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RESUMO

Introducéo: A fotobiomodulacdo tem capacidade de modular a resposta inflamatéria,
reduzindo o infiltrado de células do sistema imune. Sua potencial acédo de reducéo do
processo inflamatério poderia ser usada como adjuvante no tratamento da sindrome
do desconforto respiratério agudo, umas das principais causas de internacdes
hospitalares. Objetivo: Analisar como a fotobiomodulag&o atua no recrutamento de
neutrofilos, citocinas, mecéanica ventilatoria, atividade da Mieloperoxidase e histologia
do tecido pulmonar em um modelo de inflamacéo pulmonar aguda em ratos. Métodos
288 ratos Wistar machos tiveram a lesdo pulmonar induzida por Lipopolissacarideo
de Escherichia Coli através da instilacdo traqueal e posteriormente foram submetidos
a radiacdo LED 430 nm, Laser 660 nm e Laser 880 nm. ApOs 24 horas 0s animais
foram ventilados mecanicamente para analise da resisténcia, viscancia, elastancia e
histesividade e o pulmao retirado para analise. Resultados: Dentre as fototerapias
utilizadas, o laser vermelho 660 nm foi a Unica capaz de reduzir todas as variaveis da
mecanica ventilatoria, bem como a atividade da mieloperoxidase, marcadores
inflamatorios na andlise do RT-QPCR com repercussao visivel na anélise da histologia
pulmonar, sendo capaz de atenuar o processo patolégico da Lesdo Pulmonar. O
mesmo ndo ocorreu com a aplicacdo do LED que alterou somente marcadores
inflamatoérios e com o Laser infravermelho (808 nm) que foi capaz de reduzir somente
o fator de necrose tumoral e interleucina seis, com repercussao no corte histoldgico.
Conclusao: O Laser vermelho 660 nm foi capaz de modular o processo inflamatério
reduzindo a tempestade de citocinas em animais com lesdo pulmonar induzida por
Lipopolissacarideo de Escherichia Coli com repercussdo na mecéanica ventilatorio e

visivel na analise da histologia pulmonar.

Palavras-chave: lesdo pulmonar; terapia com luz de baixa intensidade; inflamacgao

experimental dos pulmdes.



ABSTRACT

Introduction: Photobiomodulation has the capacity to modulate the inflammatory
response, reducing the infiltration of immune system cells. Its potential action to reduce
the inflammatory process could be used as an adjuvant in the treatment of acute
respiratory distress syndrome, one of the main causes of hospital admissions.
Objective: To analyze how photobiomodulation acts on the recruitment of neutrophils,
cytokines, ventilatory mechanics, Myeloperoxidase activity and lung tissue histology in
a model of acute lung inflammation in rats. Methods: 288 male Wistar rats had lung
injury induced by Escherichia Coli Lipopolysaccharide through tracheal instillation and
were subsequently subjected to 430 nm LED, 660 nm Laser and 880 nm Laser
radiation. After 24 hours, the animals were mechanically ventilated to analyze
resistance, viscosity, elastance and hystesivity and the lung was removed for analysis.
Results: Among the phototherapies used, the 660 nm red laser was the only one
capable of reducing all variables of ventilatory mechanics, as well as the activity of
myeloperoxidase, inflammatory markers in the RT-QPCR analysis with visible
repercussions in the analysis of lung histology, being capable of attenuating the
pathological process of Lung Injury. The same did not occur with the application of
LED, which only changed inflammatory markers, and with the infrared laser (808 nm),
which could reduce only tumor necrosis factor and interleukin six, with repercussions
on the histological section. Conclusion: The 660 nm red laser was able to modulate
the inflammatory process by reducing the cytokine storm in animals with lung injury
induced by Escherichia Coli Lipopolysaccharide, with repercussions on ventilatory

mechanics and visible in the analysis of lung histology.

Keywords: lung injury; low intensity light therapy; experimental inflammation of the

lungs.
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1 INTRODUCAO GERAL

A Lesdo Pulmonar Aguda (LPA) e a Sindrome do Desconforto Respiratorio
Agudo (SDRA) sao condi¢des clinicas que comprometem a funcéo dos pulmdes, elas
tem um espectro de gravidade crescente de lesdo do tecido pulmonar definida por
critérios fisioldgicos, radiolégicos e clinicos que acontecem devido ao dano
generalizado das células e das estruturas da membrana alvéolo-capilar (MATTHAY;
ZIMMERMAN; ESMON; BHATTACHARYA et al., 2003; SAVIN; ZENKOVA,;
SEN’KOVA, 2022).

Embora o termo lesdo pulmonar esteja caindo em desuso em humanos em
modelos animais pré-clinicos permanece aplicavel, uma vez que nenhum modelo
replica todos os recursos da SDRA (D’ALESSIO; METHODS; PROTOCOLS, 2018).

Diferentes modelos de lesdo pulmonar em animais tém sido utilizados para
investigacdo dos mecanismos envolvidos na LPA/SDRA, os que levam a leséo direta
podem ser causados por administracdo via intraqueal, intraoral ou intranasal. Os
agentes de lesdo mais comuns incluem lipopolissacarideo de Escherichia Coli (LPS),
acidos, bactérias (vivas ou mortas pelo calor) e virus. A hiperéxia também pode causar
leséo pulmonar direta. Em comparacéo, a lesdo pulmonar indireta pode ser induzida
por injecdo intravenosa de LPS, ligadura e puncéo cecal, choque hemorragico e
isquemia e reperfusdo mesentérica (D’ALESSIO; METHODS; PROTOCOLS, 2018).

ApoOs a instilagdo de LPS assim como em humanos a resposta inflamatdria tem
inicio rapido apds o insulto, com lesdo do parénquima pulmonar e comprometimento
das trocas gasosas, embora exista uma baixa probabilidade de encontrar todas as
alteracdes em um modelo animal de LPA, a escolha do modelo deve ser guiada pelo
objetivo principal da pesquisa (MATUTE-BELLO; DOWNEY; MOORE; GROSHONG
et al., 2011), quando administrado via intratraqueal a endotoxina de bactéria gram-
negativa LPS simula uma pneumonia, sendo capaz de reproduzir a lesdo da
membrana alvéolo capilar (BECK-SCHIMMER; SCHWENDENER; PASCH; REYES et
al., 2005).

As principais caracteristicas desse modelo sdo lesao tecidual acentuada
evidenciada nas primeiras horas, caracterizada pelo acumulo de neutréfilos no
intersticio e no espaco alveolar seguida de espessamento e edema da parede alveolar
(FONSECA, 2015).
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Estudos sugerem que a LPA/SDRA é responsavel por cerca de 10% das
admissfes em unidades de terapia intensiva sendo que 23% desses pacientes
necessitam de suporte ventilatério com uma mortalidade de até 45% nos casos da
sindrome grave (GRASSELLI; CALFEE; CAMPOROTA; POOLE et al., 2023), sendo
considerada umas das principais causas de insuficiéncia respiratoria aguda com alto
indice de mortalidade e morbidade em pacientes criticos (MATTHAY; ZIMMERMAN;
ESMON; BHATTACHARYA et al., 2003; MOKRA, 2020). As sequelas deixadas aos
pacientes que sobrevivem a LPA/SDRA s&o importantes, como reduc¢do da qualidade
de vida, fraqueza muscular, maior ocorréncia de polineuropatia, miopatias e estenose
traqueal, além de contraturas musculares dentre outras (MATTHAY; ZIMMERMAN;
ESMON; BHATTACHARYA et al., 2003; SAVIN; ZENKOVA; SEN'’KOVA, 2022).

A chamada Classificagéo de Berlim em 2012 definiu a SDRA em 3 categorias,
tendo como base a hipoxemia e o nivel de PEEP, sendo a Lesdo Pulmonar
considerada a SDRA leve e as demais em SDRA moderado e grave (GRASSELLI,
CALFEE; CAMPOROTA; POOLE et al., 2023; MOKRA, 2020). Desde tal definicdo, os
conhecimentos da medicina permitiram avangos com relagcdo ao desenvolvimento da
SDRA, como métodos ndo invasivos para avaliar critérios de oxigenacdo, uso de
oxigénio nasal de alto fluxo para tratamento da Insuficiéncia Respiratéria hipoxémica
grave onde esses pacientes ndo atendem a definicdo de Berlim, diante de algumas
limitagdes foram propostas mudancas em uma conferéncia de consenso global em
junho de 2021. A nova definicdo global de SDRA traz como base as evidéncias atuais
da pratica clinica, onde pacientes tratados com cateter nasal de alto fluxo a 30 L/min
devem ser incluidos na SDRA, saturacdo de oxigénio poder ser verificada por
oximetria de pulso podendo ser usada em vez da gasometria arterial para diagnéstico,
o ultrassom podera ser utilizado para obtencédo de imagens quando a radiografia de
térax ou a tomografia computadorizada ndo estiver disponivel (MATTHAY; ARABI,
ARROLIGA; BERNARD et al., 2024).

A LPA/SDRA é definida pela exposi¢ao a um insulto conhecido de forma direta
(pulmonar) ou indireta (extrapulmonar). Na lesédo pulmonar direta o estimulo atinge as
estruturas pulmonares desencadeando uma resposta imune inata pela ligagédo de
produtos bacterianos ou moléculas enddgenas associadas a lesdes celulares a
receptores padrédo no epitélio pulmonar e macrofagos alveolares, iniciando assim a
resposta inflamatoria aguda (MOKRA, 2020).
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Sdo varias as doencas que podem desencadear tal sindrome incluindo
pneumonias virais (virus influenza A ou rinovirus), bacterianas (Streptococcus
pneumonia ou Staphylococcus aureus), aquelas decorrentes da ventilagdo mecénica,
produtos quimicos (cloro, fosgénio e aerossois industriais), cigarros eletrénicos, ja as
lesGes consideradas indiretas podem ocorrer por lesdo cerebral aguda, sepse,
pancreatite aguda dentre outras (MOKRA, 2020; SAVIN; ZENKOVA; SEN'’KOVA,
2022).

A cascata inflamatdria em resposta ao insulto é o ponto principal da patogénese
da LPA/SDRA, ap0s o evento agressor a inflamacéo faz com que ocorra um aumento
da permeabilidade dos vasos capilares pulmonares e conseguentemente dano
alveolar difuso (SAVIN; ZENKOVA; SEN’KOVA, 2022), os macréfagos entram em
contato com o patégeno dando inicio a resposta imune pulmonar (PARDO; SELMAN;
BIOLOGY, 2021), representando cerca de 95% dos leucdcitos presentes do espaco
aéreo (FAN; FAN, 2018).

Posteriormente a lesdo, 0os macréfagos passam por uma transicdo para
fenotipos M1 pré-inflamatérios secretando assim citocinas pro-inflamatoérias (TNF-alfa,
II-6, 1I-1) e quimiocinas (IL-8, CCL7, CCL2), que por sua vez aumentam a quimiotaxia
fazendo com que os espacos alveolares fiqguem enriquecidos por mondcitos e
neutréfilos (SAVIN; ZENKOVA; SEN’KOVA, 2022).

Os neutrdfilos por sua vez liberam inimeros mediadores inflamatérios, como
espécies reativas de oxigénio e proteinases que destroem o surfactante, as
membranas basais e a barreira epitélio-endotelial (SAVIN; ZENKOVA; SEN'KOVA,
2022). Embora a ativacdo de neutréfilos seja essencial para a defesa do hospedeiro,
sua ativagdo excessiva acarreta danos nos tecidos por liberacdo de agentes
ativadores de células citotoxicas e imunes, que passam a secretar elastases que
digerem o tecido e ativam algumas metaloproteinases teciduais (MATTHAY;
ZEMANS; ZIMMERMAN; ARABI et al.,, 2019; SATHE; MOSTAGHIM; BARNES;
O'CONNOR et al., 2023).

O dano ao epitélio alveolar € um dos fatores determinantes da LPA/SDRA,
contribuindo para interrupcdo das funcfes da barreira epitélio alveolar, favorecendo a
permeacdo de varias proteinas no espaco alveolar o que contribui para o edema
pulmonar (SAVIN; ZENKOVA; SEN'’KOVA, 2022). Os eventos envolvidos na

fisiopatologia da sindrome podem ser divididos em fases, sendo a exsudativa que
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apresenta uma duracéo de 1 a 3 dias caracterizada por extravasamento de liquidos e
proteinas (edema do intersticio e do alvéolo), fase proliferativa apos 48 horas do inicio
do insulto indo até o 6° dia caracterizado por migracdo de neutrdfilos, fibroblastos e
producdo de mais mediadores quimicos e a fase fibrética que acontece apés 7° dia,
nessa fase é onde acontece a fibrose pulmonar com hipoxemia severa (GRASSELLI;
CALFEE; CAMPOROTA; POOLE et al., 2023).

Mesmo com o0s avan¢os da medicina no entendimento da LPA/SDRA ainda
carecemos de farmacoterapia eficaz que aumente a sobrevida desses pacientes,
sendo necessarios mais estudos com esse objetivo (FAN; FAN, 2018; MOKRA, 2020).

Os tratamentos recentes estdo focados nos anti-inflamatorios, reduzindo a
“tempestade de citocinas”, controle dos sintomas como corre¢do de hipoxemia com
administracdo de oxigénio suplementar e suporte ventilatorio. Por tanto s&o
necessarios mais estudos que busquem intervengdes mais ativas, seguras e eficazes
no controle da inflamacgéo pulmonar de pacientes com LPA/SDRA. (LIU; XIAO; XIE,
2022).

Os avancgos na tecnologia da luz e a evolugdo da fotobiomodulagéo (PBM)
através de pesquisas e novas tecnologias, permitiram a ciéncia descobrir os efeitos
benéficos da varios espectros de luz - em particular luz violeta/azul, emitidas por diodo
emissor de luz (Light Emitting Diode, LED) e luz vermelha e infravermelha, emitidas
por laserterapia de baixa intensidade (Low Intensity Laser Therapy, LILT)
(ENWEMEKA; BUMAH; MASSON-MEYERS; BIOLOGY, 2020).

Até o presente momento, sabemos que a luz azul (espectro de 400-470 nm)
possui acdo antimicrobiana contra numerosas bactérias, incluindo o Mycobacterium
tuberculosis, e tem o potencial para abrandar infecces bacterianas oportunistas como
as associadas a COVID-19 e outras infec¢des por coronavirus. A luz vermelha e a
infravermelha (espectro de 600 a 700 nm e 700-1000 nm, respectivamente) tém o
potencial de reduzir a inflamag&o pulmonar, fibrose e, portanto, a SDRA (YE; LIU;
PATHOLOGY, 2020).

A inativag&o dos microrganismos por luz visivel acontece baseada nas reacdes
de oxidacgéo fotossensibilizadoras, que requerem normalmente trés componentes, 0
cromoforo (denominado fotossensibilizador), luz e oxigénio. Apds a absor¢éo da luz,

a energia luminosa € convertida em potencial de oxigenagdo que pode danificar as
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biomoléculas dos microrganismos (NEJATIFARD; ASEFI; JAMALI; HAMBLIN et al.,
2021; PAGE; KELL; PRETORIUS, 2022).

E possivel que a oxidacdo fotossensibilizada possa neutralizar os agentes
causadores da SDRA e de outras causas de les&o pulmonar, desempenhando papel
no controle de tais doencas, no entanto ndo ha dados disponiveis sobre a relacéo
fotodinamica na inativacdo ou controle das mesmas e quais comprimento de ondas
sado mais indicados (NEJATIFARD; ASEFI; JAMALI; HAMBLIN et al., 2021; PAGE;
KELL; PRETORIUS, 2022).

A PBM vem sendo cada vez mais estudada devido seus efeitos analgésicos e
anti-inflamatérios, dados recentes sugerem que os fétons emetidos podem interagir
com fotorreceptores existentes nos tecidos resultando no transporte de elétrons de
forma mais efetiva na cadeia respiratéria mitocondrial resultando em aumento da
producdo de trifofato de adenosina (KLEBANOV; KREININA; POLTANOV,
KHRISTOFOROVA et al., 2001). Os canais ibnicos sensiveis a luz absorvem os
fétons, fazendo com que a concentracdo dos ions calcio intracelular aumente, esse
processo ativa as vias de sinalizagdo por espécie reativas de oxigénio, adenosina
monofosfato ciclico, éxido nitrico e calcio, influenciando o processo celular e
consequentemente a inflamagcdo com liberagcdo de histamina e producdo de
prostaglandina (NEJATIFARD; ASEFI; JAMALI; HAMBLIN et al., 2021).

Dados demostram que a PBM possui a capacidade também de regeneracéo
tecidual, além de reduzir marcadores inflamatérios como neutréfilos de forma eficaz
ao mesmo tempo que promove proliferacdo de colageno na area afetada. No entanto
tais efeitos sdo dependentes das especificidades dos parametros e dos comprimentos
de onda escolhidos (DE OLIVEIRA MARTINS; MARTINEZ DOS SANTOS; EVANY
DE OLIVEIRA; DE BRITTO et al., 2013; PAGE; KELL; PRETORIUS, 2022), muitos
estudos utilizam diferentes comprimentos de onda, descrevendo os resultados com
relacdo a penetracdo de lasers ao tecido sendo possivel identificar algumas
particularidades como larser infravermelho ser mais eficaz para analgesia e o
vermelho ter melhor penetracdo no tecido pulmonar (ASH; DUBEC; DONNE;
BASHFORD, 2017; NEJATIFARD; ASEFI; JAMALI; HAMBLIN et al., 2021).

Diante de tais efeitos a PBM poderia ser usada como terapia adjuvante, ou
mesmo terapia alternativa operando nesses mecanismos, podendo reduzir o processo

inflamatorio decorrente da LPA/SDRA e consequentemente melhorar o prognostico
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da sindrome.

Esse trabalho se justifica pois os resultados encontrados com experimentacao
animal poderéo incentivar estudos futuro clinicos onde os beneficios oriundos da PBM
poderiam reduzir a gravidade da SDRA, repercutindo diretamente ndo somente na
sobrevida dos pacientes, mas também na reducdo do tempo de internacédo e
necessidade de suporte ventilatorio.

Por fim o objetivos do estudo é investigar como a PBM poderia modular o
processo inflamatério em um modelo agudo de lesdo pulmonar induzida por LPS, e
qual seria o comportamento do recrutamento de células inflamatérias bem como
influéncia sobre a mecanica ventilatoria, atividade MPO e histologia do tecido

pulmonar em animais.



2 METODOS

19

O presente estudo seguiu as recomendacdes do ARRIVE (Guidelines for

Reporting Animal Research) para experimentagdo animal) (PERCIE DU SERT;

HURST; AHLUWALIA; ALAM et al., 2020).

2.1 TAMANHO DA AMOSTRA

Os animais foram distribuidos em grupos de forma aleatoria, a relacdo do

namero de animais e 0s grupos experimentais foram dispostos na forma de tabela.

Tabela 1 - Relacéo dos animais distribuidos em seus respectivos grupos.

(Continua)
Grupos Animais
Mecénica ventilatéria e histologia VEICULO/SHAM 8
VEICULO/LED 430 8
VEICULO/LASER 660 NM 8
VEICULO/LASER 808 NM 8
VEICULO/VEICULO 8
VEICULO/DEXA 8
LPS/SHAM 8
LPS/LED 430 8
LPS/LASER 660 8
LPA/LASER 808 NM 8
LPS/VEICULO 8
LPS/DEXA 8
Atividade MPO VEICULO/SHAM 8

VEICULO/LED 430




Tabela 1- Relacdo dos animais distribuidos em seus respectivos grupos.
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(Continuacéo)

Grupos Animais
VEICULO/LASER 808 NM 8
VEICULO/VEICULO 8
VEICULO/DEXA 8
LPS/SHAM 8
LPS/LED 430 8
LPS/LASER 660 8
LPA/LASER 808 NM 8
LPS/VEICULO 8
LPS/DEXA 8

RT-QPCR VEICULO/SHAM 8
VEICULO/LED 430 8
VEICULO/LASER 660 NM 8
VEICULO/LASER 808 NM 8
VEICULO/VEICULO 8
VEICULO/DEXA 8
LPS/SHAM 8
LPS/LED 430 8
LPS/LASER 660 8
LPA/LASER 808 NM 8
LPS/VEICULO 8
LPS/DEXA 8
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Tabela 1- Relagdo dos animais distribuidos em seus respectivos grupos.

(Conclusao)

Total 288

Perdas

Grupos Animais

Mecanica ventilatoria e histologia LPS/LED 430 3
LPS/LASER 660 2
LPA/LASER 808 NM 3
LPS/SHAM 1

Total 9

Fonte: Autor, 2024.

2.2 CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Foram incluidos no estudo ratos da espécie Wistar, machos de 7 a 8 semanas
de vida, com peso entre 250 a 300g, em condicbes fisiolégicas normais sem
anormalidades fisicas. Os animais foram excluidos se ndo apresentassem peso
corporal e idade dentro do descrito, bem como se eles apresentassem alguma

alteracéo fisioldgica.
2.3 RANDOMIZACAO

Neste estudo, os animais foram aleatoriamente distribuidos nos seguintes grupos:
veiculo/SHAM, veiculo/LED, veiculo/laser 660nm; veiculo/laser 808 nm,
veiculo/veiculo, veiculo/DEXA, LPS/sham, LPS/LED 430 nm, LPS/laser 660 nm,
LPS/laser 808 nm, LPS/Veiculo e LPS/DEXA.

2.4 CEGAMENTO

O cegamento dos pesquisadores aconteceu no momento das analises dos

marcadores inflamatorios, ventilagdo mecanica e histologia pulmonar, por esse motivo
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0 mesmo nao tinha conhecimento de qual grupo o animal pertencia, ndo sofrendo

influéncia de tal fato.

2.5 MEDIDA DE RESULTADOS

Apos a instilacdo com LPS os animais foram avaliados com relacdo mecanica
ventilatoria apos a instilacdo de PBS ou do LPS. Para isso os animais foram ventilados
com volume corrente (Vt) de 6 ml.kg -1, frequéncia respiratéria de 120 min-1 e pressao
expiratoria final positiva (PEEP) de 3,0 cmH20, a atividade da mieloperoxidase foi
realizada por meio da andlise dos pulmdes bem como a histologia pulmonar e a reacéo
em cadeia da polimerase em tempo real que foram realizadas usando SYBR® Green
PCR Master Mix (Invitrogen, Life Technologies) no equipamento 7500 Real-Time PCR
System (Applied Biosystems), com primers especificos sintetizados pela Sintese
Biotecnologia (SAHU; MISHRA; LAL, 2020).

2.6 METODOS ESTATISTICOS

Os dados foram expressos em média + erro padrdo da média (SEM) e a
significancia estaistica foi assegurada por métodos paramétricos utilizando analise de
variancia de duas vias (two-way) seguida de poOs-teste de Bonferroni. Para cada
analise, P <0,05 foi considerado estatisticamente significante (GraphPad Prism

version 6.0).

2.7 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados, 288 ratos machos, de linhagem Wistar, mantidos no biotério
do Departamento de Fisioterapia provenientes do Biotério Central do Campus da
UNIFAL. Os animais foram mantidos sob condi¢cdes normais (gaiolas de acrilico, com
a temperatura entre 18-21° C, 55-60% de umidade relativa, e ciclos de 12 horas claro/
escuro). Com racdo padrdo e agua disponivel até o dia do experimento, seguindo as
normas éticas preestabelecidas.

Os aspectos éticos bem como as normas que regulamentam a utilizacdo de

animais em laboratério elaborados pela Comissdo de Etica Experimentacdo em
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Animal da Universidade Federal de Alfenas- UNIFAL foram adotadas e seguidas
rigorosamente, o presente estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica em

Experimentagcdo Animal da UNIFAL com o registro n° 21/2020.

2.8 MODELO DE LESAO PULMONAR

Os animais foram anestesiados através da administracdo por via
intraperitoneal, utilizando-se uma solucdo de cetamina 10 mg/kg (Ketamina®) e
100mg/kg xilasina (Dopaser®). A regido da traqueia foi tricotomizada e limpa e, ap6s
uma incisdo na pele, a musculatura foi afastada para exposicdo da traqueia
(D'ALESSIO, 2018; LI; DONG; ZHANG; GAO et al., 2019) (Figura 1).

A leséo pulmonar foi induzida por instilagéo de LPS de Escherichia coli (Sigma,
2 mg/kg) ou veiculo (PBS) na traqueia entre os anéis de cartilagem, utilizando um
scalp calibre 27 G. Apés instilacdo, a incisdo cervical foi fechada com fio de sutura de
seda 4.0, durante o retorno da anestesia foi ofertado calor para evitar a hipotermia dos
animais. Para o tratamento controle positivo, foi proposto o tratamento com
glicocorticéide nos animais, onde foi administrados dexametasona (1 mg/kg, por via
oral, p.0.) ou tratamento Sham com PBS (0,5% de metilcelulose / 0,2% de Tween 80
p.0.) 1 hora antes da instilacdo de LPS (D'ALESSIO, 2018; RABELO, 2017).

Figura 1 — Cirurgia do modelo de leséo pulmonar.

Fonte: Autor, 2024

2.9 PROTOCOLOS DE LILT E LED
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ApoOs 1 hora da instilacdo de LPS, um grupo LPS e outro PBS foram submetidos
a radiacgao laser (A = 660 nm, modelo Therapy EC, marca DMC, Brasil), outro grupo
LPS e outro PBS submetidos a radiagéo radiagéo laser (A = 808 nm, modelo Therapy
EC, marca DMC, Brasil) ambos com a poténcia util no emissor de 100 mW, na fluéncia
de 9 J/cm2, por 90 segundos, com o tamanho do ponto de 0,06 cm?.

Também apos 1 hora da instilacao, outro grupo LPS e PBS foram submetidos
a radiagao LED (A = 430 nm, modelo D-2000, marca DMC), com poténcia Gtil no
emissor de 900 mW, em modo continuo, por 30 segundos, com o tamanho do ponto
de 1,00 cm?.

Todos os animais foram irradiados na pele sobre a porcéo lateral do esterno
proximo a regido anatdémica do lobo superor direito (DE LIMA; NAVES; MACHADO;
ALBERTINI et al., 2009).

Figura 2 - Laser utilizado para aplicacdo da radiacdo de 660 nm e 808 nm poténcia Util no
emissor de 100 mW e aplicacéo da radiacéo.

Fonte: Autor, 2024.

2.10 AVALIACAO DA MECANICA PULMONAR

Para a medida da mecanica respiratéria em 24 horas ap0s a instilacao de LPS
e PBS, os animais foram pré-anestesiados com xilazina 8 mg.kg -1 i.p. (Anasedan,
Ceva, Brasil) anestesiados com pentobarbital 40 mg.kg-1 i.p. (Nembutal, OAK, EUA)
e receberam analgésico Cloridrato de tramadol 30 mg.kg-1 i.p. (Tramal, Grumenthal,

Brasil).
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Foi realizada a traqueostomia para a insercdo de uma canula de metal (14G),
fixada na traqueia do animal por meio de fios de algodédo, a qual foi conectada ao
ventilador (Ventstar — RWD) (AOKI, 2013).

Os animais foram ventilados com volume corrente (Vt) de 6 ml.kg -1, frequéncia
respiratoria de 120 min-1 e pressao expiratoria final positiva (PEEP) de 3,0 cmH20.

Apos iniciada a ventilacdo, os animais foram paralisados com brometo de
pancurénio (1,0 mg.kg-1, i.p.) e depois de 5 minutos, foi obtido os valores de
resisténcia das vias aéreas (Raw) que representa a dificuldade da passagem do ar
pelas vias aéreas, viscancia tecidual (Gtis) que esta relacionada a resisténcia do
tecido e reflete a dissipacédo da energia e elastancia, elastancia tecidual (Htis) que
representa a dificuldade em expandir os compartimentos alveolares e histeresividade
(n) que é obtido a partir do célculo entre resisténcia e elastancia (BATES, 2009).

Ao final do experimento, os animais foram eutanasiados para remoc¢ao dos

pulmdes e processamento de demais analises.

2.11 DETERMINACAO DA ATIVIDADE DA MIELOPEROXIDASE

Fragmentos dos pulmdes pesando 300-350 mg de cada amostra armazenada
a -80° C foram triturados, um a um, com lamina de bisturi em placa de Petri sobre gelo
com a adi¢cao de solucéo tampao de fosfato de potassio a 50 mM (pH 6,0).

A mistura foi centrifugada a 12.000 g por 30 min a 4°C. O sedimento foi
ressuspendido com tampao fosfato de potassio contendo 5 % de brometo de
hexadeciltrimetil amoénio (Sigma, St Louis, EUA). A suspenséo sofreu 3 ciclos de
congelamento (congelado em gelo seco e descongelado em temperatura ambiente).
No ultimo descongelamento, a suspenséo foi sonificada (amplitude de 20-30%) por 40
s em gelo.

As amostras foram novamente centrifugadas a 10.000 g por 5 min a 4°C, e 0s
sobrenadantes utilizados para o ensaio de MPO, em duplicatas. Foi utilizado um kit
de ensaios (Rat MMP-17, ELISA, Kit) para determinar a atividade de MPO dos
homogenatos, conforme instru¢des do fabricante. A absorbancia de cada amostra foi
medida utilizando um leitor de microplaca equipado para excitacdo de 560 nm. Os

resultados foram expressos em muUg-1.
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2.12 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE EM TEMPO REAL (RT-QPCR)

As amostras de pulmdo foram homogeneizadas e o RNA total foi extraido
utilizando- se o reagente TRIzol (Invitrogen, Life Technologies), conforme as
instrucdes do fabricante. O RNA total foi quantificado por espectrofotometria
(NanoDrop® 2000, Thermo Scientific). Foram utilizadas somente as amostras que
apresentarem uma relacao de absorcao (260/280 nm) entre 1,8 e 2.

As amostras foram tratadas com DNAse (Invitrogen, Life Technologies) para
evitar contaminacdo com DNA gendmico. Todas as solucdes foram preparadas em
agua tratada com DEPC (0,01%). O nivel de transcricdo dos genes de interesse (IL-
18, IL-6, IL-10, TNF-a) foi determinado mediante RT-gPCR. Para a sintese do cDNA
foi usado o kit SuperScript® IV First-Strand Synthesis.

O teste inicial dos primers foi feito por PCR convencional usando Platinum™
SuperFi™ Green PCR Master Mix. O teste de eficiéncia dos primers e as reacdes de
gPCR foram realizadas usando SYBR® Green PCR Master Mix (Invitrogen, Life
Technologies) no equipamento 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems),
com primers especificos (SAHU; MISHRA; LAL, 2020) sintetizados pela Sintese

Biotecnologia (https://sintesebiotecnologia.com.br/idt.html).

As reacfes foram feitas em 8 réplicas bioldgicas e 3 réplicas técnicas e 0s
resultados foram normalizados pelos niveis de transcricdo do gene referéncia
GAPDH. Os niveis de transcricéo foram determinados pelo método 2(-AAcT) (Applied
Biosystems, User bulletin#2 e Livak & Schmittgen) (YE; LIU; PATHOLOGY, 2020).

2.13 HISTOLOGIA DO TECIDO PULMONAR

O tecido pulmonar foi removido para analise da histopatologia, sendo colocado
em formaldeido a 4% e, em seguida, embutido em parafina. Coloracdes de
hematoxilina e eosina (H&E) foram realizadas utilizando um procedimento padrdo e
fotografadas com um microscopio de luz. Foram avaliados o grupo controle no qual
sofreu a instilagcdo de PBS na traqueia, grupo lesé@o pulmonar apos o insulto com LPS,
grupo LPS + Dexametasona (DEX, 10 mg/kg, ip) e grupo LPS + fotobiomodulacéo (led

430 nm, laser 660 nm e laser 808 nm).


https://sintesebiotecnologia.com.br/idt.html
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3 RESULTADOS

Os resultados encontrados foram dispostos em forma de graficos. Todos os
grupos intervengdo possui um grupo controle, sendo administrado veiculo de salina
(PBS) ao invés de lipopolissacarideo na traqueia, as analises foram feitas antes de 24
horas (basal) e apds 24 horas da inducao do LPS ou VEI.

3.1 RESISTENCIA DAS VIAS AEREAS

E possivel verificar que houve uma reducdo na resisténcia de forma
pronunciada no grupo LPS/Laser 660 nm com diferenca estatistica significativa entre
0os grupos LPS/SHAM e LPS/LASER 660 nm e entre os grupos LPS/SHAM e
LPS/DEXA. Em contrapartida quando partimos para analise dos resultados dos
grupos LPS/ Laser 808 nm e LPS/ LED 430 nm foi possivel verificar que o0 mesmo nao
ocorreu. As médias foram diferentes em relacdo ao Tempo F (1, 60) = 224,4, P<0,0001;
Tratamento F 1, 60) = 12,09, P<0,0001 e interacdo Tratamento x Tempo F @1, 60) =
17,40, P<0,0001.

Grafico 1 - Resultados dos valores de resisténcia das vias aéreas obtidos por meio da analise da
ventilacdo mecanica, nos momentos BL (basal) e 24 horas ap6s a instilacdo de LPS.
*significancia (p<0,05).
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Fonte: Autor, 2024.
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3.2 VISCANCIA TECIDUAL

Ao analisarmos o grafico 2 €& possivel verificar que para os animais
pertencentes ao grupo LPS/Laser 660nm os resultados foram promissores, visto que
os valores de tal grupo (0,55 cmH20/ml/s) foram préximos aos do grupo LPS/DEXA
(0,50 cmH20/ml/s) apresentando reducgdo dos valores de viscanica tecidual, 0 mesmo
gue ocorreu quando analisamos a resisténcia pulmonar.

Com p<0,05 entre os grupos LPS/SHAM e LPS/LASER 660 nm e entre os
grupos LPS/SHAM e LPS/DEXA.

Em contrapartida o mesmo n&o foi verificado nos demais experimentos. As
médias foram diferentes em relagdo ao Tempo F (1, 60)= 26,71, P<0,0001; Tratamento
F (11, 60) = 35,68, P<0,0001 e interacédo Tratamento x Tempo F (11, 60) = 26,71, P<0,0001.

Gréfico 2 - Resultados dos valores de viscancia tecidual obtidos por meio da analise da ventilacéo
mecénica dos animais, nos momentos BL (basal) e 24 horas ap0s a instilagcdo de LPS.

*significancia (p<0,05).
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=3 VEI/VEI =W LPS/VEI
=3 VEI/DEXA B LPS/DEXA .
*
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Fonte: Autor, 2024.

3.3 ELASTANCIA TECIDUAL

Com relacéo a elastancia do tecido pulmonar no grupo LPS/Laser 660 nm 0s
animais apresentaram valores mais baixos (1,66 cmH20/ml/s) e mais uma vez
préximos aos valores do grupo LPS/DEXA (1,53 cmH20/ml/s).
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Com diferenca estatistica significativa entre os grupos LPS/SHAM e
LPS/LASER 660 nm e entre o grupo LPS/SHAM e LPS/DEXA, fato que se repetiu nas
outras variaveis da mecéanica ventilatoria.

As médias foram diferentes em relacdo ao Tempo F (@, e0) = 77,02, P<0,0001;
Tratamento F 1, 60) = 10,83, P<0,0001 e interacdo Tratamento x Tempo F @1, 60) =
13,95, P<0,0001.

Grafico 3 - Resultados dos valores de elastancia tecidual obtidos por meio da andlise da ventilagéo

mecanica dos animais, nos momentos BL (basal) e 24 horas ap6s a instilagéo de LPS.
*significancia (p<0,05).
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Fonte: Autor, 2024.

3.4 HISTERESIVIDADE

Os resultados encontrados no gréafico da histeresividade pulmonar mostra que
os grupos LPS/LED e LPS/Laser 808 nm apresentaram efeitos capazes de reduzir tal
parametro.

Todavia o Laser 660 nm exibiu um comportamento diferente, visto que ao
analisarmos 0s animais pertencentes a esse grupo observamos valores de
histeresividade menor 0,178 G.H-1. Apresentando significancia estatistica entre os
grupos LPS/SHAM e LPS/LASER 660 nm e entre o grupo LPS/SHAM e LPS/DEXA.

As médias foram diferentes em relacdo ao Tempo F (, s0) = 68,73, P<0,0001;
Tratamento F a1, 60) = 12,59, P<0,0001 e interagdao Tratamento x Tempo F @1, 60) =
16,61, P<0,0001.
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Grafico 4 - Resultados dos valores de histeresividade pulmonar obtidos por meio avaliacdo da
ventilagcdo mecanica dos animais, nos momentos BL (basal) e 24 horas apoés a instilacéo

Histeresividade (G.H?)

o
w
]

°
o

©
N
1

de LPS. *significancia (p<0,05).
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Fonte: Autor, 2024.

3.5 ATIVIDADE MPO
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Para a atividade MPO verificamos que o grupo Laser 660 nm apresentou

valores de MPO diminuidos com diferenca estatistica com p<0,05 entre os grupos
LPS/SHAM e LPS/LASER 660 nm e entre o grupo LPS/SHAM e LPS/DEXA. As

médias foram diferentes em relagdo ao Tempo F (1, 60) = 32,62, P<0,0001; Tratamento

F (11, 60) = 398,6, P<0,0001 e interacdo Tratamento x Tempo F (11, 60) = 430,1, P<0,0001.

Gréfico 5 - Resultados dos valores da atividade MPO obtidos por meio andlise sanguinea dos
animais, nos momentos BL (basal) e 24 horas apés a instilagdo de LPS. *significancia
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Fonte: Autor, 2024.
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3.6 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE EM TEMPO REAL (RT-QPCR)

Ao analisarmos a RT- QPCR foi possivel verificar que para o TNF-a a aplicagao
do LED, laser 660 nm e do laser 808 nm reduziu os niveis desse marcador com
diferenca estatistica, 0 mesmo fato também aconteceu com a IL-6.

No entanto ao partimos para a IL-10 e IL-1B8 verificamos que somente a
aplicacdo do LED e Laser 660 nm reduziu os niveis desses marcadores com p<0,05,
0 que ndo ocorreu com o laser 880 nm. As médias foram diferentes em relacdo ao
Tempo F @, 60 = 52,12, P<0,0001; Tratamento F (1, 60) = 32,12, P<0,0001 e interacéo
Tratamento X Tempo F @1, s0) = 43,96, P<0,0001.

Grafico 6 — Resultados dos valores de RT-QPCR para os marcadores inflamatérios TNF- alfa, IL-6,
IL-10 e IL- 1beta. *significancia (p<0,05).
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3.7 HISTOLOGIA DO TECIDO PULMONAR

Na analise histolégica foram examinadas as alteracdes morfolégicas dos
pulmdes apos a inducgdo da inflamacao pulmonar com LPS. Os resultados mostraram
uma arquitetura pulmonar normal no grupo de controle (PBS), enquanto no grupo LPS
foram observadas alteracdes, como infiltracdo de neutrofilos em vasos pulmonares,
edema no espaco intersticial da parede alveolar, indicando danos as células epiteliais
alveolares.

Tais alteragcbes foram atenuadas pelo laser 660 nm, 808 nm e pela
dexametasona, indicando que o tanto o laser vermelho quanto o infravermelho
amenizaram os efeitos patoldgicos no modelo de lesdo pulmonar por LPS. A aplicacéo
do led 430 nm nado apresentou modificagdes na infiltracdo de neutrofilos e edema
intersticial.

Figura 3 — Fotomicrografia das lesdes pulmonares induzidas por LPS e os efeitos do de led 430
nm, laser 660 nm e laser 808 nm, dexametasona (10 mg/kg, ip) nas alteracdes
histopatolégicas induzidas por LPS nos tecidos pulmonares de ratos. Grupo controle

(Salina), grupo instilagdo LPS, grupo LPS + Dexametasona (DEX, 10 mg/kg, ip) e
grupo LPS + fotobiomodulagéo (led 430 nm, laser 660 nm e laser 808 nm).
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33

4 DISCUSSAO

O modelo de instilacdo com lipopolissacarideo de Escherichia Coli (LPS), esta
descrito na literatura como sendo um dos mais reprodutiveis que promovem neutrofilia
robusta, aveolite e ruptura da membrana alvéolo-capilar (D’ALESSIO; METHODS;
PROTOCOLS, 2018), tais fatos foram essenciais para escolha desse modelo de leséo
pulmonar, indo ao encontro com nossos achandos, visto que no grupo LPS/SHAM
observamos aumento de citocinas inflamatérias e alteracdes da estrutura pulmonar
no corte histolégico apos a instilacdo ficando mais evidente as alteracfes descritas
acima e sua capacidade lesiva, sendo possivel segundo autores avaliar as fases
iniciais da LPA (D’ALESSIO; METHODS; PROTOCOLS, 2018).

A fotobiomodulacdo (PBM) € uma possivel alternativa no manejo do processo
inflamatorio, utilizada por promover regeneracao tecidual, reduzir a inflamacé&o e dor
(CARVALHO; BRITTO; DE OLIVEIRA; CASTRO-FARIA-NETO et al., 2017;
PEREIRA; DE LIMA; FERNANDES; ZANGARO et al., 2023; SIGMAN; MOKMELI;
VETRICI, 2020; SOHEILIFAR; FATHI; NAGHDI, 2021), estudos descrevem que na
dose certa e no comprimento de onda apropriado, a luz interage com as células e
tecidos podendo induzir fungcdes promovendo efeitos anti-inflamatérios (DE BRITO;
DA SILVEIRA; RIGONATO-OLIVEIRA; SOARES et al., 2020; PEREIRA; DE LIMA;
FERNANDES; ZANGARO et al., 2023) tais fatos v&o ao encontro com os resultados
do presente estudo visto que em um comprimento de onda especifico foi possivel
verificar alteracdo da mecanica ventilatéria, atividade MPO, marcadores inflamatdrios
gue se apresentacao reduzidos apés a intervencdo sendo possivel identificar até
mesmo um remodelamento do tecido pulmonar no corte histolégico.

Em concordancia, alguns trabalhos descrevem que a PBM quando aplicada na
regido dos pulmdes pode reduzir ndo somente a inflamacédo local mas também a
sisttmica (PEREIRA; DE LIMA; FERNANDES; ZANGARO et al., 2023; SABINO;
BALL; BAPTISTA; DAI et al., 2020; YU; CHI; NAIM; LANZAFAME et al., 1997)
contribuindo para a melhora da mecanica ventilatoria, sendo mais eficaz em células
gue estao sofrendo hipéxia, tal fato sugere que a terapia poderia ser mais promissora
nas doencgas pulmonares que comprometem as trocas gasosas como na LPA/SDRA
(CAPUTO; STRAYER; LEVITAN, 2020).
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Resultados semelhantes foram descritos por Méndez e colaboradores em
2019, onde a PBM demostrou suprimir o processo inflamatério, tal fato foi comprovado
a partir dos efeitos anti-inflamatorios e regenerativos encontrados nos tratamentos das
doencas pulmonares (MENDEZ; RIZZATO; LAMARQUE; DIONISIO et al., 2019;
PORTO, 2021), concordando com De Lima et al., que descrevem a reducédo da
inflamacé&o pulmonar aguda, corroborando com os achados positivos da terapia Laser
660 nm encontrados no estudo aqui exposto, bem como Oliveira e colaboradores os
quais avaliaram o efeito do PBM na SDRA em um modelos com camundongos, onde
foi possivel observar uma correlacdo entre reducdo do processo inflamatorio e
aplicacao da luz, sendo capaz de abrandar a gravidade da doenca (OLIVEIRA JR;
GREIFFO; RIGONATO-OLIVEIRA; CUSTODIO et al., 2014).

Vérios trabalhos (DA CUNHA MORAES; VITORETTI; DE BRITO; ALVES et al.,
2018; DE LIMA, F. M.; MOREIRA, L. M.; VILLAVERDE, A. B.; ALBERTINI, R. et al.,
2011) assim como o presente estudo investigaram a relagcdo do PBM com a reducéao
da inflamacao pulmonar relatando efeitos positivos tanto na redugéo da inflamagéao
pulmonar aguda e quanto cronica.

Os efeitos anti-inflamatérios segundo Nejatifard e colaboradores alcancados
pela PBM na LPA/SDRA séo reducdo do edema pulmonar, das citocinas no liquido de
lavagem broncoalveolar, do influxo de neutréfilos e da atividade MPO, tais eventos
foram observados neste estudo, visto que os animais pertencentes ao grupo Laser
660 nm apresentaram reducéo da atividade MPO e marcadores inflamatérios no PCR
além de alteracdes visiveis ao corte histolégico (NEJATIFARD; ASEFI; JAMALI;
HAMBLIN et al., 2021),onde o processo patolégico parece ter sido atenuados pelo
laser 660 nm, 808 nm e pela dexametaxona.

A inflamacg&o pulmonar aguda esta relacionada ao aumento do numero de
neutroéfilos polimorfonucleares presentes no espaco intersticial associado a liberagéo
de outras células pré-inflamatérias, como IL-1pB, IL-6, IL-8, TNF-a. O aumento do nivel,
por exemplo de IL-1 esta diretamente proporcional a piora do prognéstico do paciente
com SDRA, sendo responsavel por aumentar a sobrevida dos neutrofilos e prolongar
o processo inflamatério. JA& o TNF-a é responsavel pela adesdo, ativagcdo de
neutrofilos, pela coagulacdo sanguinea e edema (SOHEILIFAR; FATHI; NAGHDI,
2021) indo ao encontro com os resultados deste trabalho, visto que apos a analise do
RT-QPCR foi possivel observar que depois da instilacdo do LPS houve um aumento
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dos niveis de tais marcadores e que com a aplicacdo da PBM tivemos uma reducao
significativa, onde o LED 430 e Laser 660 nm foram capazes de reduzir todos o0s
marcadores inflamatorios, enquanto o 808 nm apenas o TNF-a e IL-6.

Segundo autores essa capacidade anti-inflamatoria acontece a nivel molecular,
celular e tecidual, sendo eficaz contra a tempestade de citocinas promovendo a cura
e regeneracdo dos tecidos com repercussdo sistémica (OLIVEIRA; GREIFFO;
RIGONATO-OLIVEIRA; CUSTODIO et al., 2014).

Corroborando com o0s nossos achados, de Lima e colaboradores comprovam
gque a PBM afeta efetivamente o TNF-alfa, diminuindo macréfagos alveolares
reduzindo consequentemente incidéncia de SDRA em camundongos, eles
observaram que o TNF-a tem um papel importante no sequestro e migracdo de
neutroéfilos, desempenhando papel principal na patogénese da SDRA (DE LIMA, F.
M.; MOREIRA, L. M.; VILLAVERDE, A.; ALBERTINI, R. et al., 2011), achados
similares foram relatados por Oliveira et al., em um modelo com ratos onde a PBM
diminuiu significativamente a migracdo de neutrofilos para o tecido pulmonar
reduzindo a gravidade da doenca (OLIVEIRA JR; GREIFFO; RIGONATO-OLIVEIRA,
CUSTODIO et al., 2014).

Alguns autores descrevem que a luz visivel que exibe comprimento de onda na
faixa de 405-470 nm apresentam efeitos microbicidas (PAGE; KELL; PRETORIUS,
2022), sendo contrario ao que encontramos, visto que 0s animais que tiveram a
aplicacdo do LED 430 nm, ndo apresentaram mudan¢as na mecéanica ventilatoria,
atividade MPO nem na analise histoldgica do tecido pulmonar, apresentando somente
reducdo dos marcadores inflamatorios no PCR. Deveras isso poderia ser justificado
pois segundo Kingsley et al., para se conseguir tal efeito &€ necessario uma radiacéo
maior e por um periodo prolongado (KINGSLEY; KUIS; PEREZ; BASALDUA et al.,
2018) o que de fato ndo ocorreu, dado que a aplicacdo de LED aconteceu em uma
Gnica vez por 30 s.

Ja outros trabalhos relatam que os lasers com luz vermelha sdo mais
recomendados devido a sua melhor penetragdo no tecido pulmonar (NEJATIFARD;
ASEFI; JAMALI; HAMBLIN et al., 2021) sendo utilizados para reduzir dor e inflamacéo,
em concordancia com estudo aqui exposto, dado que encontramos resultados
significativos em todas as variaveis analisadas somente com o comprimento de onda

do Laser vermelho 660 nm.
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Em concordancia com tais fatos, estudos descrevem que pacientes expostos a
tratamento com luz vermelha apresentam melhoria do processo inflamatoério
(ACKROYD; KELTY; BROWN; REED et al., 2001; DA-PALMA-CRUZ; DA SILVA;
MONTEIRO; REHIM et al., 2019; FINSEN, 1901; SIGMAN; MOKMELI; VETRICI,
2020), a PBM vem sendo utilizada como tratamento alternativo para lesdo pulmonar
aguda em modelos de SDRA, pela caracteristica principal de reducao da inflamacéo
sistémica e protecao da fungéo pulmonar (DA-PALMA-CRUZ; DA SILVA; MONTEIRO;
REHIM et al., 2019; DA SILVA SERGIO; CORTES THOME; DA SILVA NETO
TRAJANO; MENCALHA et al., 2018; NEJATIFARD; ASEFI; JAMALI; HAMBLIN et al.,
2021; SOHEILIFAR; FATHI; NAGHDI, 2021), reafirmando os achados do presente
estudo onde foi possivel verificar uma melhora na mecénica ventilatoria, reducéo da
atividade MPO e dos marcadores inflamat6rios nos animais pertencentes ao grupo
LPS/Laser 660 nm, demostrando efeito na reducdo do processo inflamatorio e
consequentemente melhoria da funcédo pulmonar evidenciada também pela melhoria
da arquitetura pulmonar presente no corte histolégico dos animais pertencentes a tal
grupo.

Diante dos beneficios oriundos da PBM varios trabalhos vem relacionando tal
terapia ao tratamento de doencas que levam ao processo de inflamagdo como
LPA/SDRA, a maioria deles usando o laser vermelho (650 e 660 nm) (NEJATIFARD;
ASEFI; JAMALI; HAMBLIN et al., 2021; SIGMAN; MOKMELI; VETRICI, 2020), outros
utilizaram lasers infravermelho com 808 nm e 830 nm ambos com efeitos anti-
inflamatorios indo ao encontro com Kingsley et al., que em seu estudo verificou que o
laser promovia inativacdo de 99% dos virus em todos os comprimentos de onda
(KINGSLEY; KUIS; PEREZ; BASALDUA et al.,, 2018), discordando dos nossos
achados, visto que encontramos evidéncias de reducao do processo inflamatério com
impacto na mecanica ventilatéria, atividade MPO e reducdo dos marcadores
inflamatoérios somente com Laser vermelho 660 nm, no entanto com o infravermelho
Nao encontramos tais evidéncias.

Sabino e colaboradores em sua reviséo sistematica descreveram que existiam
90 artigos publicados relacionando PBM e lesao pulmonar, inflamag&o pulmonar ou
SDRA, varios deles utilizavam modelos animais para demonstrar os efeitos da luz
diante dessa patologia, sendo possivel argumentar a relacédo da penetracdo da luz em

animais, que acontecem mais facilmente do que em humanos, isso poderia justificar
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o fato de ndo encontrarmos efeitos positivos no grupo Laser 808 nm, pois tal
comprimento de onda poderia ter penetrado, ultrapassando o local da lesdo e néo ter
gerado modificacdo no tecido dos animais (SABINO; BALL; BAPTISTA,; DAI et al.,
2020).

Em concordancia, autores compararam os efeitos dos lasers infravermelho e
vermelho (KINGSLEY; KUIS; PEREZ; BASALDUA et al., 2018) demonstrando que o
infravermelho atinge camadas mais profundas em concordancia com esses achados,
nossos resultados demostraram que o laser infravermelho (808 nm) n&o apresentou
efeito anti-inflamatoério capaz de melhorar a mecanica ventilatoria, reduzir a atividade
MPO e marcadores inflamatérios exatamente pela caracteristica da penetracdo em
animais ser mais facilitada e pela profundidade do laser infravermelho.

Entretanto o estudo feito por Pereira et al., demostrou que o uso do colete
infravermelho (940 nm) reduz tempo de internacdo e necessidade de ventilacdo
mecanica, sugerindo que o tratamento promoveu melhorias na funcdo pulmonar, 0s
resultados discrepantes com o presente estudo podem ser justificados pois um foi
clinico quanto que o este pré-clinico e como ja mencionado o comprimento de onda
parece influenciar nos desfechos positivos da PBM, assim como no estudo de Sigma
e colaboradores onde a melhora da func¢édo pulmonar também foi evidenciada apés a
aplicacdo do laser infravermelho em humanos (SIGMAN; MOKMELI; MONICI;
VETRICI, 2020).

No presente trabalho foi possivel observar efeitos positivos com a aplicagdo do
Laser 660 nm, nossos achados auxiliam no entendimento de que a PBM foi capaz de
ter efeitos anti-inflamatérios imediatos evidenciado pela reducdo dos marcadores
inflamatérios no PCR, sendo capaz de melhorar variaveis da mecénica ventilatoria,
além de reduzir a atividade MPO com repercusséo na andlise histolégica pulmonar
resultados semelhantes foram encontrados em um estudo clinico, realizado com 52
pacientes irradiados com luz vermelha de 620- 635 nm onde foi possivel verificar uma
reducdo dos niveis de IL-6 e IL-8 e TNF-alfa apos 6 horas de inicio de tratamento,
demostrando o seu potencial anti-inflamatério (MARASHIAN; HASHEMIAN;
POURABDOLLAH; NASSERI et al., 2022).

Por fim nossos resultados sugerem que para animais onde a lesdo pulmonar
fora induzida por LPS, a aplicacao da PBM por laser vermelho apresentou efeitos anti-

inflamatorios evidenciados pela reducéo de células pro-inflamatorias sendo capaz de
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gerar repercucbes na mecanica ventilatéria, na atividade MPO, promovendo
remodelacéo da arquitetura do tecido pulmonar, contudo, sé encontramos todos esses
efeitos com o laser 660 nm, demostransndo que para animais o0 comprimento de onda

parece ter um papel muito importante no desfecho final.
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4.1 ARTIGO

Caodigo de fluxo 643

ORIGINAL ARTICLE

EFFECTS OF PHOTOBIOMODULATION IN A LUNG INJURY MODEL IN RATS

EFEITOS DA FOTOBIOMODULACAO EM UM MODELO DE LESAO PULMONAR EM
RATOS

Conflito de interesses: nao ha — Fontes de fomento: sim

DESTAQUES

e Estudo sobre uma doenca que estd em crescimento no Brasil e no mundo, sendo
responsavel por um aumento no numero de internacdes em unidade de terapia intensiva.

¢ Relevancia clinica pois os achados em animais poderao beneficiar tratamento clinicos no
futuro.

e A Fotobiomoducdo pode ser usada como terapia adjuvante no tratamento de leséo

pulmonar aguda.

INTRODUCAO

A Lesdo Pulmonar Aguda (LPA) e a Sindrome do Desconforto Respiratorio
Agudo (SDRA) séo condicdes clinicas que comprometem a funcao dos pulmdes, elas
tem um espectro de gravidade crescente de lesdo do tecido pulmonar definida por
critérios fisioldgicos, radiolégicos e clinicos que acontecem devido ao dano
generalizado das células e das estruturas da membrana alvéolo-capilar (MATTHAY;
ZIMMERMAN; ESMON; BHATTACHARYA et al., 2003; SAVIN; ZENKOVA,;
SEN’KOVA, 2022).
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Embora o termo lesédo pulmonar esteja caindo em desuso em humanos em
modelos animais pré-clinicos permanece aplicavel, uma vez que nenhum modelo
replica todos os recursos da SDRA (D’ALESSIO; METHODS; PROTOCOLS, 2018).

Diferentes modelos de les&o pulmonar em animais tém sido utilizados para
investigacdo dos mecanismos envolvidos na LPA/SDRA, os que levam a leséo direta
podem ser causados por administracdo via intraqueal, intraoral ou intranasal. Os
agentes de lesdo mais comuns incluem lipopolissacarideo de Escherichia Coli (LPS),
acidos, bactérias (vivas ou mortas pelo calor) e virus. A hiperdxia também pode causar
lesdo pulmonar direta. Em comparacéo, a lesdo pulmonar indireta pode ser induzida
por injecdo intravenosa de LPS, ligadura e puncdo cecal, choque hemorragico e
isquemia e reperfusdo mesentérica (D’ALESSIO; METHODS; PROTOCOLS, 2018).

Apbs a instilagdo de LPS assim como em humanos a resposta inflamatéria
tem inicio rapido apdés o insulto, com lesdo do parénquima pulmonar e
comprometimento das trocas gasosas, embora exista uma baixa probabilidade de
encontrar todas as alteracdes em um modelo animal de LPA, a escolha do modelo
deve ser guiada pelo objetivo principal da pesquisa (MATUTE-BELLO; DOWNEY;
MOORE; GROSHONG et al., 2011), quando administrado via intratraqueal a
endotoxina de bactéria gram-negativa LPS simula uma pneumonia, sendo capaz de
reproduzir a lesdo da membrana alvéolo capilar (BECK-SCHIMMER,;
SCHWENDENER; PASCH; REYES et al., 2005).

As principais caracteristicas desse modelo sdo lesdo tecidual acentuada
evidenciada nas primeiras horas, caracterizada pelo acumulo de neutréfilos no
intersticio e no espaco alveolar seguida de espessamento e edema da parede alveolar
(FONSECA, 2015).

Estudos sugerem que a LPA/SDRA é responsavel por cerca de 10% das
admissfes em unidades de terapia intensiva sendo que 23% desses pacientes
necessitam de suporte ventilatério com uma mortalidade de até 45% nos casos da
sindrome grave (GRASSELLI; CALFEE; CAMPOROTA; POOLE et al., 2023), sendo
considerada umas das principais causas de insuficiéncia respiratoria aguda com alto
indice de mortalidade e morbidade em pacientes criticos (MATTHAY; ZIMMERMAN,;
ESMON; BHATTACHARYA et al., 2003; MOKRA, 2020). As sequelas deixadas aos
pacientes que sobrevivem a LPA/SDRA séo importantes, como reducéo da qualidade

de vida, fraqueza muscular, maior ocorréncia de polineuropatia, miopatias e estenose
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traqueal, além de contraturas musculares dentre outras (MATTHAY; ZIMMERMAN;
ESMON; BHATTACHARYA et al., 2003; SAVIN; ZENKOVA; SEN'’KOVA, 2022).

A chamada Classificagéo de Berlim em 2012 definiu a SDRA em 3 categorias,
tendo como base a hipoxemia e o nivel de PEEP, sendo a Lesdo Pulmonar
considerada a SDRA leve e as demais em SDRA moderado e grave (GRASSELLI,
CALFEE; CAMPOROTA; POOLE et al., 2023; MOKRA, 2020). Desde tal definicao, os
conhecimentos da medicina permitiram avangos com relagdo ao desenvolvimento da
SDRA, como métodos ndo invasivos para avaliar critérios de oxigenagdo, uso de
oxigénio nasal de alto fluxo para tratamento da Insuficiéncia Respiratéria hipoxémica
grave onde esses pacientes ndo atendem a definicdo de Berlim, diante de algumas
limitagcdes foram propostas mudancas em uma conferéncia de consenso global em
junho de 2021.

A nova definicdo global de SDRA traz como base as evidéncias atuais da
pratica clinica, onde pacientes tratados com cateter nasal de alto fluxo a 30 L/min
devem ser incluidos na SDRA, saturacdo de oxigénio poder ser verificada por
oximetria de pulso podendo ser usada em vez da gasometria arterial para diagnéstico,
o ultrassom podera ser utilizado para obtencédo de imagens quando a radiografia de
térax ou a tomografia computadorizada ndo estiver disponivel (MATTHAY; ARABI,
ARROLIGA; BERNARD et al., 2024).

A LPA/SDRA é definida pela exposi¢do a um insulto conhecido de forma direta
(pulmonar) ou indireta (extrapulmonar). Na lesao pulmonar direta o estimulo atinge as
estruturas pulmonares desencadeando uma resposta imune inata pela ligacdo de
produtos bacterianos ou moléculas enddgenas associadas a lesdes celulares a
receptores padrao no epitélio pulmonar e macrofagos alveolares, iniciando assim a
resposta inflamatéria aguda (MOKRA, 2020).

Sdo varias as doencas que podem desencadear tal sindrome incluindo
pneumonias virais (virus influenza A ou rinovirus), bacterianas (Streptococcus
pneumonia ou Staphylococcus aureus), aquelas decorrentes da ventilacdo mecanica,
produtos quimicos (cloro, fosgénio e aerossois industriais), cigarros eletronicos, ja as
lesdes consideradas indiretas podem ocorrer por lesdo cerebral aguda, sepse,
pancreatite aguda dentre outras (MOKRA, 2020; SAVIN; ZENKOVA; SEN'’KOVA,
2022).
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A cascata inflamatéria em resposta ao insulto é o ponto principal da patogénese
da LPA/SDRA, ap0s o evento agressor a inflamacéo faz com que ocorra um aumento
da permeabilidade dos vasos capilares pulmonares e consequentemente dano
alveolar difuso (SAVIN; ZENKOVA; SEN'’KOVA, 2022), os macrofagos entram em
contato com o patégeno dando inicio a resposta imune pulmonar (PARDO; SELMAN,;
BIOLOGY, 2021), representando cerca de 95% dos leucdcitos presentes do espaco
aéreo (FAN; FAN, 2018).

Posteriormente a lesdo, 0os macréfagos passam por uma transicdo para
fendtipos M1 proé-inflamatorios secretando assim citocinas pro-inflamatorias (TNF-alfa,
II-6, 1I-1) e quimiocinas (IL-8, CCL7, CCL2), que por sua vez aumentam a quimiotaxia
fazendo com que os espacos alveolares fiqguem enriquecidos por mondcitos e
neutréfilos (SAVIN; ZENKOVA; SEN'KOVA, 2022).

Os neutroéfilos por sua vez liberam indmeros mediadores inflamatoérios, como
espécies reativas de oxigénio e proteinases que destroem o surfactante, as
membranas basais e a barreira epitélio-endotelial (SAVIN; ZENKOVA; SEN'’KOVA,
2022). Embora a ativacdo de neutroéfilos seja essencial para a defesa do hospedeiro,
sua ativacdo excessiva acarreta danos nos tecidos por liberacdo de agentes
ativadores de células citotoxicas e imunes, que passam a secretar elastases que
digerem o tecido e ativam algumas metaloproteinases teciduais (MATTHAY;
ZEMANS; ZIMMERMAN; ARABI et al., 2019; SATHE; MOSTAGHIM; BARNES,;
O'CONNOR et al., 2023).

O dano ao epitélio alveolar € um dos fatores determinantes da LPA/SDRA,
contribuindo para interrupcéo das func@es da barreira epitélio alveolar, favorecendo a
permeacdo de varias proteinas no espaco alveolar o que contribui para o edema
pulmonar (SAVIN; ZENKOVA; SEN'’KOVA, 2022). Os eventos envolvidos na
fisiopatologia da sindrome podem ser divididos em fases, sendo a exsudativa que
apresenta uma duracao de 1 a 3 dias caracterizada por extravasamento de liquidos e
proteinas (edema do intersticio e do alvéolo), fase proliferativa apos 48 horas do inicio
do insulto indo até o 6° dia caracterizado por migracao de neutrofilos, fibroblastos e
producdo de mais mediadores quimicos e a fase fibrética que acontece apés 7° dia,
nessa fase é onde acontece a fibrose pulmonar com hipoxemia severa (GRASSELLI;
CALFEE; CAMPOROTA; POOLE et al., 2023).

Mesmo com o0s avan¢os da medicina no entendimento da LPA/SDRA ainda
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carecemos de farmacoterapia eficaz que aumente a sobrevida desses pacientes,
sendo necessarios mais estudos com esse objetivo (FAN; FAN, 2018; MOKRA, 2020).

Os tratamentos recentes estdo focados nos anti-inflamatorios, reduzindo a
“tempestade de citocinas”, controle dos sintomas como correcdo de hipoxemia com
administracdo de oxigénio suplementar e suporte ventilatorio. Por tanto sao
necessarios mais estudos que busquem intervencdes mais ativas, seguras e eficazes
no controle da inflamacdo pulmonar de pacientes com LPA/SDRA. (LIU; XIAO; XIE,
2022).

Os avancos na tecnologia da luz e a evolucdo da fotobiomodulacdo (PBM)
através de pesquisas e novas tecnologias, permitiram a ciéncia descobrir os efeitos
benéficos da varios espectros de luz - em particular luz violeta/azul, emitidas por diodo
emissor de luz (Light Emitting Diode, LED) e luz vermelha e infravermelha, emitidas
por laserterapia de baixa intensidade (Low Intensity Laser Therapy, LILT)
(ENWEMEKA; BUMAH; MASSON-MEYERS; BIOLOGY, 2020).

Até o presente momento, sabemos que a luz azul (espectro de 400-470 nm)
possui acao antimicrobiana contra numerosas bactérias, incluindo o Mycobacterium
tuberculosis, e tem o potencial para abrandar infecces bacterianas oportunistas como
as associadas a COVID-19 e outras infec¢cdes por coronavirus. A luz vermelha e a
infravermelha (espectro de 600 a 700 nm e 700-1000 nm, respectivamente) tém o
potencial de reduzir a inflamac&o pulmonar, fibrose e, portanto, a SDRA (YE; LIU;
PATHOLOGY, 2020).

A inativacdo dos microrganismos por luz visivel acontece baseada nas reacdes
de oxidacdo fotossensibilizadoras, que requerem normalmente trés componentes, 0
cromoéforo (denominado fotossensibilizador), luz e oxigénio. ApGs a absorcéo da luz,
a energia luminosa é convertida em potencial de oxigenag¢do que pode danificar as
biomoléculas dos microrganismos (NEJATIFARD; ASEFI; JAMALI; HAMBLIN et al.,
2021; PAGE; KELL; PRETORIUS, 2022).

E possivel que a oxidacdo fotossensibilizada possa neutralizar os agentes
causadores da SDRA e de outras causas de leséo pulmonar, desempenhando papel
no controle de tais doencas, no entanto ndo ha dados disponiveis sobre a relagéo
fotodindmica na inativacdo ou controle das mesmas e quais comprimento de ondas
sdo mais indicados (NEJATIFARD; ASEFI; JAMALI; HAMBLIN et al., 2021; PAGE;
KELL; PRETORIUS, 2022).
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A PBM vem sendo cada vez mais estudada devido seus efeitos analgésicos e
anti-inflamatoérios, dados recentes sugerem que os fétons emetidos podem interagir
com fotorreceptores existentes nos tecidos resultando no transporte de elétrons de
forma mais efetiva na cadeia respiratéria mitocondrial resultando em aumento da
producdo de trifofato de adenosina (KLEBANOV; KREININA; POLTANOV,
KHRISTOFOROVA et al., 2001). Os canais ibnicos sensiveis a luz absorvem os
fétons, fazendo com que a concentracdo dos ions calcio intracelular aumente, esse
processo ativa as vias de sinalizagdo por espécie reativas de oxigénio, adenosina
monofosfato ciclico, éxido nitrico e calcio, influenciando o processo celular e
consequentemente a inflamacdo com liberagcdo de histamina e producdo de
prostaglandina (NEJATIFARD; ASEFI; JAMALI; HAMBLIN et al., 2021).

Dados demostram que a PBM possui a capacidade também de regeneracdo
tecidual, além de reduzir marcadores inflamatérios como neutroéfilos de forma eficaz
ao mesmo tempo que promove proliferacdo de colageno na area afetada. No entanto
tais efeitos sdo dependentes das especificidades dos parametros e dos comprimentos
de onda escolhidos (DE OLIVEIRA MARTINS; MARTINEZ DOS SANTOS; EVANY
DE OLIVEIRA; DE BRITTO et al., 2013; PAGE; KELL; PRETORIUS, 2022), muitos
estudos utilizam diferentes comprimentos de onda, descrevendo os resultados com
relacdo a penetracdo de lasers ao tecido sendo possivel identificar algumas
particularidades como larser infravermelho ser mais eficaz para analgesia e o
vermelho ter melhor penetracdo no tecido pulmonar (ASH; DUBEC; DONNE;
BASHFORD, 2017; NEJATIFARD; ASEFI; JAMALI; HAMBLIN et al., 2021).

Diante de tais efeitos a PBM poderia ser usada como terapia adjuvante, ou
mesmo terapia alternativa operando nesses mecanismos, podendo reduzir o processo
inflamatoério decorrente da LPA/SDRA e consequentemente melhorar o prognéstico
da sindrome.

Esse trabalho se justifica pois os resultados encontrados com experimentagao
animal poderéao incentivar estudos futuro clinicos onde os beneficios oriundos da PBM
poderiam reduzir a gravidade da SDRA, repercutindo diretamente ndo somente na
sobrevida dos pacientes, mas também na reducdo do tempo de internagdo e
necessidade de suporte ventilatorio.

Por fim o objetivos do estudo € investigar como a PBM poderia modular o

processo inflamatorio em um modelo agudo de lesédo pulmonar induzida por LPS, e
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gual seria o comportamento do recrutamento de células inflamatérias bem como
influéncia sobre a mecanica ventilatéria, atividade MPO e histologia do tecido

pulmonar em animais.

METODOS

O presente estudo seguiu as recomendacdes do ARRIVE (Guidelines for Reporting
Animal Research) para experimentagdo animal) (PERCIE DU SERT; HURST,;
AHLUWALIA; ALAM et al., 2020).

TAMANHO DA AMOSTRA

Os animais foram distribuidos em grupos de forma aleatéria, a relacdo do
namero de animais e 0s grupos experimentais foram dispostos na forma de tabela
(Tabela 1).

GRUPOS ANIMAIS

MECANICA VENTILATORIA E HISTOLOGIA | VEICULO/SHAM 8
VEICULO/LED 430 8
VEICULO/LASER 660 NM 8
VEICULO/LASER 808 NM 8
VEICULO/VEICULO 8
VEICULO/DEXA 8
LPS/SHAM 8
LPS/LED 430

LPS/LASER 660

LPA/LASER 808 NM

c© 0 ©0 O

LPS/VEICULO




ATIVIDADE MPO

RT-QPCR

LPS/DEXA

VEICULO/SHAM
VEICULO/LED 430
VEICULO/LASER 660 NM
VEICULO/LASER 808 NM
VEICULO/VEICULO
VEICULO/DEXA
LPS/SHAM

LPS/LED 430
LPS/LASER 660
LPA/LASER 808 NM
LPS/VEICULO

LPS/DEXA

VEICULO/SHAM
VEICULO/LED 430
VEICULO/LASER 660 NM
VEICULO/LASER 808 NM
VEICULO/VEICULO
VEICULO/DEXA
LPS/SHAM

LPS/LED 430
LPS/LASER 660
LPA/LASER 808 NM

LPS/VEICULO
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LPS/DEXA 8
TOTAL 288
PERDAS
MECANICA VENTILATORIA E HISTOLOGIA | LPS/LED 430 3
LPS/LASER 660 2
LPA/LASER 808 NM 3
LPS/SHAM 1
TOTAL 9

Tabela 1: Relagao dos animais distribuidos em seus respectivos grupos.

CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Foram incluidos no estudo ratos da espécie Wistar, machos de 7 a 8 semanas
de vida, com peso entre 250 a 300g, em condi¢cdes fisiologicas normais sem
anormalidades fisicas. Os animais foram excluidos se ndo apresentassem peso
corporal e idade dentro do descrito, bem como se eles apresentassem alguma

alteracdo fisioldgica.
RANDOMIZACAO

Neste estudo, os animais foram aleatoriamente distribuidos nos seguintes grupos:
veiculo/SHAM, veiculo/LED, veiculo/laser 660nm; veiculo/laser 808 nm,

veiculo/veiculo, veiculo/DEXA, LPS/sham, LPS/LED 430 nm, LPS/laser 660 nm,
LPS/laser 808 nm, LPS/Veiculo e LPS/DEXA.

CEGAMENTO
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O cegamento dos pesquisadores aconteceu no momento das analises dos
marcadores inflamatorios, ventilacdo mecanica e histologia pulmonar, por esse motivo
0 mesmo nao tinha conhecimento de qual grupo o animal pertencia, ndo sofrendo

influéncia de tal fato.

MEDIDA DE RESULTADOS

ApGs a instilacdo com LPS os animais foram avaliados com relagdo mecéanica
ventilatoria apos a instilacdo de PBS ou do LPS. Para isso 0s animais foram ventilados
com volume corrente (Vt) de 6 ml.kg -1, frequéncia respiratéria de 120 min-1 e presséo
expiratéria final positiva (PEEP) de 3,0 cmH20, a atividade da mieloperoxidase foi
realizada por meio da andlise dos pulmdes bem como a histologia pulmonar e a reacéo
em cadeia da polimerase em tempo real que foram realizadas usando SYBR® Green
PCR Master Mix (Invitrogen, Life Technologies) no equipamento 7500 Real-Time PCR
System (Applied Biosystems), com primers especificos sintetizados pela Sintese
Biotecnologia (SAHU; MISHRA; LAL, 2020).

METODOS ESTATISTICOS

Os dados foram expressos em média + erro padrdo da média (SEM) e a
significancia estaistica foi assegurada por métodos paramétricos utilizando andlise de
variancia de duas vias (two-way) seguida de teste Tukey (Two-Way ANOVA). Para
cada analise, P <0,05 foi considerado estatisticamente significante (GraphPad Prism

version 6.0).

ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados, 288 ratos machos, de linhagem Wistar, mantidos no biotério
do Departamento de Fisioterapia provenientes do Biotério Central do Campus da
UNIFAL. Os animais foram mantidos sob condi¢cdes normais (gaiolas de acrilico, com
a temperatura entre 18-21° C, 55-60% de umidade relativa, e ciclos de 12 horas claro/
escuro). Com racdo padréo e agua disponivel até o dia do experimento, seguindo as

normas éticas preestabelecidas.



49

Os aspectos éticos bem como as normas que regulamentam a utilizacdo de
animais em laboratério elaborados pela Comissdo de Etica Experimentacdo em
Animal da Universidade Federal de Alfenas- UNIFAL foram adotadas e seguidas
rigorosamente, o presente estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica em

Experimentacdo Animal da UNIFAL com o registro n° 21/2020.

MODELO DE LESAO PULMONAR

Os animais foram anestesiados através da administracdo por via
intraperitoneal, utilizando-se uma solucdo de cetamina 10 mg/kg (Ketamina®) e
100mg/kg xilasina (Dopaser®). A regido da traqueia foi tricotomizada e limpa e, ap6s
uma incisdo na pele, a musculatura foi afastada para exposicdo da traqueia
(D'ALESSIO, 2018; LI; DONG; ZHANG; GAO et al., 2019) (Figura 1).

A leséo pulmonar foi induzida por instilacéo de LPS de Escherichia coli (Sigma,
2 mg/kg) ou veiculo (PBS) na traqueia entre os anéis de cartilagem, utilizando um
scalp calibre 27 G. Apés instilagcéo, a inciséo cervical foi fechada com fio de sutura de
seda 4.0, durante o retorno da anestesia foi ofertado calor para evitar a hipotermia dos
animais. Para o tratamento controle positivo, foi proposto o tratamento com
glicocorticéide nos animais, onde foi administrados dexametasona (1 mg/kg, por via
oral, p.0.) ou tratamento Sham com PBS (0,5% de metilcelulose / 0,2% de Tween 80
p.o.) 1 hora antes da instilagdo de LPS (D'ALESSIO, 2018; RABELO, 2017).

PROTOCOLOS DE LILT E LED

Apbs 1 hora dainstilacédo de LPS, um grupo LPS e outro PBS foram submetidos
a radiacao laser (A = 660 nm, modelo Therapy EC, marca DMC, Brasil), outro grupo
LPS e outro PBS submetidos a radiacdo radiagéo laser (A = 808 nm, modelo Therapy
EC, marca DMC, Brasil) ambos com a poténcia util no emissor de 100 mW, na fluéncia
de 9 J/cm2, por 90 segundos, com o tamanho do ponto de 0,06 cm?.

Também apods 1 hora da instilagao, outro grupo LPS e PBS foram submetidos
a radiacédo LED (A = 430 nm, modelo D-2000, marca DMC), com poténcia util no
emissor de 900 mW, em modo continuo, por 30 segundos, com o tamanho do ponto

de 1,00 cm?. Todos os animais foram irradiados na pele sobre a porcéo lateral do



50

esterno proximo a regido anatémica do lobo superor direito (DE LIMA; NAVES;
MACHADO; ALBERTINI et al., 2009).

AVALIACAO DA MECANICA PULMONAR

Para a medida da mecanica respiratéria em 24 horas ap0s a instilacdo de LPS
e PBS, os animais foram pré-anestesiados com xilazina 8 mg.kg -1 i.p. (Anasedan,
Ceva, Brasil) anestesiados com pentobarbital 40 mg.kg-1 i.p. (Nembutal, OAK, EUA)
e receberam analgésico Cloridrato de tramadol 30 mg.kg-1 i.p. (Tramal, Grumenthal,
Brasil). Foi realizada a traqueostomia para a insercédo de uma canula de metal (14G),
fixada na traqueia do animal por meio de fios de algoddo, a qual foi conectada ao
ventilador (Ventstar — RWD) (AOKI, 2013).

Os animais foram ventilados com volume corrente (Vt) de 6 ml.kg -1, frequéncia
respiratoria de 120 min-1 e pressao expiratoria final positiva (PEEP) de 3,0 cmH20.
Apos iniciada a ventilagcdo, os animais foram paralisados com brometo de pancurdnio
(1,0 mg.kg-1, i.p.).

Apods de 5 minutos, foi obtido os valores de resisténcia das vias aéreas (Raw)
gue representa a dificuldade da passagem do ar pelas vias aéreas, viscancia tecidual
(Gtis) que esta relacionada a resisténcia do tecido e reflete a dissipacdo da energia e
elastancia, elastancia tecidual (Htis) que representa a dificuldade em expandir os
compartimentos alveolares e histeresividade (n) que é obtido a partir do calculo entre
resisténcia e elastancia (BATES, 2009).

Ao final do experimento, os animais foram eutanasiados para remoc¢édo dos

pulmdes e processamento de demais analises.

DETERMINACAO DA ATIVIDADE DA MIELOPEROXIDASE

Fragmentos dos pulmdes pesando 300-350 mg de cada amostra armazenada
a -80° C foram triturados, um a um, com lamina de bisturi em placa de Petri sobre gelo

com a adi¢éo de solugéo tampao de fosfato de potassio a 50 mM (pH 6,0).

A mistura foi centrifugada a 12.000 g por 30 min a 4°C. O sedimento foi
ressuspendido com tampao fosfato de potassio contendo 5 % de brometo de

hexadeciltrimetil amoénio (Sigma, St Louis, EUA). A suspensao sofreu 3 ciclos de
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congelamento (congelado em gelo seco e descongelado em temperatura ambiente).
No ultimo descongelamento, a suspenséo foi sonificada (amplitude de 20-30%) por 40

s em gelo.

As amostras foram novamente centrifugadas a 10.000 g por 5 min a 4°C, e 0s
sobrenadantes utilizados para o ensaio de MPO, em duplicatas. Foi utilizado um kit
de ensaios (Rat MMP-17, ELISA, Kit) para determinar a atividade de MPO dos

homogenatos, conforme instrucdes do fabricante.

A absorbancia de cada amostra foi medida utilizando um leitor de microplaca

equipado para excitacdo de 560 nm. Os resultados foram expressos em muUg-1.

REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE EM TEMPO REAL (RT-QPCR)

As amostras de pulmdo foram homogeneizadas e o RNA total foi extraido
utilizando- se o reagente TRIzol (Invitrogen, Life Technologies), conforme as
instrugdes do fabricante.

O RNA total foi quantificado por espectrofotometria (NanoDrop® 2000, Thermo
Scientific). Foram utilizadas somente as amostras que apresentarem uma relacéo de
absorcao (260/280 nm) entre 1,8 e 2.

As amostras foram tratadas com DNAse (Invitrogen, Life Technologies) para
evitar contaminagdo com DNA gendmico. Todas as solu¢des foram preparadas em
agua tratada com DEPC (0,01%). O nivel de transcricdo dos genes de interesse (IL-
1B, IL-6, IL-10, TNF-a) foi determinado mediante RT-gPCR. Para a sintese do cDNA
foi usado o kit SuperScript® IV First-Strand Synthesis.

O teste inicial dos primers foi feito por PCR convencional usando Platinum™
SuperFi™ Green PCR Master Mix.

O teste de eficiéncia dos primers e as reacgfes de gPCR foram realizadas
usando SYBR® Green PCR Master Mix (Invitrogen, Life Technologies) no
equipamento 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems), com primers
especificos (SAHU; MISHRA; LAL, 2020) sintetizados pela Sintese Biotecnologia

(https://sintesebiotecnologia.com.br/idt.html).

As reacOes foram feitas em 8 réplicas biologicas e 3 réplicas técnicas e os

resultados foram normalizados pelos niveis de transcricdo do gene referéncia


https://sintesebiotecnologia.com.br/idt.html
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GAPDH. Os niveis de transcricao foram determinados pelo método 2(-AAcT) (Applied
Biosystems, User bulletin#2 e Livak & Schmittgen) (YE; LIU; PATHOLOGY, 2020).

HISTOLOGIA DO TECIDO PULMONAR

O tecido pulmonar foi removido para analise da histopatologia, sendo colocado
em formaldeido a 4% e, em seguida, embutido em parafina.

Coloragbes de hematoxilina e eosina (H&E) foram realizadas utilizando um
procedimento padréo e fotografadas com um microscopio de luz.

Foram avaliados o grupo controle no qual sofreu a instilacdo de PBS na
traqueia, grupo lesdo pulmonar apés o insulto com LPS, grupo LPS + Dexametasona
(DEX, 10 mg/kg, ip) e grupo LPS + fotobiomodulac¢édo (led 430 nm, laser 660 nm e

laser 808 nm).

RESULTADOS

Os resultados encontrados foram dispostos em forma de graficos.
Todos 0s grupos intervencao possui um grupo controle, sendo administrado
veiculo de salina (PBS) ao invés de lipopolissacarideo na traqueia, as analises foram

feitas antes de 24 horas (basal) e apds 24 horas da inducéo do LPS ou VEI.

RESISTENCIA DAS VIAS AEREAS

E possivel verificar que houve uma reducdo na resisténcia de forma
pronunciada no grupo LPS/Laser 660 nm com diferenca estatistica significativa entre
0s grupos LPS/SHAM e LPS/LASER 660 nm e entre os grupos LPS/SHAM e
LPS/DEXA.

Em contrapartida quando partimos para analise dos resultados dos grupos LPS/
Laser 808 nm e LPS/ LED 430 nm foi possivel verificar que o0 mesmo nao ocorreu.

As médias foram diferentes em relagdo ao Tempo F (, s0) = 224,4, P<0,0001;
Tratamento F 1, 60) = 12,09, P<0,0001 e interacdo Tratamento x Tempo F @1, 60) =
17,40, P<0,0001.
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Graéfico 1: Resultados dos valores de resisténcia das vias aéreas obtidos por meio da analise da
ventilagdo mecénica, nos momentos BL (basal) e 24 horas apds a instilagdo de LPS.
*significancia (p<0,05).

VISCANCIA TECIDUAL

Ao analisarmos o gréfico 2 € possivel verificar que para 0s animais
pertencentes ao grupo LPS/Laser 660nm os resultados foram promissores, visto que
os valores de tal grupo (0,55 cmH20/ml/s) foram préximos aos do grupo LPS/DEXA
(0,50 cmH20/ml/s) apresentando reducéo dos valores de viscanica tecidual, 0 mesmo
gue ocorreu quando analisamos a resisténcia pulmonar.

Com p<0,05 entre os grupos LPS/SHAM e LPS/LASER 660 nm e entre 0s
grupos LPS/SHAM e LPS/DEXA. Em contrapartida o0 mesmo néao foi verificado nos

demais experimentos.

As médias foram diferentes em relacdo ao Tempo F (@, s0) = 26,71, P<0,0001;
Tratamento F @1, 60) = 35,68, P<0,0001 e interagcdo Tratamento x Tempo F @1, 60) =
26,71, P<0,0001.
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Gréfico 2: Resultados dos valores de viscancia tecidual obtidos por meio da andlise da
ventilagdo mecénica dos animais, nos momentos BL (basal) e 24 horas apoés a instilacdo de
LPS. *significancia (p<0,05).

ELASTANCIA TECIDUAL

Com relacéo a elastancia do tecido pulmonar no grupo LPS/Laser 660 nm os
animais apresentaram valores mais baixos (1,66 cmH20/ml/s) e mais uma vez
proximos aos valores do grupo LPS/DEXA (1,53 cmH20/ml/s).

Com diferenca estatistica significativa entre os grupos LPS/SHAM e
LPS/LASER 660 nm e entre o grupo LPS/SHAM e LPS/DEXA, fato que se repetiu nas
outras variaveis da mecéanica ventilatoéria.

As médias foram diferentes em relagcdo ao Tempo F (@, 60) = 77,02, P<0,0001;
Tratamento F 1, 60) = 10,83, P<0,0001 e interacdo Tratamento x Tempo F @1, 60) =
13,95, P<0,0001.
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Grafico 3: Resultados dos valores de elastancia tecidual obtidos por meio da analise da
ventilacdo mecanica dos animais, nos momentos BL (basal) e 24 horas ap0s a instilagédo de
LPS. *significancia (p<0,05).

HISTERESIVIDADE

Os resultados encontrados no gréafico da histeresividade pulmonar mostra que
os grupos LPS/LED e LPS/Laser 808 nm apresentaram efeitos capazes de reduzir tal
parametro.

Todavia o Laser 660 nm exibiu um comportamento diferente, visto que ao
analisarmos 0s animais pertencentes a esse grupo observamos valores de

histeresividade menor 0,178 G.H-1.

Apresentando significancia estatistica entre os grupos LPS/SHAM e
LPS/LASER 660 nm e entre o grupo LPS/SHAM e LPS/DEXA.
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As médias foram diferentes em relagcdo ao Tempo F (, s0) = 68,73, P<0,0001;

Tratamento F 1, 60) = 12,59, P<0,0001 e interacdo Tratamento x Tempo F @1, 60) =
16,61, P<0,0001.

3 VEI/SHAM B |LPS/SHAM
3 VEI/LED 430 nm Bl LPS/LED 430 nm
3 VEI/LASER 660 nm mH LPS/LASER 660 nm
3 VEI/LASER 808 nm E= LPS/LASER 808 nm
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Gréfico 4: Resultados dos valores de histeresividade pulmonar obtidos por meio avaliagdo da
ventilagdo mecénica dos animais, nos momentos BL (basal) e 24 horas ap6és a instilacdo de
LPS. *significancia (p<0,05).

ATIVIDADE MPO

Para a atividade MPO verificamos que o grupo Laser 660 nm apresentou
valores de MPO diminuidos com diferenca estatistica com p<0,05 entre 0s grupos
LPS/SHAM e LPS/LASER 660 nm e entre o grupo LPS/SHAM e LPS/DEXA.

As médias foram diferentes em relagdo ao Tempo F (1, 60) = 32,62, P<0,0001;

Tratamento F 1, 60) = 398,6, P<0,0001 e interagdo Tratamento x Tempo F @1, 60) =
430,1, P<0,0001.
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Gréfico 5: Resultados dos valores da atividade MPO obtidos por meio analise sanguinea dos
animais, nos momentos BL (basal) e 24 horas apés a instilacdo de LPS. *significancia
(p<0,05).

REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE EM TEMPO REAL (RT-QPCR)

Ao analisarmos a RT- QPCR foi possivel verificar que para o TNF-a a aplicagao
do LED, laser 660 nm e do laser 808 nm reduziu os niveis desse marcador com
diferenca estatistica, 0 mesmo fato também aconteceu com a IL-6.

No entanto ao partimos para a IL-10 e IL-1B8 verificamos que somente a
aplicacéo do LED e Laser 660 nm reduziu os niveis desses marcadores com p<0,05,
0 que nao ocorreu com o laser 880 nm.

As médias foram diferentes em relagdo ao Tempo F (, s0) = 52,12, P<0,0001;
Tratamento F (11, 60) = 32,12, P<0,0001 e interacdo Tratamento x Tempo Fquz1, 60) =
43,96, P<0,0001.
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Grafico 6 — Resultados dos valores de RT-QPCR para os marcadores inflamatérios TNF- alfa,
IL-6, IL-10 e IL- 1beta. *significancia (p<0,05)

HISTOLOGIA DO TECIDO PULMONAR

Na andlise histologica foram examinadas as alteracdes morfolégicas dos
pulmdes apos a inducéo da inflamagéo pulmonar com LPS.

Os resultados mostraram uma arquitetura pulmonar normal no grupo de
controle (PBS), enquanto no grupo LPS foram observadas alteragcfes, como infiltracao
de neutroéfilos em vasos pulmonares, edema no espaco intersticial da parede alveolar,
indicando danos as células epiteliais alveolares.

Tais alteragcbes foram atenuadas pelo laser 660 nm, 808 nm e pela
dexametasona, indicando que o tanto o laser vermelho quanto o infravermelho

amenizaram os efeitos patolégicos no modelo de lesdo pulmonar por LPS. A aplicacéo
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do led 430 nm né&o apresentou modificacbes na infiltracdo de neutrofilos e edema

intersticial.
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Figura 3 — Fotomicrografia das lesdes pulmonares induzidas por LPS e os efeitos do de led 430
nm, laser 660 nm e laser 808 nm, dexametasona (10 mg/kg, ip) nas alteracdes histopatolégicas
induzidas por LPS nos tecidos pulmonares de ratos. Grupo controle (Salina), grupo instilacao LPS,
grupo LPS + Dexametasona (DEX, 10 mg/kg, ip) e grupo LPS + fotobiomodulag&o (led 430 nm,
laser 660 nm e laser 808 nm) (Fonte: Autor).

DISCUSSAO

O modelo de instilacdo com lipopolissacarideo de Escherichia Coli (LPS), esta
descrito na literatura como sendo um dos mais reprodutiveis que promovem neutrofilia
robusta, aveolite e ruptura da membrana alvéolo-capilar (D’ALESSIO; METHODS;
PROTOCOLS, 2018)

Tais fatos foram essenciais para escolha desse modelo de lesdo pulmonar,
indo ao encontro com nossos achandos, visto que no grupo LPS/SHAM observamos
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aumento de citocinas inflamatoérias e alteracbes da estrutura pulmonar no corte
histolégico apds a instilacdo ficando mais evidente as alteracdes descritas acima e
sua capacidade lesiva, sendo possivel segundo autores avaliar as fases iniciais da
LPA (D’ALESSIO; METHODS; PROTOCOLS, 2018).

A fotobiomodulacdo (PBM) é uma possivel alternativa no manejo do processo
inflamatorio, utilizada por promover regeneracao tecidual, reduzir a inflamacao e dor
(CARVALHO; BRITTO; DE OLIVEIRA; CASTRO-FARIA-NETO et al., 2017,
PEREIRA; DE LIMA; FERNANDES; ZANGARO et al., 2023; SIGMAN; MOKMELI;
VETRICI, 2020; SOHEILIFAR; FATHI; NAGHDI, 2021), estudos descrevem que ha
dose certa e no comprimento de onda apropriado, a luz interage com as células e
tecidos podendo induzir fungcées promovendo efeitos anti-inflamatérios (DE BRITO;
DA SILVEIRA; RIGONATO-OLIVEIRA; SOARES et al., 2020; PEREIRA; DE LIMA;
FERNANDES; ZANGARO et al., 2023)

Tais fatos vao ao encontro com os resultados do presente estudo visto que em
um comprimento de onda especifico foi possivel verificar alteracdo da mecénica
ventilatoria, atividade MPO, marcadores inflamatérios que se apresentacao reduzidos
apos a intervencao sendo possivel identificar até mesmo um remodelamento do tecido
pulmonar no corte histoldgico.

Em concordancia, alguns trabalhos descrevem que a PBM quando aplicada na
regido dos pulmdes pode reduzir ndo somente a inflamacgéo local mas também a
sisttmica (PEREIRA; DE LIMA; FERNANDES; ZANGARO et al., 2023; SABINO;
BALL; BAPTISTA; DAI et al.,, 2020; YU; CHI; NAIM; LANZAFAME et al., 1997)
contribuindo para a melhora da mecanica ventilatéria, sendo mais eficaz em células
que estao sofrendo hipdxia, tal fato sugere que a terapia poderia ser mais promissora
nas doencas pulmonares que comprometem as trocas gasosas como na LPA/SDRA
(CAPUTO; STRAYER; LEVITAN, 2020).

Resultados semelhantes foram descritos por Méndez e colaboradores em
2019, onde a PBM demostrou suprimir o processo inflamatario, tal fato foi comprovado
a partir dos efeitos anti-inflamatdérios e regenerativos encontrados nos tratamentos das
doencas pulmonares (MENDEZ; RIZZATO; LAMARQUE; DIONISIO et al., 2019;
PORTO, 2021)

Concordando com De Lima et al., que descrevem a reducéo da inflamacéo
pulmonar aguda, corroborando com os achados positivos da terapia Laser 660 nm
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encontrados no estudo aqui exposto, bem como Oliveira e colaboradores os quais
avaliaram o efeito do PBM na SDRA em um modelos com camundongos, onde foi
possivel observar uma correlacao entre reducéo do processo inflamatorio e aplicagéo
da luz, sendo capaz de abrandar a gravidade da doenca (OLIVEIRA JR; GREIFFO;
RIGONATO-OLIVEIRA; CUSTODIO et al., 2014).

Varios trabalhos (DA CUNHA MORAES; VITORETTI; DE BRITO; ALVES et al.,
2018; DE LIMA, F. M.; MOREIRA, L. M.; VILLAVERDE, A. B.; ALBERTINI, R. et al.,
2011) assim como o presente estudo investigaram a relacdo do PBM com a reducao
da inflamacédo pulmonar relatando efeitos positivos tanto na reducédo da inflamacgéo
pulmonar aguda e quanto cronica.

Os efeitos anti-inflamatérios segundo Nejatifard e colaboradores alcancados
pela PBM na LPA/SDRA sao reducdo do edema pulmonar, das citocinas no liquido de
lavagem broncoalveolar, do influxo de neutréfilos e da atividade MPO, tais eventos
foram observados neste estudo, visto que 0s animais pertencentes ao grupo Laser
660 nm apresentaram reducao da atividade MPO e marcadores inflamatérios no PCR
além de alteragbes visiveis ao corte histologico (NEJATIFARD; ASEFI; JAMALI;
HAMBLIN et al., 2021),onde o0 processo patolégico parece ter sido atenuados pelo
laser 660 nm, 808 nm e pela dexametaxona.

A inflamacéo pulmonar aguda esta relacionada ao aumento do namero de
neutroéfilos polimorfonucleares presentes no espaco intersticial associado a liberacéo
de outras células pré-inflamatérias, como IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a. O aumento do nivel,
por exemplo de IL-1 esta diretamente proporcional a piora do prognéstico do paciente
com SDRA, sendo responsavel por aumentar a sobrevida dos neutréfilos e prolongar
o processo inflamatério. J& o TNF-a é responsavel pela adesdo, ativacdo de
neutroéfilos, pela coagulacdo sanguinea e edema (SOHEILIFAR; FATHI; NAGHDI,
2021)

Indo ao encontro com os resultados deste trabalho, visto que apds a analise do
RT-QPCR foi possivel observar que depois da instilacdo do LPS houve um aumento
dos niveis de tais marcadores e que com a aplicacdo da PBM tivemos uma reducao
significativa, onde o LED 430 e Laser 660 nm foram capazes de reduzir todos os
marcadores inflamatorios, enquanto o 808 nm apenas o TNF-a e IL-6.

Segundo autores essa capacidade anti-inflamatoria acontece a nivel molecular,

celular e tecidual, sendo eficaz contra a tempestade de citocinas promovendo a cura
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e regeneracdo dos tecidos com repercussdo sistémica (OLIVEIRA; GREIFFO;
RIGONATO-OLIVEIRA; CUSTODIO et al., 2014).

Corroborando com o0s nossos achados, de Lima e colaboradores comprovam
que a PBM afeta efetivamente o TNF-alfa, diminuindo macrofagos alveolares
reduzindo consequentemente incidéncia de SDRA em camundongos, eles
observaram que o TNF-a tem um papel importante no sequestro e migragdo de
neutrofilos, desempenhando papel principal na patogénese da SDRA (DE LIMA, F.
M.; MOREIRA, L. M.; VILLAVERDE, A.; ALBERTINI, R. et al., 2011), achados
similares foram relatados por Oliveira et al., em um modelo com ratos onde a PBM
diminuiu significativamente a migracdo de neutréfilos para o tecido pulmonar
reduzindo a gravidade da doenca (OLIVEIRA JR; GREIFFO; RIGONATO-OLIVEIRA,
CUSTODIO et al., 2014).

Alguns autores descrevem que a luz visivel que exibe comprimento de onda na
faixa de 405-470 nm apresentam efeitos microbicidas (PAGE; KELL; PRETORIUS,
2022), sendo contrario ao que encontramos, visto que 0s animais que tiveram a
aplicacdo do LED 430 nm, ndo apresentaram mudangas na mecéanica ventilatoria,
atividade MPO nem na analise histologica do tecido pulmonar, apresentando somente
reducdo dos marcadores inflamatérios no PCR.

Deveras isso poderia ser justificado pois segundo Kingsley et al., para se
consegquir tal efeito € necessario uma radiacdo maior e por um periodo prolongado
(KINGSLEY; KUIS; PEREZ; BASALDUA et al., 2018) o que de fato nao ocorreu, dado
gue a aplicacdo de LED aconteceu em uma unica vez por 30 s.

J& outros trabalhos relatam que os lasers com luz vermelha sdo mais
recomendados devido a sua melhor penetragdo no tecido pulmonar (NEJATIFARD;
ASEFI; JAMALI; HAMBLIN et al., 2021) sendo utilizados para reduzir dor e inflamacéo,
em concordancia com estudo aqui exposto, dado que encontramos resultados
significativos em todas as variaveis analisadas somente com o comprimento de onda
do Laser vermelho 660 nm.

Em concordancia com tais fatos, estudos descrevem que pacientes expostos a
tratamento com luz vermelha apresentam melhoria do processo inflamatério
(ACKROYD; KELTY; BROWN; REED et al., 2001; DA-PALMA-CRUZ; DA SILVA;
MONTEIRO; REHIM et al., 2019; FINSEN, 1901; SIGMAN; MOKMELI; VETRICI,
2020), a PBM vem sendo utilizada como tratamento alternativo para lesdo pulmonar
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aguda em modelos de SDRA, pela caracteristica principal de reducdo da inflamacéo
sistémica e protecao da funcao pulmonar (DA-PALMA-CRUZ; DA SILVA; MONTEIRO;
REHIM et al., 2019; DA SILVA SERGIO; CORTES THOME; DA SILVA NETO
TRAJANO; MENCALHA et al., 2018; NEJATIFARD; ASEFI; JAMALI; HAMBLIN et al.,
2021; SOHEILIFAR; FATHI; NAGHDI, 2021), reafirmando os achados do presente
estudo onde foi possivel verificar uma melhora na mecanica ventilatéria, reducéo da
atividade MPO e dos marcadores inflamatérios nos animais pertencentes ao grupo
LPS/Laser 660 nm, demostrando efeito na reducdo do processo inflamatorio e
consequentemente melhoria da funcédo pulmonar evidenciada também pela melhoria
da arquitetura pulmonar presente no corte histoldgico dos animais pertencentes a tal
grupo.

Diante dos beneficios oriundos da PBM varios trabalhos vem relacionando tal
terapia ao tratamento de doencas que levam ao processo de inflamagdo como
LPA/SDRA, a maioria deles usando o laser vermelho (650 e 660 nm) (NEJATIFARD;
ASEFI; JAMALI; HAMBLIN et al., 2021; SIGMAN; MOKMELI; VETRICI, 2020), outros
utilizaram lasers infravermelho com 808 nm e 830 nm ambos com efeitos anti-
inflamatorios indo ao encontro com Kingsley et al., que em seu estudo verificou que o
laser promovia inativacdo de 99% dos virus em todos os comprimentos de onda
(KINGSLEY; KUIS; PEREZ; BASALDUA et al., 2018)

Discordando dos nossos achados, visto que encontramos evidéncias de
reducdo do processo inflamatério com impacto na mecéanica ventilatoria, atividade
MPO e reducao dos marcadores inflamatérios somente com Laser vermelho 660 nm,
no entanto com o infravermelho ndo encontramos tais evidéncias.

Sabino e colaboradores em sua reviséo sistematica descreveram que existiam
90 artigos publicados relacionando PBM e lesdo pulmonar, inflamac&o pulmonar ou
SDRA, varios deles utilizavam modelos animais para demonstrar os efeitos da luz
diante dessa patologia, sendo possivel argumentar a relacédo da penetracdo da luz em
animais, que acontecem mais facilmente do que em humanos, isso poderia justificar
o fato de ndo encontrarmos efeitos positivos no grupo Laser 808 nm, pois tal
comprimento de onda poderia ter penetrado, ultrapassando o local da les&o e néo ter
gerado modificacdo no tecido dos animais (SABINO; BALL; BAPTISTA,; DAI et al.,
2020).
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Em concordancia, autores compararam os efeitos dos lasers infravermelho e
vermelho (KINGSLEY; KUIS; PEREZ; BASALDUA et al., 2018) demonstrando que o
infravermelho atinge camadas mais profundas em concordéancia com esses achados,
nossos resultados demostraram que o laser infravermelho (808 nm) ndo apresentou
efeito anti-inflamatoério capaz de melhorar a mecanica ventilatoria, reduzir a atividade
MPO e marcadores inflamatérios exatamente pela caracteristica da penetracdo em
animais ser mais facilitada e pela profundidade do laser infravermelho.

Entretanto o estudo feito por Pereira et al., demostrou que o uso do colete
infravermelho (940 nm) reduz tempo de internacdo e necessidade de ventilacdo
mecanica, sugerindo que o tratamento promoveu melhorias na funcdo pulmonar, 0s
resultados discrepantes com o presente estudo podem ser justificados pois um foi
clinico quanto que o este pré-clinico e como ja mencionado o comprimento de onda
parece influenciar nos desfechos positivos da PBM, assim como no estudo de Sigma
e colaboradores onde a melhora da func¢édo pulmonar também foi evidenciada apoés a
aplicacdo do laser infravermelho em humanos (SIGMAN; MOKMELI; MONICI;
VETRICI, 2020).

No presente trabalho foi possivel observar efeitos positivos com a aplicacao do
Laser 660 nm, nossos achados auxiliam no entendimento de que a PBM foi capaz de
ter efeitos anti-inflamatérios imediatos evidenciado pela reducdo dos marcadores
inflamatérios no PCR, sendo capaz de melhorar variaveis da mecénica ventilatoria,
além de reduzir a atividade MPO com repercusséo na andlise histolégica pulmonar
resultados semelhantes foram encontrados em um estudo clinico, realizado com 52
pacientes irradiados com luz vermelha de 620- 635 nm onde foi possivel verificar uma
reducdo dos niveis de IL-6 e IL-8 e TNF-alfa apds 6 horas de inicio de tratamento,
demostrando o seu potencial anti-inflamatério (MARASHIAN; HASHEMIAN;
POURABDOLLAH; NASSERI et al., 2022).

Por fim nossos resultados sugerem que para animais onde a lesdo pulmonar
fora induzida por LPS, a aplicacao da PBM por laser vermelho apresentou efeitos anti-
inflamatorios evidenciados pela reducéo de células pro-inflamatorias sendo capaz de
gerar repercucdes na mecanica ventilatoria, na atividade MPO, promovendo
remodelacdo da arquitetura do tecido pulmonar, contudo, sé encontramos todos esses
efeitos com o laser 660 nm, demostransndo que para animais 0 comprimento de onda

parece ter um papel muito importante no desfecho final.
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CONSIDERACOES FINAIS

Nossos achados sugerem que a fotobiomodulacdo € uma alternativa
promissora para ser usada como tratamento adjuvante nos quadros de LPA/SDRA
em modelo animal, podendo modular o processo inflamatorio, pois ao aplicarmos laser
com comprimento de onda de 660 nm, apos 1 hora do insulto, verificamos uma
melhora da ventilagcdo mecanica, logo a fototerapia foi capaz de gerar um efeito
reduzindo também a atividade MPO, reducdo de citocinas pro-inflamatdrias com
repercussao visivel na andlise histologica pulmonar, sendo capaz de atenuar o
processo patolégico da LPA.

No entanto nossos resultados também sugerem que tais efeitos sao

dependentes do comprimento de onda.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Nossos achados sugerem que a fotobiomodulagdo € uma alternativa
promissora para ser usada como tratamento adjuvante nos quadros de LPA/SDRA
em modelo animal, podendo modular o processo inflamatorio, pois ao aplicarmos laser
vermelho no comprimento de onda de 660 nm, apés 1 hora do insulto, verificamos
uma melhora da ventilacdo mecanica, logo a fototerapia foi capaz de gerar um efeito
anti-inflamatério reduzindo também a atividade MPO, as citocinas pro-inflamatorias
com repercussao visivel na analise histologica pulmonar, sendo capaz de atenuar o
processo patologico da LPA. No entanto tais efeitos sédo dependentes do comprimento
de onda.

Mesmo com algumas limitacdes durante a realizacdo dos experimentos, como
namero de intervencdes e cirurgias, desafios da ventilagcdo mecénica, esse estudo
projeta a analise mais efetiva da PBM como terapia adjuvante, visando investigar o
comportamento do Laser 660 nm associada a outras terapias anti-inflamatérias como

a dexametasona.
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