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Resumo

A asma € uma doenca inflamatdria crbnica caracterizada por episddios recorrentes e
reversiveis de chiado, dispneia, rigidez toracica e tosse. Seu tratamento inclui Varios
medicamentos com alto custo e efeitos colaterais consideraveis. A Fotobiomodulagdo
(FBM) surge como um tratamento alternativo com resultados positivos locais ou
sistematicamente. Avaliamos o efeito da Fotobiomodulacdo Vascular (FBMV) por LED
(Light Emitting Diode) no desenvolvimento da asma. Ratos adultos foram sensibilizados e
desafiados ou ndo com ovalbumina (OVA) para inducédo de asma e irradiados ou ndo com
FBMV na artéria caudal (Poténcia: 100mW; Comprimento de onda: 660 + 10nm; Energia
Total: 15 J; Feixe de saida: 2,8 cm?; Exposicdo Radiante: 5,35 J/cm?; Irradiancia: 33,3
mW/cm?; Tempo total: 150 segundos). Investigamos a migracdo celular para o espaco
alveolar e pulmao, resposta de contracdo traqueal, liberacdo e expressdo génica de citocinas,
degranulacdo mastocitaria e titulos de anticorpos anti-ovalbumina. Nossos resultados
mostraram que a FBMV reduziu a migracdo celular e a degranulagdo mastocitaria sem
alteracdo da resposta de contracdo traqueal e os titulos de anticorpos anti-ovalbumina. A
FBMV aumentou os niveis de interleucina 10 (IL-10) no fluido do lavado broncoalveolar
sem alterar a expressao génica de citocinas no tecido pulmonar. Assim, a FBMV reduziu a
inflamac&o pulmonar alterando mastocitos e IL-10. Considerando que este estudo é pioneiro
no uso de luz de diodo vermelha (LED) sistemicamente para o tratamento da asma, 0s
dados sdo interessantes e instigam investigacdes futuras, principalmente na busca dos

mecanismos envolvidos e dosimetria.

Palavras chave: Inflamacdo pulmonar; Asma; Doencgas alérgicas; Citocina; LED,;
LASER; Fotobiomodulagdo; ILIB; Mastocitos; Fotobiomodulacdo Vascular,

Fotobiomodulacéo sistémica transcutanea



Abstract

Asthma is a chronic inflammatory disease characterized by recurrent and reversible
episodes of wheezing, dyspnea, chest stiffness, and cough. Its treatment includes several
drugs, high cost, and considerable side effects. Photobiomodulation (PBM) emerges as
an alternative treatment, showing good results, and it can be applied locally or
systemically. We evaluated the effect of Vascular Photobiomodulation (VPBM) by
Light Emitting Diode (LED) in the course of asthma. Adult rats were sensitized and
challenged or not with ovalbumin (OVA) plus alum for induction of asthma and
irradiated or not with VPBM in the caudal artery (Power: 100mW; Wavelength 660 +

10 nm; Total radiant emission 15 J; Spot Size: 2,8 cmz; Energy density at aperture: 5,35

J/cmz; Irradiance: 33,3 mW/cmz; Total time: 150 s). Our investigations prioritized the

cell migration into the alveolar space and lung, tracheal responsiveness, release and
gene expression of cytokines, mast cell degranulation, and anaphylactic antibodies. Our
results showed that VPBM reduced the cell migration and mast cell degranulation
without altering the tracheal responsiveness and ovalbumin antibody titers. The VPBM
increased the levels of interleukin 10 (IL-10) in the bronchoalveolar lavage fluid
without altering the gene expression of cytokines in the lung tissue. Thus, the VPBM
reduced lung inflammation by altering mast cells degranulation and IL-10 level.
Considering that this study is a pioneer in the used of Light Emitting Diode (LED) by
the systemic route to treat asthma, the data are interesting and instigate future
investigations, mainly in relation to the mechanisms involved and in dosimetry.

Keywords: Acute lung inflammation; Asthma; Allergic Diseases; Cytokine; LED;
LASER; Photobiomodulation; ILIB; Mast cells; Vascular Photobiomodulation;

Transcutaneous systemic photobiomodulation



1 INTRODUCAO

1.1 ASMA

Definida como uma inflamacéo cronica das vias aéreas, a asma pode ser caracterizada
pelo aumento do nimero de células inflamatorias no espacgo alveolar, producdo de muco,
edema, reatividade exacerbada do mdsculo liso das vias aéreas culminando em episédios

recorrentes e reversiveis de sibilacdo, dispneia, rigidez toracica e tosse. 15 Durante o

processo inflamatdrio da asma mecanismos associados ao reparo e restauracdo da estrutura e
funcdo pulmonar sdo desencadeados. Admite-se que esta resposta seja protetora e benéfica.
No entanto, devido ao processo inflamatorio continuo e recorrente, ocorrem lesdes teciduais

com subsequentes modificagdes no aparelho respiratorio, resultando em reparo tecidual

inadequado denominado de remodelamento das vias aéreas. 45

Evidéncias cientificas mostram que a maioria dos pacientes asmaticos possuem uma
reacdo diretamente proporcional: & medida que aumentam a inflamacdo das vias aéreas, 0s

sintomas aumentam e, a medida que a inflamacdo das vias aéreas diminui, os sintomas

diminuem. 2,3,6

A asma representa uma importante patologia que atinge mais de 334 milhGes de pessoas
mundialmente e com altas taxas de morbidade e mortalidade, e este nimero pode ser uma

subestimacéo. A doenca pode causar ataques ou crises agudas, que resultam em internagdes. ’-

Hral patologia representa uma doenga importante que vitimiza cerca de um em cada trés da

populacdo mundial e quase 2,5 milhdes de pacientes morrem anualmente como resultado da

exacerbacdo grave. %3

No Brasil é considerada quarta causa de hospitalizacdes pelo Sistema Unico de Satde
(SUS) com estimativa de aproximadamente 20 milhdes de asmaticos. Ainda, suas implicacdes
socioecondmicas sdo consideraveis, acarretando altos custos com internagdes, medicamentos

e absenteismo. 1112 Observa-se também uma acentuada diminuicdo na qualidade de vida e

morte prematura. 810,11

A asma ndo controlada onera o sistema de salde e também as préprias familias,
especialmente nos casos graves, que pode corresponder a mais de um quarto da renda dos

usuarios do SUS (Sistema Unico de Sautde). Pesquisa nacional relata que apenas 12,3% dos

pacientes asmaticos possuem a doenca bem controlada. 6.13,14
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Com relagdo ao desencadeamento da asma € multifatorial, ocorrendo por inimeros

fatores, os quais podemos destacar os causais, 0s predisponentes e os de contribuicéo. 1516 5

fatores causais referem-se a exposi¢do a alérgenos ambientais, como fungos, polens e &caros,
ja os predisponentes relacionam-se a uma condigdo especifica em que o individuo produz
quantidades exageradas de imunoglobulinas do tipo E (IgE), caracteristico de respostas
antialérgicas. 1718 gy associacdo a estes fatores, podemos citar os de contribuicdo como a
fumaca do cigarro, poluicdo atmosférica, frio, determinados medicamentos, infec¢des virais
(como virus respiratorios) alteragdes hormonais entre outros. Assim, fica evidente que a asma

é uma doenca heterogénea e complexa, uma vez que depende da interacao entre fatores

ambientais e a susceptibilidade individual. 19,20

1.2 FISIOPATOLOGIA E DESENVOLVIMENTO DA RESPOSTA IMUNOLOGICA
DA ASMA

Avaliando as caracteristicas fisiopatoldgicas da asma é possivel distinguir duas fases

denominadas de imediata (ressensibilizag&o) e tardia (processo inflamatorio). S

O inicio asma esta relacionado com o processo de sensibilizacdo, ou seja, exposicdo a
um alérgeno, que pode desencadear broncoconstricdo, aumento da permeabilidade vascular,

producdo de muco e de edema. 521 Tais efeitos sdo deflagrados quando um individuo entra

em contato com os fatores de risco associados a sensibilizacdo. Estes, unidos, trazem resposta
do linfécito Th2 (CD4 Th2) que entdo gera diferenciacdo do linfocito B em células
plasmaéticas produtoras de IgE. A IgE por si sé € muito relevante para mastécitos no pulméo

asmatico. Estd bem estabelecida a participacdo das células Th2 no desenvolvimento da

inflamacdo caracteristica da asma e da hiperreatividade brénquica. 22

A IgE por sua vez, liga-se aos receptores Fc dos mastocitos sensibilizando-o0s. Assim,
0 mastocito se degranulara liberando uma variedade de mediadores inflamatorios tais quais
aminas vasoativas como histamina, serotonina, além de proteases, lipidios bioativos, espécies
reativas de oxigénio (EROSs), leucotrienos, heparina, citocinas (como TNFa, IL-4, IL-5, IL-13,

prostaglandinas D2) entre outros. 23 ¢ importante ressaltar que o desenvolvimento da

sensibilizagdo do mastocito é depende da producdo de IgE por linfocitos B. 23-25

A ativacdo de mastocitos pelo antigeno IgE ativa varias vias de sinalizag&o intracelular

que levam a secrecdo de mediadores em ondas com alto poder e efeito biologico. 26.27 Apds
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estimulo mediado pelo antigeno IgE, a primeira onda de mediadores de mastécitos (advindos

de granulos pré-formados) sdo liberados aproximadamente 5 minutos ap6s o contato com o
antigeno. Na segunda onda, mediadores lipidicos recéem-formados, gerados a partir do acido
araquidénico, séo deflagrados. 28 Na sequéncia, horas ap6s o contato com o antigeno sdo

secretadas citocinas e quimiocinas, que requerem a transcricao e sintese do gene. 22

Sobre a presenca de IgE especifica no soro € uma caracteristica chave na asma alérgica, por

estar relacionada ao aumento do risco de asma e hiperresponsividade das vias a€reas. 29,30

O IgE além de angariar mastocitos com o ja citado, recruta e aciona eosinoéfilos. 31

Estudos trazem que moléculas individuais de IgE variam em sua capacidade de induzir a
producdo e a sobrevivéncia de citocinas. Curiosamente, a atividade citocinérgica da IgE
monomeérica € aumentada na presenca de citocinas como a IL-4. Assim, a capacidade da IgE

monomeérica de promover a sobrevivéncia dos mastécitos pode ser significativa no pulmao

asmatico. 22

Sobre os mastocitos, sao considerados ‘“‘atores-chave” na resposta asmatica por
secretarem uma infinidade de seus mediadores com efeitos pro-inflamatérios e constritivos
das vias aéreas. Estes mediadores sdo responsaveis por muitos dos efeitos fisiologicos
observados na fase aguda das reacOes alérgicas. Autores trazem que o acimulo de mastécitos

em locais especificos do pulméo alérgico é relevante para o fendtipo, e interferem na

gravidade e progressao da asma. 22

Os mediadores de mastdcitos ja citados, por uma cascata de acontecimentos, resultam

na instigacdo de células endoteliais, musculares lisas, epiteliais, imunoldgicas, neurénios

induzindo assim o influxo de células inflamatorias e mudancas na funcdo pulmonar. 32

Dentre os mediadores, estd 0 TNF-o (Tumor Necrosis Factor alpha-Fator de Necrose
Tumoral alfa), principalmente produzido pelos macréfagos, contudo também por mondcitos,
células dendriticas, células B, neutrofilos, eosinofilos, células estruturais (ou seja, fibroblastos,
células epiteliais e células musculares lisas) e mastocitos. E uma citocina bastante associada a
inflamacdo, com influéncia na hiperresponsividade brénquica, aumento de muco, estimulacdo da
transmembrana basal eosinofilica e inducéo na producdo de fibroblastos. (33, 34) Outro papel do
TNF- o na asma ¢ a sua associagdo aos leucotrienos (degranulados pelos mastdcitos), cuja unido

acarreta hiperplasia das células da mucosa, com alta produ¢do de muco, gerando

tamponamento da via respiratoria, dificultando a expiragao. Além disso, por sua relevancia

35, 36
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para a asma em geral, 0 TNF- o possui varias propriedades que podem ser relevantes para

asma refrataria grave, incluindo recrutamento de neutrdfilos, indugdo de resisténcia a
glicocorticdides, proliferacdo de miocitos e estimulacdo de fibroblastos crescimento e
maturacdo em miofibroblastos pela promocao da expressao de TGF R (Transforming Growth
Factor beta- Fator de Crescimento Transformador beta). Portanto, na asma refrataria grave,
além de promover inflamacdo das vias aéreas, 0 TNF- o pode desempenhar um papel central

na remodelacdo das vias aéreas. 36 pode ser um quimioatraente para neutréfilos e eosinofilos,

aumentar o efeito citotoxico dos eosinofilos nas células endoteliais, esta envolvido na ativacdo
de células T e aumento na expressao epitelial de moléculas de adesdo, como a molécula de
adesdo intercelular e a molécula de adesdo de células vasculares. Assim, tem uma relacdo
diretamente proporcional entre sua maior producdo e recrutamento eosinofilico.

Os eosindfilos também séo células chave na asma, pois participam da parte estrutural
tecidual da asma. Quando acionados recrutam proteinas eosinofilicas e neurotoxinas que
causam danos e perda do epitélio brénquico, cujo resultado é a hiperreatividade brénquica
decorrente da exposicdo das fibras C aos compostos irritantes e proliferacdo e ativacdo de

células de reparagdo (fibroblastos). 37-39 geys fatores inflamat6rios atuam na contratilidade

do musculo liso das vias aéreas e inibem seu relaxamento. Os eosinéfilos sdo elementos-chave

na perpetuacdo a longo prazo inflamatério da asma. 40

Portanto, na fase tardia da asma, entre outras caracteristicas, ha intenso infiltrado de
células inflamatdrias pulmonares, além dos eosinéfilos (como neutrofilos, mastécitos,
linfécitos, fibroblastos) o qual atua no microambiente pulmonar e determina lesdo epitelial,
ativacdo de nervos sensoriais, secrecdo de muco, hiperreatividade bronquica e

remodelamento. A associacdo dos eosinofilos com neutréfilos gera ainda mais inflamacéo,

causando ainda mais edema. Este resultado inflamatério, se néo resolvido, é ciclico. 37-39

Quanto ao remodelamento, caracterizado pelo pela maior deposi¢do de colageno nas vias
aereas, envolve fibrose subepitelial, hipertrofia e hiperplasia da célula muscular lisa, inflamagao
das vias aéreas, perda da integridade da cartilagem, além de angiogénese, espessamento da

membrana basal reticularis, hiperplasia das células caliciformes epiteliais e também deposi¢éo de

41-42

proteinas na matriz extracelular. Ainda, células epiteliais liberam diversos mediadores, entre

eles fatores de crescimento, 0s quais podem contribuir para o remodelamento na asma. 43

As alteracBes causadas na musculatura lisa das vias aéreas ocasionadas pelo
remodelamento acarretam em reducédo da capacidade de relaxamento das vias aéreas, aumento

da producéo de citocinas e matriz extracelular. Nesse contexto, durante o remodelamento
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observado na asma, as células musculares lisas desempenham importante papel com fungéo

imune efetora por meio de sua proliferacdo, liberacdo de citocinas, modulacdo de moléculas

de adesdo e interagdo com diversas células inflamatdrias. 44

Uma grande importancia vem sendo dada as subpopulactes de linfocitos T e aos
diversos padrdes de secrecdo de citocinas que modulam a resposta de imunidade na asma.
45

Como jéa citado os mastocitos e seus mediadores tém sido implicados na patogénese da
asma e alergia ha décadas. Muitos mediadores produzidos ap6s a ativagdo dos mastocitos

podem ser avaliados no LBA (lavado broncoalveolar) e em outros fluidos de pacientes

asmaticos 22

Dentre os mediadores citados esta a interleucina 4 (IL-4), uma citocina fundamental na
polarizacdo de ThO para Th2 (pois as células T se ligam a IL-4), promocédo na producdo de
outras citocinas. E também um fator de proliferacdo de linfocitos B e sua diferenciacio em
plasmacitos para de producdo de anticorpos e de mudanca de classe para IgE. Esta inserida
num conjunto entre outras citocinas que promovem a superexpressao de células caliciformes,
aumento da secrecdo de muco e hiperresponsividade das vias aéreas. A mesma, ainda, induz a

secrecao de IL -5 e eotaxinas, contribuindo para o recrutamento de eosinéfilos para os tecidos.

20possui funcéo fibrogénica que estimula remodelacédo adicional das vias aéreas por meio da

ativacdo de fibroblastos. 4046

A citocina IL -5 (interleucina 5) é produzida por linfocitos Th2 e mastdcitos e atua sobre
eosindfilos, linfécitos B e basofilos, mediando efeitos relevantes para a fisiopatologia da asma.

(46) Ainda, tem um importante papel sobre os eosinofilos, modulando sua producéo,

diferenciacdo, recrutamento, ativacdo e sobrevivéncia. 40,46

Segundo a literatura, a citocina IL-10 (interleucina 10) tem funcdo de inibir resposta
inflamatoria. Sua produgdo/acdo defeituosa estd ligada ao desenvolvimento de doengas
inflamatdrias cronicas, inclusive niveis mais baixos de IL-10 sdo observados em pacientes

asmaticos. Além disso, a IL-10 inativa neutréfilos, eosinofilos e mastocitos no pulméo. Assim, a

IL-10 esté envolvida na inflamagdo pulmonar e na asma eosinofilica e neutrofilica. 47-49

1.3 TRATAMENTO DA ASMA

Sobre o conceito de controle da asma, pode ser classificado em: controle das limitagGes
clinicas atuais (como sintomas minimos durante o dia, auséncia de sintomas a noite, menor
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necessidade de medicagdo de resgate e nenhuma limitagdo ao exercicio fisico) e reducdo de

riscos futuros (exacerbacOes, perda progressiva e acelerada da fungdo pulmonar e efeitos
adversos do tratamento). Portanto, com estes parametros, a asma pode ser classificada como

controlada, parcialmente controlada ou ndo controlada. O grau de controle é normalmente

avaliado consideradas as Ultimas 4 semanas. 6

O Quadro 1 define a classificacdo do controle da asma:

Instrumento / itens Asma Asma parcialmente Asma nao
controlada controlada coutrolada
GINAL
Sintomas diumos> 2 vazas por :amana Nerhum 1-2itens 3-4 qtems

Despartars: poturos dzvido 2 asma
Medicag2o de reszate> 2 vezes par
samana

Limitac3o de atividades devido 2 a:ma

\
ACQ-725’2 Ponmaco

(¥

18
I=3

Numero dz desperare: noturmo: 0,75a<13 >13
Intanzidada dos sintomas

Limitag3o de atividades devido 2 2:ma

Intenzidada de dispneia

Chizdo (por quanto tampo)

Medicagao de razzate

Pre-broncedilatador FEV |

ACT26 Pontuago

I
—
o

Limitac3o de atividades devido 2 a:ma >20 13-10
Dispnaia

Daszpartarss rotumos devido 2 asmz

Medicagao dz rezzate

Aurozvaliagdo do controle d2 2:ma

GINA Iniciztiva Global para Asma; ACQ-7° Questionario d= Cortrole da Asma com 7 itens - (-7 pontos por item;
ACT Teata dz Controle da Asma - 0-3 pontos por item ~ O ACQ pods 22r us2do :2m s:pirometria; nesta c2:0, 2
referido como ACQ-6. S2 us2do :em a:pirometria ou medicago de reszate, & danominado ACQ-3

Quadro 1: Definicdo do controle da asma (6)

Ainda que o conceito de controle da asma expresse o grau das manifestagoes
relacionadas ao tratamento, a gravidade refere-se a quantidade de medicamentos necessarios
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para o controle, refletindo uma caracteristica da doenca que pode mudar lentamente com o

tempo. 12

Uma vez que a asma ¢ uma doenca multifatorial, seu tratamento ¢ dificil e muitas vezes néo eficaz. Dentre 0s tratamentos medicamentosos estéo inclusos agonistas adrené beta-2, de mastocitos, de
corticoides, vacina, entre outros,

6, 50-52

_Porém, alguns farmacos apresentam altos custos e efeitos colaterais significativos. Nesse contexto, novas terapias sdo necessarias ndo apenas para reduzir a inflamagéo, mas também o
desconforto respiratorio. 6, 50

Apesar dos avangos do manejo farmacoldgico da asma, o nivel de controle da doenca

permanece baixo, com alta morbidade, independentemente do pais estudado. 6

Muitos fatores influenciam negativamente na resposta ao tratamento como o diagnostico
incorreto, falta de adesdo, uso de medicamentos que podem diminuir a resposta ao tratamento

(anti-inflamatorios ndo esteroidais e betablogueadores), exposicao a fatores alérgenos ambientais

(contendo por exemplo, poeira ou fumaca), exposicdo profissional, tabagismo. 12

No caso dos corticoides, cujo uso na asma e amplo, sua seguranga é também discutivel,
sobretudo em criangas. Estudos mostram que seu uso prolongado pode trazer efeitos adversos
interferindo no desenvolvimento estaturoponderal, problemas oculares, efeitos sobre densidade

mineral 6ssea, funcdo adrenal e alteracdo de comportamento. 2.3 Além disso, alguns pacientes séo

resistentes ao tratamento com tal medicamento. A dificuldade envolvida na adeséo do paciente ao

manejo farmacoldgico e estimulos que desencadeiam a asma sdo barreiras comuns ao sucesso do

53,54

dominio da asma. Como ja citado a maioria dos pacientes asmaticos possuem uma reacdo

diretamente proporcional: a medida que aumentam a inflamacdo das vias aéreas, 0s sintomas
aumentam e, a medida que a inflamacéo das vias aéreas diminui, os sintomas diminuem. Seguindo
esta logica, para a grande maioria dos asmaticos, o tratamento pode ser guiado pelos sintomas,

relacionado ao aumento ou queda da dose do medicamento anti-inflamatorio para atingir e manter

0 controle da doenga. 6

Nesse contexto, novas terapias sdo necessarias ndo apenas para reduzir a inflamacéo,

mas também o incOmodo nos sintomas.



1.4 FOTOBIOMODULAGCAO

A Fotobiomodulagédo (FBM) emerge como uma importante ferramenta de tratamento
coadjuvante, com bons resultados para diversas doencas com carater inflamatdrio, incluindo
doencas no trato respiratorio. 55-62

E definida como uma terapia baseada nos efeitos das fontes de luz LED (Light Emitting
Diode — Diodo emissor de luz) e LASER (Light Amplification by Stimulated Emission of
Radiation- Amplificacdo da Luz por Emissdo Estimulada por Radiacdo) sobre células e
tecidos. Hoje é apontada como uma ferramenta em diversas modalidades de tratamento na
equipe multidisciplinar e no controle das mais diferentes afeccGes e em distintas areas da
saude. Amplamente utilizada na Russia para o tratamento de doencas dos sistemas musculo-
esquelético, nervoso, cardiovascular, doencas do ouvido, nariz e garganta, apds lesdes e

cirurgia, na dermatologia e cosmetologia, na obstetricia e ginecologia, urologia e andrologia,

pneumologia, ou seja, em quase todas as areas da medicina clinica moderna. 63

Seu efeito tanto pode bioestimular como bioinibir dependendo do tecido alvo, da sua condi¢éo e
dos seguintes parametros dosimétricos: Comprimento de onda (nm), Tempo de exposicao (s),

Poténcia (mW), Irradiancia (W/cm?), Energia (J), Exposicdo Radiante (J/cm?). 64 Apresentada
cientificamente como método auxiliar no cenario de combate ao estresse oxidativo, pois produz

uma alterag@o no potencial global redox celular, ou seja, na regulacao das vias de sinalizagdo

celular como sintese de &cidos nucleicos, sintese proteica, ativacdo enzimatica e progressao do

65-68

ciclo celular. Assim, FBM parece exercer efeitos pluripotentes

com relacdo a modulacdo da inflamacdo e imunidade. 69

A mesma tem sido usada experimentalmente pelo nosso grupo e também por outros para tratamento de diversas doengas pulmonares incluindo asma, fibrose pulmonar, Sindrome do Desconforto Respiratério
Agudo (SDRA), rinite e no COVID-19.

. 55-58,70, 72-89
Recentemente mostramos resultados promissores com uso

de LED aplicado
localmente em modelo experimental de asma. A irradiacdo local do LED sobre o aparelho
respiratério reduziu o infiltrado celular nos pulmdes, producdo de muco, edema e da resposta
contratil da traquéia. Tais efeitos foram modulados por IL-10, IFN-y e por mastocitos. Além
disso, o tratamento com LED local também aumentou os niveis de RNAm de IL-10 e IFN-y,
reduziu parcialmente o burst oxidativo elevado e aumentou a expressdo de anexina V
contribuindo para a menor migracdo de neutrofilos. Assim, esses dados mostraram, pela

primeira vez, o efeito benéfico do tratamento com LED local sobre a asma induzida por

ovalbumina. 55
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Em outro estudo usando modelo experimental de SDRA (Sindrome do Desconforto

Respiratorio Agudo) induzida por LPS (Lipopolissacarideo) mostramos que o0 tratamento com
LED através da FBMV reduziu o influxo de neutréfilos migrados para os pulmdes, niveis de
IL-1B, IL-6, IL-17 no fluido do lavado broncoalveolar (LBA) e atividade de MPO

(Mieloperoxidase). %0

Usando um modelo experimental de fibrose pulmonar, nosso grupo mostrou que a FBM
com LED localmente melhora os pardmetros inflamatdrios e fibréticos apresentando-se como
uma terapia promissora com baixo custo e ausente de efeitos colaterais. Nesse estudo o
tratamento com LED reduziu significativamente o nimero de células inflamatdrias no espaco
alveolar, producdo de colageno, espessamento intersticial e elastancia pulmonar estatica e

dindmica. Além disso, observamos niveis reduzidos de IL-6 e CXCL1/KC liberados por

pneumaocitos em cultura. 58

Recentemente diante da pandemia do COVID-19 (Corona Virus Disease 2019),
estudos sugerem atuacdo da FBM numa possivel atenuacdo da tempestade de citocinas em
varios niveis e reducdo dos principais metabolitos inflamatérios para tratamento médico em
pacientes com COVID-19. A FBM combinada com terapia médica convencional tem o

potencial de prevenir a progressdo da patologia, minimizando o tempo necessario com

ventilacdo, melhora no processo de cicatrizacdo e menor tempo de recuperacao. 78-89

Ainda sobre efeitos da FBM, atua na reducédo da inflamacgdo sem prejudicar a funcao

em lesGes pulmonares agudas e considerada uma abordagem terapéutica promissora para

patologias como a doenca pulmonar obstrutiva crénica entre outras. n

Acredita-se que com a FBM haja uma modulacdo relacionada a atividade de
macrofagos, neutréfilos e linfocitos que atuardo na inibicdo da producdo de citocinas pro-

inflamatorias e blogqueio na infiltracdo destas células de defesa para que ndo penetrem na lesao.

91 Outro mecanismo estaria relacionado aos globulos vermelhos e suas concentragfes durante

a irradiacdo com LASER de baixa intensidade pelo aumento da saturacéo de oxigénio (Spo2)

e captacdo de oxihemoglobina com impacto positivo no sistema de defesa e respiratdrio. 92

1.5 FOTOBIOMODULACAO VASCULAR

Além da aplicagéo local da FBM nas doengas respiratorias a literatura cientifica também
apresenta uma outra modalidade para entrega dos fotons que acontece de através da técnica de
Irradiacdo de sangue com LASER Intravascular, conhecida por sua sigla ILIB (Intravascular
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Laser Irradiation of Blood- Irradiagdo Intravascular do sangue com LASER) ou

Fotobiomodulacdo Vascular (FBMV) que sugere promocdo de efeitos sistémicos no

mecanismo de defesa anti-inflamatorio e antioxidante como método de ajuda no cenério de

doencas respiratorias, que também apresentam estresse oxidativo. 93-97

Em sua origem, o ILIB apresentava-se ntes sugeriram efeito semelhante 4 técnica original, todavia, de forma modificads, ou seja, como método no-invasivo. O método é baseado em uma permeabilidade relativamente alta da pele e tecidos hipodérmicos para a radiagio do
P da FBM Vascular (FBMV),

de forma invasiva, o que limitava
fonte de luz LASER ou LED. Des

95-100
O ILIB pode ser utilizado de acordo com seus comprimentos de onda e acao

almejada como 635nm (espectro vermelho, com efeito positivo no sistema imunoldgico e
fornecimento tréfico de tecido), 525nm (espectro verde, para 0 aumento méaximo do
fornecimento tréfico de tecido), 365 nm ou 405 nm, espectro UV (ou seja, Ultra Violeta,

chamado de ULIB, para correcdo de disturbios imunolégicos como resultado de doenca ou

lesdo). %9

J4 o ILIB ndo invasivo (FBMV) é realizado sobre grandes vasos sanguineos (artérias), por

emissores do comprimento de onda vermelho (635 nm) ou infravermelho (890-904 nm). 63,94

Com relacdo aos efeitos fotoquimicos, ha presenca de biomoléculas sensiveis a certos
comprimentos de onda. A absorcdo dos fotons pelas mesmas pode gerar alteracdes em suas

atividades como estimulo ou inibicdo de enzimas, reagdes fotoquimicas que podem alterar

processos fisiolgicos. 101102

Autores citam ainda a terapia a LASER intracavitaria (endonasal e endoauricular) com
fornecimento de energia de luz LASER na area afetada, localizada em uma cavidade natural,

por meio de um guia de luz especial (fibra Optica). 63

Consideramos que o sistema vascular tem importantes funcdes reguladoras, incluindo a
transferéncia de oxigénio para os tecidos, entrega de nutrientes, drenagem de fluidos e

toxinas, além de exercer importante papel no sistema imunoldgico pela ativacdo e

mobilizacdo de células imunocompetentes para 0s varios 6rgaos. 103,104

Acreditamos que o efeito da FBMV nas células imunocompetentes presentes no sistema
vascular pode alterar a atividade das mesmas, a fim de melhorar a resposta pulmonar.

Reputamos que acdes nas células circulantes antes mesmo de atingirem os pulmdes podem



11
representar uma importante estratégia de tratamento.

A FBMV apresenta-se nas bases cientificas como terapia nas mais diversas patologias.

103-105 Pesquisa com ratos espontaneamente hipertensos mostrou que a FBMV com LASER

aplicada na cauda foi capaz de produzir alteragdes hemodinadmicas refletindo em significativa

reducdo dos niveis pressoricos. 106

Outro estudo demonstrou que a terapia com FBMV foi eficaz na reducdo da dor e na
melhoria da qualidade de vida em pacientes com neuropatia diabética. 107

Autores descrevem o ILIB por via intravenosa destacando seu efeito anti-inflamatorio,
vasodilatador, redutor da agregacdo plaquetaria e consequente interferéncia na oxigenacéo.

108 Degsa forma, a FBMV abre possibilidades de apoio aos tratamentos para diversas

patologias pulmonares crénicas, cujos tratamentos farmacoldgicos ndo sao satisfatorios.

Sobre a busca em bases de dados cientificos sobre a FBMV, especificamente dados de
ensaios clinicos, hd grande dificuldade pela falta de padronizacdo e presenca de diversas
nomenclaturas como Fotobiomodulacdo Sistémica, ILIB Modificado, Irradiacdo Transcutanea a
LASER modificada, Irradiacdo de Sangue N&o Invasiva, Tratamento Sistémico com
Fotobiomodulacdo, LASER Intradérmico no Sangue Modificado, Fotobiomodulacdo
Transdérmica, entre outras. Ainda, h& o problema de as publicacbes serem apresentadas na lingua
estrangeira russa (ou chinesa), materiais e métodos incompletos, sem clareza, muitas vezes apenas
no formato de resumo cujos resultados descritos sobre os efeitos da FBMV chamam a atencéo e

sobre a resolucdo de processos inflamatdrios e estresse oxidativo nas doengas, incluindo as

109-111

respiratorias. Ainda, vale ressaltar que nosso trabalho utiliza a fonte de luz LED na

FBMV, o que torna mais ausente o nimero de referéncias e nos leva a busca de dados cientificos

com LASER, em sua grande maioria, para respaldar nossa pesquisa.

Diante da literatura cientifica disponivel em bases de dados como Pubmed, Scielo,
Google Scholar seguem algumas colocagdes importantes para a realizagao desse estudo.

1.5.1 Fotobiomodulagdo Vascular nas doencas respiratorias

Dentre estes achados, com relagcdo as doencas respiratorias, autores relataram resultados do
ILIB combinado com outras terapias em 100 pacientes com bronquite obstrutiva crénica. O ILIB
trouxe efeito favordvel na normalizacdo dos pardmetros de peroxidacdo lipidica, regulacéo

imunologica e anti-inflamatoria, controle do sistema de coagulacdo sanguinea e melhoria as
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propriedades reoldgicas do sangue. O ILIB incluido no complexo de medidas terapéuticas

teve acrescimo na eficiéncia no tratamento em pacientes com bronquite obstrutiva crénica em

12,0% (z 2,6). ¥’

Outro achado cientifico trouxe o efeito do ILIB em criangcas com pneumonia destrutiva

bilateral. Revelou-se diminuicdo da viscosidade sanguinea, assim efeito hipocoagulativo da

laserterapia intravascular. 9%

Estudo inseriu o ILIB no complexo de preparacdo pre-operatdria em pacientes com
doenca pulmonar crénica. Apos a realizacdo de 5 procedimentos em grupo tratado com ILIB,
observou-se rapida normalizacdo dos indices de composi¢cdo morfoldgica dos gases, estado
acido-base do sangue, estado imunoldgico do organismo e fungdes de respiracdo externa em

comparacdo com um grupo controle. A incidéncia de complicacfes pos-operatorias diminuiu

4% e houve queda no tempo de internacdo. 112

Grupo de pesquisadores relatou um efeito bacteriostatico do ILIB no crescimento de
tuberculose e ainda, sem efeitos colaterais. Como resultado apds 10-12 sessGes houve reducao

na infiltracdo e também destruicdo da bacilose. Concluiram que o maior efeito ocorreu na

tuberculose infiltrativa. 113

Sobre as propriedades reologicas do sangue em pacientes com pneumonia aguda,
pesquisa utilizou irradiacdo do fasciculo vascular com LASER, durante 40 minutos. Os

resultados demonstraram efeitos imediatos como reducdo na viscosidade sanguinea,

incremento nas propriedades visco elasticas e resisténcia osmética dos eritrécitos. 114

Em outro grupo de autores, avaliaram a eficicia do tratamento com ILIB em pacientes
com bronquite obstrutiva crénica em exacerbacdo. O tratamento ocorreu em dois grupos,
ambos com bronquite obstrutiva crénica, sendo um tratado com ILIB, e o grupo controle sem
ILIB. Além dos métodos convencionais de exame e controle do efeito do tratamento, foram
realizados testes citoldgicos e bacterioldgicos. O tratamento da bronquite obstrutiva cronica
com ILIB promoveu acdo anti-inflamatoria, normalizacdo do transporte mucociliar, ativacéo

da fagocitose e defesa imunologica, limpeza da arvore bronquica e reducdo da obstrucdo. A

internacdo diminuiu em 3-4 dias. 115

Outra pesquisa relata diferentes métodos de uso do LASER nos periodos pré-operatorio
e pés-operatorio de abscessos pulmonares cronicos. Durante o pré-operatorio, pacientes do
grupo, juntamente com o tratamento padrdo, receberam terapia ILIB e FBMV. Durante o
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tratamento pos-operatorio com ILIB, mudancas notaveis foram observadas na fungéo

atividade das células T e B. O uso do LASER no complexo do tratamento cirurgico de
pacientes com quadro de abscessos pulmonares cronicos permitiu alcancar melhora da
qualidade e encurtamento dos prazos pré-operatdrio como preparacao para nivelar a influéncia

imunossupressora da cirurgia, para reduzir a quantidade de as complicacdes e duracdo do pds-

periodo pos-operatorio. 116

Observou-se o tratamento com ILIB de 2 a 4 semanas apds o inicio da quimioterapia em
adolescentes com tuberculose aguda progressiva. A avaliagdo se deu por critérios laboratoriais

e clinicos obtidos apo6s 1,5 a 2 meses, e observou melhoria na cicatrizacdo possibilitando o

curso da tuberculose com menos alteragdes pulmonares. 17

Trabalho avaliou efeitos do ILIB no sistema hemodindmico de pacientes com exacerbacgéo
de bronquite obstrutiva crénica. A terapia consistiu em 10 procedimentos de 20 minutos cada,
contudo ndo explica claramente os parametros. Como resultados observaram que a administragéo

da terapia medicamentosa com a associacdo ao LASER demonstrou maior eficacia. Ainda, o

préprio ILIB teve um efeito positivo ao mudar a cinética hemodinamica. 118

Em artigo de revisdo, concluiu-se que o ILIB melhora as propriedades reoldgicas do
sangue irradiado, estimula células sanguineas e teciduais e melhora sistema autoimune. Ainda,
a terapia oferece alta performance, periodos de tratamento mais curtos e maior laténcia de

tratamento, mesmo em doencas pulmonares. Quando utilizado como terapia combinada

apresenta melhoria na eficacia e nos resultados de outras terapias. 119

Estudo sobre ILIB mostrou eficacia do tratamento em pacientes com bronquite
obstrutiva crénica. Entre as acGes da irradiacdo sanguinea (combinada com outras terapias), 0s

autores mencionaram a reducdo dos sintomas clinicos, melhoria na drenagem dos brénquios e
0

imunologia normalizada. 12

Trabalho elucidou agdes do ILIB em pacientes com pneumonia adquirida na
comunidade. O tratamento se deu por ILIB com 405nm, durante 7 dias. Avaliou-se a atividade
funcional dos neutrofilos. Os resultados demonstraram melhora significativa no grupo de

pacientes que recebeu os tratamentos de ILIB, cujo efeito promove sensivelmente a

normalizagéo da atividade bactericida dos neutrofilos. 12l

Ainda sobre doengas respiratérias, pesquisa relatou uso do ILIB em pacientes com

tuberculose pulmonar nos estagios iniciais da quimioterapia. Observou que a técnica aumenta
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a eficacia do tratamento, contribui para a cessacdo bacteriana, além de reduzir o tempo de
internacdo hospitalar. A acdo se apresenta na melhoria da microcirculacdo sanguinea,
vasodilatacdo, acdo analgesica, funcéo do transporte de oxigénio no sangue, normalizacéo dos

processos metabolicos (proteinas, lipidios, carboidratos, equilibrio energético intracelular)

bem como processos regenerativos. 122

1.5.2 Fotobiomodulagdo Vascular na Asma

Tratando-se de achados agora especificamente sobre asma, autores adicionaram ILIB ao
tratamento convencional para asma bacteriana. A resposta clinica foi a cessacdo dos ataques de

asfixia que permitiu a descontinuacdo ou reducgédo da administracdo de glicocorticoides, queda na

duracdo das exacerbac@es e estimulo do sistema antioxidante sanguineo. 123

Em estudo com asma bronquica infecciosa alérgica, pacientes foram expostos ao ILIB e
grupo controle recebeu quimioterapia. No grupo tratado com ILIB, a contagem e proliferacdo de
linfécitos, a concentragdo de imunoglobulinas e houve inibicdo da atividade do metabolismo

dependente de oxigénio e redugdo da capacidade de absorcdo de neutrofilos. Concluem que a

restauracdo da funcéo normal celular pode servir como um critério de eficacia do ILIB. 124

Em trabalho posterior, pesquisa destacou a alta eficacia do ILIB em pacientes com
asma bronquica com resultado na redugdo nas doses dos glicocorticoides, aumento nos

tempos de remisséo, retorno dos pacientes ao trabalho, além do efeito estimulante no sistema

antioxidante do sangue. 125

Na asma bronquica de génese enddgena a eficacia do ILIB associado ao tratamento em

centro de saude, ao final de 24 dias, trouxe melhorias clinicas nos parametros respiratorios

externos e inflamacéo aliviada de acordo uma pesquisa. 11

Um estudo clinico com ILIB observou aumento na eficiéncia da troca de gases em
pacientes asmaticos. Ainda que a terapia medicamentosa seja amplamente utilizada e

necessaria, o ILIB provou ser util em condigdes de hipercapnia, hipdxia e disfuncdo de troca

de gas. 126

Em pacientes com asma brénquica, autores compararam a resposta clinica em grupos
tratados com ILIB, plasmaférese (PA), ILIB associado a PA, e grupo com quimioterapia.

Pacientes do grupo ILIB, PA e ambos associados comparados ao grupo quimioterapia
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demonstraram precoce desaparecimento da tosse, normalizacdo do quadro auscultativo

pulmonar, decréscimo na demanda de glicocorticosteroides orais, remissdo 2 vezes mais
longa, melhoria na funcéo respiratoria externa, normalizagdo mais precoce do pico de fluxo
expiratdrio. Além disso, ativaram a funcdo do sistema bactericida dependente de oxigénio dos
neutrofilos do sangue e inibiram a atividade do sistema ndo dependente de oxigénio. O ILIB e

PA isolados ou em combinacdo sdo mais eficazes do que a terapia medicamentosa

convencional. 109

Investigou-se acdo do ILIB na producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) em
pacientes com asma bronquica. A geracdo total de EROs no sangue foi registrada com
quimioluminescéncia dependente de luminol e ILIB foi adicionado & terapia basica. Como

resultado, o ILIB aumentou a producdo de EROs no sangue total de pacientes com asma
127

brénquica.

Na asma infecciosa, outros autores analisaram a morfometria e a mobilidade
eletroforética dos globulos vermelhos. Pacientes com a patologia foram submetidos ao ILIB
antes e depois do tratamento convencional, comparados ao grupo tratado apenas com
medicamentos. Os pacientes submetidos ao ILIB apresentaram melhores parametros
morfofuncionais de glébulos vermelhos, restauracdo das suas formas normais, diminuicao das
formas de transicdo e aumento da mobilidade eletroforética para valores normais,

diferentemente dos que receberam terapia medicamentosa. Assim, a ferramenta propiciou em

pacientes asmaticos, alteracfes na morfologia e funcdo dos glébulos vermelhos. 128

Em recente revisdo de literatura, autores trouxeram algumas consideracdes importantes
sobre trabalhos, muitos em russo. % Neste trabalho consideram como a primeira experiéncia

realizada com a técnica ILIB em 633 nm, em pacientes com asma broénquica no inicio dos
anos de 1980, ou seja, muito proximo do surgimento da ferramenta. Ainda, este comprimento
de onda seria eficaz em pacientes com a chamada variante atopica da asma bronquica. Para
pacientes dependentes de esteroides, o ILIB permite reduzir a dose de glicocorticosteroides e
até mesmo descontinua-los. Citam ainda que, a FBM tem efeito imunomodulador, ajusta a
relacdo entre os sistemas oxidante e antioxidante e normaliza os indicadores da funcéo

respiratoria, podendo reduzir o numero de dias de tratamento e prolongar os periodos de

remissdo em 2,4 vezes em pacientes com asma brénquica. 63

Na revisdo, houve um achado sobre pacientes com asma brénquica, cuja sindrome de
hiperviscosidade possuiam algumas caracteristicas como aumento da viscosidade do sangue
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total em baixas taxas de cisalnamento, aumento da hiperagregacdo, equinocitose, tendéncia

das plaquetas para agregacéo lenta e fracamente reversivel. Assim, o ILIB com comprimento
de onda 633 nm, em 10 procedimentos num curso diario no tratamento abrangente de
pacientes com asma bronquica trouxe resultados positivos em quase todas as avaliagdes, com
excecao nas propriedades de agregacdo de plaquetas. A aplicacdo de ILIB em pacientes

asmaticos também permitiu a diminuicdo na dose medicamentosa em mais de 20% e a queda

no tempo de internacdo dos pacientes em média em 2,91 dias. 63

A revisdo ainda traz um artigo encontrado sobre o uso de ILIB (633 nm) para tratar a
asma com efeitos normalizadores mais pronunciados sobre a desobstrucdo brénquica, reducéo

no grau de hipoxemia, assim, melhora do quadro clinico da doenca. 63

Na mesma revisdo houve um achado que cita o efeito sinérgico de medicamentos e
terapias a LASER na hemodinamica central, microcirculacdo e propriedades reoldgicas do
sangue, o que torna possivel retirar medicamentos B2-agonistas prolongados e reduzir doses
de glicocorticosteroides sistémicos. Portanto, prescrever ILIB seria benéfico para compensar o

efeito negativo da terapia com glicocorticoides sobre o estado morfofuncional da

microhemocirculacdo endobrénquica. 63

Dentre os achados ainda, o ILIB no comprimento de onda 635nm possui propriedades
imunomodulatérias nos elementos linfoides do sangue periférico indicado para pacientes com

asma bronquica. Sofrem alteracbes nestes pacientes o conteddo de substancias

fisiologicamente ativas, incluindo hormonios glicocorticoides. 63

Em resumo russo trazido pela revisdo, relata que pacientes com asma na fase aguda
possuem desequilibrio entre peroxidacdo lipidica e o sistema antioxidante, o que contribui
para queda da atividade antioxidante do sangue. Isto gera hiperproducdo significativa de
metabolitos de radicais livres e reducdo na atividade de enzimas antioxidantes intracelulares.
O uso de glicocorticoides inalados com o tratamento padréo de pacientes com asma bronquica

leva a dindmica positiva dos parametros clinicos e funcionais, mas ndo impacta

saudavelmente nos parametros de peroxidacao lipidica e o sistema antioxidante. 63

Sao observados disturbios significativos no sistema antioxidante em pacientes com asma
brénquica dependentes de horménio. A revisdo sobre ILIB cita autores que elucidam melhores
resultados apds ciclo de tratamento (de 633 nm) no caso desses pacientes. Resultados que se
correlacionam com aumento significativo na atividade de enzimas antioxidantes e uma diminuigao

na intensidade de peroxidag&o lipidica. Para os mesmos pesquisadores, com o ILI1B
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observa-se diminuicdo na dosagem média de glicocorticoides sistémica e uma transicdo para
drogas inaladas. Citam que pacientes que receberam ILIB versus pacientes que foram tratados
tradicionalmente, apresentaram diminuicdo no numero de ataques de asma, substituicdo de
ataques em grande escala de asfixia por sintomas de obstru¢do brénquica dinamica e queda na
intensidade da tosse. Ainda, houve reducdo significativa de broncodilatadores e doses de

glicocorticoides, queda na taxa média de ocupacao de leitos e melhora pronunciada na fungéo

respiratéria em pacientes com asma recentemente desenvolvida. 63

A revisdo cita pesquisadores que mostraram que o ILIB no tratamento de pacientes com
asma brénguica permitiu atingir a remissao em 92,1% dos casos e a fase de remissdo instavel em
7,9%. Pacientes tratados com ILIB tiveram diminuicdo em 5-6 dias ou auséncia do numero de
crises de asma, versus grupo controle (8-10 dias). Houve queda na concentracdo de moléculas

com peso médio em relagdo ao nivel inicial e normalizagcdo dos compostos intermediarios e finais

na dindmica de acumulo de produtos de peroxidacéo lipidica. 63

Na mesma revisdo, citam trabalhos sobre ILIB e sua tendéncia mais pronunciada na
normalizacdo do sistema antioxidante. Traz pesquisa apos tratamento com ILIB com reducéo
da dispneia, melhora na fungdo respiratoria externa, recuperacdo mais rapida do fluxo

sanguineo alveolar e relato do efeito estimulante nos parametros de nivel celular da atividade

fagocitica dos neutrofilos. 63

O ILIB como monoterapia pode ser usado com sucesso em pacientes com asma

bronquica com doenca leve e polialergia medicamentosa, conforme autores citados na revisao
63

Dentre as vantagens no uso do ILIB como terapia na asma bronquica dependente de
infeccdo estdo a aceleracdo do tempo para o inicio da remissdo, reducdo na frequéncia de
exacerbagOes e diminuicdo da quantidade de terapia com drogas, conforme trabalhos trazidos na
revisdo. Ainda o ILIB (635nm) no tratamento da asma brénquica faz com que haja estimulacéo de
receptores [-adrenérgicos, acréscimo da atividade funcional de linfécitos, leucocitos e atividade
fagocitica de neutrofilos e mondcitos, normalizagdo dos niveis de imunoglobulinas e complexos

imunes circulantes, além da restauracao de agregacdo do sangue.

63

Pesquisa elucida efeitos positivos do ILIB na morfologia e fungdo das hemécias e
alteracdes estruturais conforme a revisdo. Ha efeito corretivo no sistema hemostético,

otimizando principalmente a fibrindlise dependente da calicreina por fator de Hageman, além
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de propriedades antiagregantes, reducdo do potencial de coagulacdo, aumento da atividade

antioxidante do sangue e queda dos niveis de colesterol pré-beta e beta. 63

Portanto, todos os achados citados anteriormente demonstram efeitos benéficos da

aplicacdo da FBM de forma sistémica.

Considerando entdo que esta seja uma abordagem terapéutica promissora e com
poucos estudos publicados sobre a FBMV, com dados na integra e em lingua inglesa, novas

pesquisas sao necessarias e poderdo contribuir para a elucidacdo dos mecanismos envolvidos.

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Tendo em vista que a asma é uma importante doenca respiratoria crdnica cujos
tratamentos farmacologicos sdo muitas vezes ineficazes e com efeitos colaterais importantes,
nosso objetivo foi avaliar o efeito da FBMV sobre o desenvolvimento da asma. Para isso

foram investigados os parametros abaixo:
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
* Andlise da inflamac¢do pulmonar
» Degranulagdo de mastocitos

» Avaliagdo de titulos de anticorpos anti-ovalbumina

» Analise dos niveis e expressdo génica das citocinas inflamatorias, anti-inflamatérias e
moduladoras

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ASPECTOS ETICOS
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Todos os procedimentos experimentais foram submetidos a avaliagdo do Comité de
Etica da Universidade Nove de Julho (CEUA — 8964280520) de acordo com as normas do
Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA) e aos padrdes de experimentagdo

animal do Comité de Etica em Experimentacdo Animal.

3.2 ANIMAIS

Ratos Wistar machos adultos provenientes do biotério de criagdo da Universidade
Nove de Julho e foram mantidos no biotério de experimentacdo da mesma Universidade sob
condi¢des controladas de umidade (50%-60%), luminosidade (12h claro/12 h escuro) e
temperatura (22°C - 25°C).

3.3 GRUPOS DE ESTUDO

Os ratos foram distribuidos em 3 grupos experimentais descritos abaixo:

Grupo B: ratos ndo manipulados
Grupo A: ratos submetidos a asma

Grupo A+FBMV: ratos submetidos a asma e tratados sistemicamente pela artéria caudal com
LED

3.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL
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Figura 1: Desenho experimental

3.5 INDUCAO DA ASMA EXPERIMENTAL

Grupos de animais receberam 10 pg de ovoalbumina (OVA, grau II) dissolvidas em
alimen (10 mg) por via subcutanea. Apos 7 dias da sensibilizacdo os animais receberam o
reforco pela mesma via e nos dias 12, 13 e 14 foram broncoprovocados com solugéo de
ovoalbumina (1%). As sessdes de inalacdo foram realizadas por 15 min cada, em caixa

plastica (20 L) acoplada a um nebulizador ultrassonic (Icel®) com capacidade de produzir

névoa com particulas entre 0,5 a 1,0 micron.

O periodo total de 14 dias de sensibilizacdo foi escolhido visto que de acordo com
Coleman et al (1983) ap06s a injecdo intraperitoneal de ovoalbumina emulsionada em alimen,

0s niveis circulantes de anticorpos (IgE) aumentam rapidamente entre 7 e 14 dias. As

avaliagOes foram conduzidas apés 24 horas da ultima broncoprovocacéo. 129

3.6 TRATAMENTO COM FOTOBIOMODULACAO VASCULAR (FBMV)

Utilizamos o BIOLAMBDA LEDsabr- BLACKBOX MINI, Séo Paulo, Brasil para
tratar os animais. Os animais foram irradiados 1 e 4 h apos os desafios com OVA na cauda
por contato direto na pele. O protocolo de tratamento bem como os parametros dosimétricos

foram baseados em estudos anteriores > 90, descritos no quadro 2 a seguir:
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Poténcia 100 mW

Regime Temporal Continua (Cw)

Comprimento de onda 660£10nm

Emissdo Radiante Total 157

Feixe de saida 2,8 cm?

Exposigéo radiante 5,35 J/cm?

Irradiancia 33,3 mW/cm?

Tempo total 150 segundos

Meétodo de Irradiagdo Pontual na artéria caudal via transcutanea
Frequéncia de tratamento 3 dias consecutivos, 2 vezes ao dia

Quadro 2: Parametros dosimétricos do tratamento com FBMV

3.7 ANALISE DA INFLAMACAO PULMONAR

Quantificamos o numero total de células migradas para o espaco alveolar pelo lavado
broncoalveolar (LBA). A traqueia foi canulada e os pulmdes foram lavados duas vezes com
PBS (pH=7,4, 10 ml). A lavagem coletada foi centrifugada (1500 rpm por 15 minutos a
20°C), e a parte de célula foi resuspendida em 1 ml de PBS. A suspensdo celular foi
manchada com cristal violeta e o nimero total de células foi determinado microscopicamente

usando uma camara de Neubauer (objetivo do microscépio 40 x).

3.8 DEGRANULACAO DE MASTOCITOS

Fragmentos de pulmao foram fixados em 4% de paraformaldeido em tampéo fosfato
de Sorensen (0,1 M, pH 7,4) a 4 ° C durante 24 horas. A seguir o tecido foi desidratado com
solucéo alcoolica seguido de diafanizacdo por xileno. Os fragmentos foram entdo embebidos
em parafina, seccionados a 5 um em micrétomo HYRAX M60 (Zeiss, GR) e desparafinados.
Na sequéncia, laminas (5 mm de espessura) foram coradas com hematoxilina e eosina para
analise morfoldgica e com azul de toluidina para analise de mastdcitos. As quantificacdes

foram realizadas por meio do software Image J.
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3.9 AVALIACAO DE TITULOS DE ANTICORPOS ANTI-OVALBUMINA

A reacdo de anafilaxia cutnea passiva € um ensaio usado para medir indiretamente o0s
anticorpos anafilaticos em ratos. A reagdo cutanea dependente de imunoglobulina E (IgE) foi
gerada pela sensibilizacdo da pele de ratos ndo tratados com uma reagdo intradérmica com
injecdo de soro de ratos sensibilizados diluidos em série (1: 2 a 1: 256). Apo6s 24 horas de
administracdo cutanea de soro diluido, ratos receptores admitiram por via intravenosa uma
solugédo contendo 500 mg de OVA mais 2,5 mg de corante azul de Evans dissolvido em NaCl
(0,9%). Trinta minutos depois, os ratos foram sacrificados, a pele foi removida e o didametro
do corante foi determinado pelo tamanho da mancha causada pelo corante medido na

superficie interna da pele. Os titulos de anafilaxia foram representados pela maior diluicdo de

soro resultando em uma mancha maior que 5 mm de diametro. 130

3.10 ANALISE DE RESPOSTA DE CONTRACAO TRAQUEAL

A forca isométrica de contracdo foi quantificada em anéis de traqueia montados em
banho para 6rgéo isolado de 15 ml, por meio de dois ganchos de aco. A contracdo maxima foi
determinada utilizando um transdutor de forca de deslocamento acoplado a um sistema de
aquisicdo de dados (Powerlab®, LabChart, AD Instruments). Para tanto, anéis de traqueia
foram suspensos em solucdo de Krebs-Hanseleit (KH) continuamente aerada (95% O2 e 5%
de CO2) a 37°C. Apbs um periodo de equilibrio de 40 minutos, a tensdo traqueal foi ajustada
para 0,5 g e a viabilidade dos tecidos foi determinada através da substituicdo da solucdo de

KH por KCI 60 mM. Em seguida, o tecido foi lavado e administrado na cuba o agonista

colinérgico Mmetacolina (MCh, 1073 M) a fim de se obter uma resposta contratil maxima.

3.11 ANALISE DOS NIVEIS E EXPRESSAO GENICA DAS CITOCINAS

Citocinas (IL-4, IL-5, TNF-a e IL-10) foram investigadas no fluido do LBA, bem
como no tecido pulmonar. Os niveis de citocinas foram determinados pela ELISA, de acordo
com as instrucdes do fabricante (BD® Biociéncias, Nova Jersey, EUA) e os resultados foram

expressos como pg/mil.
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A expressao génica das citocinas foi determinada pelo ensaio RT-PCR. As amostras

pulmonares foram congeladas em nitrogénio liquido. O RNA total foi isolado usando
Reagente Trizol (Invitrogen, Carlsbad, California) de acordo com o protocolo fornecido pela
Invitrogen. As concentrac6es de RNA foram determinadas por leituras espectrofotometros em
absorvancia de 260 nm. CDNAs de primeira linha foram sintetizados usando a transcricao
reversa MML-V (Promega, Madison, Wisc). O RT-PCR em tempo real foi realizado
utilizando-se o ensaio de Tagman (Applied Biosystem, EUA). As condigdes dos ciclos foram:
10 minutos a 95 ° C, seguido de 45 ciclos de 20 segundos a 95 ° C, 20 segundos a 58 ° C e 20
segundos a 72 ° C. O Sequence Detection Software 1.9 (SDS) foi utilizado para a anélise e a

expressdo de RNAm foi normalizado para expresséo do HPRT.

3.12 ANALISE ESTATISTICA

O teste de Kolmogorov-Smirnov mostrou que os dados obtidos eram paramétricos
(p>0,05). Os dados foram expressos como media + EPM (erro padrdo da média), e as
comparag0es entre 0s grupos experimentais foram analisadas pela ANOVA One Way, seguida
pelo teste Student-Newman-Keuls para multiplas comparaces usando o software de prisma
GraphPad V.5. Os valores p inferiores a 0,05 foram considerados estatisticamente

significativos.

4 RESULTADOS

4.1 A FOTOBIOMODULACAO VASCULAR REDUZIU A MIGRACAO CELULAR
PARA O LBA

A Figura 2 mostra que a FBMV reduziu o niumero de células recrutadas para o LBA
nos ratos asmaticos. Também mostra aumento do numero de células recrutadas para o LBA

no grupo A quando comparadas ao grupo B.
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Figura 2: O papel da Fotobiomodulacdo vascular (FBMV) sobre o nimero de células
migradas para o0 LBA nos ratos asmaticos. Os ratos foram submetidos ou ndo a asma e
tratados ou ndo com FBMV 1 e 4h apo6s a Ultima Inducdo de OVA. Apoés 24 horas de inducéo
de OVA, o numero de migracéo celular foi quantificado para o LBA. Os dados representam a
média £ de 6 animais por grupo. *P < 0,05 em relagdo ao grupo B; © P < 0,05 em relagdo ao
grupo A (ANOVA One-way)

4.2 A FOTOBIOMODULACAO VASCULAR REDUZIU A DEGRANULACAO DE
MASTOCITOS

Na Figura 3, o painel A mostra grupo basal de mastocitos (seta). No painel B, os
animais submetidos a asma tém intensa degranulacdo de mastdcitos (setas) e infiltracdo
inflamatdria perivascular (ponta da seta). No painel C, os animais asmaticos tratados com
FBMV apresentam reducdo da degranulacdo de mastocitos (setas) e infiltragdo inflamatoria

perivascular (ponta da seta). Cor azul de toluidina. Barra = 50 um.

Na Figura 4, observa-se a porcentagem de degranulagdo de mastocitos. Os resultados
mostraram reducdo da degranulagdo de mastdcitos no grupo FBMV em relagdo ao grupo A.
Além disso, também houve aumento da degranulacdo de mastdcitos em ambos os grupos A e

FBMYV quando comparados ao grupo B.
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Figura 3: Fotobiomodulacdo Vascular reduziu a degranulacdo de mastocitos. Grupos de ratos
foram sensibilizados (dias 1 e 7, OVA subcutanea) e 12, 13, 14 dias os animais foram
submetidos a um desafio OVA inalado (aerossolizado 1 % OVA, 15 min). Além disso, o
grupo de ratos foi tratado com FBMV 1 e 4h apds cada desafio de OVA ou ndo. A analise foi
realizada 24 horas apds o Ultimo desafio de OVA. Os painéis A, B, C representam a
degranulacdo de mastdcitos nos grupos Basal, Asma e Asma+FBMYV, respectivamente

% de degranulacdo de mastocitos

B A A+FBMV

Figura 4: O papel da Fotobiomodulagdo vascular (FBMV) na degranulacdo de mastocitos nos
ratos asmaticos. Os ratos foram submetidos ou ndo a asma e tratados ou ndo com FBMV 1 e
4h apo6s a ultima inducdo de OVA. Apds 24 horas de indugdo de OVA, a degranulagdo de
mastocitos foi quantificada. Os dados representam a média + de 6 animais por grupo. *P <
0,05 em relacgdo ao grupo B; © P < 0,05 em relag¢do ao grupo A (One-way ANOVA)
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4.3 AFOTOBIOMODULACAO VASCULAR NAO ALTEROU TIiTULOS DE

ANTICORPOS ANTI-OVALBUMINA

Na Figura 5 observa-se que a FBMV ndo alterou a producdo de titulos de anticorpos
anti-ovalbumina. Observa-se também que no grupo B ndo houve producdo de titulos de

anticorpos anti-ovalbumina.
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Figura 5: O papel da Fotobiomodulagdo vascular (FBMV) nos titulos de anti-ovalbumina nos
ratos asmaticos. Os ratos foram submetidos ou ndo a asma e tratados ou ndo com FBMV 1 e 4h
apos a ultima inducdo de OVA. Apos 24 horas de inducdo de OVA, a producdo de titulos de
anticorpos anti-ovalbumina foi quantificada. Os dados representam a média + de 6 animais por

grupo.*P < 0,05 em relacéo ao grupo B; © P < 0,05 em relagdo ao grupo A (One-way ANOVA)

4.4 AFOTOBIOMODULACAO VASCULAR NAO ALTEROU A RESPOSTA DE
CONTRACAO TRAQUEAL A METHACHOLINA (MCH)

A Figura 6 mostra que a FBMV néo alterou a elevada capacidade de resposta traqueal
a MCh nos ratos asmaticos. Ndo foram observadas diferengas entre 0s grupos A e FBMV.
Também mostramos aumento da capacidade de resposta traqueal nos grupos A e FBMV

guando comparados ao grupo B.
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Figura 6: O papel da Fotobiomodulacdo vascular (FBMV) na resposta de contracdo traqueal a
metacolina (MCh) nos ratos asmaticos. Os ratos foram submetidos ou ndo a asma e tratados
ou ndo com FBMV 1 e 4h apds a ultima indugdo de OVA. Apds 24 horas de inducdo de OVA,
a resposta traqueal para a metacolina (MCh) foi quantificada. Os dados representam a média +
de 6 animais por grupo. *P < 0,05 em relagdo ao grupo B; © P < 0,05 em relagdo ao grupo A

(One-way ANOVA)

4.5 AFOTOBIOMODULACAO VASCULAR AUMENTOU OS NIVEIS DE IL-10 NO
FLUIDO LBA

A Figura 7 (Painéis A, B e C) mostra que a FBMV néo alterou os niveis de IL-4, IL-5
e TNF-a no fluido do LBA quando comparado ao grupo A. Como pode ser visto no painel D,

a FBMV aumentou o nivel de IL-10 em relacdo ao grupo A.
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Figura 7: O papel da Fotobiomodulagdo vascular (FBMV) nos niveis de 1L-10 no fluido do LBA
nos ratos asmaticos. Os ratos foram submetidos ou ndo a asma e tratados ou ndo com FBMV 1 e
4h apo6s a dltima indugdo de OVA. Apos 24 horas de indugdo de OVA, os niveis de IL-10 foram
quantificados no fluido do LBA. Os dados representam a média + de 6 animais por grupo.*P <

0,05 em relagdo ao grupo B; © P < 0,05 em rela¢do ao grupo A (One-way ANOVA)

4.6 A FOTOBIOMODULACAO VASCULAR NAO ALTEROU A EXPRESSAO
GENICA DAS CITOCINAS NO PULMAO

A Figura 8 (Painéis A, B, C e D) mostra que a FBMV nao alterou a expressao génica
de IL-5, IL-4, TNF-a e IL-10 no tecido pulmonar quando comparado ao grupo A. Observou-
se também expressdo génica elevada de IL-5, IL-4, TNF-a e IL-10 em ambos os grupos A e

FBMV, em relagéo ao grupo B.
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Figura 8: O tratamento FBMV ndo alterou a expressdo génica de citocinas no pulméo nos
ratos asmaticos. Os ratos foram submetidos ou ndo a asma e tratados ou ndo com FBMV 1 e
4h ap6s a ultima inducdo de OVA. Vinte e quatro horas apos a indugdo de OVA, a expressao
genética das citocinas foi quantificada no pulmado. Os dados representam a média + de 6
animais por grupo.*P < 0,05 em relagdo ao grupo B; © P < 0,05 em relagdo ao grupo LPS
(One-way ANOVA)

5 DISCUSSAO

Devido a gravidade com relacdo ao grande numero de pacientes, valores de
medicamentos e internagbes € necessario encontrar novas abordagens terapéuticas ou
alternativas de tratamentos que apresentem mais eficiéncia, menor custo e, ainda, reducao dos
efeitos colaterais. Assim, o tratamento com FBMV emerge como uma abordagem promissora

para inimeras doencas cujo processo inflamatorio € o pilar principal da sua sustentacdo. No
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presente trabalho pesquisamos se a FBMYV influenciaria no controle do desenvolvimento e

resolucéo do processo inflamatdrio da asma em ensaio experimental.

Vérios autores tém investigado a terapia com luz para tratar doencas inflamatdrias

pulmonares e respiratorias em modelos animais, bem como em pesquisas clinicas. 55-58, 69-72,

120, 121, 131 1em sido relatado que muitas delas podem ser tratadas com ILIB, incluindo

patologias vasculares isquémicas, cardiovasculares, periféricas, infecciosas, autoimunes, teciduais
conjuntivas, transtornos nervosos, metabdlicas e doencas agudas e cronicas, como bronquite e

pneumonia. %-107, 120, 121

103, 104

O método da irradiacdo sistémica ndo invasiva foi baseado em alguns estudos que sugerem efeitos semelhantes com a técnica original de manipulagéo intravenosa.

90, 109-111,128

Sugerem que a FBMV apresenta alta permeabilidade da pele e tecidos hipodérmicos para irradiagéo de comprimento de onda no espectro do vermelho (630-670 nm). E importante mencionar que, em modelos animais,  irradiagéo sistémica normalmente é realizada pela cauda do
animal, a fim de mimetizar a iradiagao de artéria humana.

90, 103

Nossos resultados mostraram que o tratamento com FBMV foi eficaz na reducdo da
inflamagdo desencadeada por OVA. Embora o tratamento de FBMV tenha sido realizado
sistematicamente, foram observadas alteracdes locais demonstradas pelo nimero reduzido de
células migradas para o fluido do LBA. Este resultado nos leva a sugerir que a FBMV modula
a atividade das células imunocompetentes a fim de alterar a resposta inflamatoéria pulmonar.
Da mesma forma, recentemente nosso grupo demonstrou migracao reduzida de neutrofilos e
atividade de mieloperoxidase apds FBMV na lesdo pulmonar aguda. 90 dutro estudo também
com FBMV observou reducdo na dor e melhora na qualidade de vida em pacientes com

neuropatia diabética. %0 Assim, a FBMV tem um efeito positivo nas células imunes

circulantes, mas o mecanismo envolvido néo é claro e precisa ser melhor investigado.

Reputando que o desenvolvimento da resposta asmaética depende da degranulacdo e
producdo de anticorpos de mastdcitos, avaliamos o percentual de degranulagdo dos mesmos,
bem como a producéo de titulos de anticorpos anti-ovalbumina. J& é sabido que ap6s o desafio
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com OVA, uma cascata inflamatdria ¢ desencadeada pela degranulagdo de mastécitos Estes, portanto constituem uma importante sentincl imunolgica St “pess chave” ¢ implicam dircamenc na
com OV, uma casc 5 y , i 2 I

patogénese da asma. Considerados “aores principais™ na i meio da secregdo de uma s com efeitos pr6

Nossos dados mostraram menor degranulacdo de mastocitos apds o tratamento FBMV
sem alterar a producdo de anticorpos anti-ovalbumina. Assim, a atividade de mastocitos
parece ser modulada pela FBMV. Tal dado corrobora com estudo anterior, cujo resultado foi a
reducdo da degranulagdo de mastocitos ap6s o tratamento com FBM, todavia com LED

diretamente no trato respiratorio. 55
Investigamos a resposta traqueal a methacolina (MCh), um importante
56, 133
biomarcador da asma. A FBMV ndo alterou a resposta traqueal a MCh. Este resultado

mostra que a reducdo da degranulacdo de mastocitos apdés a FBMV ndo interferiu na
capacidade de resposta traqueal, mas pode ser um responsavel, pelo menos em parte, pela

reducdo da migracdo celular para o LBA.

Quanto a migracdo celular, ja é bem estabelecido na literatura que este processo €
controlado por inimeros fatores, dentre eles, as citocinas inflamatérias, anti-inflamatorias e
moduladoras. Para compreender o0 mecanismo de acdo da FBMYV sobre a migracdo de células
para 0 pulmdo, investigamos a secrecdo de citocinas inflamatorias, anti-inflamatorias e
moduladoras no sobrenadante do LBA. Contudo, em nosso estudo, o tratamento com FBMV
ndo reduziu significativamente a secrecdo de importantes interleucinas inflamatérias, como
IL-4, IL-5 e TNF- o que desempenham importante papel no desenvolvimento da asma. Por
outro lado, observou-se um nivel elevado de IL-10 no fluido do LBA ap6s FBMV. Assim,
acreditamos que a FBMV promove seus efeitos pelo restabelecimento da homeostase,
aumentando os mecanismos de defesa, visto que IL-10 é uma citocina anti-inflamatéria que

regula o fluxo celular. Este resultado discorda do estudo anterior do nosso grupo sobre FBMV
cujas diferencgas nos niveis de IL-10 n&o foram encontradas entre 0s grupos de estudo. %0
Avaliamos também a expressdo génica das citocinas no tecido pulmonar que nao foi

afetada pelo tratamento FBMV. Tal dado corrobora nossa pesquisa anterior que sugere ser

razoavel nao haver diferencas génica em todas as citocinas por uma questdo de temporalidade,
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ja que todas as analises foram feitas 24 h apds a administracdo de LPS em tal estudo.

Portanto, devemos considerar que a expressdo génica de citocinas € um processo que

demandaria mais tempo para apresentar resultados diferentes dos encontrados. %0

O desenvolvimento do presente estudo possibilitou abertura de precedentes para 0 uso
da aplicacdo da FBMV com LED em modelos experimentais e, quicd, futuramente, sua
reproducdo na pratica clinica. Foi possivel observar resultados positivos na biomodulacdo de
alguns marcadores inflamatdrios, assim como, na resposta celular em modelo experimental de
asma induzida por OVA. Tal ferramenta terapéutica se apresenta promissora por ndo ser
invasiva, apresentar baixo custo e pode langar-se como coadjuvante no tratamento de doencas

inflamatorias pulmonares.

Considerando que este estudo € pioneiro no uso da luz LED pela via sistémica para o
tratamento da asma, o0s dados sdo interessantes e instigam investigacdes futuras,

principalmente em relagéo aos mecanismos envolvidos e a dosimetria.

6 CONCLUSAO

Em conclusdo, nossos resultados mostraram que a FBMV reduziu a migracédo celular e
a degranulacdo de mastdcitos sem alterar a capacidade de resposta traqueal e os titulos de
anticorpos anti-ovalbumina. A FBMV aumentou os niveis de IL-10 no fluido do LBA sem
alterar a expressdo genética de citocinas no tecido pulmonar. Assim, este estudo mostrou que

a irradiacao vascular com LED ndo melhorou os principais biomarcadores da asma.

Muitos estudos sdo bem descritos na literatura sobre o uso do ILIB com carater
terapéutico, porém de modo invasivo. Sua aplicacdo ndo invasiva através da FBMV com o intuito
de modular inflamagdo aguda em pulmao através da luz LED ¢ inédita e é de grande importancia
considerarmos a necessidade de novos estudos que fortalecam estes apontamentos. Sugerimos
também a utilizacdo de diferentes parametros dosimétricos de tratamento com a finalidade da
melhor compreenséo do efeito biomodulador da FBMV na asma, ndo apenas em sua fase aguda
como no presente trabalho, mas na possivel intervencdo no andamento do processo inflamatorio,
refletindo posteriormente na patologia em sua fase tardia, quando deplecdes sistémicas sdo mais
comprometedoras e ndo possuem um protocolo terapéutico julgado amplamente eficiente.

Considerando o paradigma apresentado, este trabalho parece
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bastante promissor e traz possibilidades da aplicacdo terapéutica pelo seu baixo custo, facil

aplicagéo e aparentemente baixos ou ausentes efeitos colaterais.
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