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RESUMO

A laserterapia de baixa poténcia tem sido usada clinicamente para tratar
processos inflamatérios. O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da
laserterapia de baixa poténcia na formacdo de edema e na modulacdo da
expressdo génica de receptores de cininas. Os animais foram divididos em
guatro grupos: Al (controle — salina), A2 (carragenina), A3 (carragenina +
laser 660nm) e A4 (carragenina + laser 684nm). O edema foi medido por um
pletismémetro. O tecido subplantar foi coletado para quantificar a expressao
de RNAm para cinina por meio PCR em tempo real. A laserterapia de baixa
poténcia com comprimento de onda 660 nm e 684 nm, dose de 7.5 J/cm?
administrada 1 hora apoés injecdo de carragenina foi capaz para promover a
reducdo do edema induzido pela carragenina. No grupo A2, a expressao do
receptor B; apresentou aumento significativo quando comparado com grupo
controle. A expressdao do RNAmM para receptores B; apresentou diminuic&o
significativa ap0s a aplicacdo de laserterapia de baixa poténcia de 660nm e
684nm. A expressdo do RNAm dos receptores de B, de cininas também
diminuiu apos aplicacdo de laserterapia de baixa poténcia. Ndo houve
diferenca significativa entre os diferentes comprimentos de onda. Nossos
resultados sugerem que a expressdao de ambos receptores de cininas €
modulada por laserterapia, contribuindo assim com seus efeitos

antiinflamatérios.

Palavras-chave: Inflamacdo Aguda; Laserterapia De Baixa Poténcia;

Receptores De Cininas.



ABSTRACT

Low level laser therapy (LLLT) has been used clinically in order to treat
inflammatory process. The aim this work was evaluated the effects of low
level laser therapy in volume edema and modulates kinin receptors mRNA
expression. Experimental groups were designed as followed: Al (control-
saline), A2 (carragenina), A3 (carrageninatlaser 660nm) e A4
(carrageninatlaser 684nm). Edema was measured by a plethysmometer.
Subplantar tissue was collected for kinin receptors mRNA quantification by
Real time-PCR. LLLT of both 660 and 684 nm wavelengths administrated 1 h
after carrageenan injection was able to promote the reduction of edema
produced by carrageenan. In the A2 group, B; receptor expression presented
a significantly increase when LLLTs 660 or 684 nm wavelength. Kinin B,
receptor mMRNA expression also diminished after laser irradiations. Our
results suggest that expression of both kinin receptors is modulated by LLLT,

possibly contributing to its anti-inflammatory effect.

Keywords: Acute Inflammation; Low Level Laser Therapy; Kinin Receptors.
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1. INTRODUCAO

A palavra LASER é um acronimo de Light Amplification by Stimulated
Emission of Radiation, a qual pode ser traduzida por amplificacido da luz por
emissao estimulada de radiagcdo. O primeiro laser, construido por Mainman
em 1960, foi o de Rubi'.

A utilizacdo do laser nas areas biomédicas surgiu como consequéncia
natural de suas propriedades e se iniciou com o aproveitamento de seus
efeitos térmicos. Os lasers de alta poténcia sdo capazes de vaporizar e
coagular  tecidos biologicos, oferecendo um  campo cirurgico sem

sangramento e com certo grau de esterilizacéo?.

Outro campo de estudo nas areas biomédicas € o da aplicacdo dos
lasers de baixa intensidade. O principio basico da laserterapia € que a
irradiacdo com comprimentos de onda especificos tem a capacidade de
alterar o comportamento celular na auséncia de aquecimento. O laser
estimula processos biolégicos e, por isso, esse fendmeno foi inicialmente
chamado de bioestimulacdo®. A bioestimulagdo € um termo genérico para
qualquer estimulo, agente ou agdo que produzam resposta fisiolégica com
aumento da atividade funcional®. Como foi comprovado que doses altas de
laser podem inibir atividades celulares, este termo — bioestimulagédo — nao
tem sido utilizado. Hoje, o tratamento com laser em baixa intensidade é
nomeado por uma gama variada de palavras como terapia laser, terapia com
laser em baixa intensidade, laser em baixa intensidade, lasers “frios”, nomes

que fazem mencéo as suas propriedades fotoquimicas”®.

Os efeitos terapéuticos da laserterapia de baixa intensidade tém sido
estudados desde 1960°. Um dos pioneiros na pesquisa com laser em baixa
intensidade foi Endre Mester em Budapeste, Hungria, que publicou o
primeiro trabalho em 1967, no qual mostrou efeitos benéficos deste recurso
na pele de camundongos®. Depois disso outros estudos mostraram que
laserterapia afeta a cicatrizagao tecidual, possuindo agdes antiinflamatoérias
e analgésicas. Entretanto, diferentes estudos tém mostrado a eficacia desse
tratamento, particularmente na dor da inflamagao, o mecanismo o qual a

irradiacdo produz analgesia e efeitos antiinflamatérios permanece incerto.
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Estudos anteriores a 1980 sugeriram que a radiagcdo por laser poderia
promover alivio nos neurotransmissores, assim como a serotonina ou -
endorfina. Mais tarde, foi proposto que radiagcao por laser poderia produzir
biomodulagdo das atividades enzimaticas, fotoquimicas e fotofisiologicas.
Esses estudos nos forneceram a base da teoria para o desenvolvimento de
muitos outros que concluiram que a radiacdo por laser produzia alguns

efeitos analgésicos e antiinflamatorios®.

A laserterapia de baixa intensidade € uma nova terapia que inclui a
aplicacéo de baixa poténcia monocromatica e luz coerente para leses’. Ela
tem sido usada clinicamente desde 1981 no tratamento de pacientes com
patologias inflamatdrias, e administrada com diferentes comprimentos de
onda do espectro visivel e préximo ao infravermelho, incluindo HeNe (632,8
nm), GaAlAs (650, 805 ou 820 nm) e GaAs (904 nm)®.

Essa terapia € também usada para tratar dor muscular, embora os
mecanismos biolégicos dos resultados benéficos observados permanecam
incertos®. A capacidade da laserterapia de baixa intensidade para reduzir a
duracao da inflamacéao aguda10 e acelerar a reparacao de tecido em tenddes e
musculo lesionados foi proposta por Aimbire e colaboradores''. Lubart e
colaboradoresn sugerem que a laserterapia de baixa intensidade pode
promover mudangas no estado de redugdo celular, que tem papel
fundamental na sustentacdo da atividade celular, promovendo processos

fotobioestimulativos®.

A inflamagdo € uma resposta inespecifica do corpo a varias lesoes, e
€ essencialmente uma resposta protetora que inicia o processo de reparacao
tecidual. A reacdo inflamatdria envolve interacdes complexas entre as
células inflamatorias (neutrdfilos, linfocitos e mondcitos/macréfagos) e

células vasculares (células endoteliais e células da musculatura lisa)®.

Segundo Phillips e colaboradores a resposta inflamatéria ocorre no
tecido conjuntivo vascularizado, no plasma, nas células circulantes, nos
vasos sanguineos e nos componentes extravasculares do tecido conjuntivo,
manifestando pelos sinais clinicos, de dor, calor, rubor e edema. Kumar e

colaboradores relataram que o edema inflamatério é a marca registrada da
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inflamacdo aguda; este fendmeno associado ao aumento da pressao
hidrostatica secundaria a vasodilatagdo, resulta em uma acentuada perda de
liquidos e a um acumulo no tecido intersticial, o que caracteriza o edema.
Ainda, conforme Garcia-Leme e colaboradores, o processo inflamatério é
desenvolvido e mantido gragcas a liberacdo de mediadores quimicos soluveis
(aminas vasoativas, citocinas, fator de ativagdo plaquetaria, radicais

superéxidos e derivados do acido araquiddnico)?.

A resposta fisiologica que ocorre imediatamente apdés um estimulo
agressivo é tida como a fase precoce (0-1h) em oposi¢cdo ao 0 que ocorre
entre as 5-6h apds a lesdo, na qual as células inflamatérias se acumulam no
local. Existem evidéncias para um numero de diferentes fatores que tem
papel importante na modulagédo da resposta inflamatéria e também na fase
da inflamagdo aguda. Na fase precoce, moduladores como histamina, 5-
hidroxipitamina e bradicinina modulam a resposta inflamatéria. Durante a
fase tardia, prostaglandinas, COX-2 e neutrdfilos contribuem para a resposta
inflamatdria’®>. O processo inflamatério induz o aumento da sensibilizagdo
dos nociceptores mecanicos, térmicos e estimuladores quimicos, o qual

manifesta a inflamac&o e a dor®.

A bradicinina é nonapeptidio que exerce suas acbes, em
concentragdo nanomolar, apds interagir com receptores especificos da
membrana plasmatica de células-alvo. Sua meia-vida no plasma é inferior a
um minuto, sendo rapidamente inativada por cininases teciduais. Descoberta
em 1948, em meio a experimentos com o veneno de Bothrops jararaca, esse
agente gerado no plasma mostrou importante agao hipotensora arterial. Em
1977, Regoli iniciou o estudo de receptores especificos da bradicinina e, em
1980, em conjunto com Barabé, propés a “hipétese dos dois receptores”,
sugerindo que as ag¢des da bradicinina sdo mediadas por dois receptores

distintos, denominados B, e B,™.

A bradicinina é constituinte do sistema calicreina-cinina, do qual
também participam procalicreinas, calicreinas teciduais e plasmatica,
cininogénios, cininases e enzimas conversoras de cininas. Em resumo,

procalicreinas dao origem as calicreinas que, por sua vez, agem sobre
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cininogénios liberando cininas; aminopeptidases convertem precursores de
bradicinina em bradicinina; cininases degradam tanto a bradicinina quanto

seus precursores .

Apesar das cininas participarem da regulacdo de sistemas
fisiolégicos, sdo mais conhecidas suas agdes na doenca: choque, asma, dor
e muitas formas de inflamagcado envolvem a mediacdo desses peptideos.
Cininas podem evocar os sinais cardinais da inflamagao (dor, edema, rubor
e calor) e estdo proximas do topo da cascata de mediadores envolvidos no
processo inflamatério. Na doenca, a bradicinina € produzida quando lesao
vascular expde polissacarideos sulfatados carregados negativamente,
ativando o sistema de contato da coagulagdo. A bradicinina € liberada
também quando ha oxigenagdo tecidual inadequada em decorréncia de
perfusdo tecidual deficiente. Na lesdo tecidual ou infecgdo, acumulo,
aderéncia e ativagdo de neutrofilos, soma outros mediadores ao local de

inflamacao, potencializando a agdo das cininas'*.

Quando o estimulo provoca a leséo tecidual, ha o desencadeamento
de processo inflamatorio seguido de reparagdo. As células lesadas liberam
enzimas de seu interior, que no ambiente extracelular degradam acidos
graxos de cadeia longa e atuam sobre os cininogénios, dando origem a
formacédo de cininas. A calicreina € uma enzima proteolitica que € ativada
pela inflamagédo e outros efeitos quimicos ou fisicos sobre o sangue ou os
tecidos. Ao ser ativada, a calicreina atua imediatamente sobre o cininogénio,
liberando a cinina denominada calidina, que €, assim, convertida em
bradicinina por enzimas teciduais. Uma vez formada, a bradicinina provoca
intensa dilatacdo arteriolar e aumento da permeabilidade capilar,

contribuindo para a propagacao da reagao inflamatoria™.

Receptores B4 e B, de cininas possuem papel central na patofisiologia

da inflamagao”'®'"®. 0O

receptor B, de cininas é expresso de forma
constitutiva, enquanto receptor B de cininas é fracamente expresso na
maioria dos tecidos sob condicbes basais, mas fortemente expresso na

inflamagcédo. O receptor B; de cininas parece estar envolvido
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preferencialmente na fase precoce e o receptor By induzivel nas fases

tardias da inflamacao'”"®.

De nosso conhecimento, ha poucos, se algum, trabalhos investigando
se a laserterapia afeta a expressao de cininas in vivo. Dentro deste contexto,
o presente estudo foi entdo desenhado para avaliar o envolvimento das
cininas nas  propriedades  antiinflamatdrias da laserterapia de baixa
intensidade aplicada em diferentes comprimentos de onda (660 nm e 684
nm) no edema de pata induzido pela carragenina, um modelo classico de

resposta inflamatdria aguda.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 LASER DE BAIXA POTENCIA

A terapia com laser de baixa poténcia utiliza por¢cdes do espectro
visivel e infravermelho de luz. As primeiras pesquisas foram feitas com
lasers de rubi, argénio e hélio-nednio que estdo no espectro visivel* 9%
Mais recentemente, os lasers de diodo semicondutor de arseneto de galio
(GaAs) e arseneto de galio e aluminio (GaAlAs) no espectro infravermelho
tem se tornado mais populares. Inicialmente eram utilizados lasers com
poténcia de até 1 mW, mas com o desenvolvimento da tecnologia os
aparelhos passaram a ter poténcias entre 10 a 90 mW, o que diminui o

tempo de aplicacéo?"?2.

O laser de hélio-nebnio (He-Ne) é o mais antigo dos lasers e surgiu na
década de 70. Emite ondas de luz no espectro visivel, geralmente em torno
de 630 nm. Trabalha em modo continuo, mas pode ser utilizado também no
modo pulsado. Sua poténcia € de 1 a 10 mW e pode ser aplicado
diretamente ou através de fibras dpticas. A profundidade de penetracao é de

6 a 10 mm, dependendo de sua poténcia®>.

O diodo semicondutor de arseneto de galio (GaAs) surgiu na década
de 80. Possui comprimento de onda de 904 nm no espectro infravermelho e
usualmente trabalha no modo pulsado, este modo penetra mais

profundamente nos tecidos chegando a alcancar 30 a 50 mm?.

O diodo semicondutor de arseneto de galio e aluminio (GaAlAs) tem
comprimentos de onda de 780 a 870 nm, sua luz € invisivel e esta no
espectro infravermelho. Alguns GaAlAs possuem comprimento de onda no
espectro vermelho. O modo de operagdao é continuo na maioria dos
aparelhos, sua profundidade de penetragcdo é de 20 a 30 mm, tornou-se

popular por ser um aparelho pequeno, leve e com custo razoavel®.

Esses lasers semicondutores possuem O mecanismo de
funcionamento um pouco diferente da maioria dos lasers, pois trabalham
com polos positivo e negativo, sendo a radiagao emitida pelas laterais, como

se fosse um “sanduiche™'.
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Para que se obtenha a resposta bioldégica adequada é necessario
atingir a dose o6tima de radiagdo, o comprimento de onda correto e 0 numero
de aplicagdes suficientes para produzir efeito. Os seguintes parametros
devem ser observados: escolha do comprimento de onda, densidade de
energia (dose) e densidade de poténcia (intensidade). A poténcia do laser é
o valor dado pelo fabricante em watts (W). A densidade de poténcia é a
poténcia de saida de luz por unidade de area medida em watts por
centimetro quadrado (W/cm?). A densidade de energia, também chamada de
dose, € a quantidade de energia por unidade de area transferida ao tecido,

expressa em joules por centimetro quadrado (chmz)z_

Das propriedades da luz laser, a colimagcéo nédo parece ser crucial
para causar os efeitos do laser visto que € rapidamente degradada ao
passar pelos tecidos (efeito de espalhamento). A monocromaticidade parece
ser vital, pois os efeitos nas células sdo causados por comprimentos de
onda de uma estreita faixa do espectro da luz. Os lasers em baixa poténcia
estdo numa faixa do espectro que ndo € absorvida por muitos componentes
do organismo e, por isso, possuem maior profundidade de penetragao.
Comprimentos de onda mais longos sao mais resistentes ao espalhamento e
penetram mais nos tecidos. A luz vermelha do laser de He-Ne penetra 0,5 a
1 mm antes de perder 37% de sua intensidade, enquanto que a luz
infravermelha do laser de GaAlAs penetra mais de 2 mm antes de perder a
mesma quantidade de energia. A terapia a laser envolve usualmente
exposicdes de 4 Jlcm?, o que significa uma penetragdo de 0,5 a 2,5 cm

podendo atingir nervos, musculos e articulacdes”.

Os mecanismos biomoleculares da agdo do laser de baixa poténcia
sdo bem diferentes dos mecanismos térmicos do laser de alta poténcia. O
evento inicial que ocorre é a absorgcao da luz por moléculas do tecido alvo as
quais sao chamadas de cromoforos. Outras moléculas fotossensitivas séo a
clorofila na fotossintese e a rodopsina na visdo. Os citocromos, enzimas da
cadeia respiratoria presentes nas mitocondrias das células, responsaveis por
converter ADP em ATP e fornecer energia para a célula e dirige o seu
metabolismo (sintese de proteinas, replicagcdo, motilidade celular,

manutengdo do potencial da membrana), sdo fotossensiveis. Assim, a
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energia do laser é absorvida e convertida em energia para a célula
(ATP)1 5,24,25.

A acao dos lasers em baixa poténcia nos tecidos ocorre dentro de um
espectro limitado da luz de comprimentos de onda de 600 a 900 nm, os
quais possuem niveis de energia e absorgao relevantes. No espectro entre
500 e 1200 nm, ndo ha uma molécula especifica que absorva toda a energia
do laser, como, por exemplo, a hemoglobina e melanina interagem com
comprimentos de onda de 500 nm do laser de argbnio. Toda energia é
absorvida por esses pigmentos e a luz ndo atinge outras areas do tecido.
Esse intervalo de 500 a 1200 nm ¢é chamado de “janela éptica” dos tecidos,
por ndo haver moléculas de absorcdo especifica para esses comprimentos
de onda, o tecido permite a livre passagem e espalhamento dos raios
vermelhos e infravermelhos dos lasers em baixa poténcia até que cheguem

aos citocromos das mitocondrias’ °242°,

Nenhum efeito colateral foi observado com o uso de lasers no
espectro vermelho e infravermelho, pois seus fotons sdo de baixa energia e

n3o causam ionizacdo, causam somente excitacéo e calor?.

2.2LASERTERAPIA DE BAIXA POTENCIA EM MODELOS DE
INFLAMAGAO AGUDA

Albertini e colaboradores, usando o modelo de inflamagdo induzido
por carragenina, demonstraram pelo uso de laserterapia de baixa poténcia,
uma diminuicdo na evolugdo do edema quatro horas apdés a injecao de
carragenina no musculo subplantar. Esses autores mostraram que a
irradiagdo com laser falhou na inibigio do edema em animais
adrenalectomizados, indicando que a laserterapia de baixa poténcia
possivelmente exerce seus efeitos antiinflamatoérios estimulando a liberagao

de hormdnios adrenocorticosteroides®.

A carragenina € um polissacarideo amplamente utilizado para induzir
resposta inflamatoria aguda em animais experimentais, uma vez que induz a

liberagdo de diferentes mediadores inflamatérios como a histamina,
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bradicinina, prostaglandina e anions superéxidos'™®. O uso da carragenina
como agente irritante para induzir inflamacéo em pata de rato foi introduzido
por Winter e colaboradores, tornando-se um dos métodos mais populares

para o teste de drogas e avaliagdo de novas terapias antiinflamatorias’”®.

Recentemente, nosso grupo demonstrou uma diminuicdo na
quantidade de RNAm para COX-2 em musculo subplantar retirado de ratos
tratados com carragenina seguido de irradiacdo de laser de baixa poténcia
uma hora apds a injecdo de carragenina’. Nesses animais, a expressdo de
COX-2 e o volume do edema foram reduzidos pela laserterapia de baixa
poténcia 4h apds a injegdo de carragenina. Além disto, Albertini e
colaboradores demonstraram a redugédo (de 30 - 40%) no conteudo de
RNAm das citocinas TNF-a, IL-18 e IL-6 3 h apds a irradiacdo com laser em
musculo subplantar coletado de rato tratado com carragenina. Este efeito
diminutivo da expressao do RNAm destas moléculas foi observado usando
tanto laser de comprimento de onda de 660nm ou 684nm quatro horas apés
a inducdo da inflamacdo aguda. Estes resultados demonstraram que
laserterapia de baixa poténcia apresenta uma acgao antiinflamatéria que
possivelmente modula fatores de transcricdo ligados a expressdo de RNAm

de COX-2 e de citocinas pré-inflamatdrias .

Lopes-Martins e colaboradores sugeriram que laserterapia de baixa
poténcia administrada 1-3 horas apés a indu¢do da inflamagcdo em um
modelo de pleurite aguda induzida por carragenina, reduz significativamente

a migracao das células inflamatorias®.

Aimbire e colaboradores administraram laserterapia de baixa poténcia
em modelos de pleurite induzidas por Rabbit antiserum ovalbumin (BSA)
mostraram a reducdo da expressao dos niveis de TNF-a no lavado

broncoalveolar apds a irradiagdo’".

Ferreira e colaboradores analisaram os efeitos analgésicos da
laserterapia de baixa poténcia com o laser de He-Ne no processo
inflamatorio agudo induzido por carragenina, e mostraram que a irradiagao
com dose de 2.5 Jicm? produz analgesia e diminui o volume do edema

quando aplicado 1, 2 e 3 horas apds a injecdo de carragenina, inibindo a
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sensibilizagao dos nociceptores no processo inflamatério,

conseqiientemente diminuindo a dor?,

Os receptores de cininas By e B, desempenham papel importante na
patofisiologia da inflamac&go’'®>'®. O receptor de cininas B, é amplamente e
constitutivamente expresso, enquanto o receptor By € pouco expresso na
maioria dos tecidos em condi¢bes basais, porém tem a sua expressao
fortemente aumentada durante processos inflamatoérios. Os receptores B:
constitutivos sao conhecidos por estarem preferencialmente envolvidos na

fase inicial da inflamac3o e o receptor B induzivel na fase mais tardia'”'®,

O envolvimento do receptor Bs no modelo inflamatdrio induzido por
carragenina tem sido demonstrado. Costa e colaboradores demonstraram os
efeitos antiinflamatérios de um antagonista seletivo nao peptidico para
receptor de cininas B4, SSR240612 na inflamacdo pleural induzida por
carragenina em camundongos, reduzindo a contagem de células totais e

neutrofilos?’.

A relagao entre a inflamagao induzida por carragenina e o receptor de
cininas B, também foi também sugerida. As propriedades antinociceptivas e
de inibicdo de edema do antagonista ndo peptidico do receptor de cininas
B2, NPC18884, na hiperalgesia induzida pela carragenina foram
demonstradas®. Usando o modelo de inflamagdo pleural induzida por
carragenina, Saleh e colaboradores demonstraram a inibicdo dose-
dependente da exsudacdo e do conteudo celular total e diferencial causado

pela injecdo intrapleural de carragenina®®.
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3. OBJETIVO

O objetivo deste estudo foi verificar a influéncia da laserterapia de
baixa poténcia na formagao do edema e na expressao génica dos receptores
de B e B, de cininas em modelo experimental de inflamagcdo aguda em

ratos.
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4. RESULTADOS

Artigo publicado em: International Immunopharmacology, 2008

F Bortone, HA Santos, R Albertini, JB Pesquero, MS Costa, JA Silva Jr.
Low level laser therapy modulates kinin receptors mRNA expression in the
subplantar muscle of rat paw subjected to carrageenan-induced
inflammation. International Immunopharmacology, v 8, p 206-210, 2008.
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KEYWORDS Abstract

Kinins;

B1 and B2 receptors; Low level laser therapy (LLLT) has been used clinically in order to treat inflammatory processes.
Low level laser therapy In this work, we evaluated if LLLT alters kinin receptors mRHA expression in the carrageenan-

induced rat paw edema. Experimental groups were designed as followed: A, (Control -saline), A
{Carrageenan-only ), As (Carrageenan +laser 660 nm) and A4 (Carrageenan + laser 684 nm). Edema
was measured by a plethysmometer. Subplantar tissue was collected for kinin receptors mRHA
quantification by Real time-PCR. LLLT of both 660 and 684 nm wavelengths administrated 1 b
after carrageenan injection was able to promote the reduction of edema produced by
carrageenan. In the Az group, B1 receptor expression presented a significantly increase when
compared to control group. Kinin B1 receptor mRMA expression significantly decreased after
LLLTs 660 or 684 nm wavelength. Kinin B2 receptor mRNA expression also diminished after both
laser irradiations. Our results sugeest that expression of both kinin receptors is modulated by
LLLT, possibly contributing to its anti-inflammatory effect.

@ 2007 Elsevier B.Y. ALl rights reserved.

1. Introduction

Low Level laser therapy (LLLT ) is a novel therapy involving the

application of low power monochromatic and coherent light

to injuries and lesions [1]. LLLT has been used to treat

* Corresponding authar. Tel.: +55 11 3385 6222, muscular pain, although the biclogical mechanisms of the
E-mail address: jose jr@uninove.br J.A. Silva). beneficial results observed in clinical trals remain unclear

1567-576% /% -« see front matter © 2007 Elsevier BV All rights reserved.
dois10.1016 /. intimp. 2007.09.004
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[2]. The ability of LLLT to reduce the duration of acute
inflammation [3] and accelerate tissue repair in tendon and
muscle injuries was proposed [4]. Lubart et al. suggested
that LLLT may promote changes in the cellular redox state,
playing a pivotal role in sustaining cellular activities, and
promoting photobiostimulative processes [5]. For many years
it has been proposed that low level laser therapy (LLLT) is
able to ameliorate the pain, swelling, and inflammation
associated with varous forms of arthritis. Recently, Castano
et al. demonstrated that LLLT was highly effective intreating
inflammatory arthritis in rats that had zymosan injected into
their knee joints in order to induce inflammatory arthritis
[&]. The mechanisms behind the observed clinical pain relief
after LLLT are poorly understood, and may involve an anti-
inflammatory action [7,8]. Bjordal and colleagues demon-
strated that LLLT is able to modulate inflammatory processes
in a dose-dependent manner and can be used to significantly
reduce acute inflammatory pain in clinical settings [B].

Carrageenan is a polysaccharide widely used to induce
acute inflammation response in experimental animals, since
it induces the release of different inflammatory mediators,
such as histamine, bradykinin, prostaglandin, and superoxide
anions [9]. The use of carrageenan as an irritant agent to
induce rat paw inflammation was introduced by Winter and
colleagues, becoming one of the most popular methods for
drug testing and evaluation of new anti-inflammatory
therapies [10,11].

Albertini et al. using the carrageenan-induced inflamma-
tion model, demonstrated the decrease in edema evolution
at 4 h after the injection of carrageenan insubplantar muscle
by LLLT [12]. These authors have shown that laser irradiation
failed to inhibit the edema in adrenalectomized animals,
indicating that LLLT possibly exerts its anti-inflammatory
effects by stimulating the release of adrenal corticosteroid
hormones.

Recently, we demonstrated a diminished COX-2 mRMA
expression in subplantar tissue taken from rats treated with
carrageenan followed by LLLT 1 h after carrageenan
injection [13]. In these animals, COX-2 mRMA expression
and edema volume were reduced by LLLT at 4 h after the
injection of carrageenan. Moreover, Albertini et al. demon-
strated the reduction (30-40%) in the mRMA content of
cytokines THF-w, IL-1p3 and IL-6 3 h after laser irradiation in
paw muscle treated with carrageenan. This diminished
effect in mRMNA expression was observed using either LLLTs
860 nm or 684 nm red wavelengths 4 h after acute
inflammation induction [14]. These results demonstrate
that LLLT present an anti-inflammatory action which possibly
modulates transcription factors linked to COX-2 and pro-
inflammatory cytokines mRMA expression.

Kinin B1 and BZ receptors play a central role in the
pathophysiology of inflammation [15-17]. Kinin B2 receptor
is broadly and constitutively expressed, whereas B1 receptor
is weakly expressed in most tissues under basal conditions
but strongly upregulated following inflammation. Constitu-
tive B2 receptor is thought to be preferentially involved in
the early phase and the inducible B1 receptor in later phases
of inflammation [18,19].

The involvement of B1 receptor on the carrageenan-
induced inflammation model has been demonstrated. Costa
and colleagues demonstrated the anti-inflammatory
effects of the novel selective non-peptide kinin B(1)

receptor antagonist, 55RZ40612 on the carrageenan-
induced mouse pleursy, reducing total cell and neutrophil
counts [20].

The relation between carrageenan-induced inflammation
and kinin B2 receptor was also sugpested. The antinocicep-
tive and the edema inhibition properties of the non-peptide
kinin B2 receptor antagonist, MPC 18884, on the carragee-
nan-induced hyperalgesia has been shown [21]. Using the
mouse pleurisy model induced by carrageenan, Saleh et al.
demonstrated the dose-dependent inhibition of the exuda-
tion and total and differential cell content caused by
intrapleural injection of carrageenan [22].

To our knowledge there are few, if any, studies investigat-
ing whether LLLT affects kinin receptors expression in vivo.
Within this context, the present stedy was therefore
designed to evaluate the kinin involvement in the anti-
inflammatory properties of LLLT applied at different wave-
lengths (660 and 684 nm) on the carrageenan-induced rat
paw edema, a classical model for acute inflammatory
response. In order to study the anti-inflammatory mechan-
isms by LLLT, we determined the volume edema and the kinin
receptors mENA expression.

2. Materials and methods

Z.1. Animals

All e periments were carried out in accordance with the guidelines
of Vale do Paraiba University for animal care (protocol number:
AD34 /2006 /CEP). Experiments wene performed using male ‘Wistar
rats (150-200 g) with food and water ad {ibitum provided by the
Central Animal House of the Research and Development Depart ment
of Vale do Paraba University (UNIVAP)L ALl rats were placed in
common cages and randamly divided into group of eight.

2.2. Laser irradiation

Diode lasers with mean output power of 30 mW and wavelengths of
either 660 nm (model: laser unit, Kondortech) or 684 nm {model:
Theralase ) were wsed. Spectroscopic measumements carried out on
both lasers showed no thermal drift for the 660nm laser. The 684 nm
laser showed a 0.4 nm wavelength drift from the cold to warm
operation conditions. Stabilization at the 684 nm was achieved in a
time period shorter than 30 s after turning on with the diode laser
device at room temperature. The optical power was calibrated by
wsing a Mewport Multifunction Optical Meter (model 1835C). The
lager beam illuminated an area of 0.785 cn® resulting in an energy
dasage of 7.5 Mot

2.3. Experimental groups

Experimental group consisted of 32 male Wistar rats divided into 4
groups: Al (Controlsaline), AZ (Carrageenan alone), A3 (Carra-
geenant laser 660 nm) and A4 (Carrageenan+ laser 684 nm). Rats
were given a subplantar injection (0.5 ma/paw) of either
carrageenan (Sigma) or saline in the subplantar region from left
paw, under anesthesia with halothane. The animals from A3 and A4
groups were irradiated at 1 h after the inflammation induced by
CAr rageenan.

2.4. Experimental procedure

The animals were sacrificed by decapitation 4 h after each
treatment and the subplantar muscles were quickly desected,
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Figure 1 Edema volume determined 4 h after carrageenan-

induced inflammation in rat paw. The experimental conditions are
described under Materials and methods. The data are mean£SE
{n="8). A statistical analysis indicated that p=0.05, comparing Al
with AZ groups (") and comparing A3 and A4 with AZ groups (*).

immediately frozen in liguid nitrogen and stored at—B80 “C until RMA
exbraction.

2.5, Quantitative real-time polymerase chain reaction
(RT-PCR)

Total RMA was isolated from subplantar muscles by TRIEzol reagent
(Gibco BRL, Gaithersburg, WMD), according to the manufacturer's
protocol. RHA was subjected to DNase | digestion, followed by reverse
tramscription to cDNA, as previously described [19]. PCR was
performed in a 7000 Sequence Detection System (AB| Priem, Applied
Bicsysbems, Foster City, CA) using the SYBRGreen core reaction kit
{Apolied Biosystems). Primers wsed for kinin B1 receptor mRMA
quantification were: B1 forward 5 -CCAGGGTTCGTCATCACTATCTG- 3"
and reverse primer 5-GLAAMAGGAAGAAGGALAAGACTAA-I' [Gen-
BankTM accesgon number MM_030B51); and primers for kinin B2
mRNA guantification were: B2 forwand 5 -CCCTTCCTCTGGGTCCTCTT-
3 and reverse primer 5-CAGAACACGCTGAGGACAAAGA-3' [Gen-
BankTM accession number NWM_173100.1). p-actin primers forward
(GenBank TV accession number JO0691) 5 -AAGTCCCTCACCCTCC-
CAAMAG-I" and reverse (GenBankTM accesson number V01217) 5'-
AAGCAATGCTGTCACCTTCOC -3 wene also used. Rat betaZ-microgo-
bulin was used as a second internal standard for gene quantification
[GenBankT™ accession number AFOT 2097): primers 5-TGTCTTTCAG-
CAAGGACTOG-3 and 5 -GATGLTGCTTACATGTCTCG-3 .

Quantitative values for Kinin B1 and B2 receptors, pe-actin and
betaZ-microglobulin mPENA transcription were obtained from the
threshold cycle number, where the increase in the signal associated
with an exponential growth of PCR products begirs to be detected.
Melting curves were generated at the end of every run to ensure
product uniformity. The relative target gene expression level was
narmalized on the bask of p-actin or g2-microglobulin expression as
endogenous RNA control. AC; values of the samples were determined
by subtracting the average C; value of kinin B1 and B2 mRNA from
the average C; value of the internal control p-actin or beta2-
microglabulin. As it is uncommon to use AC, a5 a relative data due to
this logarithmic characterstic, the 9% parameter was wsed to
express the relative expression data [23]. Results are expressed a5 a
ratio relative to the sum of B-actin and p2-microglobulin transcript
levels as internal contral.

2.6. Statistic analysis

Datawere examined by analysis of variance (AMOVA) followed by the
Tukey-Kramer Multiple Comparsons Test post hoc to determineg

differences between groups. The results were considered significant
when p<0.05.

3. Results

3.1. Effect of LLLT on carrageenan-induced edema

Inarder tostudy the effect of LLLT on the paw swelling, initially
we investigated the edema volume four hours after carrageenan
injection, according to Albertini et al. [13]. A pronounced
swelling of the rat paw in the animals receiving carrageenan was
observed when compared with the control group (Fig. 1). Laser
irradiation administrated 1 h after carrageenan injection was
able to promote the edema reduction induced by carrageenan
administration (p<0.05). This effect was similarly successful
using wavelengths of both 660 and 684 nm.

3.2, Effect of LLLT on the kinin receptors expression in
the rat paw

Kinin B1 receptor mRNA expression presented a significantly
increase in the edematous rat paw (As: 1.8£0.2, p<0.001) when
compared to control group (A 0.3£0.1) (Fig. 2). Inflamed rat paw
irradiated with laser of either 660 nm (As) or 684 nm (Ag)
wavelength presented lower kinin B1 receptor mRNA expression
(0.320.2 and 0.5:0.3, respectively, p=0.05) compared with
carrageenan-only treated animals. Using a second housekeeping
gene (P 2-microglobuling, kinin B1 mRNA expression was similar to
data obtained after p-actin mRNA normalization. Kinin B1 re-
ceptor mRMA expressien is relevant in inflammation model s, since
its induction is modulate by cytokines such as IL-1p and THF -«
[24]. Interestingly, kinin B, receptors expression seem to be
upregul ated under the same conditions described for the inducible
pro-inflammatory enzymes cyclooxygenase-2 (CO0X-2) and the
inducible nitric oxide synthase (iM0S). In this way, the stimuli {and
also the cellular signalling pathways) shown to be capable of
increasing the expression of By receptors are the same as those
recognized for stimulating the upregulation of COX -2 and iNOS (for
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Figure 2  Effect of LLLT on kinin B1 {A) and BZ (B) receptors
mRNA expression. The experimental conditions are described
under Materials and methods. The analysis was performed by RT-
PCR. Groups: Ay (Control-saline), A; (Carrageenan-only), A
{Carrageenan +laser 660 nm) and A, (Carrageenan+laser
684 nm). The relative data are expressed as mean=5E (n=8). A
statistical analysis indicated that p<0.05, comparing A1 with AZ
groups (**) and comparing A3 and A4 with A2 groups (*).
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review of kinin B1 receptor role in inflammatory and painful
processes, see Calixto et al. [25]). Indeed, we recently showed
that COX-2 mRNA expression was also diminished after LLLT at the
same time course of kKinin receptors expression presented here
[13]. Further pharmacological evidence suggests that upregula-
tign of By receptor-mediated rat paw edema following intradermal
injection of interleukin-1p and tumor necrosis factor-o involves
the activation of protein kinase C, tyrosine kinase or MAP-kinases
and the transcriptional factor NF-«<B [26]. It has been demon-
strated that specific MF-«B blockers are able to prevent B,
receptor upregulation both inwitro [27,28] and in vivo [26,29].

Mo significant difference was cbserved between control (A :
T.4£132) and A; (9.3£1.0; p=0.13) concerning to kinin B2
expression (Fig. 2). However, kinin B2 receptor mRMA expression
also diminished in Ay and A groups (2.6£0.6 and 3.5£1.1,
respectively, p<0.05) in different experiments using either p-
actin or pZ-microglulin as internal standard. The relation
between carrageenan-induced inflammation and kinin B2
receptor is also suggested. The antinociceptive and the edema
inhibition properties of the non-peptide kinin B2 receptor
antagonist, NPC 18884, on the carrageenan-induced hyperalge-
sia has been shown [21]. Using the mouse pleurisy model induced
by carrageenan, Saleh et al. demonstrated the dose-dependent
inhibition of the exudation and total and differential cell
content caused by intrapleural injection of carrageenan [22].

Surprisingly, after carrageenan and laser treatment, kinin B2
receptor mRNA expression still presented lower expression levels
than Al group (control), suggesting a possible involvement of a
trarscriptienal modulator. This data was validated using p-actin or
p2-microglobulin as a housekeeping controd gene. Despite kinin B2
receptor is constitutively expressed in a large number of cells, the
2ene expression is regulated during development in the kidney,
cardiovascular system, and later in some pathological states such as
diabetes and cardiac hypertrophy by substances such as cAMP.
glucose, glucocorticoids, and estrogen, among others, which
madulate the mRMA expression, protein levels, and cell surface
kinin B2 receptors in tissues. Baptikta et al. suggest that the
classical silencer element present in the regulatory region of the
kinin B2 promoter could be one of the mechanisms by which the
gene is downregulated at the transcriptional level either in
pat hophy sidlogical or physiclogical conditions [30]. Further inves-
tigations need to be performed in order toclarify the acguired data.

This is the first report showing a reduction of kinin receptors
mRENA expression after LLLT, using a traditional inflammation
model. Taken together, these results suggest that expression of
kinin B1 and B2 receptors mRNA expression is modul ated by LLLT,
possibly contributing toits anti-inflammatory effect. Therefore,
LLUT may be a new alternative therapy in the treatment of
inflammatory disorders.
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5. PERSPECTIVAS FUTURAS

Analisar a influéncia da laserterapia de baixa poténcia na modulagao
da expressdo de outros componentes do Sistema Calicreina-Cininas, como
as calicreinas plasmatica e tecidual e o cininogénio, bem como de efetores
do Sistema Renina-Angiotensina em modelo de inflamagdo aguda induzido

pela carragenina.
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RESUMO

A laserterapia de baixa poténcia tem sido usada clinicamente no
tratamento de processos inflamatérios. Neste trabalho, avaliamos se a
laserterapia de baixa poténcia altera a expressao do RNA mensageiros dos
receptores de cininas na inflamagéo induzida por carragenina em edema em
pata de ratos. Grupos experimentais foram separados como segue: A1
(Controle salina), A2 (carragenina somente), A3 (carragenina + laser 660nm)
e A4 (carragenina + laser 684 nm). O edema foi medido por meio de um
pletismdmetro. O tecido subplantar foi coletado para a quantificagdo do
MRNA de receptores de cininas feita por Real Time-PCR. A laserterapia de
660 e 684 nm foi administrada 1h apés a injecao de carragenina e mostrou-
se capaz de promover a redugdao do edema produzido pela carragenina. No
grupo A2, a expressao do receptor B1 apresentou um aumento significativo
quando comparado ao grupo controle. A expressdo RNAm do receptor B4 de
cininas diminuiu significativamente apds a irradiacdo com laserterapia de
baixa poténcia com comprimento de onda de 660 ou 684 nm. A expressao
de RNAm do receptor B, de cininas também diminuiu ap6s a duas
irradiagbes. Nossos resultados sugerem que a expressdao génica dos
receptores de cininas € modulada pela laserterapia de baixa poténcia, o que

possivelmente contribui para seu efeito antiinflamatorio.
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1. INTRODUCAO

A laserterapia de baixa poténcia (LLLT) € uma nova terapia que envolve
a aplicacdo de luz de baixa poténcia monocromatica e mesma amplitude em
ferimentos e lesdes [1]. A LLLT tem sido utilizada em tratamentos de dores
musculares e apesar dos resultados benéficos observados, o mecanismo
biolégico permanece desconhecido [2]. A capacidade da LLLT em reduzir a
duragédo da fase aguda da inflamagéo [3] e acelerar a reparagao tecidual nos
tendées e lesbes musculares foi proposta [4]. Lubart e colaboradores
sugeriram que a LLLT pode promover mudancas no estado de redugao-
oxidacdo celular, desempenhando papel essencial na sustentacdo das
atividades celulares, e promovendo o processo fotobioestimulativo [5].
Durante muitos anos, tem sido proposto que a laserterapia de baixa poténcia
(LLLT) pode amenizar a dor, o inchago e a inflamagao associada a varias
formas de artrite. Recentemente, Castano colaboradores demonstraram que
a LLLT foi altamente eficaz no tratamento da artrite inflamatéria em ratos,
que tiveram injecdo de zymosan nas juntas dos joelhos com a finalidade de
induzir artrite inflamatéria. Os mecanismos por tras do alivio da dor clinica
observada apdés a LLLT sdo pouco claros e pode envolver uma acao

antiinflamataria [7,8].

Bjordal e colaboradores demonstraram que a LLLT & capaz de modular o
processo inflamatério de maneira dependente da dor e pode ser usada para

reduzir significativamente a dor inflamatéria aguda em abordagens clinicas

[8].

A carragenina é um polissacarideo amplamente utilizado para induzir
resposta inflamatdria aguda em animais experimentais, uma vez que induz a
liberagao de diferentes mediadores inflamatérios como a histamina,
bradicinina, prostaglandina e anions superoxidos [9]. O uso da carragenina
como um agente irritante para induzir infamagcdo em pata de rato foi
introduzido por Winter e colaboradores, tornando-se um dos métodos mais
populares para o teste de drogas e avaliagdo de novas terapias

antiinflamataérias [10, 11].
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Albertini e colaboradores usando o modelo de inflamagao induzido por
carragenina demonstraram pelo uso de LLLT uma diminuicdo na evolugéo
do edema quatro horas apds a injegdo de carragenina no musculo
subplantar. Esses autores mostraram que a irradiacdo com laser falhou na
inibicdo do edema em animais adrenalectomizados, indicando que a LLLT
possivelmente exerce seus efeitos antiinflamatérios estimulando a liberagao

de hormoénios adrenocorticosteroides.

Recentemente, nosso grupo demonstrou uma diminuicdo na quantidade
de RNA mensageiro (RNAm) para COX-2 em muculo subplantar retirado de
ratos tratados com carragenina seguido de LLLT uma hora apds a injegcao de
carragenina [13]. Nesses animais, a expressdao de COX-2 e o volume do
edema foram reduzidos pela LLLT 4h apds a injecdo de carragenina. Além
disto, Albertini e colaboradores demonstraram a reducao (de 30 - 40%) no
conteudo de RNAm das citocinas TNF-a, IL-1B e IL-6 3 h apds a irradiagcéao
com laser em musculo subplantar coletado de rato tratado com carragenina.
Este efeito diminutivo da expressdo do RNAm destas moléculas foi
observado usando tanto LLLT de comprimento de onda de 660nm ou 684nm
quatro horas apds a inducdo da inflamagdo aguda [14]. Estes resultados
demonstraram que LLLT apresenta uma acdo antiinflamatéria que
possivelmente modula fatores de transcricdo ligados a expressdo de RNAm

de COX-2 e de citocinas proé-inflamatoérias.

Os receptores de cininas By e B, desempenham papel importante na
patofisiologia da inflamacdo. O receptor de cininas B, é amplamente e
constitutivamente expresso, enquanto o receptor By € pouco expresso na
maioria dos tecidos em condicbes basais, porém tem a sua expressao
fortemente aumentada durante processos inflamatoérios. Os receptores B»
constitutivos sdo conhecidos por estarem preferencialmente envolvidos na
fase inicial da inflamagao e o receptor B¢ induzivel na fase mais tardia [18,
19].

O envolvimento do receptor B1 no modelo inflamatoério induzido por

carragenina tem sido demonstrado. Costa e colaboradores demonstraram os
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efeitos antiinflamatérios de um antagonista seletivo ndo peptidico para
receptor de cininas B4, SSR240612 na inflamacdo pleural induzida por
carragenina em camundongos, reduzindo as contagens de células totais e

neutrofilos [20].

A relagao entre a inflamagéo induzida por carragenina e o receptor de
cininas B, também foi também sugerida. As propriedades antinociceptivas e
de inibicdo de edema do antagonista ndo peptidico do receptor de cininas
B2, NPC18884, na hiperalgesia induzida pela carragenina foram
demonstradas [21]. Usando o modelo de inflamacédo pleural induzida por
carragenina, Saleh e colaboradores demonstraram a inibicdo dose-
dependente da exsudacdo e do conteudo celular total e diferencial causado

pela injegao intrapleural de carragenina [22].

Pelo nosso conhecimento ha poucos, se algum, estudo investigando se a
LLLT afeta a expressdo de receptores de cininas in vivo. Neste contexto o
presente estudo foi desenvolvido para avaliar o envolvimento das cininas
nas propriedades antiinflamatérias da aplicacdo de LLLT em diferentes
comprimentos de onda (660 e 684nm) no edema de pata de rato induzido
por carragenina, um modelo classico para resposta de inflamagao aguda. A
fim de estudar oS mecanismos antiinflamatérios pela LLLT, nés
determinamos o volume de edema e a expressdao de RNAm de receptores

de cininas.

2. MATERIAIS E METODOS
Animais

Todos os experimentos foram realizados de acordo com as diretrizes
da Universidade do Vale do Parnaiba para o cuidado animal (protocolo n°
A034/2006/CEP). Os experimentos foram realizados usando 32 ratos Wistar
machos (150-200g) com comida e agua ad libitum proveniente da Casa

Central do Animal do Departamento de Pesquisa e Desenvolvimento da
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Universidade Vale do Paraiba. Todos os ratos foram colocados em gaiolas

comuns divididos randomicamente em grupos de oito.

Irradiacdo a Laser

Laser de diodo com poténcia de 30mW e comprimento de onda tanto
de 660nm (modelo: Laser unit, Kondortech) ou 684nm (modelo Theralase)
foram usados. As medidas espectroscopicas executadas em ambos os
lasers ndao mostraram alteracdo térmica para o laser de 660nm. O laser de
684nm mostrou uma alteragdo de 0.4 nm no comprimento de onda na
condicdo de operacdo de frio para quente. O poder 6ptico foi calibrado
utilizando-se Newport Multifunction Optical Meter (modelo 1835C). O raio de
luz iluminou uma area de 0.785cm? resultando em uma dosagem de energia
de 7.5 J/cm®.

Grupos Experimentais

O grupo experimental consistiu de 32 ratos Wistar machos divididos
em quatro grupos: A1 (Controle - salina), A2 (carragenina), A3 (Carragenina
+ laser 660nm) e A4 (Carragenina + laser 684nm). Os ratos receberam uma
injecdo subplantar (0,5mg/pata) de carragenina (Sigma) ou salina (animais
controle) na regido subplantar da pata esquerda sob anestesia com
halotano. Os animais dos grupos A3 e A4 foram irradiados uma hora apés a

inflamacao induzida por carragenina.

Procedimentos Experimentais

Os animais foram sacrificados por decapitacdo quatro horas apos
cada tratamento e os musculos subplantares foram rapidamente dissecados,
imediatamente congelados em nitrogénio liquido e armazenados a -80° C

até a extracdo do RNA.
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PCR Quantitativo em tempo Real

O RNA total foi isolado dos musculos subplantares por auxilio do
reagente TRIzol (Gibco BRL, Gaithersburg, MD), de acordo com protocolo
do fabricante. O RNA foi submetido a digestdo com DNase |, seguido de
transcricdo reversa para cDNA, como previamente descrito [19]. A reagcao de
polimerase em cadeia (PCR) foi realizado em Sistema de Detecgdo de
Sequéncia 7000 (ABI Prism, Applied Biosystems, Foster City, CA) usando kit
de reacdo SYBRGreen (Applied Biosystems). Os iniciadores (primers)
utilizados para a quantificacdo de RNAm para receptor de cininas B¢ foram:
iniciadores para B:1 senso 5-CCAGGGTTCGTCATCACTATCTG-3' e
antisenso 5'-GCAAAAGGAAGAAGGACAAGACTAA-3' (Gen-Bank™ numero de
acesso NM_030851) e iniciadores para quantificagdo de RNAm para o
receptor B, de cininas senso 5-CCCTTCCTCTGGGTCCTCTT-3' e
antisenso 5-CAGAACACGCTGAGGACAAAGA-3' (Gen-Bank™ numero de
acesso NM_173100.1). Iniciadores para [J-actina senso (GenBank™ numero
de acesso J00691) S5-AAGTCCCTCACCCTCCCAAAAG-3' e antisenso
(GenBank™ numero de acesso V01217) 5-~AAGCAATGCTGTCACCTTCCC-

3' foram também usados. O gene da []2-microglobulina de rato foi usado

como um segundo padrdo interno para quantificagdo génica (GenBank™
numero de acesso AF072097): iniciadores senso 5'-
TGTCTTTCAGCAAGGACTGG-3' e antisenso 5'-

GATGCTGCTTACATGTCTCG-3..

Valores quantitativos da transcricao dos receptores de cininas B1 e By,
B-actina e B2-microglobulina foram obtidos do numero limiar de ciclos (Cy),
onde o aumento do sinal associado com o crescimento exponencial dos
produtos de PCR comeca a ser detectado. Curvas de acompanhamento
foram geradas ao final de cada corrida para assegurar a uniformidade do
produto. O nivel relativo da expressdo do alvo génico foi normalizado com
base na expressdo de RNAm de . B-actina ou [2-microglobulina como
controles endoégenos. Valores de AC; foram determinados subtraindo a
média do valor de C; das amostras da média de C; do controle interno [3-

actina e B2-microglobulina. Como € incomum o so de AC;devido a esta
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caracteristica logaritmica, o parametro 2C foi utilizado para expressar os
dados da expressao relativa [23]. Os resultados foram expressos como
razao relativa da soma dos niveis de transcricdo B-actina e [2-

microglobulina como controles internos.

3. ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram examinados pela analise de variancia (ANOVA) seguido
do teste de comparagdes multiplas Tukey-Kramer post hoc para determinar
diferencas entre os grupos. Os resultados foram considerados significativos

quando p < 0,05.

4. RESULTADOS

Efeito da LLLT no edema induzido pela carragenina.

A fim de estudar o efeito da LLLT no edema da pata, inicialmente
analisamos o volume do edema quatro horas apds a injecdo de carragenina,
de acordo com Albertini e colaboradores [13]. Um inchacgo pronunciado da
pata de rato em animais que receberam carragenina foi observado quando
comparados com o grupo controle (Figural). A irradiagdo com laser
administrada uma hora apds a injegdo de carragenina foi capaz de promover
uma reducdo do edema induzido pela administracdo da carragenina (p <
0,05). Este efeito foi similar utilizando comprimentos de onda de 660 e
684nm.
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Figura 1: Volume do edema determinado quatro horas apds a inflamagédo induzida por
carragenina em pata de rato. As condigbes experimentais foram descritas em materiais e
métodos. Os dados sdo mostrados como média+/- desvio padrdo (n=8). A analise estatistica
mostrou valor de p menor que 0,05 comparando grupos A1 e A2( **) e comparando A3 e A4
com grupo A2 (*)

Efeito da LLLT na expressao de receptores de cininas em pata de rato

A expressdo de RNAm de receptor B de cininas apresentou um
aumento significativo na pata de rato edematosa (A2: 1.8+0.2, p<0.001)
quando comparada ao grupo controle (A1: 0.3£0.1). (Figura2). Patas de
ratos inflamadas irradiadas com laser tanto de comprimento de onda de
660nm (A3) ou 684nm (A4) apresentaram uma menor expressao do RNAm
para receptor By de cininas (0.3x0.2 e 0.5%0.3, respectivamente, p<0.05)
comparados com animais tratados somente com carragenina. Usando um
segundo controle enddégeno (B2-microglobulina), a expressdo de RNAm para
cininas B+ foi similar aos dados obtidos apds normalizagdo de RNAm para -
actina (dado nado mostrado). A expressao de RNAm para receptor By de
cininas é relevante em modelos de inflamag¢ao, uma vez que sua inducéo é
modulada por citocinas como IL-13 e TNF-a. De maneira interessante, a
expressao de receptores B4 de cininas parece estar aumentada nas mesmas
condigbes descritas para as enzimas proé-inflamatérias  ciclooxigenase-2
(COX-2) e oxido nitrico sintetase induzivel (iINOS). Desta forma, os estimulos

(e também as vias de sinalizagdo celular) que mostram a capacidade de

45
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aumentar a expressao de receptores By foram os mesmos reconhecidos
para estimulagdo do aumento da expressao de COX2 e iNOS (para revisao
da importancia do receptor B1 de cininas em processos inflamatoérios e
dolorosos, veja Calixto e colaboradores [25]). Além disso, nés recentemente
mostramos que a expressdo de RNAm para COX2 foi também diminuida
apdés LLLT concomitantemente com a expressdo de receptores de cininas
observada aqui [13]. Outras evidéncias farmacolégicas sugerem que o
aumento da expressao de receptores B1 no edema em pata de rato seguido
da injecdo intradérmica de IL-1B e TNF-a envolve a ativagdo da proteina
quinase C, tirosina quinase ou MAP-quinases e do fator de transcricdo NF-
kB [26]. Foi demonstrado ainda que bloqueadores especificos para NF-kB
sdo capazes de prevenir o aumento da expressado de receptor B¢ tanto in
vitro [27, 28] quanto in vivo [26, 29].

Nenhuma diferenca significativa foi observada entre o controle
(A1:7.4£1.2) e A2 (9.3+£1.0; p<0.13), com relacéo a expresséo de receptores
de cininas By, entretanto a expressdo de RNAm para receptores B, de
cininas também diminuiu nos grupos A3 e A4 (2.6x0.6 e 3.5%1.1,
respectivamente, p<0.05) em diferentes experimentos usando tanto B-actina
ou B2-microglobulina como padrédo interno. A relacdo entre a inflamagéo
induzida por carragenina e o receptor de B, é também sugerida. As
propriedades antinoceptivas e inibidoras de edema do antagonista n&o
peptidico de receptor B, de cininas, NPC 18884, na hiperalgesia induzida
por carragenina foi demonstrada [21]. Usando o modelo de inflamagao
pleural induzida por carragenina em camundongos, Saleh et al. demonstrou
a inibicdo dose-dependente da exsudagdao e o conteudo celular total e

diferencial causado pela injecao intrapleural de carragenina.
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Figura 2: Efeito da LLLT na expressdo génica dos receptores de cininas B1 e B2. As
condigdes experimentais foram descritas em materiais € métodos. A analise foi realizada
por Real Time PCR. Grupos A1 (Controle salina), A2 (Somente carragenina), A3
(Carragenina e laser 660nm) e A4 (Carragenina e laser 684nm). Os dados relacionados
foram expressos como média+/- desvio padrdo (n=8). A analise estatistica mostrou valor de
p menor que 0,05 comparando grupos A1 e A2(**) e comparando A3 e A4 com grupo A2 (*)

Surpreendentemente apoés o tratamento com carragenina e
laserterapia, a expressdo de RNAm de receptor B, de cininas ainda
apresentava niveis mais baixos de expressdao que o grupo A1 (controle),
sugerindo um possivel envolvimento de um modulador transcricional. Este
dado foi validado wusando p-actina ou B2-microglobulina como controle
génico endbégeno. Apesar de receptor de cininas B, ser expresso
constitutivamente em um grande numero de células, a expressao génica é
regulada durante o desenvolvimento nos rins e sistema cardiovascular e
ap6s nascimento em alguns estados patolégicos como o diabetes e
hipertrofia cardiaca por substdncias como AMP ciclico, glicose,
glicocorticéides, e estrégeno, dentre outros que modulam a expressao de
RNA mensageiro, niveis protéicos e receptores membranares B, de cininas em
tecidos. Baptista e colaboradores sugerem que o elemento silenciador classico
presente  na regido regulatéria do promotor do gene B, de cininas

poderia ser um dos mecanismos no qual o gene tem sua expressao
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diminuida a nivel transcricional, tanto em condi¢gbes patofisioldgicas como
fisiologicas [30]. No entanto, outras investigagées precisam ser realizadas

para clarear os dados adquiridos.

Estes sdo os primeiros dados mostrando a reducdo da expressido de
RNAm de receptores de cininas apds LLLT, usando um modelo de
inflamacao tradicional. Em conjunto, estes resultados sugerem que a
expressao de receptores de cininas By e B, € modulada pela LLLT,
possivelmente contribuindo para seus efeitos antiinflamatérios. Além disto, a
LLLT pode ser uma nova terapia alternativa no tratamento de doencas

inflamatorias.
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