UNIVERSIDADE NOVE DE JULHO

Programa de Pos-Graduacdo em Medicina

Analise de biomarcadores circulantes modulados pela terapia
de fotobiomodulagcdo em individuos com trombose venosa

profunda

Aluno: Eduardo Alves Brigidio

Orientador: Prof. Dr. José Antonio Silva Jr

Sao Paulo
2020



UNIVERSIDADE NOVE DE JULHO

Programa de Pos-Graduacdo em Medicina

EDUARDO ALVES BRIGIDIO

Tese apresentada para obtencao de titulo
de Doutorado em Ciéncias da Saude pelo
Programa de  Pos-graduacdo em

Medicina da Universidade Nove de Julho.



Brigidio, Eduardo Alves.

Anélise de biomarcadores circulantes modulados pela
terapia de fotobiomodulagdo em individuos com trombose
venosa profunda. / Eduardo Alves Brigidio. 2020.

72 f.

Tese (Doutorado) — Universidade Nove de Julho -
UNINOVE, Sao Paulo, 2019.

Orientador (a): Prof. Dr. José Antdnio Silva Junior

1. Trombose venosa profunda. 2. Fotobiomodulagéo. 3.
Oxido nitrico. 4. Inflamac&o. 5. MiRNAs.
l. Silva Junior, José Antdnio. Il. Titulo

CDU 616




%
530 Paulo 29 de setembro de 3020

TERBAD DE Apsowvacko

Aluro: EDUARDO ALVES BRIGIDIO

Titulo da tese: ANALISE DE BIOMARCADORES CIRCULANTES MODULADOS PELA TERAPIA
DE FD'I'ﬂHI]HIﬂDULAI_',‘.ﬁ.D EM PACIENTES COM TROMEBOSE VENOSA PROFUND&

Presidente: PROF. DR. JOSE ANTOMNIO SILVA JONIOR ';r,-"ﬂdi A Diedioa {#’*

Membro: FROFA. DREA. STELLA REGING ZAMUMNER W‘\

Jj v

lembro: FROFA. DREA. MARIA CRISTINA CHAVAMTES w_

MMembro: FROF. DR. OAVIDIU BALTATL il



DEDICATORIA

Dedico esse trabalho a minha companheira e
esposa Delma Ramos Brigidio, por ndo me
deixar desistir nunca e sempre colaborar em
tudo, me dando todo suporte necessario e
sempre cobrando o meu melhor, mesmo nas
horas mais dificeis nunca deixou de apoiar
esse projeto. Com amor, Eduardo. Obrigado.

Ao meu filho Joao Victor Brigidio, meu melhor
amigo e incentivador para realizacdo dos
projetos desde o mestrado e até o doutorado,
sempre acreditou que seria um sucesso,
apoiando-me e dando forca, para néo desistir
nunca. Com amor filho. Obrigado.



AGRADECIMENTOS

Os meus sinceros agradecimentos a todos que colaboraram para realizacao
desse trabalho.

Ao Prof°® Dr. José Antdnio Silva Junior meu orientador de mestrado e doutorado
por compartilhar seu vasto conhecimento cientifico e atender a todas
dificuldades e necessidades, sempre disposto, com bom humor, nunca deixando
de responder as minhas duvidas e indagacdes. Ao senhor meu respeito e
agradecimento, uma honra para mim ser seu aluno.

A Prof° Dra. Fernanda Marciano Consolim, Colombo pela competéncia da
direcdo dessa pés graduacao e entendimento de problemas pessoais dos seus
alunos e pelo vasto conhecimento.

A Prof° Dra. Stella Regina Zamuner, pelo incentivo e interesse pelo projeto e
colaboragdo em minha tese desde o inicio do mestrado até o doutorado, meus
sinceros agradecimentos.

A Prof° Dra. Maria Cristina Chavantes, pelo seu entusiasmo pela
fotobiomodulacéo que despertou interesse por esse tratamento e acabar em tese
de doutorado, nossas conversas sempre levaram a idéias de trabalhos
maravilhosos a serem realizados, minha admiragéo eterna.

Ao Prof° Dr. Humberto Dellé, pelas conversas enriquecedoras nos intervalos,
nas apresentacdes do Reaserch Day sempre bem humorado e solicito.

Ao Prof° Dr. Cleber Pinto Machado, pelas aulas de estatistica e sempre
atualizado cientificamente o meu obrigado.

A Prof® Dra. Kétia de Angelis, pela dedicacao e esforco nas aulas de redacéo
cientifica onde pude aprender entre muitas coisas, que sempre se tem tempo
para ler um paper, meus sinceros agradecimentos.

Ao Prof° Dr. Rodrigo Labat, pelos seus elogios, criticas, e pontuacdes assertivas
sempre com muita elegancia e galhardia, contribuindo de forma generosa,
provendo maior conhecimento e evolucdo do nosso trabalho com toda sua
cordialidade.

Ao Prof° Dr. Paulo de Tarso de Carvalho (in memorian) pela colaboragéo
inestimavel nos calculos de uso da fotobiomodulacdo neste trabalho, minhas

saudades.



Ao meu ex-residente e hoje assistente Adjaldes Moraes Jr., médico de
capacidade extrema de dedicacao integral e colaboracdo no estudo.

A minha colaboradora Patricia Silva Dos Santos, que me suportou em dias de
folgas com minhas duvidas em preparacdo de aulas e sem seu esforco e
atendimento aos meus apelos as apresentacdes nao teriam a mesma qualidade.
Aos alunos da pos graduacao, Erico F , Danila Marques, José Almir, Gabriel
Silva, Camila Malta, Regiane Feliciano, em especial Allan Hatum que colaborou

muito nos testes finais do nosso trabalho.

RESUMO



O tromboembolismo venoso (TEV) é uma doenca com alta morbidade e
mortalidade que inclui a embolia pulmonar (EP) e trombose venosa profunda
(TVP). A trombose venosa profunda € uma doenca frequente e tem como
caracteristica sintomas pouco especificos, o que muitas vezes dificulta o seu
diagnostico. A terapia de fotobiomodulagcdo (FBM) exerce efeitos anti-
inflamatorios importantes como reducdo de mediadores quimicos como as
citocinas, aumento da geracdo de 6xido nitrico (NO) e diminuicdo da migracéo
de células inflamatérias. Recentemente foram relatadas alteragfes na expressao
de microRNAs apds a terapia de FBM. O objetivo deste projeto foi analisar a
expressdo elementos transcricionais como RNA mensageiro (RNAmM) e
microRNAs circulantes em individuos com TVP ap0s a irradiacao com terapia de
FBM em comprimento de onda de 660 nm. Foram estudados 20 individuos com
trombose subaguda em territério femoropopliteo e 10 individuos saudaveis como
controle. Os sujeitos com TVP foram separados randomicamente em 2 grupos
de 10 individuos. Destes, apenas um grupo recebeu a terapia de FBM. O sangue
periférico de todos sujeitos foi coletado antes e apds ultrassonografia e
irradiacdo. As analises de biomarcadores foram realizadas com PCR em Tempo
Real, além de Western blot e dosagem da concentracdo de NO total.
Observamos que individuos com TVP apresentam menor expressao de RNAmM
de eNOS, maior expresséo de IL-6 e reducdo da concentracdo de NO em relagéo
a individuos saudaveis. Entretanto, apés a terapia de FBM, individuos com TVP
apresentaram aumento da expressao de eNOS, diminui¢do da expressao de IL-
6, aumento da concentracdo de NO total e modulacdo da expressdo de
biomarcadores circulantes como miR-195 e mir-338. Esta é a primeira vez que o
efeito da terapia de FBM € observado em individuos com trombose venosa
profunda subaguda, modulando elementos transcricionais que podem contribuir

para 0 manejo da doenca.

Palavras-chave: trombose venosa profunda, fotobiomodulagéo, éxido nitrico,

inflamagé&o, miRNAs.
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Venous thromboembolism (VTE) is a disease with high morbidity and mortality
that includes pulmonary embolism (PE) and deep vein thrombosis (DVT). Deep
vein thrombosis is a common disease and has little specific characteristics, which
often makes its diagnosis difficult. Photobiomodulation therapy (PBM) has
important anti-inflammatory effects such as reduction of chemical mediators such
as cytokines, increased generation of nitric oxide (NO) and decreased migration
of inflammatory cells. Changes in microRNA expression have recently been
reported after PBM therapy. The aim of the project was to analyze the expression
transcriptional elements such as messenger RNA (mRNA) and circulating
microRNAs in subjects with DVT after irradiation with FBM therapy. Twenty
subjects with subacute thrombosis in femoropopliteal territory and 10 healthy
subjects as control were studied. DVT subjects were randomly separated into 2
groups of 10 individuals. Of these, only one group received PBM therapy. PBM
therapy was applied at wavelength 660 nm. The peripheral blood of all subjects
was collected before and after ultrasound and irradiation. The biomarker
analyzes were performed with Real-Time PCR, in addition to Western blot
analysis and measurement of the total NO concentration. We observed that
individuals with DVT have lower expression of eNOS mRNA, higher expression
of IL-6 and reduced concentration of NO compared to healthy individuals.
However, after PBM therapy, subjects with DVT increased eNOS expression,
decreased IL-6 expression, increased total NO concentration and modulated
expression of circulating biomarkers such as miR-195 and mir-338. This is the
first time that the effect of PBM therapy has been observed in subjects with
subacute deep venous thrombosis, modulating transcriptional elements that can
contribute to the management of the disease.

Keywords: deep venous thrombosis, photobiomodulation, nitric oxide,

inflammation, miRNA

LISTA DE ABREVIATURAS



AINEs  anti-inflamatorios ndo-esteroides
COX-2 ciclo-oxigenase 2

eNOS NOS endotelial

EP Embolia pulmonar

FBM Terapia de fotobiomodulacéo

HBPM  baixo peso molecular

HNF heparina n&o fracionada
IL Interleucina
iINOS Isoforma induzivel

LTD4  Leucotrieno D4

MIRNA  microRNA

NcRNAs Pequenos RNAs néo codificantes
NNOS  NOS neuronal

NO Oxido nitrico

NOS3  Oxido nitrico sintase 3
NOSs Sintetases de Oxido nitrico
NPA N-propil-L- arginina

PGE2  Prostaglandina E?

RNAM RNA mensageiro

TEV Tromboembolismo venoso
TF Fator Tecidual

TNF-a  Fator de necrose tumoral
TVP Trombose venosa profunda
usv Ultrassom vascular

VWF Fator de Von Willebrand

Sumario
LINTRODUGAO ..o iiceieciceeieis et


https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&prev=search&rurl=translate.google.com.br&sl=en&u=https://en.wikipedia.org/wiki/N-propyl-L-arginine&usg=ALkJrhiCg-saBnOSejiZwhI5o8FBm3rfhA

1.1. Trombose venosa Profunda ..........cooeuuuiiiiiiieieiieieei e 13

1.2. DIagnOStiCOS A€ TVP ... 16
1.3. Tratamento da TVP ......oeeiiiiiiiiii et 17
1.4. Ultrassonografia em diagnosticos vasculares .............cccoevevvvvvncineeeennn. 18
1.5, OXIA0 NIFCO ....vevveveeeeiieeete ettt ettt sttt ne et ene e 19
1.6. Sintetases de Oxido Nitrico (NOS)........c.coovieieiieiieie e ce e 20
1.7. FOtobiomMOdUIAGAD...........eveiie e 21
R S T =t T (=] g o o ¢ - 24
1.8.1 MICIORNA ... 24
1.8.2. Trombose venosa € MIRNAS ..., 26
COBUIETIVOS e 28
2.1. ODbjetivo PriNCIPAL.........ccooiiiiiiii 28
2.2. ODbJetiVOS SECUNUANOS: ... .uveiiiiieeeeiiiiiiiiieiee e e e e e e e 28
3. MATERIAIS E METODOS ......coouiiiiieiiinieieieiene st 29
3.1. Individuos € grupos de €StUAO ........uuuiiiieeeiiiieiiiie e e e e e eeeanns 29
3.2. CritérioS de INCIUSAO0.........uuueiiiiieiiiiiiiiiie e 29
3.3. CriterioS de @XCIUSAO0........uuuiiiiieeeiiiiiiiiie et 30
3.4. FOtobiomOdUIAGAOD. ..........oiie e 30
3.5. Determinacao da concentracao total de NO ............ccoovviiiiiiiiiiiineeeeeeenn, 30
3.6. Andlise da expreSSE0 gENICA ........uuuuiiieeeeeeeieiiiee e e e e e e e e e e e e e eenenns 30
3.6.1. Tratamento do RNA total e Integridade das amostras ........................ 31
3.6.2. Sintese de cDNA - TranscriGa0 ReVErsa .........ccccuveeeeeeeeeeiiiciiiiiieeeenn. 31

3.6.3. Reacgao de Polimerizagdo em Cadeia (PCR) em tempo real — gPCR. 32

TV TS (= o T o] [ 33
5. ANAlISE EStatiSTICA ....eevvveiiiiii e ee e e e e e aeane 33
6. RESULTADOS ... oo e e e eaa s 34
6.1. Quantificacdo do RNA extrail ... 34

11



6.2. Andlise de expreSSa0 gENICA .........cevvvviiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeee e 35

6.3 Analise da expressao proteica de eNOS..........cccoeeeeeiviiiiiiiiiii e e, 37
L N B T 7= To [T .4 1 = N[ PP 39
6.5 Analise de expressao génica - MICrORNAS ..........cccoovviiiiiiiiiiie e, 40
6.6 Andlise da correlacao entre os miRNAS e genes alvos..............ccceeeeee 45
7 DISCUSSAD ...ttt 48
8 CONCLUSAOD. ..ottt 52
9. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........coviieeeeeeeeeeeeeeee e 53
L0, ANEXOS ...ttt 72

12



1.INTRODUCAO

1.1. Trombose venosa profunda

O tromboembolismo venoso (TEV) € uma doenga com alta morbidade e
mortalidade que inclui a 200.000 de pessoas ao ano sendo que
aproximadamente 100.000 morrem por EPL. Entre 250.000 a 500.000 pessoas
ao ano, apresentem TEV sintomatico, é o que se estima, sendo que, em menos
da metade dos casos ha sintomas de TVP tornando se o diagndstico mais dificil,
em consequéncia, a profilaxia e tratamento adequados ndo séo realizados* 2.Em
Nnosso pais em uma projecado feita pelo SUS sao realizadas aproximadamente

68.000 internagcdes ao ano em consequéncia de TEV, sendo que desse
montante 15,2% desses individuos evoluem a 6hito -

Em estudo de Stein et aI.4 sobre a incidéncia de TVP em individuos
internados foi evidenciado que em 44.136 internacdes foram diagnosticados 271
casos de TVP em individuos com algum tipo de profilaxia ou nédo e, desses, 57
apresentaram EP. Em apenas um quarto a um quinto dos individuos com

internacdes recentes (até 30 dias), tenha sido diagnosticado corretamente o

TEVS. A TVP é caracterizada pela formacado aguda de trombos em veias do
sistema profundo, acomete mais comumente 0s membros inferiores, no entanto
também pode ocorrer em outros sitios como veia cava, veias jugulares internas,
no seio cavernoso e nos membros superiores® 7.

A TVP é uma doenca de alta prevaléncia e ocorre principalmente como
complicagdo de outro processo patolégico como neoplasias, infeccbes, pos-
operatorio de grandes cirurgias, traumas e imobilizacdes prolongadas dos
membros inferiores, e a mesma também pode ocorrer de forma espontanea sem
qualquer associacdo a outras doencas como observado nas trombofilias
hereditarias 6. O quadro clinico da doenca depende das veias acometidas e da
extensao da trombose, e 0s sinais e sintomas apresentados sdo dor, edema e
empastamento muscular (mais frequentes), aumento da cianose e dilatacao das
veias superficiais!®. Nos membros inferiores a dor normalmente é localizada na
panturrilha ou na coxa. Apesar de causarem grande desconforto para o paciente,
os sintomas da TVP nao sdo os mais importantes desta patologia e sim as

complicagbes que podem surgir com a evolugéo da doenca, sendo o trombo
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embolico pulmonar (TEP), a mais temida delas!®. O TEP é caracterizado pelo
desprendimento do trombo das veias profundas e sua migracdo através da
corrente sanguinea até atingir a artéria pulmonar onde provoca obstrucédo da
circulacdo e infarto pulmonarl®. Além da tromboembolia pulmonar outras
complicagBes que podem ocorrer sdo a sindrome pos-trombdética e a gangrena
venosa. A sindrome poés-trombdética é uma complicacdo tardia e apesar de ter
mortalidade praticamente nula, apresenta morbidade importante e causa
grandes problemas sécio-econdmicos!® 12,

Em 1856, Virchow descreveu, que para o desenvolvimento da trombose
venosa era necessario a presenca de pelo menos uma de trés alteracfes —
alteracéo da parede vascular, do fluxo sanguineo e dos componentes do proprio
sangue; ou seja, para ocorrer a TVP deve haver um ou mais destes trés
elementos: lesdo endotelial, estase sanguinea e/ou hipercoagulabilidade, que
caracterizam a triade de Virchow. O desenvolvimento de trombos dentro das
veias profundas se deve ao desequilibrio entre os fatores tromboliticos e
trombogénicos da circulacdo que decorre da acao dos elementos desta triade.
Na maioria dos casos de TVP dois ou mais destes fatores atuardo em conjunto
para determinar a formacéo do trombo venoso?3.

Sao muitos os fatores de risco que predispdem a formacéo da trombose
venosa profunda, um fator é a idade, a TVP é mais comum ap6s os 40 anos de
idade, aumentando sua prevaléncia progressivamente com o aumento dela. A
frequéncia de TEP também aumenta com a idade!3. Este fato pode ocorrer
devido a diminuicdo da resisténcia da parede venosa que causaria a dilatacao
da veia, diminuindo a velocidade do fluxo sanguineo e facilitando a trombose.
Em individuos com mais de 65 anos também se observa uma menor atividade
fibrinolitica nas veias da perna, a imobilizacdo € um dos principais fatores
predisponentes de trombose venosa profunda®®. Quanto maior o tempo de
imobilizacdo, maior o risco de TVP. Por esta razdo, a TVP é uma doenca
frequente em individuos hospitalizados, acamados e ortopédicos*. Ha relatos
de casos de TVP decorrentes de imobilizacdo sentada em viagens prolongadas
(sindrome da classe econdmica)®1°, A obesidade é outro fator de risco para TVP
em individuos acamados, seja pela dificuldade de mobilizacdo do doente, seja

pela prépria diminuicdo da atividade fibrinolitica que ocorre em obesos!4.
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Na presenca de veias varicosas, a TVP é duas vezes mais frequente em
individuos portadores de varizes dos membros inferiores. Devido aumento da
estase venosa em paciente com infeccdo, ha maior predisposicdo a TVP, pois
pode resultar em lesdo do endotélio venoso®. Em procedimentos cirlrgicos,
quanto mais prolongado for o tempo da cirurgia a que o paciente é submetido,
maior o risco para TVP. Os individuos submetidos a anestesia geral tém maior
risco de desenvolverem TVP que os submetidos a anestesia peridural ou
raquidiana®°. No cancer, hd um aumento da prevaléncia de TVP em duas a trés
vezes pela inducdo dos fatores pré-coagulantes'®, enquanto que na
quimioterapia, o risco para TVP aumenta devido a diminuicdo dos inibidores
fisiol6gicos da coagulacdo® 0. Estudos mostram que individuos internados na
UTI tém risco trés vezes maior de desenvolverem TVP que os internados em
enfermarias® 1°.

Mulheres gravidas ou no periodo puerperal tém risco bastante aumentado
de TVP, isto ocorre devido a estase venosa provocada pelo crescimento uterino
e como consequéncia de alteracBes hormonais prépria deste periodo. Apds o
parto ocorre também diminuicdo da atividade fibrinolitica devido a liberagédo de
tromboplastina tecidual durante a separacdo placentaria®>. Com o uso de
anticoncepcionais orais, o risco de TVP é aumentado devido ao aumento dos
niveis sanguineos dos fatores de coagulacédo IlI, VII, IX e X, a diminuicdo dos
niveis de antitrombina, j& os contraceptivos orais também alteram a viscosidade
sanguinea e a parede vascular, assim como a reposicdo hormonal com
estrégenos na menopausa®19.16,

As trombofilias hereditarias sdo caracterizadas por deficiéncias de
agentes tromboliticos determinadas geneticamente®. A mais comum é a mutacéao
do fator V (presenca do fator V de Leiden) que determina uma resisténcia a acao
da proteina C ativada. Também sdo importantes as deficiéncias de outras
proteinas como C e S, a deficiéncia da antitrombina e a mutacdo da protrombina
(protrombina mutante G20210 A)&17.

Outras doencas também aumentam o risco de TVP como a policitemia,
hipermocisteinemia, trombocitose, lapus eritematoso, artrite reumatoide,
vasculites, entre outras!?. O risco de TVP em individuos com histéria pregressa
de trombose venosa € aumentado em trés a quatro vezes quando comparados

com individuos sem episédio anterior de trombose®°. Portanto, os fatores de
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risco mais prevalentes na TVP sao idade superior a 40 anos, tempo de cirurgia
maior que 60 minutos, TVP e EP prévias, insuficiéncia venosa cronica,
obesidade, cardiopatia, presenca de infeccéo, imobilizacdo prolongada, terapia
com estrogénio, acidente vascular encefalico, paralisia e paresia, trombofilias,
presenca de tumores malignos, e tipo de cirurgia, sendo as abdominais,
ortopédica, ginecoldgica, urolégica e vascular, as mais prevalentes? 820,

Ha relatos que em 61% dos individuos cirargicos, a TVP ocorre a partir
do 3° dia de pds-operatdrio, em 9% apos uma semana, e em alguns casos,
dependendo do tipo de cirurgia pode ocorrer até semanas apos o procedimento
cirtrgico?®>. A necessidade do diagnéstico preciso e precoce da TVP é
fundamental para o bom resultado terapéutico e prevencéo da EP e suas graves

consequéncias.

1.2. Diagnosticos de TVP

O diagnéstico clinico da TVP néo é tao facil e, portanto, pode haver falhas
diagnosticas, e existe grande possibilidade de ndo se fazer diagnostico em
individuos assintomaticos, e por outro lado, de se fazer diagnéstico equivocado
em individuos sintomaticos, pois existem outras doencas que podem ter o0s
mesmos sintomas que simulam a TVP?. Em trabalho de Lennox et al.?4,
utilizando a dosagem de dimero D em individuos com TVP sintomaticos, 0s
autores obtiveram 91,3% de sensibilidade, 81,9% de especificidade e valor
preditivo negativo de 96,6%, porém apresentando desvantagem de grande
namero de falsos positivos quando ha concomitancia de infeccdo, cirurgia
recente e outras doencas clinicas. Entretanto, se o teste for negativo, ocorre o
afastamento do diagndéstico de TVP na maioria das vezes, sendo hoje muito
importante na triagem destes individuos.

Recentemente, alguns autores compararam o aumento de microRNAs
com o dimero D?. Assim, foi observada que esses biomarcadores circulantes
poderiam ser usados na triagem de individuos com TVP com mesma efetividade
diagnéstica do dimero D. A vantagem para o diagnostico do TVP, é que se
dosarmos biomarcadores circulantes especificos?®, poderiam ser encontrados
biomarcadores que s6 aumentam na doenca trombdtica, ndo havendo

necessidade de confirmacdo por métodos por imagem (THESIS).
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1.3. Tratamento da TVP

O tratamento adequado da TVP consiste na parada da propagacao
(trombose secundéria) e recorréncia do trombo e, principalmente, em evitar a
ocorréncia de EP?% 27, A esséncia de qualquer estratégia é para identificar
principalmente a TVP proximal, na expectativa de que o inicio da anticoagulacao
no estagio pré sintomatico possa prevenir EP fatal’®. Nesses casos em que ha
um fator desencadeante bem estabelecido para o desenvolvimento de
tratamento da TVP proximal depende de alguns fatores como pds-operatorio
recente, problemas clinicos recentes transitorios e outros. Nesses casos em que
ha um fator desencadeante bem estabelecido para o desenvolvimento da TVP,
e é transitorio, o tempo de anticoagulacéo pode ser por um periodo de 3 meses,
segundo alguns autores®®. Quando h& presenca de outros fatores como
cardiopatias, cateter venoso central prévio, sequela de acidente vascular
cerebral e outros, a anticoagulacdo deve ser mantida por, pelo menos, 6
meses30-32,

A necessidade de anticoagulagdo, nos casos de TVP distal é controversa;
autores como Lagerdstedt et al.3® estudando os casos sintomaticos de TVP
distal, evidenciaram propagacdo do trombo proximal nos individuos sem
tratamento de 17,8% e, entre esses, houve apenas um caso de EP ndo fatal.
Labropoulos et al.3* evidenciaram uma progressdo proximal do trombo em 13%
dos individuos e somente em um caso houve EP ndo fatal. Observaram ainda
que nao houve diferenca na propagacdo do trombo entre os individuos
anticoagulados e naqueles em que ndo se optou pelo seu uso. Pinede et al.®
evidenciaram que o tratamento por 6 ou 12 semanas na TVP distal séo
equivalentes quanto a taxa de EP, recorréncia da TVP e riscos de sangramento.

Independente do segmento venoso acometido, quando indicada a
anticoagulacdo deve ser iniciada com uso de heparina n&o fracionada (HNF) ou
de baixo peso molecular (HBPM) e, conjuntamente, o anticoagulante oral,

quando ndo houver contraindicacées a esse tratamento®.
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1.4. Ultrassonografia em diagnosticos vasculares

A ultrassonografia aplicada as doencas vasculares é hoje o exame de
maior aplicabilidade diagndstica, e é baseada em técnica de imagem e medidas
de velocidade de fluxo sanguineo. Com a combina¢do da imagem anatémica
denominada modo B, e deteccéo da onda de velocidade sanguinea, denominada
andlise espectral, o método foi popularizado com o nome duplex, Doppler ou
ultrassonografia duplex37-3.

Esta técnica revolucionou o diagndstico das doengas vasculares a partir
da década de 80. Na década de 90, houve novo avanco na area com a
combinacéo das imagens (modo B) e com a dinamica do fluxo (cor), isso facilitou
o estudo e as informacgées colhidas*®-44. Mais recentemente houve uma evolucéo
de técnicas de geracdo e processamento de imagens, técnicas digitais e de
bandas largas de frequéncia que foram adaptadas a ecografia vascular, ja as
técnicas de construcdo de imagens aumenta o campo visual, criando uma
imagem expandida e que facilita a visualizagdo**2. Depois de processadas as
imagens, apresentam melhor relagdo sinal ruido, além de muitos outros
beneficios, como a coloriza¢do da escala cinza para colorida ou até perspectivas
tridimensionais*3.

O ultrassom vascular (USV) é um exame n&o invasivo, sem uso de
contraste ou irradiacdo, de facil reproducéo e de baixo custo em comparacéao a
flebografia que ainda é considerada padrao ouro, além de hemodinamico, possui
indices de sensibilidade e especificidade de cerca de 90%%%-45. Apresenta como
vantagem a avaliacdo da luz venosa e sua parede, estruturas extrinsecas a veia
e estuda a direcdo do fluxo*®4’. A ultrassonografia associada a codificacdo a
cores e ao efeito Doppler veio revolucionar a pratica vascular e cardiolégica*®
50_

Os primeiros trabalhos publicados utilizando o efeito Doppler para o
estudo do sistema venoso datam de 1967, essa evolucdo da técnica deu-se,
sobretudo, a partir de 1970, sendo os primeiros dez anos marcados pela
utiizacdo do Doppler continuo numa tentativa de estudo funcional e
hemodinamico do sistema venoso*’“%. Os estudos visavam quase sempre a
trombose venosa e ndo o sistema venoso como um todo e sé do aparecimento

do Doppler pulsado e dos estudos de Claude Franceschi, que a insuficiéncia
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venosa crénica comeca a ser realmente estudada®->*. Importante ressaltar que
0os resultados de imagem estdo diretamente relacionados ao profundo
conhecimento da anatomia vascular e, sobretudo, da hemodinamica dos fluidos,
pois sem este conhecimento pode haver graves equivocos diagndsticos e
resultados de exames controversos, que comprometeriam o método®® 57,

Assim o0 exame de USV no sistema venoso distal pode estudar a anatomia
da rede venosa superficial e profunda, observando seus diametros, suas
tributarias e provaveis variacdes anatdbmicas, sua parede e luz, testando a
compressibilidade e contetdo, comprovando sua perviedade, podendo assim
diagnosticar a trombose aguda ou prévia, a espontaneidade do fluxo e sua
movimentagdo as manobras, indicando segmentos pérvios®3-°5,

O USV é atualmente o método de escolha para o diagnéstico da TVP tanto
na fase aguda como na crbnica da doenca. Isso ocorre devido a USV ter alta
acuracia quando comparada a flebografia, que ainda é considerado o método
padrao ouro para o diagnostico da TVP. Acresce-se a isso o fato de a US ser um
método ndo invasivo e sua execucao ser bastante confortavel para os individuos,
sendo a USV de imagem (Modo B) permite a avaliacdo da imagem bidimensional
da veia e dos tecidos vizinhos, possibilitando caracterizar a normalidade ou as
alteracdes nas mesmas, além de identificar outras afec¢des que podem simular
os sintomas e sinais da TVP (diagnostico diferencial)>°58.

Os critérios diagndésticos adotados para a avaliacdo com a USV na TVP
como auséncia ou diminuicdo de da compressibilidade venosa, trombo
visualizado, aumento do didmetro venoso, auséncia do aumento do diametro
mediante a manobra de valsalva, e imobilidade das valvulas sédo critérios

diretos®®.

1.5. Oxido Nitrico

O 6xido nitrico (NO) pode ser um oxidante ou um redutor dependendo do
meio em que ele esta e é rapidamente destruido pelo oxigénio®’, sendo que sua
oxidacdo produz nitrito e nitrato®®°°, possui efeito vasodilatador e modula
reagOes inflamatérias ou anti-inflamatorias, dependendo do tipo celular e do

estimulo®®. E encontrado em proteinas intracelulares é um gas incolor e estavel,
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moderadamente sollvel em agua e sua meia-vida varia de 3 a 60 segundos nas
células do endotélio vascular, e na presenca de oxigénio molecular, o terminal
guanidino nitrogenado da L-arginina, produz o radical livre gasoso, NO, e L-
citrulina em um processo catalisado pela enzima sintetase de éxido nitrico®°.

O NO atravessa o espaco do endotélio para o musculo liso vascular e
estimula diretamente a enzima guanilato ciclase sollvel e a consequente
formacdo de cGMP (monofosfato ciclico de guanosina) intracelular, resultando
no relaxamento das células da musculatura lisa vascular® Quando o cGMP esta
alto, o célcio intracelular aumenta, relaxando a células e ocorre a vasodilatacao
enquanto a difusdo do NO para a musculatura lisa vascular estiver ocorrendo.
Um aumento no fluxo de NO para a musculatura lisa vascular provoca maior
relaxamento celular e maior vasodilatacdo. Se a formag&o de NO diminui, ocorre
uma vasoconstricdo moderada®?, logo efeito vasodilatador do NO parece ser
mantido por estimulos fisicos do fluxo pulsatil e forca de cisalhamento nas
células endoteliais vasculares, no sistema circulatorio, em particular, na
coagulacdo sanguinea®?,

O NO esta envolvido com a cascata fibrinolitica e trombdtica associada
com dano endotelial, sendo que as propriedades antitrombaéticas do NO resultam
em parte da inibicdo da adeséo e agregacédo plaquetaria®. A deficiéncia de NO
foi associada com trombose arterial e nos vasos sanguineos, o NO exerce
funcdo na modulagdo do diametro vascular e da resisténcia vascular pela sua
habilidade em relaxar o musculo liso vascular®. O NO inibe interacbes de
elementos sanguineos circulatérios com a parede do vaso e a deficiéncia de NO
pode promover trombose vascular, reestenose, aterogénese e injuria da
reperfusdo®. A diminuicdo da vasodilatacdo dependente do endotélio pode ser

induzida por hipertenséo, diabetes e/ou aterosclerose®? 4,

1.6. Sintetases de Oxido Nitrico (NOS)

As sintetases de 6xido nitrico (NOSs) sao de uma familia de enzimas que
catalisam a producdo de NO a partir de L-arginina®. O NO faz
importante sinalizacdo celular, a molécula, ajuda a modular o tdnus vascular, o

tbnus das vias aéreas e 0 peristaltismo, e esta envolvido na angiogénese e
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desenvolvimento neural®”%8, A geracdo de 6xido nitrico € mediada por trés
isoenzimas de sintetases de oxido nitrico, a eNOS (NOS endotelial), nNOS (NOS
neuronal) e a isoforma induzivel (iNOS)®, que sdo codificados por genes
separados®. Das trés isoformas conhecidas desta enzima, duas sdo
constitutivas e a terceira é induzivel (INOS)®°.

A nNOS é responsavel pela geracdo de NO no tecido nervoso, tanto no
SNC central, quanto periférico. A nNOS neuronal também desempenha um
papel na comunicacdo celular pela associacdo com as membranas
plasmaticas®. A acdo de nNOS pode ser inibida pela NPA ( N-propil-L-
arginina)®®. A iINOS ndo é célcio dependente, ao contrario da regulacéo
dependente de célcio das enzimas constitutivas (nNOS e eNOS)"°. A iNOS foi
descrita como célcio-insensivel, provavelmente devido a sua interacdo nao
covalente com a calmodulina (CaM)’%, essa enzima produz grandes quantidades
de NO <com a estimulacéo, por citocinas  pro-inflamatdrias (por
exemplo, interleucina-1 , fator de necrose tumoral alfa e interferon gama)’?.

A eNOS também é denominada de éxido nitrico sintase 3 (NOS3), gera
NO nos vasos sanguineos e participa da regulacao da funcéo vascular. O gene
que codifica a eNOS esté localizado no cromossomo 773. A eNOS é uma NOS
constitutiva e produz NO em endotélio vascular sob condi¢cbes basais, mas a
forca de cisalhamento produzida pelo fluxo sanguineo pode incrementar sua
producdo’®. O NO liberado no limen vascular € um potente inibidor de adeséo e
agregacdo plaquetaria na parede vascular e também inibe a adesdo de
leucdcitos ao endotélio vascular, inibe a sintese de DNA, a mitogénese e a
proliferacdo de células da musculatura lisa vascular e, também é responsavel
pela regulacdo da presséo sanguinea e contratilidade do musculo cardiaco’>7”,

sua expressao é restrita a células endoteliais vasculares’®.

1.7. Fotobiomodulacgéao

A fotobiomodulagdo exerce efeitos anti-inflamatérios importantes nos
processos iniciais da cicatrizacdo como, reducdo de mediadores quimicos, de
citocinas, do edema, diminuicdo da migracdo de células inflamatorias e

incremento de fatores de crescimento, contribuindo diretamente para o processo
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de reabilitagdo tecidual, contudo a falta de padronizagéo dificulta a escolha de
parametros ideais’®.

Apesar de ser utilizado por mais de 50 anos, essa terapia hdo possui ainda
parametros clinicos e protocolos estabelecidos, tratando-se da utilizagdo deste
recurso nas fases iniciais do reparo tecidual’®®, devido principalmente a
caracteristicas especificas dos tecidos e da dose utilizada. A fotobiomodulacéo
apresenta uma relacdo com as fases iniciais de reparo, observando-se a
utilizacdo de diferentes doses e comprimentos de ondas (632,8 a 904 nm)&. Em
estudos in vitro® foram utilizadas doses entre 2,2 e 16 J/cm?, ja dose de 5
J/cm? tem sido apontada como responsavel por mudancas significativas in vitro,
porém a dose de 16 J/cm? promove efeito inibitério sobre o crescimento celular
em culturas, ja em estudos in vivo, envolvendo animais, foram utilizadas doses
entre 0,04 a 21 J/cm?, com estudos em humanos, foram utilizadas doses entre
1,8 a 16 J/cm?.

Os efeitos iniciais da interacdo entre o laser e o tecido biolégico podem
provocar a liberacdo de substancias, como a histamina, serotonina, bradicinina,
e modificar reacbes enzimaticas normais, acelerando ou retardando estas
reacdes®!. A irradiacdo laser pode proporcionar ainda aumento na producéo de
ATP, o que promoveria um aumento na eficiéncia da bomba sédio-potassio, com
isso a diferenca de potencial elétrico existente entre o interior e o exterior da
célula é mantida com melhores resultados®.

A primeira fase do reparo tecidual € a inflamacéo, essencial para a
preservacdo da integridade do organismo, ocorre envolvendo uma interacao
entre células inflamatérias (neutrofilos, linfécitos, mondécitos/macréfagos) e
células vasculares (endoteliais e musculo lis0)®2. Inicialmente, as células
inflamatoérias migram para o tecido-alvo por quimiotaxia, induzidas por
mediadores quimicos (histamina, prostaglandina - PGE2, leucotrienos - LTD4,
interleucinas - IL1 e IL6, 6xido nitrico - NO), que se ligam a receptores celulares
e endoteliais, estimulando a resposta inflamatdria®?. Observa-se a ativacdo de
outros mediadores de natureza lipidica (eicosanoides) e peptidica (citocinas,
fatores de crescimento e neuropeptidios) e a externalizacdo de proteinas de
adesdo para leucdcitos na superficie da membrana de células endoteliais voltada
para a luz dos vasos, em decorréncia do préprio trauma, ou da ativacéo celular®.

Assim, o microambiente tem sua composicao fisico-quimica alterada (baixa
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tensdo de Oz, diminui¢cdo do pH, presenca de espécies reativas de nitrogénio e
oxigénio), sendo esta outra forma de sinalizacdo que ativa as células envolvidas
no processo®3,

A fotobiomodulagédo tem se mostrado uma alternativa anti-inflamatoria
com efeitos semelhantes aos observados na terapia com anti-inflamatoérios néo-
esteroides (AINES), inibindo e/ou diminuindo a concentracdo de prostaglandina
(PGE2), ciclo-oxigenase 2 (COX-2) e histamina®38°, A ativacdo da cascata do
acido araquidénico em tecidos lesados, levando a diminuicdo da producéo de
PGE284, posteriormente altera a producdo de bradicinina e de muitos tipos de
citocinas inflamatorias, além disso o aumento do fluxo sanguineo local melhora
a acidose, e simultaneamente promove a liberacdo e remocéo de substancias
relacionadas a dor®3,

A fotobiomodulacdo promove ativagdo precoce da fase inflamatéria do
processo de reparo tecidual, causando exacerbacdo dos sinais da mesma?®.
Esta ativacdo observada ocorreu devido a ativacdo vascular substancial nas
primeiras 36 horas de reparo, assim a fotobiomodulacdo demonstrou reduzir a
inflamac&o em uma variedade de situagées clinicas®.

Também foi observada inibicdo da expressao génica de citocinas pro-
inflamatérias e interleucinas-1B, a partir destas células®. Alguns autores
observaram maior quantidade de fibroblastos em células irradiadas,
evidenciando um aumento significativo na proliferacao fibroblastica e diminuicédo
do infiltrado inflamatério, concluindo que a fotobiomodulacédo acelera o processo
de reparacdo tecidual®’8%, desta forma parece ser capaz de modular a
inflamacéo em varios tecidos e apresenta vantagens como método nao-invasivo,
ndo-farmacoldgico e com baixo indice de efeitos colaterais®é-,

A utilizacdo da fotobiomodulacdo apresenta-se como uma alternativa
terapéutica relevante devido aos seus efeitos biolégicos em diferentes tecidos
atuando em nivel celular, local e sisttmico no organismo, sob modificacdes
bioquimicas, bioelétricas, bioenergéticas, favorecendo a proliferacdo e

maturacdo celular®t92,
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1.8 Epigenoma

O termo epigenética refere-se a todas as mudancas reversiveis e
herdaveis no genoma funcional que nédo alteram a sequéncia de nucleotideos do
DNA?®3, Inclui o estudo de como ocorre a mudanca de expressédo espago temporal
de genes durante a diferenciacao de um tipo de célula e como fatores ambientais
podem mudar a maneira como 0S genes Sao expressos. Existem trés

mecanismos principais de alteracdes epigenéticas®3-6:

1. Metilacdo do DNA,
2. ModificagOes de histonas

3. Acado de RNAs nao codificadores - microRNASs.

Apesar da grande quantidade de informacédo adquirida nos ultimos anos
definindo a associagao entre o perfil epigendmico e doengas humanas cronicas,
0S mecanismos através dos quais as informacdes incluidas em nosso genoma
tornam-se fenotipicamente expressa em condicfes fisioldgicas e patologicas
ainda ndo é totalmente compreendido®’%°. Certamente uma abordagem
genética-epigenética combinado pode ser (til para desvendar mais segredos
sobre como nosso genoma é expresso de forma diferente em um estado de

doenca?®-1,

1.8.1 MicroRNA

MicroRNAs ou miRNAs, sdo uma classe conservada de pequenos RNAs
nao codificantes (NcRNAs), de aproximadamente 20-22 nucleotideos,
produzidos endogenamente que regulam a expressao de genes ao nivel pos-
transcricional, tanto em condi¢fes fisiolégicas quanto patologicas. Eles foram
originalmente encontrados no nematdide Caenorhabditis elegans (C.elegans)
em 1993191 e mais tarde identificado em muitas plantas e mamiferos02-104,

Em geral, os miRNAs séo transcritos no nucleo pela RNA-polimerase |
como um pri-miRNA. Pri-miRNAs s&o clivados em aproximadamente 70
nucleotideos formando um precursor dos miRNAs, o pré-miRNA, pelo complexo

microprocessador que contém uma enzima RNAase Ill chamada Drosha e seu
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co-factor DGCR8'%, Os pré-miRNAs séo depois exportados para o citoplasma
pela proteina exportina-5 (Exp 5), onde eles sdo mais maduros, e clivados por
outra endonuclease RNAase Ill, chamada Dicer, e pelo co-fator TRBP, que
aumenta a estabilidade no reconhecimento do substrato e transferéncia do
produto para o complexo de silenciamento induzido, formando um duplex com
aproximadamente 20-25 nucleotideos!?s.

No citoplasma, os duplex de miRNA maduros sdo separados em duas
cadeias de RNA, a cadeia de RNA guia (miRNA) e a cadeia de RNA passageira
(miRNA*), que é normalmente degradada. O complexo de silenciamento (RISC)
induzido por RNA, que contém a proteina Argonauta (Ago), € ativado pela
presenca do miRNA e dirige-se ao complexo de silenciamento (RISC) para o
mRNA alvol%4. O local alvo do miRNA é muitas vezes presente na regido 3 'ndo
traduzida (3'-UTR) do mRNA que contém as sequéncias complementares e 0s
elementos de reconhecimento de miRNA designados (MRE). De acordo com a
complementaridade perfeita ou imperfeita das sequéncias de miRNA-mRNA,
miRNAs podem reprimir a expressado génica pela degradagdo do mRNA0,

Nos ultimos anos, essas moléculas foram implicadas na regulacéo da
hemostasia, e um nimero crescente de estudos tem investigado suas relacées
com o desenvolvimento da trombose'®*. O papel no desenvolvimento relativo ao
papel dos miRNAs na regulacéo da funcao plaquetaria e hemostasia secundaria
e os fatores genéticos e ambientais que regulam miRNAs'95,

Estudos mostraram que multiplos elementos do sistema hemostatico
podem ser regulados por miRNAs, abrindo novas e perspectivas interessantes
ndo s6 para compreender 0s mecanismos moleculares envolvidos a
fisiopatologia da hemostase, mas também para conceber novos diagnosticos e
ferramentas antitrombéticas'®®.

Os miRNAs podem desregular proteinas hemostaticas e sua influéncia
na patologia trombdética e possuem uso potencial como marcadores diagndosticos
e prognosticos de trombosel®. MiIRNAs sdo os ncRNAs mais bem
caracterizados e tém sido associados suscetibilidade a doenca®’, mas, sem
davida, o grande potencial dessas moléculas reside na sua utilizacdo como
biomarcadores. Além disso, miRNAs tém certas caracteristicas que torna-los
ideais como biomarcadores, ndo s6 no inicio da doenca, mas também durante o

desenvolvimento de complicacbes da doenca ou a resposta aos tratamentos.
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Além disso, miRNAs foram identificados em componentes celulares do
sanguel®® e em diferentes fluidos corporais 1. Os niveis de miRNA no sangue
tém sido associados a fisiopatologia da doenca. Estudos que caracterizam
mMiRNAs circulantes de plasma mostraram que sao encontrados em
microvesiculas, ligadas a diferentes complexos proteicos ou circulando

livremente 110,

1.8.2. Trombose venosa e miRNASs

Apesar de uma incidéncia anual estimada de 1-3 casos / 1.000
individuos!!!, poucos estudos investigaram a contribuicdo de miRNAs como
preditores de tromboembolismo venoso. No diagnéstico de TVP ou EP, os
sintomas geralmente séo inespecificos e a probabilidade clinica € baixa ou
intermediaria, portanto, a avaliagdo do dimero D pode ser apropriada''?. A
analise de dimero D tem alta sensibilidade, mas também exibe baixa
especificidade''®''4 o que sugere que valor preditivo negativo, assim, é
necessario identificar novos marcadores.

Estudos que investigaram o papel dos miRNAs quantificaram o nivel de
mMiRNAs no soro de 38 individuos submetidos a cirurgia ortopédica em joelho ou
quadril. Eles descobriram que os niveis de miR582, miR-195 e miR-532 em
individuos que sofreram TVP apés a cirurgia foram maior do que aqueles néo
submetidos a cirurgia''®. Outro estudo realizado (usando plasma de 40 sujeitos:
20 individuos com histéria de TEV ndo provocado e 20 controles saudaveis
pareados por idade e sexo) revelou perfil de miRNA composto por 5 miRNAs
regulados em excesso e 4 miRNAs individuos versus controle!'6. Um ano depois,
Wang et al. compararam o perfis de expressao miRNA no plasma de 238
individuos, descobrindo que miR-424-5p foram significativamente maiores,
enguanto os niveis de miR-136-5p foram significativamente menor em individuos
com TVP em comparacéo com individuos sem TVP?5, Surpreendentemente, de
todos miRNAs caracterizados nos trés estudos, apenas o miR-424-5p foi
encontrado em dois individuos®®. Assim, estudos adicionais sdo necessarios
para delinear melhor os miRNAs confidveis para uso marcadores de plasma de

TVP. Notavelmente, todos os estudos foram realizados em individuos com TVP,
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e atualmente ndo ha dados sobre miRNAs prognésticos para trombose

recorrente, o que seria de grande interesse!!’.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo principal

Analisar a expressao de biomarcadores circulantes modulados pela
terapia de fotobiomodulacdo (FBM) em individuos com trombose venosa

profunda

2.2. Objetivos secundarios:

Quantificar a expressao génica e proteica de eNOS em sujeitos com
trombose venosa profunda apds terapia de FBM;

Quantificar a expressao génica de interleucina 6 (IL-6) em sujeitos com
trombose venosa profunda apos terapia de FBM;

Quantificar a expressao de biomarcadores circulantes (miR-424, miR-338,
miR-195 e miR-582) em sujeitos com trombose venosa profunda apos terapia de
FBM.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Individuos e grupos de estudo

Avaliamos prospectivamente 20 sujeitos de ambos sexos em dois grupos
de 10 individuos com TVP subaguda no territério femoropopliteo em tratamento
com anticoagulacdo de 30 a 180 dias do diagnostico. Os sujeitos foram
submetidos a coleta de sangue periférico (8 ml/coleta), antes e depois da terapia
de fotobiomodulacdo. Os sujeitos com TVP foram pareados quanto a idade e
sexo nos dois grupos experimentais. Os mesmos critérios foram utilizados para
0 recrutamento de individuos saudaveis. Todos o0s experimentos foram
realizados de acordo com as normas éticas e sanitarias da Instituicao.

Os sujeitos com TVP foram separados em 2 grupos, onde o grupo TC foi
constituido de 10 individuos (n=10) com TVP e irradiados com luz visivel (sem
fotobiomodulacao). A denominacgédo TC1 foi usada para indicar o periodo antes
da ultrassonografia e irradiacdo e TC2 para indicar o periodo apds a
ultrassonografia e irradiacdo com luz visivel nos mesmos sujeitos.

O grupo TF foi composto com individuos com TVP submetidos a aplicacéo
de FBM. As denominacdes TF1 e TF2 correspondem aos periodos antes e
depois da ultrassonografia e terapia de FBM, respectivamente. Os sujeitos do
grupo TF2 foram submetidos a aplicacdo de laser de baixa intensidade por 4
minutos com energia total de 16,2J. O grupo Controle foi constituido de 10
individuos saudaveis (n=10), sem nenhuma intervencdo, além da coleta de

sangue.

3.2. Critérios de inclusao

Foram incluidos no estudo individuos entre 20 a 60 anos com TVP
femoropoplitea em tratamento de anticoagulacdo de 30 a 180 dias apos

concordancia e assinatura do Termo de Consentimento Livre Esclarecido.
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3.3. Critérios de exclusao

Foram excluidos sujeitos sem anticoagulacdo plena e gestantes e
individuos com sintomas de sindrome pés-trombotica, que dificulta a execucao

dos exames de ultrassom vascular.

3.4. Fotobiomodulacao

Foi utilizado um cluster da marca Multi Radiance Medical's modelo
GameDay. Os parametros utilizados foram comprimento de onda 660 nm,
poténcia = 5 mW; Densidade de Poténcia = 5 mW/cm?, Tempo aplicagéo total =
7 minutos (420 segundos), Area efetiva de iluminac&o de cada fonte de luz (sem
sobreposicéo) = 1 cm?, Angulo de disperséo da luz = 90°, Densidade de Energia
(fluéncia) = 2,1 J/cm?

3.5. Determinacado da concentracéao total de NO

Os niveis séricos de NO foram medidos como nitrito / nitrato usando um
kit de deteccdo colorimétrica da Arbor Assays (Ann Arbor, Mich), que permite a
determinacao total de produtos de NO na amostra. Todas as medidas foram
realizadas a 540 nm por meio de um leitor de microplacas (Varioskan, Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA). Os niveis de NO em cada amostra foram

quantificados usando uma curva padrao e expressos como uM.

3.6. Analise da expressédo génica

Amostras do sangue periférico total foram homogeneizadas com

TrizoI®Reagent para extracdo do RNA total, conforme instru¢des do fabricante.
Em seguida, 200 ul de cloroformio foram adicionados ao homogenato, e a
mistura foi agitada vigorosamente por 15 seg. Em seguida, a mistura foi mantida
em temperatura ambiente por 5min. As amostras foram centrifugadas por 15min,
12000xg a 4°C. A fase aquosa resultante de cada amostra foi transferida para
um tubo Eppendorf de 1,5ml estéril, e foram adicionados 500 ul de isopropanol
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para a precipitacdo do RNA. As amostras foram mantidas em temperatura
ambiente por 10min, e foram novamente centrifugadas (12000xg/4°C/10 min).
Os sobrenadantes foram retirados, e os pellets de RNA foram lavados com 1ml
de etanol 75% (preparado com agua tratada com dietilpirocarbonato, DEPC,
0,01%). As amostras foram novamente centrifugadas (12000xg/4°C/10 min), e
0s sobrenadantes foram descartados. Os pellets secaram ao ar livre, sendo
entdo ressuspendidos com 50 ul de agua DEPC, e armazenado a -80 ° C até a

realizacdo da reacao de transcricéo reversa.

3.6.1. Tratamento do RNA total e Integridade das amostras

As guantificacbes das amostras de RNA total foram feitas utilizando o
aparelno NanoDrop ND-2000 espectrofotdbmetro (NanoDrop Products,
Wilmington, DE, EUA) sendo que 1U A260 corresponde a 40ug de RNA/mL.
Foram utilizadas apenas amostras livre de contaminantes (A260/A230 ~1,8) e
de proteinas (A260/A280 = 1,8-2,0). A integridade do RNA total foi avaliada pela
observacdo da proporcdo das bandas referentes aos rRNA 18S e 28S em
eletroforese em gel de agarose 1% corado com SYBR® Safe (ThemoFisher,
EUA). Para eliminagdo da contaminacédo de DNA gendmico das amostras, 1ug
de RNA total (8 ul) foi incubado com 1 unidade (1 ul) de DNAse I/RNase Free —
(Thermofisher, EUA), na presenca 1 ul de solucdo contendo 20 mM Tris-HCI, pH
8.4 e 2 mM MgCI2 por 15 min a 37 °C, seguido de incubacéo a 65°C durante 10

minutos para inativagcao da DNAse |I.

3.6.2. Sintese de cDNA - Transcricdo Reversa

Logo apds o tratamento com DNAse, foi realizada a reagdo de transcrigdo
reversa (RTqPCR), para sintese do cDNA. Em 1 ug de RNA total tratado foram
adicionados 2 pl de tampéo de incubagao (KCI 50 mM, Tris-HCI pH 8,4, 20 mM
e MgCI2 2,5 mM), 1 unidade de transcriptase reversa (1ul) (Thermofisher, EUA),
2ul de Randon Primer (Thermofisher, EUA) 0,8 pl de oligonucleotideos (DNTPs,
100 mM) e 4,2 ul de H20 ultra pura para uma reacéo final de 20 pl. As amostras

foram entdo submetidas as seguintes incubacgdes: 25°C por 10 min, 37°C por
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120 min, 85°C por 5 min. ApGs a reagdo, as amostras de cDNA foram mantidas

a -20°C para futura realizacdo da PCR em tempo Real.

3.6.3. Reacédo de Polimerizacdo em Cadeia (PCR) em tempo real
- gPCR

A reacdo de polimerizacdo em cadeia em tempo real (Real-Time PCR)
combina a amplificagdo do PCR com detecgéo fluorescente automatizada,
realizada como auxilio do aparelho de deteccéo da sequéncia. A amplificacéo e
aguisicdo dos dados foram realizadas com a sonda Tagman em equipamento
Abi Prism 7500 Fast (Applied Biosystems) como descrito previamente®2, Neste
processo de excitacao a captacao de fluorescéncia é realizada em cada ciclo de
amplificacdo do PCR, fornecendo uma quantificacdo em tempo real das
sequencias dos genes de interesse. O protocolo utilizado para a reacdo de PCR
em tempo real foi o seguinte: em 1,0 pyl de cDNA, foram adicionados 5 ul de
Solugdo Tagman Universal Fast Master Mix 2X (Applied Biosystems, EUA) e
agua suficiente para 10 pl de reagdo em cada pogo da placa com 96 pocgos. As
amostras aplicadas em duplicata e entdo incubadas a 95°C por 20s, e passaram

por 40 ciclos térmicos a 95°C por 3s, 60°C por 30s.

Os iniciadores (primers) utilizados para a reacdo de PCR para eNOS e

GAPDH foram: eNOSsense5'-CACCTTGGAGTTCACCCAGT-
3'eantisense5'CCACTCGTACTTGGGATGC-3/, IL-6sense5'-
AGACAGCCACTCACCTCTTCAG-3'e antisenseb'-

TTCTGCCAGTGCCTCTTTGCTG'eGAPDHsense5’ACAGTCAGCCGCATCTTC
T-3' e antisense 5'- TTAAAAGCAGCCCTGGTGAC-3..

Os primers de miRNAs foram:miR-195(5'-GCAGCACAGAAATATTGG-
'e5'’AACATGTCTGCGTATCTC-3'),miR-338(5-ATATCCTGGTGCTGAGTG-3'e
5'-GAACATGTCTGCGTATCTC-3'),miR-424(5-AGCAGCAATTCATGTTTTG-

3'e5-AACATGTCTGCGTATCTC-3')e miR-582(5'-CAGTTGTTCAACCAGTTAC-
3'e5'-AACATGTCTGCGTATCTC-3').
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O resultado, expresso em valor de CT, se refere ao numero de ciclos de
PCR necessarios para que o sinal o fluorescente atinja o limiar de deteccdo. Os
genes diferencialmente expressos foram normalizados pelo nivel de expressao
do gene housekeeping GAPDH, cuja expressdo mostra-se inalterada nas
condic¢des experimentais. O SDS 1.4 Software for the 7500 Fast System (Applied
Biosystems) foi utilizado para o processamento dos dados.

Os valores de ACt das amostras foram determinados pela subtragcéo do
valor de Ct médio do mRNA do gene alvo a partir do valor médio de Ct do gene
housekeeping GAPDH. O parametro 2-22¢t foi utilizado para expressar os dados

de expressao relativos.

4. Western blot

As amostras de proteinas foram extraidas de sangue periférico total e
submetidas a eletroforese em minigel de poliacrilamida. ApGs a transferéncia das
proteinas para a membrana de nitrocelulose, os blots foram tratados com leite
em poés desnatado a 5% diluidos em PBS-T (80 mM NazHPO4, 20 mM NaHz2PO4,
100 mM NacCl, 0,1% Tween 20, pH 7,5) por 1 hora e incubados com anticorpo
especifico para eNOS, overnight na diluicdo 1:2000 (BD Transduction
Laboratories, Lexington, KY, EUA). A marcacéo foi feita por meio da peroxidase
(HRP)-conjugated secondary antibody (1:2000) usando sistema de
quimioluminescéncia (ECL, Amershan). A normalizagdo foi feita com a

hibridizacdo das membranas com o anticorpo para 3-actina.

5. Analise estatistica

Os dados foram expressos como média + erro padrdo (SE). O software
Prism 6.0 foi usado para analise estatistica. As comparacdes entre 0S grupos
foram feitas por ANOVA de uma ou duas vias com um teste post hoc de Tukey.
Para gPCR, os ensaios foram realizados em triplicata e repetidos pelo menos
trés vezes; os dados foram analisados pelo teste t de Student ndo pareado. A

significancia foi definida como p<0 ,05.
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6. RESULTADOS

6.1. Quantificacdo do RNA extraido

Os RNAS extraidos das amostras bioldgicas foram quantificados e

analisados quanto a integridade, mostrando-se funcionais para as analises

posteriores, como mostrado no Quadro 1.

Quadro 1. Quantificacdo de RNA extraido das amostras de sangue periférico coletadas

com adicdo de EDTA de individuos com TVP antes e depois da ultrassonografia e FBM.

Concentragao Absorbancia nm
Grupo Amostras
ng/ul 260/280

1 1065,9 2,00

2 888,1 1,95

TVP controle inicial - TC1 3 1065,7 1,91
12 coleta 4 978,6 1,93
5 1094,6 1,99

6 1111,7 2,05

7 1438,6 2,00

8 839,6 1,93

9 958,2 1,89

10 1049,3 1,95

11 863,1 1,94

TVP controle final — TC2 12 974,8 1,96
22 coleta 13 1062,5 2,01
14 984,8 1,93

15 1056,8 1,91

16 1291,6 2,00

17 1129,5 1,95

18 1040,8 1,92

19 930,7 1,93

20 949,5 1.98
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21 939,8 1,94

22 847,3 1,99

TVP FBM inicial = TF1 23 947,2 1,92
12 coleta 24 1043,8 1,99

25 1066,1 2,03

26 1104,2 2,00

27 934,6 1,89

28 898,3 1,91

29 959,8 2,04

30 945,2 2,01

31 899,9 2,03

TVP FBM final — TF2 32 927,8 1,91
22 coleta 33 999,4 2,03

34 1076,3 1,98

35 1022,2 1,99

36 1193,2 1,94

37 1049,5 2,02

38 943,9 1,90

39 988,4 1,97

40 993,5 2,03

6.2. Analise de expresséao génica

A expressao de RNA mensageiro de eNOS foi analisada em individuos
saudaveis e com TVP (Figura 1A). Nestes sujeitos, a expressao de eNOS foi
semelhante, o mesmo perfil foi observado em individuos antes da primeira USV
(grupos experimentais TC1 e TF1, Figura 1B). No entanto, a expressdo de RNAmM
de eNOS no sangue periférico de individuos do grupo TVP irradiados com laser
(TF2) foi significativamente maior em comparacdo com individuos com TVP néo
irradiados (TC2, Figura 1B; p <0,001). O mesmo nivel de significancia foi
observado entre os grupos TC1 e TF2 (p<0.001) e entre os grupos TC2 e TF2
(p<0.001), evidenciando o papel da terapia de fotobiomodulagédo na modulagao

de eNOS no sangue dos individuos com trombose venosa profunda (Figuras 1A

e B).

35




Expressédo relativa
eNOS
=
o
1

Controle TVP

2.51

2.0 1 T

Expresséao relativa
eNOS

TC1 TC2 TF1 TF2

Figura 1. A) Quantificacdo da expressdo de eNOS em sangue periférico de
individuos com trombose venosa profunda (TVP) e individuos saudaveis
(Controle); B) Expresséao relativa de eNOS em individuos com TVP antes da
ultrassonografia (TC1) e apoés ultrassonografia (TC2) e em individuos com TVP
antes da ultrassonagrafia e fotobiomodulacdo (TF1) e apés os procedimentos de
ultrassonagrafia e fotobiomodulagdo (TF2), *p<0,001 em relacdo aos demais
grupos experimentais.
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6.3Andlise da expresséo proteica de eNOS

No sangue periferico de individuos com TVP e individuos saudaveis,
realizamos a analise da expressao de eNOS por Western blot. Todos 0s grupos
experimentais apresentaram expressao de eNOS semelhantes, exceto no grupo
TF2, que apresentou niveis aumentados de expressédo de eNOS em relacdo aos

demais grupos experimentais (Figura 2).
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Figura 2. Expressdo proteica de eNOS em individuos com TVP antes da
ultrassonografia (TC1) e apds ultrassonografia (TC2) e em individuos com TVP
antes da ultrassonagrafia e fotobiomodulacao (TF1) e apés os procedimentos de
ultrassonagrafia e fotobiomodulagdo (TF2), *p<0,001 em relacdo aos demais
grupos experimentais.

Em seguida analisamos a expressdao de RNA mensageiro de IL-6 em
indiduos saudaveis e individuos com TVP (Figura 3A). A expressao de IL-6 foi
maior em individuos com TVP em comparacdo com individuos saudaveis. A
expressdo de RNAm de IL-6 no sangue periférico de individuos do grupo TVP
irradiados com laser (TF2) foi significativamente menor em comparagdo com
individuos com TVP néo irradiados (TC2, Figura 3B; p <0,05). O mesmo nivel
de significancia foi observado entre os grupos TC1 e TF2 (p<0.05) e entre os
grupos TC2 e TF2 (p<0.05).
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Fig 3. A) Quantificagcdo da expressao de IL-6 em sangue periférico de individuos
com trombose venosa profunda (TVP) e individuos saudaveis (Controle,
*p<0,001); B) Expressao relativa de IL-6 em individuos com TVP antes da
ultrassonografia (TC1) e apds ultrassonografia (TC2) e em individuos com TVP
antes da ultrassonagrafia e fotobiomodulacao (TF1) e apos os procedimentos de
ultrassonagrafia e fotobiomodulagdo (TF2), *p<0,05 em relacdo aos demais
grupos experimentais.
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6.4Dosagem de NO

N&o observamos diferenca entre os niveis de nitratos/nitritos detectados
no sangue de individuos saudaveis e individuos com TVP (Figura 4A). Antes da
primeira ultrassonogrfia vascular (individuos dos grupos TC1 e TF1) também néo
apresentaram difrenca na dosagem de NO. Entretanto, no grupo TF2, o grupo
apos radiacdo, os niveis de NO foram maiores que todos 0S grupos
experimentais (Figura 4B).
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Figura 4. A) Determinacdo da concentracdo de NO (Oxido nitrico) em sangue
periférico de individuos com trombose venosa profunda (TVP) e individuos
saudaveis (Controle); B) Niveis de concentracdo de NO (6xido nitrico) em
individuos com TVP antes da ultrassonografia (TC1) e ap0s ultrassonografia
(TC2) e em individuos com TVP antes da ultrassonagrafia e fotobiomodulagéo
(TF1) e apds os procedimentos de ultrassonagrafia e fotobiomodulacéo (TF2),
*p<0,001 em relagédo aos demais grupos experimentais.
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6.5 Analise de expressao génica - microRNAs

Para examinar possiveis mecanismos de envolvimento do perfil de
expressado de miRNAs na fisiopatologia da TVP, analisamos a expresséo de 4
microRNASs (mir-338, mir-195, mir-424, mir-582) utilizando PCR em tempo real. A
escolha destes microRNAs foi embasada em dados publicados em artigos e
ferramentas de predicdo de alvos como TargetScan (http://www.targetscan.org)
para avaliar a interacdo dos miRNAs em vias de ativacdo de NO ou na
fisiopatologia da TVP. Os resultados da expressdo génica nosS grupos
experimentais foram dados pelo numero de vezes (fold change) que
apresentaram  expressdo aumentada  (upregulated) ou diminuida
(downregulated) quando comparados ao grupo Controle (Sham). A analise
quantitativa da expressado de miR-338 evidenciou que, em individuos com TVP,
foi encontrada uma menor expressdo quando comparados com individuos

saudaveis (Figura 5).
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Figura 5. Quantificacdo da expressdo de miR-338 em sangue periférico de
individuos com trombose venosa profunda (TVP) e individuos saudaveis
(Controle, *p<0,001).
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Antes da primeira USV, os grupos TC1 e TF1 apresentaram 0S mesmos
niveis de expressdo de miR-338. Entretanto, foi observado um aumento de
expressao de miR-338 em individuos do grupo irradiado (TF2) em relacédo a

todos grupos experimentais (Figura 6).
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Figura 6. Expresséo relativa de miR-338 em individuos com TVP antes da
ultrassonografia (TC1) e apds ultrassonografia (TC2) e em individuos com TVP
antes da ultrassonografia e fotobiomodulacao (TF1) e apds os procedimentos de
ultrassonagrafia e fotobiomodulagdo (TF2), *p<0,001 em relacdo aos demais
grupos experimentais.

De maneira semelhante, os individuos de TVP apresentaram maior
expressdo de miR-195 quando comparados com individuos saudaveis (Figura
7).
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Figura 7. Quantificacdo da expressdo de miR-195 em sangue periférico de
individuos com trombose venosa profunda (TVP) e individuos saudaveis
(Controle, *p<0,001).

A terapia de fotobiomodulagéao provocou uma diminuicdo da expressao de
mMiR-195 em individuos do grupo TF2 em comparacdo com o grupo TC1l —

individuos com TVP sem intervencéao (Figura 8).
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Figura 8. Expressdo relativa de miR-195 em individuos com TVP antes
daultrassonografia (TC1) e apos ultrassonografia (TC2) e em individuos com
TVP antes da ultrassonagrafia e fotobiomodulacdo (TF1) e apds os
procedimentos de ultrassonagrafia e fotobiomodulacdo (TF2), *p<0,05 em
relacdo a TC1.
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A expressdo de miR-424 foi maior em individuos com TVP quando

comparados com individuos saudéaveis (Figura 9).
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Figura 9. Quantificacdo da expressdo de miR-424 em sangue periférico
de individuos com trombose venosa profunda (TVP) e individuos saudaveis
(Controle, *p<0,001).

Entretanto, a terapia de fotobiomodulacdo ndo alterou a expressao de
miR-424 em individuos com TVP (Figura 10).

< -

N 1.5

N I

ot ]

&

© 1.0+

2

©

(]

o

' 0.5

(7]

(7]

(]

o

x

w 0.0- T T
TC1 TC?2 TF1 TF2

Figura 10. Expressao relativa de miR-424 em individuos com TVP antes da
ultrassonografia (TC1) e apos ultrassonografia (TC2) e em individuos com TVP
antes da ultrassonagrafia e fotobiomodulacéo (TF1) e apés os procedimentos de
ultrassonagrafia e fotobiomodulagéo (TF2).

Em relagcdo a expressdo de miR-582, ndo foi detectada diferenga entre
individuos saudaveis e individuos com TVP (Figura 11).
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Figura 11. Quantificacdo da expressdo de miR-582 em sangue periférico de
individuos com trombose venosa profunda (TVP) e individuos saudaveis
(Controle).

A terapia de fotobiomodulacdo também néo alterou a expressao de miR-
582 (Figura 12).
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Figura 12. Expressao relativa de miR-582 em individuos com TVP antes da
ultrassonografia (TC1) e apoés ultrassonografia (TC2) e em individuos com TVP
antes da ultrassonagrafia e fotobiomodulacdo (TF1) e apés os procedimentos de
ultrassonagrafia e fotobiomodulagéo (TF2).
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6.6 Analise da correlagdo entre os miRNAs e genes alvos

Para avaliar a correlagdo entre o0os mMIRNAs de expresséo
significativamente diferenciada vs. Genes alvos foi utilizado o teste de correlacéo
de Pearson, considerando significancia de p<0,05. Para esta analise, foram
calculadas as correlagdes entre os miR-195 e miR-338 e o gene alvo eNOS e IL-
6, respectivamente, antes (R1) e apds a terapia de fotobiomodulacdo (R2)
(Tabela 1).

Tabela 1. MicroRNAs com expressao correlacionada com o gene alvo apos
FBM.

MicroRNA RNAmM Alvo R1 R2
miR-195 eNOS -0,9235* 0,0987*
miR-338 IL-6 -0,9098* 0,2065*

As diferengas estatisticas foram calculadas, analisando o coeficiente de correlagdo de Pearson.
Um valor de r positivo indica que a expressao de miRNAs é diretamente proporcional a expressao
do RNA mensageiro (RNAm) do gene alvo. Um valor de R negativo indica que a correlagdo da
expressdo do RNAm gene alvo e do miRNA é inversa. R1 - correlagéo entre individuos com TVP
(TC1); R2 — correlacdo entre individuos com TVP apés FBM (TF2). *p <0,05.

Ao correlacionar os miRNAs de expresséao significativamente diferenciada

vs. Genes alvos no grupo TF1l, a expressdo do miR-195 mostrou-se
correlacionada negativamente com o gene eNOS (R=-0,9235; p < 0,05; Fig. 13).
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Figura 13. Mir-195 com expresséo correlacionada com a expressédo de eNOS em
individuos com TVP. A linha representa a regressao linear, com correlacdo de
Pearson, p < 0,05.

Apbs fotobiomodulacdo (TF2), a correlacdo entre a expressao do gene
eNOS e do miR-195 que antes era forte se tornou fraca (r=- 0,0987; p < 0,05;
Figura 14).
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Figura 14. Mir-195 com expresséo correlacionada com a expressédo de eNOS em
individuos com TVP tratados com FBM. A linha representa a regresséo linear,

com correlagédo de Pearson, p < 0,05.

A expressdo de miR-338 também se mostrou correlacionada

negativamente com o gene IL-6 (r=-0,9098, p < 0,05; Fig.15).
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Figura 15. Mir-338 com expressédo correlacionada com a expressao de IL-6 no
grupo TF1. A linha representa a regressao linear, com correlacéo de Pearson, p
<0,05.

A terapia de fotobiomodulacéo alterou a correlagéo de expresséo de IL-6
e miR-338 nos grupos TF2 (r = 0,2065, p < 0,05, Figura 16).
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Figura 16. Mir-338 com expressao correlacionada com a expressao de IL6 em

individuos com TVP tratados com FBM. A linha representa a regresséo linear,

com correlagao de Pearson, p < 0,05.
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7 DISCUSSAO

O tromboembolismo venoso (TEV), que inclui a embolia pulmonar (PE) e
atrombose venosa profunda (TVP), € uma doenca com alta mortalidade, prejuizo
cardiovascular e diminuicédo da qualidade de vida®>. Nosso grupo € pioneiro em
analisar o efeito da irradiacdo laser em individuos com trombose venosa
profunda. Inicialmente verificamos o efeito da terapia de fotobiomodulagcéo na
vasodilatacdo de veias do membro inferior de individuos de TVP e a expresséo
da enzima sintetase de 6xido nitrico induzida (INOS) em sangue periférico.
Nossos dados prévios evidenciaram um aumento significativo na expressao de
INOS em individuos tratados com terapia de fotobiomodulagdo e uma
vasodilatacao significativa em vasos periféricos a veia poplitea. Foi utilizada
irradiagdo com comprimento de onda de A =660 nm que situa-se dentro do
guadro Optico (cerca de 550-1000 nm) e que é absorvida pelos tecidos.

Muitos estudos apontam para a participacdo do 6xido nitrico na TVP,
especialmente com base em sua geracéo e sua acéo vasodilatadora?®. Uma das
enzimas geradoras de NO, a enzima sintetase de 6xido nitrico endotelial (eNOS)
desempenha um papel essencial na regulacao da funcéao endotelial e atua como
um regulador principal do ténus vascular e da homeostase!'®. O envolvimento
genético na TVP observado por véarios autores. Grira e colegas (2016)
evidenciaram que o polimorfismo do eNOs G894T esta associado a TVP e pode
ser considerado um fator de risco!*®. De fato, a proteina eNOS mutada se tornou
instavel. Foi demonstrado por um estudo in vitro que a proteina eNOS com
aspartato na posicado 298 é clivada, sugerindo que o gene da variante G894T
eNOS tem um efeito funcional na proteina eNOS*'?°, Portanto, o polimorfismo
pode reduzir a funcéo da proteina eNOS, levando a uma reducédo da sintese de
NO nas células endoteliais. Isso aumenta o risco de doenca trombdtica e
aterosclerotica, incluindo trombose venosa profunda, reduzindo o efeito protetor
do NO*?L,

No corrente estudo, apesar de ndo termos sequenciado o DNA de
individuos com TVP para analisar o componente genético da doenca,
analisamos a expressao de eNOS e a concentratacao total de NO no sangue,
além de biomarcadores transcricionais como mMIiRNAs apos a terapia de

fotobiomodulacdo. Os elevados niveis de expressdo de RNAmM de eNOS em
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individuos com TVP submetidos a terapia de fotobiomodulacdo sugerem um
aumento da geracdo de NO. Corroborando este dado, também observamos um
aumento da expresséao proteica de eNOS em individuos com TVP irradiados. A
terapia de fotobiomodulagdo possivelmente contibuiu para o aumento da
quantidade de NO observado no sangue destes individuos pelo aumento da
expressao de enzimas geradoras de NO, sejam elas eNOS e/ou iINOS (estudo
prévio).

Os efeitos benéficos da terapia de fotobiomodulacdo sobre a
biodisponibilidade de NO ja foram reportados por varios autores!??125, Nossos
resultados evidenciaram um aumento de NO em individuos com TVP apés a
terapia de FBM em comparacdo com individuos saudaveis. O NO endotelial
regula varios processos fisioldgicos, como a adesdo agregacdo de plaquetas,
afetando assim a propensao ou resisténcia a trombose e também pode modular
proliferacdo de células de musculo liso vascular em resposta a lesédo!?>126, A
diminuicdo na quantidade de NO vascular biodisponivel resulta em disfuncao
endotelial, resultando no desenvolvimento de doengas trombéticast?!:124,

Além disso, o0 NO é embricado no processo inflamatério pela ativacao de
receptores de bradicinina B2 que resulta em vasodilatacdo!?>. A inflamacéo
também tem sido associada a disfuncéo endotelial e pode ser acompanhado por
trombose. Por exemplo, estudos in vitro e in vivo demonstraram que citocinas
pré-inflamatérias, como TNF-a e IL-1, aumentam a regulagéo a producédo de TF
e VWF, atenuando a expresséo de 6xido nitrico e prostaglandina 12128,

Evidéncias recentes demonstraram que a TVP é intimamente relacionada
a processos inflamatérios, incluindo citocinas, quimiocinas!?®. Atencéo crescente
tem sido dada a citocina pro-inflamatoria IL-6. A interleucina -6 € uma proteina
de =26 kDa, que é uma das principais citocinas inflamatérias e desempenha um
papel importante na defesa do hospedeiro contra infec¢des.

A expressdo aumentada de IL-6 tem sido observada no plasma de
individuos com TVP, podendo desempenhar um papel vital na lesao inflamatoria
das células endoteliais vasculares. Entretanto, os fatores e vias de sinalizacao
que desencadeam a regulagdo positiva da IL-6 na TVP sao ainda
desconhecidos!30:131,

Nossos resultados evidenciaram um nivel elevado de expresséo de IL-6

em individuos com TVP. Embora sua expressao seja estritamente controlada por
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mecanismos transcricionais, a sintese continua desregulada de IL-6
desempenha um papel patoldgico na leséo tecidual e esta envolvido em muitos
diversos estudos que encontraram aumento da expresséao de IL-6 em individuos
com TVP e em modelos animais®>13¢, A terapia de fotobiomodulagdo em
individuos com TVP reduziu os niveis de expressao de RNA mensageiro de IL-
6. Esta acéo antiinflamatéria da terapia de FBM é amplamente conhecida®>137,

Apoés a fotobiomulagéo, a biodisponibilidade de NO foi aumentada em
individuos com TVP. Por ser um gés soluvel, o NO, quando liberado, fica
imediatamente disponivel apds a irradiacdo'?® e além de vasodilatacéo, o éxido
nitrico produzido pode inibir plaquetas e modular a coagulacdo sanguinea. O
oxido nitrico derivado do endotélio também inibe a adesdo de leucocitos ao
endotélio'®8, migracdo®® e proliferacédo de células musculares vasculares4® e
estimula a migracéo e proliferacédo de células endoteliais4!.

Na prética clinica o dimero D, um marcador de hipercoagulabilidade, é o
anico biomarcador utilizado clinicamente para a deteccdo de TVP. No entanto,
possui baixa especificidade, porém alta sensibilidade para diagnéstico#?143, O
nivel do dimero D também pode estar elevado ndo apenas na TVP, mas também
em distarbios ndo tromboticos, como infeccdo, coagulacdo intravascular
disseminada, pés-cirurgia e acidente vascular cerebral'44. A p-selectina sollvel
possui uma especificidade maior que o dimero D no diagndstico de TVP dos
membros inferiores'4. Entretanto, ainda necessita de validacdo e parametros
devem ser estabelecidos!?®. Assim, novos e menos invasivos marcadores
moleculares sdo necessarios para aliviar a dor dos individuos, além de
economizar tempo e custo.

Os miRNAs circulantes, novos biomarcadores emergentes, podem
auxiliar a diagnosticar a TVP com precisdo e descobrir novos mecanismos
subjacentes. Os miRNAs circulantes sdo estaveis no plasma e no soro!*’ onde
séo facilmente detectados e analisados. Os miRNAs circulantes sdo abundantes
e expressos de forma aberrante desempenhando papéis reguladores em varias
doencas.

A expressao diferencial do miR-195 tem um papel importante ndo apenas
na TVP, também esta associada ao infarto agudo do miocéardio e estd bem
estabelecida no cancer#¢-150, O aumento de expressédo do miR-195 é observado

em individuos com TVP115151 Nossos resultados corroboram os resultados
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observados por estes autores, onde observamos o aumento da expressao de
miR-195 em individuos com TVP. Os niveis circulantes deste miRNA se
correlacionaram inversamente com o0s niveis de RNAmM de eNOS. Qin e
colaboradores observaram que o RNAmM de eNOS é alvo do miR-195,
possivelmente diminuindo a expressdo de eNOS e consequentemente a
producdo de NO?°, Além disso, miR-195 apresentou menor expressdo apos
terapia de fotobiomodulacdo em individuos com TVP, que apresentaram
aumento da expressao de RNAmM de eNOS.

A diminuida expressdo do miR-338-5p em individuos com TVP foi
negativamente relacionada para a expressao de IL-6%%2. De forma interessante,
analise de bioinformatica in silico sugere regibes complementares de ligacéo
entre o miR-338-5p e 0 RNA mensageiro da IL-6 3'UTR. Assim, com base nestas
observacdes, os autores propuseram que a diminuicdo do miR-338-5p pode ser
uma das os gatilhos criticos para a expresséo aprimorada de IL-6 na TVP?, A
superexpressao do miR-338-5p inibiu efetivamente a expresséo de IL-6 ao nivel
de RNAm e proteina, enquanto a supressdao do miR-338-5p funcionou de
maneira oposta. O miR-338-5p superexpresso poderia inibir a expresséo de IL-
6 e, por outro lado a diminuicdo de expressao de miR-338-5p poderia aumentar
0 processo inflamatério na TVP1%2,

Nossos resultados indicam que a expressao de miR-338 se mostrou
diminuida em individuos com TVP, sendo que observamos que a expressao de
IL-6 nestes individuos estava aumentada, havendo uma correlacao
inversamente proporcional entre miR-338 e IL-6. Entretanto, apds a terapia de
fotobiomodulagc&o observamos aumento da expressao de miR-338 e diminuicao
da expressdo de RNAm de IL-6. O aumento da expressdo de citocinas pro-
inflamatorias IL-1b e IL-6 também foi associado ao aumento da expressao de
miR-195%%31%  Assim, em nosso estudo, foi possivel identificar dois miRNAs
(miR-195 e -338) que poderiam participar da regulacdo da expressao de IL-6 em
individuos com TVP.

A expressado de miR-424 foi regulada positivamente nas amostras de
plasma e soro de individuos com TEV e foi independente e significativamente
associado ao dimero D?%°, Estudos de cultura celular sugerem que o miR-424
facilita a diferenciacéo de mondcitos e regular o ciclo celular?®6:157, O miRNA-424
superexpresso pode reduzir a proliferacéo, a migracédo de CEs'%8. Como se sabe,
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a regeneracdo e vasculogénese dos CEs contribuem para a formacdo e
resolucdo do trombo!®®. A alteracdo do nivel de miR-424-5p na TVP foi
observada anteriormente, sendo que os niveis circulantes de miR-424-5p foram
elevados em individuos com TVP quando comparados com individuos
saudaveis®. Corroborando com os achados do estudo, nés também
observamos aumento da expressao de miR-424 circulantes em individuos com
TVP, embora o uso da terapia de fotobiomodulacdo nédo tenha sido capaz de
modular esta expressdo como observado nos miR-195 e -338.

Estudos in-silico mostraram que a expressdo do miR-582 é regulada
positivamente no TEV amostras de plasma de individuos?>. Com o aumento da
expressdo do miR-582, existe um aumento da taxa de proliferacdo e maior
capacidade de migracdo das células de musculo liso. Em nosso estudo ndo
observamos diferenca de expresséao entre individuos saudaveis e individuos com
TVP. A terapia de fotobiomodulacdo néo alterou os niveis circulantes de miR-
582.

Em resumo, a terapia de fotobiomodulacdo quando aplicada em
individuos com TVP com os parametros utilizados neste estudo foi capaz de
aumentar a expressdo de eNOS, aumentar a concentracdo de NO vascular,
diminuir a expressao génica de IL-6 e induzir a modulacdo de elementos de

epigenética transcricionais como a expressao de miR-195 e -338 circulantes.

8 CONCLUSAO

Nossos resultados sugerem que os niveis circulantes de miRNAs -195, -
338 e -424 estéo alterados em individuos com TVP e especialmente o miR-195

e -338 sdo modulados pela terapia de fotobiomodulagdo. Estudos adicionais
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sobre o papel desses miRNAs e sua a¢ao sdo necessarios para entender a agao

seletiva da terapia de fotobiomodulagdo em processos transcricionais.
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10. Anexos

Tabela 3. Valores dos diametros das veias antes e apos a irradiacdo laser em

individuos com TVP.
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Membro |Datado
Data de acometido |Diagnéstico |[Diametro da Veia |Diametro daVeia |Didmetro da Veia Diametro da Veia Diametro da Veia
Nome |Nascimento |pela TVP |de TVP Femoral Superficial |Poplitea Gastrocnemias medial | Gastrocnemias lateral |Safena Parva

MID, membro inferior direito; MIE, membro inferior esquerdo, TVP, trombose

venosa profunda. Os dados de diametro sdo mostrados como antes 1 depois do

segundo ultrassom.
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