Efeito do Laser de Baixa Poténcia sobre ainflamacao das vias aéreas e
contratilidade do diafragma de ratos ap6s a exposi¢cao ao LPS
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Resumo: A inflamacéo das vias aéreas e pulmé&o induzida por lipopolissacarideo (LPS) leva ao
acumulo de células inflamatérias resultando na liberacdo de mediadores inflamatérios que podem
contribuir para a reducdo da forca de contracdo do diafragma. O presente trabalho tem como
objetivo investigar o efeito anti-inflamatério da LLLT em modelo de inflamacao pulmonar induzida
por LPS em ratos. Os animais serdo submetidos a administracéo iv. de LPS de E. colli (5 mg/kg).
Decorridos 100, 120 e 140 min da administracdo de LPS, serdo retirados os diafragmas dos
animais e submetidos a uma tenséo de 2g para avaliacado de resposta contratil. Foram avaliados o
perfil celular do Lavado Broncoalveolar (BAL), mensurada os niveis de Prostaglandina (PGE,) e a
atividade da Mieloperoxidase (MPO) no BAL a;aés 100, 120 e 140 min ap6s a instilagdo
intratraqueal de LPS, e aplicagdo da LLLT 10 J/cm®. As densidades de energiade 1 e 5 Jlcm? ndo
foram eficazes. Nossos resultados demonstraram que a LLLT pode reduzir a resposta inflamatéria
no BAL e a infiltragédo de neutrdfilos no pulméo e melhorar a resposta contratil de diafragma.
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1 Introducdo observaram que a LLLT aumentou a
complacéncia pulmonar e a ventilacdo, os

A inflamacéo das vias aéreas e pulméao
induzida por lipopolissacarideo (LPS) é
caracterizada pelo aumento da resposta
contrati da musculatura lisa frente a
estimulos ndo especificos [1]. A exposi¢édo ao
LPS freglientemente leva ao acumulo de
linfécitos,  mastécitos e  macrofagos,
resultando em inflamacdo e na liberacéo de
mediadores  inflamatérios que podem
contribuir para as alteracbes de estrutura e
funcdo das vias aéreas e pulméo [2]. Krause
e col. [3] reportam em modelo experimental
de endotoxemia, que o acumulo de células
inflamatdrias  adjacentes ao  mausculo
diafragma, podem contribuir para a reducgéo
da forca de contragédo e do periodo de fadiga.

A literatura reporta poucos estudos
demonstrando o efeito da terapia com laser
de baixa poténcia (LLLT) sobre a inflamacéo
das vias aéreas e pulméo. Milojevic & Kuruc
[4] estudaram o efeito da LLLT no tratamento
de pacientes com asma bronquica e

guais sdo parametros funcionais importantes
na asma brénquica.

2.- Objetivo

Neste contexto, o presente trabalho tem
como objetivo investigar o efeito anti-
inflamatério da LLLT em modelo de
inflamacédo pulmonar induzida por LPS em
ratos.

3. Material e Métodos
3 .1-Animais

Serdo utilizados ratos machos (160-200 g)
provenientes do Biotério do Departamento de
Fisiologia e Farmacodindmica da Fundacéo
Oswaldo Cruz (RJ).

3.2 Administracdo do LPS
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Os animais serdo submetidos a
administracdo intravenosa de LPS de
Escherichia colli (5 mg/kg). Decorridos 100,
120 e 140 minutos da administracdo de LPS,
0s animais serdo sacrificados com dose
excessiva de anestésico inalatério (halotano)
e 0s segmentos de diafragma seréo retirados
para estudos de contragéo.

3.3 - Preparacdo dos segmentos de
diafragma de rato

Apbs o sacrificio, o diafragma sera entéao
montado para registro das contracdes. Para
tanto, ser4 usado um sistema multicanal de
tecido isolado (MacLab) acoplado a um
sistema de aquisicdo, andlise e estocagem
de dados (MacLab). Os segmentos
diafragma tecidos serdo montados em cubas
para 6rgao isolado (25 ml), contendo uma
solucdo de Krebs-Henseleit.

3.4 - Construcdo da curva concentragdo-
resposta

Os segmentos de diafragma serdo
submetidos a uma tensdo de 2 g. Decorridos
30 minutos de equilibrio serdo construidas
curvas concentragdo-resposta através de
estimulos elétricos.

3.5 - Lavado Broncoalveolar (BAL)

O influxo de células inflamatérias foi
avaliado 100, 120 e 140 minutos apds a
instilacdo intratraquel de LPS, como
previamente descrito pelo método de [5].

3.6 — Determinacdo de prosatglandina
(PGE,) no BAL

A concentracdo de prostaglandina (PGE,)
no BAL foi mensurada através da técnica de
radioimunoensaio [10], 100, 120 e 140
minutos apdés a instilacdo intratraqueal de
LPS.

3.7 — Atividade da Mieloperoxidase no
BAL

A atividade da mieloperoxidase foi usada
como indicador da presenca de neutréfilos no
pulmdo 100, 120 e 140 minutos apds a
instilacéo intratraqueal de LPS. O tratamento
com a LLLT com As-GA-Al foi idéntica ao
protocolo usado no BAL. O ensaio no qual foi

baseado no método descrito por Goldblum et
al. [6].

3.8 - Andlise Estatistica

Os dados obtidos foram analisados
estatisticamente através da andlise de
varidncia (ANOVA) 5%, seguido de teste
Tukey (5%). Os dados sdo expressos como
média + EPM.

4.- Resultados

4.1 - Efeito da LLLT (As-Ga-Al) sobre o
BAL de ratos tratados com LPS

A Figura 1 mostra o perfil celular do BAL
de ratos tratados com As-Ga-Al que
receberam ou néo LPS.
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Figura 1 (1A, 1B e 1C) Perfil celular do BAL
de ratos tratados com As-Ga-Al que
receberam ou néo LPS.

As Figs. 1A, 1B e 1C mostram o efeito da
LLLT sobre a composicado celular do BAL
100, 120 e 140 min respectivamente apés a
instilac@o intratraqueal de LPS. A LLLT com
10 J/cm?® foi capaz de reduzir o numero de
células inflamatérias no BAL de ratos
tratados com LPS em todo os periodos
estudados.

4.2 - Efeito da LLLT (As-Ga-Al) sobre a
infiltracdo de neutréfilos no pulméo de
ratos tratados com LPS.

A infiltracdo de neutréfilos no pulméo foi
mensurada a partir dos niveis de
mieloperoxidase.
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Figura2 (2A, 2B, 2C) Efeito da LLLT sobre o
influxo de neutrofilos no pulméo
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As Figs. 2A, 2B e 2C mostram o efeito da
LLLT sobre o influxo de neutréfilos no pulméao
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de ratos 100, 120 e 140 min apds a instilagao
intratraqueal de LPS. A densidade de energia
de 10 J/cm? reduziu os niveis de atividade da
mieloproxidase em homogenado de pulmao
100, 120 e 140 min apds a instilagédo
intratraqueal de LPS (37.7 %, 52.3 e 77.5 de
inibicdo) respectivamente.

4.3 Efeito da LLLT (As-Ga-Al) sobre os
niveis de PGE, no BAL de ratos tratados
com LPS

A Figura 3 mostra o os niveis de PGE, no
BAL de ratos tratados com As-Ga-Al que
receberam ou ndo LPS.
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Figura 3 (3A, 3B, 3C) Efeito da LLLT (As-Ga-
Al) sobre os niveis de PGE, no BAL de ratos
tratados com LPS

As Figs. 3A, 3B e 3C mostram o efeito da
LLLT sobre os niveis de PGE, no BAL de
ratos tratados com LPS. A LLLT com 10
Jlcm? reduziu os niveis de PGE, 100, 120 e
140 min apés a instilacao intratraqueal de
LPS quando comparado com 0s seus
respectivos grupos controle.

4.4 — Efeito da LLLT sobre a resposta
contratil de diafragma de ratos tratados
com LPS

A Fig.4 mostra o perfil temporal da
resposta contratii do diafragma de ratos
irradiados com As-Ga-Al que receberam ou
ndo injecdo intravenosa de LPS. Apés a
administracdo de LPS, a forca de contracéo
de segmentos de diafragma foi reduzida
durante todo o perfil temporal quando
comparado como seus respectivos controles.
A densidade de energia de 10 Jiem?® foi
eficaz em restaurar o padrdo de resposta
contratil do diafragma.
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Fig. 4 Efeito da LLLT sobre a resposta
contratil de diafragma de ratos tratados com
LPS

5. Discusséo

Diversos estudos tém mostrado que a
terapia com laser de baixa poténcia (LLLT) é
capaz de reduzir o a resposta inflamatéria em
diferentes modelos experimentais.
Entretanto, 0 mecanismo de acdo da LLLT
como anti-inflamatério ainda ndo esta
totalmente elucidado. Isto deve-se a grande
dificuldade em estabelecer qual a dosimetria
correta, ou seja, determinar o comprimento
de onda apropriado, nimero de aplicacdes,
tempo de irradiacdo e densidade de energia
adequados para cada tipo de processo
inflamatdrio. Neste sentido, o presente
estudo investigou o efeito anti-inflamatério da
LLLT com As-Ga-Al sobre o BAL, a atividade
da MPO e a resposta contratil do diafragma
em modelo de inflamacéo pulmonar induzida
pelo LPS de Escherichia coli.

Estudos clinicos tém revelado os efeitos
benéficos da LLLT em diversas patologias
inflamatérias, inclusive Sindromes como a
asma. De fato, Milojevic & Kuruc [7]
mostraram que a LLLT pode melhorar os
pardmetros da funcdo pulmonar em asma
bronquica humana e que o efeito anti-
inflamatério da LLLT esti relacionado a
sintese de foto-produtos, que diretamente ou
indiretamente  ativam vias metabdlicas
distintas que participam do processo
inflamatério. Karu [8] corrobora com esta
observacéo.

Mediadores inflamatérios podem ser
gerados por células residentes das vias
aéreas e pulmédo, como pelas células que
migram da circulacdo sangliinea para as vias
aéreas durante o processo inflamatério. A
reducdo de mediadores pro-inlffamatérios
pode amenizar a resposta contratii do
diafragma e o remodelamento das paredes
das vias aéreas [9]. Adicionalmente, esses
mediadores podem facilitar o recrutamento e
ativacdo de outras células inflamatorias,
potencializando assim a inflamag&o. Nossos
resultados mostram que a LLLT com
densidade de energia de 10 J/cm® reduziu o
niamero de células inflamatérias no BAL de
animais que receberam o LPS quando
comparado como o grupo controle (animais
ndo irradiados que receberam LPS). O
mesmo ocorreu quando analisamos o efeito
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da LLLT sobre a concentragdo de
prostaglandina (PGE,) no BAL de animais
que receberam LPS. De fato a LLLT reduziu
os niveis de PGE, no BAL de animais
expostos ao LPS.

A infiltragdo de neutréfilos no pulméo foi
guantificada indiretamente  através da
atividade da MPO. O tratamento com As-Ga-
Al com densidade de energia de 10 Jlem?
reduziu a atividade da MPO em todos os
tempos estudados apos a instilagdo
intratraqueal de LPS quando comparado com
0 grupo controle.

Em outra série de experimentos,
investigamos o efeito da LLLT sobre a
resposta contratil de segmentos de diafragma
de ratos apés o LPS. Nossos resultados
mostram que o LPS alterou o padrdo de
resposta contratil do diafragma em todos os
periodos de tempo. De fato, apds exposicao
ao LPS, os animais sofreram uma
significativa reducdo da capacidade de
contracdo do diafragma. Por outro lado, a
irradiacdo com As-Ga-Al com 10 Jlem?®
reverteu, ainda que parcialmente, esta
resposta, aumentando o padréo de contracao
do diafragma de ratos

6. Concluséo

Por fim, nossos resultados demonstraram
gue a resposta inflamatoéria no BAL e a
infiltracdo de neutréfilos no pulmao podem
ser reduzidas pelo efeito fotoquimico da
LLLT, que parece ser devido a inibicdo dos
efeitos de produtos da COX —2. Além disso, a
LLLT também interfere na resposta contratil
de diafragma, e a partir deste resultado, é
razoavel sugerir que a LLLT também pode
contribuir de forma significativa para a
melhora de pardmetros relacionados a
funcéo pulmonar.
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