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Resumo

SOARES-RODRIGUES,C. Efeito da Terapia com Laser de Baixa Intensidade em
Estudo Clinico e Experimental de Asma Brénquica (Tese Doutorado). Programa de Pd4s
Graduacao em Biofotbnica Aplicada as Ciéncias da Saude, Universidade Nove de Julho,
Séo Paulo 2017.

Asma bronquica afeta mais de 300 milhdes de pessoas no mundo, trazendo um grande
impacto socioeconémico, sendo que 100 milhdes de novos individuos apresentardo asma
brénquica em todo mundo até 2025. A taxa de mortalidade e morbidade se mantém em niveis
intoleraveis, associado tanto as altas taxas de hospitalizagbes quanto o0s custos com
medicacdo, que se encontram em niveis inaceitaveis. A resisténcia a medicacdo e os efeitos
colaterais associados a estes tém levado a procura de outras formas de tratamentos mais
eficazes e com menos efeitos adversos. O laser de baixa intensidade (LBI) vem sendo cada
vez mais utilizado em estudos experimentais e clinicos para o tratamento de inUmeras
patologias inflamatorias, tanto em medicina quanto em &reas afins. InUmeros estudos revelam
que a terapia de fotobiomodulacdo com Laser e LED, tem sido capaz de reduzir os sintomas
da inflamacdo em varias situacfes, desde hipertensdo arterial crénica, bem como em doencas
autoimunes, auxiliando a cicatrizacdo em cirurgia de grande porte. Alguns trabalhos na area
pulmonar vém sinalizando uma resposta eficiente e segura através da reducdo da expressao
de mediadores inflamatérios em animais, tanto na fase aguda quanto na fase tardia com
sucesso. O objetivo desse trabalho foi avaliar a terapia de fotobiomodulagédo em pacientes com
asma brénquica moderada e em modelo experimental de inflamacéo alérgica pulmonar. O
estudo foi divido em 2 fases (Fase 1- Estudo Clinico Translacional e Fase 2- Estudo

Experimental). Na Fase 1 foi dividido em 2 protocolos: Protocolo 1 - Estudo Piloto em um

paciente para determinacdo da dose, sendo que no Protocolo 2 se consistiu de estudo
prospectivo, descritivo, longitudinal, ndo controlado em pacientes de ambos 0s sexos, em
adultos jovens com diagnostico de asma brénquica por no minimo 3 anos, em uso de
medicacdo (broncodilatadores). No Protocolol foi utilizado um aparelho CW laser de diodo As-
Ga-Al (Arsenieto de Galio e Aluminio, A- 660nm, Fluencia-15 J/cm?, Energia por ponto de 0,6 J,
Potencia - 30 mW, Tempo - 20 segundos por ponto). O niumero de pontos irradiados foram 16
na regido de boca e narinas. Nesta primeira parte, o tratamento constou de 1 aplicagao por
semana, totalizando 10 semanas de aplicacbes. No Protocolo 2 foi feito a 1° aplicagcdo com
laser de diodo (A- 660nm, DE- 6,3 J/cm?, P - 35 mW, T - 30 segundos por ponto e 1 J de
energia acumulada por ponto) e logo em seguida, foi realizada a 2° aplicagdo com os
seguintes parametros: (A- 780nm, DE - 26,3 J/cm?, P - 35 mW, T - 30 segundos por ponto, E -
1 J energia acumulada por ponto). O tratamento constou de 2 aplicacbes por semana, usando

os dois parametros no mesmo dia, totalizando 22 pontos irradiados. O total foram de 5



semanas de aplicacbes. Todos os pacientes foram reavaliados apds 5 sessbes através da
andlise do escarro induzido por citometria de fluxo e avaliagdo de citocinas por ELISA. Na

Fase 2 : Experimentagdo Animal. Os grupos consistiram de 25 animais, divididos em 5 grupos.

Grupo ndo manipulado (Basal), animais desafiados com ovoalbumina (OVA(72)), animais
desafiados com OVA e irradiados com LBI (OVA+L( 72h)), animais desafiados com OVA e
irradiados com LBl e a aplicacdo de laser interrompida 2 semanas antes da eutandsia.
(OVA+L(2s), animais desafiados com OVA e irradiados com LBI e a aplicacdo com laser
interrompida 2 semanas antes da eutanasia. (OVA+L(2s)). Foi realizado aplicacdo em ratos,
conforme descrito a seguir : 1° (\- 660nm, P- 100 mW, T- 30 segundos por ponto); 2° (A-
808nm, P- 100mW, T- 30 segundos por ponto). Em nosso estudo clinico os resultados
demonstraram que a terapia de fotobiomodulagcdo foi capaz de reduzir de forma
estatisticamente significante, o nimero total de macréfagos, eosinoéfilos e aumento de linfécitos
T CD4 no escarro induzido. Além disso, houve um aumento dos niveis de IL-10 e reducdo nos
niveis de IL-5 no sobrenadante do escarro do Protocolo 1 (Fase 1). No Protocolo 2
observamos também incremento dos niveis de IL-10 e IFN-y, ademais com reducéo IL-5,
significando uma acao anti-inflamatéria do LBI. Nossos resultados experimentais corroboram
com os efeitos do laser nos trabalhos apontados na literatura com animais. No estudo em
animais foram evidenciados resultados que apontam para um efeito duradouro da laserterapia.
Sendo assim, através de nossos dados pode-se concluir que a fotobiomodulagcdo produziu
uma acdo favoravel tanto em animais quanto em pacientes. Desta forma, este trabalho
pioneiro denotou uma resposta clinica dindmica e eficaz sem efeitos colaterais, ndo obstante
se faz necessario uma maior amostra. Nossos resultados, contribuiram para o sucesso do
tratamento da asma bronquica com LBI, mostrando, assim, ser uma possivel terapia segura,

nao invasiva e de baixo custo, que podera vir a ser adotada em politicas publicas no pais.

Palavras chaves: asma bronquica, fotobiomodulagéo, laser de baixa intensidade, inflamacéao

pulmonar, citocinas, Balb/C, resposta clinica.



Abstract

SOARES-RODRIGUES, C. Effect of Low Level Laser Therapy in Clinical and Experimental
Study of Bronchial Asthma (Doctoral Thesis). Postgraduate Program in Biophotonics Applied to

Health Sciences, Universidade Nove de Julho, Sdo Paulo 2017.

Bronchial asthma affects more than 300 million people worldwide and poses a large
socioeconomic burden and over 100 million new asthma patients will be present worldwide
by 2025. The morbidity and mortality rate remain at unacceptable levels; associated
hospitalization rate and medical costs are still on the upsurge as well. Overreliance on
medication and associated adverse drug effects have led to exploration of alternative
management modalities. Photobiomodulation therapy (PBMT) has been used in
experimental and clinical studies for the treatment of inflammatory diseases. The literature
using Low-level laser therapy (LLLT) has been reported against inflammatory diseases,
such as chronic hypertension and in autoimmune problems as well as cicatrization
processes in major surgeries. Some papers had been employed modulating pro and anti-
inflammatory cytokines in secure matter with success in acute lung disorders. The LLLT
can relieve the late and early symptoms of airway and lung inflammations by reducing
inflammatory mediators. The aim of this study was to evaluate LLLT response in animal’s
models and in patients with bronchial asthma. This work was divided in 2 phases: Phase 1-

Translational Clinical Study and Phase 2 — Experimental Model. In the 15t part a pilot

study (Protocol 1) were done for dose determination and the 2"9. Patients were their own
controls. For all patients the sputum analysis induced by flow cytometry and cytokines

evaluation by ELISA were colleted. The study was divided in two phases. Phasel was a

case study: CW Diode Laser Ga-Al-As (Gallium-Aluminum-Arsenide, A=660 nm, P=30 mW,
fluence=15 J/cm?, total energy= J; time= 20 sec irradiation for each point). A 16 spots into
mucosa of mouth and intra nasal region were irradiated. In this first part, the treatment was
10 weeks of applications, once a week. The 2" Protocol consisted of clinical study with
6 patients. 1% irradiation: Diode Laser (A=660nm, P=35 mW fluence=26,3 J/cm?, 30 sec
irradiation for each point) and a 2" irradiation: (A =780nm, P= 35 mW, fluence=26,3 J/cm?,
total energy= J; time= 30 sec irradiation for each point). In this cases the treatment was twice
a week, one application with red laser at 660 nm wavelength and another with infrared at
780 nm wavelength on the same day, totaling 22 irradiated points. It was in total of 5 weeks
applications. All patients were reevaluated after 5 sessions by sputum analysis induced by
flow cytometry and cytokines evaluation by ELISA. Phase 2 : Experimental Study. The

groups consisted on 52 animals, divided in 5 groups, as: No manipulation Group (Basal),

challenge animals with ovoalbumina (OVA(72)), challenge animals with OVA and irradiation



with LLLT (OVA+L/ 72h), challenge animals desafiados with OVA and irradiation with LLLT
and laser application were interrumpted for a week before eutanasia. (OVA+L(1s),
challenge animals with OVA and LLLT was applied and laser application were interromped
for 2 weeks before eutanasia (OVA+L(2s)). It was employed into mouses, as it was
described in following matter: 1° (A- 660nm, P- 100 mW, T- 30 s per point); 2° (A- 808nm, P-
100mw, T- 30 s per point). Our experimental data also corroborated the
photobiomodulation effects as it was pointed out from the literature. Our work showed that
LLLT was able to reduce significantly the total number of cells, macrophages, eosinophils
and increased CD4 T lymphocytes in induced sputum. Besides, there was an increase in
the levels of IL-10 and IFN-y in the patients’ sputum supernatant. Our animals’ data
indicated some signals of mechanism action involved in patients; therefore it was possible
to conclude that the photobiomodulation therapy had favorable effects both in animals and
human beings. Thus, this study may contribute to the asthma treatment, with no side
effects, a non-invasive and cost effectiveness treatment that may be adoptated for health

police in our country.

Key words: bronchial asthma, low level laser therapy, photobiomodulation therapy, lung

inflammation.



1. INTRODUCAOQO

A prevaléncia e incidéncia de doencas inflamatoérias crénicas vém aumentando nas
tltimas décadas, principalmente a partir da década de 50. Desde entdo houve um aumento
das alteracGes somaticas cronicas e uma reducéo da incidéncia de doencas infecciosas?.
Estas doencas cronicas incluem asma e alergias, doenca pulmonar obstrutiva crénica e
artrite reumatoide. Essa inversdo observada esta associada as alteracdes socio,
econdbmicas e ambientais. Sociedades ocidentais sdo caracterizadas por reducdao da
exposicdo a estimulos patogénicos ou ndo, os quais sdo cruciais no desenvolvimento de
mecanismos de tolerdncia do sistema imune e sua auséncia acaba por resultar em
reducdo ou perda da tolerancia e o desenvolvimento de alergias, favorecendo processos

inflamatdrios cronicos 2.

Nesse contexto de doengas inflamatérias cronicas podemos inserir a Asma
Brénquica (AB). Esta afeccdo, dentre as doencas pulmonares, ocupa o segundo lugar no
ranking de gastos com tratamentos em todo mundo®. A asma, pela sua cronicidade e
alteracdes pulmonares, apresenta consequéncias sociais e econdmicas mundialmente,
seja devido ao absenteismo escolar 7> ou de auséncia da forca laboral na vida cotidiana.

Ademais, tal fato incorre em acréscimo dos custos com e medicamentos e internacdes 4.

Atualmente, tém-se investido muito em pesquisa na procura de novos farmacos para
o tratamento dessa doenca, que ndo tenham efeitos colaterais e sejam de baixo custo.
Além do tratamento com broncodilatadores, glicocorticoides, antagonista de leucotrienos e
terapia anti-lgE, novas abordagens terapéuticas tém sido utilizadas, como a imunoterapia
especifica e atividade fisica controlada °.

Vale ressaltar, o reconhecimento global da importancia desta doenca, bem como o
aumento de sua prevaléncia tém levado a esforgos no desenvolvimento de novas drogas
terapéuticas, particularmente para o controle da inflamacdo respiratéria e do processo

cronico da enfermidade & 3.

Embora, a terapia medicamentosa seja classicamente a primeira opg¢do para o
tratamento das doencgas pulmonares crénicas, um crescente nimero de estudos tem
demonstrado que a terapia com laser de baixa intensidade (LBI) pode ser uma opcéao
eficaz, segura, de baixo custo e sem efeitos adversos no auxilio do tratamento de doencgas

inflamatdrias e fibréticas, em geral ’.



1.1. Asma Brénquica

1.1.1. Definicdo de Asma Broénquica

A AB é uma doenca heterogénea, caracterizada por inflamacdo das vias aéreas e
definida pela historia dos sintomas respiratorios, assim como: dispneia, chiado e tosse, 0s
quais variam ao longo do tempo em intensidade, juntamente com a variacdo da limitacédo
de fluxo aéreo 3. Esta afeccdo revela fortes componentes genéticos e ambientais, com
susceptibilidade a polarizagdo imune especifica para o alérgeno na inducdo e expressao
subsequente do fenétipo da doenca 8.

1.1.2. Epidemiologia

De acordo com a Pesquisa Nacional de Saude (PNS), a asma afeta 6,4 milhdes de
brasileiros acima de 18 anos, sendo as mulheres as mais acometidas por esta
enfermidade, cerca de 3,9 milhdes. Somente no ano de 2014, de janeiro a novembro,
foram 105 mil internacdes por AB, gerando um custo de cerca de 57,2 milhdes para a rede
publica de saude (SUS). Ha registro de indicios, que a prevaléncia da asma esteja
acrescendo em todo o mundo, inclusive em nosso pais (PNS, 2015). Um estudo
multicéntrico (International Study for Asthma and Allergies in Childhood, ISAAC) realizado
em 56 paises demostrou uma variabilidade de asma ativa de 1,6% a 36,8%, estando o
Brasil em 8° lugar, com uma prevaléncia média de 20% °. Nos paises em desenvolvimento,
a mortalidade por asma vem aumentando nos ultimos 10 anos, correspondendo a 5-10%

das mortes por causa respiratoria, com elevada proporcéo de ébitos domiciliares 3.



1.1.3. Mecanismos Celulares e Moleculares da Asma Bronquica:

Sabe-se que seu desencadeamento esta relacionado a varios fatores, os quais se
classificam em predisponentes, causais e de contribuigdo'®. Fundamentalmente, os fatores
predisponentes se relacionam a propensdo de individuos sintetizarem quantidades
exacerbadas de imunoglobulinas do tipo E (IgE). Os fatores causais se associam a
exposicdo a alérgenos ambientais, como: agentes ocupacionais, pélens, acaros, fungos,
entre outros. Em adicédo a esses fatores, estéo os de contribuicao representados pela

poluicdo atmosférica, fumaca do cigarro, infeccéo viral e alteracdes hormonais femininas %
12, 13,14

Do ponto de vista de inducdo da asma, para que o organismo seja sensibilizado, é

necessario 0 seu contato prévio com o agente imunogénico.

O processo de sensibilizacdo se inicia quando alérgenos ou poluentes ambientais
entram em contato com o organismo 1% onde ocorre uma interacdo entre as células
apresentadoras de antigenos (células dendriticas e macréfagos) das vias aéreas e
linfécitos T. Esse mecanismo envolve a fragmentacdo do alérgeno em fragmentos de
peptideos, como também o complexo de principal de histocompatibilidade de classe I
(MHC II), o qual fara a apresentacao destes pepitideos aos linfocitos T naive. Ainda, para a

ativacdo e proliferacdo de linfécitos Th2, € necessario a interacdo entre moléculas

coestimuladoras e linfécitos T naive.

Os linfécitos Th2 secretam grandes quantidades de IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13. A IL-4 e
IL-13 que estimulam a maturacdo dos linfécitos B e a sintese de Ig-E. Além destes, e em
conjunto com a IL-9, estas ajudam no desenvolvimento de mastdcitos, enquanto a IL-5

induz ao crescimento e diferenciacdo dos eosindfilos na medula 6ssea.

Apbés o segundo contato com o alérgeno, a IgE liga-se aos receptores Fc nos
mastdcitos 6. Enquanto, a IgE ligada aos receptores faz ligacédo cruzada com o antigeno,
as células séo ativadas e liberam mediadores, tais como: histamina, leucotrienos, citocinas
(IL-4, IL-5, IL-13, fator de necrose tumoral (TNF-a)}, prostaglandinas e proteases. Esses
mediadores sdo responsaveis por broncoconstricdo, obstrucdo do fluxo aéreo, incremento
na produgdo de muco e aumento da permeabilidade vascular, incorrendo em edema das

vias aéreas inferiores, sendo esta fase caracterizada como: fase imediata da asma 1’.

ApOs esta etapa, inicia-se a fase tardia, onde varios mediadores inflamatorios s&o
liberados pelos eosinofilos (MBP, ECP, EPO, mediadores lipidicos e citocinas). Segundo

Pelaia, outras substancias também séo liberadas pelos neutrofilos (elastase) e pelas



células epiteliais (endotelina-1, mediadores lipidicos, éxido nitrico- NO) 8. Através de seus
mediadores, todas as células envolvidas provocam lesbes e alteracdes na integridade
epitelial do tecido respiratorio. Também foi observado anormalidades, no controle neural
autondmico (substancia P, neurocinina A), alteracdes na permeabilidade vascular,
aumento da reatividade do mausculo liso das vias aéreas (no ténus), hipersecrecdo de

muco, mudancas na funcdo mucociliar, de acordo com Al-Muhsen, como observado na
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Figura 1. Aspectos Celulares e Moleculares da Asma. Células e mediadores que
participam da fisiopatologia da asma brénquica.

Esses mediadores, podem ainda atingir o epitélio ciliado, causando-lhe dano e
ruptura. As células que recobrem e pavimentam as vias aéreas inferiores sdo pneumacitos
tipo I, que facilitam a difus@o e troca de CO2 e O2 entre 0 ar ambiente que chegam aos

alvéolos e os capilares, que o envolvem. Ja os pneumacitos tipo |l séo responsaveis pela



producdo de sulfactantes. Como consequéncia, ceélulas epiteliais e miofibroblastos,
presentes abaixo do epitélio, proliferam e iniciam o depdsito intersticial de colageno na
lamina reticular da membrana basal. Este fato, explica o aparente espessamento da
membrana basal e as lesdes irreversiveis que podem ocorrer em alguns pacientes
asmaticos ?°. Outras alteracdes, incluindo hipertrofia e hiperplasia do musculo liso,
elevacdo no numero de células caliciformes, incremento das glandulas submucosas e
alteracdo no deposito/degradacdo dos componentes da matriz extracelular. Todos esses
fatores sdo constituintes do remodelamento, que interferem na arquitetura da via aérea,
levando a irreversibilidade do dano pulmonar e a obstrucdo que se observa

frequentemente em varios pacientes portadores de AB 2%,

1.1.4 Células Inflamat6érias na Asma

Os trés principais processos responsaveis pelos aspectos clinicos da asma séo bem
definidos: inflamacdo das vias aéreas, hipersecrecdo de muco e broncoconstricao.
Entretanto, a compreensdo da fisiopatologia responsavel por esses processos é mais

complexa por envolver muitos tipos celulares e citocinas 22.

Além disso, a atividade e o impacto clinico de cada célula e de seus componentes
variam consideravelmente entre individuos e podem alterar o tempo todo, bem como em

resposta a terapia medicamentosa e influéncias de fatores ambientais e estilo de vida 3.

A) Macrofagos

Os macréfagos desempenham um papel na inicializacdo e perpetuacdo das
respostas imunes pulmonares locais 2?*. Os macréfagos alveolares sdo as células
apresentadoras de antigeno mais abundantes no pulméo e desempenham um papel critico
na regulacdo de respostas imunes pulmonares a inalacdo de patdgenos e alérgenos.
Entretanto, quando comparados com macréfagos em outros locais, os macréfagos

alveolares apresentam um fenétipo incomum que se assemelha o de células dendriticas 2.

A linhagem de célula mondécito-macréfago € caracterizada pela consideravel
diversidade e plasticidade. Em tecidos, os macrofagos respondem fatores ambientais, com
a aquisicao de fenétipos (M1 ou M2). Dependendo da sinalizacdo, os macréfagos podem
sofrer uma ativagdo classica M1 (estimulado por TLR (Toll like receptors e IFN-y) ou
alternativa para M2 (estimulado por IL-4/ IL-13), sendo que estes estados refletem a

polarizagéo Thl/ Th2.



Os macréfagos M2 também apresentam em seu perfil a expressédo de citocinas,
sendo que as pro-inflamatérias sdo secretadas em niveis reduzidos em relacdo as anti-

inflamatérias, como IL-10 e TGF- 26.

B) Células Dendriticas

As células dendriticas desempenham um papel decisivo na iniciacdo de respostas
imunes adaptativas contra agentes estranhos. Sdo células especializadas em reconhecer
corpos estranhos, com capacidade para processar antigenos e apresenta-los ao MHC-1 ou
MHC-2, além de ativar a polarizacdo de linfocitos T naive ?’. Seu papel fundamental pode
ser evidenciado em pessoas que apresentam falta de células dendriticas por defeitos
genéticos ou ainda em camundongos knockout, elevando a suscetibilidade a infec¢des por
prejudicar a polarizacéo dos linfécitos T ou prejudicar a resposta adaptativa de linfécitos T

e B 28,

C) Eosindfilos

Estes contém um grande numero de mediadores capazes de induzir a inflamacéo e
lesionar o tecido. A predominéncia de substancia é de proteina basica maior, proteina
catibnica eosinofilica, eosindfilo peroxidase e eosindfilo derivado de neurotoxina 2° Os
corpusculos lipidicos séo particularmente importantes, quando consideramos o papel dos
eosinofilos na asma, devido ao envolvimento deles na producédo de eicosanoides, incluindo
cisteinil leucotrienos, prostaglandinas e tromboxano. Estes sdo a chave da esterificacdo do
acido araquiddnico e producao de eicosanoides devido a altas concentracdes de enzimas,

bem como o ciclo oxigenasse, 5-lipooxigenase e leucotrieno C4 sintase .

D) Neutréfilos

Os neutréfilos estdo associados com quadros mais graves de asma, pois estas
células estdo relacionadas com o maior recrutamento tanto de neutrofilos quanto de
macrdéfagos, contribuindo com a perpetuacédo da inflamacdo pulmonar e o remodelamento
das vias aéreas inferiores 3. Estes granulécitos produzem Metaloproteinase-9 (MMP9) e

elastase, as quais fazem parte do remodelamento das vias aéreas 32.

1.1.5 Citocinas envolvidas na Asma Brénquica



Do ponto de vista da participacdo dos mediadores inflamatérios na asma, o

envolvimento de citocinas no controle e perpetuacéo da doenca é bem estabelecido.

A) Interleucina 4 (IL-4)

A IL-4 medeia a sintese de IgE 34, além de estimular a producdo de muco e de
fibroblastos, estando, portanto, envolvida na patogénese do remodelamento 3. A inalacdo
de IL-4 humana recombinante induz a eosinofilia das vias aéreas e aumento da hiper-
reatividade brénquica em asmaticos atdpicos. Além disto, estudos realizados em bidpsias
brénquicas em pacientes asmaticos atdpicos e néo atdépicos demonstraram elevacéao de IL-
4 nas vias aéreas, quando comparados com pacientes ndo asmaticos. Estudos realizados
em animais knockout (IL-4-/-) demostram supresséo de linfocitos Th2, de sintese de IgE,

de eosinofilia e de hiperreatividade das vias aéreas®.

B) Interleucina 5 (IL-5)

A IL-5 regula o recrutamento de eosinéfilos através da sinalizacdo quimiotéatica de
eosindfilos da medula 6éssea em direcdo ao trato respiratério, determinando, assim a
perpetuacdo de uma infiltracao inflamatéria eosinofilica (37). Em resposta a atracdo destas
células, os eosindfilos entram para o tecido pulmonar do espaco vascular através de
moléculas de adesdo, como o VCAM-1, que se acumulam nos espacos perivasculares e
peribrénquico do tecido pulmonar e entdo migram para a luz das vias aéreas. Estudos
realizados em animais deficientes de IL-5 demonstram que ha reducdo da infiltracdo

eosinofilica no pulméao e nas vias aéreas.

C) Interleucina 9 (IL-9)

Estudos realizados em camundongos transgénicos demonstram elevacdo na
expressdo de IL-9 induz a hiperreatividade das vias aéreas, levando desta forma a um
fendtipo asmatico genuino. Tal fato, pode ser corroborado por estudos que sugerem que
anticorpo anti-IL-9 inibe a hiperreatividade das vias aéreas, bem como a eosinofilia e
aumenta também a producdo de muco em ratos sensibilizados 3. O papel endégeno da IL-
9 pode ser demonstrado em um estudo realizado em camundongos vacinados com anti-IL-

9. Os animais desenvolveram anticorpos anti-IL-9 e entdo foram infectados com parasitas.



Entretanto, estes animais ndo demonstraram inflamacéo eosinofilica, indicando que a IL-9

é um fator crucial no desenvolvimento da eosinifilia in vivo 3°.

D) Interleucina 10 (IL-10)

A IL-10 esta envolvida na resolucéo da inflamac&o atuando como uma citocina anti-
inflamatoria. E produzida por células como macréfagos, mondcitos, células dendriticas e
linfécitos T e B. A IL-10 prejudica a maturacdo de células dendriticas, reduzindo a
capacidade co-estimulatéria destas células para inducdo da resposta Th2. Nestas
circunstancias, a IL-10 vem demonstrando ser importante na manutencdo da homeostase
e prevencdo a respostas alérgicas em individuos saudaveis 4°. Alguns estudos
demonstram que macréfagos alveolares de pacientes asmaticos secretam baixos niveis de
IL-10, quando comparados com individuos saudaveis (John et al., 1998). Entretanto, outros

estudos correlacionam a reducéo dos niveis dessa citocina em pacientes asmaticos 4%,

E) Interleucina 13 (IL-13)

A IL-13 estimula a producdo e secrecdo de muco, como também de fibrose,
contribuindo com a perpetuacédo de danos ao tecido 34. Sendo, este evento, corroborado
por estudos que demonstram que a administracdo de IL-13 recombinante, no pulmao de
camundongos induz a hiperplasia de células produtoras de muco, recrutamento

eosindfilicos e hiperreatividade das vias aéreas #2.

F) Fatores de Transcrigcao

As células que expressam o fator de transcricdo GATA3 estdo correlacionadas com
0 aumento da resisténcia das vias aéreas e hiperreatividade brénquica em asmaticos. A
expressdo de GATA3 é regulada pelo fator de transcricdo STATG6, via ativacdo do receptor
de IL-4. Enquanto na asma, o STAT6 e GATA3 regem a secrecéo de IL-4 durante uma
resposta Th2. Ja nas respostas de Thl, o STAT1 e STAT4, induzem a sintese de IFN-y

através da ativacédo de T-bet, o qual suprime a resposta Th2 43,

Podemos destacar que o fator de transcricdo GATA3 é crucial para a diferenciacao
de células T naive em células Th2 (Ho et al., 2007). E relevante mencionar que ha uma
elevacdo no numero de células T GATA3+ nas vias aéreas dos individuos asmaticos

estaveis 44



Na asma, todas as caracteristicas da inflamacdo pulmonar e da desregulacdo
fisiolégica sdo os resultados finais dos eventos moleculares e celulares envolvidos na
sensibilizacdo, na ativacéo de células Th2 e na ativagcdo dos mecanismos efetores dessas
citocinas!4. Assim, por possuir um impacto sécio-econdmico muito relevante, sendo uma
das doencas que mais consome recursos, terapias que melhorem o desconforto
respiratorio do paciente, bem como reduzam os custos despendidos com esta doenca, séo

de grande importancia.

Tabela 1. Citocinas envolvidas na asma alérgica

Pro Anti Principais

) L. inflamatorias mecanismos
inflamatorias

IL-4 Aumento da
producdo de
IgE

IL-10 Diminuicdo de
linfécitos Th2

IL-5 Eleva 0
recrutamento

de eosindfilos

IL-9 Eleva 0
recrutamento

de mastocitos

IL-13 Induz
remodelamento
das vias
aéreas e

aumento de
IgE




1.2 TRATAMENTO CONVENCIONAL: TERAPIA FARMACOLOGICA

Entre os farmacos mais potentes para o tratamento de doencas respiratérias
cronicas, podemos citar os corticosteroides. Estes possuem uma terapéutica anti-
inflamatéria altamente potente devido sua acgdo biolégica no organismo 4°. Sua agdo
predominante € suprimir os efeitos das citocinas, quimiocinas, moléculas de adeséo, as
quais s&o liberadas durante o processo inflamatério 46. O papel das drogas
costicosterdides é mimetizar os glicocorticodes enddgenos. Estes, por sua vez, sao
liberados no organismo em decorréncia de processos inflamatorios, incorrendo em quadros
de dor, infeccbes, estresse e etc, estimulando o eixo hipotdlamo — hipéfise — adrenal, o
qual estimula a producdo de cortisol pelo cortex da adrenal, liberando, diretamente, na

corrente sanguinea 1.

A acdo anti-inflamatéria dos corticosteroides no organismo ocorre através da
inibicdo de fatores de transcricdo, como os STATs e o NF-xB 244" e da inflamagéo
eosinofilica, reduzindo, assim, os sintomas da asma, tais como: hiperreatividade, tosse,
dispneia, incremento da producdo de muco. No entanto, o uso de corticosteroides, ndo
tém se mostrado efetivo no que diz respeito a deterioracdo da funcédo pulmonar no curso
da AB, bem como na obstrucdo do fluxo aéreo irreversivel, sugerindo que mesmo em uso
controlado deste farmaco, ndo consegue conter o remodelamento das vias aéreas “8. Por
fim, esse medicamento denota inlUmeros efeitos colaterais, comprometendo ainda mais o

quadro do paciente.

Em contrapartida, temos a terapia com anti-leucotrienos, como, por exemplo, o
montelucaste sédico. Estes farmacos representam um grupo de medicamentos de Ultima
geracdo que podem bloquear a ligacdo dos leucotrienos cisteinicos a seus receptores e,

consequentemente, melhorar os sintomas clinicos da doenga 4.

1.2.1 EFEITOS COLATEIRAIS DOS CORTICOIDES:

. Efeitos inibitérios sobre o sistema imunologico;
o Infec¢des por fungos, bactérias, virus e parasitas, podendo gerar infec¢des

disseminadas graves;

. Alteracao tiredidea,;
. Alteracdo da funcdo gonadica;
. Hiperglicemia;

. Reducéo de massa muscular;



. Retardo do crescimento de criancas;

. Hipertricose;

. Insuficiéncia renal;

. Descompensacéao cardiaca;
o Depressao grave.

1.3. Terapiacom Laser de Baixa Intensidade (LBI)

O uso médico da terapia com LBI j& vem ocorrendo ha décadas. Inicialmente, o
Laser foi desenvolvido por Theodore Maiman, em 1960, sob a forma de um laser de rubi.
Entretanto, as investigacbes dos efeitos terapéuticos comecaram com Mester et al em
1967, que relataram aceleracdo da cicatrizacdo de feridas e melhora na capacidade de
regeneracao das fibras coldgenas e musculares apos lesdo utilizando o mesmo. Desde
entdo, varios estudos vém demonstrando uma grande variedade de efeitos terapéuticos #°,
como reducdo de edema, diminuicdo do processo inflamatério, modulacdo da sintese de

colageno, ativacdo da sintese de proteina, auxiliando na reparacéo tecidual 5051,

A palavra Laser é um acrénimo de amplificacdo de luz por emisséo estimulada de
radiacdo. Dentre as caracteristicas fisicas do laser podemos citar: feixe de Iluz
monocromatico (mesmo comprimento de onda), coerente, ou seja, seus feixes de luz estao
na mesma fase e no mesmo espaco de tempo e colimado (mesma direcao). Por possuirem
a mesma natureza fisica, as ondas eletromagnéticas diferem entre si apenas pela
frequéncia e comprimento de onda. Estas frequéncias abrangem uma extensa faixa de luz,
o qual é denominado espectro eletromagnético, bem como podemos verificar na Figura 3
(espectro). A palavra espectro (do latim "spectrum”, que significa fantasma ou apari¢ao) foi
usada por Issac Newton, no século XVII, para descrever uma faixa de cores que apareceu
guando, em uma experiéncia, a luz do sol atravessou um prisma de vidro em sua trajetéria

(http://www.arquivos.ufs.br/mlalic/lUAB livro/Fisica C Aula 07.pdf).
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Figura 3: Espectro eletromagnético e respectivos comprimentos de onda em nanémetros

(nm).

O processo fisico da funcdo do laser é chamado de emissdo estimulada de
radiacdo, no qual o dispositivo de laser emite uma luz através de um processo de

amplificacdo Optica por emissdo estimulada de fétons 4°.

Os lasers que emitem luz entre o vermelho e o infravermelho do espectro
eletromagnético sdo os mais utilizados uma vez que a hemoglobina, nesta regido do
espectro, ndo absorve a luz e esta entdo, pode ser absorvida pelo tecido alvo, ocasionando

os efeitos desejados do laser 0.


http://www.infoescola.com/fisica/espectro-eletromagnetico

1.3.1 Classificacdo de Laser. de acordo com a Poténcia,

1.3.1.1 Laser de Alta Poténcia ou Laser Cirurgico (LAP)

Segundo Chavantes (2009) os lasers de alta poténcia (LAP) ou laser cirdrgico
apresentam poténcia acima de 1 Watt, ou seja, podendo promovem aquecimento do
tecido, acima de 45° C, e por apresentarem uma densidade de potencia elevada que
promove danos ao tecido alvo. Por esta caracteristica, possuem propriedades precisas de
cortes delicados, carbonizacédo, vaporizacdo, coagulacdo, ablacdo de pedra dentro do
organismo, sendo muito utilizados em procedimentos cirirgicos com a capacidade de

reduzir sangramento, dor e infeccao ™.

Tipos de Efeitos do LAP:

o Fototérmico: coagulacao, carbonizagéo e vaporizacao.
o Fotomecénico-acustico: corta com alta precisao.

o Fotoablativo: destréi para disrrupcéao.

o Fotoionizante: quebra na cadeia quaternaria do DNA.

1.3.1.2 Laser empregando uma Potencia Baixa:
e Efeito Fotofisicoquimico

Ao contrario dos outros procedimentos de laser, a terapia com laser de baixa
intensidade (LBI), ndo possui efeito ablativo ou térmica, ou seja, apresenta simplesmente
alteracdes fotofisico-quimicas, uma vez que, quando a luz é absorvida provoca alteracdes
bioguimicas e biomoleculares no tecido °!. Segundo Chavantes, LBl sdo lasers com
poténcia em miliwatt e cuja temperatura local no tecido alvo ndo ultrapasse 1°C, ndo

sendo dependentes de calor e destruicao tecidual.



1.3.2.1 Terapia Fotodinamica (PDT)

A absorcao do laser pelo tecido pode ocorrer através de fotoaceptores exdgenos.
Estes sdo moléculas especializadas na absorcdo de foétons (luz). Podem ser chamados de
fotoaceptores enddégenos (LBI), quando estdo dentro da propria célula ou ainda
fotoaceptores exdgenos, quando administrados substancias ou corantes, por via
endovenosa, inalatéria e transdérmica, produzindo a Terapia Fotodindmica (PDT). Nessas
circunstancias, sdo absorvidos por células com alta atividade mitética, como: tecidos

tumorais ou com alta atividade microbiana (bactérias, virus e fungos) 2.

1.3.2.2 Estudos Celulares - “In Vitro”

A biomodulacdo é o efeito biomolecular do laser de baixa intensidade ou
laserterapia. Quando irradiamos o laser sobre o tecido no comprimento de onda visivel,
ocorre uma reacdo fotofisicoquimica localizada dentro da mitocéndria, no citocromo C
oxidase. Os fétons podem ainda provocar alteracdes no potencial de membrana, tanto na
transmissao de impulsos nervosos (bomba Na*/ K* e canais de Ca**), quanto no aumento
da permeabilidade da membrana aos ions Na*, alterando o potencial de membrana celular
e da membrana interna mitocondrial, proporcionando o incremento da sintese de ATP.
Logo, num primeiro momento temos o aumento da sintese de ATP, na glicllise e na

oxidacéo fosforilativa e transcricdo e replicacdo de DNA 81,

casos o efeito esperado. Karu (1988) descreveu a acdo primaria e secundaria do laser,
sendo esta ultima importante na resposta anti-edematosa, anti-inflamatéria, analgésica e

na reparacao tecidual.

Como resultado da irradiacdo do laser, uma das mais importantes reacoes celulares
observadas é a excitacdo cadeia respiratoria na mitocondria, a qual resulta da absorcéao de
foétons que absorvem radiacéo (cromoéforos) entre o vermelho e o infravermelho, como, por
exemplo, a enzima citocromo ¢ oxidase, levando ao aumento da producdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) °3. O aumento da producédo de ROS em resposta a irradiacdo
do LBI ativa a tirosina-quinase, a qual é responsavel pelo incremento da producédo da
proliferacdo de varios tipos celulares (54). Neste cenario, sdo também observados
acréscimo da sintese de trifosfato de adenosina (ATP), aumento do potencial de

membrana da mitocdndria e celular 5, além da elevacdo da atividade celular/tissular e no



restabelecimento da homeostase 2. A principal manifestacéo de bioestimulacéo é o
aumento de sintese de DNA e RNA 5.

1.3.2.3 Efeitos do LBl em Modelos Animais “In Vivo”

O impacto da irradiacdo com LBI vem sendo observado em varios modelos
experimentais. Na literatura, varios trabalhos apontam para um papel anti-inflamatério da
terapia com LBl sobre a inflamagdo pulmonar. Em um estudo realizado em modelo
experimental de doenga pulmonar obstrutiva cronica (DPOC), no qual camundongos foram
expostos a fumaca de cigarro por 75 dias. A aplicacdo do LBI (30mW/3J/660 nm) foi
realizada durante 180 s sobre a pele do brénquio superior direito. A partir do 60° dia até o
75°, foram feitas duas aplicacdes de laser/ dia e do dia 60° ao dia 67° foi feita a
administracdo de células mesenquimais. Os grupos experimentais receberam células
mesenquimais intraperitoneal ou intranasal e/ou aplicacdo de LBI somente ou em
associacdo. Neste estudo foi observado a reducdo da inflamacao pulmonar, a reducao da
producdo de muco, coldgeno, a producao de citocinas pro- inflamatérias (IL-18, IL-6, TNF-

a e KC), bem como o aumento da produgéo de IL-10 5.

A terapia com LBl também demonstrou reduzir a inflamacdo via Th2, a
hiperreatividade bronquica e o remodelamento das vias aéreas em modelo experimental de

asma quando irradiado sobre a pele na parte superior do bronquio direito em ratos 2.

Da mesma forma, foram investigados os efeitos da LBl em modelo de sindrome da
angustia respiratéria induzido por lipopolissacarideo (LPS). Uma hora ap6s a
administracdo de LPS os animais foram tratados com laser 830nm, 9J/cm?, 35 mW, 80s
por ponto (3 aplicacdes por ponto), um ponto foi na parte superior da traquéia, o segundo
foi no pulméao direito e o terceiro ponto foi no pulméo esquerdo, em contato direto com a
pele. Os grupos receberam 3 aplicacbes por ponto com intervalo de 1h entre cada
aplicacdo. Os resultados revelaram que o LBI reduziu a inflamacéo pulmonar, diminuido o
numero total de células e de eosindfilos, bem como os niveis de IL- 13, IL-6, KC e TNF-a
no lavado broncoalveolar. No parénquima pulmonar foi observado reducdo do numero de

neutrofilos °.

Em um estudo realizado por Wang (2014) e colaboradores foi avaliado o efeito do
LBI, em modelo experimental de asma alérgica, comparado com a administracdo de
glicocorticoide (budesonida). Os animais foram tratados com LBI 8 J/cm?, diariamente por

21 dias ou suspenséao de budesonida. Os resultados demonstraram que o LBI reduziu os



niveis de IL-4 e IgE, e ainda aumentou os niveis de IFN-y no lavado broncoalveolar,

sugerindo que o LBI pode regular o balanco Th1/Th2 em modelo experimental de asma.

1.3.2.4 Efeitos do LBl na Clinica

Estudos clinicos em pacientes portadores de hipotireoidismo crénico, induzido por
tireoidite autoimune, foram tratados com LBl com o objetivo de verificar o processo de
modulacdo da glandula, ja que estes pacientes apresentavam alteracao da vascularizacédo
da tireoide. Como resultado do processo autoimune, 43 pacientes foram submetidos a 10
sessOes de LBI (n=23) e outro grupo placebo (n=20) a 10 sessbes com a simulacao de
LBI. Para verificar a vascularizacdo do parénquima tireoidiano foi realizado ultrassom com
Doppler colorido, através do qual pode ser observado a melhora da vascularizacdo do

parénquima tireoidiano com laserterapia 2.

Em outro estudo de Holanda et al. (2016) realizado com pacientes em dor lombar
cronica foi avaliado a eficacia da terapia com LBl em comparacdo com administracdo de
lidocaina e o tratamento de radiofrequéncia. Estes pacientes neurocirargicos foram
divididos em trés grupos: injecédo de lidocaina, radiofrequéncia e laser. Em um més apés
0s tratamentos, o grupo de laser terapia teve maior nimero de pacientes com resposta de
75% do quadro algico, demonstrando que a irradiacdo com laser promoveu analgesia
imediata e sustentada. A injecdo de lidocaina ocasionou uma diminui¢cdo da dor lombar
cronica em 50% dos pacientes, enquanto o tratamento com radiofrequéncia foi sé capaz de
reduzir o processo algico em menos de 33% dos enfermos tratados ©°.

A irradiacdo do laser sublingual foi aplicada em criangas com artrite idiopatica juvenil
destinado a induzir a remissao da doenca. Os pacientes foram divididos em trés grupos: 36
pacientes foram tratados com laser sublingual (635 nm, 5 mW por 20min diariamente) por
7 sessdes sucessivas, repetindo por 7 semanas em trés tempos. O grupo |l consistiu de
também de 36 pacientes que receberam tratamento placebo e o grupo Il foi composto por
33 pacientes tratados com Metotrexato. O LBI sublingual demonstrou reduzir a dor,
melhorou a limitagcdo de movimento articular, melhorando a qualidade de vida dos

pacientes, sendo assim, possivel evitar a administracdo de agentes bioldgicos 1.



Embora existam uma grande quantidade de estudos demostrando os efeitos do LBI
sobre células em diferentes situacdes metabdlicas, como na Diabetes, mas pouco tem sido
aplicado em pacientes através de estudos clinicos randomizados. Outra possibilidade
terapéutica de terapia eficaz com LBI foi no controle da hipertenséo arterial sistémica, que
€ um processo inflamatério generalizado, denotou ter uma resposta hemorreologica e
hemodinamica %2. A continuacdo deste estudo com LBI em pacientes hipertensas e
normotensas evidenciou uma importante resposta hemodinamica, com modulagdo no
sistema simpatico/ parassimpatico 7. O uso do LBI foi capaz de propiciar uma protecdo da
bomba cardiaca, avaliados pelo indice Cardiaco e na Resistencia Vascular periférica, apos
uma unica aplicacédo de laserterapia s6 nos hipertensos estudados. Em trabalho realizado
por Madi (2015) em hipertensdo gestacional e pré-eclampsia evidenciou a reducgdo da
resisténcia vascular sistémica e, consequentemente, queda da pressédo arterial sistolica e
diastolica, pressédo arterial média com resposta estatisticamente significante. A resposta foi
eficaz apdés uma Unica aplicacdo de fotobiomodulacdo em gestantes hipertensas/ pré-
eclampsia, mas sem alteracdo em normotensas, ademais uma melhora do fluxo

placentério para os fetos.

Estudos realizados na Russia observaram que a terapia com LBI duas vezes ao dia
aumentou a complacéncia pulmonar e a eficacia de trocas gasosas em pacientes
asmaticos ’°. Avaliando o efeito do LBI em individuos acometidos por inflamacéo pulmonar
cronica foi observado que o LBI irradiado sobre a pele na regido acima do brénquio
principal reduz a migracdo celular para o pulmdo 8. Chavantes (2009) demostrou em
estenose traqueal severa o efeito biomodulador do LBI nas vias traqueobrénquicas, que

nao haviam respondido a outros tipos de tratamentos cirlrgicos prévios .

Em um estudo realizado por Elseify, o laser acupuntura foi aplicado em 50 criancas
com asma brénquica, entre 7 e 18 anos. Cada paciente recebeu 10 aplica¢des (3 vezes na
semana). Apos o tratamento, 48 pacientes relataram melhor tolerancia a exercicios, a dose
de esteroides inalatorios foi reduzida e o volume expiratorio forcado em 1s e o pico de fluxo
expiratério aumentaram 63,

E importante ressaltar que as informacdes sobre o mecanismo de acéo dos efeitos
do LBI sobre tecidos biolégicos nestes casos ainda sdo exiguos. Por isso, estudos que
permitam compreender qual o tipo de sinalizagédo celular desencadeada pelo laser, se
fazem pertinentes. A partir da compreensédo de processos celulares envolvidos do LBI, e
sua respectiva dosimetria, sera possivel estabelecer de fato a eficacia da terapia laser para

diferentes doencas respiratorias. Portanto, investigacdes cujo intuito de melhor



compreender 0s mecanismos moleculares e celulares resultantes da terapia com LBI

durante a inflamacao pulmonar crbnica se revestem de importancia adicional.

1.4 Justificativa

Os estudos realizados em modelos animais, no que diz respeito aos efeitos do laser
de baixa intensidade em modelos de inflamag¢do pulmonar, evidenciaram reducdo da
inflamacéo pulmonar, bem como melhora da hiper-reatividade das vias aéreas e mecanica
respiratoria. Todavia, ainda sdo escassos estudos que tém como objetivo analisar os
fendbmenos do laser de forma sistémica na resposta inflamatéria de doencas pulmonares
em estudos clinicos. Logo, no contexto do seu papel anti-inflamatério e biomodulador,
buscamos a compreensdo de possiveis mecanismos de acdo que o laser possa gerar e

possiveis repercussées ha asma brénquica.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Verificar o efeito da terapia de fotobiomodulacdo sobre a inflamacéo alérgica
pulmonar em pacientes com asma bréonquica e a perduracdo do efeito do laser em

modelo experimental de asma bronquica.

2.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a migracdo de células para o tecido pulmonar pela andlise total e
diferencial do escarro induzido e lavado broncoalveolar, por citometria de fluxo e
por contagem em camara de Newbauer antes e ap0s o tratamento com LBI;

e Quantificar a resposta inflamatéria pulmonar através da modificacdo de citocinas
e quimiocina no escarro induzido;

e Avaliar a obstrucdo pulmonar em paciente através da analise do pico de fluxo

expiratério e os sintomas do asmatico.

w

. MATERIAIS E METODOS

3.1 Fase 1
3.1.1 Protocolo 1

Trata-se de trabalho prospectivo, descritivo , realizado na Universidade Nove de
Julho, um estudo piloto com uma paciente, adulto (29 anos), com diagnéstico de asma
brénquica moderada, desde a infancia.



3.1.2 Protocolo 2

Trata-se de um estudo prospectivo, descritivo, onde foram estudados 6 pacientes,
de ambos os sexos, entre 18 e 36 anos, com diagndstico de asma brdnquica leve e
moderado, controlados, desde a infancia. Os pacientes foram provenientes do Ambulatorio

da Universidade Nove de Julho.

3.1.3 Critérios de Incluséao

Paciente com diagnéstico comprovado de asma leve ou moderada em uso de
broncodilatadores ha mais de 3 anos. Sob uso de medicamentos: corticoides: 4 pacientes,

anti-leucotrienos: 1 paciente e broncodilatadores: 1 paciente.

3.1.4 Critérios de Excluséo

Pacientes com outras co-morbidades, tais como: insuficiéncia pulmonar aguda,
insuficiéncia cardiaca congestiva, insuficiéncia hepatica, insuficiéncia renal aguda e crénica
ou que necessitam de métodos dialiticos. Portadores de neoplasias, imunodeprimidos,
discrasias sanguineas; septicemia ou sindrome da angustia respiratéria aguda;
tromboembolismo pulmonar; ou cirurgia de grande porte recente; pacientes portadores de

fibrose cistica e sindrome de Kartagner.

3.1.5 Emprego da Laserterapia
3.1.6 Protocolo 1

Paciente pré terapia com laser foi avaliado através da andlise do escarro por
citometria, biogquimica sanguinea, avaliacao de citocinas por ELISA e espirometria. Para
irradiacao da paciente foi utilizado um aparelho CW laser de diodo Ga-Al-As (Arsenieto de
Galio e Aluminio), da marca MMOptics Ltda (Sao Carlos, SP), modelo Twin Laser, com
comprimento de onda de 660nm, densidade de energia de 15 J/cm?, poténcia de saida de
30 mW, energia total por ponto de 0,6 Joules, tempo de aplicacdo de 20 segundos por
ponto, area do feixe de 0,04 cm?, e em modo de emisséo continuo. Nesta primeira parte, o
tratamento constou de 1 aplicagdo por semana, totalizando 10 semanas de aplicagoes. A
aplicacao do LBI foi realizada em 2 pontos intra-nasal direito e 2 pontos esquerdo; 6 pontos

no palato (2 do lado direito, 2 do lado esquerdo e 2 na Gvula), 6 pontos sob a lingua ( 3 do



lado esquerdo e 3 do lado direito), glabela (1 ponto) e na regido da cricoide (1 ponto). O
paciente foi reavaliado antes e ap0s 10 sessfes através da analise do escarro por
citometria, bioguimica sanguinea, avaliacdo de citocinas por ELISA e nova espirometria,
pick flow pre e pos aplicacao de LBI.

3.1.7 Protocolo 2

Para irradiacao dos pacientes foi utilizado um aparelho CW laser de diodo Ga-Al-As
(Arsenieto de Galio e Aluminio), da marca MMOptics Ltda (Sao Carlos, SP), modelo Twin
Laser. O equipamento de laser foi aferido e calibrado antes de cada procedimento no
Laboratério de Biofotdnica da Universidade Nove de Julho (UNINOVE), a fim de se obter

confiabilidade na potencia efetiva da emisséo laser.

1° Aplicacdo: comprimento de onda de 660nm, densidade de energia de 26,3 J/cm?,
poténcia de saida de 35 mW, energia por ponto de 1 Joule, tempo de aplicacdo de 30
segundos por ponto, area do feixe de 0,04 cm?, e em modo de emissdo continuo. A
aplicacao do LBI foi realizada 2 pontos intranasal direito e 2 pontos esquerdo; 6 pontos no
palato (2 do lado direito, 2 do lado esquerdo e 2 na ulvula), 6 pontos sob a lingua (3 do

lado esquerdo e 3 do lado direito).

2° Aplicacdo: comprimento de onda 780nm, densidade de energia de 26,3 J/cm?,
poténcia de saida de 35 mW, energia por ponto de 1 Joule, tempo de aplicacdo de 30
segundos por ponto, area do feixe de 0,04 cm?, e em modo de emissdo continuo. A
aplicacao do LBI foi realizada entre as sobrancelhas (3 pontos), zigoméatico (1 ponto de

cada lado), cricoide (1 ponto).

O tratamento constou de 2 aplicacGes por semana, com intervalo de 48hs entre as
aplicacdes, sendo uma aplicacdo com laser vermelho no comprimento de onda 660nm e
outra com infravermelho no comprimento de onda de 780nm no mesmo dia. O total foram
de 5 semanas de aplicacbes. Todos os pacientes foram reavaliados apos 5 sessdes

atraves da analise do escarro por citometria, avaliacao de citocinas por ELISA.

3.1.8 Espirometria Pré e P6s Broncodilatador

Foi utilizado um aparelho de espirémetro para realizacdo da espirometria pré e apos

20 minutos da administracédo do broncodilatador. O principal parametro de avaliacao foi a



variacdo no volume expiratorio forcado no primeiro segundo (VEF1), expressa pela
variacdo absoluta do VEF1 em relacéo ao previsto (VEF1 pos-broncodilatador - VEF1 pré-
broncodilatador x 100/VEF1 previsto). A prova broncodilatadora foi considerada positiva se
demonstrada uma variacao > 200 mL e > 7% do previsto, em pacientes com obstrucao ao
fluxo aéreo, ou uma variacdo > 10% do previsto em pacientes com espirometria normal, de

acordo com as diretrizes brasileiras para testes de funcéo pulmonar.

3.1.9 Pico de Fluxo expiratorio (PFE)

Foi utilizado um aparelho de peak flow meter para avaliacado do pico de fluxo

expiratério (PEF), sempre no antes e apos cada aplicacao de LBI (laserterapia).

3.2 Coleta e Analise do Sangue Periférico

Foi realizado a coleta do sangue da paciente para a realizacdo do hemograma

completo (avaliacdo da contagem de eosindfilos, linfécitos, mondcitos e neutrofilos).



3.2.1. Coleta e Analise do Escarro Induzido

Foi realizado o escarro induzido na paciente para avaliacdo das células totais e
diferenciais, nebulizando com 4% de soro fisiolégico por 15 minutos. O escarro foi
processado e as células obtidas, marcadas e analisadas por citometria de fluxo, como
descrito abaixo:

Utilizamos os anticorpos monoclonais de superficie anti-CD3 FIC, anti-CD11b PercP
e anti-Ly6G (Becton Dickinson - BD®, East Rutherford, NJ, EUA) para caracterizacéao
fenotipica dos linfécitos, macrofagos e granulos (neutréfilos e eosindfilos),
respectivamente. Também foi feita a fenotipagem para caracterizacdo dos linfocitos T (anti-
CDa3Fitc, anti-CD4 APC e anti-CD8Percp). As células foram incubadas por 20 minutos a 4°
C. Apoés o periodo de incubacao, as amostras foram lavadas com PBS, contendo 0,01% de
BSA e azida sédica e ressuspendidas em 200 pl do mesmo tampao. As amostras foram
adquiridas no citbmetro de fluxo BD Accuri analisadas no software CSampler (Becton
Dickinson - BD®, East Rutherford, NJ, EUA).

Para a contagem total e diferencial de células, o bot&o celular foi ressuspendido em
1 ml de PBS+DTT, para numero total utilizamos a Camara de Neubauer e para a
diferencial realizamos a confeccdo da lamina em cytospin, coradas com Diff Quick (Sigma-

Aldrich, Sdo Paulo, Brasil), conforme previamente descrito por Vieira et al. 2011.

3.2.2 Avaliagéao de Citocinas e Quimiocina no Sobrenadante do Escarro

O sobrenadante do escarro induzido foi utilizado para a medida de IL-4, IL-5, IL-10,
IL-1B, IL-6, IL-8, IL-23 e IFN-y através de kits de ELISA Duo Set da R&D System e

Biolegends, conforme instrugdes do fabricante.



3.2.3 Fase 2

3.2.4 Protocolo 3

3.2.5 Animais

Foram utilizados camundongos Balb/c, machos, adultos, com peso médio de 20g,
provenientes do Biotério da Universidade Nove de Julho. Os animais foram mantidos em
ciclo claro/escuro de 12h, em condicdes padrdo de alimento e agua ad libitum. Este estudo
foi aprovado pelo comité de Etica da Universidade Nove de Julho (AN0006/2013).

3.2.6 Inducédo da Asma: Modelo de Inflamag¢&o Pulmonar Alérgica Crbnica
usando Ovalbumina (OVA)

Para inducao de inflamacé&o alérgica pulmonar crénica usando Ovalbumina (OVA), os
animais foram sensibilizados com injecdo subcutanea (S.C.) de 4 ug de OVA (Sigma),
juntamente com solucao de Alum gel nos dias 0 e 14.

A partir do dia 21, os animais foram submetidos ao desafio orotraqueal com 10 ug de

OVA, 3 vezes por semana durante 5 semanas.

Para esse procedimento os animais foram submetidos a imobilizacdo adequada em
uma posicao que permite 0 acesso apropriado a via de administracdo, para aplicacdo da
anestesia com injecao intramuscular (I.M.) de xilazina 2% (0,06ml|/100g) + cetamina 10%

(0,08ml/100g). Minutos apés foi realizada a instilacdo de OVA.

3.2.7 Terapia com Laser de Baixa Poténcia (LBI)

Apds a 22 semana, uma hora apdés cada desafio os animais receberdo aplicacao
pontual com um laser de diodo (poténcia de saida: 100 mW, comprimento de onda de 660
nm e 808nm, area do feixe de 0.785 cm?, densidade de energia: 0,045 J/cm?, energia total

por ponto 3 Joules.



Figura 1 - Laser de diodo utilizado na terapia com laser de baixa intensidade (LBI).

Foram irradiados em trés regides: uma abaixo da traqueia, e as outras 2 em cada

lobo pulmonar (direito e esquerdo) com um tempo de 30s em cada ponto, uma vez ao dia.

3.2.8 Eutanésia

Cada grupo foi submetido a aplicacéo da anestesia com injegdo intramuscular (1.M.)
de xilazina 2% (0,06ml/100g) + cetamina 10% (0,08ml/100g), comumente utilizada na
experimentagdo com roedores. A substancia foi administrada minutos antes da
exsanguinacao, utilizando uma seringa de 1mL e agulha hipodérmica 25x5 mm. Apos as
coletas, todos foram acondicionados e descartados como lixo hospitalar (ou residuo de

servico de saude).

3.3.9 Avaliagéo da Inflamag¢éao Pulmonar no Lavado Broncoalveolar (LBA)

ApoOs anestesia os animais foram traqueostomizados e canulados, os pulmdes
lavados com 3 x 0,5 ml de tampao fosfato salino (PBS). O volume do lavado recuperado
foi centrifugado a 1600 rpm a 4°C por 5 minutos. O sobrenadante sera armazenado a -
70°C para andlise das citocinas por meio de ELISA. O botdo celular foi ressuspendido
em 1 ml de tampdao fosfato salino (PBS) e utilizado para a determinagdo do numero de
células totais no LBA realizado por meio de contagem na Camara de Neubauer # %> 6. O

restante do material ressuspendido foi utilizado para preparagédo de laminas de cytospin.



Foram utilizados 200ul de amostra de cada animal para contagem diferencial das
células, centrifugadas por 10 minutos, 450 rpm no equipamento de modelo Cytospin-2,
Shandon Intruments Sewickley, PA. As laminas foram coradas através da técnica de
coloragéo Instant Prov: 1) colocar as laminas na cuba corante Instant Prov |, deixar por
10 segundos, retirar e deixar escorrer por 5 segundos. (2) Colocar as laminas na cuba
corante Instant Prov I, deixar por 10 segundos, retirar e deixar escorrer por 5 segundos.
(3) Colocar as laminas na cuba corante Instant Prov Ill, deixar por 20 segundos, retirar,
deixar escorrer por 5 segundos e lavar as laminas em agua corrente. Apos a coloragéo

300 células foram contadas para a determinacdo da contagem diferencial.



4. RESULTADOS

4.1 Protocolo 1 — Estudo Piloto

4.1.2 Efeito da terapia com laser de baixa intensidade sobre o namero total de

células recuperadas do escarro induzido

Nossos resultados evidenciaram que o LBI ndo alterou significativamente o nimero total de
células no escarro induzido (Figura 1), porém foi capaz de reduzir significativamente o niamero de
macrofagos e eosindfilos recuperados no escarro induzido da paciente. Por outro lado, observamos
aumento significativo de neutrdfilos e linfocitos apds a laserterapia, quando analisados através da
camara de new bower (Figura 2). Ap0s o término da aplicacdo de terapia com laser na paciente,
com 3 meses de intervalo no pos LBI, foi observado reducdo estatisticamente significante de
eosinodfilos (Figura 3), enquanto neutréfilos e macréfagos reduziram, porém néo significantemente,
quando analisados por citometria de fluxo. Na Figura 4 foi observado reducédo significativa de
linfocitos totais e CD8* entretanto com aumento significativo de linfocitos CD4*. Os niveis de
citocinas representados na Figura 5 demonstraram inibicdo da liberacdo de IL-4, IL-5 e IL-23 e
incremento de IL-10 de forma significativa no sobrenadante do escarro. Com relagdo ao numero de
linfécitos totais circulantes no sangue nao foi observado uma reducéo significativa, contudo foi
observado diferenca estatisticamente significante de eosindfilos e linfécitos na analise diferencial
(Figura 7). O volume expiratorio forcado no primeiro minuto (VEF1) aumentou, porém nao foi
significativo, todavia o pico de fluxo expiratério acresceu de forma significativa (Figuras 8, B e A,

respectivamente).
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Figura 1. Efeito da terapia com laser de baixa intensidade sobre o numero total de células
recuperadas do escarro induzido. Paciente asmatica fazendo uso de montelucaste, irradiada com LBI
uma vez por semana por 10 semanas.
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Figura 2. Efeito da terapia com laser de baixa intensidade sobre o nimero de macréfagos (A),
eosindfilos (B), neutrofilos (C) e linfécitos (D) recuperadas do escarro induzido, analisadas na
camara de newbauer. Paciente asmatica fazendo uso de montelucaste, irradiada com LBl uma vez por
semana por 10 semanas. . *** p<0,001 quando comparado com o dia 0.
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Figura 3. Efeito da terapia com laser de baixa intensidade sobre a porcentagem de macréfago (A),
eosindfilo (B) e neutrofilo (C) recuperadas do escarro induzido (follow up). Paciente asméatica
fazendo uso de montelucaste, irradiada com LBl uma vez por semana por 10 semanas. As células foram

processadas , marcadas e analisadas por citometria de fluxo. *** p<0,001 quando comparado com o dia
0.
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Figura 4. Efeito da terapia com laser de baixa intensidade sobre a porcentagem de linfocitos
(CD3") (follow up) totais (A), linfécitos CD4 (B) e linfécitos CD8 (C) recuperadas do escarro
induzido. Paciente asmatica fazendo uso de montelucaste, irradiada com LBl uma vez por semana por
10 semanas. As células foram processadas , marcadas e analisadas por citometria de fluxo. *** p<0,001
quando comparado com o dia 0.
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Figura 5. Efeito da terapia com laser de baixa intensidade sobre os niveis de IL-4 (A), IL-5 (B), IL-
10 (C) e IL-23 recuperadas do escarro induzido (follow up). Paciente asmatica fazendo uso de
montelucaste, irradiada com LBl uma vez por semana por 10 semanas. *** p<0,001 quando comparado

com o dia 0.
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Figura 6. Efeito da terapia com laser de baixa intensidade sobre o numero total de
leucécitos circulantes (follow up). Paciente asmatica fazendo uso de montelucaste, irradiada
com LBI uma vez por semana por 10 semanas.
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Figura 7. Efeito da terapia com laser de baixa intensidade sobre o numero de
macrofagos (A), eosinéfilos (B), neutréfilos (C) e linfocitos (D) circulantes (follow up).
Paciente asmatica fazendo uso de montelucaste, irradiada com LBl uma vez por semana por
10 semanas. *** p<0,001 quando comparado com o dia O.
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Figura 8. Efeito da terapia com laser de baixa intensidade sobre o pico de fluxo
expiratorio e volume expiratério forcado no primeiro minuto (follow up). Em A foi
analisado pico de fluxo expiratério e em B a espirometria. Paciente asmatica fazendo uso de
montelucaste, irradiada com LBl uma vez por semana por 10 semanas. *** p<0,001 quando

comparadatcbid.d flagiocolo 2 — Estudo Clinico



4.1.2.4 Efeito da terapia com laser de baixa intensidade sobre o namero total

de células recuperadas do escarro induzido

De maneira a avaliar a inflamacéo alérgica pulmonar, determinamos o numero de
células totais no escarro induzido. Como pode ser observado na Figura 9, o numero total
de células aumentou no escarro induzido dos pacientes apés a aplicacdo do LBI. Em
relacdo ao numero de macrofagos no escarro induzido foi verificado que houve reducédo
nos pacientes apds a aplicacdo com LBI (Figura A), bem como a reducdo de eosindfilos
(Figura B).
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Figura 9. Efeito da terapia com laser de baixa intensidade sobre o numero total de
células (A), macrofagos (B) e eosinéfilos (C) presentes no escarro induzido. Os grupos
usados no estudo foram de pacientes asméaticos (cinza) e os mesmos apdés 5 semanas de
terapia com laser (vermelho). As células pulmonares foram analisadas por citometria de fluxo.
Valores expressos como média e desvio padréo de 6 pacientes. * p < 0,05 em relacdo ao dia
0.
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Figura 10. Efeito da terapia com laser de baixa intensidade sobre o namero de linfécitos

cD4' (B) e linfécitos cps’ (C) presentes no no escarro induzido. Os grupos usados no
estudo foram de pacientes asmaticos (cinza) e os mesmos ap6s 5 semanas de terapia com
laser (vermelho). As células pulmonares foram analisadas por citometria de fluxo. Valores
expressos como média e desvio padrao de 6 pacientes. . * p < 0,05 em relacdo ao dia 0.



Os niveis de citocinas foram quantificados e como pode ser observado houve
aumento significativo dos niveis de IFN-y (Figura 11 a), bem como dos niveis de IL-10

(Figura 11b) apds 5 semanas de aplicacdo do LBI, mostraram-se aumentados.
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Figura 11. Efeito da terapia com laser de baixa intensidade sobre os niveis de IFN-y (A) e
IL-10 (B) no sobrenadante de escarro induzido. Os grupos usados no estudo foram de
pacientes asmaticos (cinza) e os mesmos apos 5 semanas de terapia com laser (vermelho). As
células pulmonares foram analisadas por citometria de fluxo. Valores expressos como média e
desvio padrdo de 6 pacientes. . * p < 0,05 em relacdo ao dia O.



Na Figura 12A, verificamos aumento nos niveis de IL-1p e IL-6 (Figura 12B) ap0s a
laserterapia. J& em relacdo aos niveis de IL-8, esta quimiocina demonstrou estar reduzida

nos pacientes apos a aplicacao do LBI (Figura 12C).
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Figura 12. Efeito da terapia com laser de baixa intensidade sobre os niveis de IL-1B (A), IL-
6 (B) IL-8 (C) e IL-5 (D) no sobrenadante de escarro induzido. Os grupos usados no estudo
foram de pacientes asmaticos (cinza) e os mesmos ap0s 5 semanas de terapia com laser
(vermelho). As células pulmonares foram analisadas por citometria de fluxo. Valores expressos
como média e desvio padrdo de 6 pacientes. * p < 0,05 em relacédo ao dia 0.

O pico de fluxo respiratério foi verificado a cada sesséo de laserterapia e como podemos
observar houve um aumento significante do pico de fluxo respiratério apés 5 semanas de terapia
com laser.

Figural2.Efeitodaterapiacomlaserdebaixaintensidade sobreosniveisdelL-1B(A),IL-6 (B)
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Figura 13. Efeito da terapia com laser de baixa intensidade sobre o pico de fluxo expiratorio.
Foi analisado peak flow. Os grupos usados no estudo foram de pacientes asméticos (cinza) e os
mesmos apos 5 semanas de terapia com laser (vermelho). * p<0,05 quando comparado com o dia
0.



4.2 Fase 2 — Procolo 3

4.2.1 Efeito daterapia com laser de baixa intensidade (LBI) sobre o nUmero
total e diferencial de células no lavado broncoalveolar (LBA).

Na Figura 14 analisamos o total e diferencial de células no lavado broncoalveolar
(LBA) dos animais ndo manipulados (Basal), desafiados com ovoalbumina (OVA(72h)) e
eutanasiados 72h ap6s o ultimo desafio. Animais desafiados com OVA e irradiados com
laser (OVA+L(72h)) e eutanasiados 72h apds o Ultimo desafio .Podemos reducéo
significativa do numero total de células do grupo OVA+L(72h) em relagcdo ao grupo
OVA(72h). Em relagdo ao numero de macréfagos ndo foram encontradas diferencas
significativas entre os grupos OVA(72h) e OVA+L(72h). J4 em relacdo ao numero de
linfécitos e eosindfilos no grupo OVA+L(72) houve reducdo significativa em relacdo ao
grupo OVA(72h).
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Figura 14. Efeito da terapia com LBl em modelo experimental de inflamacao alérgica
pulmonar. Os grupos usados no estudo foram Basal (n&o manipulados), OVA(72h) (animais
desafiados com OVA e sacrificados apés 72h do ultimo desafio), OVA+L(72h) (animais desafiados
com OVA, irradiados com LBI, sacrificados apds 72h do ultimo desafio). Foram avaliadas as células
recuperadas do LBA. ***p< 0,001 em relagédo ao grupo basal; **p<0,01 em relacdo ao grupo Basal;
¢p< 0,001 em relagdo ao grupo OVA(72h); A p<0,05 em relagdo ao grupo OVA(72h).



Na Figura 15 avaliamos o numero total e diferencia de células no (LBA) dos animais
ndo manipulados (Basal), animais desafiados por 5 semanas ( OVA(2s)), OVA+L(2s)
animais desafiados por 5 semanas, tratados com laser apenas na 3°semana. Os
resultados permitiram observar o aumento do numero total de células no grupo OVA(2s)
em relacdo ao grupo basal de forma significativa. Ja o grupo OVA+L(2S) apresentou
reducao significante do numero total de células em relacdo ao grupo OVA(2s). No que diz
respeito ao numero de eosindfilos, macréfagos e linfécitos houve uma reducéo significativa

em relacdo ao grupo OVA (2s).
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Figura 15. Duragdo do efeito da terapia com LBl em modelo experimental de inflamacé&o
alérgica pulmonar. Os grupos usados no estudo foram Basal (ndo manipulados), OVA(2s)
(animais desafiados com OVA e sacrificados apds 24 h do ultimo desafio), OVA+L(2s) (animais
desafiados com OVA, irradiados com LBI, sacrificados apdés 24 h do ultimo desafio). Foram
avaliadas as células recuperadas do LBA. ***p< 0,001 em relagdo ao grupo basal; **p<0,01 em
relagdo ao grupo Basal; ¢p< 0,001 em relagdo ao grupo OVA(2s); A p<0,05 em relagdo ao grupo
OVA(2s).



5. DISCUSSAQ

A terapia de fotobiomodulacdo vem demonstrando ser eficaz no tratamento clinico
pés-cirargico, auxiliando a cicatrizacdo de feridas complexas operatérias, bem como no
reparo tecidual (pOs-cirurgias de grande porte), reparo 0sseo, reducdo de edema e na
analgesia de inUmeros processos 63648085 Entretanto, estudos acerca da terapia com LBI
em pacientes asmaticos ainda sdo escassos. Os dados observados em nosso estudo
demonstraram que houve promoc¢do de uma resposta anti-inflamatéria bem como pode
auxiliar na reducdo da obstrucdo de vias aéreas inferiores em pacientes com asma
brénquica tratados com LBI. Sendo assim, os resultados do nosso estudo piloto realizados
com uma paciente asmatica sob uso de antagonista de leucotrieno (montelucaste sédico)
corroboram com os dados dos estudos experimentais realizados anteriormente em nosso

laboratério, tais como, melhora da inflamagéo e funcédo pulmonar apés a laserterapia 8.

Mediante os resultados observados,a curto e a longo prazo no estudo de caso
resolvemos avaliar se este mesmo comportamento poderia ser encontrado em outro grupo
de pacientes asmaticos com grau leve e moderado, sob uso de broncodilatadores,
corticoides e antagonista de leucotrienos. Sendo assim, um grupo maior de pacientes foi
avaliado a fim de confirmar tal hipétese. Neste grupo, foram realizadas 10 sessfes de laser
durante 5 semanas consecutivas (2 vezes por semana), semelhante as 10 sessdes
realizados no estudo de caso prévio.

A localizacdo anatbmica das aplicacdes desta terapia é original e baseada em
estudos prévios. Utilizamos laser vermelho (660mn) de forma pontual na cavidade nasal,
na mucosa palatina, na UGvula e diretamente sobre os vasos sublinguais 8. Como os
pacientes asmaticos geralmente apresentam rinite e infeccdo de repeticdo nos seios da
face foi decidido utilizar também a terapia com infravermelho sobre estes pontos da face.
Nestes foram aplicados o infravermelho (780nm) no ponto dos seios estimoidal, frontais e

maxilares, além da regido da cricoide.

Os dados apresentados neste trabalho demonstraram que a terapia com LBI n&o
alterou significativamente o numero de células totais no escarro induzido. Entretanto, na
andlise diferencial foi verificada uma redugcdo do numero de macréfagos, bem como de
eosinofilos. Em estudo realizado por Cury et al (2013), em modelo experimental de lesédo
pulmonar foi relatado que a laserterapia também reduziu o niamero de macrofagos no
lavado broncoalveolar, assim como no estudo de Silva et al (2014) onde foi observado

reducdo no nimero de eosindfilos apés aplicacdo do LBI em modelo de asma 88,



Pode se notar que tanto os eosinofilos como os linfocitos TCD4* desempenham um
papel fundamental na patogénese da inflamacéo alérgica pulmonar por liberacdo de
mediadores inflamatérios, tendo influéncia direta no perfil inflamatério da asma, uma vez
que, secretam citocinas do tipo Th2, como IL-4, IL-5 e IL-13. Além disso, os linfocitos CD4*
estéo relacionados com a diferenciacéo de linfocito Th1l,Th2, Th1l7 e T reguladores. Nesse
contexto, avaliamos a porcentagem de linfocitos CD4* e CD8* no escarro induzido. Nossos
resultados apontaram para um incremento de células CD4* nos pacientes apos o
tratamento com LBI. Nesse cenario, 0 aumento encontrado podera estar relacionado as
células T reguladoras (regs), o que justifica os niveis elevados de IL-10 do escarroinduzido
dos pacientes apds a aplicacdo do laser, com uma agdo anti-inflamatéria efetiva 5. Da
mesma maneira, em estudo realizado por Miranda Silva et al (2015) em modelo
experimental de inflamacgédo pulmonar, o LBI foi capaz de aumentar os niveis de IL-10 8. A
literatura descreve que a IL-10 tem um importante papel no controle da magnitude da
inflamacdo pulmonar, ja que esta regula a producéo de IL-4 e IL-5 pelos linfocitos Th2 ©7),
além da regulacdo da ativacdo de IgE mediada por mastdcitos 8. Outros estudos
realizados em modelos animais de asma relatam também que esta citocina (IL-10) é capaz
de inibir a inflamacéo das vias aéreas e a hiperreatividade 8. J4 em pacientes asmaticos

o0s niveis de IL-10 se mostram reduzidos quando comparados a individuos saudaveis 41,

E notavel que, as concentracbes de IL-10 demostraram estarem elevadas nos
pacientes apés a aplicacdo do LBI como observado na literatura. Com esses achados,
podemos inferir que ocorre um potencial anti-inflamatério do laser, via linfocito Treg,
liberando niveis aumentados de IL-10, para controlar a inflamacéo pulmonar.

Em relacdo a quantificacdo de CD8*, ndo foram encontradas diferencas antes e
apos a aplicacdo do LBI. Os linfécitos TCD8* (citotoxicos) estdo relacionados com a
liberacdo de citocinas Thl, como TNF-a, IFN-y e IL-8. Muito embora ndo se tenha
observado alteracées nos niveis de CD8*, os niveis de IL-8 se mostraram reduzidos nos
pacientes apés a aplicacdo do LBI.

Envolvida na producdo, maturacdo e ativagdo de eosindfilos, a IL-5 quando
administrada em modelos in vivo, denota promover a eosinofilia 44. Ainda, em animais
Knockout para IL-5, a mesma demonstra reduzir o nimero de eosinéfilos circulantes em
resposta ao desafio com ovoalbumina (OVA) # .Em relacdo aos niveis de IL-5, os
resultados revelaram reducdo estatisticamente significativa apos a irradiacdo do laser, o
que contribui por justificar a redu¢cdo do numero de eosindfilos no escarro induzido de
nossos pacientes. Os dados da literatura em modelos experimentais confirmam com o0s

dados da andlise do escarro dos pacientes em relagdo aos niveis de IL-5 ap0s a terapia



com laser. Este foi sendo capaz de melhorar de forma eficaz os sinais e sintomas que
todos os nossos pacientes referiam 8. Os achados deste estudo, portanto, corroboram
com o estudo de caso (piloto) realizado inicialmente. Ndo obstante, optamos por dosar
outros mediadores como o IFN-y.

Ademais, os baixos niveis de IFN-y estdo correlacionados com pacientes asmaticos,
podendo traduzir a persisténcia do padrdo de linfécitos Th2 na resposta imunolégica &’.
Segundo Prescott et al. (1999), o IFN-y apresenta propriedades imunoreguladoras e
contribui com a reducgé&o de citocinas precursoras dos linfécitos Th2, como: IL-4, IL-5, IL-10,
IL-13 e com a diferenciacéo de linfécitos Thl, sugerindo que a sua falta pode favorecer o
desenvolvimento de respostas alérgicas. Em contrapartida, estudos realizados com
pacientes asmaticos graves demonstram altos niveis de IFN-y na fase aguda %° 43. Nesse
sentido, nossos resultados demonstraram um incremento dos niveis de IFN-y, podendo
sugerir que houve um desvio de resposta para Th1l, alterando, assim, a resposta Th2 nos

pacientes asmaticos tratados com LBI.

Na literatura sdo encontrados altos niveis de IL-6, sendo esta citocina um modulador
da producéo de IgE dependente de IL-4, além de mediar a diferenciacdo de linfécitos B.
Além disso, é considerada um marcador de inflamag&o em conjunto com o TNF-a e a IL-1
0, Nossos resultados apontaram para um aumento tanto na producdo de IL-6 quanto de
IL1-B. A IL1- B induz a secrecdo de muco e esta relacionada com a diferenciagdo de
células T. Com relacdo ao aumento de IL-6 em nossos resultados, estes dados ndo eram
esperados e ndo estdo de acordo com os aspectos antinflamatorios da IL-10 e a melhora
do pico de fluxo inflamatério observado nos pacientes. Podemos dizer que o LBI facilitou
todo o processo de cascatas anti-inflamatérias e buscou conduzir as células para a

homeostase.

O pico de fluxo expiratério (PFE) é indicado pelo guia global de diretrizes para o
controle da asma, como medida de controle indireto de obstrucdo das vias aéreas®?. O
PFE avalia o pico maximo de fluxo expiratério atingido em uma expiracéo forcada e pode
detectar o estreitamento das vias aéreas, funcionando como um alerta sobre a reducédo da
funcdo respiratéria ’*. Em nossos resultados, o PFE encontrou-se aumentado nos
pacientes asmaticos apds a terapia com LBI, ou seja, podemos inferir uma melhora da

funcdo pulmonar nos nossos pacientes com asma.

Apoés o término do tratamento com a laserterapia (apds 5 semanas) 0s pacientes

relataram melhora dos sintomas como reducgéo de sensacéo de aperto no peito, tosse, falta



de ar e ainda, reducéo do uso de broncodilatadores. Logo, levando-se em consideracao os
relatos dos pacientes resolvemos avaliar, através de um modelo experimental de asma,
por quanto tempo perduraria o efeito do laser no organismo dos animais induzidos a asma
e tratados com laser. Sendo assim, uma parte experimental com animais Balb/C foi
realizada e os resultados apontaram para uma reducdo da inflamagcdo pulmonar nos
animais que foram irradiados com laser e eutanasiados ap0s 72h, bem como nos animais
que foram tratados com laser e eutanasiados ap0s duas semanas. Estes dados sugerem a
perduracdo dos efeitos do laser mesmo apdés duas semanas, contribuindo com a

manutencao da reducédo da inflamacao pulmonar.

Contudo, nossos achados corroboram com os estudos em modelos experimentais
realizados em nosso laboratdrio anteriormente. Nesse sentido, Brito et al (2014) realizaram
estudos em modelo experimental de asma induzido por OVA, com a terapia de LBI sozinha
ou associada ao tratamento com antagonista de leucotrieno. Os resultados demonstraram
reducdo dos parametros avaliados com o tratamento com LBI sozinho ou quando
associado ao tratamento convencional®. Uma vez que os resultados em modelos animais

evidenciaram diminuicdo da inflamacéo pulmonar mediante a irradiacéo do laser.

Na literatura, os dados referentes a inflamacgéo pulmonar em modelos experimentais
de asma utilizando a laserterapia demonstram diminuicdo da migracéo de células totais no
pulmdo, bem como a reducdo de citocinas pré-inflamatoérias, contribuindo, dessa forma,

com a diminuicéo da inflamacéo pulmonar 7°:8% 59 57,

Cada fase do estudo teve sua importancia principalmente no que concerne aos
efeitos do laser a curto e a longo prazo. O estudo piloto foi importante para nos direcionar
em relacdo ao protocolo clinico aplicado em pacientes asmaticos, verificando a resposta a
curto e a longo prazo da terapia com fotobiomodulacdo nestes pacientes. Enquanto no
estudo em animais conseguimos avaliar a resposta do efeito da terapia com laser sob a
inflamacé&o pulmonar a longo prazo, confirmando os achados do estudo piloto no followup e

o relato de melhora dos pacientes semanas apés o término do tratamento.

Embora, os resultados dos nossos pacientes tenham sinalizado um efeito seguro e
eficaz do LBI no que tange a inflamacgéo pulmonar sem a promocao de efeitos colaterais e
de forma n&o-invasiva, estudos adicionais se fazem necessarios com uma maior
amostragem, a fim de se estabelecer os achados como uma terapia coadjuvante, ja que a

laserterapia conseguiu amenizar os sintomas dos pacientes com asma brénquica.



6. Conclusao

Em conjunto, nossos resultados evidenciam que a terapia de fotobiomodulacéo foi
capaz de reduzir os sintomas da doenca como dispneia, sibilos, obstrucdo das vias aéreas
e sensacao de cansaco a pequenos esforcos em pacientes asmaticos e ainda, manter um
efeito duradouro do laser ap6s duas semanas da aplicacdo conforme os achados do

estudo experimental.

e Péds-administracdo de LBI pode-se observar uma atenuacédo do influxo de células
inflamatdrias e aumento das citocinas anti-inflamatérias com resposta celular
eficiente;

e Os sintomas, relativos a asma, foram reduzidos ap6s serem tratados com laser,
bem como melhorou a efetividade da obstru¢cdo pulmonar neste estudo clinico;

e A reducdo da inflamacédo alérgica pulmonar no modelo experimental de asma

perpetuou-se por duas semanas apos a aplicacédo do LBI.

Sendo assim, através de nossos dados pode-se concluir que a fotobiomodulacéo
produziu uma acéo favoravel tanto em animais quanto em pacientes. Desta forma, este
trabalho pioneiro denotou uma resposta clinica dindmica e eficaz sem efeitos colaterais,
nao obstante se faz necessario uma maior amostra. Nossos resultados contribuirdo para o
sucesso do tratamento da asma brénquica com LBI, mostrando, assim, ser uma possivel
terapia segura, nao invasiva e de baixo custo, que podera vir a ser adotada em politicas

publicas no pais.
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ANEXOS

TCLE - Termo de Consentimento para Participacdo em Pesquisa Clinica:

Nome do Voluntario:

Endereco:

Telefone para contato: Cidade: CEP:

E-mail:

1.Titulo do Trabalho Experimental: Estudo do laser de baixa intensidade em doengas

pulmonares inflamatérias.

2.0bjetivo: Avaliar o efeito do laser de baixa intensidade em doencas inflamatérias agudas em
pacientes portadores de asma brénquica e DPOC (doenga pulmonar obstrutiva cronica), buscando-
se determinar os mecanismos de agdo envolvidos, além de estabelecer dosimetrias confiaveis e

eficazes.

3.Justificativa: As estimativas mostram que a morbi-mortalidade por asma brénquica e DPOC vem
se elevando em muitas regides do Brasil e do mundo. Com a taxa de mortalidade e o tempo de
internacgéo elevada, gera-se para o tratamento um alto custo, onerando o Sistema de Saude (SUS).
Além disso, os efeitos colaterais das medicagGes disponiveis, 0s corticosterdides sdo muito
comprometedores e ha situacdes em que ndo € possivel administrar esse tipo de tratamento. Por
conseguinte, h4 uma necessidade urgente de se encontrar e/ou desenvolver novas terapias anti-
inflamatdrias com atividade imunomoduladora, fornecendo novas opcdes terapéuticas para tratar a

asma brénquica e a DPOC.

4. Procedimentos da Fase Experimental: Serdo realizados na primeira semana (antes do inicio
do tratamento), na 52 semana de tratamento e na 10® semana, a avaliacao clinica que consta das
seguintes etapas: espirometria antes do broncodilatador e ap6s 15 minutos de broncodilatador, que
consiste do paciente soprar dentro de um tubo com duracdo de 1 minuto, exame de sangue
(duracao de 5 minutos), amostra de secrecao do nariz e escarro através da tosse (duragéo de 5 a
10 minutos) sempre realizadas pela médica Maria Cristina Chavantes. A avaliacdo do fluxo de

pico expiratério e inspiratério no qual o paciente



sopra todo o ar dentro de um tubo serd realizada duas vezes por semana antes e apds tratamento
com a laserterapia, aplicado pela fisioterapeuta Nathali Cordeiro Pinto, durante 1 minuto. Para
avaliar a presenca de sinais e sintomas de asma e DPOC, um modelo padronizado de questionario
serd aplicado diariamente nos pacientes pela fisioterapeuta Nathali Cordeiro Pinto, durante 3
minutos. Em todos os grupos de laser serd aplicado a irradiacdo em 6 pontos embaixo da lingua do
paciente e em 4 pontos na regido do nariz, durante 2 minutos e 40 segundos. O tratamento
constara de 2 aplicacdes de laserterapia por semana, com intervalo de 2 dias entre uma e outra
aplicacdo, totalizando 10 semanas de aplica¢des. Todos os pacientes serdo monitorados antes e
apos a laserterapia por meio de oximetria digital que mede a quantidade de oxigénio no sangue de
forma nao invasiva (como um clipe no dedo), assim como a medicado da temperatura, da presséo

arterial e da frequéncia cardiaca.

5.Desconforto ou Riscos Esperados: Pode haver riscos e desconforto na puncdo do sangue,
como por exemplo, ardéncia e hematoma no brago. Ha também desconforto na inalacdo da
solucdo salina e lavado, como por exemplo, irritacdo da garganta e tosse. Os pacientes podem se
beneficiar do tratamento com laserterapia e contribuir para melhora dos sintomas a curto e em
longo prazo. Mas somente no final do estudo poderemos concluir a presenca de algum beneficio

para os pacientes no futuro.

6. Métodos Alternativos Existentes: Nao ha.

7. Retirada do Consentimento: E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer
momento e deixar de participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu
tratamento na Instituicdo. A sua participagéo neste estudo é voluntaria e caso deseje sair ou
desistir de participar, basta informar-nos a qualquer momento. Isto ndo trara nenhum problema

para o seu acompanhamento ou para o tratamento da sua doenca.

8. Garantia do Sigilo: As informacdes obtidas serdo analisadas em conjunto com outros
pacientes, ndo sendo divulgado a identificacdo de nenhum paciente. Vocé tera, a qualquer
tempo, direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais das pesquisas, quando em

estudos abertos, ou de resultados que sejam do conhecimento dos pesquisadores.



9. Formas de Ressarcimento das Despesas decorrentes da Participagcdo na Pesquisa: Nao
havera despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo, incluindo exames e
consultas. Também ndo h&d compensacado financeira relacionada a sua participacdo. Se existir

gualguer despesa adicional, ela serd absorvida pelo orcamento da pesquisa.

10. Local da Pesquisa: Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais
responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais dlvidas. Os pesquisadores
poderdo ser encontrados no endereco Av. Rua. Vergueiro n°® 235/249 — 2° subsolo - Liberdade —
Séo Paulo — SP, CEP. 01504-001, Fone: 3385-9197.

11. Comité de Etica em Pesquisa (CEP) é um colegiado interdisciplinar e independente, que deve
existir nas instituicdes que realizam pesquisas envolvendo seres humanos no Brasil, criado para
defender os interesses dos participantes de pesquisas em sua integridade e dignidade e para
contribuir no desenvolvimento das pesquisas dentro dos padrBes éticos (Normas e Diretrizes
Regulamentadoras da Pesquisa envolvendo Seres Humanos — Res. CNS n° 466/12). O Comité de
Etica € responsavel pela avaliacdo e acompanhamento dos protocolos de pesquisa no que
corresponde aos aspectos éticos.

Endereco do Comité de Etica da Uninove: Rua. Vergueiro n° 235/249 — 3° subsolo - Liberdade -
Séo Paulo

— SP CEP. 01504-001 Fone: 3385-9197

comitedeetica@uninove.br

12. Nome Completo e telefones dos Pesquisadores (Orientador e Alunos) para Contato:
Prof. Dr2 Maria Cristina Chavantes - (011) 3288-4246, Dr2 Nathali Cordeiro Pinto - (011)
971600512.

13. Eventuais intercorréncias que vierem a surgir no decorrer da pesquisa poderao ser discutidas

pelos meios proprios.

15. Consentimento Pés-Informagao:


mailto:comitedeetica@uninove.br

UNINOVE

XX ¥ g@mﬁm
Universidade Nove de Julho
Eu, , apos leitura e compreensao deste

termo de informacéo e consentimento, entendo que minha participacao é voluntaria, e que posso
sair a qualguer momento do estudo, sem prejuizo algum. Confirmo que recebi uma via deste
termo de consentimento, e autorizo a realizagéo do trabalho de pesquisa e a divulgacdo dos

dados obtidos somente neste estudo no meio cientifico.

Sao Paulo, de de XXXX.

Assinatura do Participante Assinatura do Pesquisador Responsavel

UNIVERSIDADE NOVE DE JULHO - UNINOVE

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA



Titulo da Pesquisa:ESTUDO DO LASER DE BAIXA INTENSIDADE EM DOENCAS PULMONARES
INFLAMATORIAS

Pesquisador: Nathali Cordeiro Pinto

Area Temética:

Versao: 2

CAAE: 51587215.7.0000.5511

Instituicdo Proponente:

Patrocinador Principal: ASSOCIACAO EDUCACIONAL NOVE DE JULHO

DADOS DO PARECER

NUumero do Parecer: 1.440.848

Apresentacéo do Projeto:

A asma broquica e a doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC) encontram-se entre as doencgas
respiratérias cronicas (DRC) mais comuns. Milhdes de pessoas de todas as idades sofrem dessas doencas.
A prevaléncia da asma se eleva em algumas popula¢gdes e permanece alta em paises em desenvolvimento,
correspondendo a 5% a 10% das mortes por causa respiratéria. A DPOC encontra-se entre a quinta e sexta
das principais causas de morte no Brasil. Ambas geram uma resposta inflamatéria pulmonar que séo
amenizados por tratamentos ndo-curativos e que apresentam sérios efeitos colaterais. O Laser de baixa
intensidade (LBI) ou laserterapia tem sido utilizado ha cerca de 50 anos com o objetivo de

auxiliar o processo de cicatrizagéo, revelando eficientes respostas antiinflamatorias e analgésicas, assim
como em modelos experimentais de inflamacéo aguda e crénica. Entretanto, pouco se sabe sobre sua
resposta em doencas pulmonares inflamatérias, em especial, a asma bréquica e DPOC. Alguns relatos
referem que a laserterapia pode interferir positivamente aliviando os sinais clinicos, o inicio e os sintomas
finais da inflamacé&o pulmonar. O presente projeto tem como objetivo estudar os efeitos do LBI em doencas
inflamatérias agudas em pacientes com processos pulmonares, determinar seus mecanismos de agao, além
de estabelecer dosimetrias confiaveis e eficazes.



Endereco: VERGUEIRO n° 235/249
Bairro: LIBERDADE CEP: 01.504-001
UF: SP Municipio: SAO PAULO

Telefone:  (11)3385-9197 E-mail: comitedeetica@uninove.br
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As doencas respiratérias cronicas (DRC) sdo doencas cronicas tanto das vias aéreas superiores quanto das
inferiores. A asma brdquica, a rinite alérgica e a doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC) séo as DRC
mais comuns. Representam um dos maiores problemas de salide mundialmente. Centenas de milhées de
pessoas de todas as idades sofrem dessas doencas e de alergias respiratorias em todos os paises do
mundo e mais de 500 milhdes delas vivem em paises em desenvolvimento. As DRC estdo aumentando em

prevaléncia particularmente entre as

criancas e os idosos. Afetam a qualidade de vida e podem provocar incapacidade nos individuos afetados,
causando grande impacto econdmico e social. As limitacdes fisicas, emocionais e intelectuais que surgem
com a doenca, com consequéncias na vida do paciente e de sua familia, geram sofrimento humano.

Objetivo da Pesquisa:
Objetivo Primario:

Avaliar o efeito do laser de baixa intensidade em doencgas inflamatorias agudas em pacientes portadores de
asma brénquica e DPOC, buscando-se

determinar os mecanismos de agdo envolvidos, além de estabelecer dosimetrias confidveis e eficazes.

Objetivo Secundario:
- Analisar a resposta inflamat6ria pulmonar através dos marcadores inflamatérios (IgE, TNF-, IL-1, IL-6) e da
infiltrac@o de células do sistema imune

do tecido pulmonar bem como realizar o lavado nasal antes e ap6s o tratamento com LBI;

- Estudar a resposta da fun¢éo pulmonar pré e pés tratamento com LBI;

- Determinar se a Laserterapia podera alterar a resposta imune pulmonar através da modificagdo no perfil
de marcadores Thl (TNF-, IL-1, IL-6) e Th2 (IL-10);

- Investigar se o LBI é capaz de atuar sobre os macréfagos, alterando o fenétipo pré-inflamatério das
células M1(TNF-,HIF-1) para o fenétipo M2 (PGC-1).



Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Pode haver riscos e desconforto na puncdo do sangue, como por exemplo, ardéncia e hematoma no braco.
H& também desconforto na inalagdo da solugéo salina e lavado, como por exemplo, irritagdo da garganta e
tosse. Os pacientes podem se beneficiar do tratamento com laserterapia e contribuir para melhora dos
sintomas a curto e em longo prazo. Mas somente no final do estudo poderemos concluir a presenca de
algum beneficio para os pacientes no futuro.
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Comentérios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

Pela metodologia proposta, a pesquisa parece factivel e reprodutivel. Os voluntarios devem ser alertados do
tempo necessario da realizacdo de toda a pesquisa e quantas vezes retornardo para os procedimentos. E,
também, esclarecer a todos os sujeitos, detalhadamente, todas as etapas experimentais.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatéria:

Os termos foram apresentados de forma adequada, de forma bem escrita e detalhada.

Recomendacdes:

O cronograma de execucao diz que a coleta serd no primeiro trimestre de 2016. Apenas sugiro comegar a
coleta ap6s a aprovagdo do Comité de Etica.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:
Aprovado.
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Introduction

Idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) is a chronic and progressive lung disease of unknown
etiology, without any efficient treatment, presenting high morbidity and mortality rates (1). IPF is
an interstitial lung disease characterized by inflammation and excessive extracellular matrix

deposition in the lung parenchyma, culminating in worsening of pulmonary function (1).

The pathogenesis of IPF is associated with exacerbated inflammatory response as well as
development of fibrosis in the lung parenchyma (1,2). Although there are controversies, a
relevant number of studies show an important role of inflammation in disease progression (2),
while another attributes the development of disease to aberrant activation of epithelial cells,
inducing fibroblasts migration, proliferation and activation (3). Anyway, the major problem of
IPF is the inexistence an effective treatment to control disease progression, particularly, the
aggressive development of fibrosis. In this context, great efforts have been made to understand
the cellular and molecular mechanisms underlying IPF pathogenesis, as well as to develop new

pharmacological and non-pharmacological therapies (4-10).

Accordingly, low level laser therapy (LLLT) is being considered a promising approach for
chronic inflammatory diseases, with low cost and no adverse effects. In this way, several studies
have reported the positive effects of LLLT in experimental settings of different lung diseases,

except for lung fibrosis (11-15).

Considering that IPF is a complex and progressive lung disease whose pathogenesis is not well
established, without effective therapy, the present study aimed to investigate the effects of LLLT
on lung tissue remodeling and inflammation in an experimental model of IPF induced by

bleomycin.



Materials and Methods

Animals

Male C57BI/6 mice (~20g) were obtained from the Nove de Julho University, and maintained in a
light and temperature-controlled room (12/12-hour light-dark cycle, 21 + 2°C), with free access to
food and water. The experiments were approved by the Institutional Animal Care Committee.

The mice (n = 2 x 6 mice/group) were divided into 3 experimental groups: Basal, non-manipulated
mice, which were used to investigate the parameters at basal level; Bleo, identified as mice with
pulmonary fibrosis and, Bleo+L, identified as mice with pulmonary fibrosis treated with LLLT. The
mice were killed by sectioning the abdominal aorta under deep anesthesia with ketamine-xylazine
by intraperitoneal route (100 mg/kg and 20 mg/kg, respectively) 22 days after bleomycin

administration. .

Experimental model of idiopathic pulmonary fibrosis (IPF)
The induction of fibrosis induced by bleomycin is an experimental model widely used to investigate
the physiopathology of IPF (Moore et al., 2008). Thus, after anesthesia, the animals received single

administration of bleomycin (1,5U/Kg; Meizler Biopharma, SP, Brazil) by orotracheal route (9,10).

Laser therapy

14 days after bleomycin administration, Bleo+L group received LLLT (continuous wave, 780 nm, 3
Jlem?,30 mW, 60 s per point) administration during 7 consecutive days. Mice received LLLT
administration in three points: end of trachea and in right and left lungs. Additionally, LLLT (same
laser parameters described above) was used in in vitro studies, performed using primary type Il

pneumocytes and fibroblasts obtained from 3 male C57BI/6 mice.



Isolation and culture of mice type Il pneumocytes and fibroblasts

Type Il pneumocytes and fibroblasts were isolated from 3 C57BI/6 male mice, as previously
described (7,8). Briefly, the lungs were removed, shredded and immersed in sterile enzymatic
solution for digestion comprises dispase Il (dispase Il 2.5 mg/ml and 50 ug/ml DNase 1), penicillin
(1%) and streptomycin (1%) at 37°C for 60 min. After digestion, the material was filtered and the
cells resuspended in RPMI 1640 and placed in petri dishes for 20 min. Non-adherent cells were
removed and discarded. Adherent cells were carefully collected and resuspended in RPMI 1640 plus
fetal bovine serum, penicillin and streptomycin and maintained in culture until the third passage.
The immunohistochemical analysis for phenotypic characterization of the population in culture was
performed. For this test we used antibodies to a-actin (myofibroblastic population). Subsequently,
the cells were counted and plated at a concentration of (1x10° cells) at 37° C in CO2 incubator for 24
hours with or without stimulus (bleomycin 250 ug/mL) (16). Thereafter, the supernatant was

collected for analysis of inflammatory and anti-inflammatory mediators.

Quantification of leucocytes in the lung and in the blood

Under tracheostomy, the lungs were flushed with PBS (1,5 ml total volume), and the collected
bronchoalveolar lavage (BAL) was centrifuged (900 g for 7 min at 4°C), and the resulting cell pellet
resuspended in 1 ml of PBS. The cell suspensions were stained with crystal violet, and the total cell

number was determined microscopically using a Neubauer chamber (9,10).

The whole blood cells analysis was performed using an automated hematology analyzer (Sysmex

XS-800i, Roche, USA).

Quantification of cytokines in supernatant of bronchoalveolar lavage (BAL) and in supernatant
of mice type Il pneumocytes and fibroblasts cell culture
Cytokines levels were determined in the supernatants of BAL and of cells culture. The results are

expressed as pg of cytokine produced per ml. The levels of IL-6, IL-1B, TNF, KC, IFN-y and IL-10



were quantified using ELISA kits purchased from BD Biosciences (USA). Determinations were
made in duplicate for every sample using standard curves according to the manufacturer's

specifications.

Lung histological analyses for quantification of cell migration and collagen fibers

The left lung was removed and fixed in formalin (10%) for 24 hours and embedded in paraffin.
Five-um thick sections were stained with hematoxylin and eosin for leukocytes quantification in the
lung parenchyma and with Picrosirius for collagen fibers. The lung histology and morphometry

were performed accordingly (17).

TGF-p quantification in lung cells

Right lungs were obtained after right heart perfusion of 10 mL of cold PBS. The tissue was minced
with scissors and incubated for 45 minutes at 37°C with 2,5 mg/mL of Colagenase D (Roche) in
HBSS. To stop collagenase activity, cells were suspended in Ca2+/Mg2+ free HBSS and
centrifuged at 450 g and 4°C for 5 minutes. Further, cells were suspended in PBS 2% FBS, counted
and stained with 5 pg of anti-CD45 APC in 25 pL of PBS 2% FBS for 20 minutes at 4°C. Cells
were washed and stimulated for 6 hours with phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA,; 10 ng/mL) and
ionomycin (400 ng/mL) in the presence of brefeldin A (5 mg/mL). Cells were then washed twice in
wash buffer, permeabilized, washed again and stained with anti-TGF-B for 30 minutes at room
temperature in the dark. After being washed twice, the cells were resuspended in 1% formaldehyde
in PBS and analyzed within 24 hours by means of four-colour flow cytometry (Accuri flow
cytometer, BD Biosciences). 5x10° events were collected after elimination of cell doublets by FSH-

height x FSC-area plot analysis.

Statistical analysis
Data are expressed as the means £ SD, and comparisons among the experimental groups were

analyzed by one-way ANOVA followed by the Student’s Newman-Keuls test for multiple



comparisons using GraphPad software 5.0. P-values less than 0.05 were considered statistically

significant.
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Figure 1. Reduced cellular infiltration in the lungs of Bleomycin and LLLT treated animals.
Bleomycin animals were submitted to therapeutic protocols as described in materials and methods.
Further, all animals were euthanized and BAL obtained for cytospin and the quantification of total
cells (A), macrophages (B), neutrophils (C) and lymphocytes (D). Data representative of three
independent experiments. n=5-8 animals per group. One-way ANOVA.
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Figure 2: Reduced cellular infiltration in the blood of Bleomycin and LLLT treated animals.
Bleomycin animals were submitted to therapeutic protocols as described in materials and methods.
Further, all animals were euthanized and blood obtained for quantification of total cells (A),
monocytes (B), lymphocytes (C) and neutrophils (D). Data representative of three independent
experiments. n=5-8 animals per group. One-way ANOVA.
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Figure 3: Reduced levels of cytokines in the BAL of Bleomycin and LLLT treated animals.
Bleomycin animals were submitted to therapeutic protocols as described in materials and methods.
Further, all animals were euthanized and BAL obtained for the quantification of TNF-a (A), IL-1B
(B), IL-6 (C), CXCL1/KC (D), IFN-y (E), IL-10 (F) and TGF-B (G). Data representative of three
independent experiments. n=5-8 animals per group. One-way ANOVA.
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Figure 4: Reduced airway collagen in the lungs of Bleomycin and LLLT treated animals.
Bleomycin animals were submitted to therapeutic protocols as described in materials and methods.
Further, all animals were euthanized and lungs obtained for histological analysis. Data representative
of three independent experiments. n=5-8 animals per group. One-way ANOVA.
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Figure 5. Quantification of TGF-$ in lung by flow cytometry. TGF-$ was quantified in total cells
of lung (A) and dot plots representative of graphs (B). Data represent the mean + SD of eight
animals. *** p<0,001 when compared to Basal group and ¢ P<0,01 when compared to Bleo group.



The total number of cells, neutrophils and lymphocytes was higher in Bleo group than in Basal
group (Fig 1A, 1C and 1D) in LBA. Interestingly, a significant reduction in total cell counts,
neutrophils and lymphocytes were observed in Bleo+L group in comparation to Bleo, there was no

difference in the number of macrophages in all groups (Fig 1B).

Figure 2 showed that Bleo group had an increased number of total cells (2A) and lymphocytes (2D)
circulating when compared to non-treated group (Basal). In addition, no differences were observed
among the monocytes and lymphocytes in Bleo group when compared to Basal group. Moreover,
we showed that Bleo+L group had reduced total, neutrophils (2C) and lymphocytes circulating when

compared to Bleo group. No differences were observed between Bleo+L and Bleo groups (Fig 2D).

To understand the effects of laser therapy on the lung fibrosis, we evaluated inflammatory and anti-
inflammatory cytokines released in the BAL fluid. In Fig. 3, we showed increased levels of TNF-a,
IL-1B8, IFN-y, IL-10 and TGF-B (panels A, B, C, D and E respectively) in Bleo group when
compared to the Basal group. On the other hand, the Bleo+L group showed reduced TNF-a,, IL-1f,

IFN-y, IL-10 and TGF-f levels when compared to Bleo group.

Bleomicyn treatment induced significant accumulation of collagen fibers in the airway wall of the
animals (Figure 4) compared to |Basal group. In contrast, laser therapy significantly reduced the

accumulation of collagen fibers in airway wall in the Bleo+L group when compared to Bleo group.

Next, we performed flow cytometry analysis in the lung from all experimental groups to evaluate
changes in the frequency of CD45+TGF-f+ cells in the lungs (Fig 5). We observed increased in
TGF-p of total cells of Bleo group when compared to Basal group. However, we findings from the
frequency of TGF-p in total cells were significantly reduced of the laser therapy when compared to

Bleo group.



Discussion

Idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) is a devastating disease with no cure or effective treatment
available (1-3). The inflammatory pattern in the lungs of IPF patients are characterized by
accumulation and activation of leukocytes in the lung interstitium (1-3; 18-20). Leukocytes
hyperactivation in the lungs are related with disease severity and progression (18). In addition,
experimental models using bleomycin to induce lung fibrosis have reported, similarly to human
findings, increased number of neutrophils, macrophages and lymphocytes in the lung interstitium
(19). In agreement with the literature, the present study demonstrated increased number of
neutrophils, macrophages and lymphocytes in bleomycin-treated mice. On the other hand, the
results also demonstrated that LLLT significantly reduced the number of these cells, pointing out the
anti-inflammatory effects of Laser in a model of bleomycin-induced pulmonary fibrosis. These
findings are especially important considering the relation of pulmonary inflammation with disease
severity and progression (20). A study from Peron et al. (2015), have demonstrated similar findings
concerning the anti-inflammatory effects of laser in a model of chronic obstructive pulmonary

disease (COPD) induced by cigarette smoke (11).

Beyond pulmonary inflammation, IPF is mainly characterized by multiple foci of accumulation of
extracellular matrix proteins (i.e. collagen fibers) in the lung interstitium and disruption of lung
alveolar architecture (1-3). These characteristics are directly related to decline of lung function,
leading to a poor health-related quality of life (19). These histopathological features are presented in
models of bleomycin-induced pulmonary fibrosis (20), and were observed in the present study. So,
is very important to reinforce that LLLT significantly reduced the collagen fibers accumulation in
the lung parenchyma, demonstrating the anti-fibrotic effects of laser in a model of bleomycin-
induced pulmonary fibrosis. These anti-fibrotic effects of LLLT have been demonstrated in other

models of pulmonary diseases, such as in asthma (12) and COPD (11).

Cytokines and growth factors play a key role in the pathophysiology of IPF (1, 3, 21, 22). IL-1beta

is a pro-inflammatory and pro-fibrotic cytokine, primarily released by activated macrophages and



epithelial cells (21). This cytokine is centrally involved in the pathophysiology of IPF and induces
the release of other cytokines, such as IL-6 and TNF-alpha (23). In agreement with the literature, we
have found increased levels of IL-1beta in BAL of bleomycin-treated mice (3, 23). Of note, LLLT
have significantly reduced the levels of IL-1beta, pointing out its anti-inflammatory and anti-fibrotic
effects in a model of bleomycin-induced pulmonary fibrosis. Beyond IL-1beta, IL-6 have been also
accounted to an important role in IPF pathophysiology, contributing both to inflammation and
remodelling, inducing the conversion of fibroblasts to myofibroblasts (1-3, 23). In the present study,

we found increased levels of IL-1f in BAL of bleomycin-treated animals. These increased levels of

IL-1p were totally abrogated in bleomycin-treated animals submitted to LLLT treatment.

IL-8 is a potent chemokine attracting neutrophils to the lungs of IPF patients and its levels are
increased in BAL of IPF patients (22). In the present study, increased levels of CXCL1/KC, a
murine homologue of IL-8 was found in BAL of bleomycin-treated mice, which were significantly
reduced in LLLT mice. Another important cytokine involved in the fibrosis response is the tumor
necrosis factor alpha (TNF-alpha), which is considered a profibrotic cytokine, especially for its
effects inducing TGF-beta expression in fibroblasts (23). Herein, in the present study we
demonstrated that TNF-alpha levels were increased in bleomycin-treated mice and significantly
reduced in laser treated mice. Similarly to TNF-alpha, the levels of TGF-beta were found increased
in BAL of bleomycin-treated mice and reduced by LLLT. TGF-beta is key growth factor involved in
IPF pathophysiology, which is responsible for fibroblast activation and differentiation to
myofibroblast, resulting in increased extra-cellular matrix proteins synthesis and accumulation (22,
23). In the present study, exercise inhibited TGF-beta release and accumulation in the lungs of
bleomycin-treated mice, which is particularly important to justify, at least partially, the antifibrotic

effects of LLLT.

At least, IL-10, an immunoregulatory and anti-inflammatory cytokine is found at very low levels in
IPF patients (24). IL-10 is capable to inhibit TGF-beta synthesis and activation and it was thought as

a really good promise to IPF treatment (24). In the present study, we found that LLLT, in



bleomycin-treated mice significantly increased the BAL levels of IL-10. This stimulating effect of
LLLT on IL-10 synthesis and release is very important considering the beneficial effects of I1L-10
controlling inflammation and fibrosis in the lungs, as previously demonstrated in models of asthma

(12) and COPD (11).

LLLT reduces both features of lung fibrosis, inflammation and remodeling, becoming a promising

strategy for further clinical trials for idiopathic pulmonary fibrosis patients.
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