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RESUMO

Atualmente estamos diante de uma pandemia que continuamente ocasiona altos
indices de mortes e consequéncias econdémicas e psicossociais catastroficas e
incontaveis. Desta forma, este periodo exige uma rdpida busca de procedimentos
viaveis que possam nos permitir o uso de ferramentas clinicas seguras e néo invasivas
como métodos profildticos ou mesmo adjuvantes no tratamento do COVID-19,
constituindo assim, um importante desafio a clinica médica. As evidéncias mostram
que a terapia de fotobiomodulagdo (PBMT) mostra-se atenuar o processo inflamatorio
e reduzir distarbios respiratérios semelhantes a lesdo pulmonar aguda (LPA),
complicacBes associadas as infeccbes, como o0 ocasionado pelo novo Coronavirus
(SARS-CoV-2). Dessa forma, o objetivo do presente estudo foi avaliar a influéncia da
PBMT a laser no comprimento infravermelho no tratamento da LPA, uma das
principais complica¢des criticas da infeccdo por COVID-19, em modelo experimental
de ratos. Vinte e quatro ratos Wistar machos foram alocados aleatoriamente em trés
grupos experimentais (n = 8): Controle (CG); LPA (LPA); LPA tratado com laser
(LPAL). Para o tratamento, utilizou-se um equipamento laser (808 nm; 30 mw; 1,8 J)
aplicados em trés pontos (regido anterior da traquéia e nas regifes ventrais do térax,
bilateralmente) no periodo de 1 e 24 horas ap6és a inducao da LPA. Para avaliacdo do
tratamento realizou-se analises histopatologica descritiva, escore de lesdo pulmonar,
analise do numero de células inflamatdérias, expresséo de interleucina 1 8 (IL-1B) e
niveis de interleucina 10 (IL-10). Nos resultados, foi possivel observar que o
tratamento reduziu os infiltrados inflamatérios, houve espessamento do septo alveolar
e 0 escore de lesdo pulmonar quando comparado ao grupo LPA. Além disso, a PBMT
a laser apresentou menor imunoexpressao de IL-1[3, entretanto, ndo alterou os niveis
de IL-10 pulmonar. Assim, pode-se concluir com esse estudo experimental que a
PBMT a laser infravermelho foi eficiente em atenuar a LPA, uma das principais
complicagBes do COVID-19, visto que foi capaz de reduzir o processo inflamatorio,
assim como aumentar a producao de citocinas anti-inflamatoria.

Palavras-chave: Fotobiomodulagéo; fototerapia; laser de baixa intensidade; leséo

pulmonar aguda, covid 19.



ABSTRACT

Today we are facing a pandemic that continually causes high rates of deaths and
catastrophic and countless economic and psychosocial consequences. Thus, this
period requires a rapid search for viable procedures that can allow us to use safe and
noninvasive clinical tools as prophylactic or even adjuvant methods in the treatment of
COVID-19, thus constituting an important challenge to the medical clinic. Evidence
shows that photobiomodulation therapy (PBMT) is shown to attenuate the
inflammatory process and reduce respiratory disorders similar to acute lung injury
(ALI), complications associated with infections, such as that caused by the new
Coronavirus (SARS-CoV-2). Thus, the aim of this study was to evaluate the influence
of laser PBMT on infrared length in the treatment of ALI, one of the main critical
complications of COVID-19 infection, in an experimental model of rats. Twenty-four
male Wistar rats were randomly allocated into three experimental groups (n = 8):
Control (CG); LPA (LPA); LASER-treated LPA (LPAL). For the treatment, a laser
equipment (808 nm; 30 mw; 1.8 J) was applied at three points (anterior region of the
trachea and in the venereal regions of the thorax bilaterally) in the period of 1 and 24
hours after Ipa induction. Descriptive histopathological analysis, lung injury score,
analysis of the number of inflammatory cells, interleukin 1 B (IL-1B) and interleukin 10
levels (IL-10) were performed for treatment evaluation. In the results, it was possible
to observe that the treatment reduced inflammatory infiltrates, there was thickening of
the alveolar septum and the pulmonary injury score when compared to the LPA group.
In addition, laser PBMT showed lower immunoexpression of IL-1(3, however, it did not
alter the levels of pulmonary IL-10. Thus, it can be concluded with this experimental
study that infrared laser PBMT was efficient in attenuating ALI, one of the main
complications of COVID-19, since it was able to reduce the inflammatory process, as
well as increase the production of anti-inflammatory cytokines.

Keywords: Photobiomodulation; phototherapy; low intensity laser; acute lung injury,
covid 19.
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1 INTRODUCAO

A literatura mostra que em 1918, o mundo foi tomado de panico e apreensao
com a "gripe espanhola" ocasionada pelo virus influenza H1N1. Esta pandemia
originou-se em um momento em que ndo havia antibiéticos e a medicina era,
essencialmente, um campo em desenvolvimento (JESTER et al., 2018). O alto poder
de propagacao do virus associado a superlotacdo em recintos mal iluminados e mal
ventilados aumentaram os riscos associados a infeccédo (SPINNEY, 2018).

Na pandemia atual causada pelo novo Coronavirus (SARS-CoV-2), a maioria
das pessoas infectadas foram a 6bito devido complicacdes relacionadas a doenca
como: leséo pulmonar aguda (LPA) e sindrome do disturbio respiratério agudo (SDRA)
(STEFFENS, 2020; SANTIAGO et al., 2020).

Essas informacdes inspiraram interesse renovado na compreensao da doenca
LPA/ SDRA apos a infeccdo, porque os casos fatais de COVID-19 sdo comumente
associados a insuficiéncia respiratoria devido a presenca dessa doenca (LIU et al.,
2020).

Como um termo clinico, a LPA foi previamente definida junto com SDRA pela
classificagcdo de consenso norte-americano-europeu de 1994. Ambos preencheram
critérios clinicos e radiograficos e foram diferenciados pela relacdo da pressao arterial
de oxigénio pela fracdo de oxigénio inspirado (PaO2/FiO2), inferior < 300 mm Hg na
LPA e £ 20 mm Hg na SDRA (HUGHES; BEASLEY, 2017). Um novo consenso em
2012, publicou a "Definicdo de Berlim™" atualizou e categorizou o termo clinico SDRA
como leve, moderada e grave com base em uma relacdo PaOz2/ FiO:z inferior a 300,
200 e 100 mm Hg, respectivamente, e assim termo clinico LPA foi substituido por
SDRA leve (BERNARD et al., 1994; FERGUSON et al., 2012; HUGHES; BEASLEY,
2017).

De maneira geral, caracteriza-se pelo inicio rapido de insuficiéncia respiratéria
apos lesbes pulmonares diretas ou indiretas (ASHBAUGH et al., 1967; HUGHES;
BEASLEY, 2017; MOWERY et al., 2020). No inicio, a fase aguda da LPA/SRDA,
identifica-se o dano alveolar difuso (DAD) e formacdo de membranas hialinas ricas
em proteinas. Nesse processo ha um influxo de células inflamatdrias, com destaque
aos neutrofilos, caracteristica importante da LPA, visto que essas células sdo os
principais perpetradores da inflamagéo. A ativagdo excessiva e/ou prolongada de

neutrofilos contribui para a destruicio da membrana basal e aumento da
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permeabilidade da barreira alveolar-capilar, resultando em edema intersticial e
alveolar (WARE; MATTHAY, 2000; MOWERY et al., 2020; JOHNSON et al., 2010).
Ainda, os neutrofilos também liberam varios mediadores pro-inflamatérios como as
citocinas, interleucina (IL) IL- 1, IL- 6, IL-8 e fator de necrose tumoral do tipo a (TNF-
a), que atuam estimulando a inflamacgéo e eventual fibrose, além de promoverem a
quimiotaxia e a ativacdo de mais células inflamatorias, liberacdo de oxidantes,
proteases, leucotrienos e outras moléculas pro-inflamatorias que contribuem para a
leséo do epitélio (LANG et al., 2002). O processo inflamatério instalado leva a morte
das células epiteliais alveolares dos tipos | e Il e a inativacdo de surfactantes,
diminuindo a complacéncia pulmonar (WARE; MATTHAY, 2000). Assim, esses
biomarcadores encontrados no epitélio e endotélio e que estdo envolvidos nas
cascatas inflamatérias e de coagulacédo predizem morbidade e mortalidade na LPA.
As evidéncias clinicas atuais sugerem que alguns pacientes com COVID-19 podem
apresentar uma sindrome de tempestade de citocinas que ocasionam lesdo do
parénquima pulmonar.

A restauracao da funcao pulmonar normal é baseada na reducédo do edema,
depuracéo de células inflamatérias e reparo da barreira alveolar, entre outros. Nesse
contexto, o tratamento da LPA € um problema clinico, visto que as terapias disponiveis
muitas vezes ainda séo ineficazes. Abordagens adicionais foram integradas a terapia,
como ventilagbes mecanicas com baixo volume, posicdo prona e oxigenacao por
membrana extracorpérea, além de diversas estratégias farmacolégicas. No entanto,
esses tratamentos exigem custos elevados e ndo séo suficientemente eficazes (FAN
et al., 2018).

Com a alta prevaléncia e a taxa de mortalidade ainda inaceitavelmente elevada,
a LPA/SDRA ainda se qualificam como crise médica. Dessa forma, terapias mais
inovadoras precisam ser desenvolvidas com objetivo de atenuar 0 processo
inflamatorio e aumentar os mecanismos de reparo do pulmao.

A terapia de fotobiomobulacdo (PBMT) a laser de baixa intensidade e diodos
emissores de luz (LEDs), € baseada nos efeitos da luz nos tecidos danificados e tem
sido apontada como ferramenta promissora para o tratamento de doencas
inflamatorias pulmonares (MIRANDA et al., 2015; SILVA MACEDO et al., 2016; IUS
et al., 2002; AIMBIRI et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2014; SILVA et al., 2014; da-
PALMA CRUZ et al.,, 2018). Tém sido mostrado que a PBMT, em condi¢cdes de

7

afeccdes pulmonares, € capaz de reduzir um complexo proteico que controla a
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transcricdo do DNA (NF-kB), o influxo celular de neutrdfilos, bem como a sintese de
citocinas pro-inflamatoria (IL-1B, IL-6, TNF-a), aumentar as defesas imunoldgicas e
antioxidantes, atenuando estresse oxidativo (DE VASCONCELOS et al.,, 2020;
AIMBIRE et al., 2008; DE LIMA et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2014).

Desta forma, embora haja alguns trabalhos mostrando o efeito positivo do laser
de baixa intensidade em alterac6es pulmonares, algumas questfes referentes a leséo
pulmonar na sepse ainda ndo séo conhecidos. Em particular, h& caréncia de estudos
na literatura investigando o efeito da PBMT a laser no comprimento de onda
infravermelho no tratamento de disturbios pulmonares. Nesse contexto, foi levantada
a hipotese de que a PBMT a laser infravermelho, poderia modular a resolucdo do
processo inflamatério e favorecer o reestabelecimento da homeostasia pulmonar,
constituindo-se em um tratamento adequado e eficaz a ser utilizado na pratica clinica.
Nesse sentido, evidéncias celulares perante esse cenario 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. Usando um modelo experimental de LPA através de um modelo de
ligadura e perfusdo cecal (CLP) realizamos um estudo focando na andlise

histopatoldgica e secre¢éo de citocinas inflamatorias.

2 OBJETIVOS

O objetivo do presente estudo foi avaliar a influéncia da PBMT a laser no
comprimento de onda infravermelho no tratamento da LPA, uma das principais

complicac@es criticas da infeccdo por COVID-19, em modelo experimental de ratos.

3 REVISAO DA LITERATURA

Uma das pandemias mais devastadoras ja registradas na histéria da
humanidade que matou milhées de pessoas em todo mundo foi causada pelo virus
influenza H1N1 em 1918, conhecida popularmente como “gripe espanhola”
(JOHNSON; MUELLER, 2002). As estimativas sugerem que a gripe espanhola tenha
levado a uma mortalidade de aproximadamente 50 a 100 milhdes de pessoas em todo
mundo (JESTER et al., 2018). Nos anos de 1957 e 1968 mais de 3 milhdes de vidas
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foram perdidas com a pandemia da influenza asiatica H2N2 e H3N2 “influenza de
Hong Kong”, respectivamente (CENTERS FOR DISEASE CONTROL, 2004). Mais
recentemente, a pandemia do Coronavirus da Sindrome Respiratéria Aguda Grave
(SARSCoV) em 2002 e do Coronavirus da Sindrome Respiratoria do Oriente Médio
(MERS-CoV) em 2012, resultou em aproximadamente 300.000 mortes (HOPKINS,
2020).

Atualmente, com mais de 9 milhdes de casos confirmados e mais de 484.000
mortes em todo 0 mundo em apenas seis meses, o novo Coronavirus (SARS-CoV-2)
COVID-19 vém causando, além do alto indice de mortalidade a cada minuto,
incontaveis consequéncias econdémicas e psicossociais catastréficas mundiais (OMS,
2020).

Desta forma, a busca frenética por ferramentas clinicas disponiveis para conter
a pandemia e dar esperanca a bilhdes de infectados vém mobilizando o mundo.
Enquanto isso, o distanciamento social, 0 uso de mascaras faciais e a busca de novos
medicamentos e vacinas, estdo sendo praticados para mitigar a pandemia
(STEFFENS, 2020).

Relatos iniciais apontam claramente que o disturbio respiratorio agudo foi a
principal causa de morte pelo coronavirus na China, sendo a lesdo pulmonar aguda
(LPA) e a sindrome do desconforto respiratorio agudo (SDRA) uma das complicacdes
critica da infeccdo por COVID-19 (GUO et al., 2020). Dessa forma, a pandemia de
SARS-CoV-2 inspirou interesse renovado na compreensao dos conceitos e
fisiopatologia da insuficiéncia respiratoria causada pela LPA/SDRA (LIU et al., 2020).

3.1 SINDROME DO DESCONFORTO RESPIRATORIO AGUDA (SDRA) E LESAO
PULMONAR AGUDA (LPA)

Em 1967, Ashbaugh e colaboradores foram os primeiros a usar a expressao
sindrome do desconforto respiratorio aguda (SDRA) caracterizada por “dispneia
grave, taquipneia, cianose refrataria a oxigenoterapia, perda de complacéncia
pulmonar e infiltragdo alveolar difusa observada na radiografia de térax”. Essa
sindrome clinica foi baseada em um coorte de 12 pacientes (dos quais 7 morreram)
gue necessitaram de ventilacdo mecanica com pressao positiva. O inicio da sindrome
foi aguda e a maioria dos pacientes ndo apresentava histéria de doenca pulmonar. Os

exames histoldgicos desses pacientes revelaram membranas de hialina nos alvéolos
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com atelectasia microscopica e hemorragia intra-alveolar semelhante a sindrome do
desconforto respiratério infantil (BELLANI et al., 2016).

Quatro anos apos, Petty (1971) e Ashbaugh (1967) descreveram a chamada
"sindrome do desconforto respiratorio do adulto”, apos observacdo de 40 casos de
pacientes com lesdo pulmonar causada pelo mecanismo direto (trauma toracico,
aspiracdo) ou indireto (pancreatite, sepse) e, em alguns casos, foi atribuida a
ventilagdo mecanica. Apesar das inimeras etiologias, a resposta fisiopatoldgica do
pulméo foi uniforme, de inicio agido e a resolugdo abrangia uma ampla gama de
resultados, sendo que em alguns pacientes, a recuperacao foi rapida e completa e em
outros resultaram em uma incapacidade permanente secundaria a fibrose intersticial.

Em 1994, apl6s décadas de diferentes definicbes, o American-European
Consensus Conference Committee recomendou a adocdo de uma definicdo de
consenso para LPA e / ou SDRA. Essa definicdo requer trés critérios: inicio agudo de
infiltrados pulmonares bilaterais difusos por radiografia de térax; pela relacdo da
pressédo de oxigénio pela fracdo de oxigénio inspirado PaO2/FiO2 <300 para LPA e
<200 para SDRA; e uma pressao de oclusao da artéria pulmonar (PAWP) <18 ou
nenhuma evidéncia clinica de hipertensédo atrial esquerda (BERNARD et al., 1994).
As vantagens principais desta definicdo foram a simplicidade da aplica¢éo clinica e a
capacidade de quantificar a gravidade da lesdo pulmonar, entretanto apresentava
desvantagens devido a grande variabilidade na PAWP baseado no quadro clinico de
cada paciente.

Na tentativa de tornar a definicdo puramente objetiva, a “Definicdo de Berlim”
foi sugerida em 2012. Essa definicdo substituiu a LPA por SDRA leve, moderada e
grave conforme definido pela relagdo PaO2 / FiO2 (leve < 300 mm Hg, moderada <
200 mm Hg e grave < 100 mm Hg) (BERNARD et al., 1994; FERGUSON et al., 2012).

Assim, essa definicdo chega ao ponto de que SDRA e LPA sdo a mesma
doenca em escala progressiva. A criagdo de uma definigho comum permitiu aos
pesquisadores trabalhar a partir de um ponto de partida comum que deu inicio a uma
era de pesquisa clinica significativa, levando a melhores resultados para os pacientes
(HUGHES; BEASLEY, 2016; MOWERY et al., 2020).

A incidéncia de LPA / SDRA tem sido dificil de avaliar devido as definicbes ndo
uniformes, variacdes etiologicas, variacdo geografica, documentacao inadequada e
sub-reconhecimento da entidade da doenca (JOHNSON et al., 2010).
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A descricdo original da LPA associava a disfuncdo pulmonar a etiologias
predisponentes, como trauma, pneumonia e pancreatite, entretanto, estudos
epidemioldgicos descrevem as doencas antecedentes mais comuns como sepse,
pneumonia, aspiracao, trauma, pancreatite, transfusdes de sangue de grande volume
e inalacdo de fumaca ou gas toxico. Sepse grave e multiplas transfusées de sangue
tém sido associadas a maior incidéncia de LPA (SHEU et al., 2010; MOWERY et al.,
2020).

As causas podem ser essencialmente colocadas em 2 grandes grupos. Eles
podem ser agrupados em causas pulmonares diretas (infec¢cdes virais el/ou
bacterianas, contusao pulmonar ou leséo por inalacdo) ou causas indiretas (trauma,
queimaduras, sepse e multiplas transfusdes de sangue). Embora 0s grupos possam
ter diferentes incidéncias de desenvolvimento de LPA, ndo ha uma associacgao clara
com a taxa de mortalidade. Sabe-se que a sepse esta associada a maior taxa de
mortalidade, enquanto os diagnosticos ndo infecciosos, como traumas graves,
apresentam um risco significativamente menor de morte (JOHNSON et al., 2010;
MOWERY et al., 2020).

Liu et al., 2020 descreve em um recente trabalho que alteracdes patoldgicas
conhecidas como dano alveolar difuso nas células endoteliais e epiteliais € uma
caracteristica critica da lesdo pulmonar aguda na LPA/SDRA decorrente do novo
coronavirus. No entanto, a patogénese da LPA/SDRA ap0és a infeccao por SARS-CoV-
2) permanece amplamente desconhecida.

A literatura mostra que a partir de estudos histologicos de LPA/SDRA,
observou-se um DAD e essa alteracdo patolégica prossegue consistentemente por
meio de fases discretas, mas sobrepostas: uma fase exsudativa precoce (aguda), uma
fase proliferativa subaguda (em organizacdo) e uma fase fibrética tardia (WARE;
MATTHAY, 2000).

Resumidamente, a fase aguda (1 - 6 dias) € caracterizada por um influxo de
neutroéfilos, macrofagos e glébulos vermelhos nos alvéolos, desenvolvimento inicial de
uma membrana hialina distinta revestindo os espacos alveolares, edema alveolar e
intersticial, além de hemorragia alveolar aguda que também pode estar presente. Na
fase proliferativa e subaguda (7 - 14 dias), as células endoteliais e os pneumacitos
sofrem necrose, as membranas hialinas amadurecem conforme o DAD continua e 0
tecido de granulacdo se desenvolve nos espacos alveolares. Ademais, 0s

pneumacitos do tipo Il demonstram acentuada reatividade e tornam-se hiperplasicos
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(na tentativa de estabelecer os alvéolos). Na fase fibrotica tardia (apés 14 dias), pode
surgir metaplasia escamosa, (podendo mimetizar carcinoma) e o tecido de granulacao
pode levar a fibrose (conforme o coldgeno é depositado por fibroblastos). Na fase de
resolucéo tardia ou fibrotica, ha fibrose de colageno densa e hialinizagcdo das paredes
alveolares (WARE; MATTHAY, 2000; MOWERY et al., 2020; JOHNSON et al., 2010).

E importante destacar que os estagios ocorrem sobrepostos, em vez de em
uma forma cronoldgica estrita, visto que em amostras de bidpsia de pacientes com
LPA observam-se varias fases simultaneamente. Para pacientes que sobrevivem a
SDRA, muitos casos se resolvem com dano pulmonar minimo; no entanto, 0s
pacientes podem desenvolver varios graus de danos permanentes que mimetizam as
alteracdes encontradas na doenca pulmonar em estagio terminal (JOHNSON et al.,
2010; MOWERY et al., 2020).

Com relacdo a patogénese da LPA, sabe-se que ela é um disturbio de
inflamacé&o aguda que causa a ruptura das barreiras endoteliais e epiteliais do pulmao.
A membrana alveolar-capilar € composta pelo endotélio microvascular, intersticio e
epitélio alveolar. As caracteristicas celulares da LPA incluem perda da integridade da
membrana alveolar-capilar, migracdo excessiva de neutréfilos para o epitélio e
liberacdo de mediadores citotoxicos pro-inflamatorios. A perda precoce da integridade
vascular pulmonar permite o influxo do fluido rico em proteinas no espaco intersticial
e, em seguida, nos alvéolos. (SHEU et al., 2010; MOWERY et al., 2020).

Normalmente, as células epiteliais alveolares do tipo | e do tipo Il formam
juncdes herméticas entre si, regulando seletivamente o fluxo de fluido através da
barreira epitelial. Secundariamente a essa migracdo em massa de células
inflamatorias (com destaque aos neutrdfilos), o epitélio lesado resulta em aumento da
permeabilidade durante a fase aguda da lesdo pulmonar e permite a deposi¢céo de
fluido de edema rico em proteinas no espaco alveolar. A lesdo das células epiteliais
favorece a formacdo do edema e de evacuagdo desse edema, além da perda da
produgdo de surfactante, diminuindo a complacéncia pulmonar geral (WARE;
MATTHAY, 2000).

Ainda, as citocinas pro-inflamatérias como o fator de necrose tumoral do tipo a
(TNF- a), interleucina (IL) como as IL-1B, IL-6, IL-8 e IL-18, liberados por células
inflamatorias, sdo as mais estudadas e correlacionam-se com a morbidade e
mortalidade da LPA/SDRA (LANG et al., 2002).
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Com a alta prevaléncia e a taxa de mortalidade ainda inaceitavelmente alta, a
LPA/SDRA ainda se qualifica como crise médica. Para pacientes que sobrevivem a
fase aguda de LPA, é evidente que a qualidade de vida a longo prazo é afetada
adversamente (WARE; MATTHAY, 2000).

O tratamento da lesdo pulmonar aguda € baseado em estratégias ventilatorias
(ventilacbes mecanicas com baixo volume; oxigenagao por membrana extracorpérea)
e ndo ventilatorias (posi¢do prona). Até 0 momento, 0s avang¢os mais significativos no
tratamento de suporte de pacientes com leséo pulmonar tém sido associados a um
melhor manejo do ventilador e uma variedade de melhorias em cuidados intensivos.
Ensaios clinicos mostraram que um grande numero de estratégias farmacoldgicas (o
uso de surfactante exégeno, 6xido nitrico inalado, prostaglandina E1 intravenosa,
glicocorticéides, cetoconazol, lisofilina, N-acetilcisteina e proteina C ativada) nao
foram eficazes na reducédo da mortalidade (FAN et al., 2018). Dessa forma, terapias
mais inovadoras precisam ser desenvolvidas com objetivo de reduzir a mortalidade/
morbidade causada pela LPA, assim como melhorar os resultados clinicos e a
recuperacéo dos pacientes.

Mais especificamente ao COVID-19, diversas drogas antivirais comumente
usadas como os inibidores da neuraminidase (oseltamivir, peramivir, zanamivir e
outros), aciclovir, o corticosterdide - metilprednisolona e ribavirina vém sendo
testadas, entretanto os dados sobre as eficacias das mesmas ainda sédo inconclusivas
a curto prazo (GUO et al., 2020). Desta forma, acredita-se que os danos causados
pelo virus podem ser mitigados com uma terapia adjuvante que atinja todos os 6rgaos,

logicamente com um interesse especial no sistema respiratorio (ENWEMEKA, 2020).

3.2 TERAPIA POR FOTOBIOMODULACAO

Relatos cientificos nos mostram que o tratamento através da luz, terapia por
fotobiomodulacéo, tém sido preconizado como uma ferramenta eficaz usada para
minimizar os impactos da LPA/SDRA nas pandemia de 1918 e de outras epidemias
(HOBDAY; CASON, 2009), entretanto esta terapéutica foi, por muitas vezes
negligenciada (ENWEMEKA et al., 2020).

E possivel observar evidéncias que demonstram claramente o potencial da luz

solar (helioterapia) na reducdo da mortalidade e morbidade relacionadas a gripe

H1N1. Hobday e Cason, (2009), evidenciaram que pacientes diagnosticados com
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infeccbes graves quando expostos a terapia solar, ao ar livre, se recuperavam mais
rapido do que aqueles tratados em ambientes fechados. Além disso, os autores
relataram que a luz solar preveniu a contaminacdo entre 0os pacientes e entre 0s
profissionais da area da saude (ENWEMEKA et al., 2020).

Desde entéo, a helioterapia, ou seja, tratamento atraves da luz solar comecgou
a se tornar uma pratica clinica comum e popular, fato evidenciado pelos efeitos
positivos para o tratamento ndo apenas de alguns distdrbios respiratorios, como
exemplo da tuberculose, mas também para o tratamento de lesdes tegumentares
como feridas cutaneas, acne vulgar, psoriase e a ictericia, além de doencas que
acometem o sistema nervoso central, como a depressdo (SNELLMAN et al., 1993;
BENEDETTI et al., 2001; ROELANDTS, 2002; HOBDAY; DANCER, 2013).

Com o passar dos anos, esta terapéutica foi sendo adaptada e substituida por
lampadas que geravam luz a partir do quartzo, vapor de mercurio e outras fontes e,
na década de 60, o desenvolvimento de uma variedade de tecnologias emissoras de
luz por lasers e o subsequente surgimento dos diodos emissores de luz (LEDS)
revolucionaram a fototerapia dando origem a laserterapia ou terapia laser de baixa
intensidade, atualmente conhecida como terapia por fotobiomodulacdo, do inglés,
photobiomodulationtherapy (PBMT) (ENWEMEKA, 2020).

A PBMT emprega a utilizacdo de recursos a lasers e LEDs na faixa do vermelho
ou infravermelho proxima do espectro de radiacdo eletromagnética, atérmico, nao
ionizante, e n&o invasiva, provou ser um tratamento eficaz e com poucos efeitos
colaterais em comparacao com outras terapias prescritas para doencas inflamatérias
e traumaticas (KARU et al., 2013).

Essa terapia geralmente usa dispositivos na faixa de poténcia de 1 e 500 mW,
a fim de promover a regeneracgao do tecido e a reducédo da inflamacao e da dor. A luz
é tipicamente de largura espectral estreita e contempla o espectro do vermelho ao
infravermelho préximo (600 — 1000 nm), com uma densidade de poténcia entre 1 e
5000 mW / cm? (HUANG et al., 2011; CHUNG et al., 2012).

A PBMT parece aumentar o fluxo de elétrons através da cadeia respiratéria na
mitocondria, como resultado da interacdo de fétons com o citocromo C oxidase,
levando ao aumento da producao de Adenosina trifosfato (ATP) e de espécies reativas
de oxigénio (ROS). Como consequéncia desse desequilibrio de sinalizacao redox,
diversos fatores de transcricdo podem ser ativados, levando a uma resposta génica

massiva e direcionada a resolucao da inflamacéo e promocéo do reparo tecidual. Além
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disso, a PBMT também pode afetar a sinalizac&o intracelular por meio da homeostase
do calcio, do 6xido nitrico (NO), ou das cascatas de fosforilacdo de outras proteinas
celulares (KARU et al., 2013; HAMBLIN; NELSON; STRAHAN, 2018).

Esses efeitos na sinalizacao intracelular podem levar a varios efeitos bioldgicos,
demonstrados tanto em ensaios clinicos quanto em modelos experimentais
(OSTRONOSOVA, 2006; AIMBIRE et al., 2008; KASHANSKAIA et al., 2009; DE LIMA
et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2014).

Do ponto de vista clinico, a PBMT € utilizada para atingir trés objetivos
principais: promover o reparo, aliviar a inflamacao associada a distarbios traumaticos
ou inflamatérios e como analgésico, particularmente para o tratamento de dor
relacionada a doencas inflamatérias ou neurolégicas (HAMBLIN; NELSON;
STRAHAN, 2018). Essas aplicacdes clinicas tém um forte suporte de modelos
experimentais. Em nosso grupo, demonstramos que a PBMT €& capaz de reduzir a
resposta inflamatéria apos lesdo muscular esquelética (ASSIS et al., 2013), articular
(ASSIS et al., 2018) e melhorar a angiogénese em retalhos cutaneos (MARTIGNAGO
et al., 2019), levando a resultados favoraveis na regeneracao tecidual.

Atualmente, a PBMT tem sido proposta para o tratamento de distarbios
respiratorios (IUS et al., 2002; AIMBIRI et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2014; SILVA et
al., 2014; MIRANDA et al., 2015; SILVA MACEDO et al., 2016; da-PALMA_CRUZ et
al., 2018; DE VASCONCELOS et al., 2020). Dentre as doencas inflamatérias em que
a PBMT apresenta efeito benéfico, a bronquite cronica (IUS et al., 2002), pneumonias
(AMIRQV, 2002) e a asma (OSTRONOSOVA, 2006; KASHANSKAIA et al., 2009)
aguda vém ganhando destague em alguns estudos clinicos devido ao fato de a PBMT
ter sido associada ao alivio dos sinais clinicos dos sintomas tardios e precoces das
doencas.

Dados experimentais emergentes mostram que a PBMT é capaz de reduzir o
edema de vias aéreas, inflamacé&o pulmonar, distlrbios respiratorios agudos, fibrose
pulmonar e outras complicacdes respiratorias (de LIMA et al., 2011; BROCHETTI et
al., 2017; de BRITO et al., 2020).

O estudo desenvolvido por Lima et al. (2010), mostrou que a PBMT a laser no
comprimento de onda vermelho (650 nm), aplicada em um modelo de indugédo de
inflamagéo pulmonar em ratos, reduziu o influxo de neutrofilos, quantidade de
citocinas pro-inflamatoérias TNF-a e IL-1 no pulmao e no lavado broncoalveolar, assim

como inibiu o edema pulmonar.
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Brochetti et al. (2017), identificou através de achados histopatolégicos que o0s
animais que foram tratados com luz no espectro vermelho (660 nm) apresentaram um
menor numero de células inflamatoérias nos alvéolos e reduziram a producdo de
coladgeno, otimizando a elasticidade pulmonar estatica e dindmica. Utilizando o mesmo
modelo experimental Brito et al. (2020), recentemente mostrou que a luz no espectro
infravermelho (780 nm) também foi capaz de reduzir citocinas pré-inflamatorias e
aumentar a secrecdo de IL-10, citocina pro-inflamatéria, de fibroblastos e
pneumdacitos. Outro aspecto interessante deste trabalho é que os autores verificaram
que a PBMT foi capaz de reduzir significativamente a expressdo do fator de
crescimento transformador do tipo B (TGF-B), grande responsavel por deposi¢ao de
colageno no parénquima pulmonar, ocasionando a fibrose do 6rgdo. Ademais,
recentes resultados clinicos indicam que pacientes com doenca pulmonar obstrutiva
cronica e outros com asma brénquica e alergia melhoraram significativamente apés o
tratamento com PBMT (AKCEHOBA; bBYPOYJIM, 2016; YUSUPALIEVA;
SAVTCHENKO, 2017). Outros grupos confirmaram esses resultados em um modelo
experimental semelhante conforme descritos na tabela 1.

Em suma, os relatos supracitados sugerem que a PBMT tém o potencial de
reduzir algumas das complicacdes criticas das infec¢des por coronavirus relatadas,
isto é, inflamacé&o pulmonar e fibrose pulmonar.

No entanto, mesmo apés décadas de pesquisas continuas, algumas questdes
ainda permanecem em relacdo ao efeito da PBMT nos pulmdes inflamados. Portanto,
neste trabalho, abordamos algumas dessas questdes néo resolvidas. O comprimento
de onda utilizado difere de outros grupos. Aplicamos PBMT no comprimento de onda
infravermelho apenas duas vezes, imediatamente ap6s a inducdo e 24 horas apos
LPA, mimetizando um tratamento precoce. Acredita-se que o comprimento de onda
utilizado possa ter uma maior penetracao e assim, conseguindo irradiar uma maior
area do tecido pulmonar. Em segundo lugar, avaliamos a morfologia do tecido e

citocinas inflamatorias, uma caracteristica proeminente neste modelo experimental.
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Tabela 1 — Sintese de dados obtidos em publicacdes referente ao uso da PBMT em disturbios pulmonares

Autor/Ano

Tipo de estudo

Doenca/Modelo

Comprimento de
onda (nm)

Resultados encontrados

Amirov et al. 2002

Experimento in vivo

Pneumonia

Laser vermelho (nm
néo informado)

Reduziu a permeabilidade da membrana celular,
aumentou as concentragdes de ferro e cromo no soro
sanguineo, melhorou a microcirculagéo.

Aimbire et al. 2005

Modelo experimental
em camundongos

Lavado broncoalveolar

Luz vermelha 685 nm

Aumentou o efeito anti-inflamatério na hiper-
reatividade, no lavado broncoalveolar e no influxo de
neutrofilos (avaliado pela atividade de MPO) associado
com a inibicdo de metabolitos derivados da COX-2.

Diminuiu significativa a atividade de TNF-a no grupo
gue recebeu o tratamento laser ou clorpromazina

Aimbire et al. 2006 Experimento em Inflamacéo Pulmonar Luz vermelha 650 nm | comparado com o grupo néo tratado.
camundongos
Exoerimento em Lesdes  hemorragicas
Aimbire et al. 2007 car?wundon s induzidas por complexo | Luz vermelha 650 nm | Reduziu o indice hemorragico e atividade de MPO
g imune em pulméao
Atenuou os niveis de mRNA de Bcl- XL e Al em
N i neutrofilos pulmonares.
Aimbire et al. 2008 Experimento em Inflamacéo Pulmonar Luz vermelha 660 nm P
camundongos
Experimento em N Reduziu a permeabilidade vascular, nuamero de
Mafra et al. 2009 camundongos Inflamacéo Pulmonar Luz vermelha 685 nm neutrsfilos do tecido pulmonar e diminuiu TNF-o no
tecido
Mafra et al. 2009 Experimento em Inflamag&o Pulmonar Luz vermelha 650 nm | Diminuiu o edema pulmonar, o influxo e a ativag&o de
camundongos

neutrofilos, TNF-a e IL-18 no pulmdo e no
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lavabobrocoaveolar (LBA), assim como o tratamento
com dexametasona.

Inibiu 0 edema pulmonar e o dano ao citoesqueleto

De Lima et al.2010 Expenrgento em knfla;nagao Pulmonar Luz vermelha 660 nm | endotelial, bem como o influxo e ativagéo de neutrofilos,
camundongos guda reduziu o TNF-a e IL-1B, no pulm&o e no BALF, impediu

a regulacéo positiva de ICAM-1 do pulméo.
: . L Inflamagdo  Pulmonar Inibiu 0 edema pulmonar e os danos
Lima et al.2010 Experimento in vivo Aguda Luz vermelha 650 nm no citoesqueleto endotelial, reduziu o TNF-a e IL-1B, no

pulméo e LBA

Mafra et al. 2009

Experimento em
camundongos

Inflamacdo Pulmonar

Luz vermelha 660 nm

Diminuiu o numero de neutrdfilos e os niveis de TNF-a
no lavado broncoalveolar dos grupos estimulados com
LPS

Mafra et al. 2009

Experimento em
camundongos

Inflamacéo Pulmonar

Luz vermelha 660 nm

Diminuiu a atividade de mieloperoxidase, do influxo de
neutrofilos, da quantidade de proteina e da expresséo
de mRNA de TNF-a, enquanto houve aumento da
expressao de mRNA de IL-10.

De Lima et al.2011

Experimento em
camundongos

Inflamacéo Pulmonar

Aguda

Luz vermelha 660 nm

Atenuou o influxo de neutréfilos e o TNF no BALF,
aumentou o cCAMP e reduziu o mRNA do TNF-a.

De Lima et al.2011

Camundongos

Inflamacéo Pulmonar

Aguda

Luz vermelha 660 nm

Reduziu o edema (80,1 + 41,8 ug g ~! % peso seco),
influxo de neutréfilos (0,83 + 0,02 x 10 ¢ células ml ~1),
atividade de MPO (2,91 + 0,60) e TNF (153,0 £ 21,0 pg
mg ~19% tecido ) no pulmao quando comparados com os
respectivos grupos de controle. Aumentou a IL - 10
(0,65 £ 0,13) no pulméo de animais submetidos ai - I/
R. Reduziu o nivel de TNF - a em RPAECs quando
comparado como grupoi-1/R

De Lima et al. 2013

Ratos

Inflamacéo Pulmonar

Luz vermelha 660 nm

Reduziu nitidamente o edema, influxo de neutrdfilos,
atividade de MPO e expressdo de mRNA de ICAM-1, a
formacdo de ROS e aumentou de forma oposta a
concentracéo de GSH no pulméo dos gruposi- 1 /R
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Eliminou a inflamacdo pulmonar neutrofilica induzida

Miranda et al. 2015 Ratos Inflamacéo Pulmonar Luz vermelha 660 nm por FA por uma reduco das citocinas inflamatérias e
degranulacéo dos mastécitos.
. Camundongos Fibrose Pulmonar Reduziu o impacto da FPI mediado pela modula¢do da
Rigonato et al. 2015 C57BL Idiopatica Luz vermelha 660 nm inibicdo de citocinas pro-inflamatérias e aumentou a
expressdo do PCNA
Oliveira et al. 2014 Camundongos LPS Pulmonar e | Luz infavermelha 830 Reduziu significativamente a inflamag&o pulmonar e

Extrapulmonar

nm

extrapulmonar na SDRA induzida por LPS

Brochetti et al. 2017

Experimento in vivo

Fibrose Pulmonar

Luz vermelha

(660 +/- 20 nm)

Reduziu o nimero de células inflamatérias no espacgo
alveolar

Costa et al. 2017

Camundongos

Lesdo Pulmonar Aguda

LED vermelho

Reduziu o influxo de neutréfilos e os niveis de
interleucinas 1B, 17 A e fator de necrose tumoral-
a; além de niveis aumentados de interferon y no fluido
broncoalveolar

Da Cunha et al. 2018

Camundongos

Doenca Pulmonar
Obstrutiva Crbnica

Luz vermelha 660 nm

Reduziu significativamente o numero de células
inflamatérias e a secrecdo de citocinas pro-
inflamatorias, como IL-1 B, IL-6 e TNF- a no liquido do
lavado broncoalveolar (LBA) e diminuiu a deposicdo de
colageno e também a expressao do receptor P2X7
purinérgico.

Da Silva et al. 2018

Ratos

LPA e SDRA

Luz vermelha 605
nm

Alterou os niveis relativos de mRNA em genes
envolvidos no processo apoptoético e fragmentacéo de
DNA em células inflamatdérias e alveolares apés lesao
pulmonar aguda induzida por lipopolissacarideo.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 LOCAL E ANIMAIS DE EXPERIMENTACAO

Este estudo foi aprovado pelo Comité Experimental Uso de Animais da
Universidade Brasil (CEUA n° 2000090). Todo o manuseio de animais e 0s
procedimentos cirdrgicos foram realizados estritamente de acordo com os Principios
Orientados para o Uso de Animais de Laboratério. Durante todo o procedimento
experimental os animais permaneceram em gaiolas apropriadas de polietileno padréo,
em condi¢cdes ambientais controladas sob temperatura de (22 = 2 °C), periodos de
claro-escuro de 12 horas, e com livre acesso a agua e ragao prépria comum. Utilizou-

se 24 ratos machos Wistar (pesando 300 * 20 g).

4.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os animais foram distribuidos aleatoriamente nos seguintes grupos
experimentais (n = 8):
- Grupo Controle (CG): nenhuma intervencgéao cirirgica e nenhum tratamento.
- Grupo LPA (LPA): inducéo da LPA
- Grupo LPA tratado com Laser (LPAL): indugéo da LPA e tratados com laser

4.3 MODELO EXPERIMENTAL DE LESAO PULMONAR AGUDA (LPA)

Realizou-se a técnica de ligadura e perfusédo cecal (CLP) para a inducédo da
sepse (Langet al., 2007). Para isso, 0s animais foram anestesiados, via
intraperitoneal, com a associacao de ketamina (80 mg/kg) e xilazina (20 mg/kg). Em
seguida, os animais foram submetidos a laparotomia mediana, com extensao de 2 a
3 cm e o ceco foi identificado. Utilizando-se a manobra digital, para o preenchimento
do conteudo do ceco, em sentido proximal. A ligadura total oclusiva do ceco foi feita
na regiao central da por¢cdo do ceco entre a juncao ileocecal e a porcdo apical e
utilizou-se um paquimetro para a padronizacdo. Dando sequéncia, duas puncdes
foram feitas na superficie antimesentérica do ceco ligado com uma agulha de calibre
de 22 G e por meio de compressao leve o material fecal foi exposto na cavidade

abdominal. O ceco foi umedecido com soro fisioldgico aquecido a 30 °C reintroduzido
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na cavidade abdominal. A inciséo foi suturada e limpeza local foi realizada. No periodo
pos-operatorio, os animais foram mantidos em analgesia de horario (morfina 4/4
horas; 5 mg/kg) e em ambiente aquecido a fim de evitar hipotermia. Cabe salientar

que este € um modelo experimental de sepse leve/moderado que induz a LPA.

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

por ligadura e perfusdo cecal (CLP)

Fonte: Adaptado de KREIMER et al., (2005)

4.4 PROTOCOLO DA PBMT A LASER

Para o tratamento, foi utilizado um equipamento de laser de baixa intensidade
(Photon laser Il, DMC® equipamentos Ltda, SP, S&o Carlos, Brasil) com os seguintes
parametros de irradiacao: 808 nm, GaAlAs, 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. O tratamento foi
realizado pela técnica pontual com contato, 1 e 24 horas apos a cirurgia (totalizando
2 sessbes) em 3 pontos, sendo eles a regido anterior da traqueia e nas regiodes

ventrais do torax, bilateralmente, logo abaixo das costelas (Figura 2).



33

Figura 2 — Esquema representativo da aplicacao do protocolo de PBMT a laser

Fonte: Autor

4.5 PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

Os animais foram submetidos a eutanasia com dose letal de anestésico (trés
vezes o valor de anestésicos previamente estipulados para a anestesia do animal) ao
término do periodo experimental (2 dias apds a inducdo da LPA). Verificou-se a
auséncia de batimento cardiaco e da frequéncia respiratdria para constatar a morte
de cada animal. Em seguida, os pulmdes foram retirados, sendo que o lado esquerdo
foi armazenado para realizacdo do processamento histolégico e o lado direito para
analise de ELISA.

4.6 ANALISES

4.6.1 Analise histoldgica descritiva

Os pulmdes permaneceram em soluc¢des de formaldeido a 10% para a fixacédo
durante 24 horas. Posteriormente, foram lavados em agua corrente por 24 horas. Na
sequéncia, passaram por desidratacdo em solucao crescente de alcool etilico a 70%,

90% e 100% (1 hora). ApGs os banhos de desidratacéo, foi iniciada a diafanizacéo
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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 5 ym de espessura.
Essas laminas foram coradas com corante Hematoxilina e Eosina (H.E., Merck) para
avaliacao da inflamacao pulmonar. As laminas foram analisadas em microscoépio de
luz (Axiostar plus, Zeiss, Alemanha) com objetiva de 20X. As avaliagbes 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 indu¢ao nos resultados
obtidos. Ao término da analise, a fita foi retirada e o resultado anotado no respectivo

grupo.

4.6.2 Analise da lesé@o pulmonar

Utilizou-se o sistema de graduacdo histopatolégico para tecido pulmonar
proposto pela Sociedade Americana Toracica para andlise da lesdo pulmonar
(MATUTE-BELLO et al., 2011). Para a avaliacdo utiliza-se uma escala de 0 a 2 pontos
para cada critério: A) Neutréfilo do espaco alveolar; B) Neutrofilo do espaco intersticial;
C) Presenca de membrana hialina; D) presenca de débris no espaco alveolar; E)
espessamento do septo alveolar. Ao final, calcula-se o escore de lesdo pulmonar
através da seguinte férmula: Escore: [(20xA) + (14xB) + (7xC) + (7xD) +
(2xE)])/(nimero de campos x 100). Utilizou-se as laminas coradas com HE e a mesma
foi realizada por 2 avaliadores cegamente treinados. Cabe ressaltar que o sistema
avalia o grau (através de escore) que corresponde a gravidade da lesao pulmonar, ou
seja, quanto maior a pontuacdo, maior o dano pulmonar. Ainda, os cortes histologicos
foram avaliados por toda sua extensdo em um microscopio de luz com um aumento
de 400X.
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4.6.3 Analise do numero de células inflamatorias

Para a analise morfométrica do numero de células (mononucleares e
polimorfonucleares) presentes no infiltrado inflamatério no espaco peribronquiolar foi
utilizando um microscépio 6tico comum e as células foram quantificadas utilizando o
software Image J. Foram mensurados 3 campos de cada corte, totalizando 30

avaliacdes por grupo (em aumento de 400X).

4.6.4 Analises de expressfes proteicas por imunoistoquimica

Para a andalise semi-quantitativa de imunoistoquimica as laminas seréo
imunocoradas para detectar a expressdo de IL-1B8. ApOs a desparafinizacdo e
hidratacdo dos cortes foi realizado o bloqueio da peroxidase enddgena, em que 0s
mesmos serdo incubados em solucdo a 30% de peroxido de hidrogénio. As laminas
serdo incubadas com anticorpos primarios por 30 min na diluicdo de 1:150 (polyclonal
rabitt anti-rat, Sta Cruz biotechnology, California, USA). Apds lavagem em PBS, seré
aplicado o anticorpo secundario (ABC kit, PK-6200, Vector laboratories, Burlingame,
CA, USA) na diluicdo 1:5 por 30 minutos. Em seguida os cortes serdo novamente
lavados em PBS e corados com diaminobenzidina (DAB, SK-4100, Vector
laboratories, Burlingame, CA, USA) por 30 minutos. Por fim, sera realizada a coloragédo
por hematoxilina e montagem das laminas. Para o controle negativo os anticorpos
primarios serdo omitidos. A analise semi-quantitativa de imunohistoquimica sera
desenvolvida de acordo com Alves et al. (2020). Em seguida, sera realizada a captura

de 10 imagens por lamina de cada animal para a quantificacdo da imunohistoquimica.

4.6.5 Quantificacao de citocinas do pulméo (ELISA)

A citocina IL-10 foi dosada a partir de homogenato de tecido pulmonar. As
dosagens foram feitas por ELISA, com kit da R&D Systems (Minneapolis, MN, USA).
Placas de 96 pocos foram adsorvidas com anticorpo de captura monoclonal anti-
citocina de rato, diluido em PBS por 12 h. Em seguida, as placas foram lavadas com
solugdo de PBS contendo 0.05% de Tween 20. Os sitios inespecificos foram
blogueados com PBS contendo 1% de BSA (soro albumina bovina — Sigma) por 1 h.

A placa foi lavada para remocao da solugéo de bloqueio. Em seguida, as amostras
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(100 ml) e os padrdes foram colocados nos respectivos pocos e incubados por 2 h.
Ao final do periodo, as placas foram lavadas. O anticorpo de deteccao foi adicionado,
conjugado a peroxidase, e incubado por 2 h. As placas foram lavadas novamente. Ao
final das lavagens, foi adicionado o substrato da peroxidase, tetrametilbenzidina,
deixando reagir por 15 a 20 min. Ao final da incubacéo, foi adicionada solucdo de
parada (H2SO4 — 2N). As citocinas foram quantificadas pela leitura da absorbancia
(450 nm) usando leitor de placas Spectramax (Molecular Devices, Sunnyvale, CA). Os

resultados foram expressos em picograma de antigeno por ug de proteina.

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Para analise dos dados utilizou-se as técnicas descritivas, na forma de médias
e desvios-padréo. O teste de normalidade de Shapiro-Wilk’s foi utilizado para todas
as variaveis. Nos casos em que houve distribuicdo normal da amostra, as
comparacdes entre os grupos foram feitas utilizando ANOVA com post hoc de Tukey.
Nos casos ndo paramétricos, o teste de Kruskall-Wallis com post hoc de Dunn foi
adotado. As analises foram realizadas no software GraphPad Prism, versdo 6.01(San
Diego CA, EUA). Para as conclusdes das analises estatisticas foi utilizado o nivel de
significancia de 5 % (p < 0,05).

5 RESULTADOS

5.1 OBSERVACAO GERAL DOS ANIMAIS EXPERIMENTAIS

No presente estudo, dois animais morreram no periodo de recuperacdo do
procedimento cirdrgico. Os demais animais ndo apresentaram nenhum tipo de

intercorréncia durante o periodo experimental.
5.2 ANALISE HISTOLOGICA DESCRITIVA
As imagens representativas dos cortes de tecido pulmonar estdo apresentadas

na Figura 3. A analise histopatoldgica, o grupo GC revelou sacos alveolares revestidos
por epitélio simples pavimentoso epiteliais e macréfagos alveolares. Os grupos LPA e
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LPAL demonstraram alteragcbes morfoldgicas caracterizadas por intenso infiltrado
inflamatorio celular, edema na area intersticial e espessamento do septo alveolar.
Entretanto, no grupo LPAL foi observado um menor espessamento do septo alveolar
e reduzido infiltrados inflamatorios em relacdo ao grupo LPA.

Figura 3 - Fotomicrografias representativas da analise morfologica das seccbes

transversais do pulméo

Presenca de processo inflamatdrio (asteriscos). Septo alveolar (seta); Grupo Controle
(GC); Grupo LPA (LPA); Grupo LPA tratado com Laser (LPAL). (HE; 20 um)

5.3 ESCORE DA LESAO PULMONAR

Os valores do escore de lesdo pulmonar estdo ilustrados na Figura 4. Foi
possivel observar um escore significativamente maior no grupos LPA em comparacao
com a LPAL (p = 0,0041) e GC (p = 0,039). Nenhuma diferenca foi observada entre
0s grupos GC e LPAL.
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Figura 4 - Andlise do escore da lesdo pulmonar

Escore de Lesdo Pulmonar

CG LPA LPAL

Grupo Controle (CG); Grupo LPA (LPA); Grupo LPA tratado com Laser (LPAL).
*LPA vs GC (0,039); # LAP vs LPAL (0,0041)

5.4 NUMERO DE CELULAS INFLAMATORIAS

Os resultados da andlise referente numero de células inflamatorias estéo
demonstrados na Figura 5. Foi observado um numero significativamente maior de
células inflamatérias no grupos LPA quando comparado aos grupo GC (p=0,0036), e
LPAL (0,0284). Nenhuma diferenca adicional foi observada.
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Figura 5 - Analise morfométrica do nimero de células inflamatérias
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Grupo Controle (CG); Grupo LPA (LPA); Grupo LPA tratado com Laser (LPAL).
*LPA vs CG (0,0036); # LAP vs LPAL (0,0284)

5.5 NIVEIS DE IL-10

Na Figura 6 pode ser observado os resultados dos niveis de IL-10. Nao houve

diferenca estatistica dos niveis de IL-10 entre 0s grupos analisados.
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Figura 6 - Analise dos niveis de IL-10
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5.6 EXPRESSAO DE IL-1B

A figura 7A apresenta os resultados da avalicdo da imunoexpressao da citocina
IL-18. Foi possivel observar que todos os grupos LPA (LPA e LPAL) tiveram células
imunomarcados para IL-13. Além disso, a analise semiquantitativa exibiu menor
expressao de IL-1B em GC (p < 0,0001) e LPAL (p = 0,0341) quando comparado com
LPA (Figura 7B).
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Figura 7 - Andlise da expresséao de IL-13

B)

Escoe de IL-1B

CG LPA LPAL

Fotomicrografias representativas da imunoexpressao de IL-1B; B) Resultados do
escore da expressao de IL-13; Grupo Controle (CG); Grupo LPA (LPA); Grupo LPA
tratado com Laser (LPAL). *LPA vs CG (<0,0001); # LAP vs LPAL (p = 0,0341)

6 DISCUSSAO

O presente estudo teve o intuito de avaliar a influéncia da PBMT a laser na fase
aguda da LPA em modelo experimental de ratos. Os principais resultados mostram
gue o tratamento com laser foi eficaz em atenuar o infiltrado inflamatério, reduzir o
espessamento do septo alveolar e o escore de lesdo pulmonar. Além disso, a PBMT
a laser reduziu a imunoexpressao de IL-13, entretanto, ndo alterou os niveis de IL-10
pulmonar.

A LPA continua sendo um desafio clinico prevalente e os métodos utilizados
para o tratamento, muitas vezes ainda séo insuficientemente compreendidos. Para
investigar os complexos mecanismos celulares e moleculares acionados por
diferentes tipos de tratamentos, modelos animais tém sido utilizados, sendo da técnica

de ligadura e puncao cecal (CLP), o mais frequentemente utilizado para inducao de
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LPA decorrente da sepse. Neste modelo, a sepse se origina de um foco infeccioso
polimicrobiano inserido dentro da cavidade abdominal, seguida pela translocacéo
bacteriana para o compartimento do sangue, ocasionando uma resposta inflamatoria
sistémica, que afeta os pulmdes e desencadeia um quadro de LPA. Um requisito deste
modelo é que ele seja executado com alta consisténcia para que se possa obter
resultados reproduziveis (RITTIRSCH et al, 2009).

Em humanos, a LPA é definida baseado no conjunto bem definido de
parametros clinicos desenvolvidos por: inicio agudo, evidéncia radiol6gica de
infiltrados pulmonares bilaterais difusos, uma proporcao da PaO2 / FIO2 menor que
300 (BERNARD et al.,, 1994). No entanto, para a avaliacdo da LPA induzida em
modelo animal, ndo é pratico usar esses mesmos critérios, pois 0s parametros
utilizados néo sao diretamente traduzidos, visto que os dispositivos necessarios para
essas mensuracdes sdo custosos e de dificil acesso, além do fato de que essas
mensuracdes podem ser incompativeis com o projeto de muitos sistemas
experimentais. Como abordagem alternativa para o diagnostico da LPA em animais,
vém sendo utilizados critérios histopatolégicos semelhantes aos observados em
humanos com LPA e os correlatos patologicos da LPA séo definidos por: dano alveolar
difuso, caracterizado por infiltrados inflamatérios, septos alveolares espessados e
deposicdo de membranas hialinas (MATUTE-BELLO et al., 2011).

A analise histologica do presente estudo condiz com os critérios de diagnostico
de LPA estabelecidos por Matute-Bello et al. (2011), visto que nos animais que foram
submetidos ao modelo de CLP apresentaram alteracdes morfoldgicas caracterizada
por intenso infiltrado inflamatoério, edema intersticial e espessamento do septo
alveolar. Resultados similares formam observados no estudo de Yin et al. (2000), os
quais verificaram, a ocorréncia de uma lesédo grave no tecido pulmonar, caracterizada
por hemorragia alveolar difusa, espessamento das paredes alveolares e aumento de
células inflamatrias, 48 horas ap0s a indugdo CLP. Curiosamente, no presente estudo,
apos o tratamento com PBMT a laser em vias aéreas inferiores, os animais
apresentaram reduzido infiltrados inflamatorios e menor espessamento do septo
alveolar quando comparado aos nao tratados. Ainda, € conhecido que o aumento de
células inflamatdrias, em especial os neutrdéfilos, é a via comum para essa perda de
integridade vascular independente na LPA. Quando ocorre um insulto, os neutroéfilos
se acumulam na microvasculatura pulmonar e sdo ativados levando a liberacdo de

varios mediadores toxicos, incluindo proteases, espécies reativas de oxigénio,
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citocinas pro-inflamatérias e moléculas pré-coagulantes, o que resulta em aumento da
permeabilidade vascular e subsequente instalacdo do edema (SHEU et al., 2010;
MOWERY et al., 2020). Na analise morfométrica no presente estudo, do nimero de
células inflamatérias, observou-se um menor nimero das mesmas no grupo tratado
com PBMT. Baseado nesses achados, infere-se que a PBMT a laser foi capaz de
reduzir os mediadores e sinais inflamacéao do tecido pulmonar, atenuando o DAD.

Ainda, com relagcdo ao escore de lesdo pulmonar proposto pela American
Thoracic Society (MATUTE-BELLO et al., 2011), observou-se que 0s animais tratados
com PBMT apresentaram menor pontua¢do quando comparado ao grupo LPA. E
importante destacar que esses achados se correlacionam com o0s achados
histopatolégicos do presente estudo, sugerindo que a terapia foi eficiente em atenuar
os danos do parénquima pulmonar observados na fase aguda da LPA.

Com relacéo a terapia utilizada, a eficacia da PBMT no tratamento de afeccao
do trato respiratorio vém sendo demostrada desde a época dos estudos de Finsen,
1901, onde o autor mostrou recuperacao significativa mais rapido de pacientes com
infecgbes pulmonares quando submetidos ao tratamento com fototerapia. Além disso,
a pratica empirica mostrou que a luz exerce efeitos positivos no tratamento de asma,
bronquite e pneumonias aguda e crénica (AMIROV, 2002; ERKINOYNA,
TULKUNOYNA, 2006; OSTRONOSOVA, 2006). Embora haja evidéncias de que a
PBMT impulsou reabilitacdo desses pacientes, ainda existe uma lacuna na literatura
com relagdo aos mecanismos de acdo e parametros ideais de tratamento,
principalmente perante a modulacao do processo inflamatério decorrente da LPA.

Como citado anteriormente, a fisiopatologia da LPA esta associada ao aumento
expressivo de citocinas inflamatérias. Biomarcadores envolvidos nas cascatas
inflamatérias e de coagulacdo, encontradas no epitélio e endotélio predizem
morbidade e mortalidade na LPA, com destaque para IL-1[, ativada por varias células
inflamatdrias. E conhecido que a ativacéo de IL-1B8, gera um aumento significativo da
sintese de outros fatores pro-inflamatoérios, contribuindo assim para a gravidade da
DAD. Alguns estudos experimentais mostram que a PBMT no comprimento de onda
vermelho é capaz de modular o processo inflamatério pulmonar (AIMBIRE et al., 2005;
AIMBIRE et al., 2008; LIMA et al., 2011). Lima et al., (2010) e Lima et al., (2011),
utilizando um modelo experimental de inflamacao pulmonar por instilagcédo de LPS em
ratos, demostraram que o laser 685 nm, 24 horas apos a inducao da inflamacéao, foi

capaz de minimizar a inflamacdo pulmonar e leséo endotelial, evidenciado por uma
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reducdo na permeabilidade vascular, edema pulmonar, ativacdo de neutroéfilos no
tecido pulmonar e diminuicdo do TNF-a e IL-18. Recentemente, de Cunha et al., 2018
mostraram que a PBMT minimizou significativamente o numero de células
inflamatorias e a secrecao de citocinas pro-inflamatorias, como IL-183, IL-6 e TNF-a no
liquido do lavado broncoalveolar (LBA) em modelo experimental de doenca pulmonar
obstrutiva crbnica. No presente estudo, foi observado que a PBMT reduziu a
expressao proteica local das citocinas pro-inflamatéria IL-1, inferindo e que a PBMT
promoveu a modulacdo do processo inflamatério e atenuou a progressédo da
severidade da lesdo pulmonar.

Vérios mediadores antiinflamatorios também estao presentes no meio alveolar
na LAP, incluindo as citocinas IL-10. Essa citocina anti-inflamatrias podem modular
uma resposta inflamatoéria na LPA, minimizando o recrutamento de neutrofilos e a
sintese de citocinas pré-inflamatérias, especialmente TNF-a e IL-1[3, além de atuarem
de maneira protetora do tecido pulmonar. H4 evidéncia indicando que IL-10 € uma
potente citocina anti-inflamatria e pode desempenhar um papel crucial na limitacao da
imunopatologia da hospedeira durante a LPA ao controlar a ativacdo de linfocitos T
(LEECH et al., 2017). Contudo, é demonstrado que o estresse oxidativo sistémico é
responsavel pela reducao dos niveis desta citocina, resultando em uma amplificacéo
da resposta inflamatéria pulmonar (HOTCHKISS et al., 2016). Utilizando o mesmo
modelo experimental do presente estudo, Assis et al. (2018) evidenciaram que a
terapia PBMT foi eficiente em aumentar a atividade de IL-10 do tecido muscular em
fases iniciais do processo (48 horas apds inducao de sepse). Interessantemente, no
presente estudo, ndo foi possivel observar alteracdes na expressao dessa citocina
anti-inflamato6oria apds o tratamento de PBMT. Baseado nesses fatos, pode-se inferir
gue os parametros da PBMT usados nao foram capazes de oferecer energia suficiente
para induzir a liberacao de IL-10 no periodo experimental estudado.

Assim, baseado nos resultados observados no presente estudo, pode-se
sugerir que o comprimento de onda infravermelho foi capaz de induzir uma resposta
tecidual adequada capaz de modular os sinais de processo inflamatorio agudo
pulmonar existente. A atenuagdo do recrutamento de células inflamatorias
comprovada no presente estudo e a reducgdo de IL-13, provavelmente esta associada
com a diminuicdo de danos no parénquima pulmonar, e, consequentemente, redugao

de lesdes pulmonares que ocorrem durante a LPA.
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Desta forma, este estudo fornece importantes informacdes sobre o efeito da
PBMT a laser no comprimento de onda infravermelho como coadjuvante do
tratamento da LPA.

Ainda, como parte do esforco continuo de mobilizar todas as ferramentas
clinicas com potencial para aliviar o COVID-19 e minimizar sua disseminacao, esse
estudo oferece razbes convincentes para explorar os efeitos potenciais do
comprimento de onda infravermelho na continua luta contra doencas ocasionadas por
COVID-19. Entretanto, é necessario investirmos urgentemente, através de estudos
experimentais e clinicos controlados e randomizados, com intuito de validar se esse e
outros espectros de luz poderiam ser benéficos na luta continua contra doencas por

coronavirus que parece desafiar os sistemas de saude em todo o mundo.

7 CONCLUSAO

Nesse estudo apresentamos evidéncias de que apenas duas aplicagcdes de
PBMT a laser no comprimento de onda infravermelho é capaz de reduzir a inflamacéo
em um modelo experimental de LPA, uma das principais complicacdes criticas da
infecgao por COVID-19. Esse fendmeno ocorre por meio da atenuacao do influxo de
células inflamatorias e inibicdo da secrecdo de citocina pro-inflamatéria, levando a
uma diminuicdo do dano pulmonar. Este tipo de evidéncia experimental é necessaria
para o desenho de outros ensaios clinicos envolvendo o uso de PBMT em disturbios

respiratérios semelhantes as complicacdes associadas as infeccdes pelo coronavirus.
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