pré-eclampsia, Fotobiomodulacdo, Laser, células do cordéo

umbilical gestante, Laser de Baixa Intensidade.



Abstract

Hypertensive disorders, including preeclampsia (PE), complicate in about 3 to 7% of
pregnancies, being the main cause of maternal and perinatal morbidity and mortality
in Brazil and worldwide. Gestational hypertension (HG) is the appearance of arterial
hypertension in the second half of pregnancy and when this condition is added to
proteinuria greater than 300 mg in 24-hour urine, it is possible to assure that there is
a pre eclampsia (PE). A defect in the invasion of the cytotrophoblast in the
endometrium causes vasoconstriction of the arterioles that reach the placenta causing
a placental hypoflow, which releases in the blood several inflammatory, autoimmune
and antiangiogenic factors, inducing endothelial dysfunction. Placental hypoxia
determines restriction of fetal growth into the uterus. The definitive treatment of PE is
childbirth. The Low Level Laser Therapy (LLLT) presents a power lower than 1 Watt
as well as it should not raise the temperature above 1°C into the target tissue. Some
of our team's studies have demonstrated the LLLT effect in the improvement of
hypertension and organ perfusion in humans, including hypertensive pregnant women
and animal models, justifying our work in an attempt to establish action mechanisms
for this purpose. Umbilical cord segments were collected from normotensive and
hypertensive pregnant women and extracted cells from the cord vein. These cells were
separated and treated with laser. Then, a right amount of TNF-a and IL6 cytokines
were analyzed by ELISA assay. To evaluate the photobiomodulation effect on
umbilical cord cells by pregnant women with preeclampsia were analyzing
inflammatory factors. The results indicated an increase in TNF-a and a decrease in
IL6 following 60 minutes of laser application. Discussion: The PBMT results on the
inflammatory process can be interpreted with decreased IL 6 levels by 60 minutes post
laser irradiation. The various studies analysis of our team in this research field of laser
application by hypertensive individuals and pregnancy women, allows us to suggest
that PBMT could be an effective weapon against hypertension, requiring more studies

in this sense.

Key words: LLLT, low-level laser therapy, PBMT, preeclampsia, human umbilical cord,

hypertension.
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1. Introducéo:

As desordens hipertensivas, incluindo a pré-eclampsia (PE), complicam em
cerca de 3 a 7% das gestacdes, sendo a principal causa de morbidade-mortalidade
materna e perinatal no Brasil e também ao redor do mundo (MORSE, 2011).

A pré-eclampsia é uma doenca multifatorial e multissistémica, especifica da
gestacdo e que se carateriza classicamente pela associacéo de hipertenséo arterial
e proteindria, a partir da 202 semana de gestacdo. Na auséncia de proteinuria também
se identifica a pré-eclampsia pela manifestacdo de lesdo de 6&rgaos alvo
(trombocitopenia, aumento da concentracdo sérica de transaminases, insuficiéncia
renal, edema pulmonar, disturbios visuais e/ou cerebrais (ACOG, 2013). Uma vez
identificada clinicamente, se ndo ocorrer o término da gestacéo, essa doenca tende a
evoluir para situagcdes de gravidade como eclampsia, acidente vascular cerebral
hemorragico, sindrome HELLP, insuficiéncia renal, edema pulmonar e morte (Amaral
et al., 2017).

Em todo o mundo, a pré-eclampsia e suas complicacbes estdo entre as
principais causas de mortalidade materna (Duley, 2009). Enquanto, a morte materna
por pré-eclampsia € menos comum nos paises desenvolvidos, a taxa de morbidade
materna € alta e contribui, principalmente, para as admiss6es em unidade de terapia
intensiva durante a gestacao (Duley, 2009; Porreco & Barkey, 2010).

Segundo Boletim do Ministério da Saude, publicado em 28 de maio de 2020, o
Brasil reduziu em 8,4% a razdo de mortalidade materna (RMM) no ano de 2018, cuja
taxa foi de 59,1 dbitos para cada 100 mil nascidos vivos. Entre os Obitos maternos
ocorridos no Brasil, de 1996 a 2018, as causas de morte que se destacaram foram:
hipertenséo arterial, hemorragia, infeccado e aborto, respectivamente em ordem de

ocorréncia.
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1.1 Classificagdo da Hipertensao Arterial na Gravidez

N&o h& um consenso a respeito da classificacdo, diagndstico e condutas das
desordens hipertensivas na gestacao. Esta falta de consenso dificulta o entendimento
dos taxas de incidéncia, das taxas dos desfechos maternos e fetais e também o
impacto na fisiopatologia 0 que certamente atrasa o desenvolvimento de testes
preditivos, tratamentos, determinando piora nos desfechos da gestacao
comprometida. (BROWN, 2018b)

A International Society for Study of Hypertension in Pregnancy (ISSHP)
classifica as sindromes hipertensivas da gestacdo em: Hipertenséo arterial cronica
(hipertenséo arterial diagnosticada antes da gravidez ou anteriormente a 202 semana
da gestacao), Hipertensdo Gestacional (hipertenséo arterial que aparece a partir da
202 semana de gravidez, em gestante previamente normotensa, na auséncia de
caracteristicas de pré-eclampsia, Pré-eclampsia (hipertenséo arterial que aparece a
partir da 202 semana de gravidez, em gestante previamente normotensa, associada
a proteindria e/ou lesdo de o6rgdo alvo materno) e Pré-eclampsia superposta a
hipertensédo arterial cronica (caracterizada por aparecimento ou piora do valor de
proteindria detectada na primeira metade da gestacdo na ou ocorréncia de lesédo de
orgaos alvo, como na pré-eclampsia ou quando ha necessidade de introdugéo de
drogas anti-hipertensivas ou aumento das doses terapéuticas vigentes (AGOG,
2013).

A pré-eclampsia também pode ser classificada, segundo a idade gestacional
em que se iniciam suas manifestacdes clinicas, em pré-eclampsia precoce ou tardia,
ou seja antes ou a partir de 34 semanas, respectivamente. Segundo a literatura, essas
duas formas de pré-eclampsia tém diferentes etiologias (von DADELSZEN et al.,
2003; HUPPERTZ, 2008). Pré-eclampsia de inicio precoce esta geralmente
associada a defeito do desenvolvimento da placenta e da circulacéo uteroplacentéria,
Dopllervelocimetria anormal da artéria uterina, restricgdo do crescimento fetal e piora
dos desfechos maternos e perinatal. (MURPHY, 2000; NESS, 2006). A pré-eclampsia
de inicio tardio se associa a sindromes metabdlicas, inflamacdo e disfuncao
endotelial. Assim, a associacdo com obesidade e doencas crbnicas € comum. A
avaliacdo do compartimento utero placentario esté frequentemente dentro do normal
ou apresenta pequenas alteracdes. Os desfechos materno e perinatal sdo mais

favoraveis, principalmente porque as manifestacdes clinicas acontecem proximas do
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termo. Segundo PERACOLI et al. (2019), embora a incidéncia de pré-eclampsia
precoce € geralmente baixa, no Brasil ocorre em cerca de 40% dos casos de pré-

eclampsia atendidos nos hospitais terciarios.
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1.2 Etiopatogenia da Pré-eclampsia
1.2.1 Invaséao Citotrofoblasto

Estudos recentes denotam que a etiopatogenia na pré-eclampsia, incorre
numa falha na invasao do citotrofoblasto e, portanto, as artérias espiraladas, ao invés
de se tornarem vasos largos e tortuosos, facilitando o fluxo sanguineo, permanecem
estreitas, resultando em hipoperfuséo no leito placentario (Figura 1). (DULEY, 2003;
WILLIAMS, 2011)

Resgosta Materna Sistdmica
1 pressio artenal

1 resisténgia vascular
| peerifirica
T :

DisfungSo vascutar
1 estresse ondstivo
1 vasoconstricgSo |

§ vesodilatagio ——
tresp. inflamatéria 4~ ~

(BALED 7
-

'/ Flacenta
L 1 invasdo trafobldstica Espaco
i hipowsafosquemia interviloso

i/ & ' f 3 perfuslio Greror
/ placerts

Circulagiio - fatores -

SRNTIITHO
1 pro-anglogénicos
1 anti angiogénicos
1 inflamatonos 4

 respposta imune
t disligicema

Representac3o esquemstica do envolvimento dos diverses fatdres na ——— epiads —
disfung3o vascular da pré-eclampsia. Adaptado de L. J. Brennan ef af

(2013)

| Normal Pré-eclampsia

Figura 1: A direita observa-se uma representacdo da invaséo do citotrofoblasto e a esquerda
a cascata de eventos gue se inicia com a hipéxia placentaria.

Em resposta a hipdxia placentaria ocorre producdo e liberacdo no sangue de
fatores inflamatérios, auto-imunes e antiangiogénicos. Na pré-eclampsia observa-se
reducdo de fatores pro-angiogénicos e elevagdo de anti-angiogénicos, além do
incremento da resposta imune e dos mediadores inflamatoérios. Tal excesso resulta
em alteracdo do ambiente oxidativo vascular, possibilitando uma cascata de eventos,

induzindo a disfuncdo endotelial e, assim, piorando a vasoconstri¢cao. (Figura 1).

Desta forma, tudo propicia a elevacao sistémica da resisténcia vascular nesta
paciente, incluindo a placentaria e promovendo hipertensédo arterial materna, com

reducdo do aporte sanguineo fetal.
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A gravidez é um processo dindmico caracterizado por tolerancia imunolégica,
angiogénese e regulagédo hormonal. A gonadotrofina corionica (hCG) tem importantes
funcdes na gravidez, promovendo a producdo de progesterona, a implantacédo e a
decidualizacdo, a angiogénese, a diferenciacdo do citotrofoblasto e a regulacéo
celular imunolégica (COLE,2010).

Norris e cols (2011), em artigo de revisao, observaram que alteracdes na
regulacdo do hCG pode contribuir para alterar a tolerancia imunologica e a
angiogénese, resultando em complicacdes na gravidez, como a, tdo temida, pré-
eclampsia. Esses autores sugerem ainda que, as alteracdes podem ocorrer em niveis
ou nas fung¢des do hCG e, provavelmente, interferindo na tolerancia imunolégica e na
angiogénese, duas funcdes vitais para um desfecho de sucesso da
gravidez.(NORRIS, 2011)
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1.2.2 Fatores Angiogénicos/ Antiangiogénicos - Disfunc¢&o Endotelial

Em resposta a hipdxia placentaria, uma variedade de moléculas sao liberadas
na corrente circulatoria, entre elas fatores inflamatérios, autoimunes e
antiangiogénicos (WANG, 2009a; MUTTER, 2008a). O mecanismo de acao dos
fatores antiangiogénicos na etiologia e manifestacdo da pré-eclampsia tem sido
estudado, principalmente aqueles relacionados ao fator de crescimento vascular
endotelial (VEGF). Esse fator e o fator de crescimento placentario (PIGF)
desempenham papel importante na manutencdo da funcédo da célula endotelial. A
elevacao das concentracfes circulantes e placentarias da forma soltvel do receptor
de VEGF, o Flt-1 (sFlt-1), sinaliza o mecanismo de acéo.

O sFlt-1 é receptor circulante para o VEGF e para o PIGF. Assim, quando sua
concentracdo aumenta na circulacao determina diminuicéo da forma livre de VEGF e
de PIGF, o que blogueia o estimulo da angiogénese e manutencédo da integridade
endotelial. Nos rins, essa inativacao da porcao livre da VEGF e PIGF é a causa da
endoteliose glomerular e, consequente, proteindria (WANG, 2009b; MUTTER,
2008b).

Evidéncias sugerem que, a pré-eclampsia é, primariamente, uma doenca
endotelial, na qual as células endoteliais perdem sua morfologia achatada e sua
funcao, resultando no enfraquecimento da camada de células endoteliais. Como
consequéncia da disfuncéo endotelial, as gestantes desenvolvem hipertenséo arterial
e proteintria e edema progressivo (ROBERTS, 1989). Essa caracteristica da

fisiopatologia da pré-eclampsia esta ilustrada na Figura 2.
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Figura 2: Pré-eclampsia e fatores angiogénicos. O Flt-1 solavel (sFlt-1), fator
antiangiogénico secretado pela placenta pré-eclamptica em grande quantidade, causa
disfungéo endotelial por antagonizar o fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) e
o fator de crescimento placentéario (PIGF). (Adaptado de Kurumanchi et al- Rezende
Obstetricia/Carlos Antonio Barbosa Montenegro, Jorge de Rezende Filho - 12 ed - Rio de
Janeiro: Guanabara Koogan,2013.

Tentativas de explicar a etiologia da pré-eclampsia tem resultado em diversas
hipéteses, embora isoladamente ndo consigam chegar a um denominador comum
(MAYNARD, 2003b; ROBERTS, 2009a). As mais importantes envolvem placentacéao
deficiente, predisposicdo genética, tolerancia imune comprometida, resposta
inflamatéria sistémica, desbalanco angiogénico e estado nutricional deficiente.
(CUNNINGHAM, 2014; NGENE, 2018).

Nesse sentido, REDMAN et al. (2005) propuseram um modelo que caracteriza
a fisiopatologia da pré-eclampsia em duas fases, pré-clinica e clinica. Na primeira
fase (pré-clinica), mudangas no desenvolvimento da placenta e deficiéncia da
circulacao uterina resultam em hipdxia placentaria e, principalmente, em fenémenos
de hipoxia e reoxigenacgdo, que produzem estresse oxidativo e excessiva producao
de fatores inflamatérios e anti-angiogénicos. Na segunda fase (clinica), ocorre lesdo
endotelial sistémica resultando na hipertensao e no comprometimento de érgéos alvo,
sendo a glomeruloesclerose a mais caracteristica e que responde pela proteinaria
(JAUNIAUX, 2016).
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ROBERTS et al.(2009) propuseram uma teoria mais complexa na qual
associam essas fases com fatores de constituigdo materna e fatores de risco para
pré-eclampsia (ROBERTS, J.M, 2009b). Entre esses destacam-se fatores
imunologicos como exposicao reduzida a antigenos paternos, fatores de risco como
hipertensdo arterial e diabetes mellitus prévios, obesidade, lUpus eritematoso
sistémico, sindrome metabdlica, doencas responsaveis por resposta inflamatoria
cronica basal. Fatores genéticos também estdo envolvidos, uma vez que, mulheres
de raca negra tém maior risco que as caucasianas. Mais ainda, estudos populacionais
revelaram que, filhas e filhos de mulheres que desenvolveram pré-eclampsia em suas
gestacBes tém maior risco de desenvolverem pré-eclampsia ou terem participacdo
paterna em gestacdo com pré-eclampsia, respectivamente (SKJAERVEN, 2005;
ESPLIN, 2001). Recentes estudos clinicos de genomas revelaram associacao
significante entre polimorfismo préximo ao locus FLT1 no cromossoma 13.
(MCGINNIS, R, .2017; GRAY, K.J, 2018. Também, reconhecidas como fator de risco
para pré-eclampsia gestacdes, que se associam a aumento de massa placentaria:
gemelaridade, mola hidatiforme, hidropsia fetal.

Na Figura 3, observamos a representacao esquematica da teoria das duas
fases proposta por ROBERTS e col.(2009): predisposi¢do imunoldgica, genética e
fatores de risco maternos, preexistentes podem afetar a invasao citotrofoblastica das
artérias espiraladas (placentacdo anormal) na primeira fase. Na segunda fase, a
reducdo da perfusdo Utero placentaria induz liberacdo, pela placenta, de fatores
antiangiogénicos: forma sollvel do receptor de VEGF e PIGF (sFlt-1) na circulacéo
materna, 0S quais antagonizam fatores pré angiogénicos, VEGF e PIGF,
determinando disfuncdo endotelial e disfuncdo vascular sistémica. CondicGes
maternas pré existentes: hipertensao cronica, Lupus Eritematoso Sistémico (LES) e
obesidade estdo, também, associadas a disfun¢céo endotelial. A disfuncdo endotelial
inclui diminuicdo de substancias vasodilatadoras: Oxido Nitrico (NO) e prostaciclinas
(PGI2) e incremento de proteinas vasoconstritoras: endothelin-1 (ET-1), determinando

disfuncéo vascular sistémica.
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1.3 Disfuncéao Vascular Sistémica

A disfuncéo vascular sistémica é considerada o passo final na fisiopatologia da
pré-eclampsia (Figura 3). Durante a gestacéo normal a resisténcia vascular sistémica
materna diminui, resultando numa leve diminuigéo da pressao arterial. (MASHINI, I.S,
1987 ; MOUTQUIN, J.M., 1985) Na gestante com pré-eclampsia, essas adaptacdes
ndo ocorrem, de modo suficiente, devido a desordem vascular sistémica com
disfuncdo endotelial generalizada. Embora, o mecanismo preciso da desordem
vascular sistémica, nao esteja esclarecido completamente, anormalidades na matriz
de metaloproteinases e incremento na deposi¢cao do colageno na matriz extracelular
parecem desempenhar papel significante na remodelacdo vascular inadequada
determinando a disfuncéo vascular sistémica (YU, W., 2019).

Avaliacdes nao invasivas da funcdo vascular tem revelado diretamente a
presenca de disfuncdo vascular sisttmica em mulheres com pré-eclampsia.
(TOMIYAMA, H. 2010). FMD (Flow-mediated dilation), dilatacdo arterial mediada pelo
fluxo, € medida nédo invasiva das disfuncédo endotelial e por conseguinte da saude
vascular. Melhora da FMD resulta em maior perfusdo e suprimento de oxigénio
(oxigenagdo) de tecidos periféricos. FMD tem mostrado um aumento durante a
gravidez (DYRUP, 1999). Em mulheres com pré-eclampsia, FMD tem sido
encontrado em niveis, significantes mais baixos, antes e mesmo apds o
desenvolvimento da patologia, até 3 anos apos o parto (WEISSGERBER, T.L, 2016).

Outras formas ndo invasivas de avaliacdo da saude vascular e disfuncao
endotelial sdo as analises da onda pulso e da onda de velocidade de pulso, obtidas
por tonometria de pulso, e sdo Uteis na avaliacdo da rigidez arterial, e estao
aumentadas em mulheres com pré-eclampsia (OYAMA-KATO, M., 2006; KAIHURA,
C, 2009). Além disso, estes testes revelaram a presenca de disfuncdo vascular
mesmo apods a resolugdo dos eventos clinicos da pré-eclampsia, indicando sua
possivel associacdo com risco de futuras doencas cardiovasculares.(TOMIMATSU
2019b)
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1.4 Intervencdes Farmacoldgicas para Controle de Gestantes Portadoras
de Pré-eclampsia

Tratamento definitivo da pré-eclampsia é a resolucdo da gestacéo, o que nem
sempre é desejavel, quando a interrupcéo da gestacdo determina 0 nascimento de
uma crianga prematura. Por outro lado, a manutengéao dessa gravidez eleva o risco
de graves complicacdes, tanto para o feto quanto para a gestante (ROBERTS, 2005).

A terapia com anti-hipertensivos visa impedir a evolucdo para um estado de
crise ou emergéncia hipertensiva, que coloca em risco o bindbmio méae-feto.

O sulfato de magnésio é a droga mais eficaz na prevencao de crise convulsiva,
gue caracteriza a eclampsia, utilizada em situacdes de iminéncia de eclampsia e
como coadjuvante no tratamento da crise ou emergéncia hipertensiva e na sindrome
HELLP (ACOG, 2013b).
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1.5 Laser

Laser é um acrébnimo da expressdo em inglés de Light Amplification by
Stimulated Emission of Radiation, ou seja, luz amplificada por emisséo estimulada
de radiacdo (CHAVANTES, 2009), sendo considerado um dos aparelhos mais
relevantes desenvolvidos pela engenharia no ultimo século (CHAVANTES, 2009a)

O Laser de baixa intensidade (LBI) ou, simplesmente, Laserterapia ou Terapia
de Fotobiomodulacédo é caracterizado por uma poténcia inferior a 1 Watt e ndo deve
produzir uma temperatura acima de 1°C no tecido alvo. Portanto, ndo dependem nem
do calor nem da destrui¢do tecidual, sendo considerado como um eficiente modulador
do processo biolégico no tecido-alvo, revelando um efeito acumulativo de dose.
(KARU T., 1999a).

Segundo Tina Karu (1999), a resposta de modulacdo biomolecular, é um
fenbmeno fotofisico-quimico, que age nos componentes da cadeia respiratoria na
mitocondria, dependendo da dose empregada. Estas podem desencadear a
estimulacéo ou a inibicdo do metabolismo celular, incrementando a biodisponibilidade
de energia (ATP) para a célula. O LBI, também, atua nas membranas de sodio e
potassio, quanto modula os canais de calcio intracelulares.(KARU, 1999b)

Varios estudos tém demonstrado, tanto in vitro quanto in vivo, que a acao do
LBI, através da biomodulacdo, é capaz de agir no processo inflamatério, estresse
oxidativo, na producao de Oxido nitrico, na acdo angiogénica, efeitos esses que estédo
intimamente relacionadas a génese da pré-eclampsia (RICCI, R. apud CHAVANTES,
2009; TOMIMURA, S., 2014)
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Figura 4: Esquema dos efeitos do Laser de baixa intensidade.

A dosimetria em qualquer modalidade terapéutica é a determinacao da dose
necessaria para se atingir o efeito final desejado. A determinacdo exata da dose de
energia do Laser a ser aplicada no tecido biolégico, ainda ndo pode ser mensurada
com exatiddo, pois para tal, seria necessaria uma tecnologia nao disponivel no
momento (exposicao radiante).

As propriedades O6pticas do tecido biolégico sdo muito heterogéneas e
inimeras sdo as variaveis fisicas, que influenciam no resultado da terapia, tais como
comprimento de onda (nm), densidade de poténcia ou irradiancia, densidade de
energia ou fluéncia, energia por ponto de aplicacéo, energia total sobre a area tratada,
tempo de irradiacdo (em segundos), area do feixe, tipo de emissao (continua ou
pulsada), tipo e calibracdo do aparelho, além dos propriedade de cada tecido
(CHAVANTES, 2009 p 35-36).
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1.6 - Efeitos da Laserterapia na Hipertensao Arterial Sistémica (HAS)

Estudos realizados por nossa equipe, coordenados pela profa. Chavantes, tem
demonstrado os efeitos positivos do emprego do laser de baixa intensidade,
laserterapia, para “tratar” a hipertensao arterial sistémica.

O trabalho experimental de CANAL et al. (2013) analisou efeitos agudos do
Laser de baixa intensidade na presséo arterial sistémica em ratos Wistar obesos e
idosos através do registro da frequéncia cardiaca (FC), pressao arterial sistélica
(PAS), diastdlica (PAD) e média (PAM). Os resultados demonstraram que a aplicacao
do LBI incorreu em uma reducédo tanto da FC quanto das pressdes arteriais
sistémicas, sobretudo da PAM, além de ser um fator indicativo de protecéo
cardiovascular,

TOMIMURA et al (2013) realizaram estudo experimental em ratos
espontaneamente hipertensos (SHR), demonstraram que o LBI diminuiu a PAM, PAD
e a FC. Além de modificar os parametros oxidativos, alterando concentracdo de
carbonilas plasméticas e restringiu os danos as proteinas resultantes do estresse
oxidativo. Promoveu, ainda, um incremento da producéo de Oxido Nitrico (NO), como
responsavel pela protecao de células endoteliais e com repercussdes positivas no
endotélio cardiovascular. Dessa forma, o LBI reduziu a inflamacéao vascular sistémica
através da modulacao da resposta autonémica cardiovascular e normalizou 0s sinais
hemodinamicos em ratos SHR.

De acordo com CHAVANTES et al. (2014) em estudo piloto em humanos, com
irradiacdo do Laser sublingual, aplicagcéo Unica, obteve-se um impacto efetivo, através
da acado da Laserterapia na pressao arterial (PA) de individuos hipertensos, contudo
sem qualquer modificacdo da PA em individuos normotensos. Os resultados
encontrados permitiram concluir que a Laserterapia foi capaz de aumentar a
elasticidade arterial, tanto das grandes artérias quanto das arteriolas, bem como
melhorar a fungéo endotelial.

Estudo piloto de MADI e colaboradores (2015) participaram deste estudo vinte
gestantes divididas em dois grupos (normotensas e hipertensas), a laserterapia
alterou de forma eficaz a PA sistémica com diminuicdo da resisténcia vascular
periférica, com consequente decréscimo da pressao arterial em gestantes com preé-
eclampsia. A fotobiomodulacdo evidenciou efeito imediato anti-hipertensivo, na

resposta hemodinamica das gestantes portadoras de hipertensao arterial sistémica.
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N&o obstante, & importante mencionar que em gestantes normotensas, o Laser ndo
alterou a presséo arterial sistémica, nem a resisténcia vascular periférica.

A Laserterapia ndo revelou qualquer efeito adverso nos grupos estudados. A
terapia com Laser de baixa intensidade ndo ocasionou qualquer resposta que
prejudicasse o feto, considerando-se o bem-estar fetal, avaliado durante o
procedimento através do estudo da frequéncia cardiaca fetal (FCF) por meio da
cardiotocografia, registro grafico da FCF, inobstante a Laserterapia sinalizou existir
uma repercussao fetal favoravel.

Em outro trabalho MADI e colaboradores (2015) estudaram o efeito do Laser
de Baixa Intensidade (LBI) aplicado em um modelo animal de hipertensdo em ratas
SHR prenhas e a influéncia do laser em sua prole: malformacgdes grosseiras e ésseas
e peso dos recém natos. Nao foram observados malformacdes dsseas ou outras
malformacdes grosseiras. Foram evidenciados maior peso ao nascer da prole das
ratas tratadas com o Laser. Concluimos que h& evidéncias de uma provavel acao do
LBl na melhora da perfusdo placentaria com consequente aumento de peso ao
nascer, sem mostrar efeitos colaterais ou outros efeitos negativos maternos ou na
prole.

MADI e colaboradores (2017) em outro estudo, cujo objetivo foi avaliar o efeito
do Laser de Baixa Intensidade aplicado em um modelo animal de hipertensao (SHR)
em ratos fémeas prenhas e a resposta na perfusao sanguinea de 6rgaos alvos, como
Utero, rins e coracdo. Os resultados obtidos mostraram uma variagao relativa, quanto
elevou a perfusdo em porcentagem, entre o basal e pds laser nos diversos 6rgaos
examinados. Observando-se uma grande variacdo relativa em todos os 6rgaos
estudados, com aumentos que variaram entre 39,68% no Uutero, 42,55% na média
entre 0os Rins Direito e Esquerdo e 72,49% no coracdo. Apesar da grande variacao
relativa observada os valores ndo foram estatisticamente significante devido ao
namero pequeno da amostra. Como resultado o laser foi capaz de melhorar a

perfusdo dos 6rgdos citados, mesmo com uma unica aplicagéo.
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1.7 - HUVEC- Human Umbilical Cord Vein Endothelial Cells

Apoés a resseccdo pos natal do corddo umbilical, a veia umbilical pode ser
canulada e as células endoteliais destacadas por atividade enzimatica. Este
procedimento foi realizado pela primeira vez por MARUAMA (1963), entretanto foi nos
anos 1970’s, quando foi aplicado por JAFFE e outros autores, que isolaram com
sucesso células que puderam ser cultivadas in vitro e identificadas como HUVECs (
Human Umbilical Cord Vein Endothelial Cells).

As células endoteliais da veia umbilical (HUVECS) cultivadas in vitro séo
comumente usadas em ensaios experimentais. Quando propriamente diferenciadas
elas adquirem a conformac¢éo de monocamada e podem mimetizar o endotélio in vivo
gue pode ser utilizado para lancar luz nos multiplos processos relacionados as células
endoteliais. JIMENEZ (2013), descreve véarias matrizes para isolar e cultivar as
HUVECs que resultaram em um modelo experimental que pode ser utilizado em
muitos propositos.

Na pré-eclampsia, vilos placentérios e células endoteliais do corddo umbilical
HUVECS, derivados do feto, muito provavelmente foram submetidas a insuficiéncia
Utero-placentarias e hipéxia. Esse ambiente anormal in vivo na pré-eclampsia pode
ser uma razao subjacente pela funcao alterada nas HUVEC derivadas de gestacfes
pré-eclampticas. (YANG GU, 2006)

Assim, nossa hipétese foi estudar a acdo da fotobiomodulacdo (Laser) nas
HUVEC de pacientes com PE/HG e gestantes normais, analisando alteracbes de
fatores angiogénicos e antiangiogénicos, producdo de NO e citocinas inflamatdrias.

Tais propriedades, indutoras de efeito anti-hipertensivo em gestantes com pré-

eclampsia, pode indicar o desenvolvimento de novas terapéuticas.
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Justificativa: Diante dos varios trabalhos relacionando uso de Laser de baixa
intensidade (LBI), em humanos e modelos animais sdo necessarios mais estudos
sobre esse tema. As evidéncias tém demonstrado diminuicdo da pressao arterial
sistémica, alteracbes na resisténcia vascular sistémica, fatores angiogénicos,
inflamatorios, estresse oxidativo, producédo de éxido nitrico, todos esses ligados de
alguma maneira as repercussfes e a etiopatogenia da hipertensdo arterial em
individuos normais e em gestantes. A busca de mecanismos de acdo do Laser em

gestantes normotensas e portadoras de PE/HG, justificam esse trabalho.

2. Objetivo do Estudo:

Avaliar o efeito da fotobiomodulacéo em células do corddo umbilical de gestantes

com pré-eclampsia por meio da analise dos fatores inflamatérios.
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3. Material e Métodos

3.1 - Plataforma Brasil

® Universidade Nove de Julho:
O CAAE: 83127917.4.0000.5511

e Conjunto Hospitalar do Mandaqui:
0 CAAE: 13366319.7.0000.5551

® Hospital e Maternidade Leonor Mendes de Barros:
0  CAAE: 13366319.7.3001.0063

3.2 Conceitos (ACOG, 2013)

- Caracterizacao das Formas de Manifestacao da Hipertensao Arterial :

* Hipertensao arterial crénica (HAC): quando ha histéria de hipertensdo arterial, de
qgualquer etiologia, anterior a gestacao ou registro de presséo arterial de pelo menos
140 x 90mmHg antes da 20® semana de gestacdo. Também se considera HAC
guando a hipertensdo € diagnosticada pela primeira vez na segunda metade da

gestacdo e persiste além de 12 semanas ap0s o parto.

* Pré-eclampsia (PE): manifestacdo de hipertenséo arterial associada a proteindria
ou de hipertensdo arterial associada a disfuncdo de 6rgao alvo (trombocitopenia,
disfuncéo hepdtica, insuficiéncia renal, edema pulmonar, iminéncia de eclampsia ou
eclampsia), mesmo sem proteindria, apos a 202 semana de gestacdo, em gestante

previamente normotensa.

* Hipertenséao arterial cronica superposta por pré-eclampsia (HAC+PE): definida
pelo aparecimento ou piora da proteindria detectada na primeira metade da gestacao
e/ou presenca de disfuncao de orgao alvo apos a 202 semana de gestacao.

* Hipertensao gestacional: refere-se ao aparecimento de hipertenséo arterial sem

proteinudria ou manifestacéo de outros sinais/sintomas de pré-eclampsia, em gestante
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previamente normotensa, apdés a 202 semana de gestacdo. A hipertensdo deve
desaparecer até 12 semana ap0s o0 parto e, se persistir sera renomeada de
hipertensédo arterial crénica, que foi mascarada pelas alteraces fisiologicas da

primeira metade da gestacao.

3.3 Células da Veia do Cordao Umbilical

As células foram extraidas a partir de cordées umbilicais de gestantes normais
(n=5) e gestantes com pré-eclampsia/hipertensdo gestacional (n=5). Pré-eclampsia
(PE) é definida, como: hipertensdo arterial, PA > 140 x 90 mmHg, associada com
proteinuria, > 0,3 g/24h ou sem proteindria mas com lesdo de 6rgdos alvo e
hipertenséo gestacional (HG), quando a hipertenséo arterial € diagnosticada durante
a gestacdo, sem proteindria. Em ambas as situa¢des o surgimento deve se dar apés
a 202 semana de gestacao.

As gestantes foram selecionadas no pronto socorro (PS) e enfermaria de
Patologia da Gestacdo, bem como no ambulatério de Pré Natal do Servico de
Obstetricia do Conjunto Hospitalar do Mandaqui, rua Voluntérios da Pétria 4301. Sao
Paulo, SP, e no Hospital e Maternidade Leonor Mendes de Barros, Av. Celso Garcia
2477, Séo Paulo, SP, da Secretaria de Estado da Saude de S&o Paulo, Sdo Paulo,
SP, quando preencheram os critérios de inclusdo e apés assinarem o termo de

consentimento livre e informado.

3.4 Critérios de Inclusao

Gestantes, com idade de 18 a 49 anos, normotensas (n=5) e com diagndstico
de pré-eclampsia e hipertensédo gestacional (n=5), com idade gestacional de 20
semanas ou mais, calculada a partir de data da ultima menstruacdo (DUM) ou
calculada a partir de Ultrassonografia Obstétrica (USG) realizada no primeiro trimestre

da gestacédo, com fetos vivos.

3.5 Critérios de Nao Incluséao:

N&o foram incluidas gestantes:
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- portadoras de outras patologias associadas, como problemas severos cardiacos,
respiratérios, neuroldgicos, renais, colagenoses, diabetes melitus pré existente,
doencas infecciosas e neoplasias malignas.

- portadoras de gestacao multipla.

- portadoras de fetos malformados.

3.6 Coleta do Cordao Umbilical

Corddes umbilicais de 20 a 30 centimetros de comprimento foram coletados
apos partos vaginais ou cesarianas de pacientes normotensas e pacientes com pré-
eclampsia ou hipertenséo gestacional, com precaucdes para que nao houvesse furos
nos corddes. Os mesmos foram depositados em frascos estéreis, contendo solucao
salina a 9%, evitando manipulacdo excessiva dos corddes e exposi¢cdo prolongada
do frasco aberto, para evitar contaminagodes.

3.7 — Extracdo de Células do Cordao Umbilical

Em capela de fluxo laminar, sob condi¢des estéreis, os corddes foram limpos
externamente com alcool 70%, sendo realizado a limpeza do cordéo internamente
com PBS (Phosphate Buffered Saline) para a retirada de coagulos (100 mL de PBS).
Foi fechado a extremidade inferior e com uma seringa foi injetado, na extremidade
superior, cerca de 20 mL de solucdo de extracdo composta por tripsina, EDTA
(Ethylenediamine tetraacetic acid) e PBS. A solucéo preencheu toda a veia e o cordao
foi colocado em recipiente estéril em estufa a 37 °C durante 20 minutos se o cordao
tivesse até 12 horas da coleta. Contudo, os corddes com mais de 12 horas da coleta,
foram mantidos na estufa durante 30 minutos. Apos a incubacédo, foi aberto a
extremidade inferior do corddo e recolhido todo seu conteldo, massageando
externamente o corddo umbilical até o seu total esvaziamento. Lavado com mais 3
pipetas de solucdo de extracdo para soltar o restante das células e, posteriormente
neutralizado com solugcéo de meio de RPMI (Roswell Park Memorial Institute Medium)
e SFB ( Soro Fetal Bovino). O conteudo recolhido foi centrifugado a 12 mil rpm por 10
min a 4 °C e foi descartado o sobrenadante. ApGs ressuspender o sedimento celular,
delicadamente, com 1 mL de meio de RPMI, corado com azul de Trypan, foi realizada

a contagem das células em camara de Neuwbauer. A porcentagem de células ndo
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coradas pelo azul de tripan € tomada como medida de viabilidade celular. As células
contadas foram separadas em amostras com 5x10° que foram utilizadas no

experimento.

3.8 Célculo da Dosimetria para Terapia de Fotobiomodulacao

Poténcia: quantidade de energia produzida ou consumida por unidade de

tempo. Mensurada em Watts (W)

P = Watts (W)

Energia: propriedade de um sistema que |he permite realizar um trabalho; a
unidade de energia é dada em watts multiplicada por segundo, ou seja, mensurada
em Joules (J)

E=PXT(Q)

Poténcia: quantidade de energia produzida ou consumida por unidade
detempo. Mensurada em Watts (W)

P = Watts (W)

Densidade de poténcia (irradiancia) = poténcia/area (W/cm?)

PMW)x TI(s)
x 178 (W / cm?)

DP =
A (cm?)

Densidade de energia (fluéncia) = poténcia(wW)) x tempo (segundos)/area = (J/cm?)

DE = P(W) x T(s)

(J /cm?
A (cm?)
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3.9 Terapia com Laser de Baixa Intensidade (LBI)

O tratamento com Laser foi realizado com a utilizacdo do Laser de Baixa
Intensidade, semicondutor forma continua (modelo Thera Lase D.M.C., Sdo Carlos,
S.P. Brasil). Os parametros de irradiacdo do LBI no protocolo utilizado esta
demonstrada na tabela abaixo. A area irradiada: 0,04 cm?, nas células centrifugadas.

Tabela 1: Parametros de irradiacdo com Laser :

Parametros Valores do LBI
Comprimento de onda 808 nm
Densidade de energia (DE) 60 J/cm?
Energia 12 J
Poténcia 100 mwW
Tempo 120"
Area Irradiada 0,04 cm?
Aplicacéo Unico Ponto - células
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3.10 - Anélise das Citocinas Inflamatérias

Para verificar a acdo do Laser em células do corddo umbilical de gestantes
normotensas e hipertensas foi realizada a dosagem das citocinas IL-6 e TNF-a, pelo
método ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay ou ensaio de
imunoabsorgado enzimatica ) no sobrenadante colhido destas células.

Os sobrenadantes foram coletados no basal, 15 minutos e 60 minutos apos a
irradiacdo com o Laser de baixa poténcia, em solucdo com meio de cultura, para a
determinacao das citocinas. O sobrenadante de cada grupo experimental foi coletado
e armazenado em Eppendorf.

O sobrenadante foi coletado para a determinacao dos niveis de IL-6 e TNF-a.
Placas de 96 pocos foram sensibilizadas com 50 pL do anticorpo de captura de anti-
IL-6 e TNF-a (Cell Signaling Technology, Inc.U.S. Patent No. 7,429,487), diluidos em
PBS, e incubadas por 2 horas, a 37°C. Apés esse periodo, os sitios livres foram
bloqueados com 200 pL de tampéao de bloqueio, contendo gelatina 3% em PBS e as
placas foram incubadas por 18 horas, a 4°C. ApGs lavagem da placa com PBS/Tween
20, 0,05%, 50 pyL de amostras ou padrdes (recombinantes) foram adicionados em
cada poco e as placas foram incubadas por 2 horas, a 37°C. A placa foi lavada com
de PBS/Tween20, 0,05% e a ligacdo aos anticorpos foi detectada pela adicdo do
anticorpo de captura, diluido em PBS-gelatina 1% (5ug/mL, 50uL/pogo), seguido de
incubacéo por 1 hora a 37°C. Apods lavagem da placa foram adicionados 50 pL de
avidina-fosfatase alcalina, na diluicdo de 1:15000 em PBS-gelatina 1%, e incubados
por mais 30 min a temperatura ambiente, lavando-se em seguida. Para a revelacao,
foi utilizado o substrato cromégeno P-nitrofenil fosfato (200 uL/mL), diluido em 1:5 em
TRIS-HCI pH 9,8 1 M e 14 salina 0,5 M. A absorbancia foi determinada em leitor de
ELISA (Spectramax Molecular Devices, Sunnyvale, CA, US) a 450 nm e os resultados
confrontados a uma curva padrdo efetuada com o anticorpo recombinante para a

determinacao da concentragdo de cada citocina, representada em ng/mL
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3.11 - Anédlise Estatistica:

Inicialmente, os dados foram analisados descritivamente por meio de medidas-
resumo (média e desvio padrdo).

A comparacao de médias entre dois grupos foi realizada utilizando-se o método
nao paramétrico de Mann-Whitney devido a limitacdo da amostra. Ja a comparacao
de médias entre momentos de avaliacdo foi realizada empregando-se o teste de

Wilcoxon.

Para todos os testes estatisticos foram adotados um nivel de significancia de
5%.

As analises estatisticas foram realizadas, utilizando-se o software estatistico
SPSS 20.0 e STATA 12 (Graficos).



4 - Resultados

4.1 - Identificacdo das Células do Cordédo Umbilical
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Para andlise por citometria de fluxo, as células, sem nenhum tratamento prévio,

foram incubadas com o anticorpo PE mouse anti-human CD-31, durante 20 min. teste

foi realizado em duplicata e repetido 6 vezes. A citometria de fluxo apontou nas

amostras cerca de 4% de células endoteliais extraidas da veia do corddo umbilical

4.2 - Comparacéao entre os Grupos

Tabela 2. Tabela descritiva dos grupos

Idade [anos)
1G {s==manas)

Gestagtes [n)

Iricio do Pre Natal |sem)

INAC (kg fm2)

PAS na admissdo [mmHg|

PAD na admiss3a (mmMg)

1G no parto [seEmanas)

Mormotersas PE/HG

Madia Desvio Padrio Media Desvio Padr3o o
plii] 58 33,2 6,6 0,69
306 17 7.8 13 0,085
26 11 34 21 0,841
102 E.5 11,2 25 019
264 1.6 33,2 449 0,285
115 a8 148 7 0,008
] 7 41 15 0,095
306 1.7 7.8 13 0,841

IME Indea di Mlisss Corpdnas

- nreed diseritive de laska de Mann-#hitnay.

PR pricisan artaral dsbdice PED: pricado artaral dSasdlics 16 idida gestacional

p - nivel descritivo do teste de Mann-Whitney.Legenda: IG: idade gestacional; IMC: indice de Massa
Corporea; PAS: Pressédo Arterial Sistélica; PAD: Presséo Arterial Diastolica; PAM: Pressao Arterial

Média; FC: Frequéncia Cardiacas; RN: Recém Nascido.

Conforme Tabela 2, ndo se observaram diferencas nas meédias de todas as

caracteristicas, exceto pressao sistolica (p=0,008). Conforme esperado, as gestantes
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com PE/HG apresentaram média superior da PAS (Presséao Arterial Sistémica) ao das

mulheres normotensas.

4.3 - Mediadores Inflamatoérios : TNF-a e IL6

Conforme Tabela 3 e Figura 6, ndo se verificaram diferencas de médias de
TNF-a por condicdo das gestantes (normotensa ou PE/HG) antes da aplicacdo de
laser e 15 minutos apo6s. Nao houve diferenca das médias de TNF-a 60 minutos apos
aplicacdo do Laser entre 0os gestantes normotensas e hipertensas entre si, mas se
verificou um aumento desta citocina, apés 60 minutos, entre as gestantes de cada

grupo. O Laser modificou estas concentracdes. (p> 0,05 nao é significante).

Tabela 3 — Medidas-resumo de TNF-a antes e apds a aplicagdo do Laser: 15 minutos
e 60 minutos, segundo condigdo das gestantes.

Normotensas HA/PE
Controle Laser Diferenga p Controle Laser Diferenga p
TMF - 15" 21,2+1,04 21,2+1,04 0,00 0,00 1,000 21,4+0,65 21,4+0,65 0,00+0,00 1,000
TNF - 60" 93,66t6,1 110,15+5,64 16,49t 4 89* 0,043 97,53 +1,62 106,54 +£3,119,01 + 3,24* 0,043

p - nivel descritive do teste de Wilcoxon (comparagdo entre controle e laser).
Comparacdo de médias 60'- normotensas x HA/PE: TNF (p=0,047).

15 minutos 60 minutos
Normotensas HA/PE Normotensas HA/PE

w o
o o o~
~ =

225
'
120

115

w

22
22

o

110

105
105

215
215
TNF
100

TNF
TNF

TNF
0

205
L
0

o = | o o |
~ ~ @ ®

T T T T T T
Controle Laser Controle Laser Controle Laser Controle Laser
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Figura 6 — TNF-a antes e apds a aplicagao do Laser por 15 e 60’ individual e média do grupo
por condicdo da gestante
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Figura 7 - TNF-a antes e apdos a aplicagao do Laser por 15’ e 60’ individual e
média do grupo por condi¢cao da gestante

A Tabela 4 e as Figuras 8 e 9, revelam os resultados obtidos na analise da
citocina IL 6 no sobrenadante das células antes, ap6s 15 minutos e apos 60 minutos
da aplicacdo do laser nas células. Observamos que entre as gestantes normotensas,
nao houve diferenca entre as médias, apds 15 min, e apdés 60 minutos houve uma
diminuicdo dos niveis de IL6, estatisticamente significantes. O mesmo se observa
guando avaliamos o comportamento desta citocina entre as gestantes hipertensas. O
gue chama a atencdo em relacdo a analise da IL6 foi que os niveis médios entre os
grupos, nas gestantes hipertensas, apesar de demonstrarem um comportamento
geral semelhante, foram bem menores comparados com as gestantes normotensas.

Tabela 4 — Medidas-resumo de IL6 antes e ap6s a aplicacdo do Laser: 15 minutos e 60 minutos, segundo
condicdo das gestantes.

Normotensas HA/PE
Controle Laser Diferenca p Controle Laser Diferenca p
IL6 - 15' 0,96+0,42 0,98%0,43  0,02+0,05 0,686 0,40%0,41 0,37+0,44  -0,02+0,05 0,465
ILG - 60" 1,15+0,45 1,00x0,42 -0,14 + 0,07 0,043 0,550,406 0,44 £ 0,45 -0,11 + 0,03 0,042

p - nivel descritivo do teste de Wilcoxon (comparagio entre controle e laser).
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Figura 8 — IL6 antes e ap6s a aplicagao do Laser por 15’ e 60’ individual e média do
grupo por condigdo da gestante.
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5. Discussao

Em nosso estudo piloto foram selecionadas gestantes com hipertenséo
gestacional (HG) ou pré-eclampsia e gestantes saudaveis, em namero de cinco em
cada grupo. A analise das caracteristicas das parturientes, observamos que sao
grupos semelhantes em varios aspectos, contudo revelando diferencas significantes
guanto a presséao arterial sistélica (PAS), o que era de se esperar, apesar ndo ter
havido diferenca em relacdo a pressao arterial diastolica (PAD), provavelmente, por
ter sido a afericho no momento da admissdo a maternidade, o que pode gerar,

normalmente, algum grau de ansiedade.

Ainda comparando 0s grupos, as gestantes normotensas tiveram como
desfecho partos vaginais apos trabalho de parto, enquanto as gestantes com pré-
eclampsia e hipertensdo gestacional foram submetidas a parto cesarea, sem o
estresse do trabalho de parto. Um importante viés que pode ter influenciado tanto na
concentracdo de TNF-a e IL6 bem como na resposta ao laser. Outro diferenca foi
observado no grupo de gestantes hipertensas, que eram em numero de 4 com preé-
eclampsia e uma com hipertensao gestacional, o que pode ter influenciado em nossos
resultados.

A resposta quanto a diminuicdo do IL 6 em ambos 0s grupos pode ser
esperada, devido ao estresse inflamatério em ambos os grupos e a acdo do laser
como anti inflamatorio.

Outro item, que atrai a atencdo é o IMC (indice de Massa Corporea) que
demonstra ser maior no grupo de gestantes hipertensas, apesar de estatisticamente
nao significante, possivelmente devido ao nimero pequeno da amostra. Varios
estudos demonstraram o IMC, como importante fator de risco para a HG. J G Ray
(2016) em revisédo sistematica e metanalise de fatores de risco clinico para pré-
eclampsia, estudaram trabalhos com mais de 1000 participantes com o objetivo de
avaliar aspectos clinicos em gestantes com 16 semanas de gestagdo ou menos. Entre
os fatores de risco analisados o IMC 2 30 Kg/m?, resultou em risco relativo de 2,8 (2,6
a 3,1) com intervalo de confianca de 95%, segundo BARTSCH (2016). Em outro

estudo, de revisdo sisteméatica para avaliar fatores de risco para pré-eclampsia,
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DUCKITT et al (2005), determinaram o risco relativo do IMC = 30 Kg/m? na primeira
visita do pré natal de 2,12 (1,56-2,88), com intervalo de confianca de 95%.

A determinacdo destes fatores de risco para pré-eclampsia no inicio das
gestacdes e, portanto, do cuidado pré natal, sdo importantes para uso de iniciativas e
protocolos de prevencéo, as recomendac¢cfes de medidas preventivas da ISSHP
(International Society for the Study of Hypertension in Pregnancy) e ACOG (American
College of Obstetricians and Gynecologists) sdo uso de aspirina em baixa dose e de

complementacao de Calcio em gestantes com dieta de baixa ingesta.

Estudos demonstram aumento nas concentragdes da forma solavel do receptor
de VEGF, sFlt-1, na circulacdo de pacientes com pré-eclampsia (MAYNARD SE,
2003a; AHMAD S, 2004). A sFlt-1 é produzida na placenta e secretada na corrente
sanguinea, onde se liga e neutraliza a VEGF e a PIGF, com grande afinidade,
impedindo, assim, a ligagdo inata desses fatores angiogénicos na célula endotelial.
Assim, os niveis circulatérios de VEGF estao diminuidos nas gestantes com HG/PE
(CLARK DE ET AL., 1998).

Em nosso estudo néo foi possivel determinar a VEGF por ensaio de Western
Blot nas células endoteliais do cordao umbilical, devidos a varios motivos possiveis e
nao houve oportunidade de repeticdo deste ensaio.

PERACOLI e colaboradores (2011) avaliaram a associacdo entre
hiperuricemia e incremento na producdo de espécies reativas de oxigénio e fator de
necrose tumoral, bem como o nivel de TNF-a produzidos por mondcitos,
especialmente, em gestantes com pré-eclampsia comparadas com gestantes
normais. Relataram que, 0s niveis séricos elevados de &cido U(rico estdo
correlacionados com niveis elevados de espécies reativas de oxigénio e maior
producdo de TNF-a pelos mondcitos, em mulheres com pré-eclampsia.

Em 2018, a Associacao Europeia para o tratamento da Hipertensdo (ESH -
European Society of Hypertension) e a Sociedade Européia de Cardiologia (ESC),
atualizou as recomendacfes e acrescentaram a hiperuricemia entre os fatores de
risco de hipertensédo arterial sistémica. Também, foi relatada a disfuncéo endotelial
em pacientes com hipertensao e hiperuricemia, como comorbidade relevante.

Varios estudos tém descritos uma forte associagao entre niveis alterados de IL
6 e pré-eclampsia. A maioria dos estudos reportam elevacao dos niveis séricos de IL
6 no terceiro trimestre da gestacdo de gestantes com pré-eclampsia (GREER, I.A.,
1994; KUPFERMINC, M.J., 1996). Da mesma forma, outros estudos reportam nao
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terem encontrado alteracdo dos niveis séricos de IL 6, quando comparado com
gestantes normais (AL-OTHMAN, S., 2001; BOREKCI, B.,2007). A elevacédo dos
niveis plasmaticos de IL 6, quando evidente, aparece mais no final da gestacao,
segundo FREEMAN, D.J. (2004) e €, potencialmente, devido a elevacdo da sintese
desta citocina pelos mondcitos circulantes (LUPPI, P., 2006.). Células deciduais de
pacientes com PE exibem alta producédo de IL 6 (LOCKWOOD, C.J., 2008).

De modo interessante, um outro estudo demonstra incremento na expressao
de IL6 mRNA junto com reducao na frequéncia de macrofagos regulatorios em tecidos
deciduais de mulheres, que tardiamente progrediram para desenvolver hipertensao
induzida pela gestacao, sugerindo que este distlrbio se origina no primeiro trimestre
da gestacédo ainda antes que surjam os principais sintomas (PRINS, J.R. 2012).

Uma funcéo da IL6 na progresséo da PE pode depender do nivel de ativacao
vascular. A producéo do IL6 na células endoteliais é elevada apds células endoteliais
fagocitarem debris necroticos trofoblasticos e esta implicada na difusdo da resposta
da ativacdo vascular (CHEN, Q., 2009). Os niveis elevados circulatorios de IL 6 na
mulher com pré-eclampsia pode vir a exacerbar e amplificar esta resposta de ativacao
vascular, por agdo nos trofoblastos, para promover excessiva derrama de debris
necroticos no sentido de sustentar essa doenca (CHEN, L.M., 2010).

MTALI e colaboradores (2019), em estudo envolvendo grupos de gestantes
hipertensas e normais e comparando perfil hematologico, coagulagdo e citocinas
entre os grupos, demonstraram em seus resultados que os niveis de hemoglobina
estdo levemente, porém, significativamente, diminuidos nas hipertensas, o0 mesmo foi
encontrado para as plaquetas. A contagem de neutréfilos e os niveis de IL 6 foram,
significativamente, elevados nas hipertensas, sendo que esse incremento foi maior e
estando relacionado a gravidade da doenca. A contagem dos eosinofilos € normal
nas gestantes normais e esta reduzida mais intensamente, conforme a severidade da
doenca, a ponto de estar proximo a ausente nas mulheres com Eclampsia, com taxas
relevantes de mortalidade e morbidade materna e perinatal. (MTALI, Y.S., 2019).

Em nosso estudo, os niveis de IL 6 no sobrenadante das células foi maior entre
as gestantes normotensas em relacao as gestantes hipertensas. As alteracdes néo
foram estatisticamente significantes, provavelmente, devido ao nimero pequeno de
nossa amostra, todavia foram muito evidentes demonstrando que 0s niveis
encontrados nas hipertensas foi menos da metade daqueles encontrados nas

gestantes norm ais.
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WANG e colaboradores (2018) estudaram gestantes normais e compararam
com gestantes com hipertensdo gestacional, pré-eclampsia leve e pré-eclampsia
grave, conforme definicdo e critérios do ACOG de 2013, em relacdo aos niveis de
perfil lipidico e citocinas. Os resultados demonstraram que, entre as citocinas
estudadas, IL 6 e TNF-a evidenciaram niveis elevados nas gestantes hipertensas em
relacdo as gestantes normais, e estando correlacionados com a severidade da
doenca.

GORALCZYK e colaboradores (2016) estudaram o efeito da LLLT empregando
0s 635 nm e 830 nm na secrecao de fatores inflamatoérios IL6 e TNF-a em células
endoteliais de veia de corddo umbilical (HUVEC) em cultura e sob condi¢cbes de
hiperglicemia. O resultados denotaram niveis elevados de TNF-a e IL 6 nos grupos
de células tratadas com hiperglicemia, entretanto estas diminuiram com aplicacéo do
laser na faixa de 830 nm.

KOVALENKO e colaboradores (2020) estudaram a influéncia da
fotobiomodulacdo em pacientes hipertensos e hiperuricemia, como comorbidade,
avaliando, assim, a velocidade de onda de pulso, o indice de performance miocardica,
a vasodilatacdo dependente do endotélio e resultando no efeito da fotobiomodulacao
nestes pacientes. Foi utilizada junto a droga anti-hipertensiva, a laserterapia
intravenosa, comprimento de onda de 635 nm, num curso de 10 procedimentos. Os
autores concluiram que a associacao de fotobiomodulacéo e droga anti hipertensiva
€ recomendada por melhorar tanto os niveis de acido Urico, como 0s niveis de pressao

arterial.

Nosso estudo demonstrou que a FBMT foi capaz de provocar uma reducéo

dos niveis de IL 6, nas gestantes normotensas e hipertensas.
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6. Consideracdes Finais

Quando atentamos para o objetivo principal deste trabalho de avaliar o efeito
da fotobiomodulacdo em células endoteliais do corddo umbilical de gestantes com
pré-eclampsia e normais, por meio da andlise dos fatores angiogénicos e
inflamatorios, no sentido de procurar estabelecer mecanismos de acao: foi observado,
gue ocorreu uma reducéo dos niveis de IL 6 no sobrenadante das células, 60 minutos
apos serem tratadas com Laser; sendo que, também, foi encontrado os mesmos
resultados obtidos por diversos trabalhos documentados na literatura cientifica.

Ao avaliar os resultados, na mesma linha de pesquisa do uso do laser de baixa
intensidade ou, seja, da fotobiomodulacdo em individuos hipertensos e,
particularmente, em gestantes humanos, e, também, em modelos animais de
hipertenséo arterial, constatamos que a FBMT pode ser uma arma eficaz no combate
a esta patologia, que atinge tanto mulheres, quanto sua heranca com taxas relevantes
de mortalidade e morbidade materna e perinatal.

Mais estudos se fazem necessarios com uma amostra maior de pacientes a

fim de responder definitivamente a esse objetivo.
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