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RESUMO

A inflamagéo sistémica causada pela isquemia e reperfuséo intestinal (I/R-intestinal)
caracteriza-se pela geracdo, em quantidades exageradas de citocinas proé-
inflamatorias tais como, TNF-a, IL-1B, IL-6, e NO. A lesdo que ocorre em diversos
orgaos apos a I/R- intestinal esta relacionada de forma geral a ocorréncia de lesdo
microvascular, aumento do extravasamento plasmatico, aumento da expressdo de
moléculas de adesao, recrutamento e ativacdo de células inflamatérias (notadamente
neutréfilos).Os efeitos anti-inflamatérios do laser de baixa poténcia (LBP) sao
conhecidos em diversas doencas, entretanto, os mecanismos de sua acdo ainda nao
sdo bem compreendidos. Assim, o objetivo desse estudo é descrever o efeito do laser
de baixa poténcia sobre a inflamac&o pulmonar em modelo experimental de isquemia
e reperfusdo intestinal, buscando investigar os possiveis mecanismos envolvidos
nesses efeitos. Para tanto, dividimos o estudo em 3 etapas: 12) O objetivo foi avaliar o
efeito do laser na disfuncdo de reatividade colinérgica e liberacdo de mediadores
inflamatdrios no pulmao apés I/R-i. 2%) O objetivo do artigo foi avaliar se o tratamento
com laser poderia modular os mediadores pré6 e anti-inflamatérios na inflamacéo
pulmonar aguda induzida por I/R-i.. 3%) foi realizar um estudo dose resposta em
modelo de inflamag&o pulmonar induzido por I/R-i em camundongos Métodos: Foram
utilizados ratos Wistar (150 -200g) e camundongos C57/BL6 (20-25g), provenientes
do Biotério Central da Universidade Nove de Julho. Cada grupo experimental foi
constituido de 5 animais, sendo os seguintes: grupo naive (basal); grupo sham (falso-
operado); grupo I/R-intestinal; grupo I/R-intestinal + LBP na regido linfatica. Os animais
foram anestesiados por via intraperitoneal com Quetamina/Xilazina (20 mg/kg-100
mg/kg) e apos laparotomia mediana e desviceriza¢do a isquemia intestinal foi induzida
pelo pingamento da artéria mesentérica superior por 45 minutos. No periodo apds a
reperfusdo (2 horas), os animais foram novamente anestesiados e sacrificados por
dessangramento pela aorta abdominal. Os animais foram irradiados com um laser de
diodo com poténcia de 30 mW e comprimento de onda de 660 nm irradiando uma area
de 0.785 cm? com uma dose de 5.4 J em ratos e (0.78, 2.37, 3.9, 5.8J) em
camundongos. Resultados da 12 etapa: Observamos que, embora o tratamento com
laser reduza o edema e a expresséo de mieloperoxidase, isso ndo acontece em todos
os periodos de reperfuséo. Isso também foi observado na expressao de ICAM-1.
Porém ao mesmo tempo em que reduz TNF-a e iNOS, o laser aumenta a expressao
de IL-10 nos pulmdes de ratos submetidos a I/R-i, 22 etapa: Os resultados indicam que
o laser reduz o edema, expressédo de MPO e TNF-a nos pulmdes quando comparados
com 0s grupos controle. o laser aumentou a expresséo de IL-10 nos pulmdes e 32
etapa: em modelo de camundongo, o laser também mostrou-se eficaz ao reduzir a
concentracao indireta de neutrdéfilos no tecido pulmonar nas doses de (2.37, 3.9, 5.8 J)
e reduziu a expressdo do RNAm e sintese proteica de (IL-1B8, TNF-a, IL-6, IL-10)
Concluséo: Concluimos que o tratamento com laser de baixa poténcia é eficaz para
inflamacgdo pulmonar induzida por I/R-i nas doses estudadas. A dose que melhor
apresentou resultado foi de 3.9 J. Nossos resultados mostraram que o laser reduziu a
migracao de células inflamatdrias e 0 edema. Em relagao a expressao de iNOS o laser
também mostrou-se eficaz ao reduzir sua expressao, e isso indica um efeito do
tratamento com laser na reatividade de traquéia, visto que na I/R-i a reatividade de
traquéia esta diretamente relacionada as concentragdes de NO e IL-10. Em relagdo a
expressao do RNAm e sintese proteica de mediadores pré inflamatérios (IL-1, IL-6 e
TNF-a) o laser mostrou reduzir esses valores, e aumentar a sintese proteica de IL-10

Palavras chave: laser de baixa poténcia, isquemia e reperfuséo intestinal, inflamacéo,
ARDS, dose resposta.
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ABSTRACT

The systemic inflammation caused by ischemia and reperfusion (I/R-i) is characterized by
generating , in exaggerated amounts of proinflammatory cytokines such as TNF- a, IL -1
IL- 6 and NO. The injury that occurs in various organs after intestinal I/R-i is generally
related to the occurrence of microvascular injury, increased plasma extravasation
increased expression of adhesion molecules, recruitment and activation of inflammatory
cells (mainly neutrophils). The anti-inflammatory effects of low-level laser (LLL) is known
in many diseases, however, the mechanisms of its action are not yet well understood. The
objective of this study is to describe the effect of low level laser on pulmonary
inflammation in an experimental model of ischemia and reperfusion in order to investigate
the possible mechanisms involved in these effects .Therefore, we divided the study into
three stages: 1st) The goal was to evaluate the effect of laser in reactivity cholinergic
dysfunction and release of inflammatory mediators in the lung after I/R-i 2nd) The
objective was to assess whether the laser treatment could modulate the proinflammatory
mediators and anti -inflammatory drugs in acute lung inflammation induced by | / Ri. 3rd)
was conducting a study dose response model of lung inflammation induced by | / Ri in
mice Methods: Wistar rats (150 - 200g) and C57/BL6 mice (20 - 25g) from the animal
house of the Nove de Julho University. Each experimental group consisted of 5 animals
each, as follows: naive group (baseline), sham (fake - operated), I/R-i, I/R + LBP -
intestinal lymph in the region. The animals were anesthetized intraperitoneally with
Ketamine / Xylazine (20 mg/kg-100 mg/kg) and after laparotomy and desvicerizacao
intestinal ischemia was induced by clamping the superior mesenteric artery for 45
minutes. In the period after reperfusion (2 hours) the animals were anesthetized and
sacrificed by exsanguination through the abdominal aorta. The animals were irradiated
with a diode laser with a power of 30 mW and a wavelength of 660 nm irradiating an area
of 0785 cm2 with a dose of 5.4 Jin rats and (0.78 , 2.37 , 3.9, 5.8J ) in mice. Results Step
1: We note that, although laser treatment reduces edema and myeloperoxidase
expression, it does not happen in all periods of reperfusion. This was also observed in the
expression of ICAM- 1. But at the same time reducing TNF- a and iNOS laser increases
the expression of IL -10 in the lungs of rats subjected to | / Ri Step 2: The results indicate
that the laser reduces edema, MPO expression and TNF - a in the lungs when compared
with control groups. laser increased the expression of IL - 10 in the lungs and 3rd stage: in
mouse model, laser has also shown to be effective in reducing the concentration indirect
neutrophils in the lung tissue at doses (2.37, 3.9, 5.8 J) and reduced mRNA expression
and protein synthesis of (IL - 1B, TNF -qa, IL - 6, IL - 10) Conclusion: we conclude that
treatment with low level laser therapy is effective for lung inflammation induced by | / Ri at
the doses studied. The dose that best submitted result was 3.9 J. Our results showed that
the laser has reduced inflammatory cell migration and edema. Regarding the expression
of INOS laser has also shown to be effective in reducing its expression , and this indicates
an effect of laser treatment on the reactivity of the trachea , since the | / Ri reactivity of the
trachea is directly related to the concentrations of NO and IL-10. Regarding the
expression of mMRNA and protein synthesis of pro- inflammatory mediators (IL- 1, IL- 6 and
TNF- a) laser was shown to reduce these values , and enhance protein synthesis in IL-10

Keywords: low power laser, ischemia and reperfusion, inflammation, ARDS, dose
response.
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Contextualizacao

1.0 ISQUEMIA E REPERFUSAO INTESTINAL

A isquemia mesentérica foi primeiramente descrita por Antdnio Benivieno
em 1968 como sendo uma reducdo no fluxo sanguineo intestinal. Essa situacao
geralmente € o resultado de oclusédo arterial por trombos ou embolismo, e mais
frequentemente, por processos nao oclusivos como, por exemplo, situacdes de
baixo fluxo mesentérico que ocorrem em insuficiéncia cardiaca, sepse,
administracdo de agentes a-adrenérgicos ou digitalicos. As artérias mais
comprometidas pela obstrucdo mesentérica sdo o tronco cefalico, a artéria
mesentérica superior e a artéria mesentérica inferior ou caudal (Cerqueira et al.,
2005).

Conceitualmente, isquemia é a reducdo do fluxo sanguineo, usualmente
decorrente de obstrucdo mecéanica no sistema arterial. Todavia a isquemia pode
ser associada pela queda grave da pressao arterial ou ainda hemorragia. Uma
vez instalada, causa diversas alteracbes do metabolismo, as quais resultam na
reducdo de reservas energéticas, acumulo de metabdlicos toxicos e

eventualmente necrose tecidual (Scarabelli et al., 2002;).

A isquemia arterial inicia as alteracdes teciduais por bloqueio do suprimento
de oxigénio, impedindo o metabolismo energético aerdbico, determinando assim a
deplecdo dos niveis intracelulares de adenosina trifosfato (ATP) e dessa forma
contribuindo para o disturbio celular homeostasico (Grace et al, 1994). Durante o
processo isquémico com inadequado suprimento de oxigénio e consequente
comprometimento da fosforilacdo oxidativa na mitocéndria, ocorre acumulo de
metabdlitos que diretamente ou através de mediadores quimicos, podem causar
lesdo celular. Além disso, dependendo do tempo e intensidade da isquemia,
guando o oxigénio é reintroduzido aos tecidos, a lesdo pode ser ainda mais

exacerbada (Cerqueira et al., 2005).

A isquemia arterial mesentérica apresenta uma taxa de incidéncia entre 60%
a 100% numero que vem crescendo consideravelmente nos ultimos vinte anos
(Yasuhara et al., 2005).
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A reperfusdo tecidual € uma situacdo onde 0 suprimento sanguineo
interrompido pela isquemia €& restaurado. Acredita-se que produtos toxicos
gerados durante a isquemia sejam, na vigéncia da reperfusdo, removidos e
possam ao ter acesso a circulacdo, promover importantes alteracdes no estado
funcional do organismo como um todo. De fato, as consequiéncias da isquemia e
reperfusao intestinal (I/R- intestinal) ndo s&o restritas ao intestino e envolvem a
inducdo de lesao tecidual em 6rgaos distantes (Sirotkovi¢-Skerlev et al., 2006;),
onde aquelas no pulm@o e a faléncia multipla dos 6érgdos, ocupam lugar de

destaque (Halldorsson et al., 2000).

O trauma abdominal associado com isquemia e reperfusdo pode afetar
orgdos distantes, particularmente os pulmfes (Ito et al.,2003). A isquemia
intestinal estd também associada com a resposta inflamatéria sistémica,
sugerindo uma ligacdo entre a liberacdo de mediadores inflamatorios e a
disfuncdo pulmonar na Sindrome do Desconforto Respiratorio Agudo (ARDS)
(Van Soeren et al., 2000). Essa desordem pulmonar é mediada por neutrdfilos,
assim como por aumento da atividade de mieloperoxidase, aumento da producéo
de citocinas, mediadores lipidicos e 6xido nitrico (Bhatia et al., 2002). Dados
obtidos de modelos experimentais de sindrome do desconforto respiratério
indicam que essa sindrome é caracterizada por acumulo de neutréfilo pulmonar e

aumento da permeabilidade microvascular (Desai et al., 2002).
2.0 MODELO EXPERIMENTAL DE ISQUEMIA E REPERFUSAO INTESTINAL

Dentre os modelos experimentais utilizados no estudo da ARDS, a
administracdo endovenosa de LPS (endotoxemia), de bactérias como a E. coli
(bacteremia) e a I/R intestinal sdo amplamente utilizados, por mimetizar varios
efeitos observados em pacientes com sepse, trauma abdominal como, por
exemplo, as alteragcbes hemodinamicas e cardiovasculares, diminuicdo do débito
urinario, reducdo da perfusdo tissular, hiporresponsividade a agentes
vasoconstritores, hiper ou hiporreatividade de traquéia frente ao estimulo de
agonistas colinérgicos, edema pulmonar, coagulacao intravascular disseminada e
a producédo de grandes quantidades de citocinas na circulacdo. Além disso, é um
modelo pratico e reprodutivo em muitas espécies animais, como camundongos
(Cintra et al., 2008) e ratos (Cavriani et al., 2004).
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3.0 SINDROME DO DESCONFORTO RESPIRATORIO AGUDO (ARDS):

A Sindrome do Desconforto Respiratorio Agudo (ARDS) é uma sindrome
clinica resultante de uma lesdo inflamatéria pulmonar aguda de diversas
etiologias. Esta sindrome foi primeiramente descrita por Ashbaugh e col. em 1967
a partir de uma série de 12 pacientes; no entanto, o primeiro conjunto de critérios
de diagndstico foi publicado em 1971 por Petty em associagdo com Ashbaugh.
Posteriormente, esta sindrome foi denominada de Sindrome do Desconforto
Respiratério do Adulto; porém em 1994 na Conferéncia de Consenso Anglo-
Europeu foi proposto o uso da definichio ARDS (Acute Respiratory Distress
Syndrome), ou seja, Sindrome do Desconforto Respiratério Agudo, pois a
patologia ndo é limitada somente a individuos adultos (Dushianthan et al.,2011).
Em 2012, numa convencdo denominada convencdo de Berlim, um grupo seleto
de médicos e pesquisadores estabeleceram a nova nomenclatura para a
sindrome, assim como seus critérios de gravidade (The ARDS definition task
force, 2012).

A ARDS é uma sindrome da faléncia respiratdria aguda que resultam em
edema pulmonar e inflamacao (Bernard et al., 1999). A incidéncia da ARDS é em
torno de 58,7 casos por 100.000 pessoas/ano, respectivamente, com uma
estimativa de 74,500 mortes e 2.2 milhdes de dias no centro de terapia intensiva
(CTI) anualmente. A expectativa é que a ARDS se torne um problema ainda maior
de saude (Herridge, et al., 2005). A taxa de mortalidade ARDS € estimada entre
40% e 60% (Hayes et.al., 2012). Esta sindrome pode ser agravada pela idade do
paciente, pela presenca de disfuncBes organicas nao pulmonares, além de
choque hemorragico e faléncia hepatica. Esses fatores sdo grandes preditivos de
morte (Lewandoski et al., 2006; Rubenfeld et al., 2005).

Na ARDS, uma complexa rede de citocinas modulam a resposta
inflamatdria a infecgé@o priméria nos pulmdes, ou inflamacéo sistémica tal como na
sepse e pancreatite. Maior destaque no lavado bronco-alveolar de certas citocinas
sugerem que o0s mediadores inflamatérios tem origem pulmonar. Niveis de
ambos, citocinas pré-inflamatérias (IL-1B, TNF, IL-6, IL-8) e anti-inflamatorias (IL-
1ra, IL-10, IL-13) s&o elevadas no plasma ou lavado na ARDS indicando um
equilibrio entre esses mediadores no desenvolvimento da ARDS. Os bio-
marcadores pré e anti-inflamatérios sdo estudados para estabelecer seu papel

para predizer o desenvolvimento, diagndstico, e prognostico da ARDS (Calfee et
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al., 2007).

O epitélio alveolar € composto por células do tipo | (90%) e células do tipo
Il (10%) (Pugin et al., 1999). A funcdo normal das células do tipo Il é a producéo
de surfactante, transporte de ions, e diferenciacdo em células do tipo I.

Os estagios da ARDS séo dividos em trés fases: fase inicial inflamatéria ou
exsudativa (1 a 2 semanas), fibroproliferativa (2 a 3 semanas) e estagio fibrotico
(3 a 4 semanas) (Ware & Matthay 2000).

O mecanismo primario de lesdo na ARDS é o rompimento da barreira
alveolar levando a inflamacdo e coagulacdo. A fase inflamatéria inicial é
caracterizada por dano alveolar devido a lesdo epitelial e aumento da
permeabilidade da barreira alvéolo-capilar. Isso leva a um acumulo de fluido no
espaco alveolar. O fluido edematoso nos pulmdes consiste de proteinas
(albumina e fibrina) e células inflamatorias (neutréfilos e macréfagos). A leséo
epitelial durante a fase aguda da doenca causa necrose de células alveolares do
tipo 1, inativacdo da producdo de surfactante, levando a um colapso alveolar e
comprometimento da troca gasosa. Durante a fase fibroproliferativa, as células
inflamatorias juntamente com células epiteliais pulmonares e fibroblastos,
amplificam a resposta inflamatéria e ativam as vias pro-coagulantes. A fibrose
pulmonar, secundaria a deposicdo de coldgeno, é uma caracteristica
predominante na fase tardia da ARDS (Ware & Matthay 2000).

Nessa fase inicial, as células epiteliais e endoteliais liberam fatores que
levam a lesdo e morte celular (particularmente de células estruturais), enquanto
aumento a sobrevida dos leucécitos. A perda da integridade celular resulta em um
aumento da concentracdo de liquido nos alvéolos, com um exsudato rico em
proteinas, que causa prejuizo na troca gasosa. A sub-sequente diluicdo das
proteinas do surfactante levam ao colapso alveolar e diminuicdo da complacéncia
pulmonar. Histologicamente, esse estagio € marcado por proliferacdo e mudancas
fenotipicas em células alveolares tipo Il e também nos fibroblastos. Na auséncia
de recuperagdo, alguns pacientes progridem para um estagio fibrético que é
caracterizado por fibrose difusa e obliteragdo da arquitetura normal do pulmé&o.
(Bhargava & Wendt et al., 2012).

Na fase aguda da ARDS, as células do epitélio alveolar sédo lesadas, um
componente chave para apresentacdo clinica. Uma importante funcdo das células

do tipo Il é a produgédo de surfactante. Esta superficie ativa dos complexos de
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lipoproteinas diminuem a tensdo superficial mantendo os alvéolos abertos e
aumentando a complacéncia. As proteinas do surfactante (SP) A e D também
estao envolvidas na resposta imune inata. Observacées em uma fase precoce da
ARDS revelam uma perda na tensdo superficial sugerindo uma perda funcional
das proteinas do surfactante. Em um estudo, Greene et al. (1999) descreveram
mudancas complexas em Vvéarias proteinas do surfactante na ARDS,
principalmente SP-A e SP-B tanto antes do seu inicio e ao longo da fase
exsudativa (Greene et al., 1999). Eles observaram que em um estagio precoce da
fase exsudativa, SP-A e SP-B diminuem no lavado bronco-alveolar. Eles
observaram que ndo era devido a diluicdo, pois as concentracbes de SP-D
permaneciam estaveis. Isso implica que as proteinas do surfactante sdo ou
consumidas e/ou concomitantemente diminuidas na producdo devido a lesdo
celular. Isso sugere que as proteinas do surfactante no lavado bronco-alveolar
sdo marcadores para sobrevivéncia.

O grau de lesdo epitelial e reparo é fundamental em determinar a
severidade da ARDS. Proliferacdo de células alveolares do tipo Il durante a fase
tardia da ARDS € uma importante fase no reparo. As células alveolares do tipo Il
promove eliminacao de fluidos por transporte ativo, esse processo esta associado
com o aumento da oxigenacao e funcdo dos pulmdes. Em seguida, as células do
tipo Il se diferenciam em células do tipo I, restaurando o epitélio alveolar normal,
levando a resolucdo da doenca (Ware & Matthay 2000).

Em poucos dias de lesdo pulmonar aguda, as células do tipo Il comecam o
processo de regeneracao ao longo do septo alveolar e iniciam a fase proliferativa.
A fase exsudativa desaparece devido a melhora da integridade vascular. Varios
estagios de proliferacdo podem ocorrer no pulmdo simultaneamente. Com o
aumento da duragdo da ARDS a fase fibroproliferativa pode predominar e o
reparo pode ocorrer remodelando o pulmé&o. Se bem orquestrado, esse processo
resulta em reparo de estruturas alveolares e vasculares. A fase de fibro-
proliferagdo ocorre em um momento mais tardio, entretanto esse processo pode
ter inicio nas primeiras 24 horas do diagnostico da ARDS. Alguns estudos
demonstraram marcadores de colagenos circulante, pré-colageno N-terminal
peptideo 1l elevado em 24 horas de diagnodstico de ARDS, sugerindo uma
ativacao precoce do processo fibro-proliferativo (Tomashefski et al., 2000).

Além do epitélio, o endotélio é também um local de lesdo na ARDS. A
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célula endotelial produz uma série de compostos importantes para vaso-regulacéao
e homeostase. Embora a vasoconstricdo responsiva na ARDS tenha sido
reconhecida, ndo foi um alvo para definir biomarcadores. Varios fatores
endoteliais derivados da homeostasia sdo elevados na ARDS presumivelmente
em resposta a lesdo celular, embora ndo esteja claro qual estimulo ocorra para
elevar seus niveis (Bhargava et al., 2012).

Uma das caracteristicas da ARDS é a formacdo de membrana hialina, da
deposicao de fibrina intra alveolar, devido a um desequilibrio na coagulacéo e
fibrindlise durante a fase exsudativa (Idell et al., 1991). Entretanto, a deposicdo
de fibrina pode também ser prejudicial se excessivo e ocorrer na auséncia de re-
epitelizagcéo (Leavell et al.,1996).

A fase de reparo da ALI/ARDS requer uma reparacdo bem orquestrada
das estruturas alveolares e vasculares. A fase exsudativa da lesdo pulmonar
resulta em um rico ambiente proteico que pode funcionar como matriz provisoria
para posterior repovoamento celular. Em uma fase precoce (poucos dias) da
ARDS as células do tipo Il comecam regenerar o septo alveolar e sinalizar o inicio

da fase proliferativa (Tomashefski et al., 2000).

4.0 MODULADORES DA INFLAMACAO:

4.1 Moduladores da inflamagao pulmonar: A magnitude da inflamagé&o
sistémica durante o quadro de I/R-intestinal depende da geracdo de diversos
mediadores. Dentre os seus efeitos pulmonares destacam-se o aumento da
expressdo de moléculas de adesdo, o recrutamento de células inflamatoérias
(neutrdfilos, eosindfilos), a lesdo de células endoteliais e o aumento da
permeabilidade vascular (Yamagashi et al., 2002).

4.1.1 Fator de Necrose Tumoral (TNF-a): Wheeler et al. (1991) e Haddad &
Rousell (1998) observaram que o sistema respiratério mostra-se sensivel aos
efeitos do TNF-a reproduzindo os sinais clinicos observados na ARDS. Esposito e
col. (2007) observaram que em animais knock-out para o receptor do TNF-o. ou
tratados previamente com Etanercept® (proteina soltvel que se liga ao TNF-a
neutralizando sua ac¢do), reduziram o infiltrado de neutréfilos no intestino.
Resultados semelhantes foram descritas por Yamamoto et al., (2001), com o0 uso
de inibidor de sintese de TNF-a, o composto FR167653. Gaines et al., (1999)
mostraram que a administracdo de receptores solluveis para TNF-a reduz a lesao

microvascular de animais submetidos a I/R do membro posterior. Além disso,
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segmentos de vias aéreas de ratos apds exposicdo ao TNF-a apresentaram
reducdo da capacidade de relaxamento das vias aéreas quando estimulados com
0 agonista B-adrenérgico isoproterenol (Chen et al., 2003), o que pode ter relacdo
com o que acontece com os individuos ndo responsivos. Em modelo de sepse,
ficou demonstrado que o TNF-a é produzido em grande quantidade pelos
macrofagos em resposta a estimulos inflamatérios como LPS e liga-se a
receptores virtualmente presentes em todas as células do organismo. O TNF-a é
liberado sistemicamente quase que imediatamente apds qualquer insulto,
modificando as propriedades das células endoteliais, ativando neutrofilos e
induzindo a liberacdo de outras citocinas.

4.1.2 Interleucina- 1B (IL-1B): A IL-1B tem destaque n&o somente no
desenvolvimento da resposta inflamatéria das vias aéreas e pulmonar, mas
também na exacerbacao e perpetuacdo deste tipo de inflamacdo que acomete o
trato respiratorio (Broide et al., 1992). Niveis elevados de IL-18 comprometem a
funcao do citoesqueleto pulmonar contribuindo para o aumento da permeabilidade
vascular, migracdo de células inflamatérias (principalmente neutrofilos ativados),
edema e mais tardiamente proliferacdo de fibroblastos (Oldman et al., 2004).
Além disso, Laporte et al., (1998) demonstraram que a IL-1B estimula células da
musculatura lisa das vias aéreas de humanos a liberar elevadas concentracées
de prostandides, contribuindo para a hiporresponsividade aos agonistas [3-
adrenérgicos através da dessensibilizacdo desses receptores. Varios de seus
efeitos bioldgicos sdo semelhantes e sinérgicos aos do TNF-a, mas ela nao é
capaz de induzir sozinha a lesédo celular ou a apoptose. A IL-1 estimula sua
prépria liberacédo e a de IL-6, IL-8, TNF-a, IFN-y, PAF, eicosandides e fatores de
crescimento, além de induzir a ativacdo de neutréfilos, mondcitos e linfécitos e a
expressdo de moléculas de adesdo no endotélio, a coagulacdo, a hipotenséo,
febre e anorexia (Raymondos et al. 2012).

4.1.3 Interleucina 10 (IL-10): A IL- 10 é uma citocina antiinflamatoéria capaz de
inibir os efeitos pulmonares de citocinas pro-inflamatérias como TNF-a e IL-1
através do aumento da expressao de seus antagonistas endogenos (Huber et al.,
2000). Nesse contexto, ja foi demonstrado que em modelo animal de
endotoxemia seus niveis plasmaticos sao elevados e que esta citocina é capaz de
inibir a liberagéo de citocinas pro-inflamatorias como IL-13, IL-6 e TNF-a, e dessa

forma, prevenindo subsequentes danos alveolares (Souza et al., 2001). No que

21



diz respeito a participacdo da IL-10 na ARDS experimental induzida por I/R-i,
Kabay et al.,, (2005) demonstraram que o aumento da expressao de IL-10 no
plasma de ratos durante o periodo pré-isquémico atenuou o edema pulmonar, a
migracao de neutrdéfilos, além de reduzir a lesdo. Assim esses autores reforcam a
idéia de que a producao de IL-10 antes do inicio da reperfusdo pode aliviar os
sintomas da inflamagé&o pulmonar aguda induzida por I/R-i.

4.1.4 Interleucina 6 (IL-6): A IL-6 é um dos mais importantes mediadores na
febre, e na ARDS altos niveis no plasma e BALF s&o preditivos de piores
resultados. A IL-6 ativa tanto mediadores pré e anti inflamatorios, em uma fase
precoce da ARDS, estd correlacionado com um perfil pré inflamatorio, com
aumento dos niveis em resposta ao LPS em modelos experimentais (Zhao et al.,
2012). Niveis elevados de IL-6 no plasma, foi encontrado em pacientes com risco
de desenvolver ARDS com critérios em 48 horas (Bouros et al. 2004). Nesse
estudo, altos niveis de IL-6 no plasma, mostram que em pacientes em risco de
desenvolver ARDS, é similar a pacientes com ARDS. Outro estudo relatou que
altos niveis de IL-6 em pacientes com fatores de risco de desenvolver ALI em

comparacao aqueles que nao desenvolveram (Takala et al., 2002).

5.0 REATIVIDADE DAS VIAS AEREAS

O principal eixo de resposta constritora para as vias aéreas Sa0 0S nervos
do sistema parassimpatico, que estabelecem o controle autondmico da
musculatura lisa desse sistema. Esses nervos liberam acetilcolina ativando os
receptores muscarinicos, causando contracdo e broncoconstricdo (Nadel &
Barnes, 1984). A liberacdo de acetilcolina dos nervos parassimpaticos €
controlada pelos autoreceptores muscarinicos M, localizados na superficie dos
nervos. Esses receptores sdo pré-juncionais e regulam a liberacao de acetilcolina,
através de um mecanismo de retroalimentagcdo negativa. Entretanto, alguns
autores acreditam que a despeito de técnicas que possam mensurar as variagdes
funcionais dos receptores muscarinicos que medeiam a contracdo da musculatura
lisa das vias aéreas, é possivel que a liberacdo excessiva de acetilcolina seja um
dos mecanismos de desenvolvimento da hiperreatividade (Fryer et al., 1998). De
fato, a expresséo e o estado funcional dos receptores muscarinicos podem estar

alterados durante o processo de inflamacao pulmonar (Emala et al., 1997). Tanto
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0 receptor muscarinico do subtipo 2 (M), quanto o receptor do subtipo 3 (Ms)
estao presentes sobre a superficie da musculatura lisa das vias aéreas, e estudos
funcionais indicam que os receptores M3 sdo 0s responsdveis pela contracdo do
musculo liso em animais (Eglen et al.,, 1996) e no homem (Roffel et al. 1990).
Embora entre 50% e 80% dos receptores muscarinicos das vias aéreas sejam do

subtipo M, sua funcdo na musculatura lisa das vis aéreas ainda néo esté clara.

O controle colinérgico € anormal com inflamag&o pulmonar (Barnes et al.,
1986), e a hiperreatividade € em parte mediada pela liberacdo de acetilcolina
sobre os receptores M3z das vias aéreas. Entretanto, ndo existem evidéncias
guanto ao aumento do numero desses receptores ou alteracbes no seu estado
funcional (Schultheis et al.,1994; Evans et al.1997). Dessa forma, a
hiperreatividade parece ser caracterizada muito mais por um aumento da
liberacdo de acetilcolina, do que por um aumento da sensibilidade dos receptores
muscarinicos M3 sobre o musculo liso das vias aéreas. Por fim, a reducdo da
funcionalidade do receptor M, aumenta a concentracdo de acetilcolina na fenda
sindptica, resultando em aumento do ténus e da broncoconstricdo, podendo levar

a hiperreatividade das vias aéreas (Fryer et al.,1998).

A hiperreatividade das vias aéreas pode estar associada a inflamacgéo
pulmonar (Lefort et al.,1996; Asti et al.,1995; Welbourn & Young et al.,1996).
Desta forma, alguns autores investigaram a importancia das células inflamatorias
na perda da funcdo dos receptores muscarinicos M,. Esses autores observaram
gue existem diferentes mecanismos de perda da funcao do receptor My, incluindo
antagonistas enddgenos como a proteina eosinofilica conhecida como MBP
(major basic protein), infeccbes e exposicao a citocinas inflamatorias (Fryer et al.,
1998). Os eosindfilos parecem ser importantes na disfuncéo dos receptores M, no
pulmao, visto que a MBP é capaz de bloquear esse tipo de receptor. Tanto as
infeccdes quanto a exposicéo direta a citocinas pré-inflamatorias, podem levar a

disfuncdo dos receptores M, das vias aéreas.

A maioria dos estudos avalia o fendmeno da hiperreatividade observada
em outros tipos de inflamacéo pulmonar, tais como aquelas causadas pela asma,
pela administracdo (Louie et al.,, 2013) ou inalagdo (Schwantz et al., 2001) de
LPS, pelo choque hemorragico (Li et al. 2009) ou pelo trauma (Watkins et al.,

2008). Em contrapartida, diversos autores tém demonstrado que a permeabilidade
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vascular pulmonar e a migracdo de células inflamatérias para o pulmao estéo
significativamente elevadas durante a I/R-i. Alguns autores tém proposto
mecanismos celulares que norteiam essas alteracdes, e tudo indica que
mediadores inflamatorios gerados localmente sédo responsaveis por isso (Souza et
al.2003.; Souza et al.,2005; Cavriani et al., 2004; Cavriani et al., 2005). A despeito
dos resultados de Coelho et al., (2007), poucos estudos reportam o impacto da
inflamagéo pulmonar induzida por isquemia e reperfusdo intestinal sobre a
reatividade das vias aéreas frente ao estimulo colinérgico. A compreensdo dos
mecansimos que norteiam o desenvolvimento da hiperreatividade das vias aéreas

na I/R-i ainda nao foi investigada com acuidade.

6.0 LASER DE BAIXA POTENCIA (LBP)

A luz, desde os primérdios da civilizacdo vem sendo utilizada com
finalidades terapéuticas. Os gregos a utilizavam na helioterapia e os chineses
usavam a luz solar para tratar doencas de pele, cancer e até mesmo quadros de
psicose. Miserandino e Pick relataram que foram os indianos em 1400 a.C, os
primeiros a utilizar a fotoquimioterapia, empregando um fotosensibilizador
exdgeno obtido de plantas (Psoralens) usado na forma de loc&o aplicada na pele,
capaz de absorver luz solar e resultar em um efeito terapéutico no tratamento do
vitiligo. Os egipicios também haviam usado a mesma substéncia para o
tratamento de leucoedema (Pinheiro 1998). Até meados de 1900, o estudo da luz
se limitou a verificar seu comportamento. Com o decorrer do tempo, 0s cientistas

identificaram fontes de luz, porém nédo entendiam como essa luz era gerada.

A teoria da emissao estimulada proposta por Albert Einstein foi baseada na
teoria quéantica proposta por Planck em 1900, a qual discute as relacdes entre as
guantidades de energia liberadas por processos atomicos. Albert Einstein em
1917 descreveu o fendmeno com extremo detalhe sobre os feixes de luz em sua
publicacdo sobre teoria quéantica. O primeiro principio da teoria quéntica
compreende que a luz é transportada em pacotes de energia conhecidos como
fotons. O segundo principio implica em que alguns atomos ou moléculas
existentes em baixo estado de energia (Ep) relativo dos seus niveis energéticos.
Entretanto, uma pequena porcentagem de atomos estd ao mesmo tempo em um

nivel energético mais elevado. Isso € possivel adicionando energia térmica,
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elétrica ou Optica aos atomos no seu estado natural, levando assim esses atomos
ao nivel energético mais elevado. Essa energia posteriormente € liberada em

forma de fétons ou ondas eletromagnéticas que retornam ao estado natural.

Einstein ainda descobriu que quando o féton ou energia luminosa de
mesmo comprimento de onda atinge um atomo excitado, esse foton e os fétons
de luz que séo liberados sdo mudados simultaneamente e depois permanecerao
na mesma fase e frequéncia. Esse é o conceito de emisséo estimulada usada na
criacdo do laser (Gross, 2007). Com a aplicacdo de principios termodinamicos,
Einstein concluiu que o terceiro processo de interacdo, a emissao estimulada,
deveria existir e nela a radiacdo eletromagnética deveria ser produzida por um
processo atdomico. Contudo, outros cientistas atribuem a Gordon Gold o
desenvolvimento desse sistema de selecédo de ondas que permitiu a obtencéo de

um feixe de luz altamente concentrado (Pinheiro 1998).

Em 1954 na Universidade de Columbia em New York, Schawlow e Townes,
descreveram os principios do Maser (Microwave Amplification by Stimulated
Emission of Radiation). Simultaneamente e independente de Townes, Prokhorov
e Basov publicaram sua idéia sobre desenvolvimento do Maser em Moscou e
subsequentemente construiram um prot6tipo. O posterior desenvolvimento do
Maser para o laser foi realizado por Townes. Nesse estagio o laser era chamado
“optical maser” (Hecht, 1991; Gross, 2007). Neste mesmo ano nos Estados
Unidos, Robert H. Dicke desenvolveu a “bomba oéptica”, na qual um pequeno
pulso excitatério poderia produzir uma inversdao de populacdo, gerando uma
intensa emissdo espontanea. Em 1956 ele patenteou o0 uso de um par de
espelhos paralelos, formando o interferébmetro Fabry- Perot, ou cavidade O6ptica

ressonante de Fabry- Perot (Gross 2007).

Em 1960, Dr. Theodore Harold Maiman conseguiu pela primeira vez a
emissao estimulada de radiacdo, a qual estava localizada na faixa visivel do
espectro visual pela excitacdo de uma roda de rubi com pulsos luminosos
intensos, 0 que resultou na geragao do primeiro raio laser. (Pinheiro 1998, Gross
2007). Maiman foi o primeiro a introduzir esse produto- um laser de rubi. Ele
relatou a construgcdo do primeiro laser através da revista “Physical Review

Letters”. Em maio de 1960, Dr. Theodore Harold Maiman desenvolveu o laser,
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apos 43 anos da formulacdo da primeira teoria de Einstein (Maiman, 1960). Ele

introduziu um laser de rubi como o primeiro comercialmente disponivel.

A geracgéo do raio laser ocorre dentro de uma cavidade conhecida como
cavidade de Perot- Fabry, que consiste de uma camara contendo um meio ativo.
O meio ativo consiste em um material que pode ser solido, liquido, gasoso ou
semicondutor. No instante em que o meio ativo € excitado, ele faz com que os
elétrons contidos na cavidade éptica ganhem e liberem energia para formacao da
radiacédo laser. O tamanho e a forma da camara variam de acordo com 0 meio
ativo e a poténcia do aparelho laser. Dois espelhos com niveis de reflexdo
diferentes estdo posicionados em cada uma das extremidades da camara. Um
dos espelhos é totalmente reflexivo (100%) e o outro parcialmente reflexivo
(98%). A diferenca de capacidade de reflexdo dos espelhos permite a saida da
radiacdo de dentro da cavidade, formando assim o raio laser. A fonte energética
pode ser elétrica ou luminosa, e € 0 que alimenta o sistema de trés maneiras:
continuamente (CW), pulsada, que origina ondas pulsadas (RSP) e
desencadeadas ou Q-switched. A emissdo continua é resultante da excitacédo
continua de um meio ativo por uma descarga elétrica, como nos casos dos
laseres gasosos, ou por uma fonte continua de bombeamento Optico. A emissao
pulsatil € resultante do bombeamento pulsati do meio ativo, o qual é
progressivamente bombeado até chegar a um nivel de excitagcao suficiente para
produzir emisséo laser. Ja a emissdo desencadeada, ou também denominada de
destravada ou Q-switched, ocorre em laseres pulsateis e se verifica quando o
bombeamento é feito para além do limiar de funcionamento, permitindo que a

emissdo ocorra quando tiver alcancado um nivel suficiente (Pinheiro, 1998).

A origem da luz ocorre através dos fotons, que sao desenvolvidos quando
os elétrons que circulam em torno do ndcleo atbmico mudam seu curso.
Normalmente isso ocorre quando uma energia extra € aplicada ao atomo, essa
energia pode ser aplicada de diferentes formas, sejam elas, através da oscilacao
de calor, da colisdo de atomos ou elétrons e da energia de reac¢des quimicas. A
energia que é exercida nos atomos de alguma das formas citadas acima é
armazenada pelos elétrons quando sé@o excitados e isso leva a mudanca desses
elétrons para um nivel energético superior ao seu estado natural. Apenas um

numero particular de elétrons pode ocupar um dado nivel energético, e nenhuma
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forma de radiacdo ocorre quando os elétrons se mantém em seus niveis orbitais.
Cada oOrbita estda associada a um nivel de energia, sendo o mais baixo deles
conhecido como estado fundamental, neste estado os elétrons estdo mais
préximos do nucleo. O fenbmeno da absorgcéo ocorre quando a estrutura atdmica
estavel reage com um féton, passando a um estado mais energizado. A energia
de excitacdo pode ser do tipo cinética (choque entre &tomos, particulas ou
moléculas) ou eletromagnética. Nestes casos, a radiacado que chega ao atomo foi
total ou parcialmente absorvida. O estado estavel corresponde ao nivel minimo de
energia; e a transferéncia para o estado excitado se da pela absorcéo de energia
externa ao sistema atdbmico. O &tomo ndo pode permanecer em um estado
excitado, visto que é bastante instavel, e por isso deve retornar ao estado de
repouso, liberando espontaneamente a energia. A passagem a um estado de
repouso se da através da liberacdo de fotons de luz. Esta liberacdo fotbnica

caracteriza a emissao espontanea de radiacao (Pontinen, 1992; Pinheiro, 1998).

Existe no organismo uma funcdo fotorreguladora a partir de certos
fotorreceptores capazes de absorver um féton de determinado comprimento de
onda, o que provoca mudancas na atividade funcional e metabdlica da célula. Os
fotorreceptores especializados ou pigmentos fotocromaticos fotorreversiveis sao:
clorofila, rodopsina, bacteriorrodopsina, fitocromo (A, B, C e D). Eles sao
especificamente fotorreguladores, fotocromaticos e fotorreversiveis, e sua funcéo
€ enviar a célula informagcédo do meio que a circunda. Dentre os fotorreceptores
nao especificos podemos citar as flavoproteinas, porfirinas, catalase, citocromos,
citocromoxidase, proteinas de cobre, tirosinas, superéxido dismutase,
ceruloplasmina e asparginas. Os fotorreceptores ndo especificos sdo moléculas
gue intervém no metabolismo celular sem necessidade de energia luminosa,
porém, ao incidir sobre elas uma radiacdo com especificidade de comprimento de
onda, sdo capazes de absorver os fétons depositados por essa radiagdo e

provocar uma variagdo no metabolismo celular (Karu, 2003).

O termo LASER (“light amplification by stimulated emission radiation”) é
um acronimo da versdo em inglés de “amplificacdo da luz pela emissdo
estimulada da radiagao” (Basford, 1995). As caracteristicas que diferem a luz
laser e a luz de uma lampada sdo: monocromaticidade, colimacdo e coeréncia
(Karu, 1987).
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Os laseres sado classificados em dois grandes grupos: alta intensidade
(LAI) e baixa intensidade (LBI). O termo “low (reactive) intensity laser therapy”, ou
simplesmente LILT, € o mais comumente usado para se referir ao efeito do laser
de baixa intensidade sobre tecidos biolégicos em conduta terapéutica (Karu,
1987). O meio ativo desses laseres pode ser solido, liquido ou gasoso. Os
parametros fisicos da radiacao laser que devem ser considerados na obtencéo do
efeito biolégico ideal e reproduzivel sdo: poténcia, irradidncia (densidade de
poténcia), energia e densidade de energia (fluéncia), além de frequiéncia do pulso
(taxa de repeticdo), numero de tratamentos e dados O6pticos do tecido, como

caracteristicas de absorcao e espalhamento.

O efeito fotoquimico ocorre devido a presenca de biomoléculas sensiveis a
determinados comprimentos de onda. A absorcao desses fétons por biomoléculas
intracelulares especificas podem alterar suas atividades e assim, produzir
estimulacdo ou inibicdo de atividade enzimética e de reacfes fotoquimicas. Estas
mudancas fotodinAmicas em cadeias complexas e moléculas béasicas podem
alterar processos fisiolégicos com conotacdes terapéuticas. Karu (2003)
demonstrou alguns efeitos biol6gicos importantes associados a terapia com laser
de baixa intensidade tais como: estimulacdo de crescimento celular, reparacdo
celular, efeito antiinflamatorio, reducdo de edema/revascularizacdo, reducao da

formacao de tecido fibroso, maior atividade tissular e estimulacéo nervosa.

Apesar de existir uma grande quantidade de estudos mostrando os efeitos
do LBI sobre células em diferentes situacdes metabdlicas, € importante ressaltar
gue as informacgBes sobre 0 mecanismo de acdo dos efeitos do laser ndo-térmico
sobre tecidos biolégicos ndo sdo conclusivas, mas sim, conflitantes,
inconsistentes e escassas. Por isso, estudos de investigacao farmacoldgica que
permitam compreender qual o tipo de sinalizacdo celular desencadeada pelo
laser, se fazem pertinentes. A partir da compreensao da sinalizagao celular do LBI
e de sua respectiva dosimetria, foi possivel estabelecer de fato a eficacia da
terapia laser para diferentes doencas. Vale ressaltar ainda que a terapia laser &

de baixo custo e indolor.

7.0 LASER E INFLAMACAO PULMONAR
Mikhailov et al., (1998) observaram que a terapia com LBP duas vezes ao

dia aumentou a complacéncia pulmonar e a eficacia de trocas gasosas em
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pacientes que apresentavam asma bronquica. Avaliando o efeito do LBP em
individuos acometidos por inflamacdo pulmonar cronica ndo especifica, esses
autores observaram que o LBP irradiado sobre a pele na regidao acima do

brénquio principal reduz a migracao celular para o pulmao (Pidaev, 1997).

Milojevic & Kuruc (2003 a) analisaram o efeito do tratamento com laser de
baixa poténcia em pacientes com pleurisia. Os pacientes foram tratados com laser
de baixa poténcia por 10 dias. Durante o tratamento, foram evidenciadas
mudancas nos sinais clinicos, sintomas gerais, achados radiologicos, assim como
mudancas em alguns parametros bioquimicos. O grupo tratado com laser
apresentou rapida reabsor¢do do derrame pleural, menor adesao pleural, reducéo
mais significativa dos sintomas clinicos, especialmente dor, aumento mais
significativo da expressdo de cortisol e imunoglobulina A e diminuicdo de imuno

complexos circulantes, leucécitos e taxa de sedimentacao.

Milojevic & Kuruc (2003 b), investigaram o efeito terapéutico do laser de
baixa poténcia no tratamento de pacientes asméaticos. Foram tratados 50
pacientes, durante 10 dias, com laser simultaneamente com o tratamento
conservador medicamentoso. Durante o tratamento mudangas nos parametros
funcionais respiratérios foram observadas. Os pacientes asmaticos tratados com
laser apresentaram significante aumento (p<0000,5) de todos os parametros
funcionais pulmonares estimulados apenas 30 minutos apoOs tratamento com
laser. Melhora observada do terceiro ao décimo dia foram ainda maiores (p<0.001
para p<0.00005) em comparacdo ao grupo controle. Pacientes asmaticos que
foram tratados a cada trés meses em um periodos de um ano, apresentaram
significante diminuicdo na frequéncia e intensidade dos episodios de asma. Os
efeitos do tratamento com laser foram observados em poucos minutos apds inicio
do tratamento e duraram por periodos prolongados de semanas ou meses.
Sucessivos tratamentos com laser prolongaram o periodo de remissao e

diminuiram a severidade dos episédios de asma.

Kashanskaia & Fedorov (2009), investigaram o efeito do laser em pacientes
com bronquite obstrutiva crénica (BOC). A BOC ¢é caracterizada por sérios
distirbios no sistema cardiorespiratério que manifestam com um moderado
enfisema pulmonar e hipertensdo associado com um comprometimento geral da

resisténcia. O tratamento com laser de baixa poténcia combinado com
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modalidades terapéuticas convencionais, acelerou a eliminacdo dos sintomas
clinicos, aumento a eficacia, promoveu drenagem funcional dos brénquios,
facilitou a normalizacdo do estado imune dos pacientes e contribuiu para

otimizacao dos processos de peroxidacao lipidica.

Pacientes com tuberculose foram submetidos ao tratamento com laser. O
tratamento com laser foi realizado simultaneamente com o tratamento
convencional. O tratamento com laser resultou em uma reabsor¢cdo mais rapida
do infiltrado pulmonar e resolucdo dos sintomas da doenca. O laser foi eficiente

na diminuicao do periodo de eliminagéo bacterial (Nikolaeva 2006).

Aimbire et al.,, (2009) investigaram o efeito do LBP em reduzir a
hiperreatividade bronquica induzida por TNF-a modulando o metabolismo do
fosfato de inositol em células de musculo liso de brénquio, onde observaram que
o LBP pode reduzir sensibilizagdo Ca** e acimulo de fosfato de inositol nas
células de musculo liso de bréonquio em modelo de hiperreatividade induzida por
TNF.

Mafra de Lima et al., (2009) investigaram o efeito do LBP no relaxamento
de musculo liso brénquico inflamado. Os segmentos de brénquio foram incubados
24h com TNF e foi realizado uma curva dose resposta com acetilcolina e pré
tratamento com isoproterenol para comparar o efeito de relaxamento do LBP.
Observamos que o LBP foi eficiente em reduzir a hiperreatividade colinérgica.
Observamos também que o efeito do LBP pode ser dependente dos fatores de
transcricdo na inflamacéo experimental de vias aéreas, pois a inibicdo do NF-kB
(BMS 205820) bloqueou o efeito do LBP nas alteracbes de segmentos de

musculo liso brénquico induzido por TNF.

Mafra de Lima et al., (2010). Observamos nesse estudo que o LBP foi
capaz de reduzir a permeabilidade vascular pulmonar em animais desafiados com
LPS (lipopolisacarideo). Essa reducao foi comparada a reducao apresentada pela
dexametasona onde o LBP mostrou-se eficaz assim como o tratamento
medicamentoso. Observamos também reducé@o na expresséo de mieloperoxidase,
expressdo do RNAm de TNF e IL-18.

Mafra de Lima et al.,, (2010 a), investigaram se o LBP na inflamacéo
pulmonar aguda (ALI) induzida por LPS é ligada ao fator de necrose tumoral

(TNF) em macroéfagos alveolares do lavado broncoalveolar (BALF) de ratos. Esse
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estudo evidenciou que o LBP potencializou o efeito do rolipram na ALI por um
mecanismo que, pelo menos inicialmente, ndo é diretamente ligado a geracao de
AMPc mas envolve a reducdo da expressdo do RNAm de TNF em macréfagos

alveolares de ratos em modelo de ALI induzida por LPS.

Mafra de Lima et al., (2010 b) nesse estudo investigou a reatividade de
musculo liso brénquico. O objetivo era saber se o LBP poderia reduzir a
hiperreatividade de mdusculo liso brénquico associada com o aumento da
sensibilidade de Ca?* e aumento da expressdo do RNAm RhoA em reatividade
brénquica induzida por TNF. Os resultados evidenciaram que o LBP pode
modular a hiperreatividade bronquica induzida por TNF por mecanismos que
podem ser independentes da liberacdo do Ca®" gerado pela ativacdo de

receptores acoplados a proteina G.

Mafra de Lima et al., (2010 c), investigaram o efeito do LBP nos
macrofagos alveolares ativados pelo estresse oxidativo e LPS.. Nesse trabalho
sugerimos que o LBP pode potencializar o efeito da NAC (N Acetilcisteina) na
expressdo de MIP-2 modulando a geracdo de ROS (especies reativa de oxigénio)
através de um mecanismo celular que pode ser significativamente influenciado

pela sinalizacédo do NF-kB.

A partir desses resultados e sabendo que o LBP é uma ferramenta para o
tratamento de diversas doencas inflamatérias, e que ndo apresenta efeitos
colaterais, é de baixo custo e facil utilizacdo podendo ser usado de forma nao
invasiva, tornou- se indispensavel um estudo mais aprofundado sobre o

mecanismo de ac¢ao do LBP em modelo de inflamagé&o pulmonar.

8.0 JUSTIFICATIVA:

A I/R intestinal é caracterizada pela geracéo de produtos toxicos durante a
isquemia e na vigéncia da reperfusédo esses produtos atraves da circulacéo e da
linfa tem acesso a circulagdo sistémica promovendo importantes alteracdes no
estado funcional do organismo como um todo. De fato, as consequéncias da I/R
ndo sao restritas ao intestino e envolvem a indugéo de lesdo tecidual em 6rgéos
distantes (Sirotkovic-Skerlev et al., 2006) sendo o pulmé&o o 6rgdo mais afetado
(Ito et al., 2003). Como dito anteriormente, a I/R estad associada a indugdo da

resposta inflamatoria sistémica, fato que pode indicar uma ligagdo causal entre a
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liberacdo de mediadores inflamatdrios durante a resposta inflamatoria sistémica e
a sindrome do desconforto respiratorio agudo (Van Soeren et al., 2000). Dados
obtidos de modelos experimentais de ARDS mostram que essa sindrome é
caracterizada por acumulo de neutrdéfilos e aumento da permeabilidade pulmonar
(Pelosi et al., 2000; Desai 2002). Muitas citocinas sao liberadas durante a I/R
intestinal, incluindo TNF-a (Zhou et al., 2003) IL-1B, IL-6, IL-10 (Deitch et al.,
2001; Cavriani et al., 2005) essas citocinas liberadas pela leséo intestinal
alcancam a microcirculacdo pulmonar e contribuem para inflamacéo apresentada
apos a I/R. Além disso o estudo da concentracdo de neutréfilos em tecido
pulmonar, edema pulmonar e quantificagdo das citocinas mais envolvidas na
inflamacg&o pulmonar desencadeada pelo modelo de I/R intestinal que séo (IL-1p,
IL-6, IL-10, TNF-a) em relagdo a expressao do RNAm e concentracdo proteica
também se torna relevante para caracterizacdo do modelo em camundongos.
Sabendo que o LBP é uma ferramenta eficaz para o tratamento de diversas
doencas inflamatdrias, que ndo apresenta efeitos colaterais, e é de baixo custo e
de féacil utilizacdo, podendo ser usado de forma ndo invasiva, esse projeto se
propde investigar de que forma o LBP atua, descrevendo sua acdo em inflamacao
pulmonar em camundongos, pois de acordo com resultados prévios, sabendo que
o laser possui efeito benéfico na inflamacdo pulmonar e reatividade de vias
aéreas no mesmo modelo em ratos, nos parametros de 660nm, poténcia 30mw,
dose de 5.4 J, porém mudar o modelo para camundongos se faz necessario, pois
a quantidade de opc¢bGes em relacdo a animais knock-out, anticorpos, € muito
maior para camundongos do que para ratos. E como o objetivo do estudo é
descrever a acao do laser e desenvolver um estudo dose — resposta, passamos 0
modelo de I/R-i para camundongos utilizando as doses de (0.78, 2.37, 3.9, 5.8 J),
em um laser de 660 nm, com poténcia de 30 mW.

32



9.0 OBJETIVO GERAL:

O presente projeto tem o objetivo caracterizar o efeito do laser na
inflamacdo pulmonar e reatividade de vias aéreas em um estudo de dose

resposta em modelo de ARDS induzido por I/R-i.

9.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Avaliar a concentracdo de neutrofilos em tecido pulmonar

. Avaliar a permeabilidade vascular pulmonar
. Avaliar a concentracdo das citocinas (TNF, IL-1B, IL-6, IL-10) na expressdo do

RNAmM e concentracdo proteica no tecido pulmonar.

4. Avaliar a reatividade de traqueia frente a estimulo colinérgico

5. Avaliar se hé diferenca no efeito do laser em diferentes doses (0.78; 2.37; 3.9; 5.8

J)
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10. Resultados

10.1 ARTIGO 1:

de Lima FM, Villaverde AB, Albertini R, Corréa JC, Carvalho RL, Munin E, Araudjo
T, Silva JA, Aimbire F. Dual Effect of low-level laser therapy (LLLT) on the acute
lung inflammation induced by intestinal ischemia and reperfusion: Action on anti-
and pro-inflammatory cytokines. Lasers Surg Med. 2011 Jul;43(5):410-20. doi:
10.1002/Ism.21053.

Esse artigo teve como objetivo verificar se o laser seria capaz de modular
os mediadores anti e pro inflamatérios na inflamacdo pulmonar aguda induzida

por modelo de isquemia e reperfuséo intestinal.

Verificamos que o laser é capaz de reduzir o edema, expressdo de MPO
e TNF nos pulmdes quando comparados com 0S grupos controle.

Surpreendentemente o laser aumentou a expresséao de IL-10 nos pulmdes.
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10.2 ARTIGO 2:

de Lima FM, Vitoretti L, Coelho F, Albertini R, Breithaupt-Faloppa AC, de

Lima WT, Aimbire F. Suppressive effect of low-level laser therapy on tracheal

hyperresponsiveness and lung inflammation in rat subjected to intestinal
ischemia and reperfusion. Lasers Med Sci. 2013 Feb;28(2):551-64. doi:
10.1007/s10103-012-1088-1. Epub 2012 May 5.

O objetivo nesse artigo foi avaliar o efeito do laser na disfuncédo de
reatividade colinérgica e liberacdo de mediadores inflamatorios no pulméao

apos I/R-i.

Observamos que, embora o tratamento com laser reduza o edema e a
expressdo de mieloperoxidase, isso ndo acontece em todos os periodos de
reperfusdo. Isso também foi observado na expressao de ICAM-1. Porém ao
mesmo tempo que reduz TNF-a e iINOS, o laser aumenta a expressao de IL-
10 nos pulmbes de ratos submetidos a I/R-i. Os resultados indicam que o
laser pode controlar a resposta inflamatéria no pulmédo e a disfuncdo da
reatividade de vias aéreas por reduzir simultaneamente TNF-a e iNOS.
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10.3 ARTIGO 3:

Mafra de Lima, F.; Aimbire, F.; Miranda, H.; de Paula Vieira, R.; Ligeiro de
Oliveira, A.P.; Albertini, R. Low level laser therapy attenuates the myeloperoxidase
activity and inflammatory mediators generation in lung inflammation induced by
gut ischemia and reperfusion: a dose response study. Laser in Medical Science,
2013.

O objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito anti inflamatério do
tratamento do laser de baixa poténcia em modelo de I/R-i em camundongos em

um estudo dose resposta.

Observamos que o tratamento com laser foi eficaz ao reduzir a sintese
de mediadores pro inflamatorios (TNF-a, IL-1B, IL-6) nos parametros de (Dose:
0.78J -5.8J, Tempo: 26 seg — 3 min e 16 seg, Poténcia: 30 mW, Comprimento de
Onda: 660nm). Interessantemente, com relacéo a IL-10, o laser no parametro de
(Dose: 5.8J, Tempo: 3 min e 16 seg, Poténcia: 30 mW, Comprimento de Onda:
660nm) ndo estimula 0 aumento dessa citocina e sim sua reducdo. Em relacéo ao
infiltrado de neutrdéfilos, o laser mostrou —se eficaz ao reduzir os neutrdéfilos nos
parametros de (Dose: 2.37J , Tempo: 1 min e 19 seg, Poténcia: 30 mW,

Comprimento de Onda: 660 nm).
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11. Discussao

A I/R-i estd também associada a inducdo da resposta inflamatoria
sistémica, fato que indica uma ligacdo casual entre a liberacdo de mediadores
durante a inflamacdo sistémica e a disfuncdo pulmonar na sindrome do
desconforto respiratério agudo (ARDS). ARDS € uma sindrome critica
caracterizada por lesdo pulmonar aguda, aumento da permeabilidade vascular
pulmonar, edema, e faléncia respiratéria (Van Soeren et al., 2000). Os
neutrofilos circulantes desempenham um papel importante no desenvolvimento
das caracteristicas clinicas e experimentais de inflamacdo pulmonar aguda
(Cavriani et al.,, 2004; Yamamoto et al., 2001). Dados obtidos em modelos
experimentais mostraram que a interacdo neutroéfilos e células endoteliais pode
ser um ponto limitante na patogénese da inflamac&o pulmonar aguda induzida
por I/R-i (Kuzu et al., 2002). Nossos resultados demonstraram que a terapia com
laser de baixa poténcia (Dose: 5.4 J, Tempo: 3 min, Poténcia: 30 mW,
Comprimento de Onda: 660nm) é capaz de diminuir de maneira significante o
edema pulmonar de animais submetidos a I/R-i comparados aos animais nao
tratados. Considerando o efeito anti inflamatério do laser na permeabilidade
pulmonar vascular € razoavel sugerir que o mecanismo de a¢do do laser envolva
a participacdo do citoesqueleto endotelial que é o motor molecular que move o
rearranjo do citoesqueleto ndo muscular de actina. De fato, isso foi relatado por
Mafra de Lima et al. (2009) onde o dano celular endotelial foi diminuido apds o
tratamento com laser de baixa poténcia (Dose: 1.3 J, Tempo: 42 seg, Poténcia:
30mw Comprimento de Onda 660 nm,), em modelo de lesdo pulmonar aguda
induzida por E. Coli lipopolysaccharide em rato. Ou seja, podemos dizer que o
laser possui efeito benéfico em relacdo a permeabilidade pulmonar e a interagéo
leucécito- endotélio, envolvendo o rearranjo do citoesqueleto endotelial entre os
tempos de 42 seg e 3 min, e entre as doses de 1.3 Je 5.4 J. Os mecanismos
gue regulam o acumulo de neutrdfilo nos pulmdes e aumentam a permeabilidade
microvascular, assim como aqueles que exercem efeito protetor contra a
severidade de tais disfuncbes pulmonares, também foi descrito por (Cavriani et
al., 2004).

O presente estudo mostrou pela primeira vez o efeito do tratamento com
laser de baixa poténcia na inflamacéo pulmonar em modelo de I/R-i em ratos e

camundongos. A contribuicdo dessa investigagéo foi determinar a capacidade da
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terapia com laser, de forma ndo invasiva, aplicada por alguns minutos em
modular a expressdo das citocinas pro e anti-inflamatérias nos pulmdes que
facilita a restauracdo do equilibrio entre a acdo daquelas citocinas, que sao
fundamentais para manutencdo da homeostasia. E o importante foi que
observamos que o tratamento com laser atua de maneira diferente em relacéo
ao seu efeito anti inflamatério quando aplicado em diferentes espécies, por
exemplo, rato e camundongo, pois quando utilizamos o tratamento com laser
(Dose: 1.3 J, Tempo: 42 seg, Poténcia: 30 mW, Comprimento de Onda: 660nm)
em modelo de lesdo pulmonar aguda induzida por E. Coli em ratos, o laser foi
capaz de reduzir significativamente a concentracdo de neutréfilos, observado de
forma indireta pela reducéo da expressdo de mieloperoxidase, e foi capaz de
reduzir a expressdo do RNAm e sintese proteica de IL-1B em comparagao ao
grupo inflamado. Porém, quando utilizamos o tratamento com laser (Dose: 0.78
J, Tempo: 26seg, Poténcia: 30mW, Comprimento de Onda: 660nm), em modelo
de desconforto respiratorio agudo induzido por I/R-i observamos que o laser ndo
foi capaz de reduzir a concentracdo de neutrdéfilos pela reducdo da expressao de
mieloperoxidase, e a sintese proteica de IL-1B. Porém, quando observamos a
expressdo do RNAm e sintese proteica de TNF-a o laser foi capaz de reduzir
significativamente essa citocina. Esses resultados podem sugerir que a reducao
do influxo de neutrdéfilos e das citocinas pro inflamatérias seja iniciado por um
mecanismo dependente da reducdo dos niveis de TNF-a que é produzido por
mastocitos, depois de sintetizado induz a producdo de outros mediadores
inflamatérios, como por exemplo, IL-1.

Em relagédo ao efeito do tratamento com laser sobre a sintese de TNF-a
induzido por I/R-i, nossos resultados mostraram que o laser reduz a expressao
de RNAm e sintese proteica de TNF-a no tecido pulmonar quando comparados
aos animais inflamados. Dessa forma, podemos dizer que o tratamento com
laser mostra-se eficaz utilizando os seguintes parametros (Dose: de 0.78 — 5.8 J,
Tempo: 42 seg — 3 min el6 seg, Poténcia: 30 mW, Comprimento de Onda: 660

nm) em ratos e camundongos.

De maneira complementar a esses efeitos do laser de baixa poténcia
diminuindo a liberagcdo de citocinas pré-inflamatoérias, investigamos também os
efeitos do laser de baixa poténcia sobre a citocina pro-inflamatoria IL-10. A IL-10
€ uma citocina antiinflamatéria (Pajkrt et al., 1997) presente em niveis elevados
no plasma de modelos animais de inflamagdo pulmonar aguda e inibe a
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liberacdo de citocinas pro-inflamatorias (IL-6, IL-1beta, TNF), prevenindo o dano
tecidual (Lo et al., 1998). Esses achados destacam a importancia potencial do
equilibrio das citocinas anti versus pro-inflamatérias na inflamacéo pulmonar

aguda, o que corrobora com a relacéo de IL-10 e TNF nos pulmdes.

Nossos resultados a respeito do tratamento com laser na expressao do
RNAmM e sintese proteica de IL-10 de animais (ratos e camundongos) com
desconforto respiratdrio induzido por I/R-i, mostraram que o laser foi capaz de
aumentar significativamente os valores de IL-10 entre os seguintes parametros
(Dose: 0.78 J- 5.4 J, Tempo: 26 seg — 3 min, Poténcia: 30 mW, Comprimento de
Onda: 660nm). Interessantemente, quando utilizamos o tratamento com laser (
Dose: 5.8 J, Tempo: 3 min e 16 seg, Poténcia: 30 mW, Comprimento de Onda:
660 nm) em camundongos, observamos que o laser possui um efeito contrario
ao esperado, ou seja , ele diminui a sintese proteica de IL-10 no tecido pulmonar

de animais submetidos a I/R-i.

Esses resultados estdo de acordo com os resultados de Souza &
Teixeira (2005) que evidenciaram um aumento dessa citocina anti-inflamatoria
no pulmdo de animais submetidos a I/R-i severa. Esses resultados sao
interessantes devido ao fato de, como relatado anteriormente, a presenca do
TNF-a em condi¢cées de inflamagdo levam ao aumento de IL-10, como um
mecanismo de auto-defesa do organismo em resposta a injuria. Além disso, a
maioria dos estudos usando modelo animal reconhecem que a diminuicdo do
TNF-a € acompanhada pelo aumento de IL-10 (Inoue et al., 2000). Nossos
resultados corroboram com esses autores, uma vez que foi observado que o
laser de baixa poténcia diminuiu a expressdo de TNF-a enquanto aumentou a
expressdo de IL-10. Considerando essa observacéo, o que era esperado com 0
tratamento com laser era que os niveis de IL-10 pudesse também ser reduzido,
uma vez que com menos TNF-a, a IL-10 anti inflamat6ria poderia também ser
reduzida. Entretanto, o tratamento com laser apresentou resultado oposto. O fato
€ que, o tratamento com laser reduziu o niveis de TNF-a ao mesmo tempo que
aumentou os niveis de IL-10 nos pulmdes, sugerindo um efeito ndo dependente
do laser sobre essas citocinas. Possivelmente, o tratamento com laser esteja
agindo por mecanismos distintos em cada citocina. Por isso, nesse estudo, os
animais submetidos a I/R-i foram tratados com anticorpo anti- TNF-q, irradiados

com laser (Dose:5.4J, Tempo:3 min, Poténcia: 30 mw, Comprimento de
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Onda:660 nm) e entdo foi mensurado os niveis de IL-10 nos pulmdes. Nossos
resultados mostraram que as concentragbes de IL-10 foram nitidamente
reduzidas pelo anticorpo anti TNF-a, entretanto, as concentragbes de IL-10
foram aumentadas quando comparadas aos animais do grupo basal. Isso pode
ser explicado pelo fato de que o TNF-a n&o é a unica citocina capaz de induzir a
formagdo de IL-10. Souza et al. (2005) demonstraram que a citocina pré
inflamatoria IL-1B8 € muito importante para a geragéo de IL-10. Esses resultados
mostraram que apesar do tratamento com anticorpo anti TNF-a o efeito do laser
€ mantido, aumentando a concentracao proteica de IL-10 nos pulmdes de ratos
4h apos a reperfusdo intestinal. Isso reforga a hipétese de que o laser possa agir
sobre a IL-10 por um mecanismo independente do efeito do TNF-a.
Considerando que o tratamento com laser poderia reduzir as concentracdes de
TNF-a via aumento de IL-10, ndés bloqueamos a participacdo da IL-10 na
inflamag&o pulmonar aguda induzida por I/R-i usando anticorpos anti IL-10.
Curiosamente, nossos resultados demonstram que na auséncia de IL-10, as
concentracfes de TNF-a foram aumentadas pds I/R-i em comparacdo ao grupo
basal. Entretanto, os niveis de TNF-a nos pulmdes de animais pré tratados com
anticorpo anti IL-10 e submetidos a I/R-i foi nitidamente aumentado em relagao
aos animais submetidos a I/R-i mas nao tratados com laser. Esses resultados
sugerem que o laser tenha acdo sobre o TNF-a e a IL-10 de maneira
independente, ou seja, o laser reduziu os efeitos do TNF-a na inflamagao
pulmonar aguda por uma sinalizagdo celular que ndo depende do efeito do
aumento dos niveis de IL-10.

Ao mesmo tempo, tentamos identificar a possivel relacdo entre os
mediadores da inflamagcao pulmonar liberados nos pulmdes e a disfuncdo de
reatividade das vias aéreas durante a I/R-i a fim de determinar se o efeito do
laser, diminuindo a expresséo de TNF e INOS e aumentando a expressao de IL-

10 teria algum efeito sobre a reatividade pulmonar.

No que diz respeito a disfuncdo da reatividade de vias aéreas, Coelho et
al., (2007), afirmam que observaram uma reducdo da reatividade brénquica 2
horas ap0s a reperfusdo intestinal e isso é dependente da circulagédo linfatica
que drena IL-1B produzido localmente no intestino e carregado para os pulmodes
através da circulacdo pulmonar. Ainda sobre a reduzida reatividade brénquica,
Coelho et al., (2007) relata que a IL-13 derivada da reperfusdo intestinal pode
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estimular INOS pulmonar, e a aumentada ativacdo da iINOS é responsavel por
diminuir a resposta de reatividade das vias aéreas a agonistas colinérgicos.
Relatos sobre os efeitos do NO na I/R-i foram descritos por Cuzzocrea et al.,
(2002), que mostrou que em resposta a I/R-i, 0 NO causa hipotensédo e
hiporesponsividade a agentes vasoconstritores. Nesse sentido, Amaredes et al.,
(2005), demonstraram que o aumento da producédo de NO esta associado com a
hipo-reatividade de vias aéreas na auséncia de IL-10 e esse efeito é reversivel
pela inibicdo do NO. Na auséncia de IL-10, que também é capaz de minimizar a
hiper-reatividade de vias aéreas induzida por TNF-a de acordo com Guiqi
(2011), a producado de NO é aumentada por um mecanismo compensatorio para

controlar o tbnus das vias aéreas contra a hiper-reatividade.

Nosso resultados mostraram que em relacdo a INOS, quando
mensuramos a expressdo do RNAm de INOS de animais (ratos) submetidos a
I/R-i o grupo inflamado os valores referentes ao grupo inflamado foram
significativamente maiores quando comparados ao grupo basal. Quando
tratamos os animais com laser (Dose: 5.4 J, Tempo: 3 min, Poténcia: 30 mw,
Comprimento de Onda:660 nm), observamos que o laser foi capaz de reduzir os
valores de INOS nos tempos de 2h e 4h de reperfusdo, porém néo foi capaz de
reduzir a expressdo do RNAmM de INOS no tempo de 30 min. Possivelmente
esse resultado seja devido ao curto periodo de tempo que o laser teve para

exercer sua acao no grupo de 30 min.

No que diz respeito ao efeito anti-inflamatério da citocina IL-10 e NO na
disfuncéo da reatividade de vias aéreas, Ameredes et al., (2005), demonstraram
gue o aumento da producdo de NO estd associado com a hipo-reatividade de
vias aéreas na auséncia de IL-10 e esse efeito € revertido pela inibicdo de NO.
Curiosamente, 2 horas apos a reperfusao intestinal, a producédo dessa citocina
anti-inflamatéria foi maior que em outros tempos estudados. Isso pode ser
explicado pela auséncia de cNOS derivado de NO, desde que Coelho et al.,
(2007) demonstrou que apdés 2 horas de reperfusdo intestinal, a expressao
cNOS pulmonar ndo aumenta e o sistema pulmonar tenta controlar a disfuncéo
de vias aéreas pelo aumento da producéo de IL-10, o que é capaz de modular a

exacerbacédo da sintese de iINOS derivado de NO.

No tempo de 4 horas de reperfusdo intestinal, a hiper-reatividade

tragueal apresenta-se ainda maior do que no tempo de 30 minutos apds a
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reperfusdo. Nesse periodo, a expressao proteica e RNAmM de IL-10 estdo
elevados porém menores do que os valores observados no tempo de 2 horas
apos a reperfusdo. Com uma menor concentragdo de IL-10, a reatividade
traqueal tende a aumentar. Nossos resultados mostram que a I/R-i induz

disfuncéo de musculo liso que culmina em hiper-reatividade.

O INOS derivado de NO esta relacionado a mudancas funcionais de
reatividade traqueal , e nossos resultados sugerem que isso pode ser uma
resposta adaptativa do sistema pulmonar a I/R-i, que modula o tdnus do
musculo liso. Nossos resultados também sugerem que INOS participou na hiper-
reatividade observada 30 minutos e 4 horas apos a reperfuséo intestinal mas
que a IL-10 desempenhou um importante papel na resposta compensatoria para
contrabalancear o aumento na reatividade de vias aéreas observada 2 horas
apos a reperfusdo. Quatro horas apoés a reperfusao intestinal, a hiper-reatividade
tragueal tornou-se aguda novamente, provavelmente porque a continuidade dos
niveis altos de ambos, TNF e iNOS e o fato da expressao proteica e RNAmM de
IL-10, que é capaz de controlar o efeito das citocinas pré-inflamatorias, que
foram reduzidas a niveis menores em comparacdo aos outros periodos de
reperfusdo. Com base nessas observacdes, podemos dizer que os melhores
parametros para aumentar a expressao do RNAm e sintese proteica de IL-10
séo entre os valores de (Dose: 0.78 J- 5.4 J, Tempo: 26 seg — 3 min, Poténcia:
30 mW, Comprimento de Onda: 660nm). Um dado importante que observamos é
gue utilizando os parametros de (Dose: 5.8 J, Tempo: 3 min e 16 seg, Poténcia:
30 mW, Comprimento de Onda: 660nm) o tratamento com laser em inflamacgéo
pulmonar em camundongo, ndo estimula o aumento de IL-10 e sim, sua
reducdo. No que diz respeito a expressdo de INOS observamos que o
tratamento com laser (Dose: 5.4 J , Tempo: 3 min, Poténcia: 30 mW,
Comprimento de Onda: 660 nm) em inflamacgédo pulmonar induzida por I/R-i em
ratos, esses parametros foram eficientes em reducdo a expressao da enzima

INOS nos tempos de 2h e 4h de reperfuséo.

ICAM-1 é uma molécula de adesao que facilita o trafico de neutrdfilos
para os pulmdes e tem sua expressdo aumentada na superficie endotelial dos
pulmdes durante ALI/ARDS. Em pacientes com ALI/ARDS altos niveis solGveis
de ICAM-1 em fluido de edema pulmonar sdo associados com mortalidade, de
acordo com McClintock et al. (2008). Com relagdo a inflamag&o pulmonar
induzida por modelo animal de I/R-i, alguns autores relatam a expressao do
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RNAmM de ICAM-1 (Tian et al. 2006; Souza et al. 2004). Nossos resultados
mostraram que ultilizando o tratamento com laser (Dose: 5.4 J, Tempo: 3 min,
Poténcia: 30 mW, Comprimento de Onda: 660nm), o laser foi eficaz ao reduzir a
expressdo de ICAM-1 no tecido pulmonar de ratos submetidos a I/R-i. Esse
resultado sugere fortemente que uma diminuicdo na concentracao de neutrofilos
pulmonares pelo laser pode estar diretamente relacionado ao efeito dessa
terapia na interacé@o leucocito —endotélio, tanto que, o laser reduziu a expressao
do RNAm de ICAM-1 nos pulmdes apos I/R-i, e no mesmo periodo estudado,

reduziu a expressao de mieloperoxidase e permeabilidade vascular pulmonar.

A IL-6 é um dos mais importantes mediadores na febre, e na ARDS
altos niveis de IL-6 no plasma e BALF sé&o preditivos de piores resultados. A IL-6
ativa tanto mediadores pr6 e anti inflamatérios, com aumento dos niveis em
resposta ao LPS em modelo experimental (Zhao et al., 2012). Niveis elevados
de IL-6 no plasma, foi encontrado em pacientes com risco de desenvolver
ARDS, com critérios em 48 horas (Bouros et al., 2004). Nossos resultados
mostraram que o tratamento com laser (Dose: 0.78 J - 5.8 J, Tempo: 26 seg — 3
min e 16 seg, Poténcia: 30 mW, Comprimento de Onda: 660nm) foi eficaz ao
reduzir a expressdo do RNAm e sintese proteica de IL-6 em inflamacéo

pulmonar induzida por I/R-i em camundongos.

De acordo com nossos resultados, concluimos que a terapia com laser
de baixa poténcia pode ser utilizada como coadjuvante no tratamento da
inflamacdo pulmonar, pois € eficaz ao reduzir os niveis de citocinas pro
inflamatorias (IL-1B, TNF-a, IL-6, INOS) e a0 mesmo estimula a sintese de
citocina anti inflamatoria (IL-10). O laser também atua na melhora da interacéo
leucécito endotélio pois vimos que foi capaz de reduzir os niveis de ICAM-1, a
concentracdo de neutrofilos em tecido pulmonar por medida direta e indireta, e a
permeabilidade vascular pulmonar. O tratamento com laser também se mostrou
eficaz em relacdo a reatividade de musculo liso de traguéia, ao diminuir e
hiperreatividade apresentada nos tempos de 30 min e 4h de reperfusdo e ao
reverter a hiporreatividade no tempo de 2h de reperfusédo, isso também esta
diretamente relacionado ao efeito do laser sobre a expressdao da enzima
INOS.Esses resultados foram observados em modelo experimental de

inflamagé&o pulmonar induzida por I/R-i em ratos e camundongos.
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12. Conclusao:

Concluimos que o tratamento com laser de baixa poténcia, nas doses
estudadas foi eficaz na inflamacdo pulmonar induzida por I/R-i. Nossos
resultados mostram que o laser foi reduziu a migracédo de células inflamatérias
e o edema. Em relagdo a expressdao de iINOS o laser também mostrou-se
eficaz ao reduzir sua expressao, e isso indica um efeito do tratamento com
laser na reatividade de traquéia, visto que na I/R-i a reatividade de traquéia
esta diretamente relacionada as concentragcdes de NO e IL-10. Em relagdo a
expressao do RNAm e sintese proteica de mediadores pro inflamatérios (IL-1,
IL-6 e TNF-) o laser mostrou reduzir esses valores, e aumentar a sintese
proteica de IL-10, por mecanismos distintos, mostrando seu efeito anti-
inflamatorio, e reparador das disfungdes da reatividade de vias aéreas. A dose
de 3.9 J foi a que apresentou resultados significantes para todos os parametros

estudos em modelo de camundongo.

Para detalhamento do resultado, descrevemos em tépicos os efeitos, os
parametros utilizados do laser com dose, tempo, poténcia, comprimento de

onda.

Detalhamento dos resultados: estudo dose-resposta

. O tratamento com laser apresenta efeito no citoesqueleto endotelial, que é o
motor molecular que move o rearranjo do citoesqueleto ndo muscular de actina,
no parametro de (Dose: 1.3 Jicm? , Tempo: 42 seg, Poténcia: 30 mW,
Comprimento de Onda: 660 nm) em ratos.

. Em relacédo ao infiltrado de neutrdéfilos (direto e indireto), o laser mostrou —se
eficaz (Dose: 1.3 J/ -5.4 J/ , Tempo: 42 seg- 3 min e 16 seqg, Poténcia: 30 mW,
Comprimento de Onda: 660 nm) ao reduzir a expressdo de mieloperoxidase e
concentracgéo direta de neutrofilos em inflamagao pulmonar em ratos.

. Em relacdo ao infiltrado de neutrofilos em camundongos, o laser mostrou —se
eficaz ao reduzir a expressdo de mieloperoxidase nos parametros de; (Dose:
237 J - 5.8 J, Tempo: 1 min e 19 seg- 3 min e 16 seg, Poténcia: 30 mW,
Comprimento de Onda: 660 nm).

. Ainda em relacao a interacdo leucécito endotélio, observamos o efeito do laser

na expresséo de ICAM-1 onde os melhores parametros foram (Dose: 1.3 J/cm? -
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5.4 Jlcm? , Tempo: 42 seg — 3 min, Poténcia: 30 mW, Comprimento de Onda:
660 nm) para o reducéo da expressao do RNAmM de ICAM-1 em ratos.

5. O efeito do laser sobre a IL-13 em ratos foi significativo com 0s seguintes
parametros (Dose: 1.35 J/cm? - 5.4 J/lcm? , Tempo: 42 seg- 3 min, Poténcia: 30
mW, Comprimento de Onda: 660 nm).

6. O efeito do laser sobre a expressdo do RNAm e sintese proteica de IL-6 em
ratos mostrou uma reducdo significativa com os parametros (Dose: 1.3 Jicm? —
5.4 Jlcm? ,Tempo: 42 seg — 3 min, Poténcia; 30 mW, Comprimento de Onda:
660 nm). Em relacdo a irradiacdo em camundongos, observamos que 0S
melhores parametros estédo entre (Dose: 0.78 J/ - 5.8 J/ , Tempo: 26 seg — 3
min e 16 seg, Poténcia: 30 mW, Comprimento de Onda: 660 nm).

7. O laser mostrou —se eficaz também ao estimular a sintese de citocina anti
inflamatoria (IL-10) em ratos e camundongos. Em ratos, o melhor parametro
(Dose: 5.4 J, Tempo: 3 min, Poténcia: 30 mW, Comprimento de Onda: 660 nm)
nos tempos de 2h e 4h de reperfusdo . Em camundongos, as melhores doses
sdo: (Dose: 0.78 J/lcm? - 3.9 J/cm? , Tempo: 26 seg — 2 min e 10 seg, Poténcia:
30 mW, Comprimento de Onda: 660 nm).

8. Uma conclusdo importante € que o laser ndo estimula o aumento e sim a
reducdo da sintese de IL-10 com o parametro de (Dose: 5.8 J, Tempo: 3 min e
16 seq, Poténcia: 30 mW, Comprimento de Onda: 660 nm) em camundongos.

9. O laser mostrou-se eficaz ao reduzir os valores de IL-6 com o0s seguintes
parametros (0.78 J - 5.8 J, Tempo: 26 seg — 3 min e 16 seqg, Poténcia: 30 mW,
Comprimento de Onda: 660 nm) em camundongos.

10.0 laser mostrou —se eficaz ao reduzir a expressao de INOS em homogenato de
pulmao de rato com parametro de: (Dose: 5.4 Jlcm? , Tempo: 3 min, Poténcia:
30 mW, Comprimento de Onda: 660 nm).

11.Em relacdo a reatividade de traqueia frente a estimulo colinérgico, o parametro
de (Dose; 5.4 J, Tempo: 3 min, Poténcia: 30 mW, Comprimento de Onda: 660
nm) o laser reduz a hiperreatividade apresentada nos tempos de 30 min e 4h de
reperfusé@o e restaura a hiporreatividade apresentada em 2h de reperfusdo, em

modelo de inflamacé&o pulmonar inuzida por I/R-i em ratos.
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