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RESUMO

JUSTIFICATIVA: A lesdo pulmonar induzida pela ventilacdo mecanica (LPIV)
caracteriza-se por uma resposta inflamatéria a um stress/strain nao fisiolégico nos
pulmdes durante a ventilacdo mecanica (VM). Estudos observaram os efeitos anti-
inflamatorios da terapia a laser de baixa poténcia (TLBP) em algumas doencas
inflamatodrias. Neste estudo foi avaliado o efeito da TLBP em um modelo
experimental de LPIV em ratos Wistar.

METODOS: Vinte e quatro ratos Wistar adultos machos foram alocados
aleatoriamente em quatro grupos: VM protetora (VMP), VMP com laser, LPIV e LPIV
com laser. Os animais do grupo VMP foram ventilados com o volume corrente (Vt)
de 6 ml/Kg, frequéncia respiratoria (FR) de 80 respiracées/min, pressdo positiva
expiratoria final (PEEP) de 5 cmH,O e fracdo de oxigénio inspirado (FiO,) de 1. Os
grupos LPIV foram ventilados com Vt de 35 ml/Kg, FR de 18 respiracdes/min, PEEP
de 0 cmH,0 e FiO, de 1. Apo6s os primeiros 60 minutos de ventilacdo, os animais
dos grupos laser foram irradiados (808 nm, densidade de poténcia de 100 mW,
densidade de energia de 20 J/cm?2) em seis pontos da regido toracica anterior por
contato direto com a pele. Apés o periodo total de ventilacdo (90 minutos), os
animais foram eutanasiados e as seguintes andlises foram realizadas: histologia
pulmonar (lesdo pulmonar aguda — LPA escore), lavado broncoalveolar (LBA) para
contagem de células e expressdes génicas do mRNA de IL1-B, IL-6, TNF-a, CXCL2
e IL-10. RESULTADOS: Os animais do grupo LPIV apresentaram maior escore de
LPA com aumento de neutréfilos nos espacos intersticial e alveolar, maior contagem
de neutrdéfilos no LBA e maiores expressfées génicas de citocinas pré-inflamatorias
(IL1-B, IL-6, TNF-a) e quimiocina CXCL2, comparados ao grupo VMP (p<0.05). Por
outro lado, quando o grupo LPIV com laser foi comparado ao grupo LPIV, foi
observado menor escore de LPA (0,35 + 0,08 vs. 0,54 + 0,13, p<0,05) e neutréfilo
alveolar (7,00 £ 5,73 vs. 21,50 = 9,52, p<0,05), menor contagem total de células
(1,90 + 0,71 vs. 4,09 + 0,96 x10°, p<0.05) e de neutréfilos no LBA (0,60 + 0,37 vs.
2,28 + 0,48 x10°, p<0,05). Além disso, a TLBP induziu reducdo significativa da
expressao génica de mRNA das citocinas pro-inflamatérias e aumento de citocinas

anti-inflamatérias (IL-10), quando comparado ao grupo LPIV (p<0,05).



CONCLUSAO: A TLBP reduziu a resposta inflamatéria em um modelo experimental

de LPIV ao modular a expressao de citocinas inflamatdrias.

Palavras-chave: lesdo pulmonar induzida por ventilacdo mecanica, sindrome do
desconforto respiratério do adulto, terapia com luz de baixa intensidade, respiracéo

artificial, inflamacéo.



ABSTRACT

RATIONALE: Ventilator induced lung injury (VILI) is characterized by inflammatory
response to an unphysiological stress/strain imposed to the lungs, during mechanical
ventilation (MV). Studies have reported the anti-inflammatory effects of low-level
laser therapy (LLLT) in different inflammatory diseases. Therefore, in this study we
evaluated the effect of LLLT on VILI in Wistar rats.

METHODS: Twenty four adult male Wistar rats were randomized to four groups:
protective MV (PMV), PMV with laser, VILI and VILI with laser. The animals of
protective MV groups were ventilated with tidal volume (Vt) of 6 ml/Kg, respiratory
rate (RR) of 80 breaths/min, positive end-expiratory pressure (PEEP) of 5 cmH20,
and fraction of inspired oxygen (FiO2) of 1. VILI groups were ventilated with Vt of 35
ml/Kg, RR of 18 breaths/min, PEEP of 0 cmH20, and FiO2 of 1. After the first 60
minutes of ventilation, the animals of laser groups were irradiated with LLLT (808 nm,
power density of 100 mW, energy density of 20 J/cm?) in six points of anterior
thoracic region by direct contact with skin. After the total period of ventilation (90
minutes), the animals were euthanized and the following analyses were performed:
lung histology (acute lung injury - ALI score), bronchoalveolar lavage (BAL) and IL1-
B, IL-6, TNF-a, CXCL2 and IL-10 mRNA gene expressions.

RESULTS: The animals of VILI group showed greater ALl score with an increase in
alveolar and interstitial neutrophil infiltration, higher neutrophil count in the BAL, and
greater acute pro-inflammatory cytokines (IL1-B, IL-6, TNF-a) and CXCL2 chemokine
MRNA gene expressions compared to PMV groups (p<0.05). On the other hand,
when the VILI with laser group was compared to VILI group, it showed lower ALI
score (0.35 £ 0.08 vs. 0.54 + 0.13, p<0.05) and alveolar neutrophil infiltration (7 %
5.73 vs. 21.50 £ 9.52, p<0.05), and lower total cell count (1.90 + 0.71 vs. 4.09 + 0.96
x10°, p<0.05) and neutrophil count in the BAL (0.60 + 0.37 vs. 2.28 + 0.48 x10°,
p<0.05). Moreover, LLLT induced a significant decrease in pro-inflammatory
cytokines and an increase of anti-inflammatory cytokine (IL-10) mRNA gene
expressions compared to VILI group (p<0.05).

CONCLUSIONS: LLLT reduced the inflammatory response in an experimental model
of VILI by modulating inflammation related cytokines expression.



KEYWORDS: ventilator-induced lung injury, respiratory distress syndrome, adult.

low-level laser therapy, mechanical ventilation, inflammation.
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1 INTRODUCAO

A sindrome do desconforto respiratério agudo (SDRA) representa uma
condicao clinica de relevancia por apresentar fisiopatologia complexa, alta taxa
de mortalidade e elevados custos de tratamento, afetando principalmente
doentes em estagios criticos em unidades de terapia intensiva (UTI) (WARE;
MATTHAY, 2000; WHEELER; BERNARD, 2007). A abordagem terapéutica
para SDRA ainda €& bem discutida e envolve varias estratégias, como:
ventilagdo mecanica (VM) com baixos volumes correntes, controle da driving
pressure, manobras de recrutamento, posicdo prona e ventilagcdo de alta
frequéncia (AMATO et al., 2007; AMATO et al., 2015; FAM et al., 2018). Entre
as possibilidades terapéuticas, a VM protetora ainda se mostra o recurso mais
efetivo a ser implementado nesta condicao clinica (FAM et al., 2018).

Apesar de ser essencial ao suporte a vida de doentes criticos, a VM
pode induzir ou agravar a lesdo pulmonar (MARINI, 2013; SILVA; NEGRINI;
ROCCO, 2015). As principais caracteristicas patoldgicas dos danos gerados
pela VM sdo aumento da permeabilidade vascular, infiltrados de células
inflamatorias, presenca de membranas hialinas, e edema pulmonar, e ao
conjunto dessas consequéncias da VM, foi dado o nome de lesdo pulmonar
induzida pela ventilacdo mecanica (LPIV) (SLUTSKY; RANIERI, 2013).

Apesar de varios fatores estarem envolvidos na fisiopatologia da LPIV,
classicamente quatro mecanismos estao associados a esta lesdo: barotrauma,
volutrauma, atelectrauma e biotrauma. Atualmente, sabe-se que o biotrauma é
0 mecanismo mais complexo da LPIV, representando o processo inflamatorio
desencadeado pela VM, e que compreende quatro importantes etapas: a

mecanotransducdo, a ativacdo de fatores de transcricdo, a produgdo de
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mediadores inflamatérios e o recrutamento e a ativacdo de neutrofilos
(INGBER, 1991; CHEN et al., 2018).

A LPIV é amplamente estudada em modelos experimentais o que
contribuiu sobremaneira para o entendimento da fisiopatologia da leséo e
também para a avaliacdo de estratégias para a sua prevencao e tratamento.
Em um estudo prévio realizado por nosso grupo, foi avaliado e confirmado o
efeito protetor da dexametasona na LPIV induzida por alto volume corrente (Vt:
35 ml/kg) em ratos Wistar, sendo esta terapia capaz de atenuar a leséo
pulmonar (REIS, et al.,, 2015). Apesar do efeito benéfico de diferentes
estratégias para o tratamento da lesdo pulmonar aguda (LPA) em modelos
experimentais, poucos estudos avaliaram o uso da terapia a laser de baixa
poténcia (TLBP).

A TLBP tem se mostrado como uma estratégia promissora por modular
varios efeitos biol6gicos observados no comportamento de células especificas
(SCHAFFER et al., 2000; MIRSKY et al.,, 2002; FUKUDA et al., 2013;
ANDRADE et al., 2014; MANCHINI et al., 2017). Suas acdes anti-inflamatoria e
preventiva de edema ocorrem mediante a aceleracdo da microcirculagcéo, que
culminam em alteracfes na pressao hidrostatica capilar com reabsor¢do do
edema e eliminacdo do acumulo de metabdlitos (SCHAFFER et al., 2000; LINS
et al., 2010). No processo inflamatério, estes efeitos da TLBP ndo sdo apenas
imediatos e ndo restringem-se ao efeito inibitério na quimiotaxia de células
inflamatorias, mas também reduz o numero de leucdcitos ja presentes no local
da lesdo, mostrando sua eficiéncia em melhorar a resposta imune (FUKUDA et

al., 2013).
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Os efeitos da TLBP foram avaliados em diferentes modelos
experimentais de LPA e esta terapia foi associada a reducdo de células
inflamatdrias no tecido pulmonar, diminuicdo de secrecdo de citocinas pro-
inflamatdrias e quimiocinas, aumento na producdo de citocinas anti-
inflamatorias, além de reducdo do edema, do influxo de neutrofilos e da
atividade da mieloperoxidase (MPO) (LIMA et al., 2010; LIMA et al., 2011; LIMA
et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2014; CURY et al. 2016).

Apesar das evidéncias iniciais confirmarem os efeitos benéficos da TLBP
na LPA, no melhor do nosso conhecimento, nenhum estudo avaliou o efeito do

laser de baixa poténcia em um modelo de LPIV.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Sindrome do desconforto respiratério agudo

A SDRA representa atualmente uma condicao clinica de relevancia por
apresentar fisiopatologia complexa, alta taxa de mortalidade e elevados custos
de tratamento, afetando principalmente doentes em estagios criticos em UTI
(WARE; MATTHAY, 2000; WHEELER; BERNARD, 2007).

A primeira definicio de SDRA foi estabelecida por Ashbaugh e
colaboradores em 1967 ap0s analisarem 272 pacientes dos quais 12
evoluiram, de forma aguda, com taquipneia, hipoxemia, reducdo da
complacéncia respiratoria e infiltrados pulmonares difusos, observados na
radiografia de térax. A esse conjunto de sinais e sintomas denominaram a
sindrome (ASHBAUGH et al., 1967). Em 1994, foi realizada a Conferéncia de
Consenso Americano Europeu (AECC) a qual redefiniu SDRA como
insuficiéncia respiratoria de inicio agudo, também com presenca de infiltrados
bilaterais vistos na radiografia de térax, pressdo capilar pulmonar menor ou
igual a 18 mmHg (para descartar edema pulmonar de origem cardiogénica) e
hipoxemia, com relacdo de PaO,/FiO, menor ou igual a 200 mmHg. Neste
mesmo consenso a LPA foi determinada seguindo os mesmos critérios, exceto
para a relagdo de PaO,/FiO, que deve ser considerada menor ou igual a 300
mmHg e maior que 200 mmHg (BERNARD et al.,, 1994). Apesar destes
critérios terem sido amplamente utilizados, alguns pesquisadores acreditavam

que para definir SDRA era importante especificar o nivel de pressao positiva no
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final da expiracado (PEEP) e/ou a fracdo de oxigénio inspirado (FiO,) (RANIERI
et al., 2012).

Sendo assim, a definicdo de Berlim, atualmente descreve a SDRA
como uma condi¢do de instalagdo aguda, que ocorre no periodo de tempo de
uma semana, em resposta a um insulto conhecido ou uma piora dos sintomas
respiratérios dentro desse mesmo periodo, acompanhado por opacidades
alveolares bilaterais na radiografia ou tomografia computadorizada de térax,
ndo completamente explicadas por derrame pleural, atelectasias ou nédulos
(RANIERI et al., 2012). Outro critério € sua caracterizagdo como faléncia
respiratoria ndo completamente explicada por insuficiéncia cardiaca ou
hipervolemia  (podendo ser necesséaria avaliagdo objetiva, como
ecocardiograma, para excluir edema hidrostatico). Adicionalmente, deve-se
considerar um quadro de hipoxemia definido por PaO,/FiO, menor ou igual que
300 cmH,0, estando o paciente recebendo PEEP ou presséo positiva continua
nas vias aéreas (CPAP) de pelo menos 5 cmH,0. A intensidade da hipoxemia
irA determinar a classificacdo da SDRA em: leve, com PaO,/FiO, entre 300 e
201 mmHg (com PEEP ou CPAP = 5 cmH,0); moderada, com PaO,/FiO, entre
200 e 101 mmHg (com PEEP = 5 cmH;0); e grave, com PaO,/FiO, menor ou
igual a 100 mmHg (com PEEP = 5 cmH,0) (RANIERI et al., 2012).

A SDRA é uma condicao relativamente comum, mas sua epidemiologia
ainda varia bastante entre os estudos (RUBENFELD et al., 2005; VILLAR et al.,
2011). Um trabalho brasileiro, multicéntrico, envolvendo 14 UTlIs clinicas, teve
como um de seus objetivos avaliar a prevaléncia e os desfechos da SDRA em
uma grande coorte de pacientes criticos. Este estudo concluiu que a

prevaléncia de SDRA, seguindo os critérios da definicdo de Berlim, encontrou
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incidéncia de 6,3 casos por 100.000 habitantes por ano (CASER et al., 2014).
Bellani et al. (2016), no estudo multicéntrico observacional SAFE LUNG
realizado em 459 UTIs de 50 paises, observaram que dos 29.144 pacientes
incluidos, 3022 preencheram os critérios de SDRA, sendo estes responsaveis
por 10,4% do total das admissdes. Neste estudo, as prevaléncias de SDRA
leve, moderada e grave foram de 30,0%, 46,6% e 23,4%, respectivamente.
Além disso, foi encontrada uma mortalidade hospitalar atribuida a SDRA de
40%, com variagcdo desse indice de acordo com a gravidade da SDRA
(baseada na definicdo de Berlin): 34,9% para SDRA leve; 40,3% para SDRA
moderada; e 46,1% para SDRA grave. Outros fatores, além da gravidade da
SDRA, também estdo associados a maior mortalidade por esta sindrome como
presenca de comorbidades, cirurgia prévia, maiores escores de gravidade na
admissdo e escores de faléncia de o6rgdos (REZOAGLI; FUMAGALLI,
BELLANI, 2017; PHUA et al., 2009).

A SDRA origina-se de uma lesdo pulmonar aguda, caracterizada por
injuria do endotélio e epitélio pulmonar, que culmina com a quebra da barreira
alvéolo-capilar. A SDRA ¢€é denominada pulmonar quando a resposta
inflamatéria que lesa a membrana alvéolo-capilar se origina nos pulmdes
devido a condicdes que agridem de forma direta o epitélio alveolar tais como
aspiracao, infeccdo pulmonar (bacteriana, viral e outros), quase afogamento,
inalacdo toxica, contusdo pulmonar, embolia gordurosa e toxicidade pelo
oxigénio. Quando a membrana alvéolo-capilar é lesada por uma resposta
inflamatoria sistémica e aguda como ocorre nos casos de sepse, choque
circulatorio, politrauma, trauma créanio-encefalico, mdultiplas transfusoes,

pancreatite aguda, queimaduras, circulacdo extracorpérea e overdose de
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drogas, a SDRA é denominada extrapulmonar (FOWLER et al., 1983; PEPE et
al., 1982; PELOSI et al., 2003).

Esta classificacdo de SDRA como pulmonar e extrapulmonar né&o
apenas define a etiologia da sindrome, mas também pode caracterizar as
lesbes pulmonares subsequentes. Na SDRA pulmonar, por exemplo, ha
marcadamente colapso alveolar mais pronunciado, além de maior material
exsudativo fibrinoso, edema alveolar, coldgeno e remodelamento quando
comparada a SDRA extrapulmonar (PELOSI et al., 2003).

A fisiopatologia da SDRA tem como marco central o dano da
membrana alvéolo-capilar. Do mecanismo inflamatério que promove tal dano
participam células inflamatorias, citocinas pro-inflamatérias (Fator de necrose
tumoral alfa — TNF-q; interleucina 1 — IL-1 e interleucina 6 — IL-6) e 0 stress
oxidativo pela producéo extensiva de radicais livres (PIERRAKOS et al., 2011).
A lesdo da membrana alvéolo-capilar resulta no aumento da sua
permeabilidade, o que permite que haja um influxo de liquido rico em proteinas
para o alvéolo. Contribui também para o preenchimento dos alvéolos por
liquidos, a remocao deficitaria destes, em consequéncia da SDRA. O edema
pulmonar resultante € o principal responsavel pelas manifestacdes clinicas da
SDRA pois, a passagem de sangue pelos alvéolos nao ventilados, resulta em
shunt pulmonar que tem como expressdo clinica a insuficiéncia respiratoria
aguda e hipoxémica (WARE; MATTHAY, 2000; THILLE et al., 2013).

O achado histopatologico caracteristico da SDRA é o dano alveolar
difuso (DAD). Em uma recente revisdo, 0S autores descreveram que a
presenca de um padrdo patoldégico de DAD associou-se a maior mortalidade

em comparacao aqueles pacientes que preenchiam os critérios de SDRA e ndo
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apresentaram DAD no exame histopatologico (CARDINAL-FERNANDEZ et al.,
2016).

A patogénese da SDRA pode ser dividida em trés fases: exsudativa,
proliferativa e fibrética.

Fase exsudativa: Caracteriza-se por inicio agudo e ocorre em um prazo
de sete dias, tdo logo a insuficiéncia respiratoria esteja instalada. Esta fase
compreende a resposta inflamatdria ao insulto ocorrido, com dano as camadas
endotelial e epitelial da membrana alvéolo-capilar havendo a formacédo de
edema alveolar e intersticial com a presenca de membranas hialinas no interior
dos alvéolos. O achado histopatoldgico desta fase é o DAD (THILLE et al.,
2013; LORENTE et al., 2015). Varias sao as citocinas liberadas durante todo o
mecanismo de lesdo da SDRA, e dentre elas, a mais importante é o TNF-q,
que além de ter efeito citotoxico direto no endotélio, estimula a producédo de
interleucinas que, em associacdo, agem aumentando a lesdo endotelial
(PITTET et al., 1997; WHEELER; BERNARD, 2007; VADASZ; SZNAJDER,
2011). Radiograficamente, sdo observados infiltrados bilaterais irregulares ou
assimétricos, podendo incluir derrame pleural. Na tomografia computadorizada
de toérax, o enchimento alveolar, a consolidacdo e as atelectasias observadas,
ocorrem em zonas pulmonares dependentes (WARE; MATTHAY, 2000).

Fase proliferativa: As alteracbes observadas nesta fase, embora
possam ser vistas jA na primeira semana de ocorréncia da SDRA, tornam-se
marcantes entre o sétimo e o décimo quarto dia. Nesta fase ocorre a alveolite
fibrosante, com hipoxemia persistente, aumento do espaco morto alveolar e
diminuicdo da complacéncia pulmonar (WARE; MATTHAY, 2000; THILLE et al.,

2013). E caracterizada pela reabsor¢do do edema, proliferacdo de células
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alveolares tipo I, metaplasia escamosa, infiltragcdo intersticial por
miofibroblastos e deposicdo de fibras de colageno (ROCCO et al., 2009). A
radiografia de torax mostra opacidades correspondentes a fibrose em evolucéo,
e a tomografia computadorizada apresenta opacidades intersticiais difusas e
presenca de bolhas (WARE; MATTHAY, 2000). A intensidade da fase
proliferativa e a sua evolugdo para fibrose e ndo sua resolucdo imediata
parecem ser os fatores de pior prognéstico para SDRA (ROCCO et al., 2009).

Fase fibrotica: Geralmente esta fase ocorre apos os 14 dias iniciais da
sindrome. Caracterizada pela gradual resolucdo da hipoxemia e melhora da
complacéncia pulmonar, apresentando depuracdo de neutrdéfilos, presenca
exacerbada de células mononucleares alveolares, macréfagos alveolares e
fibrose acentuada, com processo de reparacdo, envolvendo o epitélio alveolar.
Também observam-se obliteracdo da arquitetura pulmonar, fibrose difusa e
possivel formagéo de cistos (KUWANO et al., 2007; ROCCO et al., 2009).

A abordagem terapéutica para SDRA ainda é bem discutida e envolve
varias estratégias, como: ventilagdo com baixos volumes correntes, controle da
driving pressure, manobras de recrutamento, posicdo prona e ventilacdo de alta
frequéncia (AMATO et al., 1998; AMATO et al., 2007; AMATO et al., 2015;
TONETTI et al., 2017; FAM et al., 2018). Além disso, existe o que se chama de
tratamento de suporte para SDRA considerando o gerenciamento de fluidos,
transfusdes, sedacdo, uso de bloqueadores neuromusculares e a nutricdo
(FAM et al., 2018). O suporte extracorporeo pode também ser usado como
uma terapia de resgate na SDRA, porém esta indicado apenas para casos mais

graves. De uma maneira geral, entre tantas possibilidades terapéuticas, a
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ventilagdo mecanica protetora ainda se mostra o recurso mais efetivo a ser
feito para este perfil de pacientes (FAM et al., 2018).

Nos pacientes com SDRA tem sido preconizada uma estratégia de VM
protetora, caracterizada pelo uso de menor volume corrente, pressao de plato e
driving pressure, além de maiores niveis de PEEP. Esta estratégia protetora
esta associada a melhores desfechos, como reducdo da mortalidade, de
acordo com ensaios clinicos randomizados que envolveram pacientes com
SDRA (AMATO et al., 1998; ARDSNET 2000; AMATO et al., 2015; TONETTI et
al., 2017). Acredita-se que essa estratégia protetora possa reduzir o estresse
mecanico no pulmdo que estd associado a LPIV (AMATO et al.,, 2015;

TONETTI et al., 2017; FAM et al., 2018).

2.2 LESAO PULMONAR INDUZIDA PELA VENTILACAO MECANICA

A VM é atualmente uma das medidas terapéuticas mais comumente
utilizadas em pacientes com insuficiéncia respiratoria internados em UTI, sendo
empregada em 33% a 56% destes casos (ESTEBAN et al., 2000; ESTEBAN et
al., 2002). Esse suporte ventilatorio tem sido utilizado desde 1952, quando foi
considerado tratamento indispensavel durante a epidemia de poliomielite,
reduzindo a mortalidade dos pacientes de aproximadamente 80% para 40%
(LASSEN; 1953). Apesar de ser essencial ao suporte a vida de doentes
criticos, a VM pode induzir ou agravar a lesdo pulmonar (MARINI, 2013; SILVA;
NEGRINI; ROCCO, 2015). De um modo geral, as caracteristicas patolégicas
dos danos gerados pela VM sdo aumento da permeabilidade vascular,

infiltrados de células inflamatorias, presenca de membranas hialinas, e edema
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pulmonar. Ao conjunto dessas consequéncias da VM, foi dado o nome de LPIV
(SLUTSKY; RANIERI, 2013).

Apesar de vérios fatores estarem envolvidos na fisiopatologia da LPIV,
classicamente quatro mecanismos estao associados a esta lesdo: barotrauma,
volutrauma, atelectrauma e biotrauma.

A primeira causa de lesdo conhecida decorrente da VM foi o
barotrauma, relacionado com altas pressdes ventilatorias impostas aos
pulmdes, levando a ruptura macroscopica do parénquima pulmonar. Sabe-se
que neste mecanismo ocorre perturbacdo da parede do espaco aéreo
fisiolégico, provocando acumulo de ar além dos alvéolos, levando ao
pneumotérax, pneumomediastino, enfisema subcutdneo e embolia gasosa
(GATTINONI et al., 2010). Durante anos, foi considerado uma condigéo tratavel
(pelo uso de drenos toracicos), porém inevitavel, uma vez que o paciente fosse
submetido a VM. Atualmente, sabe-se que a variavel que leva a vazamentos de
ar para além do espaco alveolar € a sobredistencdo pulmonar regional e ndo as
altas pressdes aplicadas as vias aéreas e, portanto, 0 termo barotrauma nao
parece ser o mais adequado (SLUTSKY; RANIERI, 2013).

Neste sentido, o estudo de Dreyfuss et al. (1988) mostrou que altos
volumes correntes, e ndo altas pressdes, estavam associados a LPIV. Para
avaliar tal possibilidade, animais foram ventilados com pressoes elevadas, mas
com volumes correntes altos ou baixos e, para isso, utilizaram faixas
toracoabdominais que limitavam a expansdo pulmonar, reduzindo assim, o
volume corrente. Esses autores encontraram que para um mesmo nivel de
pressdo, apenas animais ventilados com alto volume corrente apresentaram

lesdo pulmonar, o que os permitiu sugerir que o volume seria mais importante
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na inducdo da LPIV do que a presséo em si, dando origem ao que foi chamado
de volutrauma. Este mecanismo de lesdo estaria associado ao esforgo
excessivo aplicado ao pulméo como um todo, o que lesa a matriz pulmonar por
meio de microfraturas, ativa a inflamacéo local e aumenta a permeabilidade
capilar, podendo gerar edema (DREYFUSS et al., 1988).

Outro componente presente na LPIV é o atelectrauma. Muscedere et
al. (1994) encontraram em seu estudo que a VM em volumes muito baixos
(abaixo do ponto de inflex&o inferior da curva pressao-volume) pode agravar a
lesdo pulmonar pela abertura e fechamento ciclicos das vias aéreas e alvéolos.
A lesé@o decorre da ma distribuicdo do estresse e da tensdo ao longo de um
parénquima pulmonar heterogéneo. Em 1970, o trabalho de Mead et al.
demonstrou que a atelectasia poderia atuar como esse gerador de estresse e
lesdo no parénquima pulmonar. Os autores construiram um modelo tedrico
afim de demonstrar que as for¢cas que atuam no pulmé&o séo variaveis e podem
ser muito maiores que aquelas aplicadas as vias aéreas pelo ventilador
mecanico. A interface entre areas atelectasiadas e pulméo aerado poderia ser
uma regido pulmonar afetada com o aumento da pressao, em que 30 cmH0
pode ser efetivamente uma presséo de 140 cmH,O (MEAD et al., 1970).

O atelectrauma ocorre em regides onde ha baixos volumes pulmonares
e resulta da concentracdo local de forcas de tracdo sobre as unidades
alveolares vizinhas as areas colapsadas e também do recrutamento ciclico das
vias aéreas e alveolos colapsados a cada ciclo respiratorio (MUSCEDERE et
al., 1994; PINHU et al., 2003).

Por fim, a VM pode desencadear um processo inflamatorio que constitui

0 mecanismo de geracédo da LPIV denominado biotrauma. Esta inflamag&o néao
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se restringe apenas aos pulmdes podendo atuar de forma sistémica e contribuir
para a disfuncdo de multiplos o6rgdos (SLUTSKY; TREMBLAY, 1998;
TREMBLAY; SLUTSKY, 1998).

Em sintese, a resposta inflamatéria na LPIV envolve a producdo de
citocinas originarias de células epiteliais danificadas ou de fragmentos de &cido
hialurénico que desencadearé&o a inflamacao mediada por receptores. Uma vez
que a cascata inflamatéria seja ativada, seguem as consequéncias tipicas do
processo inflamatério como aumento da permeabilidade, migracdo celular,
aumento da adesao de plaguetas, entre outras. Todos esses processos levam
a uma profunda remodelacdo da matriz extracelular que aumenta sua
degradacdo e perpetua o estimulo inflamatério (SLUTSKY; TREMBLAY, 1998;
TREMBLAY; SLUTSKY, 1998).

Atualmente, sabe-se que o biotrauma é o mecanismo mais complexo da
LPIV e compreende quatro importantes etapas: a mecanotransducdo, a
ativacao de fatores de transcricao, a producdo de mediadores inflamatérios e o
recrutamento e a ativacao de neutrofilos (INGBER, 1991; CHEN et al., 2018). O
biotrauma tem inicio com a mecanotransducdo que consiste na conversao de
um estimulo mecéanico em sinais bioquimicos e moleculares intracelulares
(SILVA; NEGRINI; ROCCO, 2015). A sustentacdo pulmonar é formada por
tecido conjuntivo e, distorcdes nesse tecido, impostas pelas forgcas excessivas
geradas na VM, sao percebidas por células pulmonares como um estimulo
mecanico através de receptores e complexos de adesdo que tém a funcao de
conectar o citoesqueleto a matriz extracelular. Em sequéncia, os fatores
bioguimicos gerados levam a ativagdo dos fatores de sinalizacdo e de

transcricdo génica resultando na producéo de citocinas (INGBER, 1991).



30

Vérias citocinas, pré-inflamatérias e anti-inflamatérias, participam da
resposta inflamatoria na LPIV havendo um desbalanco entre elas, em favor das
primeiras (PARK et al., 2001). A ventilagdo com altos volumes, aumenta a
producao, principalmente, de interleucina 13 (IL-1B), IL-6, interleucina 8 (IL-8),
TNF-a, proteina inflamatéria de macréfago 2 (MIP-2) também conhecida como
CXCL2 e moléculas de adesao intercelular no lavado broncoalveolar (LBA)
(GATTINONI et al., 2003; KIM, et al., 2015; TREMBLAY; SLUTSKY, 1998).
Estes mediadores produzidos na cascata inflamatéria do biotrauma, por sua
vez, convergem para ativacdo e atracdo de neutrofilos para os pulmdes
(UHLIG; UHLIG, 2004; PUNEET; MOOCHHALA; BHATIA, 2005). Os neutrdfilos
ativados produzem estresse oxidativo, 0 que aumenta a inflamacgéo e leséo
local, promovendo edema e comprometimento das trocas gasosas (ABRAHAM,
2003).

Mais recentemente dois conceitos tém ajudado a compreender a
fisiopatologia da LPIV: stress e strain. Quando a PEEP é aplicada no sistema
respiratério, ocorre aumento na pressao transpulmonar expiratéria final. Tal
pressao promove uma for¢a reativa dentro do sistema, com magnitude igual a
aplicada porém em direcdo oposta, que na expiracao final fica armazenada no
pulmd@o como energia potencial. A essa forca da-se o nome de stress. Ja a
deformacdo de uma estrutura em relacdo ao seu estado de relaxamento é o
gue conceitua o strain. Esta deformacao no pulmao corresponde a alteracao do
volume alveolar, a partir de seu estado na capacidade residual funcional (final
da expiracdo) até atingir a capacidade pulmonar total (final da inspiracdo). Em
VM, o que representa o strain é a relacdo entre o volume corrente e a

capacidade residual funcional. Os pulmdes expostos a elevados niveis de
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stress e strain, apesar de ndo serem suficientes para romper suas estruturas,
acabam por promover a liberacdo de citocinas pro-inflamatoérias e acumulo de
leucécitos, sendo estes responsaveis pela LPIV (PLATAKI; HUBMAYR, 2010;
SLUTSKY; RANIERI, 2013; VASQUES et al., 2018).

Outro conceito que estd sendo discutido recentemente é o de poténcia.
Estudos prévios mostraram que a LPIV é causada por uma quantidade de
energia mecanica entregue aos pulmdes capaz, ou de deformar sua estrutura e
entdo ativar uma inflamacao relacionada a mecanotransducéo, ou até mesmo
romper ligagdes moleculares da matriz extracelular, ativando a inflamagéo por
meio da estimulagdo de receptores especificos. Todos os fatores envolvidos na
VM, como volume corrente, pressdo, fluxo, resisténcia das vias aéreas,
frequéncia respiratéria e PEEP s&o, na verdade, diferentes componentes de
uma Unica variavel fisica, ofertada aos pulmdes em um determinado periodo de
tempo, ou seja, poténcia mecanica. Quanto maior a energia aplicada ao longo
do tempo, maior a quantidade do dano pulmonar. Portanto, energia e tempo
séo dois componentes no desenvolvimento da LPIV (GATTINONI; TONETTI;
QUINTEL, 2017; VASQUES et al., 2018).

Para melhor compreender de que forma essa energia gera dano aos
pulmdes, € importante saber onde esta energia esta sendo distribuida e em
qual fase do ciclo respiratério isso esta acontecendo. A avaliagdo do padréo de
distribuicdo da energia esta relacionada com a homogeneidade do pulméao.
Considerando que todo o sistema fosse homogéneo, cada unidade pulmonar
receberia a mesma quantidade de energia. Porém, mesmo um pulmé&o normal
nao € totalmente uniforme ou homogéneo, e, quando em situacao patologica,

essa falta de homogeneidade pode estar ainda mais acentuada. Sobre o fator
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temporal os dados ainda sdo muito escassos, porém aventa-se a possibilidade
de que o dano aos pulmdes ocorra durante o recuo do tecido pulmonar
observado durante a expiracdo (GATTINONI; TONETTI; QUINTEL, 2017;
VASQUES et al., 2018).

A LPVI foi amplamente estudada em modelos experimentais o que
contribuiu sobremaneira para o entendimento da fisiopatologia da leséo e

também para a avaliagdo de estratégias para a sua prevencgao e tratamento.

2.3 MODELO EXPERIMENTAL DE LESAO PULMONAR AGUDA INDUZIDA

PELA VENTILACAO MECANICA

Estudos em modelos experimentais permitem a avaliacdo de
mecanismos e intervenc¢des em varias doencas que sdo inviaveis do ponto de
vista ético, pratico e metodoldgico em estudos clinicos. Entretanto, alguns
aspectos devem ser ponderados nos estudos com modelos experimentais,
como a variacdo existente entre as espécies de animais nas respostas a
insultos, bem como no tempo de indugéo de uma determinada lesdo (MATUTE-
BELLO; FREVERT; MARTIN, 2008). Além disso, devem ser consideradas as
diferencas estruturais nos pulmdes dos animais que podem responder de forma
distinta a danos pulmonares (MATHIEU-COSTELLO, 1995). A parede alveolar
e a barreira alvéolo-capilar dos roedores, por exemplo, S80 menos espessas e
suas vias aereas apresentam menos ramificacbes (HOFMANN, KOBLINGUER,
MARTONEN, 1989). Portanto, apesar dos avancos da medicina translacional,
os achados de ensaios experimentais devem ser interpretados com cautela na

pratica clinica.
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Varios modelos experimentais de LPA tém sido utilizados na busca de
novas terapias e estratégias ventilatorias para o tratamento desta lesdo. Entre
estes modelos destacam-se a indugcdo da LPA por injecdo intratraqueal ou
intraperitoneal de lipolissacaride (LPS), isquemia e reperfusdo intestinal,
queimadura grave e também inducdo pela prépria VM, ou seja, a LPIV
(PALMA-CRUZ et al., 2019; DU et al., 2018; WANG et al., 2017; LIMA et al.,
2013; MATUTE-BELLO et al., 2011; CURLEY et al., 2011; NIN et al., 2008;
TREMBLAY et al., 1997).

A LPIV tem sido estudada ao longo de anos, afim de se elucidar sua
fisiopatologia e evolucdo. Nesse contexto, o estudo de Tremblay et al. (1997)
suportou o conceito, que hoje é claramente considerado, de que a VM tem
influéncia significativa na resposta pro-inflamatoria e antiinflamatéria do pulméo
normal ou séptico, e portanto pode desencadear ou perpetuar um estimulo
inflamatério local ou até sistémico. Os autores examinaram o efeito de
diferentes estratégias ventilatérias sobre a producdo de mediadores
inflamatdrios na presenca ou ndo de um estimulo inflamatério pré-existente
gerado pela injecdo intravenosa de LPS. Apd6s 50 minutos do insulto, os
animais foram randomizados para uma das quatro estratégias ventilatorias: Vt
de 5 a7 ml/Kg e PEEP de 3 a5 cmH;0; Vtde 5 a 15 ml/Kg e PEEP de 5 a 10
cmH,0; Vt de 5 a 15 ml/Kg e PEEP de 0 cmH;0; Vt de 40 ml/Kg e PEEP de 0
cmH,0. Todos os animais foram ventilados por um periodo de duas horas. Os
resultados mostraram que todos os animais, tanto os que receberam LPS ou
solucdo salina, submetidos a VM, apresentaram concentracdes séricas de
TNF-a significativamente elevadas quando comparados aos animais do grupo

controle sem ventilacdo. Nos animais ventilados com alto volume e zero PEEP
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dos grupos submetidos ao LPS ou solucao salina também foi observado maior
concentracdo de proteinas, bem como niveis mais elevados de TNF-aq, 1I-18, IL-
6, MIP-2 e IFNg no LBA, em comparacdo ao grupo controle sem ventilagéo
(TREMBLAY et al., 1997).

Em discordancia, o trabalho de Ricard, Dreyfuss e Saumon (2001) que
investigou a producdo de citocinas pro-inflamatorias no pulméo, durante o
estiramento in-vivo e apos injecdo de LPS no modelo ex-vivo, utilizando dois
diferentes niveis de Vt (7 ml/Kg e 42 ml/Kg) na VM por duas horas, concluiu
que a VM sozinha, por si s, ndo causa liberacao significativa de citocinas pro-
inflamatoérias (TNF-a e IL-1B) nos espagos aéreos dos pulmdes. Observaram
também que nenhum TNF-a foi encontrado nos espagos aéreos e na circulagao
sistémica dos animais durante a formacédo de edema pulmonar grave por VM
com alto Vt. E ainda concluiram que a quimiocina MIP-2 é encontrada nos
pulmbes durante a VM qualquer que seja a magnitude do Vt, mas que o
modelo ex-vivo sugere uma liberacdo maior quando o estiramento mecanico &
aumentado (RICARD, DREYFUSS E SAUMON, 2001).

Um estudo atual conduzido por Moraes et al. (2018) investigou o
impacto de diferentes niveis de Vt (6 ml/Kg, 13 ml/Kg e 22 ml/Kg) e frequéncias
respiratérias (70 rpm para o primeiro grupo, e para os demais foi ajustada afim
de gerar baixa poténcia igualando-a ao primeiro grupo) na funcdo pulmonar, na
DAD e na expressao de genes relacionados a inflamacdo, em animais
ventilados mecanicamente com baixa poténcia. Os ratos receberam LPS
intratraqueal e 24 horas apos foram submetidos a VM. Mesmo com baixa

poténcia, o uso de altos volumes resultou em LPIV e aventou-se a
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possibilidade de que o controle do Vt seja mais importante do que FR na
producéo de LPIV (MORAES et al., 2018).

Alguns trabalhos ja avaliaram quais citocinas estdo envolvidas no
desenvolvimento da LPIV e, por seus achados, as citocinas pro-inflamatérias
estudadas mais frequentemente séo IL-6, IL-13, TNF-a. A quimiocina CXCL2 e
a citocina anti-inflamatoria IL-10 também sao rotineiramente investigadas
(GATTINONI et al., 2003; KIM, S. H. et al.,, 2015; TREMBLAY; SLUTSKY,
1998).

Algumas terapias ja foram estudadas em modelos experimentais de
LPIV. Em um estudo prévio, realizado por nosso grupo, foi avaliado o efeito
protetor da dexametasona na LPIV induzida por alto Vt (Vt de 35 ml/kg) em
ratos Wistar. Os animas foram divididos em dois grupos, ambos com ventilacao
lesiva, porém um foi tratado com dexametasona e o outro com solugéo salina,
e analisados em trés momentos distintos: 4, 24 e 168 horas apos lesdo. O
tratamento com a dexametasona reduziu a lesdo pulmonar e 0 score no grupo
dexametasona foi significativamente menor que o grupo controle as 4 e 24
horas. A dexametasona também melhororou a oxigenacéo imediatamente apds
VM lesiva (REIS, et al.,, 2015). Um outro estudo, conduzido por Wang et al.
(2017), investigou os efeitos protetores e os mecanismo da cetamina sobre a
LPIV. Foi observado que a cetamina reduziu a inflamagédo, atuando
principalmente sobre a IL- 13, caspase-1 e fator nuclear kappa B (NF-kB).

Apesar do efeito benéfico de diferentes estratégias para o tratamento da
LPA em modelos experimentais, poucos estudos avaliaram o uso da terapia a

laser de baixa poténcia.
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2.4 TERAPIA A LASER DE BAIXA POTENCIA

O termo laser € um acrénimo da lingua inglesa para light amplification by
stimulated emission of radiation (amplificagéo da luz por emisséo estimulada de
radiacdo) e trata-se de um complexo de ondas eletromagnéticas com
caracteristicas e especificidades precisas, como por exemplo, a
monocromaticidade, consequéncia de seu comprimento de onda oscilar na
mesma frequéncia (LINS et al., 2010). O comprimento de onda é o fator
determinante dos efeitos terapéuticos produzidos pelo tratamento com laser,
uma vez que este parametro esta relacionado com as biomoléculas que serdo
absorvidas na radiacao incidente (ALVES, 2010). O laser pode ser dividido em
duas categorias: lasers de alta poténcia ou cirargicos que geram efeitos
térmicos e apresentam caracteristicas de corte, vaporizacdo e hemostasia; e
lasers de baixa poténcia ou terapéuticos que tém propriedades analgésicas,
anti-inflamatérias e de bioestimulacdo (JUNIOR, 2007; ALVES, 2010).

Na categoria de baixa poténcia existem trés tipos de lasers: laser hélio-
neon, cujo comprimento de onda é 632,8 nm dentro da faixa de luz visivel (luz
vermelha); laser de arsenato de galio-aluminio (Ga-As-Al) ou laser de diodo,
com comprimento de onda de 780-830 nm, fora do espectro de luz visivel, e
por isso chamado de infravermelho; e laser combinado de hélio-neon diodo
(LINS et al., 2010).

A TLBP tem se mostrado como uma estratégia promissora por modular
varios efeitos biologicos observados no comportamento de células especificas.
Nos linfocitos, por exemplo, observa-se aumento de sua proliferagcdo e
ativacdo; e nos macrofagos elevacdo da fagocitose. Além disso, o laser &

capaz de aumentar a secrecao de fibroblastos, intensificar a reabsorcdo de



37

fibrina e coldgeno, melhorar a motilidade de células epiteliais, a quantidade de
tecido de granulacdo, promover angiogénese e reduzir a sintese de
mediadores inflamatérios (SCHAFFER et al., 2000; MIRSKY et al., 2002;
FUKUDA et al., 2013; ANDRADE et al., 2014; MANCHINI et al., 2017). O alvo
intracelular da laserterapia ainda € controverso, mas sugere-se que sua
atuacdo ocorra diretamente na mitocondria, aumentando a producdo de
adenosina trifosfato, se relacionando também com a ativacdo dos fatores de
transcricdo e com a modulacdo do equilibrio redox intracelular (KARU, 1999;
KARU, 2008). As ac0fes anti-inflamatoria e preventiva de edema consequentes
a laserterapia, ocorrem mediante a aceleragdo da microcirculacdo, que
culminam em alterac6es na pressao hidrostatica capilar com reabsorcdo do
edema e eliminacdo do acumulo de metabdlitos (SCHAFFER et al., 2000; LINS
et al., 2010). No processo inflamatério, estes efeitos da TLBP ndo sdo apenas
imediatos e ndo restringem-se ao efeito inibitério na quimiotaxia de células
inflamatorias, mas também reduz o numero de leucécitos ja presentes no local
da lesdo, mostrando sua eficiéncia em melhorar a resposta imune (FUKUDA et
al., 2013).

Esta terapia € amplamente estudada em varios modelos de inflamacao
e reparacao tecidual (AIMBIRE et al., 2006; ANDRADE et al., 2014; ALVES et
al., 2013; MIRANDA da SILVA et al., 2016). Em um destes estudos, Alves et al.
(2013) avaliaram a acao da TLBP (comprimento de onda de 808 nm),
modulada com duas doses de poténcia diferentes (50 mW e 100 mW), na
inflamacé&o induzida por papaina das articulagdes de ratos. Apos o periodo de
tratamento, foi observado reducdo significativa da inflamacdo por meio da

analise da expressao de IL-1R, IL-6 e TNF-a.
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O efeito benéfico do laser no processo de cicatrizagdo de feridas foi
observado em outro estudo, em que os autores avaliaram o efeito da TLBP,
com diferentes comprimentos de onda, na expresséo de fatores de crescimento
e de mediadores inflamatdrios de etapas especificas do processo de
cicatrizacéo de feridas. Os pacientes receberam tratamento padrdo associado
ou ndo a aplicacdo do laser, dependendo do grupo pré-determinado. A
cicatrizacdo efetiva das Ulceras por pressao esteve relacionada a irradiacdo
com laser em um comprimento de onda de 658nm, e acredita-se que esse
efeito estava associado a inibicdo de processos inflamatérios nas feridas,
estimulacdo da angiogénese e proliferacado de fibroblastos (TARADAJ et al.,
2018). Costardi et al. (2008) avaliaram os efeitos da terapia a laser no
processo de reparacao tecidual muscular em ratos, apds contusdo muscular do
gastrocnémio, e observaram melhora qualitativa dos musculos irradiados.

Em um trabalho recente, conduzido por Anjos et al. (2018), os autores
investigaram o perfil de citocinas e células imunes apds tratamento com laser
de baixa poténcia em um modelo de artrite induzido por zymosan. Os animais
foram irradiados diretamente sobre a pele, na regiao medial e lateral do
tornozelo, utilizando um laser diodo, com comprimento de onda de 830 nm,
poténcia de 10 mW, nas doses de 3 J e 30 J. ApGs o periodo de tratamento, foi
observado que a laserterapia pode alterar o curso inflamatério da artrite,
tendendo a acelerar sua resolucéo pela fotobioestimulacdo de células imunes.

Aléem da utilizacdo do laser nestes modelos de inflamacéo, alguns

estudos foram conduzidos em modelos de lesdo pulmonar.
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2.5 TERAPIA A LASER EM MODELOS DE LESAO PULMONAR AGUDA

Os efeitos da TLBP foram avaliados em diferentes modelos
experimentais de lesdo pulmonar. No estudo conduzido por Cury et al (2016) a
LPA foi induzida por injecdo intratraqueal de LPS e os animais foram
irradiados, seis horas apdés a indugcdo da lesdo, utilizando um laser com
comprimento de onda de 660 nm, poténcia de 30 Hz, modo continuo e
intensidade de 10 J/cm2. A irradiacéo foi realizada na regido da linha axilar
média bilateralmente, por contato direto perpendicular a pele. A terapia a laser
gerou reducdo significativa do influxo de células inflamatorias no tecido
pulmonar e diminuicdo de secrecdo de citocinas (TNF-a, IL-1B, IL-6) e
quimiocinas (MCP-1) tanto no intersticio pulmonar, quanto no espaco alveolar,
demonstrando que uma Unica aplicacdo de laser transtoracica foi capaz de
reduzir a inflamagdo em um modelo de LPA. Além disso, ndo foi observado
efeito deletério na funcédo pulmonar, avaliado por meio de valores obtidos da
resisténcia e elastancia do sistema respiratorio e elastancia tecidual (Cury et
al., 2016).

Em outro estudo, Oliveira et al. (2014) avaliaram os efeitos da TLBP
em dois modelos de LPA, induzida pela instalacdo de LPS intraperitoneal e
intratraqueal, em camundongos. Apdés uma hora da inducdo da lesédo, os
animais foram irradiados por trés vezes (intervalo de uma hora entre cada
aplicacdo) com o laser infravermelho, modo continuo, com comprimento de
onda de 830 nm e poténcia de 35 mW, em trés pontos durante 80 segundos:
porcao distal da traqueia, pulméo direito e pulméo esquerdo. Vinte e quatro

horas apés a ultima administracdo de LPS, os animais foram estudados e foi
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observado que a TLBP promoveu reducdo da contagem total de células e de
neutrofilos no LBA, niveis séricos de IL-1B, IL-6, TNF-a e da quimiocina KC da
subfamilia CXC, tanto no LBA quanto no soro, e também diminuicdo da
contagem de neutrofilos no parénquima pulmonar. Portanto, a TLBP
apresentou efeito anti-inflamatoério nos dois modelos de LPA estudados.

No estudo desenvolvido por Miranda da Silva et al. (2015), os autores
avaliaram os efeitos locais e sistémicos da TLBP em um modelo de leséo
pulmonar induzida por inalacdo de formaldeido em ratos Wistar. Durante trés
dias consecutivos os animais receberam inalacdo de formaldeido por 90
minutos. O laser foi aplicado uma e cinco horas apés cada exposicdo ao
formaldeido, com poténcia de 30 mW, 660 nm de comprimento de onda, dose
de 1 J/min, aplicado em toda extensdo do sistema respiratorio por contato
direto com a pele (trés pontos na traqueia e em cada lobo pulmonar). Apés 24
horas da ultima aplicacdo do laser, foi observado reducdo do numero de
células totais, mondcitos e linfécitos no soro; diminuicdo de infiltracdo
neutrofilica no LBA por reducéo da atividade da MPO; além do decréscimo de
citocinas inflamatdrias no LBA (IL-6 e TNF-a) e aumento na expressao da IL-10
no LBA e no tecido pulmonar.

Uma série de estudos conduzida pelo grupo de Lima apresentou como
objetivo elucidar o efeito da TLBP em diferentes modelos de LPA (LIMA et al.,
2010; LIMA et al., 2011; LIMA et al., 2013; LIMA et al., 2014). Em um destes
estudos, os autores avaliaram especificamente os mediadores inflamatorios
que conduzem o efeito anti-inflamatorio da TLBP em um modelo de LPA
induzida por inalagéo de LPS. Foi utilizado o laser com comprimento de onda

de 650 nm, 2,5 mW de poténcia, 0,08 cm? de tamanho de ponto, dose de 1,3



41

J/icm?, aplicado diretamente na pele no local da traqueostomia. Apos quatro
horas da indugcéo da lesdo, a TLBP foi capaz de reduzir o edema pulmonar,
avaliado pela técnica de extravasamento do corante azul de Evans, e a
inflamacgéo neutrofilica confirmada pela diminuicdo da atividade da MPO no
LBA. Foi observado também reducdo significativa da expressdo génica de
TNF-a e IL-1B. O estudo sugere que a TLBP pode ser util em patologias
pulmonares em que TNF-a e IL-1p sejam os mediadores predominantes (LIMA
et al. 2010).

Em outro estudo do mesmo grupo, os autores avaliaram se mediadores
pré e antiinflamatérios poderiam ser modulados pela TLBP em um modelo
experimental de LPA por isquemia e reperfusao intestinal (i-I/R). Neste estudo,
os animais foram irradiados 30 minutos apos o inicio da reperfuséo, utilizando
um laser com comprimento de onda de 660 nm, poténcia de 30 mW, 0,08 cm?
de tamanho de ponto, aplicado diretamente sobre a pele na regido da
traqueostomina. Os animais foram eutanasiados quatro horas apos a inducao
da leséo e foi confirmado que a TLBP atenua a inflamacéo aguda por favorecer
a producao de IL-10 e reduzir a de TNF-a, além de diminuir o edema, o influxo
de neutrdfilos e a atividade da MPO (LIMA et al., 2011).

Seguindo a mesma linha de estudo, em 2013, Lima et al. investigaram
se a TLBP tem efeito na regulacdo de uma proteina que protege a célula do
stress oxidativo (HSP70) em um modelo de i-I/R em ratos. Para a terapia foi
utilizado o laser com comprimento de onda de 660 nm, poténcia de 30 mW,
dose de 5,4 J/cmz?, aplicado sobre um Unico ponto na porcao distal da traqueia,
durante 180 segundos, cinco minutos apOs o inicio da reperfusdo e cinco

minutos antes do seu fim. Os animais foram eutanasiados duas horas apos a
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reperfusdo, e foi demonstrado que a TLBP atenuou a lesdo pulmonar por
promover aumento de HSP70, além de reducdo do edema pulmonar e
atividade da MPO.

Em outro estudo, Lima et al. (2014), avaliaram o efeito dose-resposta da
TLBP na LPA também induzida por i-I/R. Foi utilizado um laser diodo, com
comprimento de onda de 660 nm, poténcia de 30 mW, 0,08 cm? de tamanho de
ponto, nas doses de 1, 3, 5 e 7,5 J/cm?, aplicado sobre a pele na direcdo do
brébnquio, 30 minutos apoés a i-I/R. As analises foram conduzidas apés duas
horas da inducdo da lesdo e os resultados mostraram que as doses de 3, 5 e
7,5 Jicmz2 foram capazes de diminuir ndo s6 a atividade da MPO, mas também
a expressao génica e a concentracao protéica de mediadores pro-inflamatérios
(TNF-a, IL-1B, IL-6). Nesta andlise, apenas o mediador IL-13 apresentou
resposta dependente da dose. Quanto a avaliacdo da IL-10, esta encontrou-se
significativamente aumentada no grupo irradiado com 1 J/cm? , e curiosamente
a dose 7,5 J/cm? diminuiu sua concentracdo. Este foi o primeiro estudo a
demonstrar que diferentes doses de laser podem ser eficazes em atenuar a
intensidade da resposta inflamatoria.

Em um estudo recente, Palma-Cruz et al. (2019), utilizando um modelo
experimental de sepse induzida por injecdo intraperitoneal de LPS, avaliaram o
efeito temporal da TLBP na mobilizacdo de leucdcitos e secrecao de citocinas.
A terapia com laser ocorreu por contato direto com a pele, duas e seis horas
apos a injecao de LPS, utilizando laser diodo (LED - light-emitting diode) com
comprimento de onda de 660 nm, poténcia de 100 mW, dose de 15 J, durante
150 segundos. ApoOs trés dias de tratamento, as células inflamatoérias, bem

como as interleucinas (IL-6 e IL-17) no LBA e no soro encontravam-se
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reduzidas. Esse efeito se manteve por pelo menos sete dias, quando os niveis
destes marcadores permaneceram diminuidos.

Neste contexto, as evidéncias iniciais confirmaram os efeitos benéficos
da TLBP na LPA. Entretanto, no melhor do nosso conhecimento, nenhum

estudo avaliou o efeito do laser de baixa potencia em um modelo de LPIV.
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3 HIPOTESES

HO: A TLBP ndo promovera efeito anti-inflamatério em um modelo experimental

de LPIV.

H1: A TLBP promoveré efeito anti-inflamatorio em um modelo experimental de

LPIV.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO PRIMARIO

Avaliar o efeito da TLBP em um modelo de LPIV em ratos Wistar.

4.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS

Avaliar o efeito da TLBP em um modelo de LPIV em ratos Wistar a partir

da analise da:

a) Histopatologia pulmonar;

b) Contagem total e diferencial de células no LBA;

c) Expressdao do mRNA do TNF-a, IL-1j3, IL-6, IL-10 e CXCL2.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 ANIMAIS

Neste estudo foram utilizados 26 ratos Wistar, previamente saudaveis,
com idade aproximada de 90 dias, peso variando entre 250 e 350 gramas,
provenientes do Biotério do Centro de Biologia da Reproducéo da Universidade
Federal de Juiz de Fora (CBR- UFJF, Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil).

Os animais receberam cuidados segundo a diretriz do Conselho
Nacional de Experimentacdo Animal (DIRETRIZ BRASILEIRA PARA O
CUIDADO E A UTILIZAQAO DE ANIMAIS PARA FINS CIENTIFICOS E
DIDADITOS, 2013). O trabalho foi aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de

Animais da UFJF, protocolo nimero 011/2016 (Anexo A).

5.2 CONDICOES DE ALOJAMENTO

Todos os animais foram alojados em gaiolas de polipropileno, cobertas
com camas de maravalha selecionada (ndo esterilizada), dotadas de cocho
para racao do tipo peletizada e local para mamadeira com agua filtrada. Cada
gaiola abrigava trés animais, que foram mantidos em arméarios climatizados
(Alesco, Brasil) pelo periodo de uma semana antecedendo o procedimento
experimental. Os armarios localizavam-se em alojamento com lampadas
incandescentes, controladas automaticamente para acenderem as 6:00 e

apagarem as 18:00, mantendo um fotoperiodo de 12 horas de ambiente claro e
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12 horas de ambiente escuro. Os animais receberam agua e racdo comercial

ad libitum.

5.3 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

5.3.1 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os animais foram alocados, inicialmente em dois grupos experimentais:
grupo leséo pulmonar induzida pela ventilagdo mecanica (LPIV, n=12), e grupo
ventilagdo mecanica protetora (VMP, n=12). Cada grupo foi subdivido em
outros dois grupos que diferiam entre si, pela aplicagdo ou nao de laser (Figura

1).

24 ratos Wistar

12 ratos 12 ratos
VMP Randomizado LPIV
| I
6 ratos 6 ratos 6 ratos 6 ratos
VMP + LPIV +
VMP laser LPIV laser

Figura 1: Distribuicdo dos animais nos grupos experimentais VMP: ventilacao

mecanica protetora; LPIV: lesdo pulmonar induzida pela ventilagdo mecanica

5.3.2 PROTOCOLO DE VENTILACAO MECANICA
Todos os animais foram pesados (Balanca Filizola MF 4006033,

Brasil), e a partir do peso individual, foi calculada a sedacdo. Foram
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administradas por via intraperitoneal (i.p.) 64 mil/kg de cloridrato de
dextrocetamina (Cristalia, Brasil) e 8 mg/kg de xylazina (Ceva, Brasil). Essas
dosagens foram suficientes para manter o animal em plano anestésico por
aproximadamente uma hora, quando, entdo, era feito um repique (i.p.)
utilizando metade da dose inicial. O plano anestésico era caracterizado pela
supressdo do reflexo corneo-palpebral e pela auséncia de resposta a
compresséo da pata.

Apés sedacdo, os animais foram colocados em decubito dorsal sobre
uma mesa aquecida (Heat Pad EFF422, Reino Unido) para prevenir hipotermia
e tiveram seus membros superiores fixados por uma fita adesiva a 90° em
relacdo ao corpo. ApGs posicionamento, foi feita tricotomia da face ventral da
regiao cervical e abdominal completa. Na regido cervical foi aplicada anestesia
local com injecdo subcutanea de 0,3 ml de lidocaina a 2% sem vasoconstritor
(Hipolabor, Brasil). Em seguida, iniciou-se o processo de tragueostomia, por
meio de um corte longitudinal medial feito na face ventral do pescoc¢o, com
aproximadamente dois centimetros de extensdo, com posterior divulsdo dos
tecidos e retirada parcial do muasculo traqueal. A traquéia foi entdo exposta
(terco proximal) e com uma lamina de bisturi nUmero 23 (Maxicor, Brasil) foi
realizada uma incisdo entre seus anéis de cartilagem, e imediatamente foi
introduzida uma canula de polietileno (PE 240, Intramedic®, Clay-Adams Inc.,
EUA), com 1,5 mm diametro interno e 7,5 cm de comprimento, fixada na
porcao proximal por fio seda 2.0 (Polysuture SP420, Brasil). Com a finalidade
de infundir medicamentos, a artéria carétida comum direita foi dissecada e

canulada com cateter de polietileno de 20 G (Arrow, EUA).
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Ainda na posicdo supina, pela traqueostomia, o0s animais foram
acoplados a ventilacdo mecénica (Inspira ASV, Harvard Apparatus, EUA). Foi
realizado bloqueio neuromuscular utilizando brometo de rocur6nio na dose 1
mg/kg, infundido pelo catéter central (carétida). Os animais foram mantidos em
ventilagdo mecanica por 90 minutos, e aqueles do grupo VMP foram ventilados
com 0s seguintes parametros: modo ventilatério volume-controlado, volume
corrente (Vt) de 6 ml/Kg, frequéncia respiratéria (FR) de 80 incursdes por
minuto, relacéo inspiracao:expiracdo (:E) de 1:2, FiO, de 100% e PEEP de 5
cmH,0. Ja os animais do grupo LPIV receberam um V1 de 35 ml/kg, FR de 18

incursdes por minuto, relagdo I:E de 1:2, FiO, de 100% e PEEP de 0 cmH0.

5.3.3 PROTOCOLO DE APLICAQAO DE LASER
O laser terapéutico de baixa poténcia infravermelho (Photon Lase llI,
arseneto de galio e aluminio - AIGaAs), com comprimento de onda de 808 nm,
da marca D.M.C. Equipamentos Ltda (S&o Paulo, Brasil), foi aplicado apés os
primeiros 60 minutos de ventilagdo mecanica. Os animais randomizados para
0S grupos submetidos a aplicacao do laser (VMP + laser e LPIV + laser) foram
irradiados com 0s seguintes parametros: poténcia de 100 mW, tamanho do
spot de 0,028 cm?, densidade de energia de 20 J/cm?, densidade de poténcia
de 3.571 W/cm?, energia por ponto de 5 J, tempo de aplicacdo por ponto de 5
s, no modo de emissdao continuo. A dose aplicada no presente estudo foi
baseada em estudos prévios.
O laser foi aplicado por contato perpendicular direto na pele, apos a
tricotomia, em trés pontos de cada lado da regido anterior do torax (apice, terco

meédio e base pulmonar; identificados pela palpacéo dos espacos intercostais).
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5.3.4 EUTANASIA E REMOGCAO DOS PULMOES

Ao término dos 90 minutos de VM, foi coletado sangue através do
catéter inserido na carétida do animal, e estes foram submetidos a eutanéasia
por exsanguinagdo pelo mesmo cateter e sec¢cdo do diafragma ainda sob
anestesia.

Para que os pulmfes se mantivessem insuflados mesmo apo6s serem
retirados do térax, com os animais ainda em ventilacdo mecanica, foi realizada
uma pausa inspiratdria e a traqueia foi ocluida por um fio de algodao.

Apo6s desacoplar o animal do ventilador, o térax foi aberto, a parede
toracica anterior removida e a porcdo abdominal do eséfago identificada e
isolada, sendo presa por uma pinca hemostatica Kelly (ABC, Brasil). As
estruturas do pescoco foram dissecadas, permitindo a liberagcdo das vias
aéreas. A pinca presa ao esOfago foi suavemente tracionada para cima,
permitindo separar o conjunto coragdo-pulmao das demais estruturas aderidas
a parede toracica posterior. Com todas as estruturas individualizadas, a
traqueia foi seccionada acima do local ocluido pelo fio cirargico e,
posteriormente, o es6fago e o coracdo foram separados por leve tracao,
restando apenas os pulmdes e as vias aéreas. O bronquio fonte direito foi
ocluido por um fio de algodao e o lobo superior do pulméo direito foi utilizado
para o PCR e o inferior foi mantido insuflado para andlise histolégica, enquanto
o pulméo esquerdo foi utilizado para o LBA.

A figura 2 mostra a linha do tempo do experimento.



Sedacao (i.p.)

o1

TQT _
Bloqueio Elm da} \(M
Neuromuscular R:trigzgfdos

Inicio VM Aplicacéo iimaos
do laser
0 60 90
VMP + L VMP
LPIV + L LPIV

Figura 2: Linha do tempo do experimento

I.p.: intraperitoneal; TQT: traqueostomia; VM: ventilacdo mecéanica; VMP:

ventilagdo mecanica protetora; LPIV: lesdo pulmonar induzida pela ventilacao.

5.4 VARIAVEIS ANALISADAS

5.4.1 LAVADO BRONCOALVEOLAR

O LBA foi obtido pela canulagcdo do brénquio fonte esquerdo e 5 ml de

PBS contendo acido etilenodiamino tetracético (10 nM) foram instilados e

aspirados lentamente por trés vezes. O LBA coletado foi centrifugado e

submetido a contagem total e diferencial de células.

A contagem total de leucdcitos foi realizada em uma camara de

Neubauer sob microscépio 6ptico (Zeiss, Hallbergmoos, Alemanha) apés a

diluicho das amostras em uma solucdo de Turk (2% acido acético). O

sedimento de células foi diluido em PBS e depois corado pela técnica de May-

Grunwald para contagem diferencial de ceélulas, sendo esta feita com 300

células.
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5.4.2 HISTOLOGIA

O lobo inferior do pulméo direito, mantido inflado (por oclusdo do
brénquio lobar inferior direito), foi separado do restante do 6rgéo e fixado em
formaldeido a 10% por 72 horas. Em seguida, as amostras foram submetidas a
banhos em uma série crescente de alcool etilico e diafanizadas em xilol para
posterior impregnacdo em parafina. Foram obtidos cortes longitudinais do
parénquima pulmonar do lobo inferior, com 4 pm de espessura. Apés a
montagem do material em laminas de vidro, os mesmos foram corados com
hematoxilina-eosina para andlise histopatoldégica da LPA. Todas as laminas
foram analisadas por patologista que ndo tinha conhecimento dos grupos
experimentais.

Para avaliagdo da LPA, foi utilizado um escore preconizado pela
American Thoracic Society (MATUTE-BELLO et al.,, 2011), e para sua
determinacdo foi utilizado um microscépio de luz convencional (Zeiss,
Hallbergmoos, Alemanha). Neste escore foram avaliados 0s seguintes
pardmetros: namero de neutrofilos no intersticio (incluindo aqueles proximos
aos capilares); namero de neutrofilos no espaco alveolar; formacdo de
membrana hialina; presenca de debri protéico no espaco alveolar (como
filamentos de fibrina) e espessura da parede alveolar. Foram avaliados 20
campos diferentes em cada lamina, com aumento de 400X, sendo que pelo
menos 50% de cada campo deveria estar preenchido por alvéolos pulmonares.
Os campos compostos predominantemente por brénquios ou grandes vasos

foram excluidos da analise. Cada um dos cinco achados histologicos foi


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Matute-Bello%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21531958
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graduado de acordo com o0 esquema apresentado na tabela 1. Para gerar o
escore, foi realizada a soma dos pontos obtidos em cada campo analisado,
para cada uma das cinco variaveis independentes. Estes pontos foram usados
em uma equacdo, que aplica pesos para cada variavel, com base em sua

relevancia na caracterizagéo da leséo pulmonar (equagéo 1).

Tabela 1. Escore de lesdo pulmonar precozinado pela American Thoracic

Society

Escore por campo
Parametros 0 1 2
A. Neutrdfilos no espaco alveolar Nenhum 1-5 >5
B. Neutrdéfilos no espaco intersticial Nenhum 1-5 >5
C. Membrana hialina Nenhum 1 >1
D. Debri protéico preenchendo o espaco aéreo Nenhum 1 >1
E. Espessamento do septo alveolar < 2X 2Xx-4x >4x
Equacéo 1:

[(20xA)+(14%B)+(7xC)+(7xD)+(2xE)]

Escore= Numero de campos x100

5.4.3 EXTRACAO DE RNA e REAL TIME PCR (qPCR)

Os lobos superiores direitos dos pulmdes foram removidos e pequenos
fragmentos foram obtidos. Estes fragmentos foram transferidos para criotubos

para trabalhos em criogenia até -196°C livres de RNase e DNase, DNA e
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inibidores de PCR, com 1ml de Trizol (Invitrogen, EUA) que é capaz de extrair
0 RNA total. Todas as amostras permaneceram congeladas em freezer -80°C
por aproximadamente 30 dias. Posteriormente, foram descongeladas e seguiu-
se a separacdo de fases por cloroférmio e isopropanol. A concentracdo de RNA
extraido foi obtida utilizando o NanoDrop™ 1000 Espectrofotdmetro (Thermo
Scientific, EUA). Em seguida, 2ug de RNA total foi transcrito a DNA
complementar (cDNA) utilizando o kit High-Capacity cDNA Reverse
Transcription (Applied Biosystems, EUA), seguindo as orientagbes do
fabricante.

Para a reacdo de gPCR foram utilizados primers dos genes: TNF-q, IL-
1B, IL-6, IL-10 e CXCL2. Todos os primers foram desenhados em diferentes
éxons, para evitar a possibilidade de contaminagdo com DNA gendmico
utilizando o programa Primer BLAST.

De acordo com os resultados das curvas padrao para determinagéo da
eficiéncia dos primers (eficiéncia aceitavel superior a 90%), padronizou-se a
utilizacdo da diluicdo de 1:5 de cDNA para todas as amostras. As reagdes
foram feitas no volume final de 10 pL, contendo 2,6 uL de agua ultrapura, 1,4
ML da mistura de um dos pares de primers Foward e Reverse de cada gene, 1
ML de cDNA diluido e 5 yL de SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems).

O ensaio de gPCR foi realizado no aparelho StepOnePlus™ Real-Time
PCR System (Applied Biosystems, EUA) nas seguintes condi¢gdes: 40 ciclos;
em cada ciclo, desnaturacao inicial a 95 °C por 10 minutos, desnaturacdo a 95
°C por 15 segundos, anelamento dos primers e extensao a 60 °C por 1 minuto.
Cada amostra foi feita em duplicata e como controle negativo para a reagao de

gPCR foram utilizados pog¢os que continham o mix da reagdo mais 0s primers,
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na auséncia do template (cDNA). A analise das curvas de melting e de
dissociacao foi feita ao final de cada corrida como controle da qualidade da
amplificagéo génica.

Para analise da expressdo génica através de gPCR foi utilizado o
método Delta-Delta Ct (AACt) (LIVAK e SCHMITTGEN, 2001). Calculou-se
inicialmente o ACT de cada amostra, subtraindo-se os valores de CT (threshold
cycle ou limiar do ciclo) do gene controle (B-actina) dos valores de CT do gene
alvo. Apos determinacdo do ACT da amostra, escolheu-se como amostra
normalizadora o cDNA dos animais controle. Para o calculo do AACT utilizou-
se a férmula seguinte: [ACT (amostra) — ACT (amostra normalizadora)]. Uma
vez determinado o AACT, aplicou-se a formula 22T, que resultou no valor da

expressao génica relativa.

5.5 ANALISE ESTATISTICA

A normalidade dos dados foi analisada pelo teste de Kolmogorov-
Smirnov. Os dados paramétricos foram expressos como meédia * desvio
padrdo, enquanto os dados ndo paramétricos foram expressos como mediana
(intervalo interquartil). Os dados paramétricos foram analisados pela anélise de
variancia (ANOVA), seguida pelo teste post hoc de Tukey quando necessario.
Os dados ndo paramétricos foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis,
seguido do teste de Mann-Whitney quando necessario. A correcao de
Bonferroni foi aplicada para as analises repetidas. A diferenca foi considerada

estatisticamente significante com resultado de p < 0,05. Todas as analises
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estatisticas foram realizadas utilizando o programa SPSS 17.0 for Windows

(SPSS Inc, lllinois, EUA).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e a discussao serdo apresentados sob a forma do artigo
intitulado “Effect of low-level laser therapy on experimental model of ventilator-

induced lung injury”, o qual foi submetido a revista Inflammation (Anexo B).
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Apesar de serem conhecidos os beneficios da TLBP na LPA, nenhum
estudo avaliou os efeitos desta terapia em um modelo experimental de LPIV.
Portanto, neste estudo avaliamos o efeito da TLBP em um modelo de LPIV em
ratos Wistar. Os animais do grupo LPIV mostraram maior escore de LPA, maior
contagem de neutrdfilos no LBA e maiores expressfes génicas de citocinas
inflamatoérias quando comparados aos animais do grupo VMP, confirmando que
0 nosso modelo foi capaz de induzir a lesdo pulmonar. Ja os animais do grupo
LPIV com laser, comparados aos do grupo LPIV, apresentaram menor escore
de LPA e neutrdfilos no espaco alveolar, menor contagem total de células e de
neutréfilos no LBA, além de significativa reducdo da expressdo génica de
citocinas proé-inflamatérias e aumento de citocina anti-inflamatéria. A TLBP
reduziu, entdo, a resposta inflamatéria em um modelo de LPIV por meio da
modulacao da expresséo de citocinas.

Nosso estudo mostrou de maneira consistente que 0 estresse mecanico
gerado na LPIV aumenta a expresséo de MIP-2, o que estimula o recrutamento
de neutrdfilos, tendo estes importante papel na lesao pulmonar. Nos animais do
grupo LPIV também foi observado aumento das citocinas inflamatorias TNFa,
IL-1B e IL-6. O dano tecidual geralmente é reconhecido por células imunes,
como macrofagos e mondcitos, o que poderia levar a ativagcdo de TLR-9,
estimular uma via de sinalizacdo NF-xB e assim aumentar a transcricdo destas
citocinas inflamatorias.

A TLBP promoveu reducdo da inflamagéo no modelo experimental de

LPIV no presente estudo. O potencial efeito anti-inflamatorio da TLBP esta
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associado com aumento da microcirculacdo local, estimulo a angiogénese,
vasodilatacdo, além de reducdo da sintese de mediadores inflamatérios.
Apesar destes beneficios ja conhecidos, a aplicacdo da TLBP na prética clinica
é limitada, pois tais efeitos ainda precisam ser avaliados e confirmados em

ensaios clinicos.
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8 CONCLUSAO

A TLBP reduziu a resposta inflamatoria em um modelo experimental de

LPIV ao modular a expresséo de citocinas inflamatorias.
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MOURA REBOREDO com a colaboragdo de BRUNO DO VALLE PINHEIRO, FLAVIA
DE PAOLL LEDA MARILIA FONSECA LUCINDA, ADENILSON DE SOUZA DA
FONSECA, LUIZ PHILIPPE DA SILVA SERGIO e THAIS FERNANDA FAZZA esta de
acorde com os Principios Eticos na Experimentagdo Animal, adotados pelo Conselho

e Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi aprovado pela

. COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da PRO-REITORIA DE

PESQUISA/UFJF, em reunifo realizada em 12/07/2016. Para o desenvolvimento da pesquisa
serdo utilizados 48 ratos Wistar (48 machos) de 90 dias de idade, conforme solicitado e que
serdo utilizados no periodo 18/08/2016 a 27/07/2018.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n°. 011/2016 — CEUA about “EFEITOS DO LASER TERAPEUTICO
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collaboration of BRUNO DO VALLE PINHEIRO, FLAVIA DE PAOLI, LEDA MARILIA
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SILVA SERGIO and THAIS FERNANDA FAZZA is in agreement with the Ethical
Princip! in Animal Research adopted by Brazilian Council for Control of Animal
mentation (CONCEA) and was approved by the PRO-REITORIA DE
ISA/UFJF — ETHICAL COMMITTEE FOR ANIMAL HANDLING (CEUA) in
/2016. the development of this research 48 Wistar rats (48 males) of 90 days of age,
ted in the period of 18/08/2016 to 27/07/2018.
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