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Resumo

Atualmente a Doenca Pulmonar Obstrutiva Cronica (DPOC)apresenta impacto em
morbidade e mortalidade em todo o mundo,com alta prevaléncia e um elevado custo
econdmico e social. Ela é caracterizada por limitacdo lenta e progressiva do fluxo aéreo,
desencadeado pela inalacdo de particulas nocivas presente na fumaca do cigarro. Neste
contexto, varios modelos experimentais tém sido propostos, objetivando a descoberta de
novas opcoes terapéuticas. Neste sentido, a terapia com Laser de Baixa Poténcia (LBP) é
uma terapia relativamente nova e eficaz, de baixissimo custo, sem efeitos colaterais e de
possivel utilizacdo no tratamento das doencas cronicas pulmonares. No presente estudo
estudamos alguns parametros em animais com DPOC submetidos a terapia com laser de
diodo (808nm), 30 mW, 60s por ponto (3 pontos por aplicagdo) por 15 dias antes da
eutanasia. O protocolo utilizado para a indugdo da DPOC consistiu em nebulizar
camundongos fémeas C57BL/6 com fumaca de cigarro por 75 dias (2 vezes/dia). No dia
76, os animais foram anestesiados, traqueostomizados, canulados e o lavado
broncoalveolar (LBA) coletado. Foram estudados parametros funcionais e estruturais, como
contagem total e diferencial de células recuperadas do LBA, os niveis de citocinas (IL-1,
IL-6, IL-10, IL-17, TNF-a. e CXCL1/KC) bem como o acumulo de muco e colageno. Foi
realizada também a histologia nos pulmdes para a quantificacdo do numero de linfécitos
nas vias aéreas, assim como o remodelamento brénquico. Além disso, avaliamos a
expressao dos receptores purinérgicos P2X7 e P2Y2 no homogenato do tecido pulmonar
por meio da técnica de Western Blotting.Os nossos resultados mostraram que a terapia
com laser de baixa poténcia em um modelo experimental de doenca pulmonar obstrutiva
cronica (DPOC), diminuiu 0 nimero de células no LBA, a producdo de citocinas pro-
inflamatérias (IL-1B, TNF-a, IL-6, IL-17), quimiocina (CXCL1/KC), producdo de muco e
colageno, morte celular, alargamento alveolar, bem como a diminuicdo da expresséao do
receptor purinérgico P2X7 e também aumento da citocina anti-inflamatdria (IL-10). Portanto,
sugerimos que o laser 808nm € eficaz para reduzir a inflamacéo pulmonar em modelo

experimental de doenca pulmonar obstrutiva cronica (DPOC).

Palavras-chave: Doenca Pulmonar Obstrutiva Cronica, Laser de Baixa Intensidade,

inflamacgéo pulmonar.

Abstract



Currently, chronic obstructive pulmonary disease (COPD) has an impact on morbidity and
mortality throughout the world with high prevalence and a high economic and social cost. It
is characterized by slow and progressive airflow limitation, triggered by the inhalation of
harmful particles present in cigarette smoke. In this context, several experimental models
have been proposed, aiming at the discovery of new therapeutic options. In this regard, low-
power laser therapy (LBP) is a relatively new and effective therapy for very low cost, no side
effects and possible use in the treatment of chronic pulmonary diseases. In the present study
we study some parameters in animals with COPD undergoing therapy diode laser (660 nm),
30 mW, 60 s per point (3 points per application) for 15 days prior to euthanasia. The protocol
used for COPD induction consisted of nebulized female C57BL / 6 with cigarette smoke for
75 days (2 times / day). On the day 76, the animals were anesthetized, tracheotomy,
canulated and bronchoalveolar lavage (BAL) was collected. Structural and functional
parameters were studied, the total and differential counts of cells recovered from BAL fluid,
cytokine levels (IL-1p , IL-6, IL-10, IL-17, TNF-a. and CXCL1/KC) as well as the accumulation
of mucus and collagen. It also performed lung histology to quantify the number of
lymphocytes in the airway, and bronchial remodeling. Moreover, we will evaluate the
expression of the purinergic receptors P2Y2 and P2X7 in the homogenate of lung tissue by
Western Blotting technique. The results showed that LLLT significantly reduced the number
of total cells in the bronchoalveolar (BAL), the levels of cytokines IL-6, IL-1(, IL-17, TNF-a
and CXCL1/KC, mucus production and collagen, cell death, alveolar enlargement, as well
as the expression purinergic P2X7 and increased cytokine anti-inflammatory (IL—10).
Therefore,we suggested that the laser 808nm is effective to reduce lung inflammation in an

experimental model of chronic obstructive pulmonary disease (COPD).

Keyword: Chronic Obstructive Pulmonary Disease, Low Level Laser, lung inflammation.

SUMARIO

(a1 0T U Tot= o TP PPPPPPPRP 01



1.1. Doenga Pulmonar ODStrutiva CrONICA..........uuuereeeiieiieeaaeeeeeeeee e s 01

1.2. Terapia com Laser de Baixa Poténcia (LBP) na inflamacé&o pulmonar......04
1.3. ReCEpPtOres PUMNEIQICOS. . .....uuurureiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeatt e e e e e e e e aeeeeeeeeeenenennnne 09
P2 O ] o] = 110 PSRRI 11
3.MateriaiS € METOUOS. ....cciiiitiiiiiee ettt beee s 12
3.1. Animais e grupos eXPEeriMeENtaS .........cceeuriiiiiiiiiiiiiiiiiii e e e e e e e e 12
3.2. Modelo EXPerimental.............oooveiiiiiiiiiiiiiiee e e e 12
3.3.Avaliacéo da inflamacé&o pulmonar no lavado broncoalveolar..................... 13
3.4. Avaliacao dos niveis de citocinas no LBA por ELISA.............cccoevviiviiinenn, 14
3.5. Avaliacéo da inflamacéo e remodelamento.............ccceceeeiiiiiieeiiiiiiiiccen, 14

3.6. Andlise da expresséao dos receptores purinérgicos P2X7 e P2Y2
por meio da técnica de Western BIOtiNG ..........uvveeiiiiieeeee e, 14

3.7. Avaliagéo de morte celular por citometria de

11 03 o TSP 15
3.8. Avaliacdo da mecanica pulmonar ..............coovveiiiiiiiiiiie e 15
3.9. ANAIISE EStatiStICA ..oevveeeeeeeeee et 17
8 =TS U | = T [0 1 P PPURRSRRP 18
I O @] o 11 S1- To TR USRI 30

3.8. Referencias

BIDIOGIATICAS. .. . 31



1. Introducao

1.1 Doenca Pulmonar Obstrutiva Crénica (DPOC)

A doenca pulmonar obstrutiva cronica (DPOC) é atualmente a quarta maior causa
de morte no mundoe representa um grande desafio, tendo grande impacto em morbidade
e mortalidade!. Muitas pessoas sofrem dessa doenca por anos, e morrem prematuramente
devido as suas complicacdes?. De acordo com dados do Projeto Latino — americano de
Investigacdo Pulmonar 2, a prevaléncia de DPOC no Brasil é de 15,8% nas pessoas acima
de guarenta anos de idade, sendo que apresenta elevados custos de tratamento quando
comparada com outras doencas®. Além disso, dados nacionais identificam a DPOC como
a quinta maior causa de internamento no sistema publico de salude, com uma prevaléncia
estimada de 12% nos individuos acima de quarenta anos. Apesar de todos os esforcos para
se aumentar o seu diagnaostico, ela ainda continua sendo uma doenca complexa, desde sua

fisiopatologia até o seu tratamento 34.

Segundo o Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease (2015), a DPOC é
caracterizada por limitacéo do fluxo aéreo, sem total reversibilidade, em geral progressiva
independentemente do tratamento instituido, com manifestacdes respiratérias e
sisttmicas? Ela estd associada a wuma resposta inflamatéria anormal dos
pulmdesaexposicao e inalagdo de particulas ou gases nocivos. Outras causas mais raras
de DPOC incluem doencas genéticas, como a deficiéncia de alfa 1 — antitripsina (AAT), a

gueima de biomassa, e a poeira téxica como nos casos da mineracgao.

A DPOC pode ter diferentes apresentacdes clinicas e muitos pacientes sao
diagnosticados como portadores de enfisema pulmonar ou bronquite crénica. Os agentes
irritantes presentes no fumo tais como os aldeidos, elementos fendlicos, cetonas, alcoois e
amoOnia promovem alteracbes nos brénquios, denominado ciliostase. Tal processo,
verificado experimentalmente em animais, ocorre no homem ao fumar em torno de cinco
cigarros por dia, resultando na diminuicdo e parada dos movimentos ciliares. Com a
continuidade do fumar, os cilios acabam por cair, desnudando extensas areas da luz
brénquicagerando uma série de alteracbes que em esséncia sdo: edema e inflamacéo da
mucosa, com hipersecrecdo de muco, aumento do numero de células caliciformes, que

também produzem muco. Com o tempo, surgem ainda hipertrofia dos masculos lisos,



fiborose da parede bronquica e destruicdo alveolar, caracteristica do enfisema,

levando a obstrucéo das vias aéreas 4°.

A fisiopatologia da DPOC esta relacionada com a inalacdo da fumaca de cigarro e
outros irritantes os quais recrutam célulasinflamatérias para o parénquima pulmonar.
Dentre estas, neutroéfilos, macréfagos e linfécitos T CD8 séo os mais relevantes. Bidpsias
em portadores de DPOC mostraram um aumento no numero de neutrofilos no parénquima
e no lavado broncoalveolar®. A presenca dessas células e da elastase neutrofilica parecem
ser importantes para o desenvolvimento do enfisema’. J& os macréfagos sdo encontrados
mais frequentemente em pacientes com DPOC, sendo apontado como a célula principal no
desenvolvimento da doenca. Ativados por substancias presentes no cigarro, podem
secretar TNF-a, MCP-1, LTB4, IL-8 e ROS?8. Assim estas células podem ser consideradas
reagentes do processo inflamatoério e efetoras da lesdo pulmonar. A liberacdo desses
mediadores ativa as células epiteliais e macrofagos alveolares a liberar mais fatores
guimiotaticoscomo CCL2, CXCL1 e CXCL8 que atraem os neutrofilos e mondcitos,
aumentando o processo inflamatério. Também ocorre liberagdo de CXCL9, 10 e 11, que
vao atrair os linfécitos Thl e células citotoxicas tcl.

Estas células sdo responsaveis pela secrecdo de proteases, como a MMP-9 e 12,
gue causam a degradacao da elastina, proteina que reveste o parénquima, causando o
enfisema. A elastase dos neutréfilos aumenta a secrecdo de muco causando a bronquite.
Os macrofagos também secretam TGF- 3, que estimula a proliferacdo dos fibroblastos,
causando fibrose. Para uma melhor compreensao dos eventos celulares e moleculares

envolvido na DPOC (Esquemal).
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Esquemal. Citocinas e quimiocinas envolvidas na fisiopatologia da DPOC.

A teoria da protease/antiprotease no enfisema induzido por fumaca de cigarro €
baseada em uma resposta inflamatéria crénica no trato respiratdrio inferior, onde as células
inflamatorias liberam uma grande variedade de proteases que se sobrepfe as defesas
antiproteoliticas, com subsequente degradacdo de tecido conjuntivo 78. A perda do
recolhimento elastico e a evidéncia histolégica de dano das fibras elasticas implicam
necessariamente em degradacdo de elastina como um fator chave na patogénese do

enfisema.

Vale lembrar que o processo inflamatorio crénico correlaciona-se com o aumento da
expressdo de multiplos genes associados as reacdes inflamatérias. Muitos destes genes
sdo regulados pelo fator nuclear de transcricdo, o NF-kB (NF — Kapa Beta), o qual esta
aumentado em pacientes com DPOC e fumantes, ativados por citocinas pré-inflamatérias
e pelo estresse oxidativo. "8 Ocorrem também um aumento da ativacdo de NF-xB em
macréfagos alveolares, durante as exacerbacdes da DPOC, interligando infeccgbes,
estresse oxidativo e a expressdo aumentada de genes inflamatdrios 78. Assim as
exacerbacgdes da DPOC parecem ser devido a amplificacdo do processo inflamatério. Isto
implica que os tratamentos que suprimem a inflamag&o na DPOC também bloqueiam as
exacerbacbes. Sendo assim, mecanismos celulares e moleculares envolvidos na
patogénese da DPOC devem ser mais bem elucidados para utilizarmos terapias mais

pontuais no tratamento dessa doenca.



Nenhuma terapia disponivel no momento reduz a implacavel progressao da doenca.
A DPOC é normalmente tratada com os farmacos usados para tratar a asma, 0 que quase
sempre é inapropriado, ja que o processo inflamatorio na DPOC difere do da asma. O
reconhecimento global da importancia desta doenca e o aumento de sua prevaléncia tém
levado a esforcos para o desenvolvimento de novas terapias, particularmente para o
controle da inflamacdo’. Sendo assim, terapias que melhorem o desconforto respiratério
do paciente e também reduza os custos despendidos com esta doenca sdo de grande
importancia. Vale destacar que néo existem trabalhos acerca da Terapia com Laser de
Baixa Poténcia (LBP) e DPOC 678,

1.2. Terapiacom Laser de Baixa Poténcia (LBP) na inflamacgé&o pulmonar

A luz solar é utilizada como terapia, deste a antiguidade °. Segundo Miserendino e Pick,
descreve que os indianos em 1400 a.C, foram os primeiros a utilizar a fotoquimioterapia,
empregando um fotosensibilizador exdégeno obtido de plantas (Psoralens) usado na forma
de locéo aplicada na pele, capaz de absorver luz solar e resultar em um efeito terapéutico
no tratamento do vitiligo. Os egipicios também haviam usado a mesma substancia para o
tratamento de leucoedema 1°. Até meados de 1900, o estudo da luz se limitou a verificar
seu comportamento. Com o decorrer do tempo, os cientistas identificaram fontes de luz,

porém nao entendiam como essa luz era gerada.

A teoria de Einstein (1915-1916) sobre a emisséo estimulada de luz teve como base a
teoria quantica proposta por Planck (1900). Essa teoria analisava as relacbes entre a
guantidade de energia liberada por processos atdmicos. Assim, Einstein discorreu sobre a
interacdo de atomos, ions e moléculas com a radiacdo eletromagnéticas em termos de
absorcdo e emissdo espontanea de radiacdo e, concluiu que o terceiro processo de
interacdo, a emissdo estimulada, deveria existir e nela, a radiacdo eletromagnética deveria

ser produzida por um processo atdmico .

A geracao do raio laser ocorre dentro de uma cavidade conhecida como cavidade de
Perot- Fabry, que consiste de uma camara contendo um meio ativo. O meio ativo
consiste em um material que pode ser solido, liquido, gasoso ou semicondutor. No
instante em que o meio ativo é excitado, ele faz com que os elétrons contidos na

cavidade 6ptica ganhem e liberem energia para formacao da radiacdo laser. O tamanho



e a forma da camara variam de acordo com o meio ativo e a poténcia do aparelho laser.
Dois espelhos com niveis de reflexdo diferentes estdo posicionados em cada uma das
extremidades da camara. Um dos espelhos é totalmente reflexivo (100%) e o outro
parcialmente reflexivo (98%). A diferenca de capacidade de reflexdo dos espelhos
permite a saida da radiacéo de dentro da cavidade, formando assim o raio laser. A fonte
energética pode ser elétrica ou luminosa, e é o que alimenta o sistema de trés maneiras:
continuamente (CW), pulsada, que origina ondas pulsadase desencadeadas ou Q-
switched. A emissao continua € resultante da excitacdo continua de um meio ativo por
uma descarga elétrica, como nos casos dos lasers gasosos, ou por uma fonte continua
de bombeamento Gptico. A emissao pulsatil € resultante do bombeamento pulsétil do
meio ativo, o qual € progressivamente bombeado até chegar a um nivel de excitagédo
suficiente para produzir emissdo laser. JA a emissdo desencadeada, ou também
denominada de destravada ou Q-switched, ocorre em lasers pulsateis e se verifica
guando o bombeamento é feito para além do limiar de funcionamento, permitindo que a

emissdo ocorra quando tiver alcancado um nivel suficiente 0.

A origem da luz ocorre através dos fotons, que sdo desenvolvidos quando os elétrons
gue circulam em torno do ndcleo atdbmico mudam seu curso. Normalmente isso ocorre
guando uma energia extra é aplicada ao atomo, essa energia pode ser aplicada de
diferentes formas, sejam elas, através da oscilacdo de calor, da colisdo de atomos ou
elétrons e da energia de rea¢fes quimicas. A energia que € exercida nos atomos de alguma
das formas citadas acima € armazenada pelos elétrons quando sao excitados e isso leva a
mudanca desses elétrons para um nivel energético superior ao seu estado natural. Apenas
um numero particular de elétrons pode ocupar um dado nivel energético, e nenhuma forma
de radiacédo ocorre quando os elétrons se mantém em seus niveis orbitais. Cada 6rbita esta
associada a um nivel de energia, sendo o mais baixo deles conhecido como estado
fundamental, neste estado os elétrons estdo mais préoximos do nucleo. O fenbmeno da
absorcao ocorre quando a estrutura atbmica estavel reage com um foton, passando a um
estado mais energizado. A energia de excitacdo pode ser do tipo cinético (choque entre
atomos, particulas ou moléculas) ou eletromagnético. Nestes casos, a radiacdo que chega
ao atomo foi total ou parcialmente absorvida. O estado estavel corresponde ao nivel minimo
de energia; e a transferéncia para o estado excitado se da pela absorcdo de energia externa
ao sistema atébmico. O atomo ndo pode permanecer em um estado excitado, visto que é
bastante instavel, e por isso deve retornar ao estado de repouso, liberando

espontaneamente a energia. A passagem a um estado de repouso se da através da



liberacdo de fétons de luz. Esta liberagcédo fotdnica caracteriza a emissao espontanea de

radiacdo 1011,

O termo LASER (“light amplification by stimulated emission radiation”) € um acrénimo
da versdo em inglés de “amplificagdo da luz pela emisséo estimulada da radiagédo” 2. As
caracteristicas que diferem a luz laser e a luz de uma lampada sdo: monocromaticidade,

colimacéo e coeréncia 3.

A utilizacdo do laser operando em baixa poténcia € estudada desde os anos sessenta
e varios trabalhos vém sendo realizados para se avaliar os efeitos dessa radia¢éo sobre os
tecidos. O alvo da laserterapia é um tecido alterado, onde a radiacdo restabelece a
homeostase energética fazendo com que as células voltem a proliferar, diferenciar e
secretar citocinas. Além disso, pode-se observar modulacéo da inflamacéo, reducéo da dor
e edema e cicatrizacédo de feridas acelerada nos pacientes irradiados!# 15 16. 17 Q efeito
fotoquimico ocorre devido a presenca de moléculas sensiveis a determinados
comprimentos de onda. A absorcao desses fétons por moléculas intracelulares especificas
podem alterar suas atividades e assim, produzir estimulacdo ou inibicdo de atividade
enzimatica e de reacfes fotoquimicas. Existe no organismo uma fotorregulacdo, com
alteracdes nos fotorreceptores provocando assim, mudancas na atividade funcional e
metabdlica da célula. Estas mudancas fotodindmicas podem alterar processos fisioldgicos
com conotacdes terapéuticas. Karu et al.'® 1° demonstraram alguns desses efeitos
associados a terapia com laser de baixa intensidade tais como: estimulacao de crescimento
celular, reparacdo celular, efeito anti-inflamatério, reducdo de edema/revascularizacao,

reducdo da formacao de tecido fibroso, maior atividade tissular e estimulagdo nervosa.

Apesar de existir uma grande quantidade de estudos mostrando os efeitos do LBP sobre
células em diferentes situacdes metabdlicas, € importante ressaltar que as informacoes
sobre o mecanismo de acéao dos efeitos do laser de baixa poténcia sobre tecidos biolégicos
nao sdo conclusivas, mas sim, inconsistentes e escassas. Por isso, estudos que permitam
compreender qual o tipo de sinalizacdo celular desencadeada pelo laser, se fazem
pertinentes. A partir da compreensao da sinalizacdo celular do LBP e de sua respectiva
dosimetria, sera possivel estabelecer de fato a eficacia da terapia laser para diferentes

doencas.

Outros autores ja mostraram o efeito do LBP em doencgas que acometem as vias aéreas.
Mikhailov et al. 2° observaram que a terapia com LBP duas vezes ao dia aumentou a
complacéncia pulmonar e a eficacia de trocas gasosas em pacientes asmaticos. Pidaev %!
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avaliando o efeito do LBP em individuos acometidos por inflamacdo pulmonar crénica
observou que o LBP irradiado sobre a pele na regido acima do bronquio principal reduz a
migracao celular para o pulmé&o. Apesar de a terapia medicamentosa ser mais eficaz, pois
possui agentes broncodilatadores, antibioticos e corticoides, esses autores indicam a
terapia com LBP nas condicfes de hipercapnia, hipoxia e disfuncdo de trocas gasosas.
Porém, vale ressaltar que o LBP representa uma “ferramenta” ndo farmacoldgica no
tratamento de afec¢Bes pulmonares. Assim, parece-nos razoavel que o sucesso dessa
terapia com LBP depende de um maior entendimento de processos biologicos associados

a seus efeitos anti-inflamatérios no tratamento de doencas pulmonares 2223,

Na literatura, trabalhos apontam para um papel anti-inflamatério da terapia com LBP
sobre a inflamacédo pulmonar desencadeada pela isquemia e reperfusao intestinal. Lima et
al. 22 observaram que a fototerapia com LBP reduziu edema, bem como o influxo de
neutrofilos, reduzindo a producao de TNF-a e aumentando a de IL-10. Em outro trabalho, a
utilizacdo do LBP na inflamacé&o pulmonar induzida por aerossol de LPS em ratos, reduziu
os niveis de TNF-a e IL-18 no pulm&o e no LBA. A fototerapia também preveniu o aumento
da expresséo de ICAM-1 no pulméo. O trabalho sugere que esse efeito do laser foi devido
a inibicdo de ICAM-1 via inibicdo de TNF-a e IL-1B 22. Ainda, Aimbireet al. 22 mostraram
gue a fototerapia também reduziu a sintese de TNF-a apds a inducdo da inflamacao
pulmonar por imunocomplexos. Todos esses dados em conjunto, sugerem papel supressor
do LBP sobre a inflamacéo pulmonar tanto desencadeada pelo LPS, isquemia e reperfusao
intestinal e por imunocomplexos. Portanto, investigacdes cujo intuito € melhor compreender
0S mecanismos moleculares e celulares resultantes da terapia com LBP durante a

inflamacgao pulmonar cronica se revestem de importancia adicional.

Alguns trabalhos in vitro com células inflamatérias obtidas do pulméo, mostraram que a
Terapia com LBP em macréfagos alveolares estimulados com LPS ou H202 reduz a
geracdo de ROS intracelular bem como a expressao de MIP-2. A reducdo de NF-KB
também foi observada nas mesmas condicbes. Porém, estudos acerca dos efeitos da
fototerapia com LBP em modelos experimentais de doencas pulmonares crénicas ainda

sdo inexistentes.

Nosso grupo de pesquisa, Oliveira et al. * investigaram o efeito do LBP em modelo
experimental pulmonar de LPS na sindrome do desconforto respiratorio agudo (SDRA),
demonstrando que o LBP reduziu a inflamacgéo pulmonar através da reducdo do numero

total de células, neutréfilos no lavado broncoalveolar, redugédo dos niveis das interleucina



IL-1B, IL-6, KC e TNF- a. Dessa forma, concluiram que a terapia pode ser eficaz no

tratamento da sindrome do desconforto respiratério agudo (SDRA).

Outro trabalho demonstrou o papel antiinflamatério da terapia com LBP sobre a
inflamacéo pulmonar desencadeada pela OVA (ovalbumina). Silva et al.?®> observaram que
a hiperresponsividade do musculo liso brénquico, ou seja, 0 aumento da contracao induzida
por acetilcolina, analisada nos camundongos desafiados com o antigeno da OVA, foi
significativamente inibida pelo LBP. Nesse sentido, demonstraram aacao antiinflamatoria
do laser de baixa poténcia em modelo experimental de asma alérgica, pela reducdo do
namero de eosinofilos, bem como dos niveis de IL- 4, IL- 5 e IL-13 no lavado broncoalveolar,
producdo de muco e colageno. Assim, esses resultados em conjunto, mostraram que o LBP
€ uma terapia nado invasiva e capaz de diminuir a reatividade brénquica e a inflamacao
pulmonar. Peron et al 2 em outro estudo, mostraram a eficacia da associagdo do LBP com
células tronco mesenquimais (CTM) de tuba uterina humana, onde camundongos expostos
a fumaca de cigarro receberam CTM associada ao LBP, apresentaram reducdo da
inflamacdo pulmonar. Essa reducdo se deu pela diminuicdo do numero de células
inflamatorias do LBA, bem como os niveis de citocinas pro - inflamatorias (IL-18, IL-6, TNF-

a e KC), diminuicao da producéo de muco e do acumulo de colageno.

Assim, o presente projeto pretende identificar parte de um mecanismo celular e
molecular acerca dos efeitos anti-inflamatérios da terapia com LBP na DPOC.
Possibilitando inclusive, a aplicacdo de uma terapia eficiente ou pelo menos auxiliar do
tratamento farmacoldgico, diminuindo assim os efeitos colaterais medicamentosos nesses

pacientes.

1.3. Receptores Purinérgicos

Os receptores purinérgicos (P2R) sao receptores transmembranais ionotropicos P2X
(P2X1 — P2X7) ou metabotropicos P2Y (P2Y1 — P2Y14; receptores acoplados as proteinas
G) e sao expressos em inumeros tipos celulares, como leucdcitos e também sobre células
estruturais, como o epitélio bréonquico e o epitélio alveolar 27?8, Esses receptores (P2R) sdo
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ativados através do acumulo de purinas/nucleotideos (ATP, ADP, AMP, UDP, UTP, etc.) no
espaco intracelular 2728, A molécula de ATP extracelular tem recentemente ganhado muita
atencdo como um importante sinalizador da via de ativacado desses receptores. Durante
hipdxia, trauma, infeccbes e inflamacdes, os niveis de ATP podem aumentar, assim como
as células epiteliais brénquicas e alveolares, atingindo uma concentracdo capaz de ativar
0s receptores purinérgicos (P2R). Embora estudos mostrem um papel de protecdo do ATP
em patologias pulmonares e DPOC, a sinalizacdo dos receptores purinérgicos em

inflamacé&oinduzida por fumaca de cigarro ainda néao € clara.

“ Fumaga de cigarro

L | 72

Neutréfilos

*
=
—_
=
=
—
=
—

| Macréfagos e Células epiteliais |

Esquema 2. Representacdao do possivel mecanismo de acdo do ATP na patogénese do

enfisema pulmonar. (Burnstock et al., 2010)

Assim, a ativacdo da sinalizacdo purinérgica pela fumaca de cigarro parece estar
envolvida na patogénese da DPOC. Como ilustrado no esquema 2, a fumaca de cigarro
induz a liberacdo de ATP dos neutréfilos, o qual tem papel central na liberacdo de
quimiocinas (CXC18) responséavel pelo recrutamento destes no sitio inflamatério e a
elastase que leva a destruicédo do tecido pulmonar . Mortaz et al. 2° sugerem mais tarde, o

envolvimento dos receptores P2X7 nesse processo.

Lucattelli et al. 3° descreve a importancia da via dos receptores purinérgicos, e que o
P2X7R tem grande relevancia na fisiopatologia de processos inflamatérios cronicos.

Segundo esse autor, 0 aumento de ATP extracelular contribui para o desenvolvimento da



inflamacédo e do enfisema via ativacdo do P2X7R, sendo assim a inibicdo desse receptor

pode ser um novo alvo para o tratamento dessa patologia.

Recentemente, alguns trabalhos mostram a participacdo dos receptores purinérgicos
em doencas pulmonares alérgicas. Vieira et al 31 em um estudo com camundongos verificou
gue o treinamento fisico aerébio diminui a expressdo do P2X7R pelas células do epitélio
brébnquico de camundongos em modelo experimental de asma. Nesse trabalho
demostraram que a inibicdo dos receptores purinérgicos é capaz de inibir a secrecdo de IL-

1B, além de aumentar a produc¢ao de IL-10.

Ja Cicko 32 mostraram que o excesso de ATP induz o recrutamento de neutréfilos para
0s pulmdes via P2Y2R. Além disso, camundongos deficientes de P2Y2R tiveram uma
inflamacdo pulmonar reduzida apds exposicdo a fumaca de cigarro. Uma série de
experimentos com P2Y2R e com animais quimera revelou que a suaexpressaosobre as
células hematopoiéticas tem um papel fundamental nessa patologia, demonstrando que o
ATP também contribui para a formacao e desenvolvimento do enfisema via ativacdo do
P2Y2R.

Outros trabalhos mostram que o P2Y2R, vem sendo estudado devido a sua participacao

na hipersecrecédo de muco, incluindo a bronquite crénica e a fibrose cistica .

Sendo assim, 0 nosso trabalho ajudara a esclarecer se os efeitos antiinflamatorios do
LBP atuamvia sinalizacdo purinérgica, uma vez que a inibicdo desses receptoresreduz a
inflamacgé&o induzida por fumaca de cigarro e bem como o enfisema em modelo experimental
de DPOC.

2. Objetivos

e Quantificar as células recuperadas do lavado broncoalveolar (LBA) e analisar

morfometricamente a inflamacao e o remodelamento, bem como avaliacdo das
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fibras de colageno e andlise do mucodos grupos experimentais apos a terapia
com LBI;

e Analisar a producéo de citocinas e quimiocinas pelas células do LBA (IL-1p, IL-6,
IL-10, IFN-y, TNF-a, e CXCL1/KC);

e Avaliar a expressao dos receptores purinérgicos P2X7 e P2Y2 no homogenato
do tecidopulmonar dos grupos experimentais por meio da técnica de western
blotting;

e Avaliar a morte celular (necrose) no pulmao por citometria de fluxo dos grupos
estudados;

e Avaliacdo da mecanica pulmonar dos grupos experimentais apos a terapia com
LBI;

3. Materiais e Métodos

3.1. Animais e grupos experimentais
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Previamente ao inicio dos experimentos, o projeto do estudo foi submetido a apreciacao
da Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Nove de Julho, Protocolo
AN006/2014.

Os animais foram obtidos no biotério de criacdo da Universidade Nove de Julho e
forammantidos em condi¢cdes controladas de umidade (50%-60%), luminosidade (12h
claro/12 h escuro) e temperatura (22°C - 25°C) no biotério de experimentacdo da
Universidade Nove de Julho. Foram utilizados sessenta e nove Camundongos (C57Bl/6),
fémeas, pesando aproximadamente 20 gramas, os quais foram distribuidos nos seguintes

grupos experimentais:

1. Basal (ndo manipulados), 2.DPOC (inalados por 75dias com fumaca de cigarro), 3.
DPOC+ Laser 660 nm (nebulizados por 75 dias com fumaca de cigarro onde foram

tratados nos 15 dltimos dias com laserterapia).

3.2. Modelo experimental

A inducdo da resposta inflamatéria pulmonar foi realizada pela inalacdo de fumaca de
cigarro comercial (alcatrdo 13,0 mg, nicotina 1,10 mg, monoxido de carbono 10 mg), onde
os animais foram fumantes ativos, inalando a fumaca de 14 (quatorze) cigarros por dia,
duas sessbes diarias de 30 minutos, seis dias por semana, durante 75 dias. Foiutilizada
uma caixa de plastico, com tampa acoplada a um ventilador mecéanico (Harvard). Cada
cigarro queimouem torno de 4 min. Somando o total de aproximadamente 30 min. por

sesséo e 1 h por dia (Figura 3).
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Esquema 3. Esquema ilustrativo da caixa de exposi¢ao a fumaca de cigarro.

3.3. Avaliacéo da inflamagédo pulmonar no lavado broncoalveolar (LBA)

Apés anestesia com ketamina (100mg/kg) e xilazina (10mg/kg) foi feito a
tragueotomia, os animais foram canulados e os pulmdes lavados com 1,5 ml de PBS. O
volume do lavado recuperado foi centrifugado a 1000 rpm a 4°C por 10 minutos. O
sobrenadante foi armazenado a -70°C para andlise das citocinas por meio de ELISA. O
bot&o celular foi ressuspendido em 1 ml de PBS e a determinagdo do nimero de células
totais no LBA foi realizada por meio de contagem na Camara de Neubauer. Aliquotas do
material ressuspendido foram utilizadas para preparacédo de laminas de cytospin as quais
foram coradas com May-Grunwald-Giemsa (onde 300 células foram contadas para a

determinacdo da contagem diferencial).
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3.4. Avaliacdo dos niveis de citocinas no LBA por ELISA

Os niveis de citocinas (TNF-a, IL-18, IL-6, IL-17,e IL-10) e quimiocina (CXCL1/KC) no
sobrenadante do LBA foram avaliados através dos kits Duo Set da R&D Systems conforme

instrugéo do fabricante.

3.5.Avaliacdo da inflamacao e remodelamento das vias aéreas por histologia

Amostras de pulméo foram guardadas em formalina 10% por até 7 dias e submetidos
ao processamento histolégico de rotina. As laminas foram coradas com o corante
Picrosirius para deteccao das fibras de colageno, PAS para avaliacdo do muco e com
Hematoxilina e Eosina para avaliacao das células do espaco Peribrénquico e da distencao
alveolar. A analise quantitativa foi realizada através da técnica morfométrica descrita por
Vieira 2°. Os parametros morfolégicos foram avaliados através do software Image Pro6 Plus
(versao 4.5, NIH, Maryland, EUA).

Para a avaliacdo da Inflamacdo Peribronquica (células mononucleares e
polimorfonucleares) foram analisadas 05 vias aéreas de cada animal, cinco campos por via
aérea, avaliados num aumento de 1000x. A area utilizada para a avaliacdo da densidade
de células inflamatdrias foi calculada a partir do nUmero de pontos que incidiam na parede
das vias aéreas (localizados entre o0 musculo e a adventicia). A densidade de células foi
determinada com o numero de células positivas em cada campo, dividido pela area de
tecido. A densidade de células foi expressa em células/um2 e os resultados foram

transformados para cells/mm2.

3.6. Andlises da expressao dos receptores purinérgicos P2X7 e P2Y2no pulméo por
meio da técnica de Western Blotting

A avaliacdo da expressao dos receptores purinérgicos P2X7 e P2Y2 nos pulmdes foi
realizada através da técnica de Western Blotting. Otecido pulmonar foi homogeneizado em
RIPA lysis buffer (Santa Cruz, CA, USA) acrescido de inibidor de protease (Complete TM-
Without EDTA, Roche Diagnostics, Penzberg, Germany) e centrifugado a 14.000 rpm a 4°
C por 10 min. O sobrenadante foi coletado e as amostras foram quantificadas pelo método
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de Bradford. Para todas as amostras 100 pg de proteinas totais foram submetidas a
eletroforese em gel de acrilamida-SDS com gradiente de concentracdo (8-14%), que
posteriormente foram transferidas para membrana de nitrocelulose. Em seguida, as
membranas foram bloqueadas com 5% de leite desnatado (Nestlé Brasil LTDA, Séao Paulo,
Brasil) em TBST (10 mM tris-HCI pH=7,5, 150 mMNaCl e 0,1 %Tween 20) por 1h em
temperatura ambiente sob agitacdo e incubadas com anticorpo primarioanti-P2X7 ou anti-
P2Y2. Posteriormente, foramlavadas 3x por 10 min com TBST e incubadas com anticorpo
conjugado a peroxidase anti-goat (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, EUA) na
diluicdo1:5000, durante 1 h sob agitacdo. As membranas foram lavadas 3x por 10 min com
TBST e revelada através do sistema de quimiluminescéncia com ECL (Amershan
Pharmacia Biotech, Piscataway, EUA). A analise densitométrica da expressao das bandas

foi realizada usando o Image J do NIH.

3.7. Avaliagdo de morte celular por citometria de fluxo.

As células do pulmédo foram incubadas com o anticorpo monoclonal 7AAD para
células em necrose (Biolegend ®, San Diego, CA, EUA) por 30 minutos a 40 C. ApGs o
periodo de incubacdo, as amostras foram lavadas com PBS contendo 0,01% de BSA e
azida sodica e ressuspendidas em 200 ul do mesmo tampao. As amostras foram adquiridas
em citobmetro de fluxo BD Accuri C Sampler (Becton Dickinson - BD ®, East Rutherford, NJ,
EUA).

3.8. Avaliagdo da mecanica Pulmonar

Os animais foram anestesiados com xilazina e quetamina (i.p.) na dose de 0,004
mg/g e colocados sobre a mesa cirargica, onde foi realizada uma pequena incisao
longitudinal na regido anterior do pesco¢o do animal. Os tecidos adjacentes foram
divulsionados até que a traquéia ficasse exposta, quando entdo se realizou uma incisao
transversal entre dois anéis fibrosos para que se pudesse introduzir uma canula de
traqueostomia para pequenos animais. A seguir, o animal foi levado até o sistema de
registro, onde a céanula de traqueostomia foi conectada a um pneumotacografopara
mensurar o fluxo traqueal pela sensibilidade de queda pressérica através do

pneumotacografo com um transdutor diferencial de presséo (Hans Rudolph Inc., Shawnee,
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USA). A pressao traqueal foi verificada através da conexdo de um transdutor de presséo
na porta lateral localizada entre o pneumotacografo e a canula.

A entrada do pneumotacografo foi conectada a uma peca em Y de um ventilador
mecanico volumétrico (MV215, Montevideo, UY) projetado para a ventilacdo artificial de
roedoresl. Os pulmdes foram submetidos & ventilagdo mecanica convencional com um
padrao quasi-sinusoidal de fluxo com um volume corrente de 10 ml/kg de peso do
camundongo, uma frequéncia respiratéria de 100 ciclos/min e uma pressado expiratéria
positiva final de 2 cmH20 quando o animal teve sua parede toracica anterior removida
cirurgicamente (caixa toracica aberta), para contrabalancar a auséncia da presséao pleural
fisioldgica negativa em repouso. Os sinais de fluxo e de pressdo dos transdutores foram
analogicamente filtrados (Butterworth, 8pdlos, 32Hz), amostrados 100 Hz (PCI-6036,

Nationallnstruments) e armazenados para posterior analise (LabView).

Avaliacdo da Elastancia pulmonar

As propriedades mecanicas do pulm&o foram analisadas por meio do
comportamento da Elastancia pulmonar dindmica (Edyn) e estatica (Est) (Ferre et al., 2005).

As Est e Edyn foram verificadas por meio da técnica de ocluséo ao final da expiracao
realizada suprimindo um botdo correspondente no ventilador mecanico, como demonstrado
na figura 1. Apés a ocluséo ao final da expiracao, observa-se uma queda rapida da presséo
tragueal (DP1) até um ponto de inflexdo (com presséo Pi), a partir dai ocorre uma queda
lenta (DP2) lenta que decorre até um platé (PEL) o qual equivale a pressdo de retracéo
elastica do pulmédo. Considerando que DP1 esta associada com a pressao dissipada contra
a resisténcia pulmonar, DP2 reflete propriedades visco elasticas do tecido ou o fenémeno
de pendelluft. Levando-se em conta o valor de pressao pré-inspiratoria (Po), a Elastancia
estéatica pulmonar (Est) € calculada como o ajuste da presséo de platé (Pel-Po) gravada
apos 5s de oclusao dividida pelo volume corrente.

A Edyn é mensurada dividindo-se a pressdo do ponto de inflexdo ajustada (Pi-Po)
pelo volume corrente. As Est e Edyn foram obtidas a partir de cinco oclusfes ao final da
inspiracdo, cada uma realizada depois de 1 min de ventilagdo mecanica normal. Podemos
observar as curvas de fluxo e pressao traqueal em relagédo ao tempo de acordo com o

protocolo de calculo através do método da pausa inspiratoria na figura 1.
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Esquema 4. Curvas fluxo e pressao traqueal em relagao ao tempo.

3.9. Analise estatistica

Os dados foram analisados através do software GraphPad Prism 3.1 (EUA). Os dados
com distribuicdo paramétrica foram submetidos ao teste One-way ANOVA seguido pelo
teste de Newman-Keuls para comparacao entre os grupos. Os niveis de significancia foram
ajustados para 5% (p<0.05). Os gréficos foram elaborados utilizando-se também o software

GraphPad Prism 3.1 (EUA).
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4. Resultados

4.1. Quantificacdo das células presentes no sangue.

Os resultados relacionados a contagem total das células (A), bem como de mondcitos
(B), linfocitos (C) e neutrdéfilos (D) presentes no sangue estdo apresentados na figura 1.
Verificamos aumento significativo (p<0,001) no numero total de células, mondcitos,
neurdfilos e linfécitos no grupo DPOC quando comparado ao grupo Basal. Porém, quando
comparamos o grupo DPOC com todos 0s outros grupos tratados com o laser de baixa
potencia (LBP), observamos diminuicdo significativa (p<0,001) do numero de todas as

células avaliadas em relacdo ao grupo sem tratamento (DPOC).
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Figura 1. Efeito da terapia com laser de baixa intensidade sobre o numero total
de células (A), monécitos (B), linfocitos (C) e neutréfilos (D) circulantes. Os grupos
usados no experimento foram: Basal (animais ndo manipulados), DPOC (animais
nebulizados com fumaga de cigarro) e DPOC+Laser (animais nebulizados com fumacga de
cigarro e tratados com laser).Valores expressos como média + SEM. *** p<0,001 quando

comparado ao grupo Basal; $p<0,001 quando comparado ao grupo DPOC.
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4.2. Quantificacdo das células presentes no lavado broncoalveolar (LBA).

Os resultados da quantificacdo do numero total de células (A), bem como
macrofagos (B), linfocitos (C) e neutrofilos (D)presentes no lavado broncoalveolar
no pulméao (LBA) demonstraram um aumento significativo (p<0,001) de células
no grupo DPOC quando comparado ao grupo Basal. Por outro lado, observamos
diminuicao (p<0,001) dessas populacdes celulares em todos os grupos tratados
com laser (LBP).
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Figura 2. Efeito da terapia com laser de baixa intensidade sobre o numero total
de células (A), macréfagos (B), linfocitos (C) e neutréfilos (D) recuperadas do lavado
broncoalveolar (LBA).Os grupos usados no experimento estdo descritos na figura 1.
Valores expressos como média + SEM. *** p<0,001 quando comparado ao grupo basal;

$p<0,001 quando comparado ao grupo DPOC.
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4.3. Quantificagcdo das citocinas/quimiocinasno sobrenadante do lavado
broncoalveolar (LBA).

Os resultados referentes aquantificacdo dos niveis das citocinas: IL-6 (A), IL-
1B (B), IL-17 (C) e TNF-a (D), IL-10 (E) e CXCL1/KC(F), estao apresentados na
Figura 3. Observamos aumento significativo (p<0,001) dos niveis de IL-6, IL-
1B,IL-17, TNF-ae CXCL1/KC no grupo DPOC quando comparado ao grupo Basal.
Por outro lado, quando comparamos todos os grupos tratados com laser (LBP),
observamos a diminuicdo significativa (p<0,001) em relagdoao grupo DPOC.
Com relagcdo a dosagem de IL-10, verificamos aumento no grupo DPOC+LASER

em relacao ao grupo DPOC.
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Figura 3. Efeito da terapia com laser de baixa intensidade sobre os niveis de IL-6 (A),
IL-1B8 (B), IL-17 (C) e TNF-a (D), IL-10 (E) e CXCL-1/KC (F) no sobrenadante do lavado
broncoalveolar. Os grupos usados no experimento estdo descritos na figura 3. Valores
expressos como média + SEM. *** p<0,001 quando comparado ao grupo Basal; ¢p<0,001
guando comparado ao grupo DPOC.
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Quantificacdo das células mononucleares (MN) e polimorfonucleares

(PMN) no parénquima pulmonar.

Os resultados da contagem das células MN (A) e PMN (B) no parénquima
pulmonar estdo apresentados na Figura 4. Observamos aumento significativo
(p<0,001) de células mononucleares (MN) e polimorfonucleares (PMN) no grupo
DPOC quando comparado ao grupo Basal. Por outro lado, quando comparamos
todos os grupos tratados com laser (LBP), observamos a diminui¢éo significativa
(p<0,001) do numero de células mononucleares (MN) bem como
polimorfonucleares (PMN) no pulmdo do grupo DPOC+LASER quando
comparados ao grupo DPOC (figura 4).
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Figura 4. Efeito da terapia com laser de baixa intensidade sobre a densidade
Peribrénquica de células mononucleares (A) e polimorfonucleares (B).Os grupos
usados no experimento estdo descritos na figura 4. As fotomicrografias representativas dos

grupos experimentais (C). Valores expressos como média + SEM. *** p<0,001 quando

comparado ao grupo Basal; ¢p<0,001 quando comparado ao grupo DPOC.
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4.5. Quantificacdo da producao de muco nas vias aéreas

O resultado da quantificacdo de muco nas vias aéreas esta representado em
porcentagem (Figura 5). Observamos aumento estatisticamente significante (p<0,001) da
guantidade demuco no grupo DPOC quando comparado ao grupo Basal. Os tratamentos
com o laser de baixa intensidade (LBP) apresentaram diminui¢cdo (p<0,001) da producéo

de muco em relagéo ao grupo DPOC.
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Figura 5. Efeito da terapia com laser de baixa intensidade sobre a produ¢éo de muco
nas vias aéreas. Os grupos usados no experimento estdo descritos na figura 5. As
fotomicrografias representativas dos grupos experimentais (B). Valores expressos como

média + SEM. * p<0,05 quando comparado ao grupo Basal; »p<0,05 quando comparado
ao grupo DPOC.
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4.6. Quantificacdo de colageno nas vias aéreas

Os resultados da quantificacdo de colageno nas vias aéreas estdo apresentadosna
figura 6. Verificamos aumento estatisticamente significante (p<0,001) da deposicdo de
fibras colagenas no grupo DPOC quando comparado ao grupo Basal. No entanto, o grupo
tratado com laser de baixa intensidade (LBP) apresentou reducdo de colageno nas vias

aéreas quando comparado ao grupo DPOC.
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Figura 6. Efeito da terapia com laser de baixa intensidade sobre as fibras
coladgenas nas vias aéreas. Os grupos usados no experimento estdo descritos na figura

6. As fotomicrografias representativas dos grupos experimentais (B). Valores expressos
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como média + SEM. * p<0,005 quando comparado ao grupo Basal; ®p<0,05 quando
comparado ao grupo DPOC.

4.7. Quantificacdo do diametro alveolar médio (Lm)

Os resultados da quantificacao do intercepto linear médio estao representados na Figura
7. Podemos observar aumento significativo (p<0,001) do Lm no grupo DPOC em relacao
ao grupo Basal. Verificamos que o grupo tratado com laser de baixa intensidade (LBP)

apresentou reducéo significativa (p<0,001) do Lm em relacéo ao grupo nao tratado (DPOC).
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Figura 7. Efeito da terapia com laser de baixa intensidade sobre o alargamento
alveolar.Os grupos usados no experimento estdo descritos na figura 7. As fotomicrografias
representativas dos grupos experimentais (B). Valores expressos como média + SEM. ***

p<0,001 quando comparado ao grupo Basal; $p<0,001 quando comparado ao grupo DPOC.

4.8. Avaliacdo da expresséao do receptor purinérgico P2X7 e P2Y2 no pulmao

por meio da técnica de Western Blotting.

Os resultados da determinacdo da expressdo do receptor purinérgico P2X7 no
pulm&o demonstraram aumento estatisticamente significante (p<0,001) no grupo
DPOC guando comparado ao grupo Basal. No entanto, o grupo tratado com laser
(DPOC+LASER) apresentou diminuigdo estatisticamente significativa (p<0,001)
guando comparado ao grupo DPOC (figura 8). J& o receptor purinérgico P2Y2, ndo
foi possivel verificar o efeito positivo, o qual foi inibido no grupo DPOC quando

comparado ao grupo Basal.
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Figura 8. Efeito da terapia com laser de baixa intensidade sobre a expresséo de
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figura 12. Valores expressos como média + SEM. *** p<0,001 quando comparado ao grupo

Basal; ¢p<0,001 quando comparado ao grupo DPOC.

4.9. Avaliacdo de morte celular por necrose nas células do tecido pulmonar

Os resultados da avaliacdo de morte celular por citometria de fluxo nas células do tecido
pulmonar estdo apresentados em forma de porcentagem na figura 9. Verificamos aumento
estatisticamente significante da morte celular no grupo DPOC quando comparado ao grupo
basal. No entanto, o laser foi capaz de diminuir o dano tecidual no grupo
DPOC+LASERquando comparado ao grupo DPOC.
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Figura 9. Efeito do LBI sobre a morte celular por necrose no pulméo. Os grupos
usados no experimento estao descritos na figura 9. Valores expressos como média + SEM.

* p<0,05 quando comparado ao grupo Basal; ¢p<0,001 quando comparado ao grupo DPOC.
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4.10.Avaliacdo da mecanica pulmonar em modelo experimental de Doenca Pulmonar

Obstrutiva Crénica (DPOC).

A figura 10 representa a avaliacdo da Elastancia dinamica (A) e Elastancia estatica
(B). Observamos uma reduc¢do tanto da Elastancia dindmica quanto da estética no grupo
DPOC em relagcdo ao controle. Por outro lado, verificamos aumento significativo da
Elastanciadinamica quanto da estatica com o térax fechado no grupo DPOC+Laser

guando comparado ao grupo DPOC.
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Figura 9. Efeito da terapia com laser de baixa intensidade sobre a Elastancia
Dinamica (A) ou Elastancia Estatica (B) em modelo experimental de DPOC.Valores

expressos como média e desvio padrdo. Os grupos estdo descritos na Figura 12. * p<0,05 quando



5. Conclusao

Os nossos resultados mostram que a terapiacom laser de baixa poténcia em um modelo
experimental de doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC), diminuiu o0 numero de células
no LBA, a producéo de citocinas proé-inflamatoérias (IL-18, TNF-a, IL-6, IL-17) e quimiocina
(CXCL1/KC), producdo de muco e colageno, morte celular, alargamento alveolar, bem
como adiminuicdo da expressao do receptor purinérgico P2X7 e aumento da citocina anti-
inflamatdria (IL-10), apds uso da terapia com LBIl. Sendo assim, a utilizagdo do laser de
baixa intensidade pode ser considerada uma possivel ferramenta para tratamento de

pacientes com doenca pulmonar obstrutiva crénica.
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