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RESUMO

A Sindrome do Desconforto Respiratorio Agudo (SDRA) é uma patologia
pulmonar grave, de causa multifatorial, caracterizada por lesdo alveolar difusa,
infiltrado de células inflamatorias, ruptura na barreira do epitélio alveolar, edema
alveolar e comprometimento da troca gasosa pulmonar, com alto indice de mortalidade
e sem cura até os dias atuais, sendo a sepse sua causa mais comum. Os mecanismos
subjacentes a inflamacdo pulmonar aguda decorrente da inflamagdo sistémica sdo
investigados experimentalmente pela administracdo de lipopolissacarideo (LPS) por via
sisttmica. Esse modelo desenvolve lesdo inflamatoria com infiltracdo neutrofilica
pulmonar e € potencializada por diversas citocinas, entre as quais se destacam IL-1p ¢
TNF-0. Aotobiomodulagdo vem apresentando bons resultados para diversas doengas
com carater inflamatério, porém, ainda ndo existem muitos estudos relacionando o uso
do LED no tratamento de doencas pulmonares. Considerando que a SDRA é uma
importante patologia, estudamos o efeito do LED sobre o seu desencadeamento. Para
tanto, grupos de camundongos foram submetidos a SDRA através da injecdo de LPS
(ip) e tratados ou ndo com LED na regido da traquéia e pulméo 2 e 6 h apds a inducgédo
de SDRA com LPS. Paralelamente, grupos de camundongos ndo manipulados e grupo
de camundongos apenas tratados com LED foram utilizados para a obtencdo dos valores
basais. Apds 24 h da inducdo de SDRA foram analisados o nimero de células em
diferentes compartimentos (lavado broncoalveolar (LBA), sangue e medula &ssea),
expressao e quantificacdo e de citocinas, avaliacdo da enzima mieloperoxidase (MPO),
burst oxidativo, fagocitose e histologia. Nossos resultados apontam para os efeitos
benéficos do tratamento com LED sobre modelo de SDRA induzida por LPS, uma vez
que reduziu significativamente o numero de neutrofilos recrutados para o pulméo, a
atividade de MPO e burst oxidativo, também reduziu a liberacéo de IL-1p, IL-6 e TNF-
a, concomitantemente ao aumento de IFN-y e a expressdao de IL-10. Assim, este estudo

pode fornecer subsidios importantes de um possivel tratamento para a SDRA.

PALAVRAS-CHAVE: Sindrome do desconforto respiratério agudo, Diodo Emissor de

Luz, Inflamacg&o pulmonar, Fotobiomodulacao, Lipopolissacarideo.



ABSTRACT

The acute respiratory distress syndrome (ARDS) is a severe lung disease,
multifactorial, characterized by diffuse alveolar damage, infiltration of inflammatory
cells, disruption of barrier of the alveolar epithelium, alveolar edema and impaired
pulmonary gas exchange with high index of mortality and absence of efficient treatment
and also, sepsis is the most common cause. The mechanisms involved in acute lung
disease induced by systemic inflammation are investigated experimentally by
administration of LPS systemically. This model develops inflammatory lesion with
pulmonary neutrophilic infiltration and increased release of cytokines, including IL-1p
and TNF-IT The photobiomodulation has shown good results for various diseases with
inflammatory character; however, there are few studies related with lung diseases.
Considering that ARDS is an important pathology, we studied the effects of LED
treatment on the development of ARDS. For this purpose, groups of mice were treated
with LPS for ARDS induction and treated or not with LED (trachea and lungs) 2 and 6
h after the LPS injection. In parallel, non-manipulated group as well as treated only with
LED were used as control. After 24h of LPS administration, we investigated the number
of cells recruited in bronchoalveolar lavage (BAL), blood and bone marrow,
quantification of cytokines in the BAL supernatant as well as evaluation of
myeloperoxidase enzyme (MPO), oxidative burst, phagocytosis and histology. Our
results indicated the beneficial effects of LED treatment on the ARDS model induced
by LPS, since the treatment with LED significantly reduced the number of neutrophils
recruited to the lung, MPO activity, oxidative burst, and also reduces the release of IL-
1B, IL-6 and TNF-a concomitantly with the increased levels of IFN-y and IL-10 gene
expression. Therefore, this study may provide important information to treatment of
ARDS.

KEYWORDS: Acute respiratory distress syndrome, Light Emitting Diode, Lung

inflammmation, Photobiomodulation, Lipopolysaccharide.



SUMARIO

LISTA DE ABREVIACOES ......ovviovieeeeeveeeeieves e esseissss s s X
LISTA DE FIGURAS.......ooooviieeeiereisseeieseeeseeseeseessss s ssessssssssssssessssssnssassnsensons Xii
LISTADE TABELAS ...t seeese st ss s Xiii
L INTRODUGAQD ..ottt ettt 1
1.1 SINDROME DO DESCONFORTO RESPIRATORIO AGUDO..........ccccovvemrene, 1
1.2 DESENVOLVIMENTO DA RESPOSTA IMUNOLOGICA.........ccccoevevrernrnne, 3
1.3 FOTOBIOMODULAGAOQ ..ot 6
1.4 TRATAMENTO COM LED ....covvoioiiereeeeeceeeiesessieeseesees s 7
0] =8| 1V 1 OO 9
2.1 OBJETIVO GERAL .....ovvoveeeeeoseeeeeseeseseesees s ssesn s 9
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.......ooiieeieeeeeeieeeese e esieee et senae s 9
3MATERIAL E METODOS .......oviiieieetesesiesieseessoesiessssssssssssassssessseas s sessssassons 10
BLANIMAIS ..ot 10

3.2 INDUCAO DA SINDROME DO DESCONFORTO RESPIRATORIO AGUDO
(SDRA) PELA ADMINISTRACAO SISTEMICA DE LIPOPOLISSACARIDEO

(LPS) ..o eeeeeee e e eee e s st 10
3.3 TERAPIA COM LED ..eecioooveeeoeoeesseeeseeeeeoeeeeeesseessssseeseessssessssseessesssssessssseeene 10
3.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL ...ccoorrmeeeseeeeeeenieessseessseeeeesesssesessssseeene 11
3.5 CONTAGEM DE CELULAS PRESENTES NO LBA .......ovvveveeereeseesesseeeeenne 11

3.6 QUANTIFICACAO DE LEUCOCITOS CIRCULANTES E CELULAS DA
MEDULA OSSEA ... oo oo et e e e er e e e er e et e e 11

3.7 QUANTIFICACAO DE MEDIADORES INFLAMATORIOS E
ANTIINFLAMATORIOS NO FLUIDO DO LBA .......oooveeeeeeee e, 12

3.8 PCR EM TEMPO REAL PARA DETERMINACAO DA EXPRESSAO DE IL-
1B, IL-6, IL-10, TNF-a E TLR4 EM TECIDO PULMONAR.......ccoooiiiiiiiiiiiene, 12

3.9 ATIVIDADE DE MIELOPEROXIDASE (MPO) PULMONAR ........ccccoovviennn. 13

3.10 AVALIACAO DE FAGOCITOSE E BURST OXIDATIVO......ccccooeeerrerreennn. 13



3.11 AVALIACAO DA TRANSL%W{,}@% =7 = T 13

312 HISTOLOGIA ..ot e et et e et e e et e e et et e e e s e e et eees et eeereeeseaenes 14
3.13 ANALISE ESTATISTICA .o oo ee e er e e e en s 14
F =] Y U I X 10 L 15

4.1 TRATAMENTO COM LED REDUZ RECRUTAMENTO DE NEUTROFILOS
PARA O PULMAO EM MODELO EXPERIMENTAL DE SDRA INDUZIDO POR

42 TRATAMENTO COM LED REDUZ NEUTROFILO NO SANGUE
PERIFERICO, MAS NAO INTERFERE NO NUMERO DE CELULAS DA
MEDULA OSSEA EM MODELO EXPERIMENTAL DE SDRA INDUZIDOS POR
LPS 17

43 TRATAMENTO COM LED INTERFERE NA LIBERACAO DE
MEDIADORES PRO-INFLAMATORIOS E ANTI-INFLAMATORIO NO FLUIDO
DO LBA EM MODELO EXPERIMENTAL DE SDRA INDUZIDOS POR LPS 19

44 TRATAMENTO COM LED INTERFERE NA EXPRESSAO DE
MEDIADORES PRO-INFLAMATORIOS E ANTI-INFLAMATORIOS NO
TECIDO PULMONAR EM MODELO EXPERIMENTAL DE SDRA INDUZIDOS
POR LPS .t bbb 21

45 TRATAMENTO COM LED REDUZ O BURST OXIDATIVO NAS CELULAS
RECUPERADAS NO LBA EM MODELO EXPERIMENTAL DE SDRA
INDUZIDO POR LPS ... 23

46 TRATAMENTO COM LED NAO INTERFERE NA FAGOCITOSE NAS
CELULAS RECUPERADAS NO LBA EM MODELO EXPERIMENTAL DE
SDRA INDUZIDO POR LPS ... .o 24

4.7 TRATAMENTO COM LED NAO INTERFERE NA TRANSLOCACAO DO
NF-kB NO TECIDO PULMONAR EM MODELO EXPERIMENTAL DE SDRA
INDUZIDOS POR LPS ... 25

4.8 TRATAMENTO COM LED REDUZ INFILTRADO LEUCOCITARIO, MAS
NAO INTERFERE NO ACUMULO DE MUCO E NA ATIVIDADE DE
MASTOCITOS NO TECIDO PULMONAR EM MODELO EXPERIMENTAL DE
SDRA INDUZIDO POR LPS ... .o 26



5 DISCUSSAO ...cooveeeeeeeeeeeeeenns QUYMARF QY ++vvrrrveeeveerssssssssesssssssess 28

B CONGCLUSAOD ...t et e et et et et et e e et e e et e e et e e e et e e et et e s et e e et e e erareeerans 34
9 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..o oo 35
2O ANEXOS oo et e et e e et et et et et et e e e et et e et et e et et et eeer s 40



LISTA DE ABREVIACOES E SIGLAS

ATP Adenosina trifosfato

BASES  Brazilian Sepsis Epidemiological Study

CD14 (Cluster of differentiation 14) Cluster de diferenciacdo 14

COX-2  Ciclo-oxigenase-2

ECMO Oxigenacdo por membrana extracorpérea

FiO2 Fracdo de oxigénio inspirado

ICAM-1  (Intercellular adhesion molecule-1) Molécula de adesdo intercelular-1

IFN-y Interferon Gamma

IL-10 Interleucina 10

IL-12 Interleucina 12

IL-17A  Interleucina 17A

IL-1B Interleucina 1-beta

IL-6 Interleucina 6

INOS (Inducible nitric oxide synthase) Oxido nitrico-sintase induzida
IP Intraperitoneal

J Joules

Kg Quilograma

LASER  (Light amplification by stimulated emission of radiation) Amplificacdo da
Luz por Emissdo Estimulada de Radiagao

LBA Lavado broncoalveolar

LBI Laser de Baixa Intensidade

LBP (Lipopolysaccharide ~ binding  protein)  Proteina  ligadora  de
lipopolissacarideo

LED (Light emitting diode) Diodo emissor de luz

LPS Lipopolissacarideo

mA Miliampére

MD-2 Myeloid differentiation protein-2
Mg Miligrama

mm3 Milimetro cabico de sangue
MMPs Meteloproteinases de matriz
MPO Mieloperoxidase

Mw Milivolts


https://pt.wikipedia.org/wiki/Grupamento_de_diferencia%C3%A7%C3%A3o

NaCl Cloreto de sédio
NF-xB Nuclear factor kappa B
Nm Nandmetros

PaCO2 Pressdo parcial de gas carbdnico

PAF (Platelet-activating fator) Fator de ativacédo de plaquetas

PAMPs  (Pathogen-associated molecular pattern) Padr6es moleculares associados a
patdgenos

Pa0O2 Pressdo parcial de oxigénio

PAS Acido Periddico de Schiff

PBS (Phosphate buffered saline) Tamp&o fosfato-salino

PCR (Polymerase Chain Reaction) Reacdo em cadeia da polimerase

SDRA Sindrome do desconforto respiratorio agudo

SIRS (Systemic Inflammatory Response Syndrome) Sindrome da resposta
inflamatoria sistémica

TLR4 Toll-like receptor 4

TLRs Toll-like receptors

TNF-a (Tumor necrosis factor alpha) Fator de necrose tumoral alfa

UTI Unidade de Terapia Intensiva

VCAM-1 (Vascular cell adhesion molecule-1) Molécula de adeséo de células

vasculares



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Desenvolvimento da resposta imunolOgiCa............cccoveiveieeneeiiesiieseerieseennan, 6
Figura 2. Papel do LED sobre o recrutamento celular pulmonar em modelo
experimental de SDRA INdUZIido POr LPS........ooiiiieee e 16
Figura 3. Papel do LED sobre o processo de mobilizacao celular em diferentes
compartimentos: sangue periférico (A) e medula 6ssea (B) em modelo experimental de
SDRA INAUZIAO POI LPS ..o 18
Figura 4. Papel do LED sobre a liberacéo de citocinas pré-inflamatérias: IL-1p, IL-6,
IL-17A e TNF-a, e citocinas anti-inflamatdrias: IL-10 e IFN-y em fluido do LBA em
modelo experimental de SDRA induzido por LPS..........cccoooeiiiieiiccececeee e 20
Figura 5. Papel do LED na expressao de IL-1p e IL-17A, IL-10 e IFN-y e TLR4 no
tecido pulmonar em modelo experimental de SDRA induzido por LPS..........c.cccco..e. 22
Figura 6. Papel do LED sobre o burst oxidativo nas células recuperadas no LBA em
modelo experimental de SDRA INduzido por LPS..........ccoveiiinineeeeeeeeee e, 23
Figura 7. Papel do LED sobre a fagocitose nas células recuperadas no LBA em modelo
experimental de SDRA induzido por LPS.........ccoooiiie i 24
Figura 8. Papel do LED sobre a translocacdo do NF-kB no tecido pulmonar em modelo
experimental de SDRA iNdUZido por LPS........c.ooiiiiiiiiiieeeee e 25
Figura 9. Papel do LED sobre o tecido pulmonar em modelo experimental de SDRA

(10T (04 To [o TN oo gl I TSSOSO 27



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Fatores de risco comuns para a sindrome do desconforto respiratorio agudo/
[T o o0 [ g0 o T o [U o - OSSP 2

Tabela 2. Pardmetros do tratamento COM LED .........oooiioiieeee e 11



1 INTRODUCAO

1.1 SINDROME DO DESCONFORTO RESPIRATORIO AGUDO

A Sindrome do Desconforto Respiratorio Agudo (SDRA) foi descrita pela
primeira vez por ASHBAUGH e colaboradores em 1967 é uma patologia grave, de
causa multifatorial, caracterizada por infiltrado bilateral pulmonar na auséncia de
hipertensdo atrial esquerda e PaO2/FiO2 abaixo de 200 mmHg (BERNARD et al.,
1994). No tecido pulmonar de pacientes com SDRA pode ser observado leséo alveolar
difusa, infiltrado de células inflamatorias, ruptura na barreira do epitélio alveolar,
exsudacdo de plasma para os espacos alveolares, edema alveolar e comprometimento da
troca gasosa pulmonar (SCHUSTER, 1995; BURNHAM et al., 2014). A SDRA é uma
sindrome grave, associada a indices de mortalidade superiores a 40%
(LEWANDOWSKI e LEWANDOWSKI, 2006) e apresenta duas fases, uma exsudativa
e uma fibroproliferativa.

Na fase exsudativa ocorre a ativacdo do sistema de coagulacdo, producdo de
citocinas pro-inflamatorias e quimiocinas induzindo influxo de neutréfilos, mondcitos /
macrofagos e linfocitos para a lesdo pulmonar. A liberacdo desregulada de mediadores
citotoxicos, espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, enzimas proteoliticas tal com a
elastase e metaloproteinases de matriz (MMPs), resultam em lesdo no endotélio
pulmonar e nas células epiteliais, e se esses danos forem persistentes, prejudicam o
funcionamento do pulméo (BURNHAM et al., 2014; STANDIFORD e WARD, 2015).

A fase fibroproliferativa ocorre aproximadamente 3 dias apdés a lesdo e
temporalmente se sobrepde aos eventos inflamatérios que caracterizam a fase
exsudativa. Os espacos alveolares se tornam ingurgitados com a proliferacéo das células
mesenquimais  (fibroblastos, miofibroblastos e células pluripotentes geradas
localmente), células do epitélio alveolar do tipo Il se proliferam para substituir células
do tipo | necréticas e apoptoticas, e novos vasos sanguineos sdo formados dentro da
matriz provisoria. Uma resposta fibroproliferativa exuberante em pacientes com SDRA
estd associada com o prolongamento da ventilacdo mecénica e aumento da mortalidade
(SHARP et al., 2015; STANDIFORD e WARD, 2015).

Pacientes internados em hospitais, principalmente nas Unidades de Terapia
Intensiva (UTI) estdo, de formal geral, sob potencial reducdo da competéncia imune.
Nesse contexto, estimulos secundarios como infecgGes bacterianas presentes no

ambiente hospitalar constituem importante fator de risco para o desencadeamento da



SDRA (MOSS e MANINO, 2002). A sepse, que frequentemente é ocasionada por
bactérias Gram-negativas (cerca de 35% dos casos) € uma das causas mais comuns de
desenvolvimento da SDRA em ambientes hospitalares e representa um subgrupo da
sindrome da resposta inflamatéria sistémica (SIRS) que pode ocorrer em associagao
com uma grande variedade de eventos ndo infecciosos, como politraumatismos,
cirurgias e queimaduras (ABRAHAM et al., 2000). MODRYKAMIEN e GUPTA
(2015), e STANDIFORD e WARD (2015) citam os fatores de risco diretos e indiretos

mais comuns que se encontram associados com a SDRA:

Tabela 1. Fatores de risco comuns para a sindrome do desconforto respiratorio
agudo/ lesdo pulmonar aguda

Direto Indireto
* Pneumonia * Sepse ndo pulmonares
« Aspiracdo do conteudo géstrico * Traumas grandes
» Lesdo por inalagdo * Pancreatite
« Contuséo pulmonar * Queimaduras graves
« Vasculite pulmonar « Choqgue néo cardiogénico
» Afogamento » Overdose de drogas
» Embolia gordurosa « Transfus6es multiplas (> 15 unidades de

sangue em 24 h) ou transfuséo relacionada
a lesdo pulmonar aguda.

*Edema pulmonar de reperfusdo apos | * Edema pulmonar neurogénico;
transplante de pulméo ou embolectomia
pulmonar

« Embolia por liquido amniético;

« P6s transplante de medula 6ssea.

MODRYKAMIEN e GUPTA (2015).

A sepse é uma condicdo clinica, definida pela Sociedade de Terapia Intensiva
Americana, como uma resposta sistémica a infeccdo manifestada por dois ou mais
sintomas, tais como: a) alteragéo da temperatura corporal (acima de 38 °C ou abaixo de
36 °C); b) aumento da frequéncia cardiaca acima de 90 batimentos por minuto; c)
aumento da frequéncia respiratoria acima de 20 respiracbes por minuto ou PaCO2
menor que 32 mmHg e d) nimero de leucdcitos no sangue acima de 12000/mm3
(leucocitose) ou menor que 4000/mm3 (leucopenia) (ABRAHAM et al., 2000). De
modo geral, a sepse induz a SDRA em aproximadamente 40% dos pacientes e essa

associacdo aumenta consideravelmente os indices de mortalidade quando comparada




com outras etiologias da SDRA (HUDSON et al., 1995; STANDIFORD e WARD,
2015).

No Brasil, dados do estudo BASES (Brazilian Sepsis Epidemiological Study)
revelaram que a sepse esta entre as principais doencas geradoras de altos custos no setor
publico e privado. Os gastos financeiros com pacientes mantidos em UTI no ano de
2003 somaram R$ 17,34 bilhdes, o que representa aproximadamente entre 30 a 35% dos
gastos com a area da saude (SILVA E et al., 2004). Atualmente, o tratamento da sepse
reside principalmente no controle da infecgdo por antibioticoterapia e correcdo dos
distdrbios hemodindmicos. Embora avancos no desenvolvimento de novos antibidticos
venham acontecendo, a sepse ainda é uma das causas mais comuns de morte em UTIs
(DELLINGER et al., 2008).

E importante ressaltar que pacientes internados com sepse, no Brasil, apresentam
maior gravidade e mais tempo de internagdo em relagdo a outros lugares do mundo
(SALES-JUNIOR et al., 2006). Esses resultados podem justificar dados de estudos
recentes que revelaram que entre médicos, somente 27% sabem reconhecer a sepse. E
possivel que a dificuldade de diagndstico justifique, a0 menos em parte, o alto indice de
mortes ocasionadas pela evolucdo da doencga. Nesse sentido, o Brasil lidera o ranking de
morte por sepse grave (COLLUCCI, 2009; SALES-JUNIOR et al., 2006). Portanto, a
sepse representa um atual e significativo problema de salde publica. Como a doenca
inflamatoria esta intimamente associada a sepse, estudos que visem a compreender 0s
mecanismos moduladores da disfuncdo pulmonar nesses pacientes, revestem-se de

importancia adicional.

1.2 DESENVOLVIMENTO DA RESPOSTA IMUNOLOGICA

A resposta imune se desenvolve por meio de uma sucessao de mecanismos que
visam a protecdo do organismo contra patdgenos que incluem bactérias, virus, fungos e
protozoarios. O sistema imune detecta e elimina 0s microorganismos patogénicos pela
discriminacdo entre as substancias proprias (self) e estranhas (non-self) do organismo
(TAKEDA et al., 2003). Esses mecanismos de defesa sdo atribuidos ao organismo pelo
sistema imune inato e adaptativo.

A imunidade inata é a primeira linha de defesa do organismo contra 0s
patogenos, 0s quais necessitam de reconhecimento pelo organismo. Para tanto, existem
receptores que incluem as familias dos TLRs (Toll-like receptors) cuja principal funcédo

é o0 reconhecimento de patdgenos ou seus produtos em diferentes compartimentos



celulares, tais como membrana plasmatica, endossomo ou citoplasma. A partir desse
reconhecimento entdo ocorre a inducdo da expressdo de citocinas, quimiocinas e
moléculas co-estimuladoras a fim de eliminar esses agentes (JANEWAY e
MEDZHITQOV, 2002).

O lipopolissacarideo (LPS - lipopolysaccharide), descrito por Richard Pheiffer
em 1982 e entdo denominado também como endotoxina (BEUTLER e RIETSCHEL,
2003) pode ser classificado como um dos principais PAMPs (moléculas presentes em
bactérias e virus capazes de induzir resposta inflamatéria) e é parte constituinte da
parede de bactérias Gram-negativas (CAROFF e KARIBIAN, 2003). E um composto
glicolipidico formado por um polissacaridio hidrofilico (Antigeno-O) bastante variavel
e um dominio hidrofébico altamente conservado, conhecido como lipidio A, que parece
ser o responsavel por sua atividade biologica. Para que o LPS desencadeie seus efeitos
no organismo é necessario que haja sua ligacdo em sitios receptivos sobre a membrana
das células. Nesse contexto, o Toll-like receptor 4 (TLR4) foi descrito por POLTORAK
et al. (1998) como o receptor para o LPS.

No entanto, para que o LPS acione a cascata de sinalizacdo via TLR4 é
necessaria a participacdo de outras moléculas no processo. Estudos mostram que o LPS
se liga a uma proteina sérica denominada LBP (lipopolysaccharide binding protein) e
este complexo se acopla aos receptores CD14, os quais sdo proteinas localizadas na
membrana de células do sistema imune e fundamental no reconhecimento do LPS
(LEVAN, 2001). E interessante notar que o CD14 ndo possui dominio intracelular e,
portanto, ndo pode induzir ativagdo celular sem que um receptor de sinal
transmembranar seja acionado. Nesse contexto, estudos demonstram que o TLR4
desempenha esta funcdo. O TLR4, juntamente com a proteina MD-2 (myeloid
differentiation protein-2) aumenta a resposta celular ao LPS (SHIMAZU et al., 1999). A
partir da ativagdo do TLR4 (pelo complexo LPS + LBP + CD14 + TLR4 + MD?2) inicia-
se uma cascata de sinalizacdo que vai desencadear a ativagdo de um indutor da
inflamacdo denominado fator de transcricdo NF-xB (nuclear factor xB).

O NF-kB exerce importante papel em doengas inflamatorias como a asma, a
artrite reumatoide, a sepse e a sindrome da angustia respiratoria aguda (SDRA). Este
fator de transcrigdo, quando ativado, parece ser responsavel pela expressdo de diversos
genes pré-inflamatorios (DENG et al., 2000). Dentre os genes regulados pelo NF-kB,
destacam-se as citocinas pré-inflamatorias IL-1p (interleukin-75), IL-6, IL-12, TNF-a

(tumor necrosis factor o), a enzima COX-2 (cyclooxygenase-2), as moléculas de adesao,



tais como ICAM-1 (intercellular adhesion molecule-1), VCAM-1 (vascular cell
adhesion molecule-1) e E-selectina, além de enzimas envolvidas na atividade
microbicida, como a iNOS (inducible nitric oxide synthase) (KAWAI et al., 1999).

TLR4

Membrana plasmatica

Ndcleo

Figura 1. Desenvolvimento da resposta imunoldgica.

Os mecanismos subjacentes a inflamacdo pulmonar aguda decorrente da
inflamacdo sistémica podem ser investigados experimentalmente pela administracdo de
LPS por via sistémica a animais de laboratério (BRIGHAM e MEYRICK, 1986). Esse
modelo desenvolve lesdo inflamatdria principalmente por infiltracdo neutrofilica
pulmonar e € potencializada por diversas citocinas, entre os quais destacam-se IL-1p,
IL-8, TNF-a e mediadores lipidicos, tais como eicosandides ¢ PAF (platelet-activating
factor). Ocorre também aumento da pressdo arterial pulmonar, hipoxemia e edema
alveolar e intesticial (MATUTE-BELLO et al., 2008). Estes efeitos observados nos
modelos experimentais sdo similares aos sinais apresentados por pacientes quando

acometidos da sindrome da angustia respiratoria aguda (SDRA).



Com respeito ao LPS, estd bem estabelecido que sua inalacdo ou sua
administracao sistémica induz inflamacéo pulmonar. O LPS causa febre, tosse, sensagédo
de aperto no peito, dispnéia, sibilos e diminui¢do da capacidade de perfusdo pulmonar
(RYLANDER et al.,, 1989). Além disso, o LPS leva ao desencadeamento de
hiperreatividade brénquica e neutrofilica no espaco alveolar.

O LPS administrado sistemicamente em dose séptica induz inflamacdo pulmonar
aguda e é um modelo de sindrome do desconforto respiratdrio agudo. Diversos estudos
tém possibilitado uma melhor compreenséo a respeito das diversas facetas da sindrome
do desconforto respiratério agudo. Um grande nimero de intervencdes sdo descritas na
literatura atual com a intencdo de bloquear a inflamacdo pulmonar utilizando
antioxidantes, antiproteases, aspirina, heparina, inalagdo de beta agonistas e
corticosteroides (ou a associagdo dos dois), estatinas, esteroides sistémicos, solugédo
salina hiperténica (NaCl 7,5%) e inibidores de transducdo de sinal (HOOPER e
BERNARD, 2011; PETRONI et al. 2015; RUTHMAN e FESTIC, 2015;
STANDIFORD e WARD, 2015). Entretanto, até os dias atuais as Unicas intervengdes
com efeitos comprovados € a utilizacdo de ventilagdo mecanica com baixo volume a fim
de evitar o estiramento alveolar, a posic¢ao prona (brugos) para aumentar a area ventilada
com baixo volume de oxigénio e a oxigenacdo por membrana extracorpérea (ECMO),
porém esses tratamentos demandam um alto custo, um tempo prolongado de internacéo
em UTIs e ndo sdo tdo efetivos no combate a doenca (SHARP et al.,, 2015;
STANDIFORD e WARD, 2015).

A medida que o conhecimento se acumula, ha também um aumento de possiveis
alvos terapéuticos. Além da busca por novos alvos, hd também pesquisas buscando
novos tratamentos que possam ser mais eficientes, com menor custo e menor efeito
colateral. Sendo assim, terapias que melhorem o desconforto respiratdrio de pacientes
com doencgas respiratorias e também reduzam os custos despendidos sdo de grande

importancia.

1.3 FOTOBIOMODULAGCAO

A fotobiomodulagdo emerge como um tratamento auxiliar, que vem
apresentando bons resultados para diversas doencas com carater inflamatorio, incluindo
doencas pulmonares. Dentre os tratamentos utilizados nas patologias que acometem o
pulméo, o laser de baixa intensidade (LBI) tem se destacado devido suas acoes

antiinflamatorias e antioxidantes, ao baixo custo e a auséncia de efeitos colaterais



(LANDYSHEV et al., 2002; AIMBIRE et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2014; SILVAV
et al., 2014). Outro tratamento promissor que tem sido pouco estudado é o tratamento
com luz LED.

1.4 TRATAMENTO COM LED

LED (light emitting diode) sdo diodos semicondutores que estdo sendo
utilizados na prética fisioterapéutica para acelerar os processos cicatriciais em estudos
experimentais. A emissdo de luz é monocromatica, ndo coerente e ndo colimada, o que a
difere da luz LASER (ANDRADE et al., 2001). Entretanto, o tratamento com o LED
tem se mostrado tdo eficiente quanto o tratamento com o laser, ja que a coeréncia da luz
do LASER nao é responsavel pelos efeitos da terapia, haja vista que esta propriedade se
perde nas primeiras camadas de tecido bioldgico (DALL et al., 2009).

A luz LED possibilitou uma alternativa eficaz ao laser, uma vez que pode ser
produzida através de multiplos arranjos em forma de cluster, abrangendo desta forma,
areas maiores, com a mesma poténcia, mas com um menor custo.

O tratamento com LED gera efeitos semelhantes ao LBI. Estudos comprovam
que o tratamento com luz de baixa intensidade (LED ou LBI) quando aplicados em
doses baixas produzem uma melhor resposta quando comparado com a mesma luz em
doses elevadas, e, esses tratamentos apresentam varios resultados benéficos como:
inibicdo da apoptose de células de interesse, melhora na proliferacdo celular
(fibroblastos, queratindcitos, células endoteliais, linfdcitos, entre outros), aumentam a
liberagcdo de fatores de crescimento, modulacdo da atividade de metaloproteinases de
matriz e também a ativacdo de células satélites do musculo esquelético, melhorando a
sua proliferacdo, inibindo sua diferenciacédo e regulando a sintese de proteinas (DALL et
al., 2009; HUANG et al., 2009; FARIA, 2006; ANDRADE et al., 2001).

A foto estimulagdo da luz LED atua sobre as células interferindo na sua
permeabilidade, atua nas mitocéndrias, na sintese de ATP e em proteinas como
colageno e elastina. Age ainda como antimicrobiano e anti-inflamatdrio. A interacdo da
luz no tecido depende da sua absorc¢éo pelas estruturas especificas nas células que séo
conhecidas como cromoforos. Apds a absor¢do da luz pelos cromoforos ocorre uma
alteracdo quimica chamada de biomodulacdo. O efeito da biomodula¢do dependera do
comprimento de onda e consequentemente da quantidade de energia que chega ao
tecido, podendo exercer efeito estimulante ou inibitério (FERRARESI et al., 2016;
HUANG et al., 2009).



Apesar de o tratamento com LED ainda ser pouco estudado, alguns trabalhos ja
mostram algumas vantagens em rela¢do aos tratamentos com laser. No entanto, em
doencas pulmonares ndo existem ainda estudos usando LED como forma de tratamento.
Considerando que a SDRA é uma importante patologia pulmonar com alta mortalidade,
pretendeu-se estudar o efeito do tratamento com LED sobre seu desencadeamento.
Nesse contexto, o estudo proposto pode fornecer subsidios para a compreensdo dos
mecanismos que medeiam a SDRA, bem como permitir uma nova alternativa
terapéutica para esta importante doenga. Contribuimos ainda, para a

compreensdo dos mecanismos operantes do tratamento com LED.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Tendo em vista que a SDRA é uma importante patologia com alta mortalidade e
que o LED é uma ferramenta de tratamento promissora, o presente estudo teve como
objetivo avaliar o efeito do tratamento com LED sobre o desencadeamento da

inflamacdo pulmonar aguda.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Para a avaliacdo do desenvolvimento da inflamacdo pulmonar e a sua
intensidade realizamos a contagem do numero de células recuperadas no lavado
broncoalveolar (LBA), atividade da enzima mieloperoxidase, liberacdo e expressdo
génica de mediadores inflamatorios (IL-1p, IL-6, IL-17A e TNF-a) ¢ antiinflamatérios
(IL-10, e IFN-y) no fluido do LBA e analises histologicas. Ainda, investigamos o efeito
do LED sobre o estado funcional de fagdcitos, sobretudo neutréfilos tais como:

fagocitose e burst oxidativo.

As alteracOes sistémicas foram avaliadas através da contagem do ndmero de
células presentes no sangue periférico e na medula 6ssea. Por fim, considerando que a
inflamacdo aguda pulmonar desencadeada por LPS depende de sua interagdo com TLRs
bem como ativacdo de fatores de transcricdo como NF-kB, nos também avaliamos a

expressdo génica de TLR4 e a translocacdo do NF-kB do citoplasma para o nucleo.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos Balb/c machos adultos (~ 20g) provenientes do
biotério de criacdo da Universidade Nove de Julho, apds aprovacio do Comité de Etica
em Experimentacdo Animal (CEUA — AN0006.2015). Os animais foram mantidos no
biotério de experimentacdo da mesma Universidade sob condi¢cdes controladas de
umidade (50%-60%), luminosidade (12h claro/12 h escuro) e temperatura (22°C -
25°C).

3.2 INDUCAO DA SINDROME DO DESCONFORTO RESPIRATORIO AGUDO
(SDRA) PELA ADMINISTRACAO SISTEMICA DE LIPOPOLISSACARIDEO
(LPS)

Camundongos Balb/c machos adultos (~ 20g) receberam por via intraperitoneal
5mg/kg de LPS (Salmonela abortus equi). A dose escolhida baseou-se em trabalho
anterior (SILVA IBRAHIM et al., 2015) levando em consideracdo que a dose utilizada
é uma dose sub-séptica (CLARK et al., 2015). Ap6s 24 h da administracdo de LPS as
andlises foram realizadas. Os animais foram eutanasiados com anestesia (quetamina+

xilazina 100 e 10 mg/Kg; IP) seguida de exssanguinamento da aorta abdominal.

3.3 TERAPIA COM LED
Os camundongos foram irradiados 2 e 6 horas ap6s a indugdo com LPS na

regido da traqueia e torax e os parametros utilizados foram os seguintes:

Tabela 2. Parametros do tratamento com LED
Comprimento de onda (&) 660 nanometros (nm)
Poténcia 100 miliwatts (mW)
Energia 15 joules (J)
Densidade de energia 5 joules/cm?
Corrente elétrica 148,3 miliamperes (mA)
Area de feixe 2,8cm?
Distancia Contato direto com a pele
Tempo de exposicio 150 segundos (s)
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3.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL
Foram utilizados em nosso estudo 4 grupos experimentais com 5 animais cada
grupo (n=5):
v Grupo Basal: consistiu de camundongos ndo manipulados;
v" Grupo LPS: consistiu de camundongos submetidos a inje¢cdo com LPS;
v Grupo LPS + LED: Consistiu de camundongos submetidos a injecdo com LPS
e tratados com LED;
v Grupo LED: Apenas tratados com LED.

|

Tempo (h): 0 2 6 24
Injecdo Irradiacdo Irradiacdo Analises

deLPS comLED comLED

3.5 CONTAGEM DE CELULAS PRESENTES NO LBA

Decorridas 24 h da administracdo com LPS os animais foram anestesiados com
cetamina e xilasina (100 e 10mg/kg, ip) 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. (1992).

3.6 QUANTIFICACAO DE LEUCOCITOS CIRCULANTES E CELULAS DA
MEDULA OSSEA

A quantificagcdo das células do sangue foi feita em analisador hematoldgico
automatico Mindray BC 2800 VET. Ja a quantificacdo de células da medula 0ssea foi
realizada através da lavagem do canal medular com 2 mL de PBS seguido de
centrifugacdo, ressuspensdo e contagem em camara de Neubauer por microscopia

Optica.
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3.7 QUANTIFICAC}AO DE MEDIADORES INFLAMATORIOS E
ANTIINFLAMATORIOS NO FLUIDO DO LBA

Os mediadores inflamatorios (IL-1pB, IL-6, IL-17A e TNF-a) ¢ antiinflamatorios
(IL-10 e IFN- y) 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 até a analise.

3.8 PCR EM TEMPO REAL PARA DETERMINACAO DA EXPRESSAO DE IL-
1B, IL-6, IL-10, TNF-a E TLR4 EM TECIDO PULMONAR

Para realizacdo da PCR em tempo real foram utilizados fragmentos de pulméo
obtidos dos animais ap0s 0s protocolos mostrados acima. Tais fragmentos foram
colocados em tubos eppendorfs DNAse RNAse free e mantidos em Trizol até a extragdo
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
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 novamente centrifugado (75009, 5 min a 4°C) ap6s a adicdo de 1 ml
de etanol 75%. O sobrenadante foi removido e o pellet ressuspendido em 25 ul de agua
livre de RNAse e DNAse. A sintese de cDNA foi feita através de uma reacdo de
transcricdo reversa a partir do RNA total purificado. Para cada amostra, foram feitas
solucdes contendo 100 pug/ml de RNA total, e a cada 10 ul dessa solucéo foi adicionada
1 ul de oligo (dT)12-18 (50 uM) e 1 pl de &gua livre de RNAse, e incubadas em seguida
por 10 minutos a 70°C. Foram entdo adicionados a cada tubo 4 ul de tampé&o especifico
para a reacdo (5X), 1ul de dNTP (10 uM) e 2 ul de DTT (0,1 M) seguindo-se de
incubacgédo a 42°C. Foi adicionado 1 pul da enzima SuperScript 111 (200 U/ul) por tubo,
seguindo nova incubacdo a 42°C por 50 minutos. A reacdo foi bloqueada por uma
incubacgéo por 15 minutos a 70°C. Para a realizacdo do PCR em tempo real foi utilizado
o kit Tagman Fast Universal Master Mix, também da Applied Biosystems®. Para tanto,
1uL de cada primer especifico para cada citocina e enzima, 4 uL de amostra contendo o

cDNA, 5uL de 4agua e juntamente com 10uL de master mix Tagman® foram colocados
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em placas de 96 pocos seladas. As placas foram levadas ao termociclador Applied
Biosystems 7900HT Fast Real-Time PCR System®.

3.9 ATIVIDADE DE MIELOPEROXIDASE (MPO) PULMONAR

A atividade de mieloperoxidase pulmonar foi quantificada de acordo com
CAVRIANI et al. (2005). Apo6s 24 horas da inducdo a SDRA com LPS, os animais
foram anestesiados, submetidas a laparotomia mediana e dessangrados pela seccdo da
aorta abdominal. A cavidade toracica foi aberta e o leito vascular pulmonar perfundido
com 10 ml de PBS através de uma céanula inserida na artéria pulmonar. O tecido
pulmonar foi pesado e homogeneizado em 1 ml de tampéo fosfato pH 6 contendo 0,5%
de brometo de hexadecil-tri-metil-aménio (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 pl da amostra diretamente em uma placa de 96 pocos. A seguir
foi adicionado 200 pl de tampdo substrato. Decorridos 5 minutos, a reagdo foi
interrompida adicionando 50 pl de azida sédica (1,3 %). A leitura da absorbancia foi

feita em espectrofotdbmetro em comprimento de onda de 450 nm.

3.10 AVALIACAO DE FAGOCITOSE E BURST OXIDATIVO

A avalicdo de fagocitose e burst oxidativo foi feita pela medida de iodeto de
propidio (PI) marcado com Staphylococcus aureus e células fluorescentes com diacetato
de 2,7-diclorofluoresceina (DCFH-DA), respectivamente, como descrito em Lino dos
Santos Franco et al, 2010.

3.11 AVALIACAO DA TRANSLOCACAO DO NF-kB

Para avaliar a translocacao do fator de transcricdo NF-xB do citoplasma para o
nucleo, extratos nucleares de tecido pulmonar foram preparados de acordo com as
instrugdes do fabricante (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI) e a concentragéo de
proteina foi determinada utilizando o método de Bradford. A quantificacdo de NF-«xB
(p65) presente na fragdo nuclear foi realizada por ensaio imunoenzimatico (Cayman
Chemical, Ann Arbor, MI). As leituras das densidades Opticas foram obtidas por leitor

de microplaca (PowerWave X 340; BioTek Instruments, Winooski, VT) e os resultados
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foram expressos como densidade dptica de NF-kB obtida no extrato nuclear pela

concentracdo de proteina presente em cada poco.

3.12 HISTOLOGIA

A analise histoldgica foi realizada a fim de determinar a producdo de muco e o
edema nos pulmdes. Partes do tecido pulmonar foram corados com hematoxilina/
eosina, azul de toluidina e PAS (Acido Periddico de Schiff), para analise de edema e

muco respectivamente. Os dados de pontuacao foram baseados em estudos anteriores.

3.13 ANALISE ESTATISTICA

Os dados das amostras foram submetidos & anélise de varianca (ANOVA) e em
seguida do pos-teste Student Newman-Keuls para comparacdo de todos pares de
colunas. As andlises estatisticas foram conduzidas utilizando GraphPad Software
V.2.01, Graphpadlinstat-TM (1990-1993). Os resultados foram expressos como média +

EPM (erro padrdo da média). VValores de P<0,05 foram considerados significativos.
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4 RESULTADOS

41 TRATAMENTO COM LED REDUZ RECRUTAMENTO DE
NEUTROFILOS PARA O PULMAO EM MODELO EXPERIMENTAL DE
SDRA INDUZIDO POR LPS

A figura 1 (Painel A) mostra que o tratamento com LED reduziu o niumero de
células inflamatorias recuperadas no LBA do grupo tratado (LPS+LED) em relacdo ao
grupo nao tratado (LPS) e ndo apresentou diferencas em relacdo ao grupo basal (B) e
nem em relacdo ao grupo tratado com LED sem inducdo (LED). Ainda, no grupo LPS,
0 namero de células inflamatdrias recuperadas no LBA aumentou em relagdo ao grupo
B. O numero de células inflamatdrias no grupo B ndo apresentou diferencas em relagdo
ao grupo LED.

O painel B mostra a atividade da enzima mieloperoxidase (MPQO). Notamos que
0s animais tratados com o LED (LPS+LED) apresentaram uma reducdo significativa da
atividade de MPO em relacdo ao grupo LPS e ndo diferiram do grupo B. Mostramos
ainda, que a inducdo a SDRA no grupo LPS, resultou no aumento da atividade de MPO
em relacdo ao grupo B. A atividade da MPO no grupo B nédo apresentou diferenca entre

0 grupo LED.
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Figura 1. Papel do LED sobre o recrutamento celular pulmonar em modelo
experimental de SDRA induzido por LPS. Grupos de camundongos foram induzidos
a SDRA através de injecdo IP de LPS e tratados ou ndo com LED 2 e 6 h apos a
inducdo de SDRA. Grupos de camundongos ndo manipulados foram utilizados para a
obtencdo de valores basais. Grupos de camundongos foram apenas tratados com LED
(sem inducdo a SDRA). Apos 24 h da inducdo foi realizado o LBA e os pulmdes foram
removidos para a avaliagdo da atividade de MPO. Os dados representam a media + de 5
animais. *p<0,05 em relacdo ao grupo B; °p<0,05 em relagéo ao grupo LPS.
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42 TRATAMENTO COM LED REDUZ GRANULOCITOS NO SANGUE
PERIFERICO, MAS NAO INTERFERE NO NUMERO DE CELULAS TOTAIS
DA MEDULA OSSEA EM MODELO EXPERIMENTAL DE SDRA INDUZIDOS
POR LPS

A figura 2 (painel A) mostra que a inducdo a SDRA reduziu o numero de células
totais e mononucleares no sangue periférico em relacdo ao grupo B e em relacdo ao
grupo LED. O nimero de granuldcitos aumentou no grupo LPS em relacdo ao grupo B
e LED e o tratamento com LED (LPS+ LED) reverteu este aumento em relagédo ao
grupo LPS. O nimero de células totais, granulécitos e mononucleraes ndo apresentaram
diferencas entre os grupos B e LED.

O painel B mostra que houve diminuicdo significativa no niumero de células
presentes na medula 6ssea dos animais submetidos a SDRA em relagdo ao grupo B e 0
tratamento com LED néo reverteu tal reducdo. O nimero de células presentes na medula

6ssea nao apresentou diferenca entre os grupos B e LED.
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Figura 2. Papel do LED sobre o processo de mobilizacdo celular em diferentes
compartimentos: sangue periférico (A) e medula o6ssea (B) em  modelo
experimental de SDRA induzido por LPS. Grupos de camundongos foram induzidos
a SDRA através de injecdo IP de LPS e tratados ou ndo com LED 2 e 6 h apés a
inducdo. Grupos de camundongos ndo manipulados foram utilizados para a obtencéo de
valores basais. Grupos de camundongos foram apenas tratados com LED (sem inducéo
a SDRA). Apo6s 24 h da indugdo de SDRA foi realizada a contagem de células. Os
dados representam a média + de 5 animais. *p<0,05 em relacdo ao grupo B; °p<0,05 em
relacdo ao grupo LPS.
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43 TRATAMENTO COM LED INTERFERE NA LIBERACAO DE
MEDIADORES PRO-INFLAMATORIOS E ANTI-INFLAMATORIOS NO
FLUIDO DO LBA EM MODELO EXPERIMENTAL DE SDRA INDUZIDOS
POR LPS

A figura 3 (Painel A) mostra que o grupo LPS apresentou aumento significativo
dos niveis de IL-1p em relagao ao grupo B e o tratamento com LED reduziu a liberagao
de IL- 1B no fluido do LBA do grupo LPS+LED em relacdo ao grupo LPS.

No painel B observamos que a IL-6 aumentou tanto no grupo LPS como no
grupo LPS+LED em relagéo ao grupo B.

Como pode ser observado no painel C os niveis de TNF-o aumentaram no grupo
LPS em relacdo ao grupo B, enquanto no grupo LPS+LED foi observado uma
diminuicdo em seus niveis, em relacdo ao grupo LPS.

O painel D mostra que os niveis de IL-17A encontram-se aumentados no grupo
LPS em relagdo ao grupo B e reduzidos no grupo LPS+LED, em relacéo ao grupo LPS.

O painel E mostra que ndo houve diferenca nos niveis de IL-10 entre 0s grupos
analisados.

O painel F mostra que os niveis de IFN-y aumentaram significativamente no
grupo LPS em relacdo ao grupo B. Ainda, podemos notar que o tratamento com LED
causou um aumento adicional na liberagdo de IFN- y no grupo tratado (LPS+LED) tanto
em relacdo ao grupo ndo tratado (LPS) quanto em relacdo ao grupo basal.

Nos resultados das andlises de citocinas, tanto anti-inflamatorias, quanto pro-

inflamatorias ndo houve diferenca entre os grupos B e LED.
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Figura 3. Papel do LED sobre a liberacdo de citocinas pré-inflamatérias: IL-1,
IL-6, IL-17A e TNF-a, e citocinas anti-inflamatorias: 1L-10 e IFN-y em fluido do
LBA em modelo experimental de SDRA induzido por LPS. Grupos de camundongos
foram induzidos a SDRA atraves de injecdo IP de LPS e tratados ou ndo com LED 2 e 6
h apo6s a indugdo. Grupos de camundongos ndo manipulados foram utilizados para a
obtencdo de valores basais. Grupos de camundongos foram apenas tratados com LED
(sem indugdo a SDRA). Apds 24 h da inducdo o LBA foi realizado e o sobrenadante
recolhido para as anélises das citocinas. Os dados representam a média + de 5 animais.
*p<0,05 em relagdo ao grupo B; °p<0,05 em relag&o ao grupo LPS.
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44 TRATAMENTO COM LED INTERFERE NA EXPRESSAO DE
MEDIADORES PRO-INFLAMATORIOS E ANTI-INFLAMATORIOS NO
TECIDO PULMONAR EM MODELO EXPERIMENTAL DE SDRA
INDUZIDOS POR LPS

A figura 4 (Painel A) mostra que a expressdo de IL-1p no grupo LPS foi
aumentada em relacé@o ao grupo B e o tratamento com LED ndo reverteu esse aumento,
apresentando valores bem proximos ao grupo LPS e um aumento significativo em
relacdo ao grupo B.

O painel B mostra que ndo houve diferenca na expresséo de IL-17A nos grupos
analisados.

Como pode ser observado no painel C, a expressao de IL-10 no grupo LPS+LED
aumentou significativamente em relagéo a todos os grupos de estudo.

O painel D mostra que a expressdo de IFN-y aumentou significativamente no
grupo LPS+LED tanto em relacdo ao grupo B, quanto ao grupo LPS.

No painel E vemos que a expressdo de TLR4 foi aumentada no grupo LPS em
relacdo ao grupo B e que essa situagdo ndo foi revertida pelo tratamento com LED
(grupo LPS+LED) pois 0 mesmo também apresenta um aumento na expressao de TRL4
em relacdo ao grupo B.

Para todos os resultados da expressdo génica de mediadores anti-inflamatérios e

pré-inflamatorios ndo houve diferenca entre os grupos B e LED.
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Figura 4. Papel do LED na expressdo de IL-1p e IL-17A, IL-10 e IFN-y e TLR4 no
tecido pulmonar em modelo experimental de SDRA induzido por LPS. Grupos de
camundongos foram induzidos a SDRA através de injecdo IP de LPS e tratados ou nédo
com LED 2 e 6 h ap6s a indugdo. Grupos de camundongos ndo manipulados foram
utilizados para a obtencdo de valores basais. Grupos de camundongos foram apenas
tratados com LED (sem inducdo a SDRA). Apos 24 h da inducdo o pulméo foi retirado
para as analises de PCR em tempo real. Os dados representam a média + de 5 animais.
*p<0,05 em relagdo ao grupo B; °p<0,05 em relagdo ao grupo LPS.
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45 TRATAMENTO COM LED REDUZ O BURST OXIDATIVO NAS
CELULAS RECUPERADAS NO LBA EM MODELO EXPERIMENTAL DE
SDRA INDUZIDO POR LPS

A figura 5 mostra que o burst oxidativo aumentou no grupo LPS em relagdo ao
grupo B, e tal efeito foi revertido ap6s tratamento com LED (LPS+LED). A partir desta
andlise os dados do grupo LED (apenas induzido) ndo foram utilizados, pois ap6s a
realizacdo do teste T os dados ndo apresentavam diferencas significantes em relacdo ao
grupo B.

2000 T

1500 A

1000 o

500 A

BurstOxidativo Basal (IFM)

BASAL LPS LPS +LED

Figura 5. Papel do LED sobre o burst oxidativo nas células recuperadas no LBA
em modelo experimental de SDRA induzido por LPS. Grupos de camundongos
foram induzidos a SDRA atraveés de injecao IP de LPS e tratados ou ndo com LED 2 e 6
h apo6s a indugdo. Grupos de camundongos ndo manipulados foram utilizados para a
obtencdo de valores basais. Ap6s 24 h da inducdo o LBA foi recolhido para as anélises
de burst oxidativo. Os dados representam a média + de 5 animais. *p<0,05 em relagéo
ao grupo B; %p<0,05 em relagdo ao grupo LPS.
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46 TRATAMENTO COM LED NAO INTERFERE NA FAGOCITOSE DE
CELULAS TOTAIS RECUPERADAS NO LBA EM MODELO
EXPERIMENTAL DE SDRA INDUZIDO POR LPS

A figura 6 (painéis A e B) mostra que ndo houve diferencas entre os grupos de
estudo em relacdo a intensidade de fluorescéncia bem como na porcentagem de células

que realizam fagocitose respectivamente.

A
2500 -
2000
s
[V
= 1500
(5] —l—
2
°
S 1000 -
o
[3+1
[V
500 -
0
BASAL LPS LPS+LED
B
60 -
S 40 -
[<5)
(%]
°
S 1
< _
& 20

BASAL LPS LPS +LED

Figura 6. Papel do LED sobre a fagocitose nas células recuperadas no LBA em
modelo experimental de SDRA induzido por LPS. Grupos de camundongos foram
induzidos a SDRA atraves de inje¢do IP de LPS e tratados ou ndo com LED 2 e 6 h
apos a inducdo. Grupos de camundongos ndo manipulados foram utilizados para a
obtencédo de valores basais. Apos 24 h da inducéo o LBA foi recolhido para as analises
de fagocitose. Os dados representam a média = de 5 animais.
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4.7 TRATAMENTO COM LED NAO INTERFERE NA TRANSLOCACAO DO
NF-kB NO TECIDO PULMONAR EM MODELO EXPERIMENTAL DE SDRA
INDUZIDOS POR LPS

A figura 7 mostra que a translocacdo do NF-kB aumentou no grupo LPS em

relacdo ao grupo B e tal efeito ndo foi revertido com o tratamento com o LED

translocagdo continua aumentada no grupo tratado (LPS+LED).
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Figura 7. Papel do LED sobre a translocagdo do NF-kB no tecido pulmonar em
modelo experimental de SDRA induzido por LPS. Grupos de camundongos foram
induzidos a SDRA atraves de inje¢do IP de LPS e tratados ou ndo com LED 2 e 6 h
apos a inducdo. Grupos de camundongos ndo manipulados foram utilizados para a
obtencéo de valores basais. Apds 24 h o pulmao foi retirado para as analises do NF-kB.
Os dados representam a média + de 5 animais. *p<0,05 em relagéo ao grupo B.
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4.8 TRATAMENTO COM LED REDUZ INFILTRADO LEUCOCITARIO, MAS
NAO INTERFERE NO ACUMULO DE MUCO NO TECIDO PULMONAR EM
MODELO EXPERIMENTAL DE SDRA INDUZIDO POR LPS

Na figura 8, os painéis A e B representam o grupo Basal evidenciado pelo tecido
intersticial normal e auséncia de infiltrado celular, presenca de células do epitélio
bréonquico sem acumulo de muco. No entanto, os painéis C e D representam 0 grupo
LPS e como pode ser observado, encontramos um intenso infiltrado leucocitario na
regido perivascular e peribronquica (seta) bem como intenso acimulo de muco no
epitéio brénquico (cabeca da seta). J& nos painéis E e F observamos o grupo tratado com
LED caracterizado por significativa reducdo do infiltrado leucocitario na regido

perivascular (seta) e discreta reducdo do acumulo de muco no epitélio brénquico.
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Figura 8. Papel do LED sobre o tecido pulmonar em modelo experimental de
SDRA induzido por LPS. Grupos de camundongos foram induzidos a SDRA através
de injecdo IP de LPS e tratados ou ndo com LED 2 e 6 h apds a inducdo. Grupos de
camundongos ndo manipulados foram utilizados para a obten¢do denb valores basais.
Apo6s 24 h da indugdo parte do pulméo foi recolhido para as analises histologicas.
Coloracéo: (A, C e E) Hematoxilina e eosina, (B, D e F) PAS.
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4 DISCUSSAO

A sepse grave ou o choque séptico sdo problemas de salde que afetam milhdes

de pacientes em todo mundo a cada ano. A resposta excessiva a patdgenos infecciosos
por mediadores inflamatorios esta implicada na patogénese e na alta mortalidade de
pacientes em choque séptico. A SDRA ¢é uma das complicacdes mais devastadoras da
sepse e do choque séptico (KIM e HONG, 2016). As células imunes inatas,
principalmente os neutrdfilos, sdo rapidamente recrutadas para os alvéolos pulmonares
em resposta a lesdo ou produtos bacterianos, tais como o lipopolissacarideo (LPS).
Estes neutrofilos contribuem para a lesdo alveolar através da secrecdo de oxidantes e
proteases no epitélio alveolar e no endotélio (LI et al., 2015).

Nosso modelo de inflamagdo pulmonar aguda foi realizado de acordo com
BRIGHAM e MEYRICK (1986) e WANG et al. (2014). O sucesso deste modelo foi
avaliado 24h ap6s a inducdo sistémica de LPS através de varios parametros
inflamatorios.

Dada a gravidade e a alta mortalidade da SDRA, faz se necessario a busca por
novos alvos terapéuticos ou alternativas de tratamentos que apresentem maior
eficiéncia, com menor custo e menores efeitos colaterais. Nesse sentido, o tratamento
com fotobiomodulagdo tem se mostrado promissor para diversas patologias nas quais o
processo inflamatério é o principal pilar. Assim, resolvemos avaliar se o tratamento
com fototerapia poderia auxiliar no controle do desenvolvimento da SDRA,
apresentando resultados mais eficientes do que os tratamentos convencionais.

Nossos resultados mostraram que o tratamento com LED foi eficiente e reverteu
totalmente a inflamacdo pulmonar induzida pelo LPS. A abordagem de tratamento
utilizada neste estudo visou interferir num processo inflamatério em andamento, uma
vez que o LED foi aplicado 2 e 6 horas ap6s a administracdo de LPS. Este estudo parece
promissor e abre possibilidades de uso em UTIs, ja que apresenta baixo custo, facil
aplicagéo e isento de efeitos colaterais.

Como previamente estabelecido, a SDRA se desenvolve apés lesdo e ruptura na
barreira do alvéolo com lesdo persistente do epitélio alveolar, ocorrendo entdo uma série
de eventos, incluindo a ativacdo do sistema de coagulacdo e a producdo de citocinas
pro-inflamatorias e quimiocinas que conduzem um influxo de neutrofilos, mondcitos/

macrofagos e linfdcitos para o local da lesdo (BURNHAM et al., 2014).
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Reconhecendo o importante papel dos neutréfilos no desenvolvimento da
SDRA, avaliamos a atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) pulmonar, que é usada
como um biomarcador indireto da presenca e a ativacdo de neutréfilos no pulméo.
Como esperado, a administracdo de LPS induziu aumento significativo na atividade de
MPO mostrando importante papel dos neutrofilos no desenvolvimento da SDRA.

Corroborando com nossos resultados da migracdo de células para o espaco
alveolar, o tratamento com LED também reduziu significativamente a atividade da
MPO. Esses dados reforcam a efetividade do tratamento em reduzir a inflamacao
pulmonar neutrofilica. De fato, a fotobiomodulacdo vem apresentando bons resultados
em relacdo a sua utilizacdo para tratamento de doencas pulmonares. LIMA et al. (2014)
comprovou que o laser de baixa intensidade atenua a atividade da enzima MPO bem
como a liberacdo de mediadores inflamatdrios ap6s processo de isquemia e reperfusao
intestinal, a qual € uma das causas da SDRA.

Considerando que o processo inflamatério é multimediado e que seu
desenvolvimento depende da mobilizagdo das células de seus compartimentos de
reservas, investigamos a dinamica de mobilizacdo celular apos tratamento com LED.
Nosso objetivo foi entender o mecanismo pelo qual o tratamento com LED reduz a
migracdo de neutrofilos para o pulméo. Nesse sentido, é importante considerar que o
tratamento com LED foi local, ou seja, os animais foram irradiados diretamente no
aparelho respiratério pelo contato com a pele. Entretanto, buscamos avaliar se
alteracdes sistémicas também aconteceram apds o tratamento.

Uma vez que durante o processo inflamatério ha saida das células dos
compartimentos de reserva para o foco de lesdo, nossos resultados podem sugerir que a
reducdo nas células presentes na medula déssea € um reflexo do processo de
recrutamento. No entanto, pudemos observar que o tratamento com LED néo foi capaz
de alterar o reduzido niumero de células na medula apesar de causar menor influxo de
células no pulmdo. Ainda, notamos reducdo no numero de neutrofilos presentes no
sangue periférico. E razoavel considerar que os tempos de anélises foram 0s mesmos e
eventualmente isso possa ter atrapalhado a visualizacdo de alteragdes tanto na medula
guanto no sangue apods o tratamento que podem ter ocorrido num periodo que nédo foi
analisado. De fato, apesar de ndo termos estatisticamente diferencas nas células da
medula, mas nosso resultado mostra uma tendéncia a um aumento o que denota uma

reducdo da saida destas células da medula.
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Sabe-se que o processo de migragdo celular é controlado por diversos fatores
entre eles por citocinas inflamatorias e anti-inflamatdrias. Na tentativa de compreender
0 mecanismo de acdo do LED sobre a migracdo de células para o pulmdo, fomos
investigar a liberacéo de citocinas pré e anti-inflamatdrias no sobrenadante do LBA. O
presente estudo demonstrou que o tratamento com LED reduziu a liberacdo de
importantes citocinas pro-inflamatérias como a IL-1p ¢ TNF-a as quais desempenham
papel de destaque no desenvolvimento da SDRA.

Os receptores de reconhecimento padrdo sdo componentes criticos do sistema
imune inato e servem como uma linha primaria de defesa do organismo, esses
receptores reconhecem substancias enddgenas como os PAMPs e iniciam a cascata
inflamatoria, a sinalizacéo e a liberagdo de citocinas pré-inflamatérias como a IL-1B e o
TNF-o (BUTT et al., 2016).

O TNF-o é uma citocina envolvida na adesdo de neutrofilos e sua ativagao,
coagulacdo e formacdo de edema, especialmente durante os eventos de inflamacéo
pulmonar aguda, possuindo entdo alto poder pré-inflamatério e com papel central na
fisiopatologia de SDRA (OLIVEIRA JR. et al., 2014). Isso refor¢a a importancia do
tratamento com o LED ter reduzido os niveis destas citocinas no modelo de SDRA.
Outros estudos com fotobiomodulacdo apresentaram efeitos semelhantes, com a
diminuigdo de IL-1B e TNF-a com a utilizagdo de laser de baixa intensidade (LIMA et
al., 2014; OLIVEIRA JR. et al., 2014).

A interleucina 6 (IL-6) é considerada uma citocina pleiotrdpica, apresentando
um papel central na fisopatologia da SDRA, é um biomarcador de gravidade da doenca,
indicando um mau progndstico e o risco de morte, além de estar associada a doencas
malignas no pulmao (OLIVEIRA JR. Et al., 2014; CHEN et al., 2016; REILLY et al.,
2016). Observamos que no nosso estudo o tratamento com LED ndo foi capaz de
reverter os altos niveis de IL-6. Levando em consideragdo que as outras citocinas pro-
inflamatorias analisadas tiveram uma reducdo significativa, acreditamos que outros
pardmetros do tratamento com LED, como o tempo de exposi¢cdo e duracdo do
tratamento, possam ser modificados futuramente (em outros estudos), a fim de se obter
melhores resultados que possam impactar na diminuicdo de IL-6.

Por outro lado, a IL-17A € uma citocina produzida principalmente por células
TCD4 ativadas, que estimulam a secrecdo de IL-6 e IL-8 por fibroblastos humanos, e
tem um papel importante na protecdo de organismos contra bactérias e fungos, devido a
sua capacidade de recrutar neutréfilos (NORMANTON e MARTI, 2013). Alem da
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capacidade de recrutar neutréfilos, a IL-17A aumenta a permeabilidade do epitélio
alveolar, favorecendo o extravasamento de plasma para os espacos alveolares, que, em
conjunto com a eliminagdo do fluido alveolar danificado, leva ao edema alveolar
(BURNHAM et al., 2014; LI et al., 2015). O presente estudo mostrou que o tratamento
com LED reduziu os niveis de IL-17A, reforcando o papel anti-inflamatério do LED.
Ainda, podemos inferir que tal reducdo possa ser uma das responsaveis pelo menor
recrutamento de neutréfilos.

Em relacdo as citocinas antiinflamatorias o nosso estudo ndo identificou
diferenca nos niveis de IL-10 entre os grupos analisados. Em contrapartida, estudo
clinico realizado por LIU (2015) mostrou reducéo nos niveis de IL-10 em pacientes com
SDRA. Por fim, quantificamos outra importante citocina anti-inflamatéria, o IFN-y.
Nossos resultados mostraram que o tratamento com LED aumentou a liberagdo desta
citocina. E digno de nota que tanto a IL-10 quanto o IFN- y sdo importantes citocinas
anti-inflamatorias que regulam o influxo celular por modulacdo das moléculas de
adesdo.

A andlise da expressdo génica das citocinas pro-inflamatérias nos mostra que
houve um aumento na expressdo de IL-1B no grupo LPS e esse aumento ndo foi
revertido pelo tratamento com o LED, porém na quantificacdo por ELISA apresentou
uma reducdo significante. A expressao da citocina IL-17A ndo apresentou diferencas
entre 0s grupos analisados, porém, se comparado com o método ELISA houve uma
importante reducdo na quantidade desta citocina.

No caso da expressdo génica das citocinas anti-inflamatorias houve um aumento
significante na expressdo de IL-10, apesar de ndo ter apresentado diferencas na
quantificacdo pelo ELISA. Essa diferenca pode ter ocorrido pela falta de intervalo de
tempo entre as analises e pode ndo ter havido tempo suficiente para a efetiva producédo
desta citocina, deste modo vemos a necessidade de novos estudos com anélises em
tempos diferenciados. O tratamento com LED aumentou significativamente a expressao
de IFN- y tanto em relagdo ao grupo LPS quanto em relagdo ao grupo Basal, e esse
aumento foi confirmada pelo método ELISA. Dessa forma podemos reforcar o efeito
anti-inflamatorio do LED.

A expressao de TLR4 foi aumentada no grupo LPS e apesar de nédo ter havido
diferenca significante, vemos uma tendéncia a diminuigcdo na expressdo de TLR4 no
grupo tratado (LPS+LED).
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Os neutrofilos sdo profissionais no sistema de defesa, eles migram para o local
da infecgéo, onde eles ingerem os microorganismos atraves da fagocitose. Para matar o
microorganismo o neutrofilo inicia o burst oxidativo com a consequente formacdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) (SIMONS et al., 2005). Embora a producdo de
oxidantes seja crucial na luta contra organismos infecciosos, as espécies reativas de
oxigénio também podem exacerbar o processo inflamatério e causar danos no tecido
através do estresse oxidativo, entdo o controle da producdo das ROS é muito importante
(ZHAO and BOKOCH, 2005). O burst oxidativo no grupo tratado foi reduzido
significativamente em relacdo ao grupo LPS mostrando efeitos protetores do LED
contra geracdo de estresse oxidativo. Por outro lado, estudos do nosso grupo com Laser
de baixa intensidade num modelo de inflamagdo pulmonar induzido por poluente,
mostrou efeito antagonico do laser sobre o burst oxidativo. SILVA MACEDO et al.
(2016) mostraram que o tratamento com LBI aumentou o burst oxidativo pelas células
do LBA.

Para a anélise da fagocitose foram utilizados dois pardmetros, a intensidade de
fluorescéncia (painel A) e a porcentagem de células fagocitarias (painel B). Apesar de 0
burst oxidativo estar reduzido, a fagocitose nao foi alterada nos grupos analisados, o que
pode ser até benéfico, pois o tratamento com o LED ndo alterou um importante
mecanismo de defesa do organismo contra patdgenos.

Vaérios estudos revelam que a ativacdo de NF-kB que ocorre na SDRA pode
causar a expressdo de varios genes pré-inflamatdrios como citocinas, moléculas de
adesdo, enzimas e quimiocinas, desempenhando um papel importante na resposta
inflamatdria, no estresse oxidativo, apoptose e outros processos patoldgicos. Além disso
0 TNF-a, IL-1p e IL-8, entre outras citocinas pro-inflamatorias podem ativar o NF-kB
em excesso no tecido pulmonar, fazendo com que a regulacdo de feedback positivo e
negativo da ativacdo do NF-kB fique fora de equilibrio (KAWAI et al., 1999; DENG et
al., 2000; WANG et al., 2014). Além disso, o NF-kB exibe uma funcédo reguladora de
apoptose em células polimorfonucleares no tecido pulmonar e inibe a apoptose dessas
mesmas celulas apos sua ativacdo (WANG et al., 2014). Apesar de o tratamento com
LED néo reduzir a translocacdo do NF-kB em relacdo ao grupo LPS, podemos levantar
a hipotese de gue o tratamento com o LED estimulou o NF-kB a induzir a apoptose de
neutrofilos no nosso modelo, ja que o nimero de neutrofilos apresentou-se reduzido na

analise de células recuperadas no LBA e também uma importante reducdo na atividade
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da MPO. Essa hipoOtese pode ser confirmada através de analises de apoptose, que
poderdo ser realizadas futuramente.

A fisiopatologia da SDRA consiste em lesdo endotelial pulmonar, aumento da
permeabilidade vascular e passagem de fluidos ricos em proteinas, células e
macromoléculas, lesdo da barreira epitelial ativando uma profunda resposta inflamatoria
e secrecdo de citocinas pré-inflamatorias e outros mediadores, com a subsequente
ativacdo de neutrofilos e sua passagem para os espacos alveolares, aumentando o dano
inicial e formagdo de edema (ESTENSSORO and DUBIN, 2016). Na andlise
histologica observamos um intenso infiltrado leucocitario na regido perivascular e
peribrénquica bem como acumulo de muco no epitélio brénquico apds administracao de
LPS. Mais uma vez, notamos que o tratamento com o LED reduziu o infiltrado
leucocitério, dado que corrobora com as andlises anteriores, porém, em relacdo ao
acumulo de muco a reducdo ndo foi significativa. Provavelmente, os efeitos benéficos
de LED sobre esses parametros devem precisar de mais tempo para poder ser
evidenciados.

Assim, nosso estudo abre possibilidades de uma nova terapia para o tratamento
da ARDS, uma patologia tdo séria e que acomete tantas pessoas; caracterizada por alto
indice de mortalidade. A fotobiomodulagdo nesse cenario adquire relevancia nao apenas
pelos seus resultados promissores, mas também por ser uma terapia ndo invasiva e pelo

seu baixo custo.
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6 CONCLUSAO

Tomados em conjunto, nossos dados mostram que o tratamento com LED
reduziu a inflamacgéo pulmonar aguda, por diminuir ndo apenas o nimero de neutréfilos,
mas também sua ativagdo. Tais efeitos foram modulados pela diminui¢do de IL-1p, IL-
17A e TNF-a, pelo aumento de IFN- y e expressio de IL-10, concomitante com a
diminuicao do burst oxidativo.

Muitos estudos vém sendo realizados utilizando o tratamento com LED em
doengas de carater inflamatdrio, mas com abordagem de terapia para SDRA é pioneiro.
Assim, apesar de 0s resultados serem promissores, mais estudos sdo necessarios para a
compreensdo dos mecanismos envolvidos bem como da dosimetria, a fim de que

futuramente possa ter uma aplicacéo na clinica.
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10 ANEXOS

- Termos de aprovacao do uso de animais pelo COEP e/ou CEUA.
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Protocolo de Pesquisa referente ao Projeto n°AN0006/2015

Titulo do Projeto: Avaliagao dos efeitos da LED terapia em modelo experimental de sindrome da angustia respiratoria

aguda.
Orientador: Adriana Lino dos Santos Franco

Objetivos:
Tendo em vista que a sindrome do desconforto respiratério agudo é uma importante patologia com alta mortaiidade e que &
LED terapia é uma ferramenta de tratamento promissora, o presente projeto tera como objetivo avaliar o efeito da terapia
com LED sobre o desencadeamento de inflamagéo pulmonar aguda. Para isso serdo investigados os parametros abaixo:
s O desenvolvimento de inflamagao pulmonar aguda sera avaliada através da contagem do nimero de células
recuperadas no lavado broncoalveolar (LBA) e liberago e expresséo génica de mediadores inflamatorios (IL-18, IL-
6, TNF-a) e antiinflamatorios (IL-10, IFN) no fluido do LBA e tecido pulmonar respectivamente;
o Alteracdes sistémicas serdo avaliadas através da contagem do nimero de células presentes no sangue periférico e
na medula 6ssea;
» Avaliagéo de fagocitose e burst oxidativo;
» Determinagéo da transiocagio do NFKB e avaliagdo da expresséo de TLR4.

Método: :
Indugio da sindrome do desconforto respiratério agudo (SDRA) pela administragdo sistémica de lipopolissacarideo

41

(LPS): Camundongos Balb/c machos adultos (~20g) provenientes do biotério de criago da Universidade Nove de Jutho

receberdo por via intraperitoneal 5mg/kg de LPS (Saimonela abortus equi). A dose escolhida basecu-se em trabalho anterior
(Ibrahim et al., 2015 artigo submetido) levando em considerago que a dose usada é sub-séptica (Clark et al. 2014). Apbs
24 h da administracdo de LPS as analises serdo realizadas. Os animais serfo eutanasiados com anestesia {quetaminar
xilazina 100 and 10 mg/Kg; ip) seguida de exssanguinamento da aorta abdominal.

Terapia com LED: Os camundongos seréo irradiados com LED (comprimento de onda de 680 nm) 1 h e 5 apbs a injegéo
com LPS em trés regides: uma abaixo da traqueia, em cada lobo pulmonar (direito e esquerdo), irradiando uma area de 0.785
cm?, com um tempo de 60s em cada ponto, totalizando 180s de exposigéo.

Contagem de células presentes no LBA: Decorridas 24 h da injeg&o com LPS os animais seréo anestesiados com cetamina
e xilasina (100 e 10mglkg, ip) e as células (mononucleares e polimorfonucleares) presentes no espago broncoalveolar seréo
obtidas pela técnica de lavado broncoalveolar {(LBA).

Delineamento experimental;

Usaremos em nosso estudo 4 grupos experimentais:

Grupo Basal: consistira de camundongos ndo manipulados

Grupo LPS: consistira de camundongos submetidos a injegao com LPS

Grupo LPS + LED: Consistira de camundongos submetidos a injegéo com LPS e tratados com LED

Grupo LED: Consistira de camundongos tratados com LED

Numero de animais utilizados para os experimentos: (n=6 por grupo, portanto como sao 04 grupos n=24 para cada tipo de
analise a seguir especificada).

24 animais: Analisaremos as células migradas para o pulméo através da técnica de LBA, avaliagéo do nimero de células no
sangue, medula 6ssea, atividade de mieloperoxidase e coletaremos o pulméo para quantificagao citocinas e TLR4 por PCR.
24 animais: Com estes grupos faremos avaliaggo do Burst oxidativo, fagocitose e translocagdo de NF-kB. Desde modo
pretendemos utilizar um total de 48 animais num periodo de 2 anos.

Animais (procedéncia, raca, linhagem, niimero de animais, peso, sexo)
Camundongo da espécie Mus musculus linhagem Balb/c, 48 animais. 20g do sexo masculino.

Condi¢des de alojamento e nufrigdo.

o Alimentagao ragdo ad fibitum

o Fonte de agua ragéo ad libitum :
o Lotagao - Niimero de animais/area 05 animais v e v o
o Exaustdo do ar: sim Bopme 5,

o Temperatura ambiente 22°C
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Medidas para evitar estresse e/ou dor nos animais
Né&o havera

Procedimento Anestésico e/ou Analgésico (incluir dose e vias de administragéo)

Farmaco Cetamina |
Dose (Ul ou mglkg) 100 mgrkg
Via de administragdo Ip
Féarmaco Xilasina
Dose (Ul ou mg/kg) 10 mglkg
Via de administragge Ip
Eutanasia ,
Descricdo Anestesia seguida de exssanguinagéo pela a. aorta abdominal
Substancie, dose, via Xilazina/Cetamina, 10mg/m! - 100mg/ml, i.p.

Pertinéncia e valor cientifico do estudo proposto

A relevancia do estudo reside no fato de a SDRA ser uma patologia importante com alta mortalidade e a LED terapia
ser uma alternativa promissora como coadjuvante ne tratamento de doengas inflamatdrias no trato respiratorio, néo invasiva
e com baixo custo. No entanto, seus mecanismos sdo pouco conhecidos necessitando ser explorados. Por isso, estudos que
visam a compreensdo da sinalizagao celular desencadeada pela LED terapia adquirem relevancia.

Data de Inicio: 01/05/2015
Data de Término: 01/05/2017

Apresentado é este Comité para analise ética, foi considerado:

{X) Aprovado, sendo que este projeto devera permanecer arquivado por 05 (cinco) anos nesta Secretaria.

() Com pendéncia (relacionar), devendo o Pesquisador encaminhar as modificages sugeridas, e iniciar a coleta de dados
somente apos a aprovagdo do projeto por este Comité.

{ ) Nao-Aprovado

Comentarios:

- O investigador deve manipular com atengao o LPS no momento da diluiéo, utilizando EPI e capela de fluxc laminar.

- Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar ao CEUA-UNINOVE, o relatdrio final sobre a pesquisa (Lei Procedimentos para
o Uso Cientifico de Animais - Lei N° 11.794 -8 de outubro de 2008).

Séo Paulo, 14 de abril de 2015.

; /
Prof. Dra. Katia De Angelis ’

Coordenadora do Comité de Etica no Uso de Animais
Universidade Nove de Jutho
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Titulo do Projeto:. Avaliagio dos efeitos da LED terapia em madelo expe:riménta! de Sindrome da Angdstia
Respiratéria Aguda. ?

[Orientador: Adriania Lino dos Santos Franco

Parecer ao Adendo

A CEUA da UNINOVE em reunifio ordindria no dia 16 de margo de 2016, APROVADOC o
ADENDO - 01 do Projeto ‘AN 00006.2015 que solicitou 50 animais adicionais, porque no
desenvolvimento do projeto surgiram perguntas que necessitavam de novas avaliagies que
envolvem outras metodologias. Os animais serdo divididos para as seguintes avaliagdes: 25 animais
para andlises de reatividade das vias aéreas (este estudo complementa a avaliacéo de inflamagéo
pulmonar) e 25 animais para avaliagéo de citometria de fluxo. Estes experimentos ndo podem ser
feitos simultaneamente dai a hecessida_de de 25 animais para cada experimento.

Séio Palo, 16 de margo de 2016,

I oan
Prof. Dra. Karin Marie van der Héijden
Vice-Coordenadora do Comit de Etica no Uso de Animais
X Universidade Nove de Julho
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