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Resumo

As interacdes entre o musculo e os macrofagos que o invadem apds a ocorréncia da
lesdo sé&o determinantes para a evolugcao do reparo deste tecido. Por outro lado, o laser
em baixa intensidade (LBI) tem sido muito utilizado no tratamento destas lesdes no
ambito clinico e no experimental, mas pouco se conhece a respeito dos seus efeitos
sobre os macrofagos. O objetivo deste projeto foi avaliar o efeito da irradiacdo com
laser vermelho e infravermelho sobre o estado de ativacdo de macréfagos de fendtipo
M1 e M2a. Para tanto, culturas de macroéfagos J774 foram tratadas com agentes
polarizadores (LPS e IFN-y ou IL-4) por 24h e entdo irradiadas com LBl em 2
comprimentos de onda 780nm e 660nm nos mesmos parametros dosimétricos (70mw;
17,5J/cm?; 0,8J). Apds 24h de incubacédo, o estado de ativagdo foi verificado por meio
da técnica MTT. Em cada situacdo experimental, células nao irradiadas serviram como
controle, sendo realizados trés experimentos independentes. A irradiacdo com laser de
780 nm mostrou-se capaz de diminuir a ativacdo de macréfagos polarizados para
fenétipo M1 e aumentar a ativacdo de macrofagos de perfil M2a. Ja a irradiacdo com
laser de 660 nm intensificou ligeiramente o estado e ativacdo dos macréfagos M1 e
aumentou de maneira significante o estado de ativacdo de macréfagos de perfil M2a.
Embora ndo se possa estabelecer uma relacédo entre resultados de estudos in vitro e
desfechos clinicos futuros e ainda exista necessidade de avaliar os efeitos da irradiacao
laser nos outros fenotipos de macréfagos, os dados do presente estudo sugerem que
os lasers vermelho e infravermelho pode trazer resultados diferentes quando utilizados

nas diferentes fases do reparo muscular.

Palavras chave: macréfagos, laser de baixa poténcia, lesdo muscular



Abstract

Interactions between the muscle and macrophages which invade it after an injury occurs
are crucial to the evolution of repair in this tissue. On the other hand, low intensity laser
(LLLT) has long been used in the treatment of such lesions, both in clinical and
experimental settings; however, little is known about its effects on macrophages. The
objective of this project was to evaluate the effect of irradiation with red and infrared laser
on the activation state of M1 and M2a phenotypes of macrophages. For this purpose, J774
macrophage cultures were treated with polarizing agents (LPS and IFN-y or IL-4) for 24
hours and were then irradiated with 2 wavelengths of LLLT — 780 nm and 660 nm — in the
same dosimetric parameters (70mW; 17.5J/cm?; 0.8J). After 24 hours of incubation, the
activation state was checked by MTT technique. In each experimental situation, non-
irradiated cells served as controls, and three independent experiments were performed.
Laser irradiation with 780 nm proved able to decrease the activation of macrophages
polarized for M1 phenotype and increase activation of M2a profile macrophages. Laser
irradiation with 660 nm slightly intensified the state and activation of M1 macrophages,
while significantly increasing the activation state of M2a profile macrophages. Although it is
not possible to establish a relationship between the results of in vitro studies and future
clinical outcomes, and the effects of laser irradiation on other macrophage phenotypes still
need to be assessed, data from this study suggest that red and infrared laser could have

different results when used in the different stages of muscle repair.

Key Words: macrophage, low level laser, muscle injury
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1. INTRODUCAO

As lesdes musculares representam um problema desafiador para as ciéncias da
reabilitagdo, pois reparam muito lentamente e com freqiiéncia apresentam uma
recuperacdo funcional incompleta que pode ainda ser dificultada pela formacdo de um
tecido de cicatrizacdo que contribuira para sua recorréncia (HUARD et al., 2002).

As primeiras fases do reparo das les6es musculares (degeneracao e inflamagao)
duram poucos dias e englobam os processos de destruicdo da integridade tecidual,
formacdo de edema, extravasamento sanguineo e invasédo tecidual por células imunes,
principalmente neutrofilos e macréfagos (HUARD et al., 2002; TIDBALL, 2005).

O desenvolvimento deste processo inflamatorio inicial pode ter um efeito benéfico ou
deletério no musculo, podendo promover tanto a amplificacdo da lesédo inicial quanto seu
reparo. Este direcionamento depende principalmente de trés fatores: a magnitude da
resposta inflamatéria; a histéria prévia de atividade do musculo; e as complexas interacées
entre o musculo e as células inflamatérias que o invadem apdés a ocorréncia da lesdo
(TIDBALL, 2005).

No que concerne as interagfes entre o tecido muscular e as células inflamatorias,
varios autores tém demonstrado que os neutrofilos estdo mais ligados a fase degenerativa
do processo de reparo por causarem a lise direta da membrana das células musculares
principalmente pela liberacdo de superoxidos (SMITH et al.,1989; NGUYEN & TIDBALL,
2003; TIDBALL, 2005; BOSURGI et al., 2011).

Ja os macréfagos tém um papel bem mais complexo, pois além de realizarem a
fagocitose dos restos teciduais preparando o tecido para o reparo, sintetizam radicais
livres, diversos fatores de crescimento, quimiocinas e citocinas que terdo papéis muito
importantes na modulacdo e direcionamento do processo de reparo (GROUNDS, 1987,
TEIXEIRA et al.,, 2003; NGUYEN & TIDBALL, 2003; TIDBALL, 2005; BOSURGI et al.,
2011; SACLIER et al., 2013).

Na fase inicial da resposta inflamatoria (até 2 dias apds a lesdo muscular) predominam

os macrofagos do fendtipo M1 (CD68+) ou inflamatério. Estes macréfagos produzem
15



citocinas e enzimas pro-inflamatoérias que podem ampliar o dano tecidual. Se nao ocorrer
sobreposicao de agentes lesivos, apds aproximadamente 4 dias da ocorréncia da leséo, os
macrofagos da regido lesionada passam a exibir também o perfil M2 (CD163+/CD206+).
Nesta fase, estas células passardo a produzir citocinas de carater antiinflamatorio (que iréo
atenuar a populacao de macrofagos M1), bem como enzimas e fatores de crescimento que
irdo estimular a reconstrucdo do tecido destruido (ARNOLD et al., 2007; TIDBALL &
VILLALTA, 2010; BOSURGI et al., 2011; WEIDENBUSCH & ANDERS, 2012; SACLIER et
al., 2013). A figura 1 demonstra esquematicamente os fendtipos e produtos dos

macrofagos M1 e M2.

Macréfagos M1 Macréfagos M2
LPS or Bacteria IL-4
IFN-y IL-13
GM-CSF ﬁ K— IL-10
TNF-o.  _ M-CSF _ IL-10
IL-6 IL-4
IL-23 O TGF-B
IL-1 Qo IGF-1
IL-12p40 N PTX-3
IFN-I v 0% PGE2
RNI QC MMP-9
ROI N Fizz1
CXCLS Ym1/2
CXCL10 CCL17
CXCL11 ~ ~ CCL22
Inflammatory macrophages Tissue-healing macrophages

Figura 1: Representacdo esquemdtica da polarizacdo dos macrdfagos inflamatérios (M1) e anti-
inflamatérios/reparadores (M2). Bosurgi et al. Macrophages in injured skeletal muscle: a perpetuum mobile
causing and limiting fibrosis, prompting or restricting resolution and regeneration. 2011

Os macrofagos que exibem o perfil M2 séo ainda subdivididos nos fenotipos M2a, M2b
e M2c. O fenétipo M2a caracteriza macréfagos ativados por citocinas do padrdo TH2
(como a IL-4) e que secretam produtos ligados a sintese de matriz extracelular e
angiogénese, sendo comum nos casos de inflamacao crénica com fibrose. O perfil M2b
(também chamado de regulatério) pode ser induzido pela combinacdo da ligacdo dos
receptores Toll a imunocomplexos sendo comum nos quadros de infec¢do por parasitas. Ja
o perfil M2c ou anti-inflamatério pode ser induzido por compostos anti-inflamatorios (IL-10 e
corticoides) e induz a producdo de citocinas como a IL-10 e o TGF- (SACLIER et al.,
2013).
16



Esta mudanca no fendtipo dos macréfagos de M1 (inflamatério) para M2
(antiinflamatorio, reparador) é um evento chave na regeneracdo muscular e coincide com a
mudanca do estagio proliferativo para a fase de diferenciacdo inicial das células
precursoras miogénicas (TIDBALL & VILLALTA, 2010; BRIGITTE et al., 2010; BOSURGI et
al., 2011).

A complexidade e a importancia dos efeitos dos macréfagos nos quadros inflamatérios
gerados por lesbes musculares tém evidenciado que eles devem ser considerados como
células alvo para as intervencoes terapéuticas (TIDBALL & VILLALTA, 2010; BRIGITTE et
al., 2010; BOSURGI et al., 2011; SACLIER et al., 2013).

No ambito da avaliacdo experimental das intervencdes terapéuticas, o laser em baixa
intensidade (LBI) vem demonstrando resultados promissores no tratamento de lesdes
musculares a mais de duas décadas evidenciando sua capacidade de modular o processo
inflamatério (BIBIKOVA & ORON, 1993; BIBIKOVA & ORON, 1995; OLIVEIRA et al., 1999;
WEISS & ORON, 1992; LOPES-MARTINS et al., 2006, ALVES et al., 2014). J& os estudos
in vitro que avaliaram o papel da fototerapia sobre os mondcitos e macréfagos sao mais

escassos e estdo sumarizados a seguir.

YOUNG et al. (1989) irradiaram culturas de mondcitos U-937 com diodos de GaAlAs
emissores de luz ndo coerente pulsada de comprimentos de onda de 660, 870 e 880 nm
(15mW, 120mW/cm?, 2,4 Jlcm?, 20 segundos, energia total de 0,3J) e de luz coerente
(laser) de 820nm (15mW, 120mW/cm?, 2,4 J/cm?, 20 segundos, energia total de 0,3J). Os
autores avaliaram os efeitos das diferentes fontes de luz sobre a proliferacdo dos
monadcitos (apds 12 horas) e os efeitos dos sobrenadantes colhidos destas culturas e
aplicados sobre fibroblastos. A fototerapia, nos diferentes parametros avaliados, nao
alterou a viabilidade dos mesmos, ja 0 sobrenadante de cultura de mondcitos que mais
ativou a proliferacao de fibroblastos apds quatro dias de cultivo foi o irradiado com a luz
ndo coerente de 660nm. Os sobrenadantes derivados de culturas de mondcitos irradiadas
com luz ndo coerente de 880 nm geraram efeitos inibitérios sobre o crescimento dos
fibroblastos. A irradiacédo laser (820nm), em baixa densidade de energia e baixa poténcia,

mostrou-se capaz de aumentar a proliferagdo dos monocitos somente no periodo de 36 h
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de cultivo e o sobrenadante dos mondcitos tratados com esta luz demonstrou efeito

proliferativo sobre fibroblastos apds 60h de cultivo.

Em 1990, o mesmo grupo de pesquisadores (BOLTON et al., 1990) repetiu o modelo
experimental, mas desta vez usando somente a luz pulsada n&do coerente de 660 nm
(15mW, 120mW/cm?) nas fluéncias de 2,4; 4,8; 7,2 e 9,6 J/cm? (energias totais de 0,3J,
0,6J, 0,9J e 1,2J) e observou que mesmo 0s sobrenadantes das culturas néo irradiadas de
monaocitos eram capazes de estimular o crescimento dos fibroblastos. Porém o efeito
positivo sobre o crescimento foi mais acentuado nas culturas tratadas com sobrenadantes
de células irradiadas com a fluéncia de 7,2 J/icm? e menos efetivo nas culturas tratadas
com sobrenadantes de células irradiadas com 9,6 J/cm? demonstrando efeito dependente

dos parametros densidade de energia e energia total para a luz ndo coerente pulsada.

Posteriormente, o mesmo grupo (BOLTON et al., 1991) avaliou no modelo descrito,
os efeitos da luz coerente pulsada e polarizada no comprimento de 820nm nas densidades
de poténcia de 400 ou 800 mW/cm? e nas fluéncias de 2,4 e de 7,2 J/cm? sobre mondcitos
U937. Os sobrenadantes destes mondcitos irradiados foram incubados com fibroblastos e
apos 4 dias de cultivo, foi verificado que o sobrenadante das células irradiadas com 2,4
J/lcm? e 800 mW/cm? (0,3J) gerou uma proliferacdo celular estatisticamente maior nos
fibroblastos do que os sobrenadantes de mondcitos tratados com a mesma fluéncia na
densidade de poténcia de 400 mW/cm? (0,3J) que foi semelhante ao sobrenadante do
grupo controle néo irradiado. Ja na fluéncia de 7,2 J/cm?, a densidade de poténcia de 400
mW/cm? gerou o melhor estimulo proliferativo para os fibroblastos. Assim, os autores
concluiram que para a luz coerente (laser) pulsada os efeitos da irradiagdo sobre os
produtos produzidos pelos macréfagos e aplicados as culturas de fibroblastos, seriam mais
efetivos quando da combinacdo de altas densidades de poténcia com baixas densidades

de energia ou de altas densidades de energia com baixas densidades de poténcia.

DUBE et al. (2003) irradiaram macréfagos peritoneais murinos com laser de 632,8
nm (2,3 mW; ImW/cm?; 0,01 a 0,06 J/cm?; 10 a 60 segundos; energias totais de 0,023J;
0,046J; 0,069J; 0,092J; 0,115J e 0,138J) e observaram que a atividade da enzima lisozima
e 0 espraiamento aumentaram com o aumento da fluéncia, ja a fagocitose, a atividade da

catepsina, e a concentracao intracelular de NADPH mostraram um pico somente apos a
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irradiacdo na fluéncia de 0,02 J/cm?. Neste modelo, foram usadas baixas densidades de
poténcia e baixas densidades de energia e a variacdo da densidade de energia pareceu

exercer efeitos diferentes conforme o desfecho avaliado.

LINDGARD et al. (2007) avaliaram o efeito da luz ndo coerente de 634 nm (2,5 W;
35,7 W/cm?; 5 minutos, energia total de 750J) sobre a producdo de 6xido nitrico (NO), a
ativacdo das enzimas Oxido nitrico sintases (induzivel e endotelial) e a liberacdo de
espécies reativas de oxigénio (EROS) intracelulares por mondcitos humanos ativados com
acetato de forbol miristato (PMA). Os autores observaram que a irradiacao resultou em
diminuicdo dos niveis intracelulares de EROS, porém causou aumento nos niveis de
liberacdo de 6xido nitrico sem o proporcional aumento na expressao de mRNA para as
enzimas produtoras deste gas, sugerindo que a irradiacdo seria capaz de induzir a
liberacdo de estoques pré-sintetizados de NO. Neste estudo, a luz ndo coerente (néo laser)
foi utilizada em parametro de energia muito alto e que difere de todos os outros autores,
além disso, os resultados sédo conflitantes dificultando o estabelecimento de uma

concluséao.

Ja GAVISH et al. (2008) avaliaram culturas da linhagem de macréfagos murinos
RAW 264.7 ativadas com lipopolissacarideo (LPS) e irradiadas com laser de 780nm
(2mW/cm?, 2,2 J/cm?, 18 minutos) evidenciaram que a fototerapia foi capaz de diminuir a
expressdo dos genes para citocinas pro e anti-inflamatoérias (MCP-1, IL-1q, IL-1B, IL-6 e IL-
10) somente quando as células tinham sido ativadas com LPS na concentracdo de 1ug/mL,
porém nédo alterava a expressdo do gene para TNF-a. Os autores dosaram somente as
proteinas MCP-1 e IL-18 e observaram que a irradiagdo laser foi capaz de diminuir a
producdo de ambas nas células tratadas com LPS nas concentracdes de 0,1ug/mL e
1pg/mL. Neste estudo, os autores observaram diminuicdo na expressao génica de algumas
citocinas com a irradiacdo de baixa densidade de energia e baixa densidade de poténcia,
porém a variacdo na ativacdo dos macrofagos influenciou a observacdo dos efeitos do

laser, os dados de producéo de citocinas foram parciais.

JAd em macréfagos murinos provenientes de lavado peritoneal elicitados com
tioglicolato, ativados com LPS (10 ng/mL), IFN-y (20 ug/mL) e substancias usadas para a
obturacdo de canais radiculares (material odontolégico) e irradiados com laser diodo de
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AsGaAl (780nm; 70 mW,; 1750 mW/cm?; 3J/cm?; 1,5 segundos por aplicacdo) foi possivel
observar apdés 2 irradiagcdes com intervalo de 6 horas que a producéo de TNF-a diminuiu
em todos os grupos irradiados, independentemente do tipo de ativagdo (SOUSA et al.,
2009). Neste estudo em particular, o laser foi usado com baixa densidade de energia e alta
densidade de poténcia e o efeito foi positivo no que concerne a modulacao da producéo de
uma citocina inflamatéria, porém foi avaliada somente 1 citocina (TNF-a) e os macrofagos
foram ativados com substancias que ndo sao de interesse para a compreensao da

reparacao do tecido muscular.

MEHRSAI et al. (2009) irradiaram mondcitos humanos (estimulados ou ndo com
fitohemaglutinina) com laser 632.8nm (5mW; 4J/cm?; 220 segundos/dia; por 7 ou 9 dias) e
dosaram a producgéo das citocinas IL-2, IL-12, TGF-B e IFN-y apés 3, 5 e 8 dias de cultivo.
Em todos os periodos avaliados, os autores observaram reducao significante na producéo
de todas as citocinas avaliadas nos grupos ativados e irradiados quando comparados com
0S grupos somente ativados. Neste estudo, a combinacdo de baixa densidade de energia e
densidade de poténcia intermediaria (~ 26,32mW/cm?) em relagdo as anteriormente
relatadas, mostrou efeitos positivos na reducdo da producdo de citocinas, porém foram
realizadas varias aplicacbes com tempos de aplicagdo bastante longos, aumentando a

qguantidade total de energia recebida pelas células.

DE LIMA et al. (2010) verificaram o efeito do laser de 660 nm (30 mW; 4,5J/cm?; 252
segundos, energia total de 7,56J) sobre uma linhagem de macrofagos alveolares (AMJ2-
C11) ativados com LPS ou H202 e observaram que a irradiagdo diminuiu o mRNA para a
quimiocina MIP-2 (também chamada CXCL2), a gera¢édo de ROS intracelular e do fator NF-
kB nas células ativadas. Neste estudo foi usada baixa densidade de energia, mas nao foi
informada a densidade de poténcia, nem a area do cabecote tornando dificil estabelecer

uma comparacao.

SOUZA et al. (2014) avaliaram o efeito do LBI sobre a atividade mitocondrial de
macrofagos tratados com lipopolissacarideo (LPS) de E. coli e interferon-y (IFN-y)
simulando o fenétipo M1 e que depois foram irradiados com os parametros 780nm (70mW,
3J/cm?, 1,5s e 0,41J/cm?) e 660nm (15mW, 7,5J/cm?, 20s, 1,15J/cm?). Apds 24 horas de

irradiacdo, os macrofagos ativados e irradiados com laser de 660nm mostraram AM
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semelhante ao grupo ativado e os irradiados com laser de 780 nm exibiram AM menor que
0 grupo somente ativado. Ja apos 3 dias de cultivo, os macrofagos ativados e irradiados
com laser de 660nm e de 780 nm mostraram AM superior aos somente ativados. Apos 5
dias de cultivo, os macréfagos ativados mostraram AM semelhante a dos macrofagos

ativados e irradiados com laser de 660nm e de 780nm.

FERNANDES et al. (2015) também avaliaram o efeito do LBI sobre a ativacdo de
macrofagos tratados com lipopolissacarideo (LPS) de E. coli e interferon-y (IFN-y)
simulando o fendtipo M1 e que depois foram irradiados com os parametros 780nm (70mW,
3J/cm?, 1,55 e 0,41J/cm?) e 660nm (15mW, 7,5J/cm?, 20s, 1,15J/cm?). Os autores
constataram que os lasers de 660 nm e de 780 nm reduziram fortemente a expressao de
RNAmM de TNF-a e iNOS e a produgédo das proteinas TNF-a e COX-2 nas células J774
polarizadas para o perfil M1. Células irradiadas com laser de 660 nm expressaram mais

MRNA de IL-6 e produziu mais proteina IL-6 do que as células M1 néo irradiadas.

A compilagdo dos estudos que envolvem macrofagos e a fototerapia evidencia que
0s parametros dosimétricos e os efeitos avaliados até o momento sdo muito diversos
(tabela 1).
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densidade

. comprimento | poténcia A energia | fluéncia . : - e diminaie®
Artigos de onda (nm) (MW) d(em[i/?/}tsrr;%l)a total (3) | (3/cm?) Célula efeitos observados (1=aumento, |=diminui¢ao)
 proliferacdo mondcitos (somente no periodo de 36h) e 0
Young et al (1989) LBI 820 15 120 0,3 2,4 mondcitos U-937 sobrenadante destes mondcitos 1 a proliferagédo de fibroblastos
apos 60h
24
Bolton et al (1990) LED 660 15 120 0,3 4.8 monécitos U-937 sobrenadante dos monothos |rra_1d|ados com09e1,2J1a
alz2 7,2 proliferacéo de fibroblastos
9,6
0 sobrenadante dos mondcitos 1 a proliferagéo de fibroblastos
guando da combinacéo de fluéncia menor com densidade de
Bolton et al (1991) LBI 820 50 e 100 400e800 | 03e09|24e7,2 mondcitos U-937 poténcia maior ou o inverso. Quando da combinac¢&o de fluéncia e
densidade de poténcia altas, o resultado sobre a proliferacdo dos
fibroblastos foi inibitério
0,023 a 0,01a macréfago peritoneal 1 espraiamento e ativ lisozima com 1 da fluéncia, 1 catepsina e
Dube et al (2003) LBI 6328 2.3 1 0,138 0,06 murino NADPH intracelular somente com 0,046J
Llntzggcr)(;)et al LED 634 2500 35700 750 monocito humano J ROS intracelular, T™NO, n&o alterou Inos
macréfago murino : ) ) ) _ ~
Gavish et al (2008) LBI 780 5 2.2 RAW 264.7 ativado IRNAm para MCP-1, IL-1a, IL ‘Ip, IL-6 e IL-10 n&o altera RNAmM
com LPS para TNFa. | proteinas MCP-1 e IL-13
macréfago peritoneal
Sousa et al (2009) LBI 780 70 1750 0,21 3 murino + J TNFa
tioglicolato+LPS+IFNy
: monacito humano
Meh;;%'get al LBI 632.8 5 26,32 11 4 ativado com |proteinas IL-2, IL-12, TGF-B e IFN-y
( ) fitohemaglutinina
De Lima et al AMJ2-C11 macréfago
2010 LBI 660 30 7,56 4,5 alveolar ativado com IRNAm para MIP-2 , | ROS intracelular, |NF-kB
(2010) LPS ou H20>
LBI 780 70 275 3 0,41 ) | atividade mitocondrial 1 dia (laser de 780 nm)
Souza et al (2014) LBI 660 15 57,4 7,5 1,15 macrofagos J774 Mativacdo 3 dias (laser de 660nm e 780 nm)
Fernandes et al LBI 780 70 275 3 0,41 macréfagos J774 JRNA m iNOS e TNF-a (lasers de 660 e 780 nm),
(2015) LBI 660 15 57,4 75 1,15 9 J TNFa e COX-2 (lasers de 660 e 780 nm), ML-6 RNAm e IL-6 (660 nm)
Tabelal- Estudos que avaliaram o efeito da irradiacéo laser/LED sobre mondcitos e macrofagos
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A complexidade envolvida na escolha de parametros dosimétricos (comprimento de
onda, fluéncia ou densidade de energia, densidade de poténcia, freqiéncia de pulso,
energia total) faz com que as publicacdes que avaliaram os efeitos do LBI tanto em
macréfagos como em diferentes linhagens celulares apresentem resultados muito diversos
e por vezes até antagonicos (HUANG et al., 2011; PEPLOW et al., 2010; PEPLOW et al.,
2011). Além disso, muitas publicacdes nao informam todos os parametros utilizados para
irradiacdo ou ainda apresentam erros nos calculos das doses de energia aplicadas
(PEPLOW et al., 2010; PEPLOW et al., 2011)

Portanto, ainda faltam muitos dados para entender a modulacdo exercida pelo LBI

nos diferentes tipos celulares, em especial sobre os macréfagos.



2. OBJETIVO

Avaliar, in vitro, os efeitos do laser de baixa intensidade em dois parametros
dosimétricos (780nm; 70mW; 17,5J/cm? e 660nm; 70mW; 17,5J/cm?) sobre ativacdo de

macrofagos polarizados para os fenotipos M1 e M2a.
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3. JUSTIFICATIVA

A modulacédo das diferentes fases do processo de reparo do musculo esquelético se
d& principalmente pela mudanca no fendtipo e consequentemente pela alteracédo do perfil
de citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento secretados pelos macrofagos (TIDBALL
& VILLALTA, 2010; BOSURGI et al., 2011; SACLIER et al., 2013).

Por esta razdo, os macréfagos sédo considerados células alvo para as intervengdes
terapéuticas (TIDBALL & VILLALTA, 2010; BOSURGI et al., 2011; SACLIER et al., 2013).

Por outro lado, na area da reabilitacdo das lesdes musculares, muitos estudos tém
evidenciado que o LBI é capaz de modular o processo de reparo muscular tanto em
modelos experimentais como em avaliagdes clinicas (DOURADO et al., 2003; BARBOSA
et al., 2008; BARBOSA et al., 2009; MESQUITA-FERRARI et al., 2011; DE SOUZA et al.,
2011; BAPTISTA et al., 2011; FERNANDES et al., 2013; LEAL JUNIOR et al., 2009; DE
ALMEIDA et al., 2012; BARONI et al., 2010) mas ainda ndo se definiram os parametros

dosimétricos ideais para esta modulacéo, principalmente frente aos macréfagos.

Esta avaliacdo se torna ainda mais importante pelas recentes evidéncias de que o
uso de antiinflamatérios ndo esterdides poderia comprometer o processo de reparo
muscular por inibir a proliferacdo e ativacdo de macréfagos e de células precursoras
miogénicas (MACKEY et al. 2012, SCHOENFELD et al. 2012, MACKEY et al. 2013)

Ja foi demonstrado que a polarizacado dos macréfagos (perfil M1/M2) obtida in vitro,
por meio do cultivo destas células com citocinas pré ou antiinflamatorias corresponde a
polarizacdo observada in vivo durante o processo de reparo do musculo esquelético de
humanos. Assim o modelo de ativacdo de macréfagos in vitro € um instrumento importante
e fidedigno para avaliar o efeito de um recurso terapéutico sobre estas células e
consequentemente sobre o processo de reparo do musculo esquelético (SACLIER et al.,
2013).

Assim sendo, este projeto trard informagBes importantes para esclarecer o
mecanismo de acéo do LBI vermelho e infravermelho e ainda para justificar a sua escolha

no tratamento das lesdes musculares que sao tao freqiientes na pratica clinica.
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4. METODOLOGIA

Os experimentos foram realizados no laboratorio do Programa de Pds-graduagdo em
Ciéncias da Reabilitacdo da Universidade Nove de Julho (UNINOVE).

4.1 Culturas celulares

Foi utilizada a linhagem de macréfagos J774 (derivada de camundongos) doada pelo
Prof. Dr. Carlos Pelleschi Taborda. A linhagem J774 deriva de reticulo-sarcoma murino e
tem sido bastante utilizada para avaliar o efeito de recursos terapéuticos em cultura celular
(RALPH et al., 1976; CROSBY et al., 2010; SOUZA et al., 2014).

As células foram cultivadas no meio de cultura de Eagle modificado por Dulbecco
(DMEM, Vitrocell, Campinas, SP, Brasil) contendo 10% de soro fetal bovino (SFB, Vitrocell,
Campinas, SP, Brasil) e suplementado com L-glutamina 2mM. As culturas foram mantidas
em estufa (HEPA class 3110, Thermo Electron Corporation, Marietta, OH, EUA) a 37°C,
numa atmosfera umida contendo 5% de CO2. A monitoriza¢do do crescimento celular foi
feita a cada 24 horas, utilizando-se microscépio invertido de fase (Eclipse TE 2000U,
Nikon, Melville, NY, EUA). O subcultivo foi realizado quando a monocamada celular ficava
subconfluente para a perpetuacdo da linhagem celular, sempre em fluxo laminar (Linha
400, Pachane, Piracicaba, SP, Brasil). Para tanto, o sobrenadante era removido, as células
lavadas com tampé&o PBS 1X (NaCl 140mM; KCI 2,5mM; NazHPO4 8mM; KH2PO4 1,4mM,;
pH 7.4). ApGs incubacao era realizada uma nova lavagem com meio, os macrofagos J774
desaderidos em PBS 1X utilizando um scraper cell, e em seguida as culturas foram
centrifugadas a 1200 rpm a 10°C por 5 minutos (Centrifuga Excelsa 4-280R, Fanem, Séo
Paulo, SP, Brasil) e posteriormente ressuspendidas em 1ml de meio DMEM. Antes de cada
experimento, a viabilidade das células foi avaliada por contagem com corante vital azul de
Trypan (0,4%) em camara de Neubauer. Para os ensaios foram utilizadas somente as

culturas com viabilidade maior que 95%.
4.2 Polarizagdo dos macrofagos para o perfil M1 e M2a

As células foram tratadas com LPS de Escherichia coli (E. coli) 026: B6 (Sigma, St.

Louis, MO) na concentracdo de 1y/mL e com IFN-y (Sigma, St. Louis, MO) na
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concentragdo de 0,2ug/mL e mantidas em DMEM suplementado com 5% de SFB para
induzir o perfil M1. Para induzir o fenétipo M2a, as culturas de J774 foram tratadas com IL-
4 (Sigma, St Louis, MO) na concentracdo de 10 ng/mL e mantidas em DMEM
suplementado com 10% de SFB (BERLATO et al., 2002; KORHONEN et al., 2002;
GAVISH et al.,, 2008; SACLIER et al., 2013). As células do grupo controle ndo foram
tratadas. Todas culturas foram incubadas por 24 horas em estufa a 37°C, 5% de CO:a.
ApoOs este periodo, as culturas foram lavadas, desaderidas e centrifugadas a 1200 rpm
durante 2 minutos em tubos Falcon de 50 mL para receberem irradiacdo laser ou serem

plagueadas (conforme descrito a seguir).

4.3 Irradiacdo com o Laser de Baixa Intensidade (LBI)

As culturas de macrofagos dos diferentes grupos experimentais (descritos a seguir)
foram irradiadas 24 horas ap0s a sua polarizacdo utilizando o aparelho Twin-laser (MM
Optics, Sao Carlos - SP - Brasil) que possui dois diodos (InGaAIP emitindo em 660 nm e
GaAlAs emitindo em 780 nm) nos parametros descritos na Tabela 2. As células do grupo
controle e as somente polarizadas sofreram a mesma manipulacdo, porém ndo foram

irradiadas.

Comprimento | Poténcia Area Densidade | Densidade | Tempo (s) Energia
de onda (hm) | desaida | cabegote de de energia total (J)
(mw) (cm?) poténcia (J/cm2)
(mW/cm?)
780 70 0.04 1750 17,5 14,3 0,8
660 70 0.04 1750 17,5 14,3 0,8

Tabela 2: Parametros de comprimento de onda, poténcia de saida, area de cabecgote, densidade de poténcia,
densidade de energia e tempo de irradiagao.

As irradiacdes foram realizadas em tubos de centrifugagcéo contendo os precipitados
celulares, sendo de baixo para cima na extremidade inferior dos tubos, de modo que o
feixe do laser atinja diretamente o pellet celular sem passar pelo meio de cultura (conforme
descrito anteriormente por FUJIHARA et al., 2006 e avaliado por SILVA et al., 2012). Os
experimentos foram realizados em um ambiente com obscuridade parcial para ndo sofrer
interferéncia da luz externa. As células do grupo controle sofreram a mesma manipulacao,
mas néo foram irradiadas.
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4. 4 Grupos experimentais

PERFIL DOS MACROFAGOS GRUPOS TRATAMENTO

G1 CONTROLE

M1 G2 M1
G3 M1 + LASER 660NM
G4 M1 + LASER 780NM
G5 CONTROLE

M2a G6 M2a
G7 M2a + LASER 660NM
G8 M2a + LASER 780NM

Tabela 3: Descricdo dos grupos experimentais

4.5 Avaliacao da ativacao celular (MTT)

A metodologia utilizada para avaliacdo da ativacdo celular se baseia na habilidade
da enzima mitocondrial succinato desidrogenase, encontrada somente em células viaveis,
em clivar os anéis de tetrazélio do MTT (3-[4,5- Dimethylthiazol- 2yl]- 2,5
diphenyltetrazolium bromide; thiazolyl blue), formando cristais azuis escuros de formazana,
0S quais sdo impermeaveis as membranas celulares, ficando entédo retidos no interior das

células viaveis.

Para os ensaios, apés a irradiacdo com o LBI, as células (1X10%) foram incubadas
em placas de 96 pocos e mantidas em DMEM (5% SFB) por 24 horas. Apos esse periodo
as culturas foram lavadas com 100uL de PBS e tratadas com MTT (0,5 pg/mL) (Thiazolyl
Blue — Sigma) e incubados a 37°C em estufa Umida a 5% de CO: por 4 horas. Decorrido
este periodo de incubacéo foi adicionado 100uL de isopropanol para ressuspender e
solubilizar o precipitado e foi realizada a leitura da absorbancia a 620nm com auxilio de um

leitor de placas (i3 SpectraMax, Califérnia, EUA).
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4.6 Andlise estatistica

Todos os experimentos foram repetidos 3 vezes de forma independente. A analise
estatistica dos dados foi realizada por meio do software Instat 3, sendo considerado nivel
de significancia de 5%. A normalidade foi avaliada pelo teste de Kolmogorov & Smirnov. Os
dados com distribuicdo normal foram comparados pelo teste T test (com correcdo de

Welch) e os ndo paramétricos foram comparados pelo teste Mann-Whitney.
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5. RESULTADOS

5.1. Efeito do LBI sobre a ativacdo de macréfagos de perfil M1

Os macrofagos tratados com LPS e IFN-y (inducdo de fendtipo M1) exibiram um
estado de ativacdo maior (p< 0,0001; teste T com correcdo de Welch) que os que foram
cultivados somente com meio de cultivo (controle). A irradiacdo com laser vermelho (660
nm) ndo foi capaz de alterar o estado de ativacdo dos macrofagos M1(p=0,1315; teste
Mann-Whitney), ja a irradiacdo com laser infravermelho (780 nm) promoveu reducdo no
estado de ativacdo dos macrofagos M1 (p< 0,0001; teste T com correcdo de Welch). O
estado de ativacdo dos macrofagos M1 irradiados com laser de 780 nm também foi menor

do que a dos macréfagos M1 irradiados com laser de 660 nm (p< 0,0001; teste Mann-
Whitney).

MACROFAGOS M1
p <0,0001
300
p <0,0001
p <0,0001
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T
us T
2 200
g
£
® 15p
$ I
=
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50
1]
Controle M1 M1+ 660nm M1+ 780nm

GRUPOS EXPERIMNTAILS

Figura 2: Percentual de ativagdo celular (método MTT) das células dos diferentes grupos

experimentais em relacéo as células do grupo controle. Valores expressos em média + erro padréo.
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5.2. Efeito do LBI sobre a ativacdo de macréfagos de perfil M2a

Os macrofagos tratados com IL-4 (inducéo de fenétipo M2a) exibiram um estado de
ativacdo maior (p< 0,0001; teste T com correcdo de Welch) que os que foram cultivados
somente com meio de cultivo (controle). Tanto a irradiagdo com laser vermelho (660 nm)
como a com laser infravermelho (780 nm) aumentaram o0 estado de ativacdo dos
macréfagos M2a (p=0,0224 e p< 0,0001 respectivamente; teste T com corre¢do de Welch).
N&o houve diferenca entre o estado de ativacdo dos macrofagos M2a irradiados com laser
de 780 nm e os macrofagos M2a irradiados com laser de 660 nm (p=0,1991; teste T com

correcao de Welch).
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GRUPOS EXPERIMENTAIS

Figura 3: Percentual de ativacéo celular (método MTT) das células dos diferentes grupos experimentais em

relacdo as células do grupo controle. Valores expressos em média + erro padrao.
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6. DISCUSSAO

Em revisdo sistematica recente, concluiu-se que o LBI pode ser considerado um
recurso terapéutico eficaz no tratamento de lesbes musculares (Alves et al. 2014). Mesmo
considerando que existem diferengas no processo de reparo dependendo do tipo de lesao
(MACKEY et al., 2012), ja foi relatado que o LBI parece alterar o tecido muscular lesionado,
sendo capaz de reduzir o influxo de neutréfilos, o edema, a mionecrose, a producao de
oxido nitrico, a expressao de TNF-a, TGF-B, iNOS, IL-13, COX-1 e COX-2, a deposicdo de
colageno tipo |, os niveis teciduais de creatino-quinase (CK), de malondialdeido (MDA),
hidroxiprolina e de superéxido dismutase (SOD) e os niveis plasméaticos de PGE2 nos
primeiros dias apods as lesbes (BARBOSA et al., 2008; CRESSONI et al., 2008; BARBOSA
et al., 2009; LIU et al.,, 2009; MESQUITA-FERRARI et al., 2011; ASSIS et al.,, 2012;
SILVEIRA et al., 2012; ASSIS et al., 2013; DE ALMEIDA et al., 2013).

J& em periodos mais longos (7 ou mais dias apés a lesdo), a irradiacao laser nos
tecidos musculares lesionados demonstrou aumentar a proliferacdo de células satélites, o
didametro das fibras musculares, o numero de vasos sanguineos, a deposicdo e
organizacdo de colageno, e a expressdo de fatores de crescimento, de VEGF (14 e 21
dias), de Miogenina (21 dias) e de MyoD (7, 14 e 21 dias). Também foi relatado que o LBI
induziu a diminuicdo da area lesionada, da fibrose, da expressdo de TNF-a, de COX-2, de
IL-18, de miogenina (7 dias), de VEGF (7 dias) e de TGF- e da imunomarcagao de COX-2
e de IGF-1 (NAKANO et al.,, 2009; BAPTISTA et al., 2011; MESQUITA-FERRARI et al.,
2011; RENNO et al., 2011; SOUZA et al., 2011; LUO et al., 2012; SILVA et al., 2012;
FERNANDES et al., 2013; BRUNELLI et al., 2014; RODRIGUES et al., 2013).

AcOes distintas temporalmente indicam que o LBI seria capaz de modular as células

que orguestram o processo de reparo muscular, e que por esta razdo, sdo consideradas
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células alvo para as intervencdes terapéuticas, ou seja, os macrofagos (TIDBALL &
VILLALTA 2010, BOSURGI et al. 2011, SACLIER et al. 2013).

Os poucos estudos que avaliaram o efeito da laserterapia em macrofagos tém
diferencas metodoldgicas significativas, especialmente no que se refere a parametros
dosimétricos e ao estado de ativacdo das células usadas (tabela 1). O estado de ativacao
de macrofagos direciona a transicdo de fendtipo e a orquestracao do reparo (MOKARRAM
et al. 2014, MILLS et al.2012, MARTINEZ et al. 2014, SACLIER et al. 2013, NOVAK et al.
2013, WEIDINBUSCH et al. 2012, TIDBALL & VILLALTA 2010, BOSURGI et al. 2011).
Assim, entender como a fotobiomodulacdo pode influenciar a funcéo e a ativagdo destas
células é essencial para escolher os melhores regimes terapéuticos (Fernandes et al
2015).

De fato, a complexidade envolvida na escolha de parametros dosimétricos
(comprimento de onda, fluéncia ou densidade de energia, densidade de poténcia,
frequéncia de pulso, energia total) faz com que as publicacdes que avaliaram os efeitos do
LBI tanto em macréfagos como em diferentes linhagens celulares apresentem resultados
muito diversos e por vezes até antagdnicos (HUANG et al. 2011, PEPLOW et al. 2010,
PEPLOW et al. 2011). Além disso, muitas publicac6es nédo informam todos os parametros
utilizados para irradiagcdo ou ainda apresentam erros nos célculos das doses de energia
aplicadas (PEPLOW et al. 2010, PEPLOW et al. 2011).

Este estudo buscou colaborar no preenchimento desta lacuna, avaliando os efeitos
do LBl em 2 parametros dosimétricos distintos, utilizando um modelo in vitro de polarizacéo
dos macréfagos (por meio do cultivo com destas células com produtos pré ou anti-
inflamatorias) que corresponde a polarizacdo observada in vivo durante o processo de

reparo do musculo esquelético de humanos (SACLIER et al. 2013).
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Como a mitocondria exerce um efeito modulatorio crucial nas vias de ativacdo dos
macréfagos (EMRE & NUBEL 2010) e quando o macréfago é ativado por meio de um
estimulo inflamatdrio (ex: LPS+IFNy), esta organela amplifica a via MAPK aumentando a
producao de citocinas e de outros mediadores inflamatoérios, a técnica MTT, utilizada neste
estudo, é capaz de avaliar a atividade mitocondrial e refletir diretamente o estado de
ativacdo celular (GERLIER & THOMASSET 1986; EMRE & NUBEL 2010).

Diante dos resultados expostos foi possivel observar que o laser de 780 nm foi
capaz de diminuir o estado de ativacdo dos macrofagos de perfil M1, porém o laser de 660
nm causou um ligeiro aumento (n&o significante) sobre estado de ativacdo destas células.

Estes dados séo coerentes com os resultados apontados por SOUZA et al. (2014)
que avaliaram o efeito das irradiacdes laser de 660 e de 780 nm (780nm; 70 mW; 3J/cm? e
660nm; 15mW; 7,5J/cm?) sobre o estado de ativagdo de macréfagos J774 polarizados para
o perfil M1. GAVISH et al. (2008), SOUSA et al. (2009) e FERNANDES et al. (2015)
também descreveram a diminuicdo da producao produtos de perfil M1, apoés irradiacdo de
macrofagos ativados para o perfil M1 com lasers de 660 e de 780 nm.

N&o foi possivel encontrar na literatura nenhum estudo que descreve-se o papel da
laserterapia sobre a ativacdo de macréfagos de perfil M2a, assim os dados deste estudo
sdo inéditos e evidenciaram que ambas irradiacdes foram capazes de aumentar o estado
de ativacdo dos macréfagos M2a.

Um recurso capaz de minimizar o estado de ativacdo de macréfagos de fenétipo M1
poderia minimizar o dano tecidual gerado pela ativagdo muito intensa destas células no
periodo inicial do reparo (NGUYEN & TIDBALL 2003; TIDBALL 2005; BOSURGI et al.,
2011). Do mesmo modo, a ativagdo de macréfagos de perfil M2a, poderia potencializar os

efeitos coordenados por estas células na fase de reconstrucéo tecidual, ou seja, a sintese
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da matriz extracelular, a angiogénese e a fibrogénese (SACLIER et al., 2013; TIDBALL &
VILLALTA 2010). Deste modo, como ja sugerido por FERNANDES et al (2015), a
irradiacdo laser ideal seria a mais eficiente em cada fase do processo de reparo muscular.
Embora, o modelo de ativacdo de macrofagos usado pode ser considerado um
instrumento importante e fidedigno para avaliar o efeito de um recurso terapéutico sobre
estas células e consequentemente sobre o processo de reparo do musculo esquelético
(SACLIER et al. 2013), deve-se considerar, logicamente, que ndo é possivel estabelecer
uma correlacdo direta dos resultados obtidos in vitro com os desfechos clinicos futuros.
Mas é muito importante conhecer previamente o efeito do LBl e dos demais recursos
terapéuticos sobre cada tipo celular que compde o tecido muscular, para podermos propor

protocolos in vivo que modulem mais efetivamente o processo de reparo deste tecido.
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7. CONCLUSAO

A irradiagdo com laser de 780nm mostrou-se capaz de diminuir a ativacado de
macréfagos polarizados para fenétipo M1 e aumentar a ativacdo de macrofagos de perfil
M2a. J4 a irradiacdo com laser de 660 nm intensificou ligeiramente o estado e ativacdo dos
macréfagos M1 e aumentou de maneira significante o estado de ativagcdo de macréfagos
de perfil M2a. Embora ndo se possa estabelecer uma relagao entre resultados de estudos
in vitro e desfechos clinicos futuros e ainda exista necessidade de avaliar os efeitos da
irradiacdo laser nos outros fenotipos de macréfagos, os dados do presente estudo
sugerem que os lasers vermelho e infravermelho pode trazer resultados diferentes quando

utilizados nas diferentes fases do reparo muscular.
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