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RESUMO

A asma afeta uma parcela significativa da populagéo, com elevado custo social
e econbmico. A terapia com fotobiomodulagdo (FBM) é um tratamento que
demonstra eficacia em doengas pulmonares por reduzir parametros
inflamatorios, com baixo custo e sem efeitos colaterais. O objetivo foi avaliar os
efeitos da terapia FBM em modelo experimental de inflamacgao alérgica pulmonar
cronica induzida por ovalbumina (OVA). Camundongos Balb/C foram divididos
em 6 grupos: Controle, OVA, e OVA+FBM (OVA+1J, OVA+3J, OVA+5J,
OVA+7,5J). A inflamacgao foi induzida por sensibilizacdo com OVA (dia 0 e dia
14) e desafio orotraqueal a partir do dia 21 (3 dias/semana por 5 semanas). Uma
hora apdés o desafio foi aplicado a irradiagdo com laser de diodo (660nm,
100mW), utilizando diferentes tempos de irradiacao (10s, 30s, 50s e 75s), em
trés pontos distintos, um abaixo da traquéia e um em cada lobo pulmonar. Vinte
e quatro horas apds o ultimo tratamento, os animais foram anestesiados e
eutanasiados para a coleta de lavado broncoalveolar (LBA) e dos pulmdes.
Parametros como contagem de células totais e diferenciais, niveis de citocinas
no LBA, producédo de muco, deposigdo de colageno, quantificacdo de
macrofagos, neutrdéfilos, eosindfilos no pulm&o, bem como analisamos a
porcentagem de linfécitos T (CD4 e CD25) e células T reguladoras (Foxp3) e a
liberacao de IL-10 por essas células. Os dados foram submetidos ao teste One-
way ANOVA seguido do pos-teste de Newman-Keuls. Niveis de significancia
ajustados para 5% (p<0,05). A terapia com FBM foi capaz de reduzir a
inflamacao pulmonar observada pela redugdo do numero total e diferencial de
células no LBA, principalmente com relagdo ao numero de eosindfilos, além
disso verificamos diminuigdo dos niveis das citocinas pré-inflamatdérias I1L-4, IL-5
e IL-13 no LBA no grupo tratado com FBM, bem como o aumento dos niveis de
IL-10.0bservamos o aumento de CD4*CD25*Foxp3* para os grupos tratados
com laser (3J, 5J e 7,5J), Ja para os valores de linfécitos CD4*IL-10*
presenciamos um aumento em todos os grupos tratados com FBM. Esses
resultados revelaram que a terapia com FBM apresentou um efeito benéfico na
migragao celular para o pulmé&o, bem como a estimulagéo da produgéo de IL-10.
Notamos também a reduc¢do da deposigcdao de muco e de colageno nas vias
aéreas nos grupos submetidos a terapia com FBM com as energias de 3J e 5J.
Portanto, concluimos que o uso da terapia com FBM na inflamacgao crbnica das
vias aéreas atenuou o processo inflamatério, bem como os pardmetros
funcionais e estruturais pulmonares, provavelmente devido ao aumento das
células T reguladoras.

Palavras chaves: asma, citocinas, remodelamento, fotobiomodulagdo, dosimetria.



ABSTRACT

Asthma affects a significant portion of the population, with a high social and
economic cost. Photobiomodulation therapy (FBM) is a treatment that
demonstrates efficacy in lung diseases by reducing inflammatory symptoms, with
low cost and without side effects. The objective was to evaluate the effects of
FBM therapy in an experimental model of chronic lung inflammation induced by
ovalbumin (OVA). Balb/C mice were divided into 6 groups: Control, OVA, and
OVA+FBM (OVA+1J, OVA+3J, OVA+5J, OVA+7.5J). Inflammation was induced
by OVA sensitization (day 0 and day 14) and orotracheal challenge from day 21
(3 days/week for 5 weeks). One hour after the challenge, irradiation with a diode
laser (660nm, 100mW) was applied, using different irradiation times (10s, 30s,
50s and 75s), at three different points, one below the trachea and one in each
lung lobe. Twenty-four hours after the last treatment, the animals were
anesthetized and euthanized for collection of bronchoalveolar lavage (BAL) and
lungs. Parameters such as total and differential cell counts, BAL cytokine levels,
mucus production, collagen deposition, quantification of macrophages,
neutrophils, eosinophils in the lung, as well as analyzing the rate of T lymphocytes
(CD4 and CD25) and T controllers ( Foxp3) and IL-10 release by cell assays. The
data were left to the One-way ANOVA test followed by the Newman-Keuls post-
test. Significance levels adjusted to 5% (p<0.05). Therapy with FBM was able to
reduce the pulmonary inflammation observed by reducing the total and
differential number of cells in the BAL, mainly with regard to the number of
eosinophils, in addition we verified the decrease in the levels of the pro-
inflammation cytokines IL-4, IL- 5 and IL-13 in BAL in the group treated with FBM,
as well as the increase in IL-10 levels. for the values of CD4+IL-10+ lymphocytes
we witnessed an increase in all groups treated with FBM. These results revealed
that FBM therapy had a beneficial effect on cell migration to the lung, as well as
the stimulation of IL-10 production. We also noticed a reduction in the deposition
of mucus and collagen in the airways in the groups submitted to FBM therapy
with the energies of 3J and 5J. Therefore, we conclude that the use of FBM
therapy in chronic airway inflammation attenuated the inflammatory process, as
well as related functional and pulmonary parameters, probably due to the
increase in regulatory T cells.

Keywords: asthma, cytokines, remodeling, photobiomodulation, dosimetry.
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1. Introducgao

1.1 Asma - Definigao

A asma é uma doencga heterogénea, caracterizada por inflamacéo cronica
das vias aéreas, geralmente associada a hiperresponsividade. E identificada
pelos sintomas respiratorios, como sibilos, aperto no peito severo e tosse, que
variam com o tempo e intensidade, juntamente com uma limitagao variavel do
fluxo aéreo expiratorio, isto € dificuldade de exalar o ar dos pulmdes devido a
broncoconstricdo, espessamento da parede das vias aéreas e aumento na
produgdo de muco, podendo ser reversivel espontaneamente ou com

tratamento.’

1.2 Asma - Dados Epidemiolégicos

Nos dias de hoje a asma tem afetado uma parcela significativa da
populagao, sendo considerada um problema de saude mundial, visto que afeta
entre 1 — 18% da populagdo mundial em diferentes paises. Aproximadamente
300 milhdes de individuos séo afetados por essa doenca em todo mundo. Com
um impacto importante na vida dos pacientes, seus familiares e do sistema de
saude .

Segundo dados do Ministério da Saude do Brasil, a asma ocupa o quarto
lugar em internacgdes no Sistema Unico de Salde, além de ser a terceira principal
causa de hospitalizagdes em criangas e jovens adultos 2. Os gastos com asma
grave, no Brasil, consomem quase 25% da renda familiar dos pacientes de
classe menos favorecida e, de acordo com a Organizacdo Mundial de Saude
(OMS), esse montante ndo deve exceder 5% da renda familiar 4.

A asma possui um alto custo econémico, em termos de custos médicos
diretos, seja com uso de medicamentos, com interna¢des hospitalares, ou com

o importante agravamento se adicionarmos aos valores despendidos com 0s
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seus efeitos secundarios, como o absenteismo escolar e no trabalho, além da

piora na qualidade de vida dos pacientes asmaticos e morte prematura 3.

1.3 Asma Alérgica — Mecanismos Celulares e Moleculares

Existem subtipos de asma, a alérgica e néo alérgica, a inflamagéao é
desencadeada por respostas imunes inatas ou adquiridas. Os asmaticos tém
linfécitos T ativados, com perfil T helper 2 (Th2) de liberagédo de citocinas 6. A
ligacdo de citocinas com perfil Th2 na fisiopatologia da inflamagao das vias
aéreas, eosinofilia e produgdo excessiva de muco é bastante conhecida 7. O
alérgeno interage com células dendriticas e linfécitos T CD4", levando ao
desenvolvimento de linfécitos Th naive, que dao origem a clones de linfocitos
Th2. Estes secretam grandes quantidades de interleucina-4 (IL-4), interleucina-
5 (IL-5), interleucina-9 (IL-9) e interleucina-13 (IL-13) 8°. A IL-4 e IL-13 estimulam
a maturagdo dos linfécitos B e a sintese de IgE, além de ajudar no

desenvolvimento de mastdcitos junto com a IL-9 ©.

A IL-5 leva ao crescimento e diferenciagcdo dos eosindfilos. Durante a
reexposigcdo antigénica, a IgE liga-se aos receptores Fc nos mastocitos e
eosindfilos. Quando a IgE ligada aos receptores, faz ligagdo cruzada com o
antigeno, as células sao ativadas e liberam mediadores como histamina,
leucotrienos, citocinas (IL-4, IL-5, IL-13, “Tumor Necrosis Factor-alpha” TNF-a),
prostaglandinas, proteases, que causam broncoconstricao, obstrucao do fluxo
aéreo, aumento na producado de muco, aumento da permeabilidade e edema,

esta fase é caracterizada como fase aguda da asma ©°.

Apos esses efeitos rapidos segue-se a fase crénica, sendo uma reagao
inflamatoria progressiva caracterizada por infiltrado de eosindfilos, neutréfilos e
linfocitos, onde esses ultimos tém particular importancia. Com o inicio da fase
crbnica, o ambiente inflamatdrio é caracterizado pela presenga de citocinas (IL-
4, |L-5, IL-13) (Tabela 1), quimiocinas (eotaxina, RANTES e MIP- 1a), moléculas
de adesao e seus receptores (VLA-1, VLA-4, ICAM-1, VCAM-1), mediadores
lipidicos (PAF, LTB4, LTC4 e PGE2) e diversas substancias secretadas por

eosindfilos como a proteina basica principal (MBP), a proteina catibnica
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eosinofilica (ECP). Através de seus mediadores as células causam lesdes e
alteracdes na integridade epitelial, anormalidades no controle neural autonémico
(substancia P, neurocinina A) e no tbnus da via aérea, alteracbes na
permeabilidade vascular, hipersecrecdo de muco, mudangas na funcao

mucociliar e aumento da reatividade do musculo liso da via aérea .

Em alguns individuos, ha uma maior progressao da inflamagao levando
ao remodelamento das vias aéreas. O remodelamento leva a alteragcbes na
arquitetura das vias aéreas de tal forma que a obstrucéo do fluxo de ar pode ser
irreversivel (Figura 1). O que acontece é que a lesdo epitelial encontrada na
asma deve ser reparada. Ocorre entdo a liberagao de varias citocinas e fatores
de crescimento como EGF (epidermal), TGF-B, o FGF (fibroblastos), o VEGF
(endotelial vascular). O dano epitelial também ativa as préprias células epiteliais,
além dos leucécitos em geral e de outras células estruturais, como os
fibroblastos e miofibroblastos, resultando em proliferacao e estimulo do depésito
intersticial de colageno na lamina reticular da membrana basal, o que explica o
aparente espessamento da membrana basal e as lesbes irreversiveis que

podem ocorrer em alguns pacientes com asma 3.
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a Fase Aguda b Fase Crénica © Remodelamento — Hiperplasia e
hipertrofia
Masculo Liso

Célula de Goblet

e
t!? Danos nas vias
-~y aéreas /
) 1) inflamagdo
R

Leucotrieno Histamina

S s - T #, colageno
20 2% °og ~9 ﬁ'c‘“
IL4 L5 IL13 Eosindfilo e, Citocinas Fibroblastos
Quimiocinas
Prostanéides

Nature Reviews | Immunology

Figura 1 — Fisiopatologia da asma brénquica. Adaptado segundo Nature Reviews
Immunology, 2002.

E importante destacar que na asma, o resultado final dos eventos
moleculares e celulares envolvidos desde a sensibilizacdo, na ativacdo de
células Th2 até a ativacdo dos mecanismos efetores dessas citocinas, formam

todas as caracteristicas de uma inflamagao pulmonar.
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Tabela 1 — Interleucinas e os seus efeitos nas células-alvo.

NOME FONTE CELULAS-ALVO EFEITOS NAS CELULAS ALVO
IL-4 Células Th2 Células T Diferenciacao de células T em células
Mastocitos Células B Th2
Macrofagos Fator de crescimento de células B
Produgéao de IgG1 e IgE
IL-5 Células Th2 Células B Crescimento e diferenciagao das
Eosindfilos células B
Produgéo de IgA
Crescimento, diferenciacao e ativagao
de eosindfilos
IL-9 Células T Células T Sobrevivéncia das células T e
Mastdcitos Mastdcitos secrecgao de citocinas
Células NK Crescimento e ativacdo de mastécitos
IL-13 Células Th2 Células B Crescimento e diferenciagao das
Mastocitos Mondcitos células B
Células NK Fibroblastos Produgéo de IgE
Células epiteliais Aumento da producédo de muco
Sintese de colagénio
Inibe a producgao de citocinas pro-
inflamatdrias
IL-10 Células Th2 Macrofagos Inibe a producgao de citocinas de Th1
Mastocitos Células B (IFN-y, TNF-B, IL-2)
Macrofagos Células Th1 Inibe a producao de IL-12 de
Células B Células dendriticas macrofagos
Diminui a expresséo de MHC classe |l
em células dendriticas

Fonte: A Biblioteca de Conceitos Médicos da Lecturio.


https://www.lecturio.com/concepts/
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1.4 Asma - Intervencgoes Terapéuticas

Os tratamentos atuais para asma sao focados em controlar os sintomas
e prevenir exacerbagdes. Podendo ser controlados na maioria dos casos, com o
objetivo de melhorar a qualidade de vida do asmatico. Esse controle &
frequentemente utilizado para manter a doenga controlada por periodos
prolongados. Os medicamentos sao divididos em duas categorias: os para
controle e os para alivio dos sintomas momentaneos, sendo que os utilizados
para controle devem ser administrados diariamente por longos periodos .

Entre os medicamentos incluem-se agentes broncodilatadores, anti-
inflamatodrios e antialérgicos. Em tratamentos de manutencdo s&o utilizados,
Corticosterdide inalatorio, Beta-agonistas de ac&o prolongada (LABA),
Antagonistas de receptores de leucotrienos cisteinicos (antileucotrienos),
Teofilina, Omalizumabe, Bambuterol (beta-agonista de acao prolongada por via
oral), Cromonas, e Imunoterapia especifica com alérgenos. No caso de resgate
de sintomas agudos s&o utilizados, Beta-2 agonistas inalatérios de curta
duragédo, aceradossides orais, e anticolinérgicos inalatérios . Embora a terapia
medicamentosa seja classicamente a primeira opg¢ao para o tratamento das
doencgas pulmonares cronicas, essa opg¢ao ainda desencadeia alguns efeitos
colaterais indesejados.

Em busca de terapias alternativas que beneficiem o paciente asmatico,
esta a que nao apresente efeito colateral, seja de facil acesso e baixo custo.
Tém-se investigado a utilizagdo da fotobiomodulagdo como alternativa no
tratamento de doengas pulmonares, podendo ser uma opgao eficaz, segura, de
baixo custo e sem efeitos adversos, auxiliando o tratamento de doencgas

inflamatarias e fibréticas, em geral 4.



20

1.5 Laser de Baixa Intensidade

A utilizacdo do laser operando em baixa intensidade é estudada desde os
anos sessenta e ganhou seu espaco na medicina por demonstrar eficiéncia em
varias enfermidades, entre estas as feridas e ulceras indolentes, ulceras de
estdbmago, tratamento pos-cirdrgicos, contusdes, dor cronica entre outras.?® Em
varios trabalhos vém sendo realizados para se avaliar os efeitos dessa radiacéo
sobre os tecidos. Onde o alvo da fotobiomodulagao € um tecido alterado, na qual
a energia absorvida é utilizada para produzir efeitos, fotofisicos, fotoquimicos
e/ou fotobioldgicos nas células do tecido, que ocorre devido a presenga de
moléculas sensiveis, onde a radiagdo restabelece a homeostase energética
fazendo com que as células voltem a proliferar, diferenciar e secretar citocinas
15,16,18,19

Apesar da terapia com fotobiomodulagao ser amplamente utilizada na
reducdo da dor, inflamagdo, edema e cicatrizacdo, ainda ndo ha um
entendimento e concordancia quanto a melhor dose a ser utilizada. A teoria
estabelecida pela Lei de Arnold Shultz, sugere que estimulos fracos sdo capazes
de acelerar ligeiramente a atividade vital, enquanto estimulos mais fortes irdo
atingir um pico maximo e suprimir a resposta celular. Propde que se houver
aplicacao suficiente de energia, ndo havera resposta, porque o limite minimo nao
foi atingido. Em segundo momento, se mais energia for aplicada, entao um limiar
€ cruzado e ocorre a bioestimulagdo. Por ultimo, quando muita energia é
aplicada, a estimulagao por sua vez desaparece e entao sera substituida pela

bioinibigao %2.

O laser atua através do efeito fotobioquimico que ocorre devido a
presenca de moléculas sensiveis a determinados comprimentos de onda. A
absorcao desses fotons por moléculas intracelulares especificas, podem alterar
suas atividades e assim, produzir estimulagdo ou inibicdo de atividade
enzimatica e de reacgdes fotoquimicas. Existe no organismo uma fotorregulagéo,
com alteracdes nos fotorreceptores provocando assim, mudancas na atividade
funcional e metabdlica da célula. Estas mudancgas bioquimicas podem alterar

processos fisioldgicos com conotagdes terapéuticas. Karu et al. (1999, 2004).
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Demonstrou alguns desses efeitos associados a terapia com laser de baixa
intensidade tais como: estimulacdo de crescimento celular, reparagcao celular,
efeito anti-inflamatoério, reducdo de edema/revascularizacdo, redugcao da
formacado de tecido fibroso, maior atividade tissular e estimulagdo nervosa
(Figura 2) 2021,

INTERACAC DO LASER COM TECIDO BIOLOGICO

EFEITOS BIOQUINMICOS

AUMENTD WA SINTESE DE ATP

TAXA DE REFLICACAD MITODDNDR LAL AUNIENTADA

CROMOEQROS A

EFEITOS TERAPEUTICOS

MITOCONDRIA € MODULACAD KA BELAMACAD

Figura 2. llustragdao do esquema de interagédo do laser com a célula. Fonte: propria

1.6 Terapia com Fotobiomodulagao em Doengas Pulmonares

Apesar de a terapia medicamentosa apresentar uma maior eficacia, pois
possui em sua composicdo agentes broncodilatadores, antibidticos, a
fotobiomodulagao demonstrou efeitos sobre a estimulagdo de crescimento e
reparacao celular, efeito anti-inflamatério, reducdo de edemal/revascularizagao,
reducao da formagao de tecido fibroso e estimulagdo nervosa. Alguns autores
demonstraram o efeito da FBM em doengas que acometem as vias aéreas 23.
Assim, parece-nos razoavel que o sucesso dessa terapia com FBM depende de
um maior entendimento de processos biolégicos associados a seus efeitos anti-
inflamatdrios no tratamento de doencgas pulmonares.

A fotobiomodulagcdo em individuos acometidos por inflamagao pulmonar
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cronica, foi capaz de reduzir a migracao celular para o pulmao apds irradiagao
sobre a pele na regido acima do brénquio 2. Porém, vale ressaltar que a FBM
representa uma “ferramenta” ndo farmacolégica no tratamento de afecgdes
pulmonares. Assim, parece-nos razoavel que o sucesso dessa terapia depende
de um maior entendimento de processos biolégicos associados a seus efeitos
anti-inflamatérios no tratamento de doencgas pulmonares.

Evidéncias recentes sugerem que a terapia com a FBM melhora a
inflamac&o alérgica das vias aéreas 2°. Tém demonstrado que os efeitos da FBM
na inflamacdo pulmonar podem ser mediados pelos aumentos na
sintese/produgao de IL-10 induzida pela laser terapia. Corroborando com esses
achados, dados publicados do nosso grupo de pesquisa apontam aumento nos
niveis de IL-10, bem como de sua expressao no pulmao apos a terapia com a
FBM em modelo experimental de doencga pulmonar obstrutiva cronica (DPOC)
24_

Outros estudos do nosso grupo demonstraram redugao na inflamagéo
alérgica pulmonar apés a fotobiomodulagdo. Diminuindo o numero de
eosindfilos, eotaxina, citocinas de perfil Th2 e molécula de adesdo ICAM-1, bem
como, do fator de transcricdo STAT-6 5.

Todos esses dados em conjunto, sugerem papel supressor da terapia com
FBM sobre a inflamacgao pulmonar em diferentes modelos experimentais. Sendo
assim, esse trabalho ajudara a esclarecer os efeitos anti-inflamatoérios dessa

terapia em modelo experimental de asma induzido com ovoalbumina (OVA).
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5. Objetivo

Avaliar o efeito da terapia com FBM sobre mecanismos celulares da inflamacéao

pulmonar em modelo experimental de asma induzida por OVA.

2.1 Objetivos especificos

e Avaliar a inflamacgao pulmonar através da contagem de células totais e
diferenciais no LBA ap6s a terapia com FBM,;

e Verificar qual a melhor energia total do laser para promover o melhor
efeito anti-inflamatdério no pulmao;

e Analizar a fenotipagem das células pulmonares (macrofagos, neutréfilos,
células T CD4* e eosinofilos);

e Quantificar a liberagéo de citocinas (IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13) pelas essas
células apds a terapia com FBM;

e Analisar morfometricamente o remodelamento pulmonar (muco e
colageno) apos a fotobiomodulagao;

e Avaliar a populacédo de células T reguladoras CD4*CD25*Foxp3*, bem

como a producéao de IL-10 por essas células.
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5. Materiais e Métodos

3.1 Animais experimentais

Previamente ao inicio dos experimentos, o projeto do estudo foi
submetido & apreciacdo da Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA)
AN006/2013 da Universidade Nove de Julho. Seguimos os Principios Eticos na
Experimentacdo Animal, adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacéo
Animal — COBEA/Junho de 1991.

Foi utilizado camundongos Balb/C, machos, pesando aproximadamente
20-25 gramas, com idade de 6 semanas, os animais foram obtidos do biotério de
criacao da Universidade Nove de Julho e mantidos em condi¢des controladas de
umidade (50%-60%), luminosidade (12 h claro/12 h escuro) e temperatura (22°C

— 25°C) no biotério de experimentacado da Universidade Nove de Julho.

3.2 Desenho do estudo

O protocolo foi dividido em duas etapas, utilizando 50 camundongos. Ambas
as etapas com o mesmo protocolo experimental, os grupos foram divididos como
o Controle, OVA, OVA+1J, OVA+3J, OVA+5J, OVA+7,5J, totalizando em 5
grupos experimentais, utilizando 5 animais em cada grupo, escolhido de forma

aleatéria, (Figura 3).
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Balb/C Machos
N total= 50

f A

CONTROLE Inicio: dia 0 e 14, sensibilizagao (S.C) 10 ug de OVA

\ J

Inicio - dia 21: Desafio com 10 g de OVA orotraqueal,
(3x/semana) por 5 semanas

Nao
Manipulados | |
N= 35 animais

OVA+FBM1J | | OVA+FBM3J | | OVA+FBM5J | [OVA+FBM75J

|
[ Administracéoo.t. de | /Administragéoo.t.(b /Administragéoo.t.(b /Administragﬁoo.t.(b

10 ug de OVA 10 ug de OVA 10 g de OVA 10 g de OVA
orotragueal 1 hora orotraqueal 1 hora orotraqueal 1 hora orotraqueal 1 hora
antes da aplicagdo antes daaplicagéo antes da aplicacdo antes da aplicagéo
do FBM (3 pontos, do FBM(3 pontos, do FBM (3 pontos, do FBM(3 pontos,

100mw, 660 nm, 10s || 100mw, 660nm,30s || 100mw, 660 nm,50s || 100mw, 660 nm, 75s
porponto) (3x por por ponto) (3x por porponto) (3x por por ponto) (3x por
semana) por 5 semana) pors semana) por 5 semana) por5
semanas semanas semanas semanas
N= 5animais / \ N= 5 animais / \ N= 5 animais / \ N= 5 animais

24 horas apos a ultima administragao os animais receberam anestesia
com injecao intramuscular (i.m.) de xilazina 2% (0,06ml/100g) + cetamina
10% (0,08ml/100g), foram coletados sangue, lavado broncoalveolare
pulméo para analises posteriores.

Analise estatistica

Figura 3. Fluxograma com os grupos experimentais.
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3.3 Tamanho da amostra

Foram utilizados aproximadamente para o projeto 50 Camundongos
(Balb/C), (realizamos a divisao desse total de animais, de modo que a realizagéo
do protocolo experimental seja feita em dois sets diferentes). Para a primeira
parte do trabalho, os animais foram separados em 5 grupos experimentais,
contendo 05 animais em cada grupo (Figura 6). Os animais foram escolhidos de
forma aleatdria, o tamanho da amostra foi baseado no estudo de RIGONATO-
OLIVEIRA et al 2019.

3.4 Randomizacgao

Neste estudo utilizamos a randomizagao de forma que os animais foram

distribuidos e escolhidos aleatoriamente para compor os grupos.

3.5 Cegamento

O pesquisador do presente estudo conduziu todo experimento como

também a realizacado da avaliagdo de todas as analises.

3.6 Procedimentos Experimentais

3.6.1 Modelo de inflamagao pulmonar alérgica crénica usando Ovalbumina
(OVA)

O procedimento para indugao de inflamacao alérgica pulmonar crénica
usando Ovoalbumina (OVA), foi baseado estudo de RIGONATO-OLIVEIRA et al
2019, e constituiu das seguintes etapas primeiro os animais foram sensibilizados
com injegao subcutanea (s.c) de 4 ug de OVA (Sigma) juntamente com solugao
de Alum gel nos dias 0 e 14 (Figura 3) e 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 o acesso apropriado a via
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de administragao, para aplicacdo da anestesia com injecao intramuscular (i.m.)
de xilazina 2% (0,06mI/100g) + cetamina 10% (0,08mI/100g). Minutos apos foi
realizada a instilacdo de OVA (Figura 4).

Sensibilizacdo cominjecdo Administragao orotraqueal
subcutanea (s.c)

Figura 4. Demonstracao de sensibilizacao e administragcao orotraqueal
(o.t.) de OVA.

3.6.2 Terapia com FBM
A terapia com FBM foi baseado no estudo de RIGONATO-OLIVEIRA et al

2019, entdo os animais foram irradiados com um laser de diodo CW Continuous
Wave (Onda Continua) (Figura 5), com poténcia de 100 mW e comprimento de
onda de 660nm irradiando uma area de 0,045 J/cm2 com diferentes energias (1,
3, 5, 7,5 J). Uma hora apés cada desafio (Grupo Asma+FBM), os animais
receberam aplicacdo pontual em trés regides: uma abaixo da traquéia, e as
outras duas em cada lobo pulmonar (direito e esquerdo — Figura 6). Cada grupo
tera um tempo de irradiagdo diferente de acordo com a energia estabelecida
previamente, sendo eles respectivamente 10s, 30s, 50s e 75s, conforme a tabela
2.
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Tabela 2. Parametros dosimétricos do laser em baixa intensidade.

Energia Radiante (J) 1J 3J 5J 7.5J
Comprimento de onda (nm) 660 660 660 660
Largura espectral 120 20 120 120
Modo de operagéo Continuo Continuo Continuo Continuo
Poténcia radiante média (mW) 100 mw 100 mw 100 mwW 100 mw
Exposigdo radiante (J/cm?) 22 66 111 166
Area do feixe no alvo (cm?) 0,045 0,045 0,045 0,045
Tempo de exposigéo (s) 10s 30s 50s 755
Frequéncia Unica Unica Unica Unica
Pontos de aplicagao 3 pontos 3 pontos 3 pontos 3 pontos

Técnica de Aplicagao

1 cm distdncia

1 cm distancia

1 cm distancia

1 cm distancia

Figura 5. Laser de diodo utilizado no protocolo experimental. Marca: MMO
Optics/ Modelo: TF Premier PLUS.

Figura 6. Pontos de aplicacao do laser em baixa intensidade.

3.6.3 Grupos Experimentais
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0 14 21 28 ‘3'51 42 2 56 _57
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D

7
<

{} Nenhum procedimento realizado
f Sensibilizacdo com 4ug de OVA + Alum gel (s.c)

"‘ Desafio orotraqueal com 10ug de OVA (3x / semana)
f Irradiacé@o com laser de diodo

@ Andlise de Inflamac¢do Pulmonar

Figura 7. Desenho experimental.

3.7 Eutanasia

Cada grupo foi submetido a aplicagdo da anestesia com injecao
intramuscular (i.m.) de xilazina 2% (0,06mI/100g) + cetamina 10% (0,08mI/100g),
comumente utilizada na experimentacdo com roedores. A substancia foi
administrada minutos antes da exsanguinacao, utilizando uma seringa de 1mL e
agulha hipodérmica 25x5 mm. Apds as coletas, todos foram acondicionados e

descartados como lixo hospitalar (ou residuo de servigo de saude).

3.8 Desfecho

3.8.1 Avaliagao da inflamagao pulmonar no lavado broncoalveolar (LBA)

Apds anestesia os animais foram traqueostomizados e canulados e
pulmdes lavados com 3x0,5ml de tampao fosfato salino (PBS).
O volume do lavado recuperado foi centrifugado a 1600 rpm a 4°C Por 5 minutos.
O sobrenadante foi armazenado a-70°C Para analise das citocinas por meio de
ELISA.O bote Celular foi ressuspendido em 1ml de tampé&o fosfato salino (PBS)
e utilizado para a determinagcao das células no LBA realizado por citometria de

fluxo.
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3.8.2 Identificagao de células recrutadas para o pulmao por Citometria de

Fluxo

O tecido pulmonar foi fragmentado em pequenos pedagos e incubado
com colagenase |V e desoxirribonuclease | (DNAse) (Sigma) 2 mg/ml e 1 mg/ml,
respectivamente, por 30 minutos a 37° C sob agitagdo continua. Apds este
periodo, adicionamos a solugdo balanceada de Hank's (HBSS) acrescido de
EDTA para brecar a digestdo do material. Os fragmentos de pulmao foram
acerados e filtrados em peneira de 40 microns e o conteudo centrifugado a 1500

rom por 10 minutos e entdo ressuspendido em tampé&o PBS.

3.8.3 Fenotipagem

As células do pulméo foram incubadas com anticorpos monoclonais de
superficie anti-CD3 FITC, anti-CD11b PercP e anti-Ly6G (Becton Dickinson —
BD®, East Rutherford, NJ, EUA) para caracterizagao fenotipica dos linfécitos,
macrofagos e granulos (neutrofilos e eosindfilos) respectivamente. Também foi
feita a fenotipagem para caracterizagao dos linfécitos T (anti-CD3 Fitc, anti-CD4
APC e anti-CD8 Percp) (Becton Dickinson — BD®, East Rutherford, NJ, EUA). As
células foram incubadas por 20 minutos a 4° C. Também foi feita a analise de
fenotipagem para as células T reguladoras com (anti-CD4 FITC e anti-CD25 PE)
e com o fator de transcri¢cao (anti-Foxp3 Percp, bem como caracterizagao de IL-
10 (anti-IL-10 APC).

Apds o periodo de incubacdo, as amostras foram lavadas com PBS
contendo 0,01% de BSA e azida sddica e ressuspendidas em 200 yl do mesmo
tampao. As amostras foram adquiridas no citbmetro de fluxo BD Accuri
analisadas no software Csampler (Becton Dickinson — BD®, East Rutherford, NJ,
EUA).

3.8.4 Avaliagao dos niveis de citocinas no LBA por ELISA.
Os niveis de IL-4, IL-5, IL-10, IL-13, no LBA foram avaliados através do
kit Biolegends e R&D Systems. O ELISA é abreviatura para Enzyme Linked

Immuno Sorbent Assay(ensaio do imunoadsorvente ligado a enzima).
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3.8.5 Avaliagao da inflamacao e remodelamento das vias aéreas através da

histomorfometria.

Como intuito de avaliar os efeitos da terapia com FBM sobre a proporgéao
de volume de fibras colagenas e elasticas na parede das vias aéreas, além da
espessura do musculo liso brébnquico e da expressdo de muco acido e muco
neutro pelas células epiteliais brénquicas, os pulmdes esquerdos foram
coletados, fixados em formalina 10% e embebidos em parafina, cortes de 4um
de espessura foram realizados e as laminas coradas com Picrossirius para
deteccgdo das fibras de colageno e com acido periédico de schiff e azul alciano
para detec¢ao de muco acido e neutro.

A analise quantitativa foi realizada através da técnica morfométrica. 22 Os
paréametros morfologicos foram avaliados através do software Image Pro Plus
(versédo 4.5, NIH, Maryland, EUA). Foram analisadas 05 vias aéreas de cada

animal.

3.9 Métodos Estatisticos

Os dados foram analisados através do software GraphPad Prism 5.0
(EUA) com distribuicao paramétrica foram submetidos ao teste One-way ANOVA
seguido pelo teste de Newman-Keuls para comparagao entre os grupos. Os
niveis de significancia foram ajustados para 5% (p<0.05). Os graficos foram
elaborados utilizando-se o software GraphPad Prism 5.0 (EUA). Os niveis de
significancia foram ajustados para 5% (p<0.05). Os graficos foram elaborados

utilizando-se o software GraphPad Prism 5.0 (Califérnia, EUA).
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4. Resultados

4.1 Quantificagao das células presentes no LBA

Os resultados estao relacionados a porcentagem de células no lavado
broncoalveolar (LBA) determinada por citometria de fluxo. Verificamos aumento
significativo no numero de eosindfilos (Figura 9), linfécitos (Figura 10) e
neutrdéfilos (Figura 11) no grupo asmatico (OVA) quando comparado ao grupo
Basal. Quando analisamos o grupo asmatico submetido ao tratamento com
fotobiomodulacdo (OVA+FBM 3J e 5J), observamos diminui¢ao significativa do
numero de eosindfilos e neutrdéfilos (Figura 9 e 11) em relagédo ao grupo OVA.
Por outro lado, com relagdo a porcentagem de macréfagos (Figura 8) no LBA

nao observamos diferengas significativas em nenhum dos grupos avaliados.
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Figura 8. Efeito da terapia com Fotobiomodulagao sobre a porcentagem de macréofagos no LBA
(A) e histograma representativo (B). Os grupos utilizados no experimento foram: Basal (animais
ndo manipulados), asmatico (OVA) (animais imunizados e desafiados com OVA) e OVA+FBM
(animais sensibilizados e desafiados com OVA e posteriormente tratados com laser). Valores

*k%k

expressos como média e desvio padrao. p<0,001 quando comparado ao grupo Basal; ¢ p<0,01

quando comparados ao grupo asmatico (OVA).
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Figura 9. Efeito da terapia com Fotobiomodulagao sobre a porcentagem de eosinéfilos no
LBA (A) e histograma representativo (B). Os grupos utilizados no experimento foram: Basal
(animais ndo manipulados), asmatico (OVA) (animais imunizados e desafiados com OVA) e
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Figura 10. Efeito da terapia com Fotobiomodulagido sobre a porcentagem de linfécitos no
LBA (A) e histograma representativo (B). Os grupos utilizados no experimento foram: Basal
(animais ndo manipulados), asmatico (OVA) (animais imunizados e desafiados com OVA) e
OVA+FBM (animais sensibilizados e desafiados com OVA e posteriormente tratados com laser).
Valores expressos como média e desvio padrédo. *** p<0,001 quando comparado ao grupo Basal;
¢ p<0,01 quando comparados ao grupo asmatico (OVA).
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Figura 11. Efeito da terapia com Fotobiomodulag¢dao sobre a porcentagem de neutréfilos
no LBA (A) e histograma representativo (B). Os grupos utilizados no experimento foram: Basal
(animais ndo manipulados), asmatico (OVA) (animais imunizados e desafiados com OVA) e
OVA+FBM (animais sensibilizados e desafiados com OVA e posteriormente tratados com laser).
Valores expressos como média e desvio padrao. *** p<0,001 quando comparado ao grupo Basal;

¢ p<0,01 quando comparados ao grupo asmatico (OVA).
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4.2 Quantificagcao de muco nas vias aéreas

Os resultados relacionados a quantificagdo de muco nas vias aéreas
estdo apresentados a seguir. Verificamos aumento significativo na deposicao de
muco no grupo asmatico (OVA) quando comparado ao grupo Basal. Quando
comparamos 0s grupos asmaticos, com os que foram submetidos ao tratamento
com o laser 3J e 5J, observamos um efeito significativo na redugéo de muco nas

vias aéreas desses animais (Figura 12).
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Figura 12. Efeito da terapia com Fotobiomodulagdo sobre a produg¢ao de muco nas vias
aéreas. Os pulmodes foram fixados, preparados e corados com PSR para a andlise do colageno
nas vias aéreas. Os animais foram irradiados com laser 3x/semana, por 5 semanas, 1 hora apés
o desafio com OVA. Aumento de x200. Valores expressos como média e desvio padrdo. ***
p<0,001 quando comparado ao grupo Basal e ¢ p<0,01 quando comparado ao grupo asmatico
(OVA).
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4.3 Quantificagao de colageno nas vias aéreas

Os resultados relacionados a quantificagdo de colageno nas vias aéreas
estdo apresentados a seguir. Verificamos aumento significativo na deposicao de
colageno no grupo OVA quando comparado ao grupo Basal. Quando avaliamos
todos os grupos asmaticos que foram submetidos ao tratamento com o laser 1J,
3J, 5J e 7,5J, observamos um efeito significativo na reducédo da deposi¢cao de

fibras de colageno nas vias aéreas (Figura 13).
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Figura 13. Efeito da terapia com Fotobiomodula¢dao sobre a producido de colageno nas
vias aéreas. Os pulmdes foram fixados, preparados e corados com PSR para a analise do
colageno nas vias aéreas. Os animais foram irradiados com laser 3x/semana, por 5 semanas, 1
hora apés o desafio com OVA. Aumento de x200. Valores expressos como média e desvio
padrao. *** p<0,001 quando comparado ao grupo Basal e ¢ p<0,01 quando comparado ao grupo
asmatico (OVA).
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4.4 Quantificacao das citocinas no homogenato de tecido pulmonar

Os resultados referentes a quantificacdo dos niveis das citocinas no LBA: IL-4
(A), IL-5 (B), IL-10 (C) e IL-13 (D) estdo apresentados na Figura 14 a seguir.
Observamos o acréscimo significativo dos niveis das citocinas pré-inflamatoérias
IL-4 (A), IL-5 (B) e IL-13 (C) no grupo asmatico (OVA) quando comparado ao
grupo Basal. Observamos também significativa redu¢do dos niveis das citocinas
IL-4 (A) e IL-13 (C) em todos os grupos asmaticos submetidos ao tratamento
com FBM, quando comparado ao grupo somente asmatico. Para os niveis de IL-
5 (B), observamos significativa redu¢cdo somente no grupo submetido ao
tratamento com fotobiomodulacido de 3J e 5J. Por outro lado, houve um
acréscimo de citocina anti-inflamatéria IL-10 em todos os grupos submetidos ao

tratamento com FBM, quando comparado ao grupo somente com OVA.
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Figura 14. Efeito da terapia com Fotobiomodulagao sobre os niveis de IL-4 (A), IL-5 (B) e
IL-13 (C) e IL-10 (D) no sobrenadante do LBA. Os animais foram irradiados com laser
3x/semana, por 5 semanas, 1 hora apds o desafio com OVA. Valores expressos como média e
desvio padrao. Valores expressos como média e desvio padrao. *** p<0,001 quando comparado
ao grupo Basal; ¢ p<0,05 quando comparado ao grupo OVA.
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4.5 Avaliagao das células T reguladoras e IL-10 no LBA

Os resultados relacionados a quantificagdo de células T CD4+CD25+ no LBA
estdo apresentados na figura 15 a seguir. Verificamos aumento significativo no
numero de células T reguladoras (CD4+CD25+) no grupo asmatico recuperados
no LBA, quando comparado ao grupo Basal. Para os grupos que receberam
irradiagcdo com 5J e 7,5J observamos aumento na porcentagem de células T
Reguladoras CD4+Foxp3+ em relagdo ao grupo OVA. (Figura 16) Ja para a
contagem de linfécitos T CD4+IL-10+, observamos aumento em todos os grupos
submetidos ao tratamento com fotobiomodulagdo (OVA+FBM 1J, 3J, 5J e 7,5J),

em relac&o ao grupo asmatico (OVA) (Figura 17).
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Figura 15. Efeito da terapia com Fotobiomodulacido sobre a porcentagem de linfécitos T
CD4-CD25'no LBA (A) e histograma representativo (B). Os grupos utilizados no experimento
foram: Basal (animais ndo manipulados), asmatico (OVA) (animais imunizados e desafiados com
OVA) e OVA+FBM (animais sensibilizados e desafiados com OVA e posteriormente tratados com
laser). Valores expressos como média e desvio padrdo. *** p<0,001 quando comparado ao grupo
Basal; ¢ p<0,01 quando comparados ao grupo asmatico (OVA).
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p<0,001 quando comparado ao grupo Basal; ¢

p<0,001 quando comparados ao grupo asmatico (OVA).
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Figura 17. Efeito da terapia com Fotobiomodulagao sobre a porcentagem de Células T
CD4*IL-10" no LBA. Os grupos utilizados estao descritos na figura 8. Valores expressos como
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média e desvio padrao. p<0,001 quando comparado ao grupo Basal; ¢ p<0,001 quando

comparados ao grupo asmatico (OVA).
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5. Discussao

A terapia de fotobiomodulagdo vem demonstrando ser eficaz no reparo
tecidual, inflamacéo, reducdo de edema e na analgesia de inimeros processos 2°. E
sabido que para os pacientes asmaticos, ha uma necessidade urgente de
desenvolver novas terapias anti-inflamatérias com atividade imunomoduladora para
fornecer estratégias alternativas para o seu tratamento. Na fisiopatologia da asma,
todas as caracteristicas da inflamagao pulmonar e modulagao fisiolégica sdo o
resultado final de eventos moleculares e celulares envolvidos na sensibilizacéo,

ativacao de células Thz e nos mecanismos efetores desses mediadores.

Os resultados obtidos no presente estudo, demonstraram a efetividade da
utilizacao da terapia com Fotobiomodulagdo (FBM) na redugcao do perfil celular
inflamatadrio, citocinas pré-inflamatérias, redugédo de muco na via aérea, bem como
na deposigao de colageno. Tais achados sugerem que a FBM pode exercer um papel
importante no tratamento da asma, atuando de maneira a modular e inibir o processo
inflamatorio e atuar também no processo de remodelamento, encontrado em uma

fase mais tardia da doenca.

Os resultados evidenciaram aumento no perfil celular no LBA, em particular
aumento no numero de eosindfilos no grupo asmatico. Tal achado corrobora com
dados obtidos por outros autores, sendo caracteristico do modelo de inflamagao
pulmonar cronica induzida por OVA . O infiltrado eosinofilico aumentado no pulméo
do grupo asmatico, esta correlacionado com o seu crescimento, desenvolvimento e
aumento de sobrevida favorecido pela citocina IL-5. Os eosindfilos, uma vez
ativados, irdo migrar para o local da inflamagéo e daréao inicio a secregédo de varias

substancias inflamatodrias. 3

Ainda, observamos nesse modelo experimental, acréscimo de neutrofilos e
linfécitos T CD4+, indo ao encontro dos dados da literatura.®® Desse modo, em
asmaticos, os linfécitos T s&o ativados mediante a estimulo alérgico, irdo originar um
clone de linfécitos com perfil Th2 e desencadear a liberacado de varias citocinas proé-
inflamatoria, tornando dessa maneira o quadro inflamatério e alérgico ainda mais

agravado.
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A citocina IL-4 apresenta multipla e importante participagdo na asma, tais
como: modulagdo no crescimento, na diferenciagdo e na degranulagdo dos
mastécitos, regulagcdo da sintese de IgE pelos linfécitos B, diferenciagdo e
proliferagao das células Th2, estimulacado das células produtoras de muco, inibigao
do desenvolvimento Th1. Por outro lado, a IL-13 participa da estimulagdo e
maturacdo de linfocitos B e a sintese de IgE e a IL-5 esta diretamente envolvida no
recrutamento de eosindfilos e em seu maior tempo de sobrevida 2 bem como atua
promovendo o recrutamento, proliferacao e diferenciagao das células inflamatdrias
presentes na inflamagao alérgica. Em nossos resultados, observamos aumento nos
niveis das principais citocinas pré-inflamatérias encontradas na asma crénica (IL-4,
IL-5 e IL-13), coincidindo com estudos anteriores utilizando OVA para induzir a

doenga.’

Evidéncias anteriores em modelos experimentais, certificaram que a terapia
com a FBM em outras doengas pulmonares ja atuou principalmente de forma a
diminuir o infiltrado inflamatério.’™ Em estudo clinico recentemente publicado,
evidenciou a utilizagao do laser em criangas asmaticas, o qual resultou em redugao

nos niveis de dxido nitrico exalado e melhora nos parametros espirométricos.3®

Dessa maneira consideramos extremamente relevante estudar a utilizagao do
FBM em modelos experimentais com OVA, buscando a melhor dose a ser utilizada,
de forma a contribuir na aplicagdo de uma terapia eficiente ou pelo menos auxiliar do
tratamento farmacoldgico, como também nos gastos hospitalares despendidos com

essa doenca.

Com relagao ao infiltrado inflamatdrio, os efeitos podem ser observados na
reducado do perfil celular avaliado no LBA através de contagem de células por
citometria de fluxo (neutrdfilos, eosindfilos, linfocitos T CD4+), bem como a
deposigdo de muco e colageno avaliado por histologia. Além disso, verificamos
diminuicao dos niveis das citocinas proé-inflamatérias IL-4. IL-5 e IL-13 no LBA no
grupo tratado com laser. Por outro lado, a utilizagao da fotobiomodulagdo aumentou
os niveis de IL-10 no LBA bem como de linfocitos T reguladores.

Bem como importante reducdo da deposicdo de muco na via aérea para 0s
grupos submetidos a terapia com FBM com as energias de 3J e 5J. Esses achados
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vao ao encontro com dados obtidos em estudos prévios, os quais apontam os
beneficios da utilizagdo da FBM em modelo experimental de inflamacéo alérgica
pulmonar 32. A redugdo da deposigdo de muco na via aérea pode contribuir de forma
a justificar a diminuigdo do processo inflamatoério pulmonar através da modulagao da

FBM, constatando com dados apresentados previamente na literatura.

A deposicao de colageno na via aérea evidencia uma fase mais tardia, a fase
de remodelamento pulmonar. Com a intervengao terapéutica com a FBM, para todos
os grupos OVA+FBM, podemos observar uma atuagédo positiva e que reduziu a
deposig¢ao das fibras colagenas na via aérea, bem como evidenciado em outro
trabalho do nosso grupo de pesquisa 32. Dessa maneira, a FBM foi capaz de atuar
positivamente na prevencao das alteracbes estruturais ocasionadas a partir da

inflamacéo crénica pulmonar.

Quanto a avaliagao de eosindfilos (Siglec-F) e neutrdfilos (LY6G) observamos
reducdo nos grupos submetidos ao tratamento com fotobiomodulagdo de 3J e 5J.

Tal achado também foi evidenciado em trabalho recentemente publicado.3¢

Para a avaliacao de eosindfilos, observamos redugcdo em todos os grupos
submetidos a fotobiomodulagdo, demonstrados em dados obtidos3. Dados
complementares a atenuagéo da migragao de eosinéfilos podem ser observados nas
analises de citocinas. Especificamente nos niveis de IL-5, que estdo diretamente
ligadas a esse tipo celular, notamos melhores resultados para o grupo OVA+FBM
(3J e 5J), no pulmao. Para o infiltrado eosinofilico, nos grupos submetidos a
fotobiomodulagdo com menor dose de aplicacdo, notamos melhor resultado para o
uso da energia de 3J e 5J, corroborando com dados obtidos por Wang et al (2014),
Silva et al (2014) e Costa-Carvalho (2017). Tendo em vista esse achado, os atuais
resultados sugerem que a FBM pode ter papel importante na reducdo da migracao

eosinofilica, entretanto esse mecanismo nao é bem elucidado.

Os niveis de IL-4 apresentaram-se atenuados em todos os grupos submetidos
a fotobiomodulagdo, com melhores resultados para os grupos (OVA+FBM 3J, 5J e
7,5J).

Finalizando as analises, os niveis de IL-10 no LBA apresentaram-se elevados

em todos os grupos tratados com laser, da mesma maneira foi evidenciado por
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Siqueira et al (2017). Para a porcentagem de CD4+CD25+Foxp3+ observamos
aumento para os grupos tratados com laser (3J, 5J e 7,5J). Ja para os valores de
linfocitos CD4+IL-10+ os resultados revelam elevagdo em todos os grupos com
irradiados com laser. Esses resultados mostram que a utilizacdo da
fotobiomodulacdo apresentou efeito benéfico com preservagdo da viabilidade
celular, bem como na estimulagdo da producéao de IL-10, que apresenta carater anti-

inflamatorio.

Nesse cenario, 0 aumento encontrado esta relacionado as células T
reguladoras (regs), o que justifica os niveis elevados de IL-10 do LBA dos animais
apos a aplicacdo do laser, com uma acdo anti-inflamatéria efetiva.®® Da mesma
maneira, em estudo realizado por Miranda Silva em modelo experimental de asma,
o laser foi capaz de aumentar os niveis de IL-10. A literatura cientifica descreve que
a IL-10 tem um importante papel no controle da magnitude da inflamagao pulmonar,
ja que esta regula a produgéo de IL-4 e IL-5 pelos linfocitos Th2, 3 além da regulagédo
da ativagao de IgE mediada por mastoécitos. Outros estudos realizados em modelos
animais de asma relatam também que esta citocina (IL-10) € capaz de inibir a
inflamag&o das vias aéreas e a hiper-reatividade.?? Ja em pacientes asmaticos os
niveis de IL-10 se mostram reduzidos quando comparados a individuos saudaveis,

corroborando com nossos resultados.3’

E notavel que, as concentracdes de IL-10, estdo elevadas nos pacientes apés
a aplicacdo do FBM como observado na literatura. Adicionando aos beneficios
obtidos com o uso da terapia com FBM, notamos aumento do fator de transcricao
(Foxp3) bem como da citocina IL-10, nos linfécitos T CD4+CD25+no LBA, também
avaliados por citometria de fluxo. Com esses achados, podemos sugerir que ocorre
um potencial anti-inflamatério do laser, provavelmente via linfocito Treg, liberando

niveis aumentados de IL-10, para controlar a inflamacao pulmonar.

Avancos tém sido feitos para definir os mecanismos que controlam a
inflamacéao e induzem a tolerancia imune para antigenos especificos. As células T
regulatorias apresentam um efeito supressor sobre outras células CD4+, podendo
apresentar um papel na regulagdo da fungdo Th2 na asma. A pesquisa por
mecanismos imunoregulatérios foram direcionadas para um subtipo de Treg, a

CD4+CD25+. Recentemente foi demonstrado que as Tregs néo funcionam
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adequadamente nos pacientes com alergia. Acredita-se que esta disfungcédo possa
explicar a ativagado Th2 encontrada nos pacientes atopicos. Existe forte evidéncia de
que a regulagao destas células T na periferia tenha crucial participagdo no controle
das alergias. Teoricamente a célula Treg pode interferir no desenvolvimento de
doengas alérgicas, incluindo a asma, em diferentes estagios como: sensitizagao
alérgica, progressdo para inflamacdo alérgica, remodelamento brénquico,
hiperesponsividade e na persisténcia das manifestagdes clinicas da doenga. Existem
evidéncias de que as células T regulatérias CD4+CD25+ que expressam o Foxp3
estdo reduzidas em individuos com rinite alérgica, quando comparado a individuos
nao-atépicos e isto pode ser importante, capacitando um alto numero de células Th2

a desenvolver doenga alérgica.®

O aumento dos niveis de IL-10 que sao produzidos pela célula T reg,
potencialmente suprimem a produgao de IgE, enquanto simultaneamente aumentam
a producgao de IgG4 e IgA pelos linfocitos B. Tregs CD25+ podem suprimir uma ampla
série de processos imunes de mediagao celular, sugerindo um papel regulador em

multiplas doengas, inclusive a asma.®

Portanto, existem evidéncias de que o Foxp3 e as células Tregs CD25+
apresentam um papel de supressdo em humanos, nas respostas imunes Th2, sendo
que achados similares foram descritos em ratos. Recentes avangos no campo da
imunologia tém ampliado nossos conhecimentos de como as respostas imunes
adaptativas sdo reguladas, existindo mais evidéncias de que as células T regs
CD25+ constituem um importante componente deste processo, incluindo a
inflamagao alérgica da asma. Por outro lado, ja ficou demonstrado que o numero
deste tipo de linfécito aumenta durante a imunoterapia especifica e também na

fotobiomodulacéo.

Apos finalizarmos todas as analises dos resultados, pudemos observar e
concluir a efetividade na utilizagdo da terapia com Fotobiomodulagdo em menor
dose, especificamente 3J, apresentou resultados significativos e melhor efeito na
reducao de eosindfilos e producao de IL-4, IL-5 e IL-13 no LBA na doenga pulmonar
alérgica crbénica. Dessa maneira, parece-nos razoavel a utilizagdo da

fotobiomodulagao atuando em menores doses para o tratamento da asma.
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Ressaltamos por fim, a importancia da utilizagdo da terapia com
fotobiomodulagdo, uma vez que acrescentamos novas evidéncias, estas que podem
contribuir para elucidar melhor o efeito e a melhor dose anti-inflamatdria a serem

utilizados em modelo experimental de asma.



53

6. Conclusao

Nossos resultados demonstram a eficacia da fotobiomodulagao na regulagao
da inflamagdo pulmonar alérgica. A terapia com fotobiomodulagdo reduziu a
migracao de células para o pulmao, os niveis de citocinas e o remodelamento das
vias aéreas (muco e colageno). O possivel mecanismo € o aumento de células Treg
produtoras de IL-10 no pulmé&o, nesse sentido, essa terapia pode ser utilizada como

estratégia imunoterapéutica no tratamento da asma.
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8. ANEXOS
8.1 Aprovacao CEUA

UNINOVE
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Protocoio de Pesquisa referente ac Projeto n® ANOOS 2013

Tiulo o Projelo; Efeito da ferapia com Laser de Baixa Poténcia (LBP) em modelos
experimentais de doengas pulmonares cronicas

| Onentador: Ana Paula Ligeiro de Oliveira

| Aluno: ndo consta

Objetivas: Avaliar o efeito da terapia com LBP sobre mecanismos molecudares e celulares da
inflamagao pulmonar em modelo de asma e DPOC

Método: No presenie projelo visamos estudar alguns pardmetros em animais com asma e
DPCO submetidos a lerapia com LEP. O protocolo uliizadc para a induglo da asma serd
adminstrar OVA subcutinea (dias 0 e 14) & OVA intranasal (3 vezes/semana, por 5 semanas)
ou House Dust Mie infranasal (dias 0, 7, 14, 21, 28, 35 e 42) Nos dias 43 (OVA) e 50 (HDM), os
animais serdo sacrficades para analise funcional e morkidgica do pulm3o. O protocoio utiizado
para 3 ndugao da DPOC serd submeter camundongos C57BUS por B0 dias (2 vezesidia) &
Indacio de fumaga de cigarro. No dia 61, os animais serdo sacrificados para andlise funcional e
morfoligica do pulmdc. Em ambos os modelos, serfo estudados pardmevos funcionas e
esiuturais, como a lberagdo de cilacinas e qumiocinas (IL4, IL-5, 1.-10, IL-13, MCP-1, TNF-q,
IL-18, IL€ e IL-10) e acimulo de muco e colageno . Alnda, serd avaliado a participacio dos
fewores de transcriglo STATE, GATAS & STATS e NF«B (inlacto e fosforilado), das MMP-S e
MMP-12, TIMP-1 ¢ TIMP-2, bem como, a avaliagdo da metdnica pulmonar €
hiparesponsivdade das vias aéreas, am ambos modelos expenmentais.

Animais (procedéncia, raca, linhagem, nimero de animais, peso, sexo):
| Camundongo isogénico | Bab/C | 8 sem 20g 560 | Macho

2 sam 20 356 Macho

TOTAL: 916
O uso de Babic para a ndugac do modelo de esma com OVA 2 HDM vém sendo amplamenie
utilizado. Ja para o modelo experimenial de DPOC, utiizaremos camundongos CS78LS, pos
frabalhos na iteratura mostram que esse anmal responde muito meior para fumaca de cigamo,

Divis#o ods animais nos Grupos experimentais

Asma Experimental

Basal (nd manipulades, n=5), 2. OVA (sensiblizados e desafiados com OVA - 4ug e 10ug;
n=5), 3. OVA + Laser anles (sensibiizados e submefidcs 3 iaserierapia e posteriormenie
desafiades com OVA; n=5), 4. OVA + Laser depois (sensibilizados & desafiados com OVA e
submetidos & lssertarapia; n=5). O grupe basal e OVA néo se repalirko em fodos os
expenmentes {10 animas), o5 grupos OVA+laser antes e OVAHaser depois, n= 10 x 6 tempes
expenmentais = 60 + 10 (Basal e OVA) = 70 x 4 tipos de experimento (LBA, histologia, citometna
de fluxo » mecanics pultionsr) = 260 animads
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Basal (ndo manipuiados. n=5), 2 HOM (sensbiizados e desafiados com House Dust Mite- 100
mg, n=5), 3. HDM + Laser antes (sensbilzados e submetidos 3 laserterapia & postenomenie
desafiados com HDM; n=5), 4. HDM + Laser depois (sensibilzados & desafiados com HOM e
submetidos & laserterapia; n=5). O grupo besal @ HOM ndo se repetirdo em todos os
expenmentos (10 animais), 0s grupos HOM+laser antes @ HOM+lasar deposs, n= 10 x 6 lempos
expermentais = 60 + 10 (Basal e HDM) = 70 x 4 tipos de experimento (LBA, histologia, cliometia
de fuxo e mecanica pulmonar) = 280 animals

DPOC Experimental

1. Basal (ndo manipulados; n=5), 2. DPOC (nalados por 60 dias com fumaga de cgamo; n=12},
3. DPOC+ Laser (nalados por B0 dias com fumaga de cigarro sendo que no &a 45 sarfo
submelidos @ faserierapla n=12) O grupe basal @ DPCC nao se repeticio em fodes o8
expenimentos (17 animais). O grupe DPOC + Laser, n= 12 x 6 tempes expenmentas = 72 « 17
(Basal @ DPOC) x 4 fipos de experimento (LBA, histologa, citometra de fluxo e mecinica
pulmonar) = 356 animais

Cs grupos exparmentas (DPOC e DPOC+@aser) i#m um n maior (12), pois 08 resultados 30
muito variévess. (Robent F. Foronjy, Abdoulaye J. Dabo, Cifford C. Taggan, Sinead Welden, and
mxmymwwamsmmmmmm
n )

One.. 9(2). eS0667, 20%4)

Justificativa pars a utilizagio dos animais em diferentes experimentos:

1. Os animais que serdo udiizados para a avaliagao da mecanica ¢ hiperresponsividadepuimonar
n3o podem sér utiizados para realizacio ¢o lavado broncoalveolar, pois o8 insulosrespiratdnes
Induzidos por diferentes volumes de ar, causam esiresse nas cllulas pulmonares, allerando de
maneira muito mporiante o& resullados de celularidade no lavado bronco-aveolar Portanto, para
a avaliacio da mecinica pulmonar serdo necessanos 32 animais, sendo Sanimas em cada
grupo exparnimental.

2. Os animais que serio utlizades para a avallagac do lavado bronco-alveciar néo podamser
utiizados para @ hisiogia € himunchistoquimica, uma vez Que 0 procedimento de
lavadobronco-aiveciar “descola’ @S células dos puimOss aiterando 05 resutacos da analse

histoligea.

3. Os anmais que serdo wtlizados para @ avallagho da expressao dos receplorespurinérgicos
nos pulmdes & drgaos lnfoldes por wesiem blotting devem ser exchisivos para essefim, uma vez
que a tanio 3 realizecBo da mecanicahiperespensividade pulmonar, quanto olgvado bronco-
alveolar alkram 2 expressio dessas sensiveis proleinas (P2X7, PZY2 e P2YE) nos puimbes

4. Gostaria de ressaliar gue esse nimero de anmas é para 4 anos de projto.

Condigbes de alojamento e nutricdo: Os snimais serdo cotidos do blotério de criagdo da
Uneversidade Nove de Juho e manSides em condighes controladas de umidade (S0%-50%),
luminosidade (12h daro/12 h escuro) e temperatura (22°C - 25°C) no biotério de experimentagéo
da Universidade Nove de Julho

Medidas para evitar estresse e/ou dor nos animais: Ndo hé descngio

Procedimento Anestésico e/ou Analgésico (inclur doss e vias ds admyistragdo)” anestesa
com ketaming (100mg/kg) & xilazina (10mgikg) via ip



Eutenisia; anestesia com ketamina (100mgMg) e xitazina (10mgkg) via ip seguida da
EXSANGUINAGE0 pela Borta abdomnal

Pertinéncia ¢ valor cientifico do estudo proposto: Apasar de exslir uma grande quantdade
de estudos mestrando os eleitos do LBP scbre céluias em dferenies stuacdes metabdiicas, &
importante ressallar que as nformagdes sobre o mecanismo de aglo dos afeilos do laser de
baixa poléncia sobre tecidos biolkigicos ndo s30 conclusivas, mas sim, inconsistentes e
oscassas, Por isso, estudos que permitam compreender qual 0 Bpo de sinalzagao celular
desencadeada pelo laser, se fazem pertinentes. A partir da compraensao da sinakzacao oallar
do LBP e de sua respectiva dosimetria, serd possivel estabelacer de fato 2 eficicia da terapia
waser para diferenles doengas, incluindo & asme e DPOC. Vale deslacar que nd30 exislem
trabahos acerca da Terapia com LBP e DPOC

Data de Inicio: 2008/2014
Data de Termino: 2008/2018

Apresentado a este Comité para anélise ética, fol considerado:

wuqmummmmmmmwosm)m
( ) Com pendéncia (retacionar). devendo o Pesquisador encaminhar as modificaghes sugeridas,
@ iniciar a ocoleta de dados somente apas a aprovacio 0o progeto por este Comité

( ) Nao-Aprovado

Comentario:

- Cabe 80 pesquisador elaborar @ apresentar 3 CEUA-UNINOVE, o relatorio fina sobre a
pesquisa (L&l Procedimentos para o Uso Cientifico de Animais - Lei N° 11,794 -8 de outubro o8
2008).

Solicitamos 0 envio anual de Informagdo 20 CEUA com relagdd a0 nimem de animas
utlzados.

Séo Paulo, 24 de junho de 2014

Fhoce i

Prof, Dra. Kitia

Coordenadora o Comité de Etica no Uso de Animais
UNINOVE
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Topico

Desenho do
estudo

Tamanho da
amostra

8.2 Checklist

N©
item

2a

Pag. que
Recomendagio
projeto

Para cada experimento, descrever os detalhes
resumidos do desenho do estudo:

- Os grupos comparados, incluindo o(s)

grupo(s) controle. Se um grupo controle ndo

for usado, deve ser justificado. 24
- A unidade experimental (ex: um tnico

animal, uma ninhada ou uma gaiola de

animais)

Especifique o nimero de animais alocados
em cada grupo, e o nimero tofal em cada
experimento. Indigue também no fluxograma o

nimero total de animais utilizados. 26

consta esse
itern no seu

63

O que fazer: estabelecer os grupos
experimentais que serio usados no
estudo, nimero de animais por grupos e
periodos de analise.

Comeo fazer: criar um fluxograma contendo
o namero total de animais a serem
utilizados, a distribuigio dos animais em
grupos experimentais e nimero por grupo,
incluir os periodos de analise.

Ex:
Grupo Grupo 1 Grupo 2
controle tratado tratado

O que fazer: completar o fluxograma

Comeo fazer: incluir o nimero total de animais
a serem utilizados, a distribuiciio dos animais
em grupos experimentais e ndmero por grupo,
incluir os periodos de analise.



Critérios de
inclusdo e
exclusio

Critérios de
inclusdo e
exclusio

26

Expligue comao o tamanho da amostra foi

definido. Descreva os detalhes do calculs

amastral, caso ele tenha sido reslizsdo.

{sugerido incluir & escolha do numera de 26
animais com base nas andlises s sarsm

reslizsdas.

Descreva guaisguer critérios utilizados para
inclussc & excius3o d= animais (ou unidadss
expenmentais] dursnte o sexperimeanto, e de
dados duranis 3 analiss. Especifigus 5= astes
critérias foram definidos a priori. Se nenfium
critério foi definido, dedare expliciiameants.

FPara cada grupo expenmentsl, relats
qusisguer animais, unidades exparirmentais ow
dadas ndo foram induidas na andlise =
expligue por gque foram excluidos. Casao n3o
haja exclusies. declare explicitaments.

26

Expligue como o tamanho da amostra foi

definido. Descreva os detslhes do cakculs

amastral, caso els tenha sido reslizsdo.

{sugerndo inclur 3 escolha do numera de 26
animais com base nas andises 3 seram

reslizsdas.

Descreva guaisguer oritsrios utilizados para
inclussc & excius3o de snimais (ou unidadss
expernmentais) dursnte o experimeanto, e de
dados duranie s andlise. Espacifigue s= astes
critérias foram definidos a priori. Se nenfium
criterio foi definido, declare explicitamente.

Fara cada grups expanmentsl, relate
quaisquer animais, unidsdes experimentais ow
dadas n&o foram incduidas na andlise =
expligue por gque foram excluidos. Caso n3o
haja exclustes, declare expliciameants.
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tratado (n

O gue fazer: explicar o calkculo

Caome fazer: ncduir a farmula sugerida pelo
Prof Ceans

O gue fazer: Werificar s& existam critérios de
inclusdo e exclusao dos animais Nos grupos
experEmEsntais.

Comao fazer: Incluir os critérics de inclusdo e
axchusio, se aplicawel.

tratsdo (n

O gue fazar: explicar o calkculo

Coomeo fazer: nciuir a fdrmula sugerida pelo
Prof Ceans

O qgue fazer: Werificar s& existam critsrios de
inclus3o & excius30 dos ANMEIis oS grnIpos
experEmEntais.

Coommeo fazer: Incluir os critérios de incdus3o =
ewchus3o, se aplicawel.



Desfechos

Desfechos

Fara cada anslise, relate o walor exsto don
am cada grupo expenmental.

Declare se foi utiizada randomizacio para
distribuicSo (slocagio] dos animais

expemnmeEntais nos grupos controls = tratado.

Caso tenha sido. descreva o mEtodo utilizado 26
para gerar 3 sequéncia de randomizac3o.

Descreva guem estava ciente da slocacio

das dos animisis nos grupos experimantsis, na 26
conducio dos experimentos & na avalscio

dos resultados

Cefina cdlaraments todos os desfechos

avalizdos (& more celulsr, marcadares 23

maleculares ou mudangas comporismentais).

Para cada analise, relate o valor exato do n
em cada grupo expenrmental.

Dwedlare se fioi utiizada randomizacio psra
distribuicBo (slocagio) dos animais

expenmEntais nos grupos controks = tratada.

(Caso tenha sido, descrewva o metodo ulilizado 26
pars gerar 3 sequéncis de randomizac3o.

Descrews guem estava ciente ds slocacio

das dos animsis nos grupos experimantsis, na 26
conducSo dos experimentos & na svalacio

dos resultados

Ce=fina diaraments todos os desfechos

avalisdos (=¢ more celulsr, marcadares 29

maleculsres ou medangas compornamEntais).
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O gue fazer: werificar como foi reslizada a
randomizacao dos animais

Como faper: descrever de fomna simples
corma foi o processo de randomizacio dos
animsis.

O gue fazer: werificar como foi reslizado o
cegameanto nestiss difersntes fases do
expenmenta (alocscio, condugio = analiss
dos resulados)

Coomneo fazer: ncuir tudo gue foi “cegada”
desde a akcscio ate 5 analise dos
resultados.

Ex

4] Alocacio alzatdria (sem cegarmenta);

8] Tratameanto = colets de dados
“cega”(pesquisador Nndo sabe o grupo
experimenial);

8] Andlise de resuliados
“cega’(pesquisador recebs os
resultsdos sem identificacio dos
Drupos experirmentais)

O guee fazer: exphcsr detalhadameants os
resultados.

O gue fazer: werificar como foi reslizads s
randomizacio dos animais

Coomnee fazer: descrever de fomna simples
coma foi o processo de randomizacio dos
animais.

O gue fazer: wenficsr coma fol realizado o
cegamento nesiss diferentes fases do
expanments (alocacio, conducio = anskss
dos resulados)

Caomnee fazer: ncluir tudo gue foi “cegado”™
desde a akcscio ate 5 analise dos
resulados.

Ex

4] Alocacao aleatdria (sem cegarmerbo);

8] Tratamento = colets de dados
“cega”(pesquisador nSo sabe o grupo
experimental)

8] Andlise de resulizsdos
“cega(pesquisador recebs os
resultsdos sem identificacio dos
orupos experirmentais)

O guee fazer: explcsr detalhadameant=s os
resulados.



Matodos
estatisticos

Amirmais
axperimentais

Procedimeantos
axperimentais

FPara estudos gue testam hipdieses,
especifiqus o desfecho primario, ou seja, o
desfecho utilizsdo para determinar o tamanhic
da amosira.

Descreva em detalhes os métodos esiatisticos
utilizades em cada andlise, inclinda o
software ulilizado.

Cwescreva os detslhes dos animais utilizados,
incluindo espéciz, linhagem e sub-linhagem,
s=x0, idade ou estagio de deservolvimenio, &
c350 528 relevanis, o peso.

Descreva a5 informaghes adicionais
relevantes a procedéncia dos animais, estado
de saldsfimunidade, modificacies gensticas,
genofipgagem & gquaisquer procedimentos
prevics.

Para cada grupo expenmentsl, incluindo os
grupas contrales, descreva os procedimentos,
cormn detslhes suficientes, para permitir que
autros repitam o procadimento reslizado,
inciuindo

20

by |

26
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Coma fazer: Usar graficos 2 tabslas para
demaonsirar os resultados.

O gue farer: c3s0 3 pesquisa s2ja com
animais domesticos & necessano incluir o
desfecho primario e calculo amostral.

Comao fazer: com base no desfecho primario
ecsoolhide, fazer o cslculo amostral e
descrever detslhadamente camo foi realizado.
O gue fazer: incluir coma foi realizads a
analiz= esizfisfica de forma clara e detakhada.
Coome fazrer: descraver o programa {softwars)
que foi utilizads para a anslise esiatistica,
cofmes o5 dados foram apresentados, gual(is)
testels) foilram) ulilizados).

Ex Programa GraghPadPrisma verssao X,
awvaliagSo da distribuicio dos dados.

O que fazer: incluir s informacies sobre os
animais utilizadios.

Caomne fazer: incluir 3 linhagem saxo, idade,
peso e gualguer autra informagao relevants
sobre o5 animais wilzados.

Ex Ratos Wistar, machaos, peso médio e OF
(2004244q), Knockout para gene 3

O que fazer: incluir as informacdes sobre os
procedirnentos utilizados de formna detalhads.

Como fazer: mcluir d= forma detalhada:

- O que foi fieite (cinurpia, intervencio), como
foi feifo (procedimenta, referéncia seguida) e o
que foi utilizado {materiais e reagentes)

- Duando & com que frequéncia - Onde
(incluindo detslhes de quaisquer periodos de
adirmatacan)

- Por qui (justifigue os procedimentas);

- Inclur fimaline [momentos do expenirmenta
desdz alocacio em grups, penicdos de
analise & fraiamentos wiiizados)
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Ex O procedimento cirlrgice para indugSo de
de lesao medular foi basesdo no estudo de
Fulano =t al 2000, consistiu das s=guinies
etapas, para tal foi usada pinca de fal modelo,
o tratamento consistiu de iradiagSo com laser
2 wezes na semana & a analises reslizadas
nos mamentos: inicial, apos XX e XX dias.



Resultados

10

Para cada experimento conduzido, inclumdo
repin:a-;:rﬁes. ndependentas, relats:

- Estahsticas resumidssdescritivas para cada
grups experimental, com uma medida de
wvariabilidade, quando aplicivel (ex: madia e
desvio- padrao, ou medians & amplitude)

- Sz aplicavel, o taranha de efefto comum
intervale de confianca
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O qgue fazer: incluir de formna detalhada a
analise esiztistica dos resultados obiidos.

Como fazer: descrever sdeguadaments as
resultados, a escolha dos testes estalishicos e
die cormi os dadas foram expressos

Ex dados expressas em medias e emo
padr3o, feste ANCVWE one way & pos teste
Tukey, incluir valor de P (significancia)



