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RESUMO

Introducdo: A Terapia a Laser de Baixa Intensidade (LBI) € um procedimento terapéutico
amplamente utilizado no meio clinico, tendo em vista seus efeitos bioldgicos no tecido de maneira
nao térmica e sendo uma opcao terapéutica eficaz e com menos efeitos colaterais em comparacéo
a terapia convencional com anti-inflamatérios. Apesar dos efeitos clinicos ja relatados em diversos
estudos, seu mecanismo de acao e parametros dosimétricos ndo sdo totalmente compreendidos,
havendo grande divergéncia sobre dose e efeito. Assim, estudos sobre dosimetria sdo importantes
e necessarios para formar subsidios para um tratamento eficaz. Objetivos: Descrever o efeito de
duas doses diferentes do Laser de Baixa Intensidade em modelos experimentais de inflamacéo.
Metodologia: Camundongos Swiss foram distribuidos em 4 grupos em diferentes experimentos,
Grupo Salina (recebeu apenas injecdo de solucdo salina a 0,9%); Grupo que recebeu agente
flogistico (Cg, dextrana, serotonina, histamina ou bradicinina); Grupo Laser 1(recebeu a injecao de
agente flogistico e tratamento com Laser 1J/cm? (L1) e Grupo Laser 5 (L5- recebeu agente
flogistico e tratamento com Laser 5J/cm?2). Foram avaliados variagdo de volume de pata, agdo da
mieloperoxidase (MPO) e andlise histoldgica. Ainda foi realizado experimento com inducdo de
peritonite por carragenina. Foram avaliados Permeabilidade vascular, acdo da mieloperoxidase
(MPO), dosagem de glutationa (GSH), dosagem de malondialdeido (MDA) e migracéo neutrofilica.
Resultados: Obtivemos reducdo em todos os edemas com tratamento laser na dose de 1J/cm? e
reducdo de escores histoldégicos. Além de diminuicdo na migracdo neutrofilica e niveis de
Malondialdeido (MDA), bem como preservacéo nos niveis de Glutationa (GSH). Porém, o mesmo
nao foi obtido com a dose de 5J/cm2 para os edemas de caréter vascular (dextrana e histamina),
permeabilidade vascular e edema de Carragenina . Concluséo: Estes resultados nos sugerem
que o laser na dose de 1J/cm2 tem acéo de caréter celular e vascular, ja que foi capaz de reverter
todos os edemas e andlises da peritonite; e o Laser na dose de 5J/cm? possivelmente tem agéo
apenas de carater celular na inflamacéo aguda.

Palavras-chave: Laser de Baixa Intensidade. Dosagem. Anti-inflamatorio. Inflamacéo.



ABSTRACT

Introduction: The Low-intensity laser therapy (LBI) is a widely used therapeutic procedure in the
clinical setting, considering its biological effects on the tissue in a non-thermal way and being an
effective therapeutic option and with fewer side effects compared to conventional therapy With anti-
inflammatory drugs. Despite the clinical effects already reported in several studies, its mechanism
of action and dosimetric parameters are not fully understood, with great divergence on dose and
effect. Thus, studies on dosimetry are important and necessary to form subsidies for effective
treatment. Objectives: To describe the effect of two different doses of Low Intensity Laser on
experimental models of inflammation. Method: Swiss mice were distributed in 4 groups in different
experiments, Salina Group (received only 0.9% saline injection); Group that received phlogiston
agent (Cg, dextran, serotonin, histamine or bradykinin); Laser Group 1 (received the injection of
flogistic agent and treatment with Laser 1J / cm2 (L1) and Group Laser 5 (L5 received flogistic
agent and treatment with Laser 5J / cm?2). Paw volume variation, myeloperoxidase action (MPO)
and histological analysis were evaluated. An experiment with induction of carrageenan peritonitis
was also carried out. Vascular permeability, myeloperoxidase action (MPO), glutathione dosage
(GSH), malondialdehyde dosage (MDA) and neutrophil migration. Results: We obtained reduction
in all edemas with laser treatment at the dose of 1J / cm2 and reduction of histological scores. In
addition to decreased neutrophil migration and Malondialdehyde levels (MDA), as well as
preservation in Glutathione (GSH) levels. However, the same was not obtained with the 5J / cm 2
dose for vascular edema (dextran and histamine), vascular permeability and carrageenan edema.
Conclusion: These results suggest that laser at the dose of 1J / cm2 has a cellular and vascular
character, since it was able to revert all edema and analysis of peritonitis; and the Laser at a dose
of 5J / cm2 possibly only has a cellular character in acute inflammation.

Keywords: Low Intensity Laser. Dosage. Anti-inflammatory. Inflammation.
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1 INTRODUCAO

Desde sua descoberta, nos anos de 1960, o Laser de Baixa
Intensidade (LBI) tem sido usado no tratamento de diversas doencas (DE LIMA et
al., 2011), nos principais campos de aplicacdo como na reducéo da duragédo da
inflamacédo aguda, na estimulagdo do reparo tecidual e na diminuicdo da
sensacao dolorosa (BARATTO et al., 2011). Diferentemente de outras aplicacdes
meédicas, o Laser de Baixa Intensidade, também chamado fotobiomodulagéo, ou
de Laser de Baixa Poténcia (LBP) € um tipo especial que causa efeitos bioldgicos
de maneira ndo térmica e sua densidade de energia é baixa em relacdo a outras
modalidades de laser capazes de cortar, ou cauterizar tecidos (FARIVAR et al.,
2014; SONIS et al., 2016).

Os efeitos biolégicos da laserterapia incluem a modulacdo da dor e
inflamacgéo (LARAIA et al., 2012; PALLOTTA et al., 2012), melhoria de condi¢gbes
isquémicas (DE LIMA et al., 2011), reducédo de edema (ALBERTINI et al., 2007),
incremento do metabolismo mitocondrial, regeneracdo muscular (CARVALHO et
al., 2015) e diminuicdo da sensacao dolorosa (ENWEMEKA, 2009), podendo os
efeitos anti-inflamatérios do laser serem comparados com o efeito do farmaco
diclofenaco de sédio (ALBERTINI et al., 2004;DE ALMEIDA et al., 2014). Assim,
estudos tem sugerido que o Laser de Baixa Intensidade (LBI) apresenta um
potencial que permita uma terapia alternativa ao uso de drogas anti-inflamatérias
(ALVES, 2013) e o mostram também sendo mais eficaz como tratamento isolado
do que exercicios e anti-inflamatérios em terapias combinadas (TOMAZONI et al.,
2017), trazendo beneficios ao paciente, uma vez que sua administracdo € nao
invasiva e ndo gera efeitos sistémicos indesejados.

No entanto, apesar de sua ampla utilizacdo, ainda ndo sdo totalmente
esclarecidos os conhecimento acerca dos efeitos e mecanismos biologicos
produzidos pelo laser, sendo necessarios estudos que contribuam para um
melhor entendimento e aplicacdo terapéutica, sobretudo nos parametros
dosimétricos e protocolos ideais de aplicacdo (CARVALHO et al., 2015). Apesar
de ndo haver consenso sobre os parametros de dose ideal, uma condi¢cdo
bastante tratada com o laser é a inflamacdo provocada por diferentes fatores
(HAWKINS; ABRAHAMSE, 2005).
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O processo inflamatério pode ser definido como um complexo de
reacbes em resposta a um estimulo agressor interno ou externo cujo principal
objetivo € livrar o organismo do fator causador da lesdo celular bem como das
consequéncias dessa agressdo (BISWAS, 2016). E caracterizado por eventos
como a liberagcdo de mediadores incluindo a histamina, serotonina, bradicinina,
Prostaglandinas E2 (PGE2), citocinas, quimiocinas, aumento da permeabilidade
vascular e migracéo de neutrofilos para o sitio da injuaria (SILVA et al., 2015). No
entanto, se a destruicdo alvo e a reparacdo assistida ndo sdo progressivas, a
inflamacédo pode ser desregulada ou exacerbada podendo levar a danos
persistentes nos tecidos causados por células inflamatérias (NATHAN, 2002). A
intensa acdo dos leucocitos no sitio da inflamacéo causa liberacdo de espécies
reativas de oxigénio ocasionando estresse oxidativo, consequentemente levando
ao aumento da lesdo (BISWAS, 2016).

As atuais opcdes terapéuticas pro tratamento de desordens
inflamatdrias em sua maioria estdo associadas ao desenvolvimento de efeitos
adversos graves, dentre elas os anti-inflamatorios ndo esteroides (AINES) e os
glicocorticéides, que constituem duas das classes de farmacos mais prescritas
para o tratamento de desordens inflamatérias (ESCH, 2013; AKRAM et al., 2016).
Os AINES atuam inibindo as enzimas COX1 e/ou COX2 envolvidas na
biossintese das prostaglandinas. No entanto, o uso continuo destes farmacos
pode levar ao aparecimento de efeitos adversos no trato gastrintestinal como
hemorragias e ulceracbes além de distlrbios renais (ESCH, 2013;SILVA et al.,
2015).

Em funcdo de tais efeitos adversos se faz necesséaria a busca por
novas opcoes terapéuticas mais eficazes e com menos efeitos colaterais.
Justificando-se assim o uso do laser Arseneto de Galio (AsGa) de Baixa
Intensidade no nosso estudo, pois 0 mesmo além de acessivel e comum na
pratica clinica, possui poucos estudos sobre padronizacdo de parametros de

dosagem no tratamento da inflamacao aguda.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 LASERTERAPIA DE BAIXA INTENSIDADE

2.1.1 Caracteristicas Gerais do LBI

A invencdo de um novo dispositivo (LASER - Amplificacdo da Luz por
Emisséo Estimulada da Radiacdo) trouxe uma atengcédo renovada para 0 campo
tecnologico. Foi um trabalho disseminado por Albert Einstein em 1917, que
postulou o fenébmeno da emissdo estimulada de fotons, porém levou mais de 40
anos para que o primeiro laser fosse construido por Theodore Maiman em 1960.
Evidenciou-se entdo, que esta nova descoberta poderia servir como uma
excelente ferramenta de precisédo cirurgica (ARANY, 2016).

Por volta de 1967, na Hungria, Endre Mester observou que a aplicacao
do laser no dorso de ratos que haviam sido raspados, poderia ter sido 0 motivo
para que o crescimento de pelos tivesse sido mais rapido do que nos ratos que
ndo haviam sido tratados com laser. Ele também demonstrou que o laser HeNe
estimulou a cicatrizacdo de feridas em ratos (CHUNG et al.,2012).

Em 2014, em uma conferéncia conjunta da Associacdo Norte-
Americana para terapia com Laser (NAALT) com a Associacdo Mundial de
Laserterapia (WALT) foi aceito também o termo Fotobiomodulacéo, tendo a
seguinte definicdo: “O uso terapéutico de luz (por exemplo visivel, préximo
infravermelho, infravermelho) absorvida pelos croméforos enddgenos,
desencadeando as reacgdes bioldgicas nao-térmicas e ndo citotoxicas, por meio
de eventos fotoquimicas ou fotofisicas, levando a mudangas fisiolégicas.”

Desde o0 inicio de sua aplicacdo terapéutica, tem se observado
inconsisténcias nos seus resultados clinicos. Deve-se isso a duas variaveis
principais. Em primeiro lugar, a complexidade das interacdes biofotbnicas com
sistemas biolégicos e em segundo, a uma falta de compreensao dos mecanismos
moleculares precisos que medeiam as suas respostas terapéuticas (ARANY,
2016).

Aplicacdes clinicas de LBI sdo diversas. Este campo é caracterizado
por uma variedade de metodologias e usa varias fontes de luz, LED (Diodo
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Emissor de Luz) e Lasers com diferentes parametros. Para a emissdo do Laser
também se considera o material que compreende o diodo, sendo ele composto de
varios elementos quimicos; assim sendo, alguns comprimentos de onda utilizados
por fisioterapeutas sdo HeNe (632.8nm), Ga-Al-As (780-870 nm) e Ga-As
(904nm). A figura a seguir apresenta esquematicamente os tipos de dispositivos
terapéuticos de luz, possiveis comprimentos de onda e a poténcia de saida
maxima (KARU, 2003)
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Figura 1- Comprimento de onda (A, nm) e poténcia maxima de saida (mW) de Lasers e LEDs

utilizados na terapia Laser de Baixa Intensidade. Fonte: KARU, 2003.

O principal efeito se baseia no mecanismo de absorcdo de luz. Os
comprimentos de onda que variam entre 600 e 750 nm (luz vermelha) séo
escolhidos para o tratamento superficial de tecidos e os comprimentos de onda
entre 750 e 1000 nm (Préoximos do infravermelho) sdo escolhidos para tratar
tecidos mais profundamente (MELIS, 2012; CHUNG, 2012).

Ja segundo Avci et al. (2013), a fototerapia utiliza comprimentos de
onda de luz entre 390 e 1100 nm e pode ser continua ou pulsada. Em
circunstancias normais, utiliza fluéncias (0,04-50 J / cm2) e densidades de
poténcia (<100 mW / cm2) relativamente baixas. Segundo Huang et al. (2011) em
relacéo a fluéncia ou dose, esta pode variar de 1 a 20 J/cmz.
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Os Comprimentos de onda descritos sao de 390-600 nm usados para
tratar tecido superficial, e comprimentos de onda mais longos na faixa de 600-
1100 nm, que penetram mais, sdo usados para tratar tecidos mais profundos
(Figura 2).

380- 470 nm.
475-545 nm
545-600 nm
600-850 nmy
780 - 940 nm|
940-1100 nmy

Epiderme

(SR Wavelength (nm) | Color Range __| Penetration (mm) |
150-380

Ultravioleta <01
390-470 Violeta-azul profundo 0.3
475-545 Verde Azulado ~0.3-05
545-600 Amarelo a Laranja ~0.5-1.0
600-650 Vermelho ~1.0-2.0
650-950 Verm-NIR 2-3
950-1200 NIR 1

Hipoderme

Figura 2- Profundidades de penetracdo de tecidos de acordo com variados comprimentos de
onda. Fonte: Adaptado AVCI, 2013.

Os efeitos do laser também podem diferir de acordo com o
comprimento de onda utilizado. Em um estudo recente, Gupta et al. avaliaram o
tratamento com diferentes comprimentos de onda (635, 730, 810, 980 nm) e dose
constante de 4 J/cm?, no qual foram avaliados modelo de abrasdo dérmica em
ratos. O mesmo mostrou diferentes resultados nos efeitos do laser de acordo com
o comprimento de onda, sendo o de 635 e 810 nm os comprimentos de onda com
melhor resultado na cura da ferida. Evidenciando-se uma diminui¢cdo significativa
da éarea da ferida (p <0,05), acumulacdo de colageno melhorada e completa
reepitelizacdo em comparagao com outros comprimentos de onda e os controles
nao tratados (GUPTA et al., 2014).

A resposta bifasica em relagéo a dose, que pode ser explicada pela lei
de “Arndt-Schulz”, tem seu principio afirmando que um fraco estimulo acelera
ligeiramente a atividade, e estimulos mais fortes aumentam ainda mais essa
atividade, até que um pico seja atingido e um estimulo mais forte ainda podera
suprimir a atividade, ou seja se a luz aplicada néao € de irradiancia suficiente ou o

tempo de irradiacdo € demasiado curto, entdo ndo ha nenhuma resposta. Se a
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irradiancia é muito alta ou tempo de irradiacdo € muito longo, em seguida, a
resposta pode ser inibida (MARTIUS, 1923). Entdo, por meio dessa dosagem
bifasica, foi demonstrado que ndo existem parametros de irradiacdo e dose ideais
ainda estabelecidos, estes provavelmente ainda irdo variar de acordo com a
patologia, superficie da mucosa ou pele (variando nas camadas celulares e
profundidades a partir da superficie de aplicacéo) e fatores individuais associados
ao paciente (HUANG, 2011).

Ha dificuldade muitas vezes de interpretacdo da curva dose-resposta
bifasica em relagédo ao LBI, devido ao desacordo existente da definicdo de “dose”.
Muitos pesquisadores definem a fluéncia ou densidade de energia (J/cm2?) como
principal métrica de dose, enquanto outros utilizam a energia (Joules) para defini-
la. O que se percebeu de fato na curva dose-resposta € que “mais” nao significa
necessariamente “melhor’. Com os avangos feitos sobre a compreensao
mecanicista de atuacdo do laser em nivel celular, pode-se sugerir que uma
pequena luz pode ser benéfica e ao mesmo tempo, muita luz pode ser prejudicial
(HUANG et al., 2011).

2.1.2 Laser e seus efeitos bioldgicos

O Laser € uma onda eletromagnética, constituida por um feixe de
fétons, envolvendo a exposicdo de células e tecidos a baixos niveis de luz
vermelha e proximo do Infravermelho, sendo denominado como de Baixa
Intensidade (LBI) devido a utilizacdo de sua luz ser em densidades de energia
mais baixa do que em comparacdo a outras formas de laser, como os Lasers de
Alta Intensidade (LAI), que sé&o utilizadas para ablacdo, corte e cauterizagéo de
tecidos. O LBI também é conhecido como uma terapia ndo térmica devido as
densidades e poténcias utilizadas serem inferiores as necessarias para produzir
aguecimento de tecidos (CHUNG et al., 2012).

As diferencas entre os varios tipos de lasers sdo dadas em parte pela
variacao entre os comprimentos de onda, além dos efeitos biolégicos intimamente
relacionados com a dose. Os lasers podem ser continuos ou pulsados e sua

poténcia é expressa em Watts (W), sua densidade de energia medida em Joules
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por centimetro quadrado (J/cm?2), sendo igual & poténcia multiplicada pelo tempo
de aplicacdo (ZECHA et al., 2016).

Os mecanismos envolvidos com a fotobiomodulac&o por LBI ainda néo
sao totalmente compreendidos e esclarecidos. A falta de consisténcia nos dados
histéricos de dosagem tem sido um empecilho na interpretacdo detalhada da
atividade do laser. Porém, sabe-se que tem uma ampla variedade de efeitos nos
mais diversos niveis, como moleculares, celulares e tissulares (CHUNG, 2012).

O mecanismo bioldgico diretamente envolvido com os efeitos do laser é
proposto pela absorcdo da luz vermelha e infravermelha por cromoforos, em
particular, o Citrocomo C Oxidase (CCO), o qual é unidade da cadeia respiratoria
localizado no interior das mitocondrias (KARU, 2005). A hipotese é que esta
absorcdo de energia luminosa leva a fotodissociacdo do éxido nitrico inibitorio de
CCO, levando ao aumento da atividade enzimética, transporte de elétrons,
favorecendo a respiragdo mitocondrial e producdo de trifosfato de adenosina
(ATP). Por sua vez, a Terapia com laser altera o estado redox da célula, que
induz a ativacdo de inimeras vias de sinalizacao intracelular e altera a afinidade
dos fatores de transcricdo relacionados a proliferacéo celular, & sobrevivéncia, ao
reparo tecidual e a regeneracdo (CHUNG, 2012; AVCI, 2013).

A figura 3 mostra um esquema representando a absorcdo da luz
infravermelha ou préxima do vermelho por croméforos ou fotoreceptores celulares
especificos localizados na mitocondria. Durante esse processo na mitocdndria,
ocorre na cadeia respiratéria, producédo de ATP aumentada, geracdo de Espécies
Reativas de Oxigénio (EROs) e liberac&o ou geracgéo de Oxido Nitrico (NO). Estas
respostas, por sua vez, podem alterar a transcricdo através da ativacdo dos

fatores de transcricéo.
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Figura 3- Mecanismos Celulares do Laser Baixa Intensidade (LBI). Fonte: Adaptado de AVCI,
2013

O LBI influencia alguns parametros de Estresse Oxidativo, como mudancas
na atividade enzimatica antioxidante e na producdo de Espécies Reativas de
Oxigénio (EROs). A dosagem, o tempo de exposi¢cdo e a intensidade podem
alterar a producéao excessiva de EROs (ERTHAL et al., 2016). Segundo Schneider
e Oliveira (2004), as EROs s&o produzidas naturalmente em nosso organismo
através de processos metabolicos oxidativos, sendo importantes em situacfes de
necessidade de ativacdo do sistema imunoldgico. Por outro lado, a producéo
excessiva de EROs pode levar a situagdo de estresse oxidativo com efeitos
prejudiciais ao organismo, tais como peroxidacao lipidica, oxidacéo de proteinas e
agressao ao DNA.

As EROs podem ser benéficas e prejudiciais. Em condic¢des fisiologicas
normais, sua producdo é rigidamente controlada e existe uma participacdo tanto
de defesa do patdgeno quanto de sinalizacéo celular (WAGENER et al., 2013).

Os efeitos desencadeados pela Fototerapia sdo diversos por conta da
variacdo da luz emitida em diferentes comprimentos de onda, no qual sabe-se

que entre 600-1000nm correspondem a regido espectral eletromagnética



22

vermelha e infravermelha e que a energia pode ser absorvida por componentes
do ciclo respiratorio, os fotorreceptores (LIMA et al., 2010; LIMA et al. 2014).

Em uma lesdo tecidual hd4 um processo inflamatério que torna o
microambiente alterado, resultando em diminuicdo de pH, diminuicdo da
concentragéo de oxigénio celular, aumento de ATP livre, expresséo e liberacao de
mediadores (HOUK et al., 2011). Derivado dessas modificacdes ha adaptacdes
nas células integras que se encontram nesse meio em reparo, um dos principais
processos se da na mitocondria, a qual na presenca de baixas concentracdes de
oxigénio libera o Fator Induzido por Hipéxia-1 (HIF1) que promove ligacdes
irreversiveis com subunidades no Citocromo C-Oxidase (Cco) (TAYLOR;
MONCADA, 2010). A Fototerapia quebra essas ligacfes e permite a respiracéo
mitocondrial desencadeando varias funcdes, as quais resultam na melhora do
quadro inflamatério (BARATTO et al., 2011).

2.2 INFLAMACAO

A inflamacdo é uma resposta adaptativa do organismo desencadeada
por estimulos e condi¢des nocivas, bem como lesdes teciduais, sendo dinamica e
desenvolvida ao longo da evolucéo para defender o hospedeiro contra a invasao
dos patdégenos. Portanto, independentemente da causa, a inflamacédo
presumivelmente evolui como uma resposta adaptativa do organismo para
restaurar a homeostase (MEDZHITOV, 2008).

Os sinais classicos da resposta inflamatéria sdo descritos como calor,
rubor, edema, dor e perda de funcdo. Esses sinais sdo consequéncia de
alteragcbes nos vasos sanguineos como a contracdo da musculatura lisa
endotelial, vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular levando a um
consequente extravasamento de fluido, o qual é rico em proteinas, para o tecido,
seguido de infiltracdo celular (NATHAN, 2002; SERHAN, 2004).

De acordo com o tempo de duracdo e as caracteristicas patologicas, a
inflamacdo pode ser classificada como aguda ou crénica. A aguda apresenta
curta duracéo (de horas a dias) e é uma resposta imediata e inicial a um agressor

(CRUVINEL et al., 2010). Durante esse processo, diversos mediadores como 0
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oxido nitrico (NO) e as prostaglandinas promovem principalmente vasodilatacéo,
que é uma das principais caracteristicas desta fase, causando aumento da
permeabilidade vascular e exsudacdo de liquidos e proteinas plasmaticas
(eventos vasculares), migracdo de leucdcitos, predominantemente de neutrofilos
para o foco inflamatoério (eventos celulares) e alteragfes sistémicas tais como dor,
febre e elevagdo nos niveis de proteinas como fibrinogénio, componentes C3 e
C5 do sistema complemento, proteina C reativa, entre outras (SHERWOOD;
TOLIVER-KINSKY,2004).

Ja a progressdo para a fase cronica € de duracdo prolongada
estendendo-se de semanas a meses e caracteriza-se por infiltragdo de células
mononucleares, que incluem macréfagos, linfécitos e plasmdécitos, ocorrendo
simultaneamente: a presenca de processo inflamatorio ativo, tentativas de reparo
tecidual com consequente destruicdo do tecido e formacgdo de fibrose
(SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY,2004; MEDZHITOV, 2008).

Uma resposta aguda controlada tem papel benéfico para o organismo
(FULLERTON et al., 2016). Os mediadores que regulam o processo inflamatorio
sdo moléculas soluveis oriundas de células, do plasma ou de proteinas da matriz
que agem em células inflamatérias alvo através de receptores especificos
(LUSTER et al., 2005). O efeito principal e mais imediato destes mediadores €&
gerar um exsudato inflamatdrio local: proteinas do plasma e leucdcitos (sobretudo
neutréfilos) que sdo normalmente restritos aos vasos sanguineos, agora obtém
acesso através das vénulas pdés-capilares, para os tecidos extra vasculares no
local da leséo (POBER; SESSA, 2007).

No entanto, esta resposta pode tornar-se prejudicial quando o processo
€ desregulado e exacerbado. Inflamacéo descontrolada esta subjacente a muitas
doencas crbnicas, como doencas cardiovasculares, artrite, asma, além de esta
muitas vezes ligada ao desenvolvimento do cancer (LALRINZUALI et al., 2016).
Ha um progresso consideravel na compreensdao dos eventos celulares e
moleculares envolvidos na resposta inflamatéria aguda a uma infeccdo e a lesdo
tecidual. Além disso, ainda sdo mal compreendidos os eventos que levam a uma
inflamacé&o crénica localizada, particularmente nos casos de infec¢des cronicas e
doencas autoimunes (MEDZHITOV, 2008; KOTAS, 2015).
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Assim, na evolucdo do processo inflamatoério, apds o reconhecimento
do agente lesivo, o qual levard a ativacdo do sistema imune com consequente
ativacdo de células e liberacdo de diversos mediadores, os mesmos terdo sua
acado centrada principalmente sobre eventos celulares e vasculares (TAKASA,
2006).

2.2.1 Eventos vasculares da inflamacao

Os eventos vasculares que ocorrem no processo inflamatério incluem a
quebra do fluxo laminar sanguineo, ocorrendo formacdo de edema, que € um
sinal precoce da inflamacéo aguda, devido ao fluxo transvascular de fluido rico em
proteinas plasmaticas dos compartimentos intravasculares para o intersticio
ocasionado pelo aumento de permeabilidade vascular de capilares e vénulas,
aumentadas através de mediadores, sendo um resultado da liberacdo de aminas
vasoativas como histamina, bradicinina, serotonina, leucotrienos, produtos da
ativacdo do complemento e da coagulacao, substancia P e fator de agregacao
plaguetaria (PAF) no local inflamado (CRUVINEL et al., 2010).

O aumento da permeabilidade vascular é decorrente de diferentes
mecanismos, dependendo dos receptores ativados na célula endotelial ou da
lesdo provocada no vaso sanguineo. Sabe-se que a histamina e os leucotrienos
causam contracao endotelial; interleucina-1 (IL-1) e fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a) participam da reorganizacdo do citoesqueleto endotelial; leucocitos e
agentes invasores provocam lesdo vascular direta e extravasamento de fluidos;
fator de crescimento endotelial vascular gera aumento da transcitose e
neovascularizacdo, que também provoca extravasamento de fluidos
(MEDZHITOV, 2008; SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY,2004).

Inicialmente, extravasam do leito capilar eletrdlitos e pequenas
moléculas, constituindo o transudato; posteriormente, moléculas maiores como
albumina e fibrinogénio, constituindo o exsudato. A saida de proteinas para o
espacgo extravascular € acompanhada de agua, e marginalizacdo dos leucocitos,
gue passam a circular junto ao endotélio. O endotélio local toma-se ativado,
expressando moléculas de superficie que favorecem a aderéncia dos leucocitos e

a eventual migragdo destes para os tecidos. Macrofagos residentes no tecido
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lesado liberam citocinas inflamatorias, como IL-1, TNF-a e quimiocinas
(FUJIWARA; KOBAYASHI, 2005).

A figura 4 mostra as principais manifestacdes locais da inflamacao
aguda comparadas ao estado normal, sendo elas: (1) dilatacdo vascular e
aumento do fluxo sanguineo (causando rubor e calor), (2) extravasamento de
liguido e proteinas plasmaticas (edema), (3) emigracdo e acumulo dos leucdcitos

(principalmente os neutrofilos) no local da lesédo (KUMAR et al., 2008).

NORMAL

Matriz extracelular Ocasionais linfécitos
ou macroéfagos residentes

Arteriola

INFLAMADO (D) |Fluxo sanguineo aumentado |

Dilatacao |

I Dilatagao
; ¢ Expansao do leito capilar da vénula

da arteriola

©) | Emigragao de neutréfilos | (2 | Extravasamento de proteinas

plasmaticas — edema

Figura 4- Evolugdo da inflamagdo aguda. AlteragBes vasculares e celulares induzida pelo

processo inflamatério. Fonte: KUMAR et al., 2008.
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2.2.2 Eventos celulares da inflamacéao

O processo inflamatorio é constituido, aléem de eventos vasculares, da
acdo de células de defesa, se destacando na fase aguda os neutréfilos. A funcéo
dos neutrdfilos é essencial como uma primeira linha de defesa contra patégenos
invasores (THOMAS; SCHRODER, 2013). Utilizam-se varios mecanismos
efetores para destruir patdégenos, tais como fagocitose, liberacdo de enzimas
antimicrobianas ou fatores toxicos, geracao de grandes quantidades de espécies
reativas de oxigénio (EROS), as quais induzem danos no tecido pelo estresse
oxidativo, além de liberacdo ativa de material nuclear (DNA, histonas e outras
proteinas de cromatina) agregando armadilhas extracelulares dos neutrofilos
(PACHER et al., 2007; OSTUNI et al., 2016).

Sendo os Neutrdéfilos as primeiras células recrutadas para o local da
lesdo, eles desempenham um papel fundamental em diferentes tipos de
inflamac&o, sendo sua acao condicionada por citocinas inflamatdrias e alteracdes
teciduais caracteristicas, bem como altera¢cdes inflamatérias do endotélio e,
possivelmente, outros tecidos subendoteliais. Um processo com varias etapas é
desencadeado no ambiente inflamatério do tecido, levando a transmigracdo de
neutréfilos através da parede do vaso, também chamada de extravasamento
(MOCSAI, 2015). Como a maioria das células envolvidas nas respostas imunes,
os neutréfilos ndo sdo estaticos em um determinado local. Normalmente, fluem
livremente no sangue circulante, ao longo do endotélio vascular. No local da
inflamacédo, os neutréfilos passam por processos de varios passos envolvendo
mediadores pro-inflamatérios, moléculas de adesdo, quimioatraentes e
quimiocinas (PARKIN; COHEN, 2001).

Nos eventos celulares do processo inflamatério, os leucdcitos,
principalmente os neutrdéfilos, comecam a migrar para a regido vascular periférica,
devido a ativacdo do endotélio que permite um extravasamento seletivo,
fendbmeno esse chamado de marginacdo (POBER; SESSA, 2007).
Posteriormente, essas células interagem com moléculas de adeséo (selectinas,
integrinas e imunoglobulinas), de natureza proteica, importante na modulacao da

migracéao, pois possibilitam a ades&o do leucécito ao endotélio (MCEVER, 1991).
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No esquema da figura abaixo (Figura 5), observa-se as etapas de
rolamento de leucécitos, adesdo e diapedese para o exterior dos vasos
sanguineos. Os passos iniciais de rolamento e rolamento lento sdo em grande
parte mediados pela selectina, no entanto, um numero de integrinas contribui para
eventos de rolamento. Apds a ativacdo celular, leucdcitos tornam-se firmemente
aderidos ao endotélio e comecam 0 processo de migracdo atraves das células
endoteliais vasculares (diapedese) (LOWELL; MAYADAS, 2012).

Dependentes de quimiocinas

T‘\

Célul T Q

Endoteliais Membrana Basal

Figura 5- Recrutamento de leucdcitos dependente de Integrinas. Fonte: Adaptado de
LOWELL; MAYADAS, 2012.

ApOs a migragdo para o sitio da lesdo, ocorre a liberacdo de varios
mediadores, em especial componentes do sistema complemento como o0s
fragmentos C3a e Cba, leucotrienos, quimiocinas, que promovem a quimiotaxia
de leucécitos e outras células fagociticas. Ocorre a¢do dos neutréfilos em eliminar
0s agentes invasores, liberando o contetdo toxicos de seus granulos, que incluem
espécies reativas de oxigénio (ROS) e espécies reativas de nitrogénio, proteinase
3, catepsina G e elastase (SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004; HEADLAND;
NORLING, 2015).
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3 OBJETIVOS

3.10bjetivo Geral

- Descrever o efeito de duas doses diferentes do Laser de Baixa Intensidade em

modelos experimentais de inflamagéo.

3.20bjetivos Especificos

- Avaliar o efeito de diferentes doses do LBI nos edemas de pata induzidos
experimentalmente;

- Analisar o efeito do LBI na concentracdo de neutréfilos em modelos
experimentais de inflamagéo;

- Avaliar os efeitos do LBl sobre os parametros histolégicos na inflamacéo
induzida experimentalmente;

- Descrever a acdo do LBI no controle do estresse oxidativo inerente a inflamagéo
através da dosagem de MDA e GSH.
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4 METODOLOGIA

4. 1DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Representacao esquematica do delineamento experimental realizado.
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Figura 6- Representacdo esquemaética do delineamento experimental-
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4.2 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos Swiss machos pesando entre 25 e 30g
fornecidos pelo Biotério de Manutencéo de animais destinados a Experimentacéo
do departamento de Morfofisiologia Veterindria CCA/UFPI. Foram alocados em
ambiente sob temperatura controlada de 25+2°C com ciclo claro/escuro 12/12h
com comida e agua ad libitum. Todos os experimentos foram realizados de
acordo com o Guia para Cuidados e Uso de Animais de Laboratorio (National
Institute of Health, Bethesda, MD, USA) e foram aprovados pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Universidade Federal do Piaui sob protocolo n°. 038/15
(ANEXO1).

4.3 EDEMA DE PATA INDUZIDO POR CARRAGENINA, DEXTRANA E
MEDIADORES INFLAMATORIOS

4.3.1 Grupos Experimentais

Os animais foram distribuidos em 4 grupos de 7 e 8 animais cada. No
primeiro grupo (controle) foi administrado 0,9% de salina estéril; o0 segundo grupo
(leséo) recebeu inducado por injecdo subplantar de 50 pyl de uma suspenséo de
carragenina (500 pg/pata, 100ul) em salina estéril a 0,9% na pata direita traseira,
mas néo recebeu qualquer tratamento; o terceiro (LBl 1J/cm?) e quarto grupos
(LBI 5J/cm?) foram submetidos a inducdo de edema pela carragenina como
descrito anteriormente, e ap6s 30 minutos tratados com LBI com dose de 1J/cmz?
e 5J/cm?2, assim como nas primeiras quatro horas foi utilizado o tratamento com
laser terapéutico de baixa poténcia AsGa de comprimento de onda de 904 nm.

Para induzir edema de pata com mediadores inflamatorios, foram
utilizados as mesmas quantidades de animais do experimento com carragenina
em grupos experimentais semelhantes, sendo para inducdo de inflamacao
aplicadas injecdes (50ul cada) de dextrana (500 ug/pata), Serotonina (1% w/v),
Histamina (1%, w/v) e Bradicinina (6 nmol) na pata traseira direita como adaptado
por Barbosa et al. (2009) e Vasconcelos et al. (2011). No experimento com a
bradicinina, os animais foram pré-tratados com captopril (5mg/kg, ip) 1 hora antes

da inducdo da bradicinina para evitar a degradacédo desse mediador inflamatorio.
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Um grupo recebeu 50ul de 0,9% de solugao salina estéril e serviu como grupo
controle nao tratado. O volume da pata foi medido imediatamente antes (Volume

zero) e em intervalos de tempo de 30 minutos até completar 2 horas.

s PR

Figura 7- Inducdo de edema na pata traseira direita do camundongo de acordo com o grupo.

4.3.2 Tratamento com Laser

Um equipamento Laser AsGa de baixa intensidade (Gallium Arsenium,
KLD Biosistemas Equipamentos Eletronicos Ltda., Brasil; Modelo LLT 0107),
operando em comprimento de onda em 904nm foi usado por todo o experimento
para irradiacdo das patas dos animais. Os parametros do laser séo os seguintes:
frequéncia de 80 Hz, poténcia de 50mW, tempo de irradiacdo de 12 e 60s, area
irradiada de 0,01cm?; o qual corresponde a dose de 1J/cm? e 5J/cm?, energia total
do tratamento foi de 0,078J na dose de 1J/cm? e de 0,384J na dose de 5J/cm2. A
poténcia 6ptica do laser foi calibrada usando um Medidor Optico Multifuncional
Newport (modelo 1835-C).

Para o experimento com a carragenina, as aplicagdes ocorreram 30
minutos antes das medidas de edema de pata, sendo um total de 4 aplicacdes do
tratamento a cada hora. Nos grupos com inflamacéo induzido por mediadores, a
irradiacdo foi dada em 4 momentos: meia hora apés a inducdo com os
mediadores inflamatérios; 60, 90 e 120 minutos apos a inducdo. A aplicacdo do
laser foi realizada na pata traseira direita com aplicacdo pontual do laser nas
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doses de 1J/cm? e 5J/cm? e repetido o tratamento a cada hora ou meia hora,

dependendo do experimento realizado.

Quadro 1- Pardmetros utilizados na Terapia com o Laser de Baixa Intensidade

PARAMETROS GRUPO 1J GRUPO 5J
Comprimento de Onda (nm) 904 904

Tipo de Laser Diodo AsGa AsGa
Frequéncia (Hz) 80 80
Poténcia (mW) 50 50

Tempo de Irradiacao (s) 12 60

Area irradiada (cm?) 0,01 0,01

Dose (J/cm?) 1 5

Figura 8- Aplicacdo pontual do Laser de Baixa Intensidade na pata traseira direita do

camundongo.

4.3.3 Avaliacdo do edema de pata

O volume das patas dos animais foi mensurado com um pletismémetro
(PanLab LE 7500) antes da inje¢cdo do estimulo inflamatério (tempo zero). Em
seguida, foi injetado 0,1 ml do estimulo por via sub-plantar nos animais nessa
mesma pata. O volume da pata foi avaliado 1, 2, 3 e 4 horas apés a injecdo da
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carragenina. Foram utilizados esses tempos de medicéo ja que o pico do edema
induzido por carragenina ocorre na 32 h ap0s a injecdo desse estimulo. O edema
foi calculado como a variacdo de volume, isto €, a diferenca entre o volume em
um determinado tempo apos o estimulo e o volume da pata antes do estimulo

inflamatorio (tempo zero).

Entdo, meia hora depois de cada mensuragdo, 0S Qrupos
experimentais foram tratados com Laser, com os parametros ja citados. Depois da
quarta hora, os animais foram sacrificados por meio de sedagéo e deslocamento
cervical.

No edema induzido pelos mediadores, o volume da pata foi medido
imediatamente antes (Volume zero) e em intervalos de tempo de 30 minutos até
completar 2 horas. Entdo, foram sacrificados meia hora ap6s o ultimo tratamento.
A avaliacdo da variacdo de volume do edema foi calculado como a inibicdo
percentual relativa do volume da pata dos controles tratados com salina usando a
férmula seguinte (CHAVES, 2013):
(vt=vo0)control—(Vt-V0)tratado

(vt=vo0)controle
volume basal e Vt € o volume final mensurada nos tempos ja indicados.

%inibicdo do edema = X 100 . Em que Vo é o

Figura 9- Avaliacdo do edema de pata no Pletismdmetro
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4.3.4 Avaliagcdao da acdo da mieloperoxidade (MPO) no edema de pata
induzido por Carragenina

Foram retiradas amostras do tecido da pata dos camundongos e
armazenadas a -70°C, em microtubos de 1,5ml, para posterior dosagem da
atividade de MPO no tecido. A MPO €& uma enzima encontrada
predominantemente em granulos azurofilos de leucocitos polimorfonucleares e é
um marcador quantitativo da infiltracdo de neutrofilos em processos inflamatorios
em Vvarios tecidos (BRADLEY et al.,1982). Para tanto, as amostras serdo
suspensas em tampao de hexadeciltrimetilaménio (pH 6,0; 50mg de tecido por mL
de tampdo) e depois trituradas com um homogeneizador de tecidos.
Posteriormente sendo centrifugadas a 4500 rpm, durante 12 min a uma
temperatura de 4°C; o sobrenadante é, entdo, colhido. Os niveis teciduais da
atividade de MPO serdo determinados por meio da técnica descrita por Bradley e
Cols (1982). O sobrenadante foi entdo recolhido. Foram determinados os niveis
de atividade da MPO no tecido usando 1% de perdxido de hidrogénio como um
substrato para MPO. Uma unidade de MPO ¢ definida como a quantidade capaz
de converter um umol de peréxido de hidrogénio em agua, em 1 mina 22 ° C. O
teste mede a degradacdo do perdéxido de hidrogénio e a producdo de anion
superoxido, a qual é responsavel pela conversao de o-dianisidina a um composto
castanho. A alteracdo na densidade Optica das amostras seguindo a adi¢cao de O-
dianisidina foi medida pelo espectrofotbmetro a 450 nm como uma funcdo da
reacdo de tempo. Os resultados foram expressos como unidades de MPO
(UMPO) / miligrama de tecido.

4.4 AVALIACAO HISTOLOGICA DOS ESCORES MICROSCOPICOS DE
LESAO INFLAMATORIA

Foi induzido edema pela injecao intraplantar de 50uL de suspenséo de
carragenina (500ug/pata) em solucédo salina estéril 0.9% na pata direita traseira
dos animais. Dois outros grupos também receberam administracdo de
carragenina e 30 minutos apos foram tratados com LBI nas doses de 1 e 5J/cm?,

bem como nas primeiras quatro horas de experimento. Um grupo de animais nao
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recebeu estimulo inflamatério e recebeu 50uL de salina estéril 0,9%. Em seguida
foram retirados segmentos da regido sub-plantar dos animais dos grupos em

estudo, que foram usados na avaliacdo histologica.

Os fragmentos de tecido da pata foram analisados quanto aos escores
microscopicos de lesdo inflamatéria, sendo os segmentos de tecido fixados em
solucdo de formaldeido tamponado com fosfatos a 10% (pH=7), lavados e
submetidos a desidratacdo gradual crescente com solu¢des alcoolicas
ascendentes de 30%, 50%, 70%, 90% em intervalos de uma hora cada e por fim
no alcool absoluto por uma hora e meia. O processo de diafanizacdo foi feito em
xilol I por 45 minutos e em xilol Il por mais 45 minutos, incluséo em parafina
liguida para banho | durante 15 a 20 minutos a 80°C e parafina liquida para
incluséo Il a 80°C. Quando derretida e resfriada a parafina, a mesma foi aparada
em um bloco posteriormente cortado com lamina de aco pelo microtomo
(LUPETEC®, MRPO09). A desparafinizacdo foi feita com xilol | por 7 minutos e
mais 3 minutos com xilol 1. Seguiu-se a hidratacdo com alcool absoluto por 7
minutos, alcool 90%, 75%, 50%, 30%, agua destilada | e &gua destilada Il por dois
minutos cada. A coloracdo foi feita com hematoxilina por 2 minutos, banho em
agua corrente por 3,5 minutos, seguido da coloracdo eosina por 5 minutos e
banho em agua corrente, foi secado em temperatura ambiente e seguido para a
montagem das laminas para visualizagdo em microscopio de luz (NOVA®). Foram
obtidas uma lamina para cada animal. Em seguida, um histopatologista de forma
randomizada avaliou a severidade da inflamacédo pela técnica descrita por

Appleyard e Wallace (1995) de acordo com o Quadro 2 a seguir.
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Quadro 2- Avaliacdo dos escores microscépicos das lesdes inflamatérias de animais com edema

de pata induzido por carragenina

Critério Escore

Tecido conjuntivo e epitelial saudaveis sem células 0

inflamatérias visiveis

Tecido conjuntivo e epitelial com edema leve e células 1

inflamatérias visiveis

Tecido conjuntivo e epitelial com edema moderado e células 2

inflamatérias visiveis

Tecido conjuntivo e epitelial com edema intenso e células 3
inflamatorias, ocorréncia de congestdo de vasos sanguineos

visivel

Tecido conjuntivo e epitelial com edema grave e presenca 4
intensa de  células inflamatérias, ocorréncia de

congestionamento vascular e vasodilatacdo vascular

Fonte: Modificado de Appleyard e Wallace, 1995.

4.5 AVALIACAO DA PERMEABILIDADE VASCULAR

Foram administrados via intraperitoneal salina ou estimulo inflamatério
(Cg, ip, 500 pg/200 uL por 20 g de peso do camundongo) apds 30 minutos foi
realizado o tratamento com laser na dose 1 e 5J/cm?, bem como a cada hora do
experimento totalizando 4 aplicacbes de laser. A permeabilidade vascular foi
analisada em camundongos através da mensuracao do extravasamento de Azul
de Evans, substancias com elevada capacidade de ligacdo a albumina sérica.
Apés administracdo de 50 uL de Azul de Evans (50 mg/kg em PBS 10x) via plexo
ocular, os animais foram eutanasiados 4 horas ap0s a injecdo de carragenina
e a lavagem peritoneal foi realizada com 1,5 ml de PBS mais EDTA, e a
quantidade de extravasamento de azul de Evans foi medida com o auxilio
de um espectrofotometro a 620 nm apdés a realizagdo de curva padrdo. O
veiculo (solugcdo salina estérii a 0,9% (p/v) foi utilizado como controle
(THURSTON et al., 2000).
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4.6 MODELO DE PERITONITE INDUZIDA POR CARRAGENINA

4.6.1 Grupos Experimentais

28 animais foram distribuidos aleatoriamente em 4 grupos de 7 animais
cada: grupo salina, foi injetado 250 yL de solug&o salina 0,9%; grupo carragenina,
foi injetado (i.p) 250 yL de carragenina (500upg/cavidade) diluidos em 1 mL de
salina estéril como indutor da inflamacéo; grupo laser 1 e grupo laser 5,
receberam a mesma inducdo do grupo carragenina, mas foram irradiados com
1J/cm? e 5J/cm? de laser respectivamente. Apés 30min, iniciou-se a adminstracdo
do laser como descrito a seguir. Passadas quatro horas da inducao da inflamacao
, Sob sedacdo e por deslocamento cervical, os animais foram eutanasiados e
entdo a cavidade peritoneal foi lavada com 1,5 mL da solucdo de PBS
heparinizado, massageada e incisada com bisturi para coleta do liquido
peritoneal.
4.6.2. Administracdo do Laser

A administracdo do laser seguiu 0 mesmo protocolo anterior, sendo a
irradiacdo (1 e 5J/cm?) aplicada 30 minutos ap6s a inducdo com a carragenina, e
a cada hora seguinte até 4 horas de experimento. A aplicacdo do laser foi
realizada na regido abdominal em quatro quadrantes, os quais foram
tricotomizados para a aplicacdo pontual do laser em cada uma das doses
estudadas (Modificado de CORREA et al.,2007).

Figura 10- Aplicacéo pontual do Laser de Baixa Intensidade no peritoneo do camundongo.
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4.6.3 Contagem Total de Células

Dos exsudatos peritoneais advindos do ensaio de peritonite foram
realizadas as contagens total e diferencial dos leucécitos. Estas foram realizadas
conforme metodologia descrita previamente por Souza e Ferreira (1985).

Para a contagem do numero total de ceélulas presentes no lavado
peritoneal foi utilizado 20uL do lavado apos ser diluido em liquido de Tukey
(380uL). A contagem foi realizada em uma camara de Neubauer com auxilio de
microscépio 6ptico sob aumento de 40x. Os resultados séo apresentados como o

namero de células por mililitros de exsudato peritoneal.

4.6.4 Contagem Diferencial
As contagens diferenciais (total de 100 células) foram realizadas sobre
laminas citocentrifugas coradas com hematoxilina e eosina. Os resultados séo

apresentados como o numero de células por mililitros de exsudato peritoneal.

4.6.5 Acéo da Mieloperoxidase (MPO)

Foram retiradas amostras do liquido da cavidade peritoneal dos
camundongos e armazenadas a -70°C, em microtubos de 1,5ml, para posterior
dosagem da atividade de MPO no liquido peritoneal. Para tanto, as amostras
foram suspensas em tampao de hexadeciltrimetilaménio (pH 6,0; 50mg de tecido
por mL de tampdao). Posteriormente sendo centrifugadas a 4500 rpm, durante 12
min a uma temperatura de 4°C; o sobrenadante foi, entdo, colhido. Os niveis
teciduais da atividade de MPO foram determinados por meio da técnica descrita
por Bradley e Cols (1982). O sobrenadante foi entdo recolhido. Foram
determinados os niveis de atividade da MPO no liquido usando 1% de peréxido
de hidrogénio como um substrato para MPO. Uma unidade de MPO é definida
como a quantidade capaz de converter um umol de peréxido de hidrogénio em
agua, em 1 min a 22 ° C. O teste mede a degradacéo do peroxido de hidrogénio e
a producdo de anion superoxido, a qual € responsavel pela conversao de o-
dianisidina a um composto castanho. A alteracdo na densidade Optica das
amostras seguindo a adicdo de O-dianisidina foi medida pelo espectrofotémetro a
450 nm como uma funcéo da reacao de tempo. Os resultados foram expressos

como unidades de MPO (UMPO) / miliitro de liquido peritoneal.
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4.6.6 Dosagem de Malondialdeido (MDA)

Um dos produtos finais da peroxidacéo lipidica e que contribui para a
reacao inflamatéria € o MDA. Para mensurar os niveis desse metabdlito, amostras
do liquido peritoneal foram coletadas e homogeneizadas separadamente em um
Homogenizer workcenter IKA® T10 basic junto a uma solugdo de KCI (1ml da
solugéo para 100mg de tecido). Foram colocados 250ul do homogenato de cada
em tubos de ensaio, junto com 1,5ml de acido fosférico a 1% e 500ul de solucéo
/de acido barbitdrico a 0,6%. Os tubos com a mistura foram colocados em banho
Maria Quimis® por 45min a 100°C e posteriormente, foram resfriados
instantaneamente em um recipiente contendo agua e gelo. Apds esse processo,
foram adicionados as amostras 2ml de n-butanol e em seguida, as mesmas foram
agitadas em vértex por 1min e centrifugadas (2500rpm durante 15min a 25°C).
Apoés a centrifugacéo, retirou-se apenas a fase butandlica que foi colocada em
tubos de ensaio e levada para um espectrofotdmetro, onde foram feitas duas
leituras em comprimentos de onda distintos, a primeira a 535nm e a outra a
520nm. A diferenca de densidade Optica entre as duas mensuracgdes foi calculada
e as concentracfes de MDA foram expressas em milimoles por ml de liquido
(MIHARA; UCHIYAMA, 1978).

4.6.7 Dosagem de Glutationa (GSH)

O principal mecanismo de defesa antioxidantes do corpo é o tripeptideo
de aminoéacidos Glutationa (GSH) e para a sua mensuracdo, as amostras de
liquido peritoneal foram separas em 5 ml de solugdo de EDTA 0,02 M frio (1 mL
100 mg / tecido) em um Homogenizer workcenter IKA® T10 basic. As aliquotas
(400 ul) do homogenato do tecido foram misturadas com 320 mL de agua
destilada e 80 mL de 50% (w / v) de éacido tricloroacético em tubos de vidro e
centrifugadas a 3000 rpm durante 15 min. Em seguida, 400 ul de cada
sobrenadante foi misturado com 800 uL de tampé&o Tris (0,4 M, pH 8,9) e 20 mL
de 0,01 M de 5,5-ditio-bis (acido 2-nitrobenzéico). Subsequentemente, as
amostras foram agitadas durante 3 minutos e lidas num espectrofotometro a 412

nm. A Concentragdo de GSH foi determinada através de uma curva padréo
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reduzida gerada em paralelo e os resultados foram expressos em microgramas de
GSH por mililitro de liquido peritoneal (SEDLAK; LINDSAY, 1968).

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Todos os valores foram expressos como média + S.E.M. As analises
foram determinadas através do teste de Analise de Variancia (ANOVA) e teste de
Student-Newman-Keuls para determinar significancia estatistica das diferencas
entre 0s grupos e para os escores histopatoldgicos foi realizado por meio de teste
de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn. As diferencas foram consideradas
significantes quando p<0,05. Todas as analises foram realizadas utilizando o

software GraphPad Prism.
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5 RESULTADOS

5.1 EDEMA DE PATA INDUZIDO POR CARRAGENINA

5.1.1 Avaliacao do edema de pata induzido por Carragenina

A administracdo de carragenina aumentou o volume da pata por um
periodo de aproximadamente 4 horas. A formac¢do do edema se deu rapidamente
depois da injecao de carragenina e o volume da pata aumentou significativamente
em todos os trés grupos dentro da primeira hora em relacdo ao grupo salina. No
grupo controle carragenina o edema continuou aumentando linearmente até a
terceira hora e logo apds diminuiu. Na primeira hora, ambos grupos Laser 1J e 5J
mostraram medidas similares de volume do edema. No pico do edema que se da
na terceira hora, o grupo controle carragenina apresentou variacdo de volume de
edema em 0,1+0,013 ml; nos grupos L1 foi de 0,052+0,008 ml e L5 de
0,084+0,006 ml, equivalentes, respectivamente a uma reducao de 48% e 16% em
comparacao ao grupo carragenina. Observa-se que o edema no grupo L5 foi

crescente no decorrer das 4 horas.
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Figura 11- Avaliacédo do Edema Agudo de pata induzido por carragenina.

Legenda: Os animais foram tratados com laser na dose de 1 e 5 Jlem? apos a administracdo de
Carragenina na pata. O volume da pata foi medido no tempo 0 e apés 1, 2, 3 e 4 horas seguintes
no pletismoémetro. O tratamento com laser na dose de 1J/cm? foi mais eficiente na reducdo do
edema quando comparado ao grupo carragenina no pico da terceira hora. Os resultados sao

expressos com média +/- S.E.M. *P<0,05 comparado com controle carragenina.
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5.1.2 Atividade de Mieloperoxidase (MPO)

A figura 12 mostra que ambas as doses de Laser diminuiram a
concentracdo de neutrofilos a qual foi evidenciado pela mensuracédo da atividade
de MPO no tecido da pata dos animais. O grupo controle carragenina apresentou
concentragdo da atividade de MPO em 24,35+4,46 UMPO/mg; Nos grupos L1
4,072+0,42 UMPO/mg e L5 3,062+0,45 UMPO/mg, equivalentes respectivamente

a uma reducéao de 83,2% e 87,4% em comparacao ao grupo Carragenina.
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Figura 12- Efeito do LBI nas doses de 1J/cm2 e 5J/cm?2 na atividade da mieloperoxidase induzida
por carragenina em tecido de pata.

Legenda: Solugdo salina ou carragenina foi injetada na superficie plantar de animas, os quais
foram tratados com LBI na dose de 1 e 5 J/cm®. Atividade da mieloperoxidase (MPO) foi detectado
no tecido das patas ap0s 4 h. Os dois grupos tratados reduziram a concentragdo de neutréfilos em
comparacao ao grupo nao tratado (Carragenina). Os resultados sdo expressos como a média +
SEM. *Indica P <0,05 comparado com o grupo Cg. #P <0,05 comparado com o grupo da solugéo

salina.
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5.2 ANALISE HISTOLOGICA

ApoOs submetidos ao edema de carragenia, o tecido da pata dos
animais foi coletado para andlise histologica. Os resultados mostram que o0s
animais do grupo salina apresentaram menores pontuacdes de escores
microscopicos para parametros avaliados (Figura 13), através da analise da
fotomicrografia fica evidente a manutencdo da arquitetura tecidual e o baixo
namero de células inflamatérias no tecido. Em contraste, o grupo que recebeu a
injecdo de carragenina apresentou significativa mudanca no aspecto tecidual com
alta infiltracdo de células inflamatorias, atingindo uma pontuacdo de escores com
meédia de 3,66 + 0,210 (representado na figura 13 e figura 14.C e 14.D). O laser
mostrou diminuicdo dos parametros em comparagcdo ao grupo carragenina
quando tratados nas duas doses de 1 e 5J/cm? (Figura 13 e Figura
14.E/14.F/14.G/14.H) e os escores tiveram médias 2,33+0,33 e 1,5+0,22
respectivamente, caracterizando uma diminuicdo de 36,3% no L1 e 59% no L5

guando comparados ao grupo que nao recebeu tratamento.
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Figura 13. Efeito do Laser na dose 1 e 5J/cm2 nos escores de lesdo microscoépica histoldgica da

pata.

Legenda: Os escores de lesao foram mensurados apos edema de pata induzido por Carragenina
(500ug/pata). A avaliacao de escores microscopicos foi realizada conforme proposto por Apleyard
e Wallace, 1995. O grupos laser 1 e 5J/cm2 mostraram diminuicdo dos parametros avaliados em
comparacdo ao grupo carragenina. *Indica P <0,05 comparado com o grupo Cg. #P <0,05

comparado com o grupo da solucdo salina.
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Figura 14-. Microfotografia representando o efeito do laser nas doses de 1 e 5 J/cm? sobre os
danos microscoépicos da lesao tecidual provocada pela indugdo por carragenina. Setas indicam

infiltrado inflamatério.

Legenda: A) Mostra epiderme e derme papilar (superficial) do grupo salina. B) Tecido conjuntivo
da derme reticular (profunda) do grupo salina com tecidos normais. C) Indica a epiderme e a
derme papilar (superficial) do grupo carragenina com edema e células inflamatérias intensas. D)
Tecido conjuntivo da derme reticular (profunda) do grupo carragenina com edema, células
inflamatérias intensas e vasodilatacéo vascular. E) Tecido conjuntivo da derme reticular (profunda)
do grupo laser 1 com edema e células inflamatdrias leves. F) Tecido conjuntivo da derme reticular
(profunda) do grupo laser 1 com edema e células inflamatérias leves. G) Indica a epiderme e a
derme papilar (superficial) do grupo laser 5 com edema leve e células inflamatérias. H) Tecido
conjuntivo da derme reticular (profunda) do grupo laser 5 com edema leve e reducdo de células
inflamatdrias.
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5.3EDEMA DE PATA INDUZIDO POR MEDIADORES INFLAMATORIOS

A administracdo dos mediadores inflamatérios aumentou o volume da
pata por um periodo de aproximadamente 120 minutos. A formag¢édo do edema o
correu de maneira significativa nos primeiros 30 minutos apds a injecdo com
todos os estimulos inflamatérios, onde € o tempo de pico do edema (SANTIAGO
et al., 2015).

5.3.1 Edema de pata induzido por dextrana

A administracdo de dextrana aumentou o volume da pata por um
periodo de aproximadamente 120 minutos. A formag¢do do edema ocorreu
principalmente nos primeiros 30 minutos apés a inje¢cdo com dextrana, onde é o
tempo de pico do edema (SANTIAGO et al., 2015).

A dose laser de 1J/cm? mostrou uma redugao significativa no volume
da pata (0,006+£0,002 ml) depois de 30 minutos de indugcédo do edema com
Dextrana (0,076+0,011 ml), equivalente, a uma reducéo de 92,1%. Ja a dose de
5J/cm? ndo mostrou reducdo significativa no volume da pata (0,053 +0,006 ml)

depois de 30 minutos de inducao da inflamacdo com Dextrana.
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Edema de Dextrana
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Figura 15- Avaliagdo do edema de pata induzido por Dextrana e tratado com laser na dose de 1le

5J/cmz2.

Legenda: Os animais foram tratados com laser na dose de 1 e 5 Jlem? apos a administracdo de
Dextrana na pata. O volume da pata foi medido no tempo O e apds 30, 60, 90 e 120 min. O
tratamento com laser na dose de 1J/cm’ foi mais eficiente na reducdo do edema quando
comparado ao grupo dextrana no pico de 30 minutos. O grupo L5 néo reduziu significativamente o
edema no pico de 30 minutos. Os resultados sdo expressos com média +/- S.E.M. *P<0,05

comparado com controle Dextrana.
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5.3.2 Edema de patainduzido por Histamina

O tratamento com laser na dose 1 J/cm? reduziu o edema em
comparacao ao grupo Histamina. No pico do edema (30 minutos) o grupo controle
Histamina apresentou variacdo de volume do edema em 0,083+0,009 ml; no
grupo L1 foi de 0,045+0,006 ml, equivalente a uma reducdo de 45,7% em
comparacdo ao grupo Histamina. J4 a dose de 5J/cm? ndo mostrou reducao
significativa no volume da pata (0,068 0,01 ml) depois de 30 minutos de indugé&o
da inflamagao com Histamina (0,081 +0,007 ml).
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Figura 16- Edema de pata induzido por Histamina.

Legenda: Os animais foram tratados com laser na dose de 1 e 5 J apds a administracdo de
Histamina na pata. O volume da pata foi medido no tempo 0 e apds 30, 60, 90 e 120 min para
mensurar o edema. O tratamento com laser na dose de 1J/cm? foi mais eficiente na reducéo do
edema quando comparado ao grupo histamina no pico de 30 minutos. Como o esperado, 0 grupo
salina ndo apresentou qualquer efeito inflamatério. Os valores séo representados como média +/-
SEM. *P<0,05 comparado com o grupo Histamina.
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5.3.3 Edema de pata induzido por Serotonina

O tratamento com laser na dose 1 J/cm? reduziu o edema em
comparacdo ao grupo Serotonina. No pico do edema (30 minutos) o grupo
controle Serotonina apresentou variagao de volume do edema em 0,09+0,006 ml;
no grupo L1 foi de 0,06+0,007 ml, equivalente a uma reducéo de 33,3 % em
comparacao ao grupo Serotonina.
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Figura 17- Edema de pata induzido por Serotonina

Legenda: Os animais foram tratados com laser na dose de 1J/cm2? apds a administracdo de
Serotonina na pata. O volume da pata foi medido no tempo 0 e apés 30, 60, 90 e 120 min. O
tratamento com laser na dose de 1J/cm? reduziu significativamente o edema quando comparado
ao grupo serotonina no pico de 30 minutos. Como o esperado, o grupo salina ndo apresentou
qualquer efeito inflamatério. Os valores sdo representados como média +/- SEM. *P<0,05
comparado com o grupo Serotonina.
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5.3.4 Edema de patainduzido por Bradicinina

O tratamento com laser na dose 1 J/cm? reduziu o edema em
comparacdo ao grupo Bradicinina. No pico do edema (30 minutos) o grupo
controle Bradicinina apresentou variagdo de volume do edema em 0,052+0,003
ml; no grupo L1 foi de 0,024+0,002 ml, equivalente a uma reducéo de 53,8% em

comparacao ao grupo Bradicinina.
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Figura 18- Edema de pata induzido por Bradicinina.

Legenda: Os animais foram tratados com laser na dose de 1J/cm2 apés a administracdo de
Bradicinina na pata. O volume da pata foi medido no tempo 0 e apés 30, 60, 90 e 120 min para
mensurar o edema. O tratamento com laser na dose de 1J/cm? reduziu significativamente o edema
quando comparado ao grupo Bradicinina no pico de 30 minutos. Os valores séo representados

como média +/- SEM. *P<0,05 comparado com o grupo Bradicinina.
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5.4 AVALIACAO DA PERMEABILIDADE VASCULAR

A figura 18 mostra que a administracdo de carragenina (215,611
pHg/ml de exsudato) produziu um significativo aumento na permeabilidade
vascular, em comparacdo com o grupo salina (112,4+6,3 pg/ml de exsudato). O
tratamento com laser na dose de 1J/cm? reduziu significativamente a
permeabilidade vascular (150,2+22 ug/ml de exsudato) em comparagao ao grupo
carragenina. No entanto, o tratamento na dose de 5J/cm2 ndo reduziu de forma

significativa a permeabilidade (240,7+31,3 pg/ml de exsudato).
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Figura 19- Efeito do laser na dose de 1 e 5J/cm?2 na permeabilidade vascular.

Legenda: Os camundongos receberam azul de Evans (50mg/kg) via plexo ocular. Foi administrado
a carragenina e 30 minutos ap6s os animais foram tratados com laser nas duas doses de laser (1
e 5J/cm3). 4 horas ap6s inducdo com carragenina os parametros bioquimicos foram analisados. O
grupo tratado com laser na dose de 1J/cm? inibiu a permeabilidade vascular, enquanto a dose de
5J/cm2 aumentou essa permeabilidade. *Indica P <0,05 comparado com o grupo Cg. #P <0,05

comparado com o grupo da solucéo salina.
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5.5 MODELO EXPERIMENTAL DE PERITONITE INDUZIDA POR
CARRAGENINA

5.5.1 Migracédo neutrofilica para cavidade peritoneal

A administracédo de carragenina promoveu um aumento significativo (p
< 0.05) na contagem total de leucécitos (10,93 + 5,15 x 10° células/ml; Fig 19 a) e
neutréfilos (9,46 + 4,31 x 10° células /ml; Fig 19 b) para a cavidade peritoneal. No
entanto, o tratamento com laser nas doses de 1J/cm? e 5J/cm? reduziram
consideravelmente a contagem total de leucdcitos (4,33 + 2,34x 10° células /ml e
4,95 + 2,86 x 10° células /ml, respectivamente) e diferencial de neutréfilo (3,7 +

0,85 x 10° células /ml e 4,93 + 1,2 x 10° células /ml) para o peritoneo.
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Figura 20- Contagem total de leucdcitos (A) e contagem diferencial de neutréfilos(B) no liquido
peritoneal.

Legenda: Os animais foram tratados com laser na dose de 1 e 5J/cm? apds a administracdo de
Carragenina no peritoneo do animal. A migracéo celular foi avaliada 4 h mais tarde. (A) Contagem
total de leucdcitos e (B) Contagem diferencial de neutréfilos. Observou-se aumento no grupo que
recebeu apenas carragenina e uma reducdo nos grupos tratados com Laser (1J/cm2 e 5J/cm?). Os
valores sao representados como média +/- SEM. * P <0,05 comparado com o grupo de

carragenina; #P <0,05 comparado com o grupo da solucéo salina.
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5.5.2 Acéo da Mieloperoxidase (MPO)

O tratamento com laser induziu uma reducéo significativa (p<0,05) na
acdo da mieloperoxidase, utilizada como um marcador bioguimico para a
migragdo neutrofilica, corroborando com os dados da contagem diferencial de
neutrofilos (Figura 21). Os valores do grupo salina foram 3,835 + 2,015 UMPO/m,
enguanto que o grupo carragenina foi de 22,92 + 4,524 UMPO/mI. O tratamento
com o laser reduziu os valores para para 1,896 = 0,437 UMPO/mI no grupo Laser
1 e para 4,846 = 2,622 UMPO/mI no grupo Laser 5, equivalentes, respectivamente

a uma redugéo de 91,7% e 78,8% em comparagao ao grupo carragenina.
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Figura 21- Avaliacdo do Laser na atividade da Mieloperoxidase induzida por carragenina na

peritonite.

Legenda: Os animais foram tratados com laser na dose de 1 e 5J/cm? ap6s a administracdo de
Carragenina no peritoneo do animal. A infiltracdo neutrofilica foi avaliada 4 h mais tarde. A figura
mostra que ambas as doses do Laser inibiram a infiltracdo neutrofilica, o qual foi evidenciado pela
mensuracdo da atividade de MPO no liquido peritoneal. Observou-se aumento no grupo que
recebeu apenas carragenina. Os valores sao representados como média +/- SEM. * P <0,05

comparado com o grupo de carragenina; #P <0,05 comparado com o grupo da solugéo salina.
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5.5.3 Dosagem de Glutationa (GSH)

No grupo com inducdo pela carragenina os niveis de GSH foram de
(79,75 £ 9,567 pg/ml), enquanto que no grupo salina foi de 140,6 + 18,19 pg/ml.
Nos grupos tratados om laser observou-se uma manutencédo nos niveis de GSH,
155,2 + 12,43 pg/ml no laser 1 e 145,9 £ 9,585 pg/ml no laser 5 em comparacao

ao grupo salina.
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Figura 22- Avaliacdo do Laser na concentracdo de Glutationa (GSH) na peritonite induzida por

carragenina em camundongos.

Legenda: Os animais foram tratados com laser na dose de 1 e 5J/cm? apds a administracéo de
Carragenina no peritoneo do animal. A concentracdo de GSH foi avaliada 4 h mais tarde. A figura
mostra que ambas as doses do Laser preservaram a atividade antioxidante, a qual foi evidenciada
pela mensuragéo da atividade de GSH no liquido peritoneal. Os valores sé@o representados como
média +/- SEM. * P <0,05 comparado com o grupo de carragenina; #P <0,05 comparado com o

grupo da solucéo salina.
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5.5.4 Dosagem de Malondialdeido (MDA)

A administracdo da carragenina elevou os niveis de MDA para 345,7 +
65,67 nmol/ml quando comparado com o grupo salina (111,5 = 9,571 nmol/ml). O
laser reduziu significativamente (p<0,05) os niveis de MDA no exsudato peritoneal
para 137,5 = 12,33 nmol/ml no grupo laser 1 e 169,6 + 22,77 nmol/ml no grupo
laser 5, equivalentes, respectivamente a uma reducédo de 39,7% e de 49 % em

comparacao ao grupo carragenina (Figura 23).
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Figura 23- Avaliacdo do Laser na concentracdo de Malondialdeido (MDA) na peritonite induzida
por carragenina em camundongos.

Legenda: Os animais foram tratados com laser na dose de 1 e 5J/cm? apds a administracdo de
Carragenina no peritoneo do animal. A concentra¢éo de MDA foi avaliada 4 h mais tarde. A figura
mostra que ambas as doses do Laser reduziram concentragdo de MDA.Os valores séo
representados como média +/- SEM. * P <0,05 comparado com o grupo de carragenina; #P <0,05

comparado com o grupo da solucéo salina.
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6 DISCUSSAO

A fotobiomodulacdo é amplamente usada na clinica fisioterapéutica
para o tratamento de diversas patologias inflamatorias, porém nédo ha
padronizacdo quanto aos seus parametros dosimétricos, nem h& concordancia
nem aceitagdo generalizada em grande parte devido & incerteza sobre seus
mecanismos de acdo moleculares, celulares e tissulares. (DE FREITAS;
HAMBLIN, 2016). Ndo havendo um consenso na literatura sobre dose e efeito,
apresentando inclusive resultados contraditérios. Nesse contexto, o estudo sobre
parametros dosimétricos € de grande importancia, uma vez que o uso inadequado
de parametros do laser podem gerar tratamentos ineficazes. (DE FREITAS;
HAMBLIN, 2016; HUANG et al., 2009; HUANG et al., 2011).

Neste estudo, foi observado os efeitos de duas doses de Laser AsGa
904nm em modelos experimentais de inflamacdo. Em conjunto, os resultados
sugerem que dependendo da dose, os efeitos produzidos nos parametros
inflamatérios avaliados sdo distintos. Assim, a dose de 1J/cm? reverteu eventos
inflamatorios de carater celular, reduzindo a migracdo neutrofilica e vascular,
revertendo edema e aumento de permeabilidade, enquanto que a dose de 5

Jicm?, observou-se revers&o apenas dos parametros celulares.

As doses analisadas foram baseadas em estudo feito por De Almeida e
colaboradores (2014), no qual foram analisados os efeitos do diclofenaco de
sédio, crioterapia e LBI (AsGa 904nm) em niveis de citocinas pro-inflamatorias
apo6s um modelo de lesdo muscular. As doses utilizadas foram: 1, 3, 6 e 9 J,
porém a dose de 1J foi a que demonstrou melhores efeitos, diminuindo
significativamente os niveis de IL-13, IL-6 e TNF-a. Portanto, a dose de 1J se
mostrou mais eficaz em fase inflamatoria aguda apés trauma muscular. Utilizamos
a melhor dose demonstrada por De Almeida et al.(2014) e comparamos com outra
dose de maior densidade de energia (5J/cm?), podendo assim sugerir que o efeito
€ dose-dependente e que menores doses podem ter melhores efeitos na

inflamagéo aguda.
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Inicialmente, os efeitos das duas doses de laser foram avaliadas no
modelo de edema de pata induzido por Carragenina, um modelo bem conhecido
de inflamacdo aguda, usado para testar novos tratamentos anti-inflamatorios
(GILLIGAN et al., 1994). A injecdo de carragenina na superficie subplantar da
pata de camundongo induz um edema bifasico. A fase precoce observada em
cerca de 1 hora esta relacionada com a liberacdo de mediadores, como
histamina, serotonina e bradicinina, seguida de intensa infiltracdo de células
polimorfonucleares (PMN), com o pico ocorrendo entre a 32 e 42 hora apds sua
administracdo (CHAVES et al., 2013; SILVA et al., 2015; DE OLIVEIRA et al.,
2016). Nossos resultados mostraram que a dose de 1J/cm? foi a mais eficiente,
inibindo a formacdo de edema, principalmente no pico da indugcdo, enquanto a

dose de 5J/cm2 ndo apresentou efeito na reversdo do edema.

Em um estudo feito por Albertini et. al., foram analisados os efeitos de
dois diferentes comprimentos de onda (660 e 684 nm) no edema de pata induzido
por Carragenina. Os dois tipos de laser foram utilizados com uma mesma dose de
7,5 Jlcm?2. Foi visto que os dois comprimentos de onda reduziram o edema em
comparacao ao grupo que nao foi tratado (ALBERTINI et al., 2007). Indicando que
o fator dose pode ser mais importante quando comparado com o fator
comprimento de onda (DOS ANJOS et al., 2017). Em outra pesquisa foi usada
uma menor dose de 2,5 J/lcm? e um laser tipo He-Ne (632,8 nm) houve uma
reducdo de edema de pata induzido por carragenina, com diminuicdo de 54% do

volume da pata no grupo tratado com laser (FERREIRA et al., 2005).

Em sequéncia, foi analisado o efeito da fotobiomodulacdo na
concentracdo de neutrofilos na pata de animais apds a inducéo de inflamacg&o por
carragenina. Esse experimento indica que ambas as doses do laser foram
eficazes na reducdo da concentracdo neutrofilica medida pela acdo da MPO.
Assim, observou-se uma aparente inconsisténcia, uma vez que a dose de 5J/cm?
nao reverteu o edema, mas inibiu a migracdo neutrofilica, indicando que a

depender da dose, o laser podera produzir efeitos distintos na inflamacao aguda.

Para observar as alteracbes morfologicas realizamos o estudo
histologico das patas dos animais, e os resultados corroboram com os achados

anteriores, onde em ambas as doses foi observado que o recrutamento de células
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no tecido da pata 4 horas ap6s a administracdo de carragenina foi marcadamente
reduzido nos grupos tratados.

Nossos dados corroboram em parte com Alves et al.(2013), o qual
utilizou um laser GaAlAs (808nm), porém em poténcias distintas de 50 e 100 mW
e dose constante de 4J/cm? em inflamacdes agudas induzidas em articulagdes. O
mesmo observou na andlise histoldégica uma reducdo da migracdo de neutrofilos

na fase inflamatéria inicial nos grupos tratados com laser.

Ja em relacdo a Brassolatti et al.(2016), mostraram-se similaridades
em partes. O estudo teve como objetivo investigar os efeitos do LBI (660nm) em
duas doses diferentes (12,5 e 25J/cm2) em queimaduras de terceiro grau em
ratos, mostrando na analise histologica uma diminuicao de infiltrado inflamatério
no grupo tratado com 25J. Sugerindo-se que o uso do laser nessa dose foi mais
efetivo na estimulacéo de processos celulares envolvidos na reparacéo tecidual e
também reduzindo a fase inflamatdria, consequentemente restaurando a
microcirculacdo local que € essencial na migracdo celular (BRASSOLATTI et al.,
2016).

Assim, para melhor elucidarmos os efeitos da Fotobiomodulagao
realizamos o estudo da variacdo do edema de pata induzido por mediadores
inflamatdrios: dextrana, histamina, bradicinina e serotonina. O sulfato de dextrana
€ conhecido por promover um edema osmaotico caracterizado por aumento de
permeabilidade vascular, pela ativacdo de cininas (bradicinina) e inducdo a
liberacdo de aminas vasoativas (histamina e serotonina) derivadas da
degranulacdo de mastocitos, causando um edema essencialmente vascular
(CUNHA et al., 2016; DE OLIVEIRA, et al., 2016).

Nossos resultados indicam que o laser com dose de 1J/cm? inibiu o
edema de pata induzido por dextrana, sugerindo que o mesmo pode estar
relacionado com a estabilizacdo da membrana dos mastocitos e também na
prevencado da degranulacdo ou inibindo a agcdo das aminas vasoativas, em seus
respectivos locais de acdo. Diferentemente do resultado com a dose de 5J/cm?

gue nao foi capaz de reverter o edema induzido por dextrana.
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Também comparamos as duas doses do laser no edema provocado
por histamina. A histamina é responsavel pelo aumento da permeabilidade
vascular e vasodilatacdo através de sua acao sobre os receptores-H1 de células
endoteliais (DE TONI et al., 2015). O resultado desse ensaio corrobora com o

anterior, onde apenas a dose de 1J/cm? reverteu o edema.

Analisamos ainda a acdo da dose de 1J/cm? nos edemas induzidos por
serotonina, um agente pro-inflamatério com acdo periférica, seus efeitos séo
mediados por diferentes receptores, que quando ativados promovem
vasodilatacdo e aumento de permeabilidade (DE TONI et al, 2015;
SHAJIB;KHAN, 2015) e Bradicinina, uma quinina de acdo local derivada do
sangue, € um mediador inflamatoério bastante importante nos principais sinais da
inflamacéo, atuando na producdo e liberacdo de mediadores pré inflamatérios
derivados da via do acido araquiddénico, como PGE2, citocinas, produtos
derivados dos mastacitos e 6xido nitrico (NO) (GOLIAS et al., 2007; YIMAM et
al., 2016) .Em ambos os experimentos houve a reducdo do edema quando
tratados com laser na dose 1J/cm3.

Estes resultados sugerem a dose de 1J/cm2 tem acao de carater
celular e vascular, ja que foi capaz de reverter todos os edemas, enquanto que a
dose de 5J/cm?, apesar de ser eficaz na diminui¢cdo da migracdo de leucécito, é
uma quantidade de energia que ultrapassa o limite para diminuicdo da

permeabilidade vascular, produzindo um efeito reverso.

Em um estudo utilizando o laser com comprimento de onda de 830nm
e dose de 4J/cm2 em pontos de acupuntura, especialmente o ST36, o qual é
tradicionalmente utilizado para tratar processos inflamatérios e dor, o resultado
encontrado foi de uma reducgéo dos niveis de edema induzidos por carragenina e
mediadores inflamatoérios (bradicinina, histamina e PGEZ2). Corroborando com
alguns de nossos resultados que mostraram a diminuicdo de edemas induzido por
mediadores na dose de 1J/cm2 em um laser com comprimento de onda de 904nm
(ERTHAL et al., 2016).

A acdo de aminas vasoativas (histamina e serotonina), bradicinina,

leucotrienos, substancia P, fator de ativacdo de plaquetas (PAF) e ativacdo do
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sistema complemento podem induzir a alteracdo na permeabilidade vascular.
Esse evento tem como fungdo permitir o fornecimento de fatores solluveis, como
anticorpos e proteinas de fase aguda para o local da lesdo (SHERWOOD;
TOLIVER-KINSKY, 2004). Entdo para investigarmos esta alteracdo, analisamos o
extravasamento vascular utilizando o corante azul de Evans, que forma um
complexo estavel com proteinas plasmaticas (albumina). Nossos resultados
demonstram que o tratamento com Laser na dose de 1J/cm? reduziu a
permeabibilidade vascular quando comparado ao grupo carragenina. Enquanto
que o grupo tratado com laser na dose 5J/cm? ndo reduziu esse aumento de

permeabilidade.

Divergindo com nossos resultados, um estudo desenvolvido por
Pallotta et al. (2012), investigou os efeitos do LBI (810nm) na inflamag&o induzida
por carragenina em joelhos de ratos, o mesmo verificou a inibicdo do
extravasamento vascular através do corante azul de Evans, nos animais que
receberam tratamento com laser na maior dose avaliada (10 Joules). Essa
divergéncia pode ser causada pela diferenca nos comprimentos de onda

utilizados nos estudos.

Para melhor esclarecer os eventos celulares envolvidos na inflamacéo
aguda e tratamento com laser, realizamos um ensaio de peritonite induzida por
carragenina. Os resultados demonstraram que o tratamento com laser gerou uma
reducdo no numero de leucdcitos, especialmente de neutréfilos no liquido
peritoneal dos grupos tratados com laser quantificados através da contagem total

e diferencial de células.

Outros dados relatados por Pallota e colaboradores, utilizando um laser
de comprimento de onda de 810nm apontam uma redugdo na contagem de
neutréfilos nos tratamentos com doses de 3J, 6J e 10J, 3h apds a inducao da
inflamacé&o no joelho de ratos, ndo havendo o mesmo efeito para o grupo tratado
com 1J, diferentemente dos nossos resultados (PALLOTTA et. al., 2012). Por
outro lado, estudos demonstram que em doses menores hd maior reducdo de
citocinas e de migracao de células inflamatérias (DE ALMEIDA et.al., 2014; DOS
SANTOS et. al., 2014; ALVES, 2012).
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Corroborando com nossos resultados, Correa et al., 2007 mostrou uma
reducdo da migracdo de células inflamatoérias em ratos com peritonite induzida por
lipopolissacarideo (LPS) de forma dose dependente quando tratados com LBI
(904nm) na dose de 3J/cm2. Apds 24 horas de experimento, apresentou melhores
resultados com reducgdes de 77% de neutrdfilos e 49% na contagem de leucdcitos
(CORREA et.al., 2007).

A infiltracdo de neutrofilos nos tecidos inflamados € uma das principais
caracteristicas da resposta inflamatéria aguda inata e essencial para a defesa do
hospedeiro (GOMIDES et al., 2014; CANO et al., 2016). Os neutréfilos sdo as
primeiras células recrutadas para o local da lesdo, desempenhando assim, um
papel fundamental como primeira linha de defesa contra agentes patogénicos do
corpo em diferentes tipos de inflamagédo, sendo sua acdo condicionada por
citocinas inflamatdrias e alteracdes teciduais caracteristicas (MOCSAI et.al.,2015;
KRUGER et al., 2015).

Além da contagem total e diferencial de células no liquido peritoneal,
realizamos também a dosagem bioquimica, através da avaliacdo da acdo da
enzima mieloperoxidase. Nossos dados mostram um aumento no grupo que
recebeu apenas carragenina e uma reducdo na quantificacdo de MPO nos grupos
tratados com laser. O mecanismo exato da a¢do do laser na migracao neutrofilica
nao esta totalmente esclarecido, porém sugere-se que ocorra inibicdo da adesao
do neutrdéfilo ao endotélio e consequente da migracao para o sitio da inflamacao
(WANG et.al., 2014). A acdo de defesa dos neutrofilos pode levar a fase de
resolucao da lesdo com retorno as condicdes fisiolégicas, quando isso ndo ocorre
tem-se a inflamacéo cronica caracterizada pela liberacdo de oxidantes e protease
levando a lesdo tecidual e estresse oxidativo (KRUGER et al., 2015).

Inflamacdo e estresse oxidativo sdo fenbmenos intrinsecamente
ligados, sendo ambos ao mesmo tempo causa e consequéncia de patologia
celular, de modo que a cascata anti-inflamatoria esta relacionada com a
diminuicAio da concentracdo de espécies reativas de oxigénio (EROSs)
(TERLECKY, 2012). Durante o processo inflamatorio esses compostos sao

liberados como produtos do metabolismo oxidativo mitocondrial de células
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inflamatorias, endoteliais e musculares (RIBEIRO et. al., 2016). O acumulo de
espécies reativas de oxigénio podem amplificar a severidade da lesdo, alterar
estrutural e funcionalmente membranas celulares interferindo nas vias de

sinalizacdo aumentando assim a resposta inflamatoéria (ASSIS et.al., 2013).

Para estudar o efeito do laser no estresse oxidativo, optou-se pela
dosagem de Malondialdeido (MDA), metabdlito da peroxidacdo lipidica,
provocada pela liberacdo local de ERO e normalmente elevado durante a
inflamacédo (RIBEIRO et. al.,, 2016). Dessa forma, nossos dados apontam uma
reducdo nos niveis de MDA nos animais que receberam a irradiacdo laser ,
corroborando com o estudo de Assis et al.(2013), no qual o tratamento com laser
reduziu a producdo de ERO em modelo de lesdo muscular, diminuindo a
peroxidacao lipidica (ASSIS et.al., 2013). Outro estudo observou também uma
reducdo nos niveis de MDA em lesBes em ratos diabéticos e nao-diabéticos
tratados com laser (DENADAI et. al., 2015). Ribeiro e colaboradores apontam
também a reducdo da peroxidacdo lipidica nos grupos tratados com laser em
modelos de lesdo muscular (RIBEIRO et. al., 2016) e em modelo de inducao
experimental de artrite (DOS SANTOS et al., 2017).

Para aprofundar a analise do efeito antioxidante da terapia com laser,
realizamos a dosagem de GSH, o principal agente antioxidante end6geno nao
enzimatico, presente em todas as células, cujos niveis sdo significativamente
influenciados por processos inflamatérios agudos e crénicos (ALLEN; BRADLEY,
2011). Evidéncias apontam o GSH como importante na sinalizacdo de diversas
funcdes celulares, como crescimento e apoptose, bem como na resisténcia ao
estresse. Trata-se de uma molécula presente em células animais e vegetais e seu
papel como antioxidante natural esta no fato de reduzir os niveis de EROs
limitando assim a sinalizagdo oxidante (DIAZ-VIVANCOS et. al, 2015). Nossos
resultados mostram que houve um incremento nos niveis de GSH nos grupos
tratados com Laser, o que é bastante satisfatério para um recurso usado no

tratamento de afeccdes inflamatorias.

Corroborando com nosso estudo, Takhtfooladi e colaboradores (2014)

observaram que ratos com inflamacdo hepatica induzida por isquemia tiveram
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menor reducdo dos niveis de GSH quando tratados com Laser GaAlAs (400mW e
804nm) na dose de 3J/cm? em comparacdo ao grupo com inflamacéo induzida
gue nao recebeu irradiacdo. Em outro estudo, observou-se uma menor reducao
dos niveis de GSH na inflamacédo pulmonar induzida por isquemia em ratos
tratados com laser (50mW e 630nm) na dose de 1.8J/cm? quando comparado ao
grupo que nao recebeu o tratamento (TAKHTFOOLADI; TAKHTFOOLADI, 2015).
Macedo e colaboradores (2015) em estudo envolvendo cultura celular,
constataram que a terapia com laser AlGaAS (830nm) na dose de 5J/cm?
promoveu uma menor reducdo do GSH e de outras moléculas antioxidantes em
um grupo celular que mimetizou a Distrofia Muscular de Duchenne, quando

comparado ao grupo que ndo recebeu esse tratamento.

Dos Santos et al.(2017) observou também uma diminuicdo da
peroxidacao lipidica e aumento da atividade antioxidante em modelo experimental
de artrite, quando o tratamento associava exercicios e aplicacbes de laser

(808nm) nas doses de 2 e 4 J/cmz2.

Assim, estes dados confirmam que a resposta inflamatoria produz
metabdlitos reativos que agravam e intensificam ainda mais este processo e
dessa forma essas diferentes doses de irradiacdo com acdo antioxidantes
podem apresentar efeito anti-inflamatério potencial. Com base nestes dados
sugerimos que o LBI (904 nm) pode promover protecéo contra acdo de EROS por
aumentar as concentracdes de antioxidantes enddgenos, e assim atenuar o

processo inflamatério.
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7 CONLUSOES

A partir dos resultados expostos podemos sugerir que a terapia Laser
de Baixa Intensidade na dose de 1J/cm?2 tem ac¢do de caréter celular e vascular, ja
que foi capaz de reverter todos os modelos experimentais executados. Enquanto
a dose de 5J/cmz?, apesar de ser eficaz na diminuicdo da migracéo de leucdcito, €
uma quantidade de energia que ultrapassa o limite para diminuicdo da
permeabilidade vascular, produzindo um efeito reverso. Podemos assim, sugerir
que o efeito da Fotobiomodulacdo é dose-dependente e que menores doses,
dentro de uma janela terapéutica de energia, podem ter melhores efeitos na
inflamacdo aguda. Além de tudo, o Laser atua como recurso anti-inflamatorio

eficiente, uma vez que é de facil aplicacéo, ndo invasivo e relativamente barato.

Edemas
Induzidos por:

Figura 24- Diagrama esquematico representativo do efeito do LBI (1 e 5J/cm?) na

Resposta inflamatdria.
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