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APRESENTACAO DA TESE

A presente tese foi motivada pela pretensao de responder a seguinte questao:
o tratamento com fotobiomodulacédo € capaz de influenciar na reducdo da lesdo
pulmonar aguda (LPA) oriundo da sepse? A busca pela resposta conduziu ao
desenvolvimento de um artigo de reviséo integrativa e ensaios experimentais durante
o periodo do doutorado. Assim, o conteudo da presente tese é apresentado em duas
partes.

A primeira parte é apresentada no formato de manuscrito intitulado
“Fotobiomodulagdo como coadjuvante no tratamento da lesdo pulmonar aguda
decorrente da sepse”, cujo objetivo foi proporcionar, através de uma revisao narrativa,
uma compreensdo das evidéncias atuais disponiveis sobre a importancia da FBM a
laser e diodos emissores de luz (LED) no tratamento dos disturbios respiratorios e sua
possivel aplicabilidade na LPA decorrente da sepse, o qual foi publicado no perioédico
Research, Society and Development (Anexo 1).

A segunda parte descreve um ensaio experimental conduzido a a fim de
comparar os efeitos do laser e LED no tratamento da LPA: “Efeitos da
fotobiomodulagéo a laser e LEDS na les&o pulmonar aguda em modelo experimental

de sepse”, o qual sera submetido ao periddico da area.



RESUMO

A sepse € uma condicdo comum associada a uma mortalidade alta e, para muitos dos
que sobrevivem, & morbidade em longo prazo. E definida como infeccdo com
disfuncdo orgéanica, sendo o pulmdo um dos 6rgdos mais acometidos. A lesao
pulmonar aguda (LPA) é uma doenca grave e séria, caracterizado por infiltracdes de
células inflamatérias pulmonares, dano alveolar difuso, além de perda do epitélio
alveolar, juntamente com edema e alteracdo das trocas gasosas. Durante o periodo
de reabilitagao, existe uma crescente preocupag¢ao em modular estes processos a fim
de prevenir complicagbes e favorecer a recuperagao funcional do paciente. A
constatacdo terapéutica das aplicacbes das terapias de fotobiomodulagdo (FBM)
através de lasers e diodos emissores de luz LEDs no tratamento clinico de doencas
inflamatorias € atualmente bastante conhecida, contudo os mecanismos de acao
acionados por esses recursos e utlilizagdo dos mesmos na pratica clinica para o
tratamento da LPA decorrente da sepse ainda permanecem incipiente. Assim, essa
tese teve o0 objetivo de proporcionar uma compreenséo das evidéncias atuais sobre a
importancia da FBM no tratamento dos distlrbios respiratérios e sua possivel
aplicabilidade na LPA decorrente da sepse, assim como, avaliar e comparar in vivo a
resposta da FBM atraves de laser e LEDs na LPA em ratos. Realizou-se uma revisao
de literatura narrativa de carater descritivo e exploratorio e um estudo experimental
utilizando ratos machos da linhagem Wistar, alocados em 3 (trés) grupos
experimentais: Controle sepse (CS); tratamento com laser (LASER); tratamento com
LED (LED). As irradiagbes no comprimento de onda vermelho (630 nm) foram
aplicados em trés pontos (regido anterior da traquéia e nas regides ventrais do torax,
bilateralmente) 1 e 24 horas ap6s a inducdo da sepse. Baseado em todas as
evidéncias verificadas e resultados observados neste estudo, infere-se que a FBM
através de laser e LED podem ser propostas como um suporte para a terapia clinica
convencional no tratamento LPA , devido ao potencial de atenuar o quadro
inflamato6rio, prevenir a progressdo da lesdo do parénquima pulmonar e
consequentemente reduzir o tempo de recuperacgéo do paciente com a lesao.

Palavras-chave: fotobiomodulacao, laser de baixa intensidade, diodo emissor de luz,

sepse, lesdo pulmonar aguda, reabilitacao.



ABSTRACT

Sepsis is a common condition associated with high mortality and, for many who
survive, long-term morbidity. It is defined as infection with organ dysfunction, with the
lung being one of Organs most affected organs. Acute lung injury (ALI) is a serious
and serious disease, characterized by infiltrations of pulmonary inflammatory cells,
diffuse alveolar damage, in addition to loss of the alveolar epithelium, together with
edema and changes in gas exchange. During the rehabilitation period, there is a
growing concern to modulate these processes in order to prevent complications and
favor the patient's functional recovery. The therapeutic verification of the applications
of photobiomodulation therapies (PBM) through lasers and LEDs) in the clinical
treatment of inflammatory diseases is currently well known, however the mechanisms
of action triggered by these resources and their use in clinical practice for the treatment
of APL due to sepsis still remains incipient. Thus, this thesis aimed to provide an
understanding of the current evidence on the importance of PBM in the treatment of
respiratory disorders and its possible applicability in APL due to sepsis, as well as to
evaluate and compare in vivo the PBM response through laser and LEDs on the LPA
in rats. A qualitative, descriptive and exploratory narrative literature review was carried
out and an experimental study using male Wistar rats, allocated in 3 (three)
experimental groups: Sepsis control (CS); laser treatment (LASER); LED treatment
(LED). Irradiations in the red wavelength (630 nm) were applied at three points
(anterior region of the trachea and in the ventral regions of the chest, bilaterally) 1 and
24 hours after surgery. Based on all verified evidence and results observed in this
study, it is inferred that PBM through laser and LED can be proposed as a support for
conventional medical therapy in the treatment of APL arising from sepsis, due to the
potential to mitigate the inflammatory condition, prevent the progression of the lung
parenchyma lesion and, consequently, reduce the recovery time of the patient with ALI
due to sepsis.

Keywords:photobiomodulation, low intensity laser, light emitting diode, sepsis, acute

lung injury,rehabilitation



DIVULGACAO E TRANSFERENCIA DE CONHECIMENTO

Esta obra € dividida em duas partes,na qual avaliamos, inicialmente a influéncia e
atuacao da fotobiomodulacdo no tratamento da lesédo pulmonar aguda, gerando a
inflamacéo e infiltragdo pulmonar e, comprometendo assim , a respiragao, observada
durante a sepse ,onde trata-se de uma condicdo comum associada a um alto indice
de mortalidade. Em seguida, encontramos achados disponiveis sobre a importancia
do tratamento dos disturbios respiratérios e sua possivel aplicabilidade com o uso da
luz de baixa intensidade emitida por laser e led. Na segunda parte, foi possivel
constatar que, de fato, a terapia com uso da luz para o tratamento da lesdo com
reducao da inflamacéo ocorreu nos pulmdes de 16 ratos que foram sujeitos a este tipo
de tratamento dentro de um laboratério, onde os outros 8 ratos que nao foram tratados
com este tipo de aparelho ndo apresentaram melhora, mantendo comprometimento

respiratorio.
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FOTOBIOMODULAGAO COMO COADJUVANTE NO TRATAMENTO NA LESAO
PULMONAR AGUDA DECORRENTE DA SEPSE

RESUMO

A sepse é considerada um grande problema de saude, sendo a lesao pulmonar aguda
(LPA) uma das complicacdes mais graves do choque séptico. Sabe-se que a LPA é
uma doenca caracterizada por lesdo no epitélio alveolar, infiltrado de células
inflamatorias, aumento da permeabilidade da barreira alvéolo — capilar e edema
intersticial que ocasionam um desequilibrio na ventilacdo e perfusdo pulmonar, com
alta taxa de morbidade e mortalidade nas unidades de terapia intensiva. O tratamento
da LPA possui custo elevado e muitas vezes nao é suficientemente eficaz. Desta
forma, a busca por novas terapias sdo de extrema importancia clinica. A
fotobiomodulacdo (FBM) através de lasers e LEDs tem demonstrado ser uma
ferramenta promissora e com bons resultados para diversas doencas inflamatorias,
incluindo as alteracdes que acometem o sistema respiratorio. Dentro deste contexto,
0 objetivo deste estudo é proporcionar, através de uma revisdo narrativa, uma
compreensdo das evidéncias atuais disponiveis sobre a importancia da FBM no
tratamento dos distlrbios respiratérios e sua possivel aplicabilidade na LPA
decorrente da sepse. As buscas foram realizadas nas bases de dados bibliograficas
do PubMed/MEDLINE, Biblioteca virtual da saude (BVS), Web of Science e SciELO.
Com base nos estudos revisados por pares, os dados laboratoriais em modelos
animais experimentais e estudos clinicos mostram que a FBM € capaz de produzir
efeitos locais e sistémicos, modulando mediadores da imunidade humoral como as
citocinas e reduzir os principais metabdlitos inflamatérios envolvidos na leséo durante
a sepse. Dessa forma, as evidéncias encontradas neste estudo direcionam que a FBM
pode ser proposta como um suporte para a terapia clinica convencional no tratamento
da LPA oriundas da sepse, devido ao potencial na prevencao e progressao da leséo
do parénquima pulmonar, atenuando o quadro inflamatorio, otimizando o processo de
reparacao e reduzindo o tempo de recuperacao do paciente. Entretanto, destaca-se a

importéancia de novos estudos para o entendimento dos mecanismos envolvidos e
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dosimetria, assim como ensaios clinicos controlados e randomizados, para que em
um futuro préximo possamos endossar esse conhecimento na pratica clinica.
Palavras-chave:Fotobiomodulagéo; Fototerapia; Lasers; Sepse; Lesédo pulmonar;

Reabilitacao.

INTRODUCAO

A sepse é um grande problema de saude sendo a principal causa de
morbidade e mortalidade nas unidades de terapia intensiva, superando o infarto e o
cancer (STANSKI et al., 2020; BORGE et al., 2020; BARRETO et al., 2016). E uma
condicdo clinica definida como uma resposta inflamatéria sistémica a eventos
infecciosos ou nédo infecciosos que se manifestam por sintomas relacionados a
alteracbes na temperatura corporal (febre), taquicardia, taquipnéia e leucocitose
(ABRAHAN et al., 2000; MATIOLI et al., 2019). Embora haja um progresso da ciéncia,
a sepse continua sendo um potente instigador de comprometimento de mdultiplos
orgaos e sistemas. Os pulmdes sdo particularmente suscetiveis a lesdes durante a
sepse, e mais de 50% dos pacientes desenvolvem lesdo pulmonar aguda (LPA) e
consequente sindrome do desconforto respiratério (SDRA) que tratam-se de
complica¢cBes devastadoras do choque séptico (OPAL, WITTEBOLE, 2020; KIM et al.,
2016).

Levantamentos epidemioldgicos relatam 190.000 pacientes hospitalizados
anualmente, trazendo um grande gasto para o sistema de saude. A incidéncia de LPA
aumenta com a idade, em individuos de 75 a 84 anos, chegando a afetar 306 a cada
100.000 pessoas por ano. A mortalidade € alta atingindo até 45% dos acometidos
(RELLO et al., 2017; SEVRANSKY et al., 2009; RUBENFELD et al., 2007).

A infiltracdo de neutrofilos nos pulmdes é a principal marca fisiopatologica da
LPA, sendo considerado um dos biomarcadores da gravidade da doenca. Essas
células contribuem para a leséo alveolar através da secrecéo de oxidantes e proteases
no epitélio alveolar e endotélio, levando a uma maior tenséo superficial dos alvéolos
e uma maior propenséo ao colapso (LI et al., 2015; HUANG et al., 2020)

O restabelecimento da func¢@o pulmonar normal é baseado na reducéo do
edema, controle da inflamagdo pulmonar, reparo da barreira alvéolo-capilar,

reconstituicio da homeostasia do tecido, entre outros. Atualmente, os tratamentos



disponiveis para essa disfuncdo grave ainda sdo considerados como um problema
clinico, uma vez que as terapias exigem custos elevados e muitas vezes ineficazes
(ESPOSITO, PRINCIPI, 2020).

Diante deste contexto, vé -se com grande importancia a busca por alternativas
terapéuticas que possam minimizar o dano pulmonar, bem como amenizar os
impactos inerentes a doenca.

Dentre os recursos terapéuticos disponiveis, a fotobiomodulacdo (FBM)
através de lasers (amplificacdo de luz por emissao estimulada de luz) e LEDs (diodos
emissores de luz) tem sido usado para o tratamento de diversas condi¢des de saude
por médicos, fisioterapeutas e enfermeiros em todo o mundo ha décadas. A técnica
baseia-se nos efeitos positivos da luz no tecido danificado e tem mostrado ser uma
ferramenta promissora em modular a resposta inflamatoéria, reduzir os infiltrados de
células inflamatérias e atenuar a sintese de mediadores quimicos em diversos
modelos experimentais, incluindo lesdes relacionadas ao parénquima pulmonar (LIMA
et al., 2013; ASSIS et al., 2012; LIMA et al., 2011a; LIMA et al.; MAFRA LIMA et al.,
2010; AIMBIRI et al., 2006).

Considerando que a LPA resultante da sepse refere-se a uma doenca
pulmonar com alta taxa de morbidade e mortalidade e os tratamentos disponiveis séo
muitas vezes ineficazes, o objetivo deste estudo é proporcionar uma compreensao
das evidéncias atuais disponiveis a respeito da importancia FBM no tratamento dos

distUrbios respiratorios e sua possivel aplicabilidade na LPA decorrente da sepse.

REFERENCIAL TEORICO

A sepse é uma condicéo clinica caracterizada como uma resposta inflamatéria
sistémica causada por eventos infecciosos bactérias (gram-negativa e/ou positiva),
virus, fungos ou protozoéarios e, até mesmo eventos ndo infeciosos como a
pancreatite, queimaduras extensas, cirurgias e politraumatismo, dentre outros
(STANSKI et al., 2020). Manifesta-se pela presenca de pelo menos dois sintomas:
febre (acima de 38°C); taquicardia (frequéncia cardiaca acima de 90 bpm); taquipnéia

(aumento da frequéncia respiratoria acima de 20 respiragcbes pode minuto) e
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leucocitose (contagem de leucécitos sanguineos acima de 1200 menor que
4000/mm3) (SUN et al., 2014; OPAL ,WITTEBOLE, 2020).

A fisiopatologia da sepse é mediada por uma cascata de citocinas produzidas
por células inflamatorias (neutréfilos e macréfagos), destacando o fator de necrose
tumoral (TNF-a), interleucina 1 (IL-1B), interleucinas (IL-6) e interleucina 8 (IL-8), as
guais sao responsaveis por estimular a liberacdo de outras citocinas e mediadores
inflamatorios adicionais, tais como o 6xido nitrico (NO), bradicinina, fator ativador de
plaqueta (PAF), derivados do acidoaraquidénico (PGE2), dentre outros (STANSKI ET
AL., 2020). Essas citocinas sdo responsaveis por recrutar leucocitos para o foco
inflamatorio com intuito de realizar atividades antimicrobianas, sendo essa funcéo de
extrema importancia no controle da infec¢do. Entretanto, a liberacdo excessiva e
sistémica de citocinas pro-infamatorias e de outros medicadores citotoxicos, tais como
as espécie reativas de oxigénio (ROS) e nitrogénio (RNS) influenciam diretamente no
prognostico e evolucao da doenca, pois podem ocasionar lesfes teciduais difusas e
comprometimento de multiplos érgaos e sistemas, representando um dos subgrupos
da Sindrome inflamatoria Sistémica (SIRS) (LI et al., 2015).

O 6rgdo mais acometido na sepse € o pulmao, caracterizado por infiltrados
inflamatoérios neutrofilico, células responsaveis por ocasionar lesdo do parénquima
pulmonar e perpertuar o inicio da LPA, visto que essas liberarem uma série de
mediadores inflamatorios, incluindo as citocinas pro-inflamatérias, quimicionas,
mieloperoxidases (MPO), proteases, elastases, ROS e NO (RAO, 2014). A lesao no
epitélio alveolar desempenha um papel critico na patogénese da LPA, que se
caracteriza pelo aumento da permeabilidade da barreira alvéolo-capilar com
consequente edema intersticial, morte de pneumacitos, infiltrados de fibroblastos e
deposicdo de colageno (SUN et al., 2014). Todas estas alteracdes morfofuncionais
ocasionam um desequilibrio na ventilacdo e perfusdo pulmonar e contribuem para
sindrome do desconforto respiratério (SDRA) que € a forma mais grave da LPA
(ABRAHAN et al., 2000). E registrado que a faléncia respiratoria ocorre em mais de
50% dos casos de sepse e representa uma das complicacdes mais frequentes (KIM
etal., 2016; GU et al., 2014; BORGES et al., 2020).

E importante destacar que, American European Consensus Conference
(ARTIGAS et al., 1998; BERNARD et al., 1994) definiu a LPA como uma faléncia

respiratoria aguda caracterizada por infiltrados pulmonares bilaterais em radiografia
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de térax, compativel com edema pulmonar. Na presenca de hipoxemia grave, a
relacdo entre o oxigénio arterial e a fracao inspirada de oxigénio (PaO: / FiO2) deve
ser igual ou inferior a 300 mmHg, independentemente do nivel de pressao expiratéria
final positiva (PEEP), além da presséo de ocluséo da artéria pulmonar igual ou inferior
a 18 mmHg e auséncia de sinais clinicos ou ecocardiograficos de hipertensao atrial
esquerda. J4, a SDRA tem uma definicdo semelhante a LPA, com a PaO:z / FiO2 igual
ou inferior a 200 mmHg. Ainda, baseado na definicdo de Berlim e na taxa de
mortalidade, classificam a SDRA em leve (200 <PaO2/FiO2 < 300 mmHg), moderada
(100 <Pa02/FiO2 < 200 mmHg) e grave (PaO2/FiO2 < 100 mmHg) ( SILVA et al.,
2019; ARTIGAS et al., 1998).

Diversas estratégias terapéuticas que visam atenuar o edema, controlar o
guadro inflamatdério pulmonar, reparo da barreira alvéolo-capilar e restaurar a
homeostasia tecidual vém sendo empregadas no tratamento da LPA/SDRA
decorrentes da sepse. Destaca-se a utilizacdo de potentes reguladores de citocinas,
inibidores da endotoxina e bloqueadores, além de abordagens adicionais como a
ventilacdo mecanicas com baixo volume, posicdo prona e oxigenacao por membrana
extracorporea, entretanto, estudos clinicos apontam que muitas vezes essas
estratégias ndo minimizam a mortalidade (ESPOSITO, PRINCIPI 2020).

Diante deste contexto, baseado na constante busca por tratamentos cada vez
mais seguros e efetivos para o tratamento da LPA, foi levantada a hipotese de que a
FBM poderia constituir uma ferramenta terapéutica promissora para o tratamento de
doencas que tém o processo inflamatério como principal pilar (COSTA et al., 2017) .

A FBM emprega a utilizacao de recursos a lasers e LEDs na faixa do vermelha
ou infravermelha proxima do espectro de radiacao eletromagnética, atérmico, néo
ionizante, e ndo invasiva que tém sido utilizado com sucesso para reduzir a dor,
modular a inflamacao, regenerar o tecido danificado e proteger o tecido de lesdes
adicionais (LIMA et al., 2013; ASSIS et al., 2012; LIMA et al., 2011; LIMA et al., 2011,
LIMA et al., 2009; AIMBIRE et al., 2006). Vale a pena destacar que essa tecnologia é
aprovada pela Food and Drug Administration e Health Canada para o tratamento de
varias condi¢cbes agudas e crénicas (HAMBLIN 2017; HAMBLIN, NELSON,STRAHAN
2018).

A literatura indica que os fotons emitidos por essas fontes luminosas sao

absorvidos por varios cromoforos celulares, incluindo enzimas mitocondriais, para
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desencadear os efeitos bioldgicos da FBM (KARU, 1999). O citocromo c¢ oxidase (isto
€, unidade IV na cadeia respiratéria mitocondrial) parece desempenhar um papel
principal neste processo (CHUNG et al., 2012). Sabe-se que apoés a irradiacdo, o
potencial da membrana mitocondrial € aumentado e o consumo de oxigénio e a
geracao de ATP otimizados. A ativacdo subsequente de vias de sinalizacao e fatores
de transcricdo ocasionam efeitos terapéuticos razoavelmente duradouros, mesmo
apos exposicao relativamente breve do tecido a luz (HAMBLIN, NELSON, STRAHAN
2018).

Ainda, tém sido mostrado que a FBM ¢é capaz de reduzir o NF-kB, um
complexo proteico que controla a transcricdo do DNA, em condi¢bes de afecgdes
teciduais, reduz o influxo celular de neutréfilos, bem como a sintese de citocinas pro-
inflamatoria, aumentar as defesas imunoldgicas e antioxidantes, atenuando estresse
oxidativo (HAMBLIN, 2017; ASSIS et al., 2012; BJORDAL et al., 2010; MACEDO et
al., 2020).

Baseado nos mecanismos de acdo supracitados, implica-se que a PBM possa
ser uma ferramenta promissora para o tratamento de diversas doencas inflamatdérias,

gue acometem o sistema respiratorio, incluindo lesées a LPA resultando da sepse.

METODOLOGIA

Foi realizado uma revisdo de literatura narrativa de carater descritiva,
exploratdria e qualitativa através da discussao dos seguintes pontos: os impactos da
PBM no tratamento da LPA ocasionada pela sepse.Desta forma, a revisao de literatura
narrativa é caracterizada com publicagbes amplas, apropriadas para descrever e
discutir o desenvolvimento de um determinado assunto, sob o ponto de vista tedrico
ou contextual (MACEDO et al., 2020). A pesquisa foi realizada nas bases de dados
PubMed/MEDLINE, Biblioteca Virtual de Saude (BVS) e SciELO. A busca foi realizada
até o periodo de 30 de setembro de 2020, utilizando os seguintes descritores:
Fotobiomodulacéo; Laser; Diodo Emissor de luz; LED; sepse; lesdo pulmonar aguda;
distlrbios pulmonares. Foram escolhidas as referéncias que tratavam dos assuntos
relacionados ao tema proposto, logo apos foram submetidos a analise critica pessoal

do autor.



RESULTADOS E DISCUSSAO

A FBM tem sido usado em doencas do trato respiratorio desde 1901. Finsen
mostrou que a PBM foi efetivo na atenuacéo de infeccbes pulmonares decorrente do
virus da variola, evidenciado pela recuperacéo significativamente mais rdpida quando
comparado aos individuos que nao receberam a terapia (FINSEN, 1901).

A pratica empirica em diversos pacientes produziu dados relativos a
pneumonia crénica, pneumonia aguda, asma e bronquite crénica em criancas, adultos
e idosos (ERKINOYNA, TULKUNOYNA, 2006; OSTRONOSOVA, 2006; AMIROV,
2002). Os achados comuns incluem reducéo da dor no peito e peso, hormalizacéo da
funcéo respiratéria, parametros sanguineos, imunolégicos e radioldgicos melhorados
e tempos de recuperacéo reduzidos. Na pneumonia adquirida na comunidade, a FBM
intravenosa de sangue adicionado ao tratamento convencional promoveu
significativamente melhora da imunidade e funcéo respiratéria (AMIROV, 2002). Na
asma, a adicdo de PBM foi mais eficaz do que o tratamento médico sozinho e encurtou
a duracdo do tratamento e recuperou a sensibilidade brénquica aos
simpaticomiméticos (OSTRONOSOVA, 2006). Em recém-nascidos com pneumonia,
a FBM combinada com tratamentos médicos convencionais otimizou o tratamento de
doencas infecciosas e inflamatérias, reduziu a incidéncia de complicacdes e encurtou
os periodos de recuperacdo (ERKINOYNA, TULKUNOYNA, 2006).

Atualmente, é possivel identificar diversos estudos sobre a FBM relativos a
LPA, (SERGIO et al., 2018), inflamacao pulmonar (BRITO et al., 2020; LIMA et al.,
2011), SDRA (OLIVEIRA et al., 2014), estresse oxidativo pulmonar e alergia (COSTA
et al., 2016), asma (RIGONATO-OLIVEIRA et al., 2019), doenca pulmonar obstrutiva
cronica (CUNHA et al., 2018) dentre outros, devido a sua capacidade de reduzir
substancialmente mudultiplos marcadores moleculares e celulares da inflamacéao
preservando a funcdo pulmonar.

Em modelos experimentais de doencas pulmonar a FBM a laser aplicada
transcutdneamente sobre a traqueia diminui a permeabilidade microvascular no
parénquima pulmonar e brénquios (MIRANDA et al., 2015; AIMBIRE et al., 2008),
niveis de IL-1B (CUNHA et al., 2018; AIMBIRE et al., 2008), IL-6 (CUNHA et al., 2018;
OLIVEIRA et a., 2014), expressao de proteinas pro-inflamatorias e producado de ROS
intracelular (AIMBIRE et al., 2008). Ainda, a FBM reduz o hipereatividade traqueal e o
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influxo de neutréfilos por meio da inibicdo dos metabdlitos derivados da COX-2
(CUNHA et al., 2018; AIMBIRE et al., 2008; AIMBIRE et al., 2005; LIMA et al., 2011).
Ainda, a FBM a laser também contribui para a resolucao da inflamacgé&o pulmonar ao
regular positivamente a IL-10, conhecida como fator inibidor da sintese de citocinas
humanas (BRITO et al., 2020; CUNHA et al., 2018; MIRANDA et al., 20018).

Na SDRA, a FBM eleva os niveis de monofosfato de adenosina ciclico, uma
molécula sinalizadora que estimula a expressao de IL-10 (citocina anti-inflamatéria) e
bloqueia TNF-a e quimiocinas pro-inflamatorias (OLIVEIRA et al., 2014). Ainda, a PBM
também mostra-se eficiente em reduzir os niveis de TNF-a no fluido broncoalveolar e
macrofagos alveolares (da CUNHA et al., 2018; MIRANDA et al., 2015; OLIVEIRA et
al., 2014; LIMA et al., 2011; AIMBIRE et al., 2005;). Em lesdes hemorragicas dos
pulmdes, a FBM atenuou significativamente o indice hemorragico e a atividade da
mieloperoxidase, para niveis comparaveis ao Celecoxib (AIMBIRE et al., 2007).

A FBM a laser também contribui para o reparo pulmonar, promovendo a morte
de células inflamatorias, ao mesmo tempo que suprime as vias apoptéticas no tecido
pulmonar. Em um modelo de LPA, a FBM reduziu a fragmentacdo de DNA e as vias
apoptéticas de células epiteliais alveolares, enquanto promove a fragmentacédo de
DNA em células inflamatérias (SERGIO et al., 2018). Na fibrose idiopatica pulmonar,
a FBM atenua a remodelamento das vias aéreas equilibrando as citocinas pro e anti-
inflamatérias no tecido pulmonar e inibindo a secrecdo citocinas que induzem
estimulos pro-fibrético (BRITO 2020; RIGONATO-OLIVEIRA et al., 2015), assim
como diminui a deposicao de coldgeno (Cunha et al., 2018).

Efeitos benéfico no tratamento da LPA induzida por sepse também sao
evidenciados com a FBM a LED na modula¢éo do processo inflamatério favorecendo
0 restabelecimento da homeostase pulmonar. A terapia reduziu o influxo de
neutrofilos induzido por LPS, diminuiu os niveis de IL-13, TNF-a, IL-17A e aumento
dos niveis de IFN-y no fluido do lavado broncoalveolar. Além disso, o tratamento de
PBM a LED aumentou os niveis de mRNA de IL-10 e IFN-y, reduziu ROS e aumentou
a expressao de anexina V, contribuindo para a menor migracao de neutrofilos (SILVA
etal., 2020; COSTA et al., 2017).

Consideramos que o sistema vascular tem importantes funcdes regulatérias,
incluindo a transferéncia de oxigénio para os tecidos, fornecimento de nutrientes,

drenagem de fluidos e toxinas, além de exercer importante papel no sistema



imunolégico pela ativacdo e mobilizagdo de células imunocompetentes para 0s
diversos 6rgédos, acredita-se que o FBM sistémica possa alterar a atividade de células
Imunocompetentes encontradas no sistema vascular, a fim de melhorar a resposta
pulmonar. Por outro lado, no tratamento local, as células ja migraram para o pulmao
guando os animais foram tratados. Infere-se que a irradiacdo dessas células antes de
chegarem aos pulmdes podem representar uma importante estratégia de tratamento
(SILVA et al., 2020; MILKHAYLOQV et al., 2015). Dessa forma, tem sido relatado os
efeitos sistémicos do FBM no curso da LPA com base em estudos que utilizaram a
irradiacao intravenosa por laser de baixa intensidade (ILIB), e por sua facil aplicacdo
e baixo custo.

A técnica de ILIB tem sido estudado desde 1981 e foi desenvolvido para o
tratamento de doencas cardiovasculares devido aos seus efeitos nas propriedades
reolégicas do sangue e na microcirculagédo (ISABELLA et al., 2019). A técnica ILIB foi
realizada em sua origem, introduzindo-se um cateter intravenoso em um dos membros
superiores, geralmente na artéria radial, acoplado a uma fibra optica que irradiava o
sangue com lasers no comprimento de onda vermelho. Porém, o método ILIB foi
limitado devido a sua caracteristica invasiva, restringindo sua aplicacdo. Atualmente,
a técnica foi modificada, ou seja, um método nédo invasivo e relativamente simples de
irradiacdo transcutanea por lasers ou LED na artéria radial (ISABELLA et al., 2019;
MOSKVIN, KONCHUGOVA, KHADARTSEV, 2017). Estudos sugeriram efeitos
semelhantes usando irradiacdes intravasculares e transcutaneas devido a alta
permeabilidade da pele e tecidos hipodérmicos para irradiagdo de comprimento de
onda vermelho (ISABELLA et al., 2019; SILVA et al., 2020).

Um estudo com ILIB mostrou a eficacia do tratamento em pacientes com
doenca pulmonar obstrutiva cronica. Dentre as acfOes da irradiagcdo sanguinea, 0s
autores citaram a reducao da inflamag&o, normalizacdo do transporte mucociliar,
ativacao da fagocitose e defesa imunoldgica. Além disso, este estudo revelou reducéo
da obstrucdo das vias aéreas e manejo eficaz das exacerbacdes (BURDULI,
AKSENOVA, 2007). Aléem disso, a inclusdo de ILIB por via intravenosa no tratamento
combinado de pacientes com pneumonia adquirida na comunidade promoveu
apreciavelmente a normalizacao da atividade bactericida dos neutréfilos (BURDULLI,
AKSENOVA,2007). Ademais, o estudo conduzido por Weber et al. 2007 descreveram

os diferentes efeitos da ILIB por via intravenosa, incluindo efeitos moduladores da



inflamacéo, vasodilatacdo, reducdo da agregacdo de trombdcitos e melhora da
oxigenacao.

Considerando que a LPA é uma doenca pulmonar com alta mortalidade e os
tratamentos disponiveis ndo sao eficientes, da Silva et al., (2020) objetivaram avaliar
o efeito do tratamento sistémico com FBM por irradiacdo transcutanea na cauda de
ratos. O estudo priorizou a avaliacdo do influxo de células no pulméo, sangue e
medula 6ssea, a atividade da mieloperoxidase e o nivel, bem como a expressao
génica de citocinas. Em concluséo, os resultados apontaram efeitos benéficos da PBM
sistémica na LPA induzida por LPS, pois reduziu o nimero de neutréfilos recrutados
para o lavado broncoalveolar e a atividade da mieloperoxidase e também reduziu as
IL-18, 6 e IL-17 no pulmé&o.

Ainda, tém sido demonstrado que a FBM fornece sinergia em combinacgéo
com o tratamento médico. O estudo de Mafra et al. (2010) evidenciou que a FBM
possui acao anti-inflamatoria sinérgica sobre macréfagos alveolares pré-tratados com
o N-acetil cisteina, um medicamento oral eficaz para tosse e algumas doencas
pulmonares. Os efeitos sinérgicos da FBM combinados com tratamentos
convencionais foram relatados em mais de 1000 pacientes em estudos russos
(AMIROV, 2002; DERBENEV, MIKHAILOV, DENISOV, 2000).

A FBM também mostrou ser efetiva em atenuar os efeitos colaterais da
ventilagéo pulmonar induzida. Em modelos experimentais de lesdo pulmonar induzida
por ventilador, a FBM resultou em escores de lesdo mais baixos, diminuicdo da
contagem de células totais e contagem de neutrofilos no lavado broncoalveolar e
reducdo da infiltracdo de neutrofilos alveolar (MAFRA et al., 2010).

Embora a FBM seja uma técnica segura, ndo invasiva e sem relatos de
mutagenicidade, genotoxicidade ou carcinogenicidade apds 60 anos de uso, existem
algumas contraindicacdes referente ao utilizar a técnica. Nao € recomendando utiliza
a PBM em regifes de tumores e cancer; tumores benignos com possibilidade de
conversdo em tumores malignos; nos primeiros 3 meses de gravidez (no segundo e
terceiro trimestres, evite trabalhar na regido abdominal e na coluna); e condi¢cdes de
sensibilidade a luz. Ainda, devido a alta absorcéo de fétons por diferentes partes do
sistema ocular, existe a possibilidade de danos aos olhos. Desta forma, € importante

a utilizacdo de oculos de protecdo que possam absorver o comprimento de onda



especifico, tanto por quem aplica como por quem recebe a irradiacdo (TUMER, HODE
2002).

Assim, baseado em todas as evidéncias demostradas, acredita-se que a FBM
pode ser proposta como uma terapia coadjuvante a terapia medicamentosa para o
tratamento da LPA oriundas da sepse, justificada pelo seu mecanismo de acdo e a

patogénese da doenca.

CONSIDERACOES FINAIS

A sepse é potencialmente letal devido a tempestade de citocinas que
ocasionam a LPA. A modulacéo de fatores inflamatérios e um impulso a cura séo
necessarios para a reabilitacdo do paciente. Baseado nas evidéncias demostradas, é
plausivel concluir que a FBM é uma modalidade segura, eficaz e de baixo custo, sem
guaisquer efeitos colaterais que comprometer o tratamento convencional da LPA
decorrente da sepse.

Desta forma, FBM combinada com a terapia médica convencional tem o
potencial de prevenir a progressao da LPA, atenuar o quadro inflamatorio, melhorar o
processo de reparo e encurtar o tempo de recuperacdo dos pacientes com LPA
decorrente da sepse. Mesmo considerando os resultados promissores da FBM,
destacamos a importancia de novos estudos para o entendimento dos mecanismos
envolvidos, e principalmente da dosimetria, para que em futuro préximo possamos

aplicar esse conhecimento na prética clinica.



EFEITOS DA FOTOBIOMODULACAO A LASER E LEDS NA LESAO PULMONAR
AGUDA EM MODELO EXPERIMENTAL DE SEPSE

RESUMO

A sepse é uma doenga grave com alto indice de mortalidade e responséavel pelo
desenvolvimento de lesdo pulmonar aguda (LPA). Dentre as abordagens terapéuticas
utilizadas no tratamento inflamatorias pulmonares, a terapia de fotobiomodulagéo
(FBM) a laser e diodo emissores de luz (LED) vém sendo recentemente preconizada
como modalidade segura e eficiente, contudo ainda ha uma caréncia na literatura atual
de estudos a respeito dos melhores parametros a serem utilizados na pratica clinica.
Assim, o0 objetivo do presente estudo foi avaliar e comparar a resposta in vivo da
terapia de FBM no comprimento de onda vermelho emitido por laser de baixa
intensidade e diodo emissor de luz (LED) na lesdo pulmonar aguda (LPA) em um
modelo de sepse em ratos. Vinte e quatro ratos foram alocados aleatoriamente em
trés grupos experimentais (n = 8): Grupo Controle Sepse (CS); sepse tratado com
laser (LASERS); sepse tratado com LED (LED). A regido anterior da traqueia e a
regido ventral do térax (abaixo das costelas), bilateralmente, 1 e 24 horas apds a
inducdo da sepse. Para avaliagdo dos tratamentos realizou-se analises
histopatoldgica descritiva escore de lesdo pulmonar e andlise do nimero de células
inflamatorias. Os resultados histopatol6gicos mostram uma reducdo dos infiltrados
inflamatorios, edemas e menor espessamento do septo alveolar nos grupos tratados
com laser e LED quando comparado ao grupo CS. Além disso, observou-se um menor
escore de lesdo pulmonar e menor nimero de células inflamatérias em ambos o0s
grupos tratados com luz, quando comparados ao CS. Assim, pode-se concluir que a
FBM no comprimento de onda vermelho emitido por laser e pelo LED foram eficientes

em atenuar a LPA decorrente da sepse em modelo experimental.

Palavras-chave: Fotobiomodulagéo; Fototerapia; Lasers; Sepse; Leséo pulmonar;

Reabilitacéo.



INTRODUCAO

A sepse é um problema significativo de saude associado a alta mortalidade e
custos com saude (YUKI, 2015). E caracterizada por uma resposta desregulada do
hospedeiro a infeccdo, levando a resposta inflamatoria sistémica e a sindrome de
disfuncéo de multiplos 6rgaos e sistemas (ROSSAINT et al 2015; SINGER et al 201).

O pulméao é um dos primeiros 6rgdos com falha induzida pela sepse e essa falha
€ o fator de risco mais frequente para a sindrome do desconforto respiratorio agudo
(SDRA) e a forma mais grave de lesao pulmonar aguda (LPA) (RUBENFELD et al
2005). Essas sindromes clinicas séo caracterizadas pelo inicio rapido de insuficiéncia
respiratdria ap6s uma variedade de agressdes diretas e indiretas ao parénquima ou
vasculatura dos pulmdes (WARE, MATTHAY et al, 2000; BERNAND, 2017). Conforme
a progressao pode ser observada ,grandes respostas inflamatérias, estresse oxidativo
pulmonar associado a lesdo difusa do epitélio alveolar e endotélio permitindo a
exsudacao de fluido rico em proteinas do sangue para o espaco alveolar, o que
prejudica as trocas gasosas e causa insuficiéncia respiratéria hipoxémica (WARE,
MATTHAY, 2000). Clinicamente, a LPA se manifesta por infiltrados alveolares
difusos, formacdo de edema pulmonar, diminuicdo da complacéncia pulmonar e
hipoxemia grave (MOKRA, 2015).

Além disso, os tratamentos para reducdo dessas complicacdes baseiam-se
principalmente no uso de antibidticos de amplo espectro, corticosteroides, B2-
agonistas e terapia de reposicao de surfactante (SADOWITZ et al, 2011; VARISCO,
2011). No entanto, a mortalidade de pacientes com LPA permanece inaceitavelmente
alta (20-40%) (VARISCO,2011). Recentemente, abordagens terapéuticas mais
inovadoras tém sido desenvolvidas com o objetivo de atenuar essas alteracdes
patolégicas pulmonares causadas pela sepse. Dentre as inumeras intervencgdes,
destacam-se os efeitos positivos da fotobiomobulacdo (FBM) por diodos emissores
de luz (LEDs) e laser de baixa intensidade (LLLT) nas doencas inflamatérias
pulmonares (MIRANDA et al,2015; LIMA et al 2010).

A FBM é um tratamento eficaz e de baixo custo, capaz de modular reactes
inflamatérias por meio da regulacao de citocinas pro e antiinflamatorias e da secrecao
de quimiocinas em diversos estudos de doencas pulmonares (CURY, 2016;
CARVALHO, 2018). Aimbire et al., (2005), avaliaram o efeito do laser em modelo

experimental de inflamacdo pulmonar induzida por LPS (lipopolissacarideo),



demonstrando que a terapia foi capaz de reduzir a quantidade de células inflamatdrias,
assim como, metabdlitos derivados de COX-2. Em outro estudo, 0 mesmo grupo,
utilizando um modelo de inflamacdo pulmonar induzida por imunocomplexo,
evidenciaram que o laser no comprimento de onda vermelho (650 nm) foi eficiente em
reduzir significativamente a atividade de TNF-a. Além disso, Lima et al. (2009) e Lima
et al., (2010), utilizando um modelo experimental de inflamacdo pulmonar por
instilacdo de LPS em ratos, demostraram que o laser 685 nm, 24 horas apos a
inducdo da inflamacéo, foi capaz de minimizar a inflamacdo pulmonar e leséo
endotelial, evidenciado por uma reducdo na permeabilidade vascular, edema
pulmonar, ativacéo de neutroéfilos no tecido pulmonar e diminuicdo do TNF-a e IL-18.
De maneira similar, Cury et al. (2015), utilizando o mesmo modelo experimental de
inflamacgé&o pulmonar, revelaram que a LLLT (660 nm) foi capaz de diminuir o influxo
de células inflamatorias quanto a transcricdo de diversas citocinas inflamatorias, 6
horas apés a instilagédo de LPS.

Desta forma, embora haja alguns trabalhos mostrando o efeito positivo do laser de
baixa intensidade em altera¢cdées pulmonares, os parametros ideais para minimizar a
lesdo pulmonar na sepse ainda ndo sdo conhecidos. Em particular, ha caréncia de
estudos na literatura investigando o efeito da FBM por LED no tratamento de distarbios
pulmonares. O LED é uma fonte de luz ndo coerente e ndo colimada, sugerida para
reparacdo em Vvarios tecidos pela National Aeronautics and Space Administration
(NASA) (WHELAN et al, 2001). Varios estudos tém demonstrado que o LED apresenta
bons resultados para as doencas que se caracterizam por inflamacdo (AGNOL et al.,
2009; CASALECHI et al., 2004). Apesar dos efeitos positivos do LED, seus
mecanismos de a¢ao sdo mal compreendidos.

Ainda, ndo ha evidéncias mostrando se ha diferenca entre o tratamento com laser
e LED, mostrando qual seria a melhor proposta como recurso terapéutico para o
tratamento de inflamagcdes que acometem o sistema respiratorio. Nesse contexto, foi
levantada a hipétese de que o LED, assim o laser, poderia atenuar as alteractes
patologicas pulmonares causadas pela sepse em ratos, constituindo-se em um
tratamento adequado e eficaz a ser utilizado na pratica clinica. Nesse sentido,
evidéncias morfolégicas perante esse cendrio seriam de grande valia para
compreender com exatidao os beneficios da utilizacdo desta abordagem terapéutica
no tecido pulmonar, particularmente porque as evidéncias sdo escassas nessa area

de conhecimento.



OBJETIVOS

Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar e comparar a resposta in vivo da
terapia de FBM no comprimento de onda vermelho emitido por laser de baixa
intensidade e diodo emissor de luz (LED) na lesdo pulmonar aguda (LPA) em um

modelo de sepse em ratos.

MATERIAIS E METODOS

Animais de experimentacao

Foram utilizados 24 ratos machos Wistar (pesando 300 £ 20 g) provenientes do
Centro de Bioterismo de Desenvolvimento de Modelos Experimentais da Universidade
Federal de S&o Paulo (CEDEME). Durante todo o procedimento experimental
permaneceram em gaiolas apropriadas de polietileno padrdo, em condi¢bes
ambientais controladas sob temperatura de (22 + 2 °C), periodos de claro-escuro de
12 horas, e com livre acesso a agua e racao prépria comum. Todo o manuseio de
animais e os procedimentos cirargicos foram realizados estritamente de acordo com
os Principios Orientados para o Uso de Animais de Laboratério. Vale resultar que esse
estudo Comité Experimental Uso de Animais da (CEUA n° 244360).

Grupos experimentais
Os animais foram distribuidos aleatoriamente nos seguintes grupos experimentais (n
= 8):

- Grupo 1 (CS) Sepse: inducao da sepse sem nenhum tratamento.
-- Grupo 2 (LASER) Sepse + laser: inducdo da sepse e tratados com laser
Grupo 3 (LED) Sepse + LED: inducao da sepse e tratados com LED

Modelo experimental de les&o pulmonar aguda (LPA)
Para a inducdo da LPA, realizou-se de indugéo da sepseatravés da técnica de
ligadura e perfuséo cecal (CLP) (LANGet al.2007). Os animais foram anestesiados,

via intraperitonial, com a associacdo de ketamina (80 mg/kg) e xilazina (20 mg/kg).



ApOs a anestesia, os animais foram submetidos a laparotomia mediana, com extensao
de 2 a 3 cm e, em seguida, foi identificado o ceco. Utilizando-se a manobra digital, foi
realizado o preenchimento do contetdo do ceco, em sentido proximal. A ligadura total
oclusiva do ceco foi feita na regido central da por¢céo do ceco entre a juncgéo ileocecal
e a porcao apical. Para a localizagédo exata da ligadura, foi utilizado um paquimetro.
ApoOs a ligadura, duas puncdes foram feitas na superficie antimesentérica do ceco
ligado com uma agulha de calibre de 22G, permitindo a passagem de algum material
fecal na cavidade abdominal por meio de leve compressdo local (Figura 1).
Previamente a reintrodug&o do ceco na cavidade abdominal, o contetdo exposto foi
umedecido com soro fisioldgico aquecido a 30°C. A incisdo foi suturada e foi feita a
limpeza local. Durante o periodo pés-operatério, os animais foram mantidos em
analgesia de horario (morfina 4/4 horas; 5mg/kg) e em ambiente aquecido a fim de
evitar hipotermia. Cabe salientar que este € um modelo experimental de sepse

leve/moderado.

Figura 1- Esquema representativo do modelo experimental de LPA através de sepse

por ligadura e perfusdo cecal (CLP)

Fonte: KREIMER et al., (2005)

Protocolo da FBM a Laser e LED



Para a irradiagéo a laser foi utilizado uma unidade de laser de baixa intensidade
(Photon laser Il, DMC® equipamentos Ltda, SP, Sédo Carlos, Brasil) com os seguintes
parametros de irradiagdo: 660 nm, InGaAlP, emissdo continua, poténcia de saida de
30 mW, area do feixe de 0.028 cm?, dose de 65 J/cm?, energia de irradiacdo pontual
de 1.8 J, respectivamente e tempo de irradiacdo de 60 segundos.

No tratamento com LED foi utilizado o aparelho portéatil de LED (Ibramed,
Amaparo, SP, Brasil) com os seguintes parametros: comprimento de onda de 630 nm
InGaAlP, emisséo continua, poténcia de saida de 200 mW, area do feixe de 0,5 cm?,
dose de 8 J/cm?, energia de irradiacao pontual de 4 J e tempo de irradiacédo de 20
segundos (ALVES et al., 2020).

A irradiacao foi realizada pela técnica pontual com contato, 1 e 24 horas apos
a cirurgia, em 3 pontos: regiao anterior da traqueia e nas regides ventrais do torax,

bilateralmente (figura 2), logo abaixo das costelas, totalizando 2 sessdes.

Figura 2 — Esquema representativo da aplicacéo do protocolo de PBM.

Fonte: Autor

Processamento das amostras e eutanasia dos animais



Ao término do periodo experimental (2 dias apos a inducdo da sepse), 0s
animais foram submetidos a eutanasia com dose letal de anestésico (trés vezes o
valor de anestésicos previamente estipulados para a anestesia do animal). Para
constatar a morte de cada animal foi realizada a verificagdo do batimento cardiaco e
da frequéncia respiratoria, e constatou-se a auséncia destes em cada animal. Em
seguida, os pulmdes foram retirados em monobloco, sendo a canula tragueal mantida

e conectada a traqueia para realizagdo do processamento histolégico.

Andalises

Anélise Histologica

Apés a coleta, as pecas permaneceram em solucdes de formaldeido a 10% para
a fixacdo durante 24 horas. Posteriormente, as pecas foram lavadas em agua corrente
por 24 horas. Na sequéncia, passaram por desidratacdo em solugcéo crescente de
alcool etilico a 70%, 90% e 100% (1 hora). Apés os banhos de desidratacéo, foi
iniciada a diafanizacdo das pecas em solucao de alcool/xilol (1:1) por 1 hora e, a
seguir, em 2 banhos de xilol puro, também por 1 hora cada banho. Logo depois, as
pecas foram incluidas em parafina e cortadas por meio de um micrétomo rotativo
(Leica SP 1600).

Foram confeccionadas laminas histolégicas com cortes de 3 ym de espessura.
Essas laminas foram coradas com corante Hematoxilina e Eosina (HE, Merck) para
avaliagdo da inflamacg&o pulmonar. As laminas foram analisadas em microscopio de
luz (Axiostar plus, Zeiss, Alemanha) com objetiva de 20X. As avaliagdes foram
realizadas de acordo com estudo de Zhai et al. (2015), por dois pesquisadores
treinados, e a identificacdo de cada lamina foi coberta com uma fita adesiva com o
intuito de ndo haver um conhecimento prévio do avaliador sobre qual grupo estava
sendo avaliado, evitando-se, assim, qualquer possibilidade de inducéo nos resultados

obtidos. Ao término da analise, a fita foi retirada e o resultado anotado no respectivo

grupo.

Andlise da lesao pulmonar



A andlise histolégica de lesdo pulmonar foi realizada a partir do sistema de
graduacéao histopatolégico para tecido pulmonar proposto pela Sociedade Americana
Toracica (MATUTE-BELLO et al.,, 2011). Esse sistema avalia o grau (através de
escore) que corresponde a gravidade da lesdo pulmonar, ou seja, quanto maior a
pontuagcao, maior o dano pulmonar. Para a avaliacdo utiliza-se uma escala de 0 a 2
pontos para cada critério: A) Neutrofilo do espaco alveolar; B) Neutréfilo do espaco
intersticial; C) Presenca de membrana hialina; D) presenca de débris proteicos no
espaco alveolar; E) espessamento do septo alveolar. Ao final, calcula-se o escore de
leséo pulmonar através da seguinte férmula: Escore: [(20xA) + (14xB) + (7xC) + (7xD)
+ (2xE)])/(nimero de campos x 100). Para essas analises, foram utilizadas laminas
coradas com HE e a mesma foi realizada por 2 avaliadores cegos treinados. Os cortes
histol6gicos foram avaliados por toda sua extensdo em um microscopio de luz

(Axiostar plus, Zeiss, Alemanha) com um aumento de 400X.

Analise do numero de células inflamatorias

O numero de células (mononucleares e polimorfonucleares) presentes no
infiltrado inflamatorio no espaco peribronquiolar foi quantificada utilizando-se um
microscopio 6tico comum (Axiostar plus, Zeiss, Alemanha), em aumento de 400X,
utilizando o software Image J. Foram mensurados 3 campos de cada corte, totalizando

30 avaliac®es por grupo.

Analise estatistica dos resultados

Os dados foram analisados estatisticamente por meio de técnicas descritivas,
na forma de médias e desvios-padrédo. O teste de normalidade de Shapiro-Wilk’s foi
utilizado para todas as variaveis. Nos casos em que houve distribuicdo normal da
amostra, as comparacoes entre os grupos foram feitas utilizando ANOVA com post
hoc de Tukey. Nos casos ndo paramétricos, o teste de Kruskall-Wallis com post hoc
deDunn foi adotado. As analises foram realizadas no software GraphPad Prism,
versdo 6.01(GraphPad Software, San Diego CA, EUA). Para as conclusdes das

analises estatisticas foi utilizado o nivel de significancia de 5% (p < 0,05).

RESULTADOS



Andlise histolégica descritiva

Na figura 3, estdo apresentadas imagens representativas dos cortes de tecido
pulmonar. A andlise histopatoldgica revelou que, 2 dias apés a cirurgia, o grupo CS
demonstrou modificacdes morfolégicas severas, caracterizadas por edema na area
intersticial, espessamento do septo alveolar e intenso infiltrado inflamatério celular.
Para o grupo LASER e LED, também foram observadas modificacbes morfolégicas
similares, porém com menor espessamento do septo alveolar e reduzido infiltrado
inflamatorias no pulméo em relacdo ao grupo CS. Nenhuma diferenca foi observada

entre os grupos LASER e LED.

Figura 3 - Fotomicrografias representativas da analise morfolégica das seccodes

transversais da lesdo pulmonar aguda.



Septo alveolar (asteriscos); presenca de processo inflamatorio (seta). Grupo Controle
Sepse (CS); Grupo Sepse tratado com LASER (LASER); Grupo Sepse tratado com
LED (LED). (HE; 20 um).

Pontuacéo de lesdo pulmonar
A figura 4 mostra os dados referente ao escore de lesdo pulmonar. Pode-se
observar um menor valor do escore de leséo pulmonar nos grupos LASER (p =0,039)

e LED (p = 0,041) em comparacdao com o grupo CS. Nenhuma diferenca entre os

grupos LASER e LED foram observados na pontuagéo do escore.

Figura 4- Analise do sistema de pontuacéo de lesdo pulmonar.
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NUmero de células inflamatoérias

A figura 5 refere-se a avaliacdo morfométrica do numero de células
inflamatorias. Foi possivel observar um numero menor células inflamatdrias nos
grupos LASER (p = 0,01) e LED (p = 0,01) quando comparado ao grupo CS. Nao foi

obervado nenhuma diferenca entre os grupos LASER E LED.

Figura 5 - Analise morfométrica do namero de células inflamatdrias.
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DISCUSSAO

A proposta do presente estudo foi determinar a eficacia terapia de FBM no
comprimento de onda vermelho emitida por laser e LED em um modelo de sepse em
ratos. Os principais resultados mostram que tanto o tratamento com laser o com LED
foram eficientes em reduzir o infiltrado inflamatério, edema e menor espessamento
septo alveolar, assim como, diminuir o escore de lesdo pulmonar.

Sabe-se que a sepse é um potente instigador de faléncia de multiplos sistemas
de 6rgaos e afeta mais comumente os pulmées (OPAL, WITTEBOLE, 2020). A LPA
pode ocorrer através de uma resposta inflamatéria acompanhada de depressao da
fungé@o imunologica, bem conhecida na fisiopatologia da sepse (KIM et al., 2016)

Em humanos, a definicdo de LPA é baseada no seguinte conjunto bem definido

de parametros clinicos desenvolvidos pela American European Consensus



Conference: inicio agudo, evidéncia radiologica de infiltrados pulmonares bilaterais
difusos, uma proporcdo da pressado parcial de oxigénio arterial para a fracdo de
oxigénio inspirado (PaO2 / FIO2) menor que 300, e nenhuma evidéncia clinica de
pressédo arterial pulmonar elevada (BERNARD et al., 1994).

No entanto, esses critérios ndo podem ser traduzidos diretamente para animais
experimentais. Embora gasometria arterial, radiografia de térax, ecocardiografia
cardiaca e até cateterismo possam ser realizados em pequenos animais
experimentais, 0 equipamento necessario para essas medidas esta disponivel apenas
em alguns laboratérios. Além disso, tais medi¢cbes podem ser incompativeis com o
projeto de muitos sistemas experimentais. Portanto, ndo € pratico usar os critérios da
American European Consensus Conference em estudos com animais. Uma
abordagem alternativa seria definir LPA em animais com base em critérios
histopatoldgicos semelhantes aos observados em humanos com LPA. Em humanos,
o correlato patolégico da LPA é o dano alveolar difuso, caracterizado por infiltrados
inflamatorios, septos alveolares espessados e deposicdo de membranas hialinas
(MATUTE-BELLO et al., 2011).

O modelo experimental de lesdo pulmonar escolhido no presente estudo,
técnica de ligadura e puncédo cecal (CLP), é atualmente considerada como o padréo
ouro para pesquisas com objetivo de estudar a LPA decorrente da sepse. Comparado
a outros modelos experimentais de inducédo de LPA, a CLP assegura uma melhor
representacdo da sepse humana. E conhecido que extravasamento da flora
microbiana presente no ceco para o peritdnio resulta em inflamacéo local, seguido por
translocacdo das bactérias entéricas na corrente sanguinea, o que ativa 0 processo
inflamatorio sistémico, levando a um quadro séptico (YU et al, 1997; RITTIRSCH et
al, 2009).

Os achados histolégicos do presente estudo mostram que no segundo dia ap6s
a inducao da LPA, observa-se modificacbes morfolégicas severas, caracterizadas por
edema na area intersticial, espessamento do septo alveolar e intenso infiltrado
inflamatorio celular. O trabalho de Yin et al. (2000), utilizando o mesmo modelo do
presente estudo, verificou que 48 horas apés a inducdo da leséo, havia uma lesédo
grave no tecido pulmonar, caracterizada por hemorragia alveolar difusa,
espessamento das paredes alveolares e aumento de células inflamatéria,

corroborando com os achados do presente estudo.



Interessantemente, 0s animais que receberam irradiagéo tanto com laser como
com LED na regido de vias aéreas superior e inferior apresentaram menor
espessamento do septo alveolar e do infiltrado inflamatérias no parénquima pulmonar
guando comparado aos nao irradiados, inferindo assim que os tratamentos exerceram
efeitos positivos na melhora dos sinais de inflamacéo do tecido pulmonar.

Adicionalmente, a analise histolégica de lesdo pulmonar realizada a partir do
sistema de graduacao histopatolégico para tecido pulmonar proposto pela Sociedade
Americana Toracica descrita no estudo de Matute-Bello et al. (2011) demostraram que
h& uma menor pontuagéo no escore de lesdo pulmonar nos grupos tratados com laser
e LED quando comparado aos animais sem tratamento, correlacionando assim com
0os achados histolégicos observados no presente estudo. Ademais, na analise de
contagem do namero de células inflamatorias também foi possivel verificar um nimero
reduzido de célula nos grupos tratados com laser e LED quando comparados com o
grupo controle do presente estudo.

A FBM conhecida como um dos métodos de classificacdo da fototerapia é uma
regulacdo dos sistemas biolégicos por meio de radiacdo Optica, ou seja, luz
monocromatica coerente (laser) e ndo coerente (LED). Essas terapias podem
estimular ou inibir diretamente a fun¢éo bioldgica sem ocasionar danos moleculares e
celulares e, devido a sua natureza néo invasiva, o FBM é mais comumente usado em
pesquisa clinica e basica. Na terapia FBM, lasers e LEDs sdo usados atualmente
como os principais tipos de fontes de luz. Como um novo tipo de fonte de luz que
surgiu com o rapido desenvolvimento da tecnologia de semicondutores, os LEDs se
tornaram mais amplamente usados devido as suas vantagens de facil operacéo,
seguranca e confiabilidade (HAMBLIN 2017; HAMBLIN, NELSON, STRAHAN 2018).

Ainda, a literatura atual mostra que a FBM ¢é capaz de reduz mediadores proé-
inflamatorios, aumentar as defesas imunoldgicas e antioxidantes, atenuando estresse
oxidativo, o que influencia positivamente condi¢bes de afec¢des teciduais (HAMBLIN,
2017; ASSIS et al., 2012; BJORDAL et al., 2010; MACEDO et al., 2020). Atualmente,
0S mecanismos de acao da FBM a laser, principalmente perante a modulacéo do
processo inflamatério sdo mais bem evidenciadas quando comparado ao LED,
dispositivo mais recente de utilizacdo. Embora a literatura mostre que, em parametros
semelhantes, ambas terapias exercem efeitos similares no processo de reparo

tecidual (HAMBLIN, 2017), existe ainda uma lacuna na literatura referente a estudos



gue comparem a eficacia de ambos, com destaque para a area de reabilitacdo do
sistema respiratorio.

Os efeitos benéficos no tratamento na LPA induzida por sepse ja foram
evidenciados com o tratamento da FBM a laser, no comprimento de onda vermelho
em diversos estudos experimentais (AIMBIRE et al., 2008; AIMBIRE et al., 2005; LIMA
et al.,, 2011; CURY, 2016), a exemplo, De Lima et al. (2010) demostrou-se pela
reducdo do edema pulmonar, inflamacdo neutrofilica e reducdo de vias de
sinalizacdes pro-inflamatorias. Ainda, BUBLITZ et al. (2015), usando a FBM a laser
no comprimento de onda infravermelho, também evidenciaram redug¢ao do numero de
célulasinflamatorias do pulméao.

Com relacdo ao LED, poucos estudos investigaram a atuagao dessa luz nado
coerente e ndo colimada na LPA decorrente da sepse. Recentemente, Alves, et al
(2020), utilizando o0 mesmo modelo experimental no presente estudo, verificaram que
o LED vermelho demonstrou efeitos positivos sobre o tecido pulmonar durante a
sepse, visto que o mesmo foi capaz de reduzir alesao pulmonar, diminuir a inflamagao
e o recrutamento de célulasinflamatorias, assim como foi eficiente em aumentar os
niveis de citocinas anti-inflamatdria. Ainda, Siqueira et al. (2017) também observaram
que o LED vermelho diminuiu o infiltrado inflamatério pulmonar, entretanto, em um
modelo experimental de asma.

Assim, baseado nos resultados observados no presente estudo, pode-se
sugerir que o comprimento de onda vermelho gerado por ambos os dispositivos, laser
e LED, foram capaz de induzir uma resposta tecidual adequada capaz de modular os
sinais de processo inflamatério agudo pulmonar existente. A atenuagao do
recrutamento de célulasinflamatérias comprovada no presente estudo, provavelmente
estd associada com a diminuigdo de danos no parénquima pulmonar, e,
conseqguentemente, reducgao de lesdes pulmonares que ocorrem durante a sepse.

Com esse trabalho podemos inferir que tanto o protocolo utilizado como a
irradiacao a laser como o com LED, resultaram em efeitos positivos na redugéo da
LPA.Entretanto, investigacbes adicionais sdo necessarias para elucidar os
mecanismos responsaveis pelos efeitos moduladores da inflamacéo aguda do tecido
pulmonar durante a sepse. Consequentemente, esses dados fornecem importantes
informacdes sobre o potencial da radiacdo eletromagnética ndo ionizante no
comprimento de onda vermelho para ser usada como uma abordagem terapéutica a

fim de reduzir a inflamacao pulmonar aguda, como a sepse. Além disso, 0 presente



trabalho demonstrou a importancia de estudos que investiguem e comparem 0S
efeitos de diferentes dispositivos que emitem essas radiacfes para determinar a
eficiéncia e seguranca dessas técnicas nos paradigmas de tratamento necessarios

para uma FBM ideal no tratamento clinico da sepse.

CONCLUSAO

Pode-se concluir com esse estudo que a FBM no comprimento de onda
vermelho emitido tanto pelo laser como pelo LED foram eficientes em mitigar a LPA
induzida pela sepse em modelo experimental, podendo ser proposta como um suporte
a terapia médica convencional devido ao potencial de atenuar o processo inflamatorio
e prevenir a progresséo da lesdo do parénquima pulmonar. Estudos adicionais devem
ser realizados para investigar os mecanismos de acao celular e molecular dessas
terapias na LPA, o que produzira evidéncias adicionais para sustentar o seu uso como

um tratamento eficiente no cenario clinico.
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