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RESUMO

A asma é uma doenca inflamatdria pulmonar crénica caracterizada por broncoconstricao,
aumento do numero de ceélulas inflamatérias no espaco aéreo (eosindfilos, mastdcitos,
neutrdéfilos, linfécitos entre outras), perda do epitélio brénquico, aumento na secrecdo de muco e
reatividade exacerbada do musculo liso. Considerando que a asma pode apresentar formas mais
graves e resistentes aos tratamentos convencionais, novas terapias sao de grande importancia.
Nesse sentido, as fototerapias, como a de Diodo emissor de luz (LED), tem emergido como
tratamento promissor, de baixo custo e isenta de efeitos colaterais, para diversas doencas com
carater inflamatdrio. Deste modo, nosso objetivo foi investigar os efeitos do tratamento com
LED sobre o desencadeamento de inflamacéo pulmonar de origem alérgica.

Camundongos machos Balb/c foram sensibilizados e desafiados com Ovoalbumina
(OVA) e tratados ou ndo com LED (1 e 4 h ap6s cada desafio com OVA). Apds 24 horas do
ultimo desafio com OVA as analises foram realizadas. N&s priorizamos a contagem do nimero
de células totais e diferenciais no lavado broncoalveolar (LBA), sangue e medula dssea,
determinacdo da producdo de muco, edema, desgranulacdo de mastdcitos e reatividade traqueal.
Ainda, investigamos a liberag&o de citocinas inflamatdrias e anti-inflamatorias.

Nossos resultados mostraram que o tratamento com LED reduziu a infiltracdo de células
para 0 pulmdo observado tanto pelo niumero de células totais quanto diferenciais (macrofagos,
linfocitos e granulocitos). Notamos ainda redugdo no numero de eosinofilos e neutrdfilos no
sangue periférico apos tratamento com LED e recuperagdo no numero de células totais na
medula 6ssea. O tratamento com LED n&o alterou a liberacdo de citocinas inflamatorias, mas
aumentou os niveis de anti-inflamatorias como 1L-10 e IFN-y. Além disso, tratamento com LED
reduziu a desgranulacdo de mastocitos, producdo de muco, edema e resposta contratil da traquéia

mediante estimulo colinérgico.



Em conclusdo, o tratamento com LED reduziu diversos parametros inflamatorios
importantes envolvidos com a piora da asma. Este estudo pode fornecer informacdes importantes
sobre 0s mecanismos do LED no aparelho respiratério e, além disso, abre possibilidade de uma

nova abordagem para o tratamento da asma.

Palavras chaves: Asma; LED terapia; Citocinas; Producdo de muco; Edema; Hiperreatividade

das vias aéreas.



ABSTRACT

Asthma is a chronic inflammatory lung disease characterized by bronchoconstriction,
elevated number of inflammatory cells in the airways such as eosinophils, neutrophils,
lymphocytes, mast cells among others; increased mucus production and hyperresponsiveness.
Considering that asthma may present more severe and resistant characteristics to conventional
treatments, new therapies are of great importance. Phototherapy as Light-emitting diode (LED)
has emerged as a treatment that presents good results for diseases which are characterized by
inflammation. Thus, our objective was to investigate the effects of LED on the development of
allergic lung inflammation.

Male Balb/c mice were or not sensitized and challenged with ovalbumin (OVA) and
treated or not with an LED therapy (1h and 4 h after each OVA challenge). Twenty-four hours
after the last OVA challenge, analyzes were performed. We prioritized to analyze the total and
differential cells present in bronchoalveolar lavage (BAL), blood and bone marrow,
determination of mucus production, oedema, mast cell degranulation, and tracheal
responsiveness. In addition, we investigated the levels of inflammatory and anti-inflammatory
cytokines.

Our results showed that LED treatment in asthmatic mice reduced the lung cell
infiltration to the lung where can be observed by reduced number of both, total and differential
cells (macrophages, lymphocytes and granulocytes). We also noted reduced number of
eosinophils and neutrophils in the blood after LED treatment, and reestablishment of total cells
found in the bone marrow. LED treatment did not alter the levels of inflammatory cytokines, but
increased the levels of anti-inflammatory cytokines such as IL-10 and IFN-gamma. Moreover,
LED treatment reduced mast cells degranulation, mucus production, oedema, and the tracheal

contractile response.



In conclusion, LED therapy reduced several important inflammatory parameters involved
with worsening of asthma. Thus, this study may provide important information about the
mechanisms involved in the LED effects on the respiratory tract, and in addition, it may open the

possibility to a new approach for the treatment of asthma.

Key words: Asthma; LED therapy; Cytokines; Mucus production; Oedema; Airways
hyperresponsiveness.
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1 INTRODUCAO

1.1 ASMA

A asma é uma doenca inflamatoria pulmonar crénica muito comum no mundo, que
afeta parcela significativa da populacdo (7 a 10%), com elevado custo social e econdmico,
estima-se que existam 300 milhGes de pessoas no mundo afetadas por esta doenca, com
prevaléncia em criancas de 13 a 14 anos de idade (GINA, 2014). No Brasil cerca de 200 mil
internacOes hospitalares sdo realizadas por ano apenas no servico publico de salude, gerando
um gasto medio anual de R$ 120 milhdes (GINA, 2014; POLITO, 2005).

A asma é caracterizada por broncoconstricdo, espessamento das paredes das vias
aéreas devido ao aumento do ndmero de células inflamatérias no espacgo aéreo (eosindfilos,
mastocitos, neutrofilos, linfocitos entre outras), perda do epitélio brénquico, aumento na
secrecdo de muco e reatividade exacerbada do musculo liso (GINA, 2014; BICE et al., 2000).
Segundo a Global Initiative For Asthma, os elementos celulares envolvidos causam
hiperreatividade das vias aéreas, levando a episadios recorrentes de sibilos, dispneia, tiragem
intercostal e tosse, mais acentuados pela manha e a noite, estando estes associados a obstrucéo
difusa, variavel ao fluxo aéreo, porém frequentemente reversivel espontaneamente e com
tratamento. Durante o processo inflamatorio mecanismos associados ao reparo e restauracao
da estrutura e funcdo pulmonar sdo desencadeados, admite-se que estes mecanismos sejam
uma resposta protetora e benéfica. Estimulos diversos podem desencadear a hiperreatividade
presente no quadro asmaético, como alérgenos, fumaca de cigarro, poluentes atmosféricos,
farmacos, alteracbes na temperatura ambiental, infecgdes respiratdrias, estimulos
ocupacionais, substancias presentes em alimentos, obesidade, exercicio fisico e estresse; no

entanto, na asma devido ao processo inflamat6rio continuo ou recorrente ocorrem lesdes



18
teciduais com subsequentes modificacdes no aparelho respiratdrio, resultando em reparo
tecidual inadequado denominado de remodelamento das vias aéreas (GINA, 2007).

Avaliando as caracteristicas fisiopatoldgicas da asma é possivel distinguir duas fases, a
imediata e a tardia. A fase imediata ocorre minutos ap0s a exposi¢cdo ao antigeno, é
caracterizada pela obstrucdo das vias aéreas devido a broncoconstricdo, aumento de muco e
edema, 0s quais sdo decorrentes dos efeitos dos mediadores liberados por mastocitos ativados
por antigeno. Mastocitos ativados liberam grande variedade de mediadores inflamatorios tais
como, aminas vasoativas (histamina e serotonina), proteases, espécies reativas derivadas do
oxigénio (EROSs), heparina, interleucinas, citocinas entre outros, 0s quais podem iniciar e/ou
modular a resposta inflamatoria (GALLI et al, 2005; BRADDING, 2003).

A fase tardia da asma ocorre horas apds a exposicdo antigénica, estando associada a
hiperreatividade bronquica e principalmente inflamagdo eosinofilica, é caracterizada pela
presenca de intenso infiltrado celular pulmonar (eosindfilos, neutréfilos, mastocitos e
linfécitos) e estas células ativadas promovem a liberacdo de diversos mediadores, 0s quais
atuando no microambiente pulmonar determinam lesdo epitelial, ativacdo de nervos
sensoriais, secre¢do de muco, hiperreatividade bronquica e remodelamento (HAWORTH &
LEVY, 2007; TALATI ET AL., 2006).

O remodelamento é caracterizado pelo aumento das fibras colagenas acarretando em
maior deposicdo de colageno nas vias aéreas e envolve fibrose subepitelial, hipertrofia e
hiperplasia da célula muscular lisa, inflamacdo das vias aéreas, perda da integridade da
cartilagem, angiogénese, espessamento da membrana basal reticularis, hiperplasia das células
caliciformes epiteliais e também deposicdo de proteinas na matriz extracelular (BURGESS,
2010; DEKKERS et al, 2009). Ainda, células epiteliais liberam diversos mediadores, entre
eles fatores de crescimento, os quais podem contribuir para o remodelamento na asma

(DEKKERS et al, 2009).
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As alteracbes causadas na musculatura lisa das vias aéreas ocasionadas pelo
remodelamento acarretam em reducdo da capacidade de relaxamento das vias aéreas e
aumento da producdo de citocinas e matriz extracelular. Nesse contexto, durante o
remodelamento observado na asma, as células musculares lisas desempenham importante
papel com funcdo imuno-efetora por meio de sua proliferacdo, liberacdo de citocinas,
modulacdo de moléculas de adesdo e interacdo com diversas células inflamatorias (HIRST et
al., 2000).

No processo de desenvolvimento da asma, a crise esta diretamente relacionada ao fator
desencadeante, iniciando o quadro asmatico pela sensibilizacdo apds o contato dos alérgenos
inalados com a mucosa respiratoria, uma vez existido o contato, estes alérgenos retidos no
muco sdo capturados pelas células dendriticas do epitélio bronquico, estas células
reconhecem, processam e apresentam fragmentos destes antigenos aos linfocitos T auxiliares,
estes linfécitos respondem através da liberacdo de citocinas, principalmente interleucinas IL-
3, IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13, caracterizando uma resposta humoral, esta resposta induz a
proliferacdo de linfocitos T helper 2, que liberam IL-4 e outras citocinas (HOLGATE, 1993).

As citocinas liberadas pelos linfécitos T estimulam a producdo de imunoglobulinas
IgE pelos linfécitos B, a proliferacdo de mastdcitos, ativacdo de eosindfilos e aumento da
sobrevida deste. Os mastdcitos presentes na circulacdo apresentam grande afinidade pelos
anticorpos liberados na circulacdo, desta forma, quando ha uma reexposi¢do ao antigeno, este
se liga a IgE nos mastocitos, que liberam mediadores com capacidade de abrir as jungdes
entre as células epiteliais. Pode-se dizer que o antigeno entra na mucosa e ativa mastocitos e
eosinéfilos, que liberam mais mediadores; diretamente ou por reflexos neuronais, estes
mediadores liberados no processo induzem broncoespasmo, aumento da permeabilidade
vascular, aumento da producdo de muco, e recrutamento de células secretoras de mediadores

inflamatdrios (GALLI et al., 2005).
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Outro aspecto importante a ser considerado na asma € a producdo de muco. O aumento
da producédo de muco ocasiona o bloqueio das vias aéreas, contribuindo de forma significativa
para a obstrucao do fluxo de ar e em casos mais severos contribuindo para morte.

Diversos estudos tém possibilitado uma melhor compreenséo sobre a fisiopatologia da
asma. A medida que o conhecimento se acumula, ha também um aumento de possiveis alvos
terapéuticos visando um melhor controle da doenca e qualidade de vida do paciente. Nesse
contexto, terapias que melhorem o desconforto respiratério de pacientes com doencas
respiratérias como a asma, que reduzam os custos despendidos e os efeitos colaterais sdo de

grande importancia.

1.2 LED TERAPIA

A terapia luminosa, devido aos seus beneficios, vem sendo utilizada para o tratamento
de diversas patologias ha milénios. Constitui uma das mais antigas modalidades terapéuticas
(BAROLET, 2008). Endre Mester, médico hungaro da década de 60, avaliou o potencial
carcinogénico do laser (rubi, 694nm) em ratos. O médico através de seu estudo mostrou que o
laser ndo induzia cancer, mas proporcionava o crescimento dos pélos nos animais. Atraves
desta observacdo, Endre foi o pioneiro em demonstrar que a terapia com laser de baixa
intensidade exercia seus efeitos bioldgicos por fotobioestimulacdo. Sequencialmente, diversos
estudos foram realizados a fim de ampliar os conhecimentos acerca dos mecanismos
operantes e efeitos bioldgicos do laser (BAROLET, 2008).

Atualmente a fototerapia emerge como uma terapia alternativa, apresentando bons
resultados para diversas doengas com carater inflamatério, incluindo doencgas pulmonares
como a asma. Dentre as terapias usadas para patologias que acometem o pulméo, alguns

estudos tém demonstrado efeitos promissores do laser de baixa intensidade devido suas agdes



21
anti-inflamatorias e antioxidantes, ao baixo custo e a auséncia de efeitos colaterais
(LANDYSHEV et al., 2002; AIMBIRE et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2014; SILVA et al.,
2014). Outra promissora fototerapia que tem sido pouco estudada é a LED terapia.

LED (light emitting diode) sdo diodos semicondutores de luz que estdo sendo
utilizados na pratica fisioterapéutica para acelerar 0s processos cicatriciais em estudos
experimentais. Estes diodos convertem corrente elétrica em um espectro luminoso estreito e a
energia liberada pelo LED ndo € suficiente para causar danos aos tecidos humanos, nédo
oferecendo assim o0 mesmo risco aos olhos como o oferecido pelo LASER, inclusive a terapia
luminosa por luz visivel e infravermelha ja é considerada de risco insignificante pelo FDA
(BAROLET, 2008). A emissédo de luz LED é monocromatica, ndo coerente e ndo colimada, o
que a difere da luz LASER (ANDRADE et al., 2001). Entretanto, a LED terapia tem se
mostrado tdo eficiente quanto a laser terapia, jA que a coeréncia da luz do LASER néo é
responsavel pelos efeitos da terapia, haja vista que esta propriedade se perde nas primeiras
camadas de tecido biologico (DALL et al., 2009). O LED néo é térmico, nem téxico nem
invasivo, além de ndo apresentar relatos de efeitos colaterais em literatura, 0 que o torna
seguro (BAROLET, 2008).

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 mais poténcia, menos tempo de tratamento e menor custo. E importante
mencionar que o custo de um equipamento de LED é bem menor que de um LASER,
possibilitando assim o acesso ao tratamento de pessoas com baixa condi¢do econdmica.

Um contexto interessante a salientar € o uso do LED pela NASA. Esta agéncia
desenvolveu LEDs para experimentos objetivando o crescimento de plantas no espaco, porém
observaram que a radiacdo luminosa emitida pelo LED foi promissora em tecidos corporais

promovendo a cicatrizacdo de feridas e crescimento tecidual, acelerando de forma impactante
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0 processo de cicatrizacdo de feridas, reduzindo risco de infeccdo e barateando o custo do
tratamento.

Casalechi et al. (2009) demonstraram a efetividade da LED Terapia no processo de
regeneracdo do tenddo de Aquiles através da diminui¢do no nimero de fibroblastos e melhora
na qualidade do remodelamento. Ainda, Al-Watban e Andres (2003) demonstraram que 0s
efeitos do tratamento com LED no processo de cicatrizacdo de queimaduras em ratos nédo
diabéticos foram insignificantes, porém em ratos diabéticos o tratamento foi eficiente. Outro
estudo analisou LED’s com diferentes comprimentos de ondas (azul e vermelho) para o
tratamento de desordem afetiva sazonal e concluiram que o tratamento com LED azul
diminuiu significantemente os escores em relacdo ao LED vermelho (GLICKMAN et al.,
2005). Ainda nessa linha de estudo, Vinck et al. (2005) estudaram a eficacia do LED verde
na proliferacdo e na viabilidade de fibroblastos sob condi¢des hiperglicémicas. Este estudo
concluiu que a irradiacdo com LED verde em fibroblastos, sob condicdes hiperglicémicas,
aumentou a proliferacdo celular. Caetano et al. (2009) mostraram que Ulceras venosas quando
tratadas com LED cicatrizaram mais rapido quando comparado ao grupo controle e ao
placebo. Deste modo, os estudos com LED disponiveis na literatura ainda sao poucos e com
relacdo a doencas pulmonares sdo escassos. Estudo realizado por Wang et al. (2014) mostrou
que o laser de baixa intensidade diminuiu o nimero de células totais e de eosinéfilos no LBA
assim como também reduziu os niveis de IL-4 e aumentou de IFN-y. Foram ainda observados
niveis séricos reduzidos de IgE e recuperacdo do equilibrio no balanco Th1/Th2 apds
tratamento com laser. Nesse estudo os autores compararam os efeitos de um anti-inflamatério

esteroidal (budesonida) com o laser e os achados sugerem efeitos semelhantes de ambos.
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A foto estimulagdo da luz LED atua sobre as células interferindo na sua
permeabilidade, atuando nas mitocondrias, na sintese de ATP e em proteinas como colageno e
elastina. Age ainda como antimicrobiano e anti-inflamatorio. Apesar de a LED terapia ainda
ser pouco estudada, alguns trabalhos ja mostram algumas vantagens em relacéo a laser terapia
tais como custo, maior superficie de abrangéncia impactando em otimizacdo do seu uso,
possibilidade de arranjos na forma de clusters entre outros. No entanto, em doencas
pulmonares nao existem ainda estudos usando a terapia com LED, desta forma, este projeto
apresenta, pela primeira vez, os efeitos benéficos da LED Terapia em modelo experimental de

asma.
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2 OBJETIVOS

Tendo em vista que a asma é uma doenca inflamatoria pulmonar crénica com elevado
custo social, econémico e com significativa interferéncia na qualidade de vida do paciente, o
presente projeto teve como objetivo avaliar o efeito da LED terapia em modelo experimental

de asma.

Para tanto, os seguintes parametros foram investigados:

. NUmero total de células migradas para o espacgo alveolar através da técnica do
Lavado broncoalveolar (LBA), objetivando analise do desenvolvimento da inflamacédo apds
tratamento com LED;

. Numero de macrofagos, linfécitos e granuldcitos através de citometria de
fluxo, objetivando analisar os diferentes tipos celulares presentes no LBA apés LED;

. NUmero de células presentes no sangue periférico e na medula 6ssea visando
compreender se 0 processo de mobilizacdo celular seria influenciado pelo LED;

. Mediadores inflamatorios (IL-4, IL-1p, IL-17, TNF-a) ¢ anti-inflamatérios (IL-
10, IFN- y) através da quantificacdo no sobrenadante do fluido do LBA a fim de investigar os
efeitos do LED sobre a liberacdo destes mediadores;

o Expressdo génica de citocinas IL-4, IL-1p, IL-17, TNF-a, IL-10 e IFN-y no
tecido pulmonar pela técnica de RT-PCR visando avaliar a expressdo génica de mediadores
apos tratamento com LED;

o Avaliacdo histoldgica do infiltrado inflamatorio, producdo de muco, edema e

desgranulagdo mastocitaria apos tratamento com LED.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos Balb/c machos adultos (~ 20g) provenientes do
biotério de criacdo da Universidade Nove de Julho e mantidos no biotério de experimentacao
da mesma Universidade sob condi¢des controladas de umidade (50%-60%), luminosidade
(12h claro/12 h escuro) e temperatura (22°C - 25°C).

O projeto foi aprovado pelo comité de ética em experimentagdo animal da

Universidade Nove de Julho com protocolo n® AN0005/2015, conforme anexo 1.

3.2 INFLAMACAO ALERGICA PULMONAR INDUZIDA POR OVOALBUMINA

(OVA)

Grupos de animais receberam 10 pg de ovoalbumina (OVA, grau II) dissolvidas em
alumen (10 mg) por via subcutanea. Apds 7 dias da sensibilizagdo os animais receberam o
reforgo pela mesma via e no 12° 13° e 14° dia foram bronco provocados com solugdo de
ovoalbumina (1%). As sessOes de inalagdo foram realizadas por 15 min, colocando 5 animais
por sessdo em caixa plastica (20 L) acoplada a um nebulizador ultrassonic (lcel®) com
capacidade de produzir névoa com particulas entre 0,5 a 1,0 p. O periodo total de 14 dias de
sensibilizacdo foi embasado no estudo de Coleman et al. (1983), que descreve que apés a
injecdo intraperitoneal de ovoalbumina emulsionada em alumen, os niveis circulantes de
anticorpos (IgE) aumentam rapidamente entre 7 e 14 dias. Os experimentos foram conduzidos

24 horas ap0s a Ultima broncoprovocacao.



26

3.3 TRATAMENTO COM LED

Os animais foram irradiados com LED (parametros estdo descritos na tabela abaixo) 1
e 4 h apds os desafios com OVA. O aparelho respiratorio foi irradiado por 150 s (1 ponto de

aplicacdo abrangendo a traqueia e os dois lobos pulmonares).

Comprimento | Poténcia | Densidade | Densidade de | Area | Energia | Tempo

de onda de energia poténcia total

660 nm 100mW | 5,3J/cm?® | 33,3mW/cm? | 2,8cm? 15J 150s

3.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Usamos em nosso estudo 4 grupos experimentais:

Grupo Basal: consistiu de grupos de camundongos ndo manipulados para obtencédo de
parametros basais

Grupo OVA: Grupo de camundongos asmaticos

Grupo LED: Grupo de camundongos tratados com LED

Grupo OVA+LED: grupos de camundongos asmaticos tratados com LED
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3.5 CONTAGEM TOTAL E DIFERENCIAL DE CELULAS PRESENTES NO

LAVADO BRONCOALVEOLAR (LBA)

Decorridas 24 h do ultimo desafio com OVA, os animais foram anestesiados com
cetamina e xilasina (100 e 20mg/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). A contagem total de células foi feita em camara
de Neubauer por microscopia Optica.

A contagem diferencial de células foi realizada por citometria de fluxo. Para tanto,
células do lavado broncoalveolar foram incubadas com anticorpos monoclonais de superficie
anti-CD3 FiTC ,anti-CD11b PercP e anti-Ly6G (Becton Dickinson - BD®, East Rutherford,
NJ, EUA) para caracterizacdo fenotipica dos linfécitos, macréfagos e granulécitos
(neutrdfilos e eosinofilos) respectivamente. As células foram incubadas por 20 minutos a 4° C
e apos o periodo de incubacéo, as amostras foram lavadas com PBS contendo 0,01% de BSA
e azida sddica e ressuspendidas em 200 pl do mesmo tampao. As amostras foram analisadas
pelo citdbmetro de fluxo BD Accuri analisadas no software CSampler (Becton Dickinson -

BD®, East Rutherford, NJ, EUA).
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3.6 QUANTIFICACAO DE LEUCOCITOS CIRCULANTES E NA MEDULA OSSEA

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

ressuspensdo e contagem em camara de Neubauer por microscopia éptica.

3.7 QUANTIFICACAO DE MEDIADORES INFLAMATORIOS E ANTI-
INFLAMATORIOS NO SOBRENADANTE DO LBA

Os mediadores inflamatdrios e anti-inflamatorio foram quantificados por ELISA em
amostras de fluido do LBA. Para tanto, foram utilizados Kits Duo Set disponiveis
comercialmente Biolegend. Os ensaios foram conduzidos de acordo com as normas do

fabricante. Os fluidos do LBA foram coletados e armazenados a -80°C até a anélise.

3.8 PCR EM TEMPO REAL PARA DETERMINACAO DA EXPRESSAO DE
CITOCINAS NO PULMAO

Para realizacdo do PCR em tempo real foram utilizados fragmentos de pulmao obtidos dos
animais ap0Os os 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 cloroformio e incubadas por 3 minutos em temperatura
ambiente. Esta solucéo 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 foi adicionado 1 ml de etanol 75% e
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centrifugado (7500g, 5 min a 4°C). 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 reacéo de
transcricdo reversa a partir do RNA total purificado. Para cada amostra, foram feitas solu¢des
contendo 100 pg/ml de RNA total, e 10 ul dessa solugéo foi adicionada de 1 ul de oligo
(dT)12-18 (50 uM) e 1 ul de agua livre de RNAse, sendo incubados em seguida por 10 minutos
a 70°C. Foram entdo adicionados a cada tubo 4 ul de tampao especifico para a reacdo (5X),
1ul de dNTP (10 uM) e 2 ul de DTT (0,1 M) seguindo-se de incubacdo a 42°C. Sera
adicionado 1 pl da enzima SuperScript 11 (200 U/ul) por tubo, seguindo nova incubacdo a
42°C por 50 minutos. A reacéo 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 dgua e juntamente com 10uL
de master mix Tagman® foram colocados em placas de 96 pocos seladas. As placas foram
levadas ao termociclador Applied Biosystems 7900HT Fast Real-Time PCR System®. Estes

experimentos contaram com a colaboracdo do Professor Dr. Niels Olsen Saraiva Camara,

USP.

3.9 QUANTIFICACAO DA PRODUCAO DE MUCO, DESGRANULACAO
MASTOCITARIA E INFILTRADO CELULAR

Apos lavagem do pulmédo com solucdo fixadora ISOTON® o l6bulo maior de cada
pulmao foi separado e mantido em solucéo fixadora de Bouin por 18 h e ap6s a parafinizagédo
e emblocamento o material foi cortado a 5 pm de espessura e corado como descrito em
Reinhard et al. (2005). As seccOes dos pulmdes foram coradas com hematoxilina/eosina

(H&E) para avaliacéo do infiltrado celular, azul de toluidina para avaliagdo de mastocitos e as
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células produtoras de muco foram investigadas pela coloracdo com acido periddico de Schiff
(PAS). Todos os cortes foram examinados, através de andlise cega pelos examinadores,
usando microscéopio Axio Imager Al (Carl Zeiss, Alemanha) com ampliacdes de x 10 e x 40.

Abaixo estdo descritos os escores usados para as avalia¢des histologicas.

Acumulo de muco: 0, ausente; 1, presenca descontinua na superficie epitelial; 2, presenca de
metaplasia de células caliciformes no epitélio brénquico e continua na superficie epitelial; 3
presenca de metaplasia de células caliciformes no epitélio brénquico e uma camada de muco
espesso na superficie epitelial; 4, uma obstrucdo parcial da luz bronquiolar por uma camada
de muco. Edema: 0, ausente; 1, presenca minima de plasma no tecido intersticial; 2,presenca
de grandes quantidades de plasma no tecido intersticial; 3, presenca de plasma e células
vermelhas do sangue no espaco intersticial; 4, abundante presenca de células, de plasma e
glébulos vermelhos no espaco intersticial. Infiltracdo Perivascular: 0, ausente; 1, presenca
de leucdcitos descontinua em torno do vaso sanguineo; 2, presenca de monocamada continua
dos leucdcitos em torno do vaso sanguineo; 3, presenca de leucocitos e camada continua
contendo dois ou trés células de espessura em torno do vaso sanguineo; 4, presenca de
leucdcitos e camada continua que contém mais do que quatro células de espessura em torno
do vaso sanguineo. Infiltracdo peribrénquica: 0, ausente; 1, presenca de leucdcitos
descontinua em torno dos bronquiolos; 2, presenca de monocamada continua dos leucdcitos
em torno dos bronquiolos; 3, presenca de leucdcitos camada continua contendo dois ou trés
celulas de espessura em torno dos bronquiolos; 4, presenca de leucocitos camada continua que
contém mais do que quatro células de espessura em torno dos bronquiolos. A ativacdo de
mastacitos: 0, a presencga de mastdcitos intactos; 1, presenca de 25% de mastdcitos ativados;
2, presenca de 50% de mastocitos ativados; 3, presenca de 75% de mastocitos ativados; 4, na

presenca de 100% de mastocitos ativados.
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3.10 REATIVIDADE TRAQUEAL IN VITRO

Apos a sensibilizacdo e desafio alérgico os animais foram sacrificados por excesso de
anestésico (quetamina+xilasina (100 and 10 mg/Kg) ip) e exsanguinados. A seguir o térax foi
aberto e a traquéia foi removida e montada para registro isométrico de contracdes em cubas

para orgao isolado (15 ml) contendo solucdo de Krebs-Henseleit aerada com 95% e 5% CO2
com a seguinte composicado (mM): NaCl, 115.0; KCl, 4.6; CaClo 2. H20, 2.5; KH2PO4, 1.2;
MgSO4. 7 H20, 2.5; NaHCO3, 25.0 e glicose 11.0.

Os segmentos de traquéia foram expostos a uma carga inicial de 1g de tensdo. Apos a
carga inicial o tecido permaneceu em repouso por um periodo de 40 minutos para a
estabilizacdo. Decorrido esse periodo, a tensao foi reajustada para 1g e a capacidade contratil

foi avaliada pela adi¢io de um agonista colinérgico (metacolina, 10 M).

3.11 ANALISE ESTATISTICA

Os dados das amostras foram submetidos a analise de varianga (ANOVA) seguida de
poOs-teste Student Newman-Keuls para comparacdo de todos pares de colunas. As analises
estatisticas foram conduzidas utilizando GraphPad Software V.2.01, Graphpadinstat-TM
(1990-1993). Os resultados foram expressos como média £+ EPM (erro padrdo da média).

Valores de P<0,05 foram considerados significativos.
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4 RESULTADOS

Dados fornecidos pelo artigo "Light-Emitting Diode treatment ameliorates allergic lung
inflammation in experimental model of asthma induced by ovalbumin™, publicado pela Journal of
Biophotonics, pelos autores e coautores Vanessa Perosino Cardoso Siqueira, Marina Izadora
Silveira Evangelista, Rodrigo Labat Marcos, Ana Paula Ligeiro-de-Oliveira; Christiane

Pavani, Amilcar Sabino Damazo, Adriana Lino-dos-Santos-Franco. (no prelo).
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5 DISCUSSAO

Neste estudo investigamos os efeitos do tratamento com LED sobre parametros
inflamatdrios locais e sistémicos em modelo experimental de asma induzida por ovoalbumina
(OVA). Utilizamos um modelo bem estabelecido da literatura que se caracteriza por um
aumento no namero de células totais e granuldcitos no LBA, liberacdo de citocinas, producao
de muco, edema e hiperreatividade bronquica (MAIELLARO et al., 2014; 2016).

A proposta apresentada nesse estudo contempla uma nova abordagem de tratamento a
base de luz para doencas inflamatorias pulmonares. O principio da bioestimulacdo promovida
pelo tratamento a base de luz, mais especificamente luz laser, foi introduzido a mais de 30
anos, sendo aplicado primariamente na dermatologia para acelerar a cicatrizacdo, para
tratamento de aftas, herpes labial, quelite angular, trismo, parestesias, hipersensibilidade
dentaria e no pds-operatorio (CAMELO, 2007). Recentemente o laser tem sido estudado para
tratamento de doencas inflamatorias pulmonares em modelos experimentais em animais
(PERON et al., 2015; DE LIMA et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2014; MIRANDA DA
SILVA, 2015; SILVA MACEDO et al., 2016) bem como em humanos (LANDYSHEYV et al.,
2002; FARADZHEVA, 2007; KASHANSKAIA AND FEDOROV, 2009).

Os estudos avaliando os efeitos biologicos da LED terapia sdo mais recentes, porém
sdo tdo eficazes quanto o laser. Alguns aspectos tornam o LED mais vantajoso que o laser,
tais como menor custo, abrangéncia de areas maiores, otimizacdo do tempo de irradiacéo
entre outros.

A foto estimulacdo da luz LED atua sobre as células interferindo na sua
permeabilidade, atua nas mitocondrias, na sintese de ATP e em proteinas como colageno e
elastina. Nossos resultados mostraram que o tratamento com LED apresentou significativos

efeitos anti-inflamatorios, uma vez que reduziu o infiltrado pulmonar desencadeado pela
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OVA, o qual ¢é caracterizado pelo aumento no numero de linfocitos, macréfagos e
granulécitos no espaco broncoalveolar.

Estudos realizados por Wang et al. (2014) mostraram, apesar de a luz utilizada pelo
estudo de Wang ter caracteristicas diferentes da que utilizamos nesse estudo, que o laser de
baixa intensidade diminuiu o nimero de células totais e de eosinofilos no LBA assim como
também reduziu os niveis de IL-4 e aumentou de IFN-y em modelo experimental de asma
induzido por ovoalbumina, nosso estudo corrobora com os estudos de Wang et al. citados,
uma vez que esses dados reforcam que os efeitos bioldgicos da luz LED e da luz laser séo
semelhantes. Além disso, pudemos comprovar histologicamente a reducdo no infiltrado
celular pulmonar ap6s tratamento com LED.

A irradiacdo do LED foi feita localmente diretamente no aparelho respiratério sobre a
pele, e aparentemente seus efeitos ndo estdo circunscritos ao local da injdria, ja que notamos
efeitos sistémicos que puderam ser observados pelo aumento no nimero de células presentes
na medula. No entanto, entendemos que esta diferenca de resposta na medula possa decorrer
do processo de mobilizacdo celular induzido pela OVA e bloqueado pelo LED devido aos
efeitos anti-inflamatdrios locais diretos no aparelho respiratorio. Deste modo, admitimos que
com a reducdo da inflamagdo pulmonar o estimulo no local da lesdo (pulméo) diminui de
modo afetando a mobilizacdo das células da medula para a circulagdo. O mesmo raciocinio é
valido para explicar a reduzida celularidade sanguinea, a qual nem mesmo no grupo alérgico
mostrou-se muito alterada. Entretanto, no grupo alérgico (OVA) podemos inferir que houve
uma reducdo das células da medula devido ao processo de migracdo, onde as mesmas se
mostraram aumentadas no pulméo. J& no grupo tratado com LED, acreditamos que com a
reducdo do recrutamento celular pulmonar, houve uma reducdo na saida das células da

medula, o que explicaria 0 aumento observado no grupo OVA+LED.
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Reconhecendo que ndo s6 o numero de células, mas principalmente, o seu estado
funcional é importante para o desenvolvimento e amplificacdo da resposta inflamatoria, a
seguir foram investigados os efeitos do LED sobre a liberacéo e expressdo génica de citocinas
no tecido pulmonar.

Nossos dados mostraram niveis elevados de citocinas anti-inflamatorias, incluindo a
IL-10 e IFN-y apos o tratamento com LED. No entanto, ndo foram observadas diferengas na
liberacdo de citocinas inflamatdrias importantes como IL-4, IL-1B, TNF-a e IL-17. Assim,
acreditamos que o LED promove os seus efeitos pelo restabelecimento da homeostasia,
aumentando os mecanismos de defesa do organismo. Sabe-se que a IL-10 e o IFN-y sdo
importantes citocinas anti-inflamatorias que regulam o influxo celular por reduzir a expressao
de moléculas de adeséo.

Embora a liberacdo de IL-10 tenha aumentado, observamos reducdo na sua expressao
génica. Este resultado pode ser explicado pelo momento em que as analises foram feitas.
Tanto a liberacdo de citocinas como a expressdo génica foram avaliadas no mesmo tempo.
Assim, esta reducdo na expressdo génica de IL-10 pode eventualmente refletir uma exaustao
do sistema. E razoavel admitir que um aumento na sua expressdo tenha ocorrido
anteriormente ao periodo em que analisamos. Com relacdo a expressdo génica das demais
citocinas (IL-4, TNF-a, INF-y, IL-17, IL-1pB), n6s nao notamos alteragdes entre os grupos
tratados e ndo tratados. Tais resultados ficaram coerentes com os relacionados com a
liberacdo destas mesmas citocinas.

Reconhecendo o importante papel dos mastdcitos no desencadeamento de inflamacao
alérgica pulmonar, sequencialmente investigamos o papel do LED na desgranulacdo dos
mastocitos. E bem estabelecido que apds ativagdo, mastocitos liberam mediadores
inflamatorios os quais modulam a migragdo celular, a producdo de muco, edema e

hiperretividade brénguica (GALLI, 2005). Os nossos dados mostraram que o tratamento com
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LED reduziu significativamente a desgranulacdo mastocitaria e este efeito pode ser o
responsavel pela menor migracédo celular pulmonar, menor producdo de muco e edema assim
como menor resposta contratil da traquéia.

Tomados em conjunto, nossos dados apontam para efeitos promissores da luz LED

para o tratamento de doenca inflamatdria pulmonar na qual mastdcitos estejam envolvidos.

6 CONCLUSOES

Em conclusdo, os nossos resultados mostraram que o tratamento com LED aumentou a
liberacdo de IL-10 e IFN-y e diminuiu a desgranulagdo mastocitaria. Estes eventos
contribuiram para um menor recrutamento celular pulmonar, menor producdo de muco,
edema além da reduzida resposta contratil traqueal.

Este estudo pode fornecer informacgdes importantes sobre os efeitos bioldgicos do
LED além de abrir a possibilidade de uma nova abordagem para o tratamento da asma com

menor custo e menor efeito colateral.
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UNINOVE
Universidade Nove de Jufho

Protocolo de Pesquisa referente ao Projeto n°An0005/2015

| Titulo do Projeto: Efeito da LED terapia em modelo de asma experimental induzido por house dust mife _]

{ Orientador: Adriana Lino dos Santos Franco ) |

Objetivos: avaliar o efeito da LED terapia em modelo experimental de asma

Método: o modelo experimental de asma sera desenvolvido como ministragéo intranasal de HDM. Para tal, os animai séo
anestesiados e seguidamente submeétidos a Dermatophagoides pteronyssinus diluido em PBS nos respectivos dias: 7, 14,
21, 28, 35 e 42. Irradia-se com LED regides abaixo da traqueia e 08 respectivos lobos pulmonares com 1h00 e 5h00 pds 3
altimas exposicdes com HDM. Apés 24h00, os animais serao anestesiados para determinagfo da mecénica ventilatoria e
sacrificados para coleta de material bioldgico para dosagem de diferentes marcadores moleculares.

Animais (procedéncia, raca, linhagem, nimero de animais, peso, sexo); 96 camundongos (machos) Balb/c de ~20g e
oriundos da Uninove.

Condigoes de alojamento e ni:tn‘z;éo: alocados no biotério da Uninove, sem restrigéo hidrica e alimentar.

Medidas para evitar estresse e/ou dor nos animais: procedimento anestésico convencional para roedores.
Procedimento Anestésico elou Analgésico (incluir dose e vias de administragdo): mistura de cetamina (100 mg/kg) e
xilasina (10 mg/kg), i.p.

Eutanasia

Uso de mistura de cetamina (100 mg/kg) e xilasina (10 mg/kg), i.p. seguida de exssanguinagéo pela aora abdominal

Pertinéncia e valor cientifico do estudo proposto: o estudo proposto podera fornecer subsidios para a compreenséo dos
mecanismos que medeiam a asma, bem como permitira propor alterativas terapéuticas para esta importante doenga.
Contribuiremos ainda, para a compreenséo dos mecanismos operantes da LED terapia. Ressalto que a LED terapia
merece destaque uma vez que tem se mostrado téo eficiente quanto a laser terapia.

Data de inicio: 01/05/2015
Data de término: 01/05/2017

Apresentado a este Comité para andlise 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 modificagdes sugeridas, e iniciar a coleta de dados
somente apss a aprovagao do projeto por este Comité.

() Nao-Aprovado

Comentarios:

- Cabe a0 pesquisador elaborar e apresentar a0 CEUA-UNINOVE, o relatério final sobre a pesquisa (Lei Procedimentos
para o Uso Cientifico de Animais - Lei N° 11.794 -8 de outubro de 2008).

' sif;%n, 14 de abril de 2015
& =" / <‘Q, g ! »ATJL\N....
. Prof. Dra. Kat{a De Angelis
Coordenadora do Comité de Etica no Uso de Animais
Universidade Nove de Julho
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