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RESUMO

O reconhecimento global no crescimento de doencas inflamatorias pulmonares
tem levado a esforgos para o desenvolvimento de novas terapias, particularmente para o
controle da inflamagdo. Dentre as terapias usadas para patologias que acometem o
pulmao, a laserterapia tem merecido destaque, uma vez que € uma terapia nao invasiva,
sem efeitos colaterais e com acles antiinflamatorias e antioxidantes importantes.
Estudos apontam para efeitos benéficos do laser de baixa intensidade (LBI) para o
tratamento de doengas pulmonares, no entanto, 0S mecanismos operantes necessitam ser
melhor compreendidos. Assim, modelos de inflamacdo pulmonar sdo importantes
ferramentas para ampliar os conhecimentos mecanicistas do LBI. Nesse sentido,
utilizamos o Formaldeido (FA), um poluente ambiental e ocupacional, para inducéo da
inflamacdo das vias aéreas. O FA é um agente quimico amplamente utilizado em
diversas industrias, em laboratérios de anatomia, patologia, histologia, emitido pela
gueima de combustiveis, pela queima do gas de cozinha e também expelido na fumaca
do cigarro, 0o que o caracteriza como um poluente ambiental e ocupacional. A
inflamacdo pulmonar induzida pela exposicdo ao FA constitui um interessante e
importante modelo de doenca respiratoria. Nesse sentido, resolvemos investigar os
efeitos do LBI no modelo de inflamacéo pulmonar induzido pelo FA o qual ja esta bem
estabelecido. Nossos estudos priorizaram a andalise de células presentes no pulmao,
sangue e medula éssea, atividade da enzima mieloperoxidase,liberacdo e expressao
génica de citocinas, avaliacdo da permeabilidade vascular pulmonar e desgranulacéo de
mastocitos. Nossos resultados apontam para efeitos benéficos do LBI sobre modelo de
inflamacéo pulmonar induzida por poluente, uma vez que o tratamento com LBI reduziu
significativamente o nimero de neutréfilos recrutados para o pulmao, a permeabilidade
vascular pulmonar, desgranulacdo de mastocitos e também reduziu a liberagdo de IL-6 e
TNF concomitantemente ao aumento na liberacéo e expressao génica de IL-10.
Assim, este estudo pode fornecer subsidios importantes de uma possivel terapia para

minimizar os efeitos indesejaveis dos poluentes na sadde.

Palavras chaves: Poluicdo; Inflamagdo pulmonar; Mastocitos; Citocinas;

Permeabilidade vascular pulmonar; Ratos.



ABSTRACT

The overall recognition on the growth of lung inflammatory diseases has led to
efforts to develop new therapies, particularly for the control of inflammation. Among
the therapies used for disorders that affecting the lung, laser therapy has been
highlighted, since it is a noninvasive therapy without side effects and anti-inflammatory
and antioxidants actions. Studies have shown beneficial effects of low level laser
therapy (LLLT) for the treatment of lung diseases, however, the operative mechanisms
need to be better understood. Thus, lung inflammation models are important tools to
extend the mechanistic knowledge of LLLT. Accordingly, we used Formaldehyde (FA),
an environmental and occupational pollutant, which induces airway inflammation. FA is
a chemical widely used in many industries, in anatomy laboratories, pathology,
histology and is also expelled in cigarette smoke. Lung inflammation induced by
exposure to FA is an interesting and important respiratory disease model. For this, we
decided to investigate the effects of LLLT in the model of lung inflammation induced
by FA, which is already well established. Our studies prioritized the analysis of cells
recruited in the lung, blood and bone marrow, the enzyme myeloperoxidase activity,
release and gene expression of cytokine, evaluation of lung vascular permeability and
mast cell degranulation. Our results suggest a beneficial effect of LLLT on model of
lung inflammation induced by pollutant; since the LLLT treatment significantly reduced
the number of neutrophils recruited to the lung, lung vascular permeability, mast cell
degranulationand also reduced the release of IL-6 and TNF levels in the
bronchoalveolar lavage fluidassociated with increased release and gene expression of
IL-10.

This study may provide important information of a possible therapy to minimize the

undesirable effects of pollutants on health.

Key words: Pollution; Lung inflammation; Mastocytes; Cytokines; Lung vascular

permeability; Rats.
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1 INTRODUCAO

1.1 LASERTERAPIA

O reconhecimento global no crescimento de doencas inflamatdrias pulmonares
tem levado a esforgos para o desenvolvimento de novas terapias, particularmente para o
controle da inflamacdo. Sendo assim, terapias que melhorem o desconforto respiratério
do paciente e também reduzam os custos despendidos com doencas pulmonares sdo de
grande importancia. Dentre as terapias usadas para patologias que acometem o pulméo,
como a asma, a laserterapia tem merecido destaque, uma vez que € uma terapia ndo
invasiva, sem efeitos colaterais e com acbes antiinflamatorias e antioxidantes
importantes (LANDYSHEYV et al., 2002; AIMBIRE et al., 2006; OLIVEIRA et al.,
2014; SILVA et al., 2014). Contudo, 0s mecanismos operantes na laserterapia precisam
ser melhor explorados, sobretudo no que tange doencas respiratorias.

O termo LASER (“light amplification by stimulated emission radiation”) ¢ um
acronimo da versdo em inglés de “amplificagdo da luz pela emissdo estimulada da
radiagdo”. As caracteristicas que diferem a luz laser da luz de uma lampada séo:
monocromaticidade, colimacédo e coeréncia (KARU et al., 1987). A luz laser representa
um dispositivo constituido por substancias de origem solida, liquida ou gasosa que
produz um feixe de luz (BARROS et al. 2008; MALUF et al. 2006). Segundo
Chavantes (2009), tal dispositivo pode ser classificado em duas categorias, a saber: | —
Laser de Alta Poténcia ou Cirurgico: pode denotar distintas acdes no tecido bioldgico,
tais como, efeito fotoablativo, capaz de remover substancias tatuadas na pele, efeito
fotoionizante capaz de quebrar a ligacdo quaterndria do DNA, efeito fotomecanico-
acustico utilizando altas energias em um determinado tecido alvo, produzindo pertuitos
no miocardio, facilitando a nutricdo e oxigenacdo tissular deficiente, efeito fototérmico
apresentando a possibilidade de cortar com precisdo sem tocar o tecido, ou mesmo
vaporizar tumor e coagular tecido altamente vascularizado, possibilitando excelente
hemostasia; Il — Laser com Poténcia Baixa ou Laser de Baixa Intensidade (LBI): possui
a capacidade de biomodular a resposta de células e tecidos evidenciando propriedades
antiinflamatdrias, anti-oxidantes, anti-edematosa, auxiliando na reparacéo tecidual, bem
como, revelando uma acao analgésica.

Cita-se como exemplos de Laser de Baixa Intensidade o laser de hélio-neon (He-

Ne), cujo comprimento de onda € 632,8nm, ou seja, na faixa de luz visivel (luz



vermelha), como também todos os lasers de diodo, como laser de Arseneto de Galio-
Aluminio (Ga-As-Al) ou laser de Arseniato de Indio-Galio (Ga-In-As), cujos
comprimentos de onda situam-se desde o vermelho até o infravermelho, sendo de
aproximadamente, 630-930nm e por fim o laser combinado de Hélio-Neon diodo
(BARROS et al. 2008; CAMELO, 2007).

A terapia a laser ou laserterapia, quando utilizada nos tecidos e nas células,
produz um efeito fotofisicoquimico, fotofisico e/ou fotobioldgico, sem emisséo de calor
(CHAVANTES, 2009). A luz laser interage com as células e tecidos, estimulando
fagocitos, ativando macrofagos, aumentando a producdo de ATP mitocondrial e atuando
diretamente na poliferacdo de varios tipos celulares, promovendo assim, efeitos
antiinflamatérios. O laser pode proporcionar ao organismo uma melhor resposta a
inflamacdo, com consequente reducdo de edema, minimizacdo da sintomatologia
dolorosa e bioestimulacdo celular. Estes fazem da Laserterapia uma alternativa para
processos que apresentem reacdo inflamatdria, dor e necessidade de regeneracdo
tecidual.

1.2 LASER DE BAIXA INTENSIDADE (LBI)

O histoérico da terapia por LBI teve seu primérdio em 1917 quando Albert
Einstein descobriu os principios fisicos da emissdo estimulada da radiacdo, mas
somente em 1960, Mainman utilizou um cristal de rubi para produzir a primeira luz
laser. Sua primeira aplicacdo na Medicina foi em 1961por meio de um Laser Cirdrgico
realizado pelo Prof. Leon Goldmann em Dermatologia. Neste mesmo ano Javan e
colaboradores desenvolveram o laser Hélio-Neo6nio e sequencialmente Stern e Sognnaes
(1964) e Goldman e colaboradores (1965) comecgaram com as primeiras aplicacdes do
laser rubi em Odontologia. Em 1968 Mester foi pioneiro no uso do LBI em Biomedicina
com pesquisas promissoras no processo cicatricial (CAMELO, 2007).

A fim de obter bons resultados, o tratamento com a LBI deve considerar a
poténcia, a energia, a area de irradiacdo, a densidade de poténcia e de energia e 0
comprimento de onda utilizados (ENWEMEKA, 2009). A poténcia é uma medida que
indica a quantidade de energia aportada por unidade de tempo. Atualmente, esse
parametro e fixo e invariavel nos aparelhos terapéuticos de LBI (ENWEMEKA, 2009,
HUANG ET AL., 2009).

Poténcia (W) = energia (J) / tempo (Ss)



A energia da LBI corresponde a quantidade de energia empregada durante a
aplicacdo da terapia (dose) (ENWEMEKA, 2009).

Energia (J) = poténcia x tempo (s)

A area de irradiacdo corresponde a area de seccao transversa do aplicador da
fibra Optica, também conhecido como area de irradiacdo efetiva (ERA), desde que a
técnica utilizada para a aplicagédo garanta o contato com a pele (ENWEMEKA, 2009).
A densidade de poténcia (Equacdo 3) é definida como a poténcia de saida do
equipamento pela ERA do mesmo (ENWEMEKA, 2009, HUANG ET AL., 2009).
Densidade de poténcia (W/cm?2) = poténcia (W) / ERA (cm?)

A densidade de energia (Equacéo 4) € a quantidade total de energia entregue
ao tecido (fluéncia) pela ERA do equipamento (ENWEMEKA, 2009, HUANG ET AL.,
2009).

Densidade de Energia (J/cm?2) = poténcia (W) x tempo (s)/ ERA (cm?)

Sabe-se que o comprimento de onda (nm) da LBI equivale a distancia entre
dois sucessivos picos do feixe luminoso. Esta varidvel é um fator determinante para os
efeitos fisiologicos produzidos pela LBI, pois a especificidade de absor¢do para um
dado comprimento de onda determina quais os tipos de tecidos que irdo absorver
preferencialmente a radiagédo incidente, assim como a profundidade de penetracdo da
mesma. Dessa forma, a avaliagcdo correta de cada situacdo na qual a laserterapia sera
empregada € de extrema importancia. Devem ser consideradas, cuidadosamente, a
dose a ser utilizada por sessédo de tratamento, a dose cumulativa total e a frequéncia
do tratamento ((ENWEMEKA, 2009). A LBI pode ser utilizada isoladamente ou como
coadjuvante no tratamento, podendo ser aplicada uma vez e/ou varias vezes durante
uma ou mais semanas. Ela ndo possui efeitos térmicos e 16 sim fotoquimicos, sendo
que, esse fendmeno foi pioneiramente publicado por Ender Mester, em 1967, que
conduziu um experimento para testar se a radiacdo de laser poderia causar cancer em
camundongos. Ele dividiu os camundongos em dois grupos € um dos grupos recebeu
a aplicacdo de LBI (694nm) nas costas. Esse grupo ndo desenvolveu o cancer,
entretanto os pelos (que foram raspados para a aplicacdo de LBI) cresceram mais
rapidamente do que os do grupo n&o tratado. Mester chamou isso de “Bioestimulagdo
Laser” (HUANG ET AL., 2009). Porém, devido ao efeito dosedependente da LBI,
tanto a estimulagdo quanto a inibicdo do metabolismo celular sdo possiveis de

acontecer. Assim, atualmente, assume-se a existéncia de uma “janela terapéutica” de



acao estimulatoria da LBI, em que a dose a ser aplicada é definida dependendo da

patologia e dos objetivos a serem alcancados (Bjordal et al., 2006).

As propriedades terapéuticas dos lasers vém sendo estudadas desde o seu
desenvolvimento por Mainman (1960), entretanto ocorreu um hiato de mais de 25 anos
para que o tratamento com Lasers se tornasse viavel no cotidiano de dermatologistas ao
redor do mundo. Somente na década de 80 a russa Tina Karu descobriu 0 mecanismo de
acdo para a bioestimulacdo da Laserterapia.

O principio da bioestimulacdo promovida pelo laser foi introduzido a mais de 30
anos, sendo aplicado primariamente na dermatologia, especialmente, em processos de
reparo de feridas cutaneas. Logo em seguida, foi sugerido que a bioestimulagao também
poderia ser Util para acelerar a cicatrizacdo de feridas produzidas dentro do laser passou
a ser amplamente utilizado para tratamento de aftas, herpes labial, queilite angular,
trismo, parestesias, hipersensibilidade dentaria e no pos-operatério (CAMELO, 2007).

O mecanismo de acdo para bioestimulacdo promovida pelo LBI ainda ndo esta
totalmente esclarecido. A fotorrecepcdo, ocorrendo em nivel mitocondrial pode
intensificar o metabolismo respiratério e as propriedades eletrofisiologicas da
membrana, promovendo assim, alteracdes na fisiologia celular durante o processo de
reparo (GENOVESE, 2000; POSTEN et al. 2005).

O LBI provoca efeitos bioldgicos nos tecidos por meio de energia luminosa, que
se deposita sobre os mesmos e se transforma em energia vital, produzindo entéo, efeitos
primarios (diretos), secundarios (indiretos) e terapéuticos gerais, 0s quais promovem
acOes de natureza analgésica, antiinflamatoria e cicatrizante. Para o LBI promover um
efeito bioldgico é necessario que ocorra absor¢do do feixe de luz pelo tecido-alvo
(CAMELDO, 2007; KARU, 1999).

A absor¢do molecular da luz laser permite um incremento do metabolismo
celular pela estimulacdo de fotorreceptores, por meio da monocromaticidade da luz,
agindo na cadeia respiratoria das mitocondrias. O LBI age especificamente no
citocromo C oxidase, facilitando um incremento nos niveis de ATP celular, liberacdo de
fatores de crescimento e citocinas, como também na sintese de colageno, auxiliando na
reparacao tecidual (DESMET, 2006; POSTEN et al. 2005; GENOVESE, 2000; KARU,
1999).

As acOes antiinflamatorias e anti-edematosas exercidas pelo laser ocorrem

mediante a aceleragdo da microcirculagdo, resultando em alteracbes na pressdao



hidrostatica capilar, promovendo assim a reabsor¢cdo do edema e a eliminacdo do
acumulo de metabdlitos intermediérios (CAMELO, 2007). O laser também atua como
um importante agente antialgico, minimizando a sintomatologia dolorosa, além de
favorecer de maneira eficaz a reparacdo tecidual da regido lesada mediante a
bioestimulacédo celular (MALUF et al, 2006; PUGLIESE, 2003).

Em nivel celular, o LBI provoca modificagcbes bioquimicas, bioelétricas e
bioenergéticas, aumentando o metabolismo, a proliferacdo e a maturacdo celular e
diminuindo a producéo e liberacdo de mediadores inflamatorios (SILVA et al, 2007).
Em virtude destes efeitos ja bem estabelecidos do LBI, ha necessidade de
aprofundamento dos conhecimentos sobre outros possiveis efeitos benéficos para a
ampliacdo do seu uso. Por isso, estudos que visem a compreensdo do tipo de sinalizagdo

celular desencadeada pelo LBI sédo pertinentes.

1.3 LASERTERAPIA NA INFLAMACAO PULMONAR

Como dito anteriormente, o LBI tem sido estudado para sua aplicacdo em processos
inflamatdrios, na cicatrizacdo de feridas, no tratamento de lesGes na boca e no alivio da
dor. Estudos utilizando o LBI para o tratamento de doencas pulmonares tém sido
realizados mais recentemente. Nesse sentido, Mikhailov et al. (1998) observaram que a
terapia com LBI duas vezes ao dia aumentou a complacéncia pulmonar e a eficiéncia de
trocas gasosas em pacientes asmaticos. Ainda, Pidaev (1997) demonstrou que o LBI
quando irradiado sobre a pele na regido acima do brénquio principal em individuos
asmaticos reduz a migracao celular para o pulmdo. Apesar de a terapia medicamentosa
ainda ser muito usada e necessaria, a terapia com LBI mostrou-se atil em condi¢des de
hipercapnia, hipdxia e disfuncéo de trocas gasosas.

Recentemente Silva et al. (2014) demonstraram que o tratamento com LBI em
modelo murino de asma foi capaz de diminuir a hiperreatividade bronquica via RhoA, o
namero de eosinofilos, bem como a secrecdo de citocinas Th2. Similarmente, o LBI
reduziu a inflamacgdo pulmonar em modelo de sindrome da angustia respiratdria aguda
induzida por LPS (OLIVEIRA et al., 2014). Outros modelos de inflamag¢do pulmonar
tambeém apontam para o efeito antiinflamatorio do LBI. De Lima et al. (2010)
observaram que a fototerapia com laser em animais submetidos a isquemia e reperfusédo
intestinal reduziu TNF-a, o edema, o influxo de neutréfilos e, paralelamente aumentou

os niveis de I1L-10. Ainda, Aimbire et al. (2007) mostraram que a fototerapia também



reduziu a sintese de TNF-o apés a inducdo da inflamagdo pulmonar por
imunocomplexos. Esses dados em conjunto, sugerem papel supressor do LBI sobre a
inflamag&o pulmonar desencadeada por estimulos alérgicos ou ndo. Corroborando com
os achados in vivo, estudos in vitro mostraram que a Terapia com LBI em macrofagos
alveolares estimulados com LPS ou H20: reduziu a geragéo de espécies reativas do
oxigénio (EROs) intracelular bem como a expressdo de MIP-2. A reducdo de NF-kB
também foi observada nas mesmas condicdes.

Esses estudos apontam para efeitos benéficos do LBI para o tratamento de doencas
pulmonares, no entanto, 0S mecanismos operantes necessitam ser melhor
compreendidos. Nesse sentido, modelos de inflamagdo pulmonar sé&o importantes

ferramentas para ampliar os conhecimentos mecanicistas da laserterapia.

1.4 POLUICAO AMBIENTAL E OCUPACIONAL E DOENCAS
PULMONARES

A poluicdo ambiental e ocupacional tem sido objeto de estudo de muitos
pesquisadores devido as suas graves implicacbes em salde publica. Criancas e
adolescentes tém se mostrado bastante susceptiveis aos efeitos da poluicdo do ar. Nestes
grupos etarios, acréscimos no numero de internagfes por doencas respiratérias tém sido
associados a acréscimos nos niveis de poluentes atmosféricos urbanos. O mesmo se
observa entre os idosos. Os efeitos a satde da populacédo devido a exposicao a poluentes
ambientais sdo diversos, exibindo diferentes intensidades e manifestando-se com
tempos de laténcia distintos, a saber: efeitos comportamentais e cognitivos, inflamagéo
pulmonar e sistémica, alteracbes do calibre das vias aéreas, do tdnus vascular e do
controle do ritmo cardiaco, alteracGes reprodutivas, morbidade e mortalidade por
doencas cardio-respiratdrias, aumento da incidéncia de neoplasias, entre outros (SUL et
al., 2007; GULEC et al., 2006).

O formaldeido (FA) é um composto quimico utilizado mundialmente, em
diversas &reas desde a salde até a producdo de materiais. Sua presenga no organismo €
decorrente de absorcdo destas fontes exdgenas e de metabolismo enddgeno, uma vez
gue o FA é um metabdlito resultante do metabolismo de aminoacidos e xenobidticos.

A maioria das aplicacfes do FA esta relacionada a producéo de resinas e agentes
de ligag&o para derivados da madeira. Assim, o FA é utilizado na fabricagéo de resinas



fenolicas, de uréia, de melamina e de poliacetal. As resinas fendlicas, de ureia e de
melamina tém ampla utilizacdo como adesivos e aglutinantes nas industrias de produtos
de madeira, pasta de papel, fibras vitreas sintéticas, na producdo de plasticos,
revestimentos e em acabamentos téxteis. O polimero de uréia-formaldeido € muito
utilizado na producdo de espuma de isolamento para habitacdes, que pode ser
responsavel pela liberacdo de FA em ambientes residenciais (CARLSON et al., 2004;
FLO-NEYRET et al., 2001; OSHA, 2001). E também utilizado na industria de pléasticos
e resinas, na sintese de intermediarios quimicos, cosméticos, desinfetantes, produtos de
higiene, fluidos de embalsamar e biocidas.

Profissionais da saude (farmacéuticos, médicos, enfermeiros, dentistas,
veterinarios) estdo expostos as agBes do FA em decorréncia de suas atividades
(MIZUKI & TSUDA, 2001). O mesmo pode ser considerado para individuos que
utilizam técnicas de estudos em patologia, histologia e anatomia, uma vez que 0S
tecidos sdo preservados em FA (WANTKE et al., 2000). O FA também esta presente
em alimentos e é expelido na fumaga do cigarro.

O FA apresenta potencial efeito carcinogénico (CONOLLY et al., 2004).
Estudos epidemioldgicos realizados com patologistas associaram a exposicdo ao FA
com desencadeamento de tumores em varios locais, incluindo cavidade nasal (LUCE et
al., 2002; COGGON et al., 2003), pulmdo (COGGON et al., 2003), cérebro (COGGON
et al., 2003), pancreas e sistema hematopoiético (HAUPTMANN et al., 2003;
PINKERTON et al., 2004). Ainda, estudos mostram que o FA apresenta propriedades
citotoxicas, imunotdxicas e genotdxicas em baixas concentracdes, gerando dano no
DNA, inibi¢do do crescimento e um atraso no reparo do DNA (COSMA et al., 1988;
EMRI et al., 2004).

Ha evidéncia que a exposicdo a poluicdo pode exacerbar a asma pré-existente
(MCCREANOR et al., 2007; SCHILDCROUT et al., 2006). Além disso, a morbidade e
a mortalidade de doencas inflamatorias no trato respiratdrio tais como asma, enfisema e
bronquite tém sido correlacionadas a exposicdo de individuos a poluentes ambientais,
incluindo substancias quimicas como o FA (EZRATTY et al., 2007).

Nos ultimos anos nosso grupo tem sido focado na compreensdo dos efeitos do
FA no aparelho respiratorio e suas consequéncias para a deterioracdo da asma (LINO-
DOS-SANTOS-FRANCO et al., 2013; LINO-DOS-SANTOS-FRANCO et al., 2011;
LINO-DOS-SANTOS-FRANCO et al., 2010 a, b; LINO-DOS-SANTOS- FRANCO et
al., 2009; LINO-DOS-SANTOS-FRANCO et al., 2006).



A exposicdo ao FA per se causa inflamacdo pulmonar neutrofilica, verificada
pelo acimulo de células inflamatdrias no espaco alveolar, sobretudo neutréfilos pelo
aumento na expresséo de ICAM-1, VCAM-1 e PECAM-1 no tecido pulmonar e
hiporreatividade brénquica a metacolina. Tais efeitos sdo mediados por mastocitos,
prostandides, neuropeptideos e Oxido nitrico (LINO-DOS-SANTOS-FRANCO et al.,
2006). A andlise geral dos nossos estudos sugeriu potencial acdo do FA sobre os
mastacitos e sistema nervoso sensorial.

Ainda, outros estudos mostraram que o0 TNF-o esta envolvido no processo
inflamatdrio respiratorio, produzido por macrofagos e ou células do epitélio respiratorio
que proporcionam uma comunicacdo celular por meio de sinais quimicos. Esse
mediador é uma substancia da categoria das monocinas e sua secrecao pelos macrofagos
pode ser ativada por varios estimulos, exercendo atividades, tais como a proliferacéo,
diferenciacdo e apoptose celular, o que provoca, no caso da Asma, a destruicdo do
parénquima, estimula a liberagdo de colagenases e aumenta a expressdo de moléculas de
adesdo encontradas na inflamac&o, provocando o extravasamento leucocitario que atrai
neutrofilos que, embora apresentem um menor didmetro em relacdo aos poros do capilar
sanguineo pulmonar, conseguem sair e atuar na parede pulmonar provocando
inflamacdo, especialmente na Asma grave (OLIVEIRA et al., 2014).

Além das células presentes no processo inflamatério pulmonar, o estresse
oxidativo gerado durante a exposicdo ao FA é responsavel, em parte, tanto pelo
aumento da inflamagdo pulmonar quanto da geragdo de IL-1B e IL-6 em cultura
pulmonar. A interleucina IL-1p ¢é produzida principalmente por mondcitos e
macrofagos, citocina pode induzir a lesdo pulmonar. Ja a interleucina IL-6 € uma
citocina pleiotrépica que influencia respostas imune antigeno especificas e reacoes
inflamatdrias, produzidas por varios tipos celulares, sendo as células B, T e mondcitos
as principais fontes. (OLIVEIRA et al., 2014). A interleucina IL-10 € produzida por
celulas CD8+ ativadas. Celulas ThO, Thl, Th2 ativadas, linfécitos B, mastocitos e
monacitos ativados também podem produzir IL-10. Deriva de macréfagos alveolares e é
utilizada como uma possivel ferramenta de diagnostico em pacientes com doencas
pulmonares, devido ao nivel aumentado dessa citocina observado em pacientes com
essa enfermidade. Tornando-se um diferencial para a doenca ou alvo terapéutico devido
ao seu efeito antiinflamatorio (WANG et al., 2010). Nesses estudos observamos que 0
prévio tratamento dos ratos com apocinina, indometacina e L-NAME reduziu a

inflamacdo pulmonar bem como a liberagdo de citocinas (LINO-DOS-SANTOS-



FRANCO et al., 2011). Verificamos também que o aumento na geracdo de EROs
durante a exposi¢cdo ao FA deve-se a diminuigdo na atividade da enzima superoxido
dismutase (SOD) e aumento na expressdo génica das enzimas ciclooxigenase e 0xido
nitrico sintase (LINO-DOS-SANTOS-FRANCO et al., 2011).

A asma é uma patologia crénica como dito anteriormente pode ser desencadeada
ou exacerbada pela exposigéo a poluicdo. Estudos anteriores demonstraram que todas as
alteracdes promovidas pela inflamacéo, aumento da producdo de muco, contracdo da
musculatura lisa das vias aéreas e destruicdo alveolar levam a obstrucdo de vias aéreas,
inadequacdo da relacdo ventilacdo-perfusdo, hiperinsuflacdo pulmonar estatica e
dindmica e séo responsaveis pelo aparecimento de sintomas relacionados a manifestacéo
clinica da enfermidade. As principais células inflamatdrias envolvidas na fisiopatologia
da Asma sédo os neutrofilos, macréfagos e linfocitos CD8. Os mediadores inflamatorios
mais envolvidos nesse processo sdo fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), leucotrieno
B4 (LTB4) e interleucina 8 (IL-8). Esse aspecto fisiopatolégico é muito importante na
diferenciacdo do diagndstico entre DPOC e da Asma, pois sdo representados por células
e mediadores inflamatorios distintos (WANG et al., 2010). Atualmente, o tratamento
mais utilizado para a asma baseia-se no uso de antiinflamatorios esteroidais de acao
local, broncodilatadores, antagonistas de leucotrienos e imunoterapias. No entanto,
alguns pacientes desenvolvem uma forma mais severa de asma, caracterizada pela
resisténcia a corticoides. Nestes casos, observa-se o predominio da asma com padrao
neutrofilico (WANG et al., 2010; PICHAVANT et al., 2008).

Como visto acima, a inflamagdo pulmonar induzida pela exposi¢cdo ao FA
constitui um interessante e importante modelo de doenca respiratéria, sobretudo por ser
um modelo de inflamacao neutrofilica. Nesse sentido, resolvemos investigar os efeitos
do LBI no modelo de inflamacgéo pulmonar induzida pela exposi¢cdo ao FA uma vez que
0 mecanismo de acdo de FA nas vias aéreas estd bem estabelecido (LINO-DOS-
SANTOS-FRANCO et al., 2006, 2009, 2010 (a,b), 2011, 2013) .

2 OBJETIVOS
Tendo em vista que o FA é um potente indutor de inflamacdo neutrofilica das

vias aéreas e 0 modelo de doenca pulmonar induzido pela sua exposicao ja estd bem

estabelecido, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da terapia com LBI
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sobre parametros da resposta inflamatoria pulmonar apds exposicdo ao FA. Para isso

foram investigados 0s parametros abaixo:

e Contagem do numero de celulas totais recrutadas no lavado broncoalveolar
(LBA)

e Atividade da enzima mieloperoxidase (MPO)

e Alteracdes sistémicas foram avaliadas através da contagem do numero de células

presentes no sangue periférico e na medula 6ssea

e Liberacdo de mediadores inflamatorios (IL-6, TNF-a,) e antiinflamatérios (IL-
10) no fluido do LBA

e Expressao génica de IL-10
e Avaliacdo da permeabilidade vascular pulmonar

e Determinacdo da desgranulacdo de mastdcitos no tecido pulmonar

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar machos adultos (160-180g) provenientes do
biotério de criacdo da Universidade Nove de Julho, mantidos no biotério de
experimentacdo da Universidade Nove de Julho em condigGes controladas de humidade
(50%-60%), luminosidade (12h claro/12 h escuro) e temperatura (22°C - 25°C). O
projeto foi aprovado pelo comité de ética em experimentacdo animal da Universidade
Nove de Julho com protocolo n® AN0029.2014.

3.2 INDUCAO DA INFLACAO PULMONAR PELA EXPOSICAO AO
FORMALDEIDO (FA)

Grupos de ratos foram expostos a inalacdo de uma solugdo de FA (1%) ou seu
veiculo (agua desltilada) por 90 min/dia, durante 3 dias consecutivos. Foram colocados
cinco ratos por sessdo em compartimento de vidro com capacidade de 20 litros,

acoplado a um nebulizador ultrassonic (Icel®) com capacidade de produzir névoa com
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particulas entre 0,5 a 1,0 micron. O sistema gerador de gas formaldeido apresenta fluxo
continuo de forma a evitar problemas secundérios a hipoxia, interferéncias pela aménia
ou excesso de umidade com o FA. Para isto, foram realizados dois orificios em lados
opostos na caixa de vidro, sendo um para a entrada do gas e outro para a saida (Lino dos
Santos Franco et al., 2006).

3.3 TRATAMENTO COM LASER DE BAIXA INTENSIDADE (LBI)

Grupos de ratos foram irradiados com laser de diodo com poténcia de 30 mW,
comprimento de onda de 660 nm, com densidade de energia (12,86 J/cm? ), densidade
de poténcia (210 mW/cm?) e energia de 1,8 J/ min 1 h e 5 h apds cada exposicdo ao FA
em nove regides: trés aplicacdes na traquéia e trés aplicacfes em cada lobo pulmonar
(direito e esquerdo) irradiando uma éarea de 0.14 cm?, com um tempo de 60s em cada

ponto, totalizando 540s de exposicao duas vezes ao dia.

3.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Foram utilizados 3 grupos experimentais conforme esquema abaixo: Grupo B,
consistiu de animais ndao manipulados para a obtencdo de valores basais; Grupo FA,
consistiu de animais expostos ao FA e Grupo FA+L, consistiu de animais submetidos a
exposicéo ao FA e tratados com LBI.
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Grupo B Animais ndo manipulados

Grupo FA | | |
1 Inalagdo com FA 3 4 Anélises
5 &
Grupo FA+L
1 Aplicacéo laser 1ou5 h 3 4 Analises

Apos a inalagdo com FA

3.5 CONTAGEM DE CELULAS PRESENTES NO LAVADO
BRONCOALVEOLAR (LBA)

Decorridas 24 h da ultima exposi¢do ao FA os animais foram anestesiados com
Ketamina e xilasina (100 e 20mg/kg) e as células (mononucleares e polimorfonucleares)
presentes no espaco broncoalveolar foram obtidas pela técnica de lavado broncoalveolar
(LBA) de acordo com De Lima et al, 1998.

36 DETERMINACAO DA ATIVIDADE DE MIELOPEROXIDASE
PULMONAR (MPO)

A atividade de mieloperoxidase pulmonar foi feita de acordo com Cavriani et al.,
2005. Apds 24 horas da dltima exposicdo ao FA, os animais foram anestesiados,
submetidas a laparotomia mediana e dessangrados pela sec¢do da aorta abdominal. A
cavidade torécica foi aberta e o leito vascular pulmonar perfundido com 10 ml de PBS
através de uma canula inserida na artéria pulmonar. O tecido pulmonar foi pesado e
homogeneizado em 1 ml de tampédo fosfato pH 6 contendo 0,5% de brometo de
hexadecil-tri-metil-amonio (HTAB) e 5 ml de EDTA. As amostras foram centrifugadas
a 1200 rpm durante 10 minutos a 4° C e o sobrenadante obtido foi utilizado para
determinar a atividade de MPO. O ensaio da atividade de MPO foi conduzido pipetando

10 pul da amostra diretamente em uma placa de 96 pocos. A seguir foi adicionado 200 pl
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de tampéo substrato. Decorridos 5 minutos, a reagao foi interrompida adicionando 50 pl
de azida sodica (1,3 %). A leitura da absorbancia foi feita em espectrofotémetro em
comprimento de onda de 450 nm.

3.7 QUANTIFICACAO DE LEUCOCITOS NO SANGUE PERIFERICO E NA
MEDULA OSSEA

A quantificacdo das células do sangue foi realizada em analisador hematologico
automatico Mindray BC 2800 VET. Ja a quantificacdo de celulas da medula dssea foi
realizada através da lavagem do canal medular com PBS seguido de centrifugacéo,

ressuspensdo e contagem em cadmara de Neubauer por microscopia optica.

3.8 QUANTIFICACAO DE MEDIADORES INFLAMATORIOS E
ANTIINFLAMATORIOS NO FLUIDO DO LBA

Os mediadores inflamatdrios (IL-6, TNF-a) e antiinflamatério (IL-10) foram
quantificados por ELISA em amostras de fluido do LBA. Para tanto, foram utilizados
Kits Duo Set disponiveis comercialmente R & D System® Os ensaios foram
conduzidos de acordo com as normas do fabricante. Os fluidos do LBA foram coletados

e armazenados a -80°C.

3.9 PCR EM TEMPO REAL PARA DETERMINACAO DA EXPRESSAO DE IL-
6elL-10 EM TECIDO PULMONAR

Para realizacdo do PCR em tempo real foram utilizados fragmentos de pulmé&o
obtidos dos animais ap0s o0s protocolos mostrados acima. Tais fragmentos foram
colocados em tubos eppendorfs DNAse RNAse free e mantidos em Trizol até a extracéo
do RNA. Nas amostras foram adicionadas 200 ul de cloroférmio e incubadas por 3
minutos em temperatura ambiente. Esta solucdo foi centrifugada (12.000g, 15 min. a

4°C) e o sobrenadante contendo o RNA foi transferido para um novo tubo e adicionado
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0,5 ml de isopropanol. Em seguida, esta solucdo foi incubada por 1 hora e entdo
centrifugada novamente (12.000g, 15 min. a 4°C). O sobrenadante foi removido
cuidadosamente e adicionado 1 ml de etanol 75% e centrifugado (7500g, 5 min a 4°C).
O sobrenadante foi removido e o pellet ressuspendido em 25 pl de &gua livre de RNAse
e DNAse. A sintese de cDNA foi feita pela reacédo de transcricao reversa com RNA total
purificado. Foram feitas solu¢Ges contendo 100 ug/ml de RNA total, e 10 ul dessa
solugdo foi adicionada de 1 ul de oligo (dT)12-18 (50 uM) e 1 ul de &gua livre de RNASe,
sendo incubados em seguida por 10 minutos a 70°C. Foram entdo adicionados a cada
tubo 4 ul de tampéo especifico para a reagdo (5X), 1ul de dNTP (10 uM) e 2 ul de DTT
(0,1 M) seguindo-se de incubacdo a 42°C. Foi adicionado 1 pl da enzima SuperScript
Il (200 U/pl) por tubo, seguindo nova incubagdo a 42°C por 50 minutos. Para a
realizacdo do PCR em tempo real foi utilizado o kit Tagman Fast Universal Master Mix,
da Applied Biosystems®. Para tanto, 1uL de cada primer especifico para cada citocina
4 uL de amostra contendo o cDNA, 5uL de agua e juntamente com 10uL de master mix
Tagman® foram colocados em placas de 96 pogos seladas. As placas foram levadas ao
termociclador Applied Biosystems 7900HT Fast Real-Time PCR System®.

3.10 AVALIACAO DA PERMEABILIDADE VASCULAR PULMONAR

Os animais foram anestesiados levemente e foi injetado 10 ml/kg da solucdo de
Azul de Evans pela veia peniana. Apés 1 h, os animais foram sacrificados por
exsanglinamento da aorta abdominal e o pulmao perfundido com PBS heparinizado. A
seguir, o pulmao e a traquéia foram retirados e separados em fragmentos para 0 ensaio.
Um foi utilizado para determinacdo do peso seco, sendo levado a estufa (37°) por 24 h e
outro fragmento foi colocado em um eppendorf contendo formamida (4ul de formamida
para cada mg de tecido). Apds 24 h os tecidos foram retirados da formamida para

realizacdo da leitura espectrofotométrica.

3.11 ANALISE HISTOLOGICA DA DESGRANULACAO DE MASTOCITOS
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Fragmentos de pulmao foram coletados, ap6s os procedimentos experimentais, e
imediatamente fixados com paraformaldeido a 2% e glutaraldeido a 2% em tampdo
fosfato Sorensen, pH 7.4, a 4°C por 24 h. Seguido de desidratacdo alcodlica e
diafanizacdo por xilol, os fragmentos foram emblocados na resina histosec (SIGMA),
seccionados a 3 pum em microtomo HYRAX M60 (Zeiss, GR), desparafinizados e

corados com azul de toluidina a 0.25% em borato de sédio a 0.25%.

3.12 ANALISE ESTATISTICA

Os dados das amostras foram submetidos a analise de varianca (ANOVA)
seguida de pods-teste Student Newman-Keuls para comparacdo de todos pares de
colunas. As analises estatisticas foram conduzidas utilizando GraphPad prism Software
V.5. Os resultados foram expressos como média £ EPM (erro padrdo da média). Onde,

os valores de P<0,05 foram considerados significativos.

4 RESULTADOS

4.1 Tratamento com LBI reduz recrutamento de neutréfilos para o pulméo em

modelo de inflamacéao pulmonar induzida pela exposi¢do ao FA

A figura 1 (Painel A) mostra que o tratamento com LBI reduziu o nimero de
células no LBA em relacdo ao grupo FA e ndo diferiu do grupo B. Ainda, a exposicao
ao FA aumentou o numero de células totais no LBA em relacdo ao grupo B.

O painel B mostra a atividade da enzima mieloperoxidase (MPQO) que €é usada
como um indicativo indireto da presenca de neutréfilos no pulmdo. Notamos que o
tratamento com LBI reduziu significativamente a atividade de MPO em relacdo ao
grupo néo tratado (FA) e ndo diferiu do grupo B. Mostramos ainda, que a exposi¢ao ao

FA aumentou a atividade de MPO em relagao ao grupo B.
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Figura 1. Papel do LBI sobre o recrutamento celular pulmonar em modelo de
inflamacdo pulmonar induzido pela exposicdo ao FA. Grupos de ratos foram
submetidos a exposicdo ao FA (1%) por 3 dias consecutivos, 90 min/dia e tratados ou
ndo com LBI 1 e 5 h apds cada exposicdo ao FA. Grupos de ratos ndo manipulados
foram usados para a obtencdo de valores basais. Ap6s 24 h da Gltima exposicdo ao FA o
LBA foi realizado assim como foi feita a remocdo do pulmdo para avaliacdo da
atividade de MPO. Os dados representam a média £ SEM de 6 animais. *P<0,05 em
relacdo ao grupo B; °P<0,05 em relacdo ao grupo FA.
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4.2 Tratamento com LBI reduz recrutamento de células para o sangue periférico,
mas nao interfere na celularidade da medula 6ssea em modelo de inflamacéo

pulmonar induzida pela exposicdo ao FA

A figura 2 (Painel A) mostra que o tratamento com LBI reduziu o numero de
células totais, refletidas pela redugdo no numero de mondcitos e linfocitos no sangue
periférico em relacdo ao grupo FA e néo diferiu do grupo B. Ainda, a exposi¢do ao FA
como era esperado, aumentou o numero de células totais, representadas pelos
mondcitos, linfdcitos e neutrofilos no sangue periférico em relagdo ao grupo B.

O painel B mostra que ndo houve diferenca na celularidade da medula dssea

entre 0s grupos de estudo.
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Figura 2. Papel do LBI sobre o processo de mobilizagdo celular em diferentes
compartimentos: sangue e medula 6ssea em modelo de inflamacdo pulmonar
induzido pela exposicdo ao FA. Grupos de ratos foram submetidos a exposi¢do ao FA
(1%) por 3 dias consecutivos, 90 min/dia e tratados ou ndo com LBI 1 e 5 h ap6s cada
exposicdo ao FA. Grupos de ratos ndo manipulados foram usados para a obtencdo de
valores basais. Apos 24 h da Gltima exposi¢do ao FA foram analisados o numero de
células presentes no sangue periférico e na medula 0ssea. Os dados representam a
média £ SEM de 6 animais. *P<0,05 em rela¢do ao grupo B; °P<0,05 em relacdo ao
grupo FA.
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4.3 Tratamento com LBI reduz liberacdo de mediadores inflamatdrios e aumenta
liberacdo de mediador anti-inflamatério no fluido do LBA em modelo de

inflamacéo pulmonar induzida pela exposicdo ao FA

A figura 3 (Painéis A e B) mostra que o tratamento com LBI reduziu a liberagdo
de TNF e IL-6 no fluido do LBA em relacdo ao grupo de animais néo tratados (grupo
FA) e ndo diferiu do grupo B. Ainda, confirmamos aumentada liberacdo de TNF e IL-6
no grupo FA em relacdo ao grupo B.

Como pode ser observado no painel B, o tratamento com LBI aumentou a
liberagcdo de IL-10 no fluido do LBA quando comparado ao grupo nao tratado (grupo
FA) e também ao grupo B.
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Figura 3. Papel do LBI sobre a liberagdo de IL-6, TNF e IL-10 em fluido do LBA
em modelo de inflamacéo pulmonar induzido pela exposi¢cdo ao FA. Grupos de ratos
foram submetidos a exposi¢cdo ao FA (1%) por 3 dias consecutivos, 90 min/dia e
tratados ou ndo com LBI 1 e 5 h apos cada exposi¢cdo ao FA. Grupos de ratos nédo
manipulados foram usados para a obtencdo de valores basais. Ap6s 24 h da Gltima
exposicdo ao FA o LBA foi realizado e o sobrenadante recolhido para as analises das
citocinas. Os dados representam a meédia £ SEM de 6 animais. *P<0,05 em relagdo ao
grupo B; °P<0,05 em relacéo ao grupo FA.
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4.4 Tratamento com LBI aumenta expressao génica de IL-10 e n&o altera a de IL-6
no tecido pulmonar em modelo de inflamacdo pulmonar induzida pela

exposicdo ao FA

A figura 4 mostra que o tratamento com LBI n&o alterou a expressao génica de
IL-6 enquanto aumentou a expressao génica de 1L-10 em relacdo aos grupos nao tratado
(Grupo FA) e basal. Ainda, também observamos que a exposicdo ao FA aumentou a
expressao génica de IL-10 no tecido pulmonar quando comparada a expressao do grupo
B.
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Figura 4. Papel do LBI sobre a expressdo génica de IL-6 e IL-10 em modelo de
inflamacéo pulmonar induzido pela exposicdo ao FA. Grupos de ratos foram
submetidos a exposi¢do ao FA (1%) por 3 dias consecutivos, 90 min/dia e tratados ou
ndo com LBI 1 e 5 h apds cada exposicdo ao FA. Grupos de ratos ndo manipulados
foram usados para a obtencdo de valores basais. Apos 24 h da Gltima exposi¢do ao FA o
pulméo foi coletado para a realizagdo do PCR. Os dados representam a média £ SEM de
6 animais. *P<0,05 em relagéo ao grupo B; °P<0,05 em relacdo ao grupo FA.
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4.5 Tratamento com LBI reduz permeabilidade vascular pulmonar em modelo de

inflamacéo pulmonar induzida pela exposicdo ao FA

A figura 5 mostra que o tratamento com LBI reduziu a permeabilidade vascular
pulmonar no parénquima e no brénquio intrapulmonar em relacdo ao grupo néo tratado
(Grupo FA). No entanto, ndo observamos diferencas na permeabilidade vascular da
traquéia entre os grupos de estudo. Ainda, também observamos que a exposi¢do ao FA
aumentou a permeabilidade vascular no parénquima e no brdnquio intrapulmonar

quando comparada a obtida no grupo B.
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Figura 5. Papel do LBI sobre a permeabilidade vascular pulmonar em modelo de
inflamacéo pulmonar induzido pela exposicdo ao FA. Grupos de ratos foram
submetidos a exposi¢cdo ao FA (1%) por 3 dias consecutivos, 90 min/dia e tratados ou
ndo com LBI 1 e 5 h apds cada exposicdo ao FA. Grupos de ratos ndo manipulados
foram usados para a obtencdo de valores basais. Imediatamente apds a Ultima exposicao
ao FA foram coletados os tecidos das vias aereas para a realizacdo do ensaio. Os dados
representam a média + SEM de 6 animais. *P<0,05 em relagdo ao grupo B; °P<0,05 em
relacdo ao grupo FA.
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4.6 Tratamento com LBI reduz desgranulacdo de mastocitos no tecido pulmonar

em modelo de inflamac&o pulmonar induzida pela exposi¢éo ao FA

A figura 6 e tabela 1 mostram que o tratamento com LBI reduziu a
desgranulacdo de mastocitos. Ainda, também observamos que a exposicdo ao FA
aumentou a permeabilidade vascular no parénquima e no bronquio intrapulmonar

quando comparada a obtida no grupo B.

Figura 6. Papel do LBI sobre a desgranulacdo de mastocitos no tecido pulmonar
em modelo de inflamac&o pulmonar induzida pela exposi¢cdo ao FA. Grupos de ratos
foram submetidos a exposi¢cdo ao FA (1%) por 3 dias consecutivos, 90 min/dia e
tratados ou ndo com LBI 1 e 5 h apos cada exposi¢cdo ao FA. Grupos de ratos nédo
manipulados foram usados para a obtencdo de valores basais. Apds 24 h da dltima
exposicéo ao FA foram coletados os pulmdes para as analises histoldgicas.
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Groups Perivascular Peribronquiolar Mast cell Mast cell Total

infiltration infiltration activation activation (score 0-16)

(score 0-4)  (score 0-4) inthe lung  in pleural

(score 0-4)  tissue
(score 0-4)

Basal 06+0,2 0,8+£0,2 0,4+0,2 0,4+0,2 2,4+£05
FA 3,8 £0,2* 26+£02* 26+£02* 32+02* 12,2+04*
FA+L 18+02# 18+0,2 1,6+02# 18+£02# 7,0x06#

Tabela 1. Papel do LBI sobre o infiltrado de leucdcitos e desgranulagdo de
mastocitos no tecido pulmonar em modelo de inflamacéo pulmonar induzida pela
exposicdo ao FA. Grupos de ratos foram submetidos a exposicao ao FA (1%) por 3 dias
consecutivos, 90 min/dia e tratados ou ndo com LBI 1 e 5 h apds cada exposi¢do ao FA.
Grupos de ratos ndo manipulados foram usados para a obtencdo de valores basais. Apds
24 h da dltima exposicdo ao FA foram coletados os pulmdes para as andlises
histoldgicas. Dados: 0 auséncia; 1: fraca presenca; 2:moderada presenca; 3:intensa
presenca e 4 muito intensa. Os dados representam a média £+ SEM de 6 animais.
*P<0,05 em relagdo ao grupo B; #P<0,05 em relacgdo ao grupo FA.
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5 CONSIDERACOES

Neste trabalho estdo apresentados os resultados do estudo relacionado aos
efeitos do LBI sobre a inflamacdo pulmonar induzida pela exposicdo a poluente
ambiental e ocupacional. Para tanto, expusemos ratos a uma concentracdo de FA (1%)
durante 3 dias consecutivos por 90 min/dia. Este protocolo ja est4d bem estabelecido e
nestas condi¢des induz intensa inflamagdo pulmonar neutrofilica (Lino-dos-Santos-
Franco et al., 2006, 2009, 2011).

O fio condutor do presente projeto surgiu da necessidade de se estudar novas
terapias para o tratamento de doengas pulmonares, sobretudo desencadeadas por
poluentes. Nesse sentido, a laserterapia tem mostrado efeitos significativos na reducao

da inflamacé&o, no entanto, seus mecanismos precisam ser explorados.

6 CONCLUSOES

O Tratamento com LBI reduz a inflamacdo pulmonar induzida pela exposi¢do ao
FA por mecanismos modulados pela reducdo de IL-6 e TNF-a concomitantemente ao
aumento na liberacdo e expressdo génica de 1L-10. Ainda, reducgéo na desgranulagéo dos
mastécitos € crucial para reducdo da inflamacgdo induzida pelo FA uma vez que o
desencadeamento da resposta culmina dos efeitos indiretos do FA sobre os mastacitos.

Portanto, nota-se a necessidade de novos estudos que possam corroborar com
esses resultados, podendo, futuramente, fundamentar a utilizacdo da LBI no tratamento
de pacientes com Asma, talvez ndo como um procedimento que leve a sua cura, mas
que proporcione uma nova modalidade de combate a essa doenca respiratoria e

proporcione uma melhora na qualidade de vida do seu portador.
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