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ANALISE DO MECANISMO DE ACAO DE LASERES DE BAIXA POTENCIA,
NA REGIAO DO VISIVEL-VERMELHO, EM INFLAMACAO AGUDA
INDUZIDA POR CARRAGENINA

RESUMO

A resposta inflamatoria visa combater o agente agressor e eliminar os produtos
resultantes da destruicdo celular, promovendo condicbes ideais para a
reparacdo do tecido lesado. Sendo esta uma resposta celular e humoral de
magnitude variavel com repercussodes locais, loco-regionais ou sistémicas, cujo
disparo € produtor de uma cascata de eventos que envolvem 0s sistemas:
complementos, cininas, fibrinoliticos e coagulantes estimulados, juntos, com a
ativacdo de fagocitos e das células endoteliais. Durante a década de 60, a
carragenina passou a ser muito utilizada experimentalmente, principalmente
por sua habilidade em induzir uma reacdo inflamatéria aguda. A terapia com
laser de baixa potencia na regido de vermelho e infravermelho proximo (600-
1000nm) é utilizada clinicamente para promover efeitos antiinflamatorios, aliviar
a dor e acelerar o processo de reparacéo tecidual. O presente trabalho eve
como objetivo investigar o mecanismo de acao de laseres de baixa poténcia,
na regido do visivel (vermelho), no processo inflamatério agudo, utilizando os
modelos classicos de edema de pata e pleurisia em ratos. Foram utilizados 2
modelos classicos de inflamacédo aguda, edema de pata e pleurisia, induzida
por carragenina, para determinar a densidade de energia, tempo de irradiacéo,
migracdo de células e producdo de mediadores inflamatdrios apds o tratamento
com laser de baixa poténcia; ainda avaliamos, em animais adrenalectomizados
se existe a participacdo do eixo hifose-hipotalamo-adrenal para o efeito do
LBP. Os resultados mostram que a densidade de energia (DE) de 7,5J/cm?
reduziu a formacédo do edema, migracao de células inflamatorias e a expresséo
de RNAm para IL-1B e IL-6 TNF-a e INOS e COX-2. mas, em animais
adrenalectomizados estes efeitos ndo foram observados. Desta forma,
podemos concluir que a terapia com LBP é eficiente para modular o processo
inflamatdrio e seus efeitos sdo mediados via eixo enddcrino.

Palavras Chave: inflamag&o aguda, mediadores inflamatorios, analise

histolégica, RNAmM, RT-PCR, laser de baixa poténcia



ANALYSIS OF ACTION MECHANISM OF LOW LEVEL LASERS IN THE
VISIBLE-RED REGION ON ACUTE INFLAMMATION INDUCED BY
CARRAGEEN

ABSTRACT

The inflammatory response has the objective to fight against the aggressive
agent and eliminate the products derived of cellular destruction, promoting best
conditions to repair the damage tissue. Thus, the inflammatory response is
characterized by events humoral and cellular of variable intensity, generally
being a local response and in other situations presenting systemic response.
The second step of inflammatory reaction is the activation of a cascade of
events involving diverse biologic systems such as, complement system, kinines,
and fibrinolitic system, beside of activation of phagocytes and endothelial cells.
The 60’s decade the carrageenan was utilized principally by its ability to induce
an acute inflammatory response. The low power laser therapy (LLLT) on red
and near infra-red region (600 — 1000 nm) of the electromagnetic spectrum has
been used to relief pain and accelerate the tissue healing process. The present
study has the objective to investigate the action mechanism of two lasers in
visible region (red laser) of electromagnetic spectrum on acute inflammation,
using two inflammation classic models: paw edema and pleurisy induced by
carrageenan, in order to determine the energy density, time of irradiation, cells
migration and production of inflammatory mediators after treatment with LLLT.
Futhermore, in other series of experiments, we evaluate the anti-inflammatory
effect of LLLT in adrenalectomized rats intenting to study the involvement of
adrenal-hypothalamus-hypophisis axis on the effect of LLLT. Our results
showed that LLLT, with energy density of 7.5 J/cm?, reduce the edema and
inflammatory cells influx and mRNA expression to IL-13, IL-6, and TNF-a, INOS
and COX-2. Those effects were not observed in adrenalectomized rats.
Therefore, we can conclude that LLLT is efficient in modulating the
inflammatory process, suggesting that these effects are mediated by the
endocrine axis.

Keywords: acute inflammation, inflammatory mediators, histological

analysis, mRNA, RT-PCR, Low Level Laser
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1. INTRODUCAO

1.1 Areacdo Inflamatéria

A inflamacéo foi descrita, pela primeira vez, por Celsius, que viveu entre 0s
anos 30 AC e 30 DC; e observou que os sinais cardinais da inflamacao eram: o
calor, o rubor, o tumor e a dor, aos quais, Virchov acrescentou a perda da funcéo
(PARADISO; VOEUX, 1998).

A inflamacéo é uma resposta organica local ou geral, de magnitude variavel,
desencadeada por diversos fatores, tendo como fim proteger o organismo contra
gualquer tipo de agressdo. Esta resposta ocorre através de um processo de
regulacdo que mantém o equilibrio das diversas funcdes e composi¢cdes quimicas do
corpo, ou seja, a reacdo inflamatéria € o mecanismo fisiopatoldégico basico em
resposta a diversas doencas, sendo representada por um conjunto de reac¢des locais
e gerais do organismo (ROBBINS et al., 2000).

A reacdo inflamatéria é composta por uma série de fenébmenos biolégicos que
se associam e se complementam, formando reacdes em cascata, envolvendo a
interagdo complexa entre as células inflamatdrias, tais como: neutrdfilos, linfocitos e
mondcitos/ macréfagos (TEDGUI; MALLAT, 2001).

A resposta inflamatéria visa, em dltima instancia, combater o agente agressor
e eliminar os produtos resultantes da destruicdo celular, assim, promovendo
condicBes ideais para a reparacdo do tecido lesado. Todo este processo de
restituicdio da normalidade tecidual € concluido pela reparacdo, fendmeno

inseparavel da inflamacédo (TEDGUI; MALLAT, 2001).



Inicialmente, duas teorias foram postuladas, no sentido de caracterizar a
reacao inflamatoria:

a) Teoria Humoral — preconiza que a resposta inicial partiria do sangue e dos
fluidos tissulares, ricos em sistemas enzimaticos complexos, responsaveis por
diversos eve ntos relacionados a reacao inflamatoria;

b) Teoria Celular — Alternativa a Teoria Humoral - postulada por Metchnikoff,
afirmava que as células brancas que apareciam durante a reacao inflamatoria eram
as responsaveis pela protecdo do organismo contra infeccoes (CONTRAN et al.,
1996; CONTRAN; KUMAR; COLLINS, 2000).

O fato de a inflamacédo ser produzida por diferentes agentes e manter
caracteristicas uniformes levaram a sugestdo de que os sintomas seriam causados
por mensageiros quimicos gerados no local da reacdo. Estes mensageiros sao
agora conhecidos como mediadores quimicos da inflamacao (SIQUEIRA; DANTAS,
2000).

A inflamacdo é uma resposta celular e humoral de magnitude variavel com
repercussodes locais, loco-regionais ou sistémicas, cujo disparo é produtor de uma
cascata de eventos, envolvendo os sistemas: complemento, cininas, fibrinolitico e
coagulantes estimulados, em conjunto com a ativacdo de fagdcitos e das células
endoteliais (COMPTON, 1991).

A resposta inflamatdria é dividida em trés fases distintas, sendo:

|. fase aguda - evento transitorio caracterizado pelos sinais classicos da
inflamacéo;

Il. fase sub-aguda retardada — nota-se, predominantemente, a infiltracdo

leucocitaria e,



lll. fase crénica, onde a proliferacdo é fato de destaque, com a ocorréncia da

degeneracao tissular e da reparacéo fibrética (STEVENS et al., 2002).

Estas trés fases sédo desejaveis e fundamentais, podendo ser consideradas
benignas dentro de padrbes em que as atividades celulares e dos mediadores
permanecem apropriadamente reguladas, podendo ser identificadas por alteractes
locais notaveis pelos seguintes sinais e sintomas: rubor, calor, tumor e dor

(STEVENS et al., 2002).

A reacdo que ocorre durante as primeiras horas ap0s a injdria é independente
da natureza (biologica, fisica ou quimica) do agente nocivo, sendo a resposta
bastante similar, mesmo ap6s uma grande variedade de estimulos. Inicialmente, o
agente agressor é combatido por duas linhas de protecdo; a defesa inata néo
induzida (ataque humoral — sistema complemento e macriofagos residentes),
entretanto, se 0 agente agressor ndo for combatido nessa etapa de defesa inicial,
uma segunda via de resposta é induzida — a resposta inflamatéria aguda ou defesa
inata induzida (SIQUEIRA; DANTAS, 2000).

A resposta inflamatéria parece ser parcialmente mediada por componentes
(sistemas enzimaticos) presentes nos fluidos corporais como: Sistema de
coagulagéo; Sistema fibrinolitico; Sistema calicreina-cininas; Sistema complemento
(ALI etal., 1997).

Classicamente, sdo descritos alguns fenémenos basicos comuns a qualquer
tipo de inflamacédo, independentemente do agente inflamatorio. Estas fases
caracterizam a inflamacéo do tipo aguda, a qual sempre antecede a inflamacéo do
tipo cronica; e pode ser definida como uma reacdo da microcirculacdo induzida por
uma injuria aos tecidos, com a conseqiente movimentacdo de elementos

intravasculares, como fluidos, células e moléculas para o espaco extravascular



(SIQUEIRA; DANTAS, 2000). Todos estes eventos acontecem como um processo
Unico e concomitante, caracterizando a inflamagdo como um processo dinamico.

Entretanto, podemos dividi-lo em fases para sua melhor compreensao:

l) Fase irritativa: ocorrem modificagcbes morfolégicas e funcionais dos tecidos
agredidos, promovendo a liberagdo de mediadores quimicos estes desencadeantes
das demais fases inflamatorias. Os fendmenos irritativos estdo intimamente ligados
aos fendmenos vasculares, por envolverem a mediacdo quimica de farmacos que
agem diretamente sobre a parede vascular, ocasionando alteracbes vasculares
(DALE; RANG; VOEUX, 2004). Esta fase apresenta, como caracteristica
fundamental, a mediacdo quimica, ou seja, fenbmeno em que ocorre a producao
e/ou liberacdo de substancias quimicas diante da agdo de um agente inflamatorio.
Estas substancias atuam, principalmente, na microcirculacdo do local inflamado,
provocando, dentre outras modificacbes, o aumento da permeabilidade vascular.
Desta forma, temos alguns mediadores de acdo rapida e mediadores de acao
prolongada.

a) Mediadores de acdo rapida: liberados imediatamente ap6s a ac¢do do
estimulo agressor. Agem, principalmente, sobre os vasos sanguineos. Envolvem o
grupo das aminas vasoativas (ROBBINS et al., 2000). As aminas vasoativas sdo
originarias do tecido agredido. Atuam sobre a parede vascular, ndo exercendo
guimiotaxia sobre os leucdcitos, como alguns mediadores de acdo prolongada.
Compreendem, dentre outros, a histamina e a serotonina (ROBBINS et al., 2000).

- Histamina: sintetizada nos granuldcitos baséfilos nas plaquetas e, principalmente,
nos mastocitos, que a liberam quando agredidos. Provoca contragdo das células

endoteliais venulares, com consequente aumento da permeabilidade vascular e



vasodilatacdo. Tem destacada participagdo no mecanismo de formacdo do edema
inflamatorio.

- Serotonina: encontrada nas plaguetas, na mucosa intestinal e no sistema nervoso
central (SNC). A serotonina apresenta uma provavel acdo vasodilatadora,

aumentando a permeabilidade vascular.

b) Mediadores de acédo prolongada: liberados mais tardiamente, diante da
persisténcia do agente flogistico. Atuam sobre os vasos e, principalmente, sobre os
mecanismos de quimiotaxia celular, contribuindo para a exsudacao celular.
Compreendem substancias plasmaticas e lipidios acidos (ROBBINS et al., 2000).

- Substéncias plasmaticas: as substancias plasmaticas estdo divididas em trés
grandes sistemas: o sistema das cininas (envolvendo principalmente a plasmina e a
bradicinina), o sistema complemento e o sistema de coagulacéo (representado pelos

fibrinopeptideos) (ROBBINS et al., 2000).

Plasminogénio/Plasmina: a plasmina é uma protease que degrada uma ampla

gama de proteinas teciduais, como fibrina, protrombina, globulina, entre outras. Sua
forma inativa, o plasminogénio, é ativada por enzimas lisossdmicas, quinases
bacterianas, teciduais e plasmaticas. A presenca da plasmina incrementa a
permeabilidade vascular, provoca o surgimento de fibrinopeptideos, libera cininas e

atua sobre o sistema complemento (ROBBINS et al., 2000).

Bradicinina: ativada no intersticio, este peptideo apresenta acao
vasodilatadora sobre pequenas artérias e arteriolas, aumentando a permeabilidade
vascular. Por atuar em terminacfes nervosas, pode provocar o surgimento de dor

(ROBBINS et al., 2000).

7

Sistema complemento: € um fragmento protéico origindrio de uma proteina

plasmatica termoldbel que se rompe, devido a algumas reacdes entre proteinas



plasmaticas e intersticiais (como, por exemplo, as reagfes antigeno-anticorpo).
Aumenta a permeabilidade vascular por provocar a liberacdo de histamina ou, por
acdo direta sobre a parede vascular. Também apresenta atividade de quimiotaxia,

contribuindo para a exsudacao celular, principalmente de neutréfilos (ROBBINS et
al., 2000).

Fibrinopeptideos: sdo o produto da transformacéo do fibrinogénio em fibrina

(no sistema de coagulacédo) ou, da acéo da plasmina sobre estas duas substancias.
Os fibrinopeptideos apresentam acdo quimiotatica sobre os leucdcitos, evento
observado na fase de exsudacdo celular, podendo aumentar a permeabilidade
vascular (ROBBINS et al., 2000).

- Lipidios acidos: estédo representados, principalmente pelas prostaglandinas.

Prostaglandina: participa de fases mais tardias da inflamacdo; € uma

molécula de cadeias longas formadas por &cidos graxos, tendo sido observada,
primeiramente no liquido seminal (dai ter o nome de prostaglandina -
"prosta"=prostata; "glandina"= provavelmente "glandula™). Provocam a contracao das
células endoteliais e a vasodilatagdo, potencializando as respostas vasculares
oriundas da ac¢ao da bradicinina (DALE; RANG; VOEUX, 2004).
Il) Fase vascular: alteracbes hemodinamicas da circulacdo e da permeabilidade
vascular no local da agressdo. A fase vascular relune todas as transformacdes
ocorridas na microcirculacdo do local inflamado. Esta fase ocorre alguns minutos
apos o inicio da acado do agente flogistico; intervalo em que se processa a liberacéo
dos mediadores quimicos (DALE; RANG; VOEUX, 2004).

As modificagcbes vasculares incluem alteragdes no leito vascular e no fluxo
sanguineo, originando diferentes formas de hiperemia, estas moduladas pela

intensidade do agente agressor e pelos graus de resposta do tecido. Acompanhando



a hiperemia vém a isquemia e o edema, outras duas formas de reacdes vasculares

(DALE; RANG; VOEUX, 2004). Estes trés fendbmenos, juntos, formam um conjunto

de respostas vasculares imediatas a presenca do estimulo agressor, sendo esse

conjunto denominado de Triplice resposta de Lewis (ROBBINS et al., 2000).

Em termos macroscopicos, imediatamente ap0s a agressao, observa-se
inicialmente uma zona esbranquicada (isquemia), sendo substituida por uma zona
avermelhada ou eritema (hiperemia) ao redor do local agredido; mais tardiamente,
surge o aumento de volume local (edema). O mecanismo desta resposta pode ser:

- Isquemia transitéria: devido a constricdo arteriolar oriunda de um reflexo axo-
axonico local, provocado pelo estimulo agressor; ocorre a parada do fluxo sangliineo
e, consequientemente, o local fica esbranquicado.

- Hiperemia. a) arteriolar ou ativa: ap0s a contracdo e a parada da circulacao
sanguinea, o fluxo é restabelecido, sendo os capilares totalmente preenchidos por
sangue. Esta reacdo na microcirculacdo, aliada a parada da estimulacdo simpéatica
vascular, resulta em uma vasodilatacdo arteriolar por toda a rede microcirculatéria
local, levando ao aparecimento do eritema (zona avermelhada);

b) venular ou passiva: dilatacdo das vénulas mediada por estimulagéo
farmacolodgica, principalmente histaminica, com posterior exsudacdo plasmatica e
edema.

- Edema: ocorre devido ao aumento da pressdo hidrostatica e da permeabilidade
vascular, provocando a perda de agua e de eletrdlitos e a diminuicdo da velocidade
sanguinea.

Esta triplice resposta é desencadeada por reflexos nervosos locais

provocados pelo agente inflamatério. A hiperemia e o edema sdo mantidos por mais



tempo devido a agdo da fase irritativa, o que leva a fase exsudativa (ROBBINS et
al., 2000).

lll) Fase exsudativa: caracteristica do processo inflamatorio, este fenémeno
compde-se de exsudato celular e plasmatico, oriundo do aumento da permeabilidade
vascular. Os fendbmenos da exsudacdo referem-se a migracdo, para o foco
inflamatorio, de liquidos e células, provenham eles de vasos ou de tecidos vizinhos.

- Exsudacdo Plasmatica: A exsudacao plasmatica é a responsavel pela formacéao
do edema inflamatério. A saida do liquido plasmatico ocorre principalmente nas
vénulas, sendo pouco observada nos capilares e arteriolas. Isto ocorre devido a
estrutura histolégica das vénulas, que apresentam menor aderéncia intercelular na
sua parede em relacdo as arteriolas, fato este que facilta o aumento da
permeabilidade vascular ROBBINS et al., 2000). O aumento da permeabilidade
vascular pode ser originado de mecanismos diretos, em que o proprio agente
agressor atua sobre a parede vascular ou indiretos, em que ha acdo de mediadores
guimicos (DALE; RANG; VOEUX, 2004). O aumento da permeabilidade vascular,
fato ndo observado nos demais fenébmenos de saida de plasma do vaso, é peculiar
aos edemas inflamatoérios. Podem ser imediatos e transitérios, observados 15-30
minutos apds a agressado e regredindo apés 3 horas, sendo oriundos das vénulas;
imediatos e prolongados, aparecendo imediatamente ap0s a agressao e regredindo
apos 8 horas, havendo agressao direta do endotélio (ex.: queimaduras graves); e
tardio e prolongado, surgindo 2-4 horas ap6s 0 aumento da permeabilidade inicial e
tendendo a aumentar e estabilizar apds 6 horas do seu inicio (ex.: queimadura por
exposicao ao sol).

- Exsudacdo Celular: Os movimentos migratorios celulares séo devidos,

principalmente, a abertura de fendas na parede vascular - o aumento da



permeabilidade , aliado a liberacdo de mediadores quimicos com acdo de
guimiotaxia, citados na fase irritativa. Colaboram com estes fatores, as diminuicdes
da velocidade sanguinea - decorrentes das modificagbes hemodindmicas
apresentadas na fase vascular - e, principalmente, a adesividade das células do
tecido vascular (como hemacias e leucdcitos) aos endoteliécitos (DALE; RANG;
VOEUX, 2004). A marginacdo destas células e seus movimentos de diapedese em
direcdo as fendas previamente formadas caracterizam a exsudacédo celular; ou seja,
os fendmenos celulares (ALl et al., 1997).
IV) Fase degenerativa-necrética: caracterizada por células com alteracdes
degenerativas reversiveis ou nao (neste caso, originando um material necrotico),
derivadas da acao direta do agente agressor ou das modificagcdes funcionais e
anatémicas, conseque ntes das trés fases anteriores.
V) Fase produtiva-reparativa: relacionada a caracteristica de hiperemia da
inflamacao; ou seja, exprime os aumentos de quantidade dos elementos teciduais
(principalmente de células), resultado das fases anteriores. Esta hiperemia da
reacao inflamatéria visa destruir o agente agressor e reparar o tecido injuriado.
Atualmente se sabe que o sistema nervoso e fatores enddécrinos também
interferem na reacao inflamatéria (GARCIA et al., 1973; FOREMAN et al., 1987).
Nestes casos, e mesmo antes do descontrole, as citocinas sdo os principais
mensageiros fisioldgicos da resposta inflamatdria com o envolvimento de moléculas,
tais como o fator de necrose tumoral (TNF), as interleucinas (IL -1, IL-6), o interferon,
o fator colico estimulante (CSFs) e efetores celulares, tais como o0s

polimorfonucleares (PMN), mondcitos e células endoteliais (PAUL, 1999).

Também ocorre a ativacdo dos leucdcitos, com aumento de sua agregacao

dentro da microcirculagdo, maior infiltracdo celular com substancial aumento do
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consumo de oxigénio, bem como, a producdo de mais citocinas e de outros

mediadores inflamatérios (PAUL, 1999).

A presenca de mediadores quimicos no processo inflamatério faz com que a
inflamacdo mantenha caracteristicas uniformes mesmo sendo produzida por
diferentes irritantes.

As prostaglandinas sdo mediadores inflamatérios que desempenham
importantes papeis no processo inflamatério. A interferéncia na sintese de
prostaglandinas determina uma sensivel reducdo das alteracbes proporcionadas

pela inflamacdo (VANE; BAKHLE; BOTTING, 1998), visto que a inibicdo da

sintese de prostaglandinas é o mecanismo de agéo de muitos anti-inflamatérios néo-
hormonais.

Por fim, a inflamac&o aguda pode apresentar quatro tipos de resolugcédo, ou
seja: 1) a resolugcéo completa, com restauracdo ao normal do local inflamado, sendo
este o resultado provavel quando ocorre uma inflamacéo leve; 2) cura por fibrose,
gue ocorre apos substancial destruicdo do tecido ou quando a inflamacg&o ocorre em
tecidos que ndo se regeneram; 3) formacdo de abscesso, que ocorre,
particularmente nas infec¢cdes por organismos pirogénicos; 4) Progressédo para

inflamacéo cronica (PARADISO; VOEUX, 1998).

A transicdo da inflamag¢do aguda para cronica € bastante dificil de detectar,
mas a inflamacdo cronica possui caracteristicas singulares que, se analisadas
permitem a sua diferenciagao.

Os pontos fundamentais da inflamacao crbnica sao infiltracdo por células
mononucleares, principalmente macrofagos, linfécitos e plasmacitos; proliferacédo de
fibroblastos e, em muitos casos, de pequenos vasos sanguineos; aumento do tecido

conjuntivo (fibrose); e destruicao celular (CONTRAN; KUMAR; COLLINS, 2000).
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1.2 Citocinas do processo inflamatério

As citocinas sdo proteinas de baixo peso molecular, geralmente em torno dos
30.000 Daltons, pertencentes ao grupo das glicoproteinas, pertencente a familia das
hematopoietinas (PAUL, 1999). As citocinas sdo produzidas por células do sistema
imune com a propriedade de atuar sobre outras células do organismo, pertencentes
ou nao ao sistema imunologico (MONTES et al., 2000). A sua secrecao € induzida
por estimulos especificos, tais como a presenca de produtos bacterianos, 0 contato
com superficies estranhas ou a mutagédo de determinados grupos celulares. Elas séo
responsaveis pela producdo, estimulacdo e diferenciacdo de multiplos tipos
celulares, bem como pela producéo de outras citocinas capazes de estimular ou de
inibir a sintese de proteinas ou os efeitos biol6gicos de determinados tipos celulares
ou de outras proteinas (CURFS; MEIS; HOOGKAMP-KORSTANJE, 1997)

As primeiras citocinas identificadas eram produzidas por leucdécitos. Por esta
razdo, imaginou-se que tinham a funcdo de intermediar ou transmitir mensagens
exclusivamente entre os leucdcitos. Como consequéncia, foram denominadas
interleucinas. Do mesmo modo, as citocinas secretadas pelos mondcitos
(macrofagos) foram chamadas monocinas. Atualmente, € sabido que as citocinas
podem ser produzidas por todos os tipos celulares existentes no organismo. Este
sistema funciona de um modo integrado, com a finalidade de regular respostas
imunes e inflamatorias.

Existe uma ampla variedade de designacfes para as citocinas, dependendo
de suas caracteristicas. As citocinas produzidas pelos leucécitos sdo conhecidas
como interleucinas (IL), ex: IL-1, IL-2, IL-6, IL8. Algumas citocinas passaram a ser
conhecidas como Interferons (IFN), porque apresentavam uma atuacdo de

intermediagdo entre as células do sistema de defesa e certos virus, ex: ILNa, IFNDb,
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IFFNy. Outras citocinas sdo conhecidas como fatores de necrose tumoral, cuja sigla
e TNF, ex: TNFa, TNF[3. Outras, ainda, sdo conhecidas como fatores de crescimento
(GF), ex: NGF, EGF. A tendéncia geral € usar a denominagédo citocinas quando se
deseja referir a todas estas substancias (CURFS; MEIS; HOOGKAMP-KORSTANJE,
1997; ARAI et al., 1990).

O volume de citocinas secretadas e liberadas pelas células produtoras é
pequeno e a sua liberagdo ocorre durante um periodo bastante curto, enquanto dura
o0 rapido contato com o agente agressor. Os seus efeitos, porém, sé&o
desproporcionalmente acentuados. As citocinas lancadas na circulacdo unem-se a
receptores especificos existentes na membrana de células-alvo, iniciando uma
cascata de transmissao intracelular de um sinal capaz de ativar uma determinada
resposta celular.

E de extraordinaria importancia reconhecer que ha citocinas que atuam
excitando a célula de defesa produtora da inflamacéo, seja diretamente, seja pelo
estimulo a producdo de outras citocinas. Estas citocinas, das quais as mais
conhecidas séo as interleucinas IL-1a, IL-113, IL-6 e IL -8 e o fator de necrose tumoral
(TNF) sdo denominadas citocinas pro-inflamatoérias. Por outro lado, outras citocinas
atuam exatamente no sentido oposto; ou seja, desmobilizam as células de defesa
produtoras da reacédo inflamatéria ou inibem a producéo das citocinas que estimulam
a inflamacdo. As mais conhecidas deste tipo sdo a interleucina-10 (IL-10) e a
interleucina-13 (IL-13); sdo denominadas citocinas anti-inflamatérias. A interleucina-
10, produzida pelos linfécitos, possui notaveis propriedades anti-inflamatorias, como
a capacidade de inibir a producéo do TNF e das interleucinas IL-1, IL-6 e IL-8. Isto

representa uma reducao substancial da intensidade do processo inflamatorio.
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As citocinas participam de uma série de repostas do organismo, tais como:
1. Ativacdo dos mecanismos da imunidade natural,
a- 0s macrofagos e outras células fagocitarias sao ativadas,
b- as células NK (natural killer) sédo ativadas,
c- 0s eosindfilos sdo ativados,
d- inducao da producéo das proteinas da resposta aguda.
2. Ativacdao e proliferacao dos linfécitos B,
3. Intervencao na resposta celular especifica,
4. Intervencédo nas reac0des inflamatérias, aguda ou crénica,
5. Controle dos processos hematopoiéticos da medula éssea,

6. Inducéo da cura das feridas.

1.2.1 Fator de Necrose Tumoral (TNF)

O Fator de Necrose Tumoral (TNF) € uma citocina produzida por diversos
tipos celulares, sendo considerado o principal mediador inflamatério, por ser a
primeira citocina liberada pelas células do hospedeiro, apds contato com a bactéria
ou seus produtos. Ainda, conforme demonstrado em estudos com animais, a
administracdo de TNF induz a sintese de outros mediadores, como a IL-1 e IL-6,
cuja liberacdo é inibida pela neutralizacdo da atividade do TNF (FONG; LOWRY,
1990). A primeira descricdo desta substancia ocorreu na década de 70, quando
Carswell et al., em 1975, descreveram pela primeira vez o TNF, como uma proteina
presente no soro de animais tratados com o Bacilo de Calmette-Guerin (BCG),
produzindo a necrose tumoral "in vivo" e apresentando atividade citostética e citocida
em células tumorais "in vitro". O TNF é estrutural e funcionalmente semelhante a

linfotoxina, proteina produzida por linfocitos ativados e que, originalmente, foi
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descrita por Williams e Granger (1968). A clonagem do DNA da linfotoxina foi
realizada em 1984, por Gray; Aggarwall e Benton (1984).

A linfotoxina apresenta 30% de homologia com o TNF e, também promove a
necrose tumoral "in vivo". Apesar da pouca semelhanca na sequéncia de residuos
de aminoacidos, o TNF e a linfotoxina podem se ligar ao mesmo receptor na
superficie celular, apresentando varias a¢cdes comuns. Assim, o produto derivado de
macrofagos foi denominado TNF-a e o derivado de linfécitos de TNF-R. Nos
processos infecciosos bacterianos, o TNF-a € o mais estudado. O TNF desempenha
papel-chave no disparo e na regulacdo da resposta inflamatéria e imunologica, além
de atuar como mediador de algumas respostas metabdlicas e cardiovasculares que
ocorrem durante a infeccdo (GIRARDIN et al., 1992; GRUNFELD; PALLADINO;
1990; LE; VILCEK, 1987).

A principal célula produtora de TNF € o macrdéfago, embora outras células
sintetizem TNF, entre elas, linfécitos, mastécitos (as Unicas a armazenar TNF),
neutrofilos, célula muscular lisa, entre outras (BEUTLER, 1993). Apesar de esta
citocina receber o nome de TNF, parece claro que seu papel na citélise direta de
tumores naturais nao é relevante e, possivelmente, ndo é responsavel pela caquexia
observada em humanos neoplasicos (BEUTLER, 1993).

Os efeitos biol6gicos observados apos a estimulagéo “in vitro” ou “in vivo” com
o TNF, sdo uma consequéncia de sua ligacdo a receptores especificos localizados
na membrana celular. Pelo menos dois tipos de receptores para o TNF ja foram
descritos (LEWIS et al., 1991). O TNF exerce profundos efeitos sobre a fisiologia
celular, induzindo a producdo de mediadores inflamatérios tais como NO e

eicosanoides.
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1.2.2 Interleucina-1

A interleucina-1 (IL-1) foi, inicialmente descrita por Atkins (1960), como
pirogénio enddégeno (PE). Dinarello; Renfer e Wolff (1977), a partir de leucdcitos do
sangue periférico, realizaram a purificacdo do pirogénio enddgeno, assim
denominado pela sua atividade potente na inducao da febre. A denominacao "fator
ativador de linfécitos" demonstra sua capacidade em aumentar a resposta dos
linfocitos T frente a mitégenos. Os estudos moleculares confirmaram a existéncia de
pelo menos dois tipos de IL-1. Auron et al. (1984) isolaram o DNA para a IL-1 a partir
de mondcitos humanos do sangue periférico, descrevendo a IL-13 e, March et al.
(1985) descreveram a clonagem do DNA de duas moléculas distintas de IL-1, a partir
de macréfagos humanos (IL-1a e IL-1 B). As cadeias de aminoacidos destes dois
tipos de IL-1 apresentam somente 26% de homologia entre si, porém reconhecem o0s
mesmos receptores na superficie celular e deflagram respostas bioldgicas
semelhantes (LE; VILCEK, 1987).

Assim como o TNF, a IL-1 também €& considerada um potente mediador na
patogénese da inflamacdo. O TNF-a é capaz de induzir a sintese e a liberacéo de IL-
1 a partir de mondcitos e células endoteliais, como demonstrado por Dinarello et al.
(1986). Por outro lado, a IL-1 potencializa vérios efeitos bioldgicos do TNF e pode
induzir "in vivo" as alteracdes observadas no choque séptico.

Observa-se também, que a administracéo de IL-1 é capaz de induzir a sintese
e a liberacdo de outros mediadores, como a IL-6 e a IL-8, e levar ao aparecimento
de hipotenséo, taquicardia, acidose lactica e neutrofilia (VAN DEUREN, 1992).

As citocinas pré-inflamatérias IL-18 e TNF-a participam na degeneracdo do
0sso e da cartilagem, sendo que o TNF-a ocupa a primeira posi¢cao nas citocinas da

cascata inflamatoria, pois apresenta a capacidade de regular a producdo de outras
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citocinas, incluindo IL-1R, fator de estimulacdo de crescimento de colénia de
macréfagos (GMCSF), IL-6, IL-8 e IL-10 BRENNAN; MAINI; FELDMANN, 1998;
FELDMANN; BRENNAN; MAINI, 1996). A expressao de TNF-a por
monaocitos/macréfagos tem sido demonstrada no liquido sinovial e na cartilagem
articular (CHU et al., 1991; FELDMANN; BRENNAN; MAINI, 1996).

Endotoxinas, imunoglobulinas, heparina e agentes indutores de reumatismo
sdo importantes em diversas afeccfes. Recentemente, alguns autores
demonstraram a importancia de células T na modulacao da sintese de TNF-a e IL-113
por mondcitos/macréfagos, especialmente através da sinalizacdo de receptores
destas citocinas sobre as células T apos “priming” com IL-15 (MCINNES; AL

MUGHALES; FIELD, 1996; MCINNES et al., 1997; SEBBAG et al., 1997).

1.2.3 Interleucina-6

Antes da introducdo do termo IL-6, esta molécula protéica recebeu varias
denominacdes relacionadas com seus efeitos biolégicos. Foi descrita originalmente
por Ritchie e Fuller (1983) como "fator estimulador de fibrinogénio" e,
posteriormente, como "fator estimulador de hepatocitos”. Caracterizava-se como um
polipeptideo liberado por macrofagos ativados, com peso molecular entre 25-30Kd,
responsavel pela sintese de proteinas de fase aguda pelo figado. Em 1987, Gauldie
et al. (1987) observaram que queratindcitos também liberavam o “fator estimulador
de hepatdcitos", determinando as mesmas alteracbes nos hepatdcitos. Foi definido,
entdo, como um horménio que interagia com as células hepaticas, induzindo a
sintese de uma série de proteinas plasmaticas, caracteristicas de uma reacéo de

fase aguda hepética.
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A IL-6 estd associada a varias doencas inflamatérias agudas e cronicas,
incluindo artrite reumatodide, pancreatite aguda, meningite viral e bacteriana e
doenca de Alzheimer. O sinal clinico da inflamacé&o observado na artrite reumatdide
€ 0 edema. A artrite reumatoide é uma doenca crbnica e, assim, niveis elevados de
citocinas como a IL-6 e de seus receptores sdo encontrados em fluidos sinoviais e
no soro de pacientes que sofrem desta doenca (DE BENEDETTI; MARTINI, 2005;
DE BENEDETTI, et al., 2006; GUERNE et al., 1989; HOUSSIAU et al., 1988;
KOTAKE et al., 1996; ROBAK et al., 1999).

Ainda, a IL-6 esta relacionada a gravidade da doenca. Camundongos
geneticamente modificados para ndo expressar a IL-6 apresentam uma deplecéao de
proteoglicanas mais pronunciada do que animais que expressam a IL-6 em modelo
experimental de atrite induzido por zimosan (VAN DE LOO; ARNTZ,; VAN DEN
BERG, 1997). Entretanto, outros autores tém demonstrado que a IL-6 é capaz de
desencadear atrite induzida por colagenase em camundongos (ALONZI et al., 1998).
Ainda, anticorpos monoclonais anti-IL-6 sdo capazes de aliviar os sintomas da artrite
induzida por colagenase em camundongos (TAKAGI et al., 1998).

Estudos clinicos preliminares com anticorpo monoclonal anti-IL-6 tém
mostrado resultados positivos no tratamento de pacientes com artrite reumatoéide
refrataria  (BARTON, 1996; DINARELLO., 1991; SCHINDLER; GELFAND;

TREPICCHIO et al., 1996, WENDLING; RACADOT; WIJDENES, 1993).
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Quadro 1 - Principais citocinas do processo inflamatério

Quadro 1. Principais citocinas humanas e sua

origem celular

PESO
CITOCINA |MOLECULAR ORIGEM CELULAR
(Kd)
THF-o 17 kMondcitos/Macrofagos,
Fibroblastos, Linfocitos T,
Linfdcites B, Bosindilos,
Astrocitos
THF-[ 25 Linfdcitos T, Linfocitos B
IL-Toe e IL-1H 17.5 Mondoitos/Macrofagos, Calulas

Endoteliaiz, Linfocitos T,
Cueratindcitos, Fibvoblastos,
Celulas da Glia, Astrécitos,
Meutrafilos
-5 26 MondcitosMacrdfagos, Células
Erdoteliaizs, Fibroblastos,
Linfocitos T, Linfdcitos B,

Mautrdfilns
IL-2 G-8 Monccitos Macrofznos,
Fibroblastos, Condricitos,
Meutrofibos
IFP -y 225 Linfocitcs T, Linfocitos B

Faonter LAU, AB, Cytokines in the pathogenesiz and treatment -c:-g
infectious diseases. Adv. Pedialr. Infect. Dis. V9, p.211-36, 1994

1.3 Eicosandides

Os eicosandides estdo implicados no controle de numerosos processos
fisiologicos e estdo entre os mais importantes mediadores e moduladores da reacao
inflamatoria. Os eicosandides ndo sdo encontrados pré-formados nos tecidos; sao
produzidos a partir da via metabdlica dos fosfolipidios. O interesse pelos

eicosandides surgiu na década de 30, apos relatos de que o sémen continha uma
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substancia que provocava contragdo do mausculo liso uterino. Acreditou-se que a
substancia tivesse sua origem na prostata e, assim, recebeu a designacao errbnea
de prostaglandina. Posteriormente, ficou claro que a prostaglandina néo era apenas
uma substancia, mas uma familia de substancias, produzidas em muitos, se ndo na
maioria, dos tecidos. A principal fonte de eicosanodides é o acido araquiddnico (AA),
um &cido graxo insaturado de 20 carbonos contendo quatro ligacdes duplas (dai o
termo “eicosa” para referir-se aos 20 atomos de carbono e “tetraendico” para
designar as quatro ligagdes duplas).

O AA é um &cido graxo liberado a partir dos fosfolipidios da membrana, tanto
por meio da acado da sequéncia da fosfolipase C e da lipase do diacilglicerol, como
por meio da acado direta da fosfolipase A sobre o fosfolipidio de membrana. Uma
vez liberado, o AA é reesterificado ou metabolizado pela via da lipooxigenase ou
pela via da ciclooxigenase (COX).

A COX é a enzima responsavel pelo metabolismo do AA livre a
prostaglandina-H,. Este complexo enzimatico produz prostandides a partir da acao
de diversas enzimas especificas da classe das sintases (SMITH; MARNETT, 1991).
Dentre os prostandides formados, incluem-se a prostaglandina E, (PGE)), a
prostaciclina (PGk) e a tromboxana A, (TXA>).

Pelo menos duas isoformas distintas da COX foram identificadas, COX-1 e
COX-2 (VANE et al., 1994). A COX-1 é responsavel pela producéo de prostandides
com importante efeito sobre a homeostasia celular e algumas funcdes fisioldgicas,
por isso € expressa constitutivamente na maioria das células e tecidos (APPLETON
et al., 1995). Entretanto, alguns autores admitem que a COX-1 possa ser induzida

em algumas células sob determinas condicdes (SMITH et al., 1994).
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A segunda isoforma da COX, denominada COX-2 foi identificada a partir de
observacdes “in vivo” e “in vitro”, mostrando o aumento da atividade da COX em
resposta a estimulos inflamatoérios, como citocinas e Lipopolissacarideo (LPS). A
COX-2 é regulada pelo glicocorticéide dexametasona (MASFERRER et al., 1992;
VANE et al., 1994). Experimentos em Biologia Molecular sugeriram que os inibidores
especificos da COX-2 poderiam atuar como anti-inflamatorios, preservando os
efeitos fisiologicos da COX-1. Esta hipotese foi corroborada pela descoberta e
sintese de anti-inflamatoérios que, seletivamente inibem a COX-2, mas nédo interferem
com os efeitos fisioldgicos da COX-1.

Alguns autores mostraram que a COX-2 apresenta-se de forma constitutiva
em diversos orgaos (ISEKI, 1995). De acordo com a literatura pode-se notar que as
divergéncias a respeito do papel da COX na fisiologia celular e nos processos
inflamatérios ainda séo inlmeras. Isto chama atencdo para a complexidade dos

efeitos decorridos da atividade desta enzima.

1.4 Oxido nitrico

O o6xido nitrico (NO) é uma molécula gasosa de semivida curta com
efeitos variados nos sistemas bioldgicos (GELLER et al., 1993). Identificado
pela 12 vez em 1987, como fator de relaxamento derivado do endotélio
(EDRF), sabe-se ter acao importante na regulacédo do ténus vascular, funcao
plaquetéria, acao bactericida e moduladora do sistema imunoldgico (SNYDER,;
BREDT, 1992).

A evidéncia inicial do papel de oOxidos de nitrogénio sobre o

metabolismo veio de experimentos, demonstrando a producao de nitratos em
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camundongos “germ-free” no inicio da década de 80 (GREEN; TANNENBAUM,;
GOLDMANN, 1981). Em 1985, foi demonstrado que macréfagos ativados por
lipopolissacarideos bacterianos eram capazes de produzir nitritos e nitratos
(STUEHR et al., 1991). Na sequéncia, foi observado que a L-arginina era o
substrato e a L-citrulina era formada como co-produto da reagédo (HIBBS;
TAINTOR; VAVRIN, 1987). Marletta et al.(1988), identificaram o NO como o
produto da reacado de oxi-reducédo da L-arginina.

Quase que simultaneamente, Furchgott investigava um fator
vasodilatador associado ao endotélio vascular (endothelium-derived relaxing
factor — EDRF) (FURCHGOTT et al.,, 1984) e, poucos anos mais tarde,
concluiv-se ser o NO o responsavel pela atividade biolégica do EDRF

(IGNARRO et al., 1987).

1.4.1 Asisoenzimas da sintese do NO

Muitas células sao capazes de sintetizar o NO através de
hemeproteinas da familia citocromo P450-like, chamadas de NO sintase
(NOS) (MARLETTA et al., 1988). As NOS sao dependentes de O, NADPH,
flavinas e biopterinas. Até o momento, foram isoladas e clonadas trés
isoenzimas, sendo duas constitutivas em determinadas células e uma
induzivel, recebendo as siglas respectivas de cNOS e iNOS. Estas trés
isoenzimas sdo semelhantes estruturalmente, porém reguladas de modo
diverso e induzidas a partir de genes localizados nos cromossomos 7

(isoforma 1), 12 (isoforma Il) e 17 (isoforma IIl) (WANG; MARDSEN, 1995).
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A INOS ou Isoforma Il ndo é expressa constitutivamente, ou seja, nao
esta presente de modo habitual, sendo induzida nos macréfagos e outras
células por lipopolissacarideos bacterianos e/ou citocinas (STUEHR et al.,
1991). Esta isoenzima também pode ser chamada de macNOS (macrophage
NO synthase). Varios autores consideram que qualquer célula do organismo
apresenta a cpacidade de produzir INOS sob estimulos apropriados. Uma
vez induzida, a INOS é capaz de produzir NO por longo tempo, caracterizando
0 seu envolvimento em varios processos inflamatorios. Assim, o alto nivel de
NO produzido por macréfagos, neutrofilos e outras células ativadas, que
deveria ser toxico para microbios, parasitas ou células tumorais, pode também
lesar células saudaveis vizinhas, sendo este mecanismo responsavel pela
maioria de processos inflamatoérios e autoimunes (SNYDER; BREDT, 1992).

Sob o ponto de vista pratico, as isoenzimas NOS podem ser
caracterizadas como de baixo ou alto débito, conforme a duracéo da atividade
da NOS. As isoformas | e Ill (cNOS e eNOS) séo de baixo débito, estando
envolvidas em processos homeostaticos como  neurotransmissao,
peristaltismo e controle imediato da pressédo arterial (ZHANG; DAWSON;
SNYDER, 1994). Considera-se a oOxido nitrico sintase endotelial (eNOS) de
menor débito do que cNOS. Ja a isoenzima Il ou iINOS, quando estimulada
permanece em atividade por horas com mecanismo de sinergismo de inducao
inclusive do proprio NO produzido (REES et al., 1990). Esta ac&o Ihe confere
uma importante caracteristica podendo levar a morte da ceélula (NATHAN;

XIE, 1994a; NATHAN; XIE, 1994b).
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1.4.2 Aspectos fisiologicos e téxicos do NO

As funcBes do NO até hoje descritas sdo complexas e antagdnicas. Um
aspecto marcante desta molécula é a sua capacidade de ser, tanto benéfica,
como potencialmente toxica, conforme a sua concentracdo e depuracdo
tecidual. Alguns autores, como Schmidt (1991), denominam muito
apropriadamente o NO como uma "faca de dois gumes" (double-edged
sword).

O NO é um importante mensageiro intercelular nos mamiferos
superiores. O mecanismo de sinalizacao intercelular €, em geral, realizado
através de receptores de membrana celular nas células alvos; estes
receptores sdo, habitualmente, transmembranosos, tendo contato com o
citoplasma e desencadeando uma "cascata" de sinais intracelulares que
finalizardo em uma mudanca na célula. Devido as suas caracteristicas
guimicas de alta difusibilidade, a sinalizacdo do NO é exercida diretamente
em nivel intracelular, sem receptores transmembranosos. Devido a sua
penetracdo intracelular sem intermediarios membranosos, o organismo utiliza
o NO em funcgdes fisiologicas em que €é necessaria uma resposta rapida
(IGNARRO et al., 1987).

Existe um ténue limite de concentracdo tissular entre a nao-toxicidade
as células do hospedeiro e a toxicidade necessaria para a acao
antimicrobiana. No caso de doencas autoimunes e situacbes de sobrecarga
exageradas do organismo, o NO encontra-se em concentracdes toxicas para

as células do organismo. Portanto, o0 NO atua como toxina conforme a sua
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concentracdo e o tecido em questdo, devendo, ainda, ser considerada a
capacidade de depuracéao tecidual.

Evidéncias estdo se acumulando no sentido de admitir que o NO
contribui para algumas afeccbes, como Asma (HAMID et al., 1993), artrite
reumatéide (SAKURAI et al., 1995), lesbes ateroscleréticas e tuberculose
(NICHOLSON et al., 1996).

A demonstracdo da producdo de NO é, ainda dificil, sendo geralmente
feita de maneira indireta. Alias, as pesquisas pioneiras ndo demonstraram o
NO propriamente dito, devido a sua evanescéncia, considerando-se a
concentracao de nitrito e nitrato como prova de sua producado. A determinacao
direta de NO €& obtida utilizando-se metodologias complexas como
ressonancia eletrébnica para-magnética, quimioluminescéncia e por deteccao

eletroguimica, utilizando sensores intravasculares (MORIYAMA et al., 2005).
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Figura 1 - Representagéo da inter-relagcdo das citocinas, células e enzimas no
processo inflamatério.
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1.5 O uso dacarragenina como agente flogégeno

Durante a década de 60, a carragenina passou a ser muito utilizada
experimentalmente, principalmente por sua habilidade em induzir uma reagéo
inflamatdria aguda (DI ROSA, 1972 ; DI ROSA, SORRENTINO, PARENTE; 1972; DI
ROSA; WILLOUGHBY 1971). Apesar da falta de conhecimento do mecanismo
desta reacdo, centenas de compostos anti-inflamatorios foram desenvolvidos
baseados neste ensaio.

A principal fonte de carragenina é a alga Chondrus crispus, também
conhecida como Irish Moss, ocorrendo em Carragheen (Waterford, Irlanda), onde
cresce abundantemente. Posteriormente, material de composicdo semelhante com
propriedades similares foi isolado de outras algas incluindo Gigartina stellata,
Rhodymenia palmata e outras.

A carragenina extraida da Chondrus crispus é um polissacarideo sulfatado
que pode ser separado em 2 fracbes. Uma fracao transforma-se em gel sob a acéo
do ion potassio, sendo designada como K, e a outra que € insensivel ao potassio foi
chamada de lambda. As fracdes K e lambda representam, respectivamente, 40 e
60% do extrato ndo fracionado (DI ROSA, 1972).

O uso da carragenina como agente irritante para inducdo de edema na pata
de rato foi introduzido por Winter; Risley e Nuss (1962). Logo em seguida, o efeito da
indometacina foi ensaiado utilizando este modelo, o qual com pequenas
modificagBes tornou-se um dos métodos mais populares como teste para avaliagdo

de drogas e terapias anti-inflamatérias (DI ROSA, 1972, MISIEWICZ et al., 1996).
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1.6 Terapias antiinflamatérias

O estudo da reacdo inflamatoria e o desenvolvimento de novas drogas ou
terapias sempre dependeram da existéncia de modelos animais apropriados. Apesar
da maioria das doencas inflamatérias severas apresentarem natureza crbnica, 0S
modelos de inflamagdo aguda s&o importantes e necessarios (SEDGWICK;
WILLOUGHBY, 1985).

As doencas de origem inflamatéria e ndo infecciosas sao, tradicionalmente,
tratadas com anti-inflamatoérios esterioidais (AIES) ou n&o-esterioidais (AINES)
(DALE; RANG; VOEUX, 2004; ZANINI; OGA, 1994). Entretanto, terapias fisicas
como, estimulacéo elétrica (GERSH, 1990), ondas curtas (BOUWHUIJSEN, 1986;
KO; CHEN; CHEN, 2001), irradiacdo infravermelha (MICHLOVITZ, 1990),
acupuntura e ultra-som terapéutico de baixa e média intensidade (ZISKIN;
MCDIAMID; MICHLOVITZ, 1990) e, também, com laser de baixa poténcia vém
ganhando espaco como alternativa de tratamento anti-inflamatério. Muitos trabalhos
vém sendo desenvolvidos nesta area relatando vantagens em relacdo a terapia
medicamentosa devido aos menores efeitos adversos produzidos por estas terapias
fisicas.

Vérios trabalhos tém sido publicados para melhorar o entendimento dos
efeitos da terapia Laser. Porém, apesar de todas as investigacdes realizadas e do
importante uso clinico do laser de baixa poténcia, a aceitacdo desta terapia pode ser
decorrente da publicagcdo de trabalhos controversos na literatura, mostrando tanto
efeitos benéficos como nenhum efeito da terapia com laser em baixa intensidade
(BASFORD, 1995).

Muitos trabalhos ndo sédo publicados na lingua inglesa, o que dificulta a sua

circulagcdo pelo mundo. E muito comum, também, que uma investigacdo falhe em
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demonstrar um efeito particular devido a escolha de parametros incorretos
(TURNER; HODE, 1998;1999). Ha varios tipos de laser com diferentes
especificidades e, ainda, pode haver falhas na dosimetria, modo de aplicacdo e
modelo animal utilizado para o estudo. Sdo encontrados muitos relatos sem controle
adequado e com analise subjetiva dos resultados BASFORD, 1995; VILLARROYA-
APARICIO, 1994; VLADIMIROV; OSIPOV; KLEBANOV, 2004). No trabalho de
revisdo de Bjordal et al. (2006a), foi possivel considerar apenas 19 trabalhos
discutindo o efeito do laser como modulador do processo inflamatorio, 15 trabalhos
discutindo o laser como analgésico e 9 trabalhos em lesdo de tecido, mostrando,

mais uma vez, a dificuldade em se pesquisar esta terapia.

1.7 Laser de Baixa Poténcia (LBP)

A luz tem sido utilizada como agente terapéutico por séculos. Na Grécia
antiga, o sol era empregado na helioterapia, ou seja, exposicdo do corpo a luz solar
para a restauracdo da saude (BASFORD, 1995). Partindo do principio de que a luz
pode curar doencas, a utilizacdo do laser nas areas biomédicas surgiu como
conseqguéncia natural de suas propriedades e se iniciou com o0 aproveitamento de
seus efeitos térmicos.

Embora o uso do laser nas mais diversas areas da medicina, odontologia e
fisioterapia venha crescendo vertiginosamente nas duas Ultimas décadas, o
conhecimento béasico de seu funcionamento ainda € muito deficiente pelos
profissionais, principalmente aqueles que nao foram especificamente treinados.

No Brasil, a introducdo da tecnologia do laser foi bastante tardia em
comparacdo com outros paises, principalmente paises da Europa e os Estados

Unidos. Os trabalhos pioneiros nesta area remontam a segunda metade da década
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de 80, com a participacdo de pesquisadores de S&ao Paulo. Posteriormente,
trabalhos na area foram publicados por Genovese em Sao Paulo e Pinheiro e
colaboradores, inicialmente na Inglaterra e, posteriormente, em Recife (BRUGNERA
JR.; PINHEIRO,1998).

A palavra Laser é um acronimo para “Light Amplification by Stimulated
Emission of Radiation” (amplificagéo da luz pela emissao estimulada da radiacéo), e
designa, atualmente uma vasta série de dispositivos com emissdo de radiacéo
eletromagnética em diversas faixas do espectro eletromagnético, desde raios X até a
microonda. As caracteristicas que diferem a luz laser da luz (branca) de uma
lampada sdo: monocromaticidade, colimacéo, coeréncia (SCHAWLOW, 1995).

Baseado no conceito de energia quantica de Max Planck, Albert Einstein
publicou, em 1917 o artigo “Zur Quantum Theori der Strahlung”, destacando o
principio da emisséo estimulada de fotons. Entretanto, o primeiro laser no qual o
espectro se encontrava na faixa de luz visivel foi construido em 1960, por Theodore
Maiman (1960). A partir dai, Maiman criou um campo fértil para estudos posteriores
que culminaram em 1961, com a fabricacdo dos laseres de Hélio-Nebdnio (He-Ne),
Neodimio-Yttrium Aluminium Garnet (Nd:YAG), o laser de Argdnio (Ar) em 1962 e,
em 1964, o laser de di6xido de carbono e os semicondutores como o Arseneto de
Galio (GaAs).

Nas ciéncias da saude, a utilizacdo do laser esta baseada em fenédmenos
associados (reflexdo, transmissdo, absor¢cdo e espalhamento) a interacdo da luz
coerente por um sistema biologico. Estes fenbmenos possuem caracteristicas
distintas, e dependem dos componentes estruturais do meio ativo do laser e, ainda,
de sua interacdo com os tecidos biolégicos. O precursor de estudos com laser na

Medicina foi Mester, mostrando resultados dos efeitos nao-térmicos do laser;
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também foi o primeiro a utilizar o termo “bioestimulagdo”, propondo que o laser
poderia interagir com o tecido em diferentes niveis: molecular, celular, tissular e
organico, com efeitos sinérgicos, similar ao que ocorre nas respostas do sistema
imunolégico (MESTER; MESTER; MESTER, 1985).

Os laseres podem ser classificados em dois grandes grupos: os laseres
cirirgicos de alta poténcia (HILT-High-Intensity Laser Treatment) e laseres nao-
cirargicos de baixa poténcia (LILT-Low—Intensity Laser Treatment). Em geral, quase
todas as aplicacbes com HILT tomam por base os seus efeitos fototérmicos e
fotoablativos sobre o tecido, assim, os laseres sao utilizados para cortar, destruir
tecidos, soldar, remover tatuagens, entre outros efeitos. Nas décadas de 60 e 70 os
pesquisadores voltaram-se para as aplicagbes com LILT, e estas se baseiam nas
interacbes atérmicas da luz do laser com o tecido, produzindo efeitos de
Biomodulacdo (TURNER; HODE, 1998, OSHIRO, 1991).

A terapia com o laser de baixa poténcia (LBP) incide sobre as reac6es nao
térmicas (atérmicas) da luz com o tecido, ocasionando efeitos fotoquimicos
(HONMURA et al., 1993; SCHAFFER et al., 2000), ou seja, radiagbes com baixa
densidade de poténcia (DP) de 0,01 a 1W/cm? e, ainda, baixa densidade de energia
(DE) de 1 a 10J/cm? (SCHINDL et al., 2000). Nestes limites, se produz um pequeno
e nao significante aumento de temperatura, ndo ultrapassando 1° Celsius (KARU,
1987).

Al-Watban e Zhang (1999) e Maegawa et al. (2000), sugeriram que a variagao
da temperatura deste tipo de terapia resulta em um acréscimo de no maximo 1°C,
pois a energia dos fotons absorvidos por fotorreceptores de uma célula ndo sera
transformada em calor suficiente para produzir o efeito fototérmico. De outra forma,

os efeitos do LBP poderiam ser explicados por efeitos fotoquimicos, fotofisicos e/o
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fotobioldgicos sobre as células submetidas a este tipo de radiagdo. Esta radiacdo faz
com que a energia possa provocar mudancas nas moléculas, que por sua vez
promoveriam respostas biolégicas. Estas respostas podem ocorrer em trés
diferentes niveis, onde os aspectos da fototerapia podem ser analisados: niveis
moleculares, celulares e organicos.

A funcao fotorreguladora ocorre em fungéo dos fotorreceptores presentes nas
células. Os fotorreceptores sdo moléculas de variedade morfologica, que se
encontram distribuidas nas células do organismo, entre elas: flavoproteinas,
porfirinas, citocromo, tirosina, asparagina. Estas moléculas interferem no
metabolismo celular sem a necessidade de energia luminosa. Entretanto uma vez
gue sobre elas incida uma radiacdo com comprimento de onda especifico, sdo
capazes de absorver os fotons da radiacdo e provocar variacdes no metabolismo
celular. Assim, estas acbes determinardo mudancas fotodinanicas em cadeias
complexas e moléculas béasicas de processos fisioldgicos com conotacdes
terapéuticas (KARU,1999).

O LBP age, principalmente, sobre mitocdndrias e membranas, gerando o
aumento da sintese de ATP, modificando o transporte i6nico. Estes processos
ocorrem por meio dos fotorreceptores celulares, descritos acima. Desta forma o LBP
acelera, em curto prazo a glicélise e a fosforilacdo oxidativa e, em longo prazo a
transcricédo e a replicacdo do DNA (KARU,1987).

A luz laser estimula a atividade energética da membrana celular, induzindo
processos de bioestimulacdo (BASFORD et al., 1995), conduzindo a liberacdo de
fatores de crescimento por macréfagos (YOUNG et.al., 1989), proliferacdo de

gueratinécitos (HAAS et al, 1990), aumento da populacdo e degranulacdo de
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mastécitos EL SAYED; DYSON, 1996) e angiogénese (SCHINDL et al., 2000) e,

ainda aceleram o processo cicatricial de feridas (RABELO et al., 2006).
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Figura 2-Representacdo esquematica da acéo do LBP

Dois diferentes meios sdo os mais utilizados nas aplicacGes de terapia laser
de baixa poténcia. O laser de hélio e nebnio (He-Ne), operando em um comprimento
de onda de 632,8nm (luz vermelha) ou, alternativamente, semicondutores de
arseneto de galio e aluminio (As-Ga-Al) que, tipicamente produzem radiacédo na faixa
situada entre 630 e 950nm (vermelho visivel até o infravermelho proximo)
(KITCHEN; BAZIN, 1996).

Karu (1998) demonstrou alguns efeitos biolégicos associados a terapia com
LBP, tais como: crescimento celular estimulado (tecidos conjuntivo, tendinoso e
0sseo), reparacao celular (aceleracdo nas células nervosas), efeito antiinflamatorio

(reducéo da capacidade dos linfocitos em reagir a estimulos antigénicos), reducao
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de edema/revascularizacdo (aceleragédo na regeneracdo de vasos linfaticos e veias),
reducdo da formacéo de tecido fibroso (reduz/retarda a fibrose tissular apés injurias
teciduais), maior atividade tissular (mudancgas no contetdo de prostaglandina, maior
conteudo de enzimas especificas, aumento da formacédo de produtos celulares) e
funcdo nervosa estimulada (aumento na amplitude dos potenciais de acdo). Um
aspecto importante da terapia com LPB é a necessidade de que o tecido biol6gico
esteja de alguma forma em desequilibrio homeostatico; ou seja, alguns autores
relatam que o LBP ndo apresenta efeitos sobre células ou tecidos que néo
apresentam algum tipo de alterac&o fisiopatoldgica (TURNER; HODE, 1998).

Ainda, no intuito de descrever os efeitos biologicos do laser, Karu (1998)
demonstrou que os efeitos biomodulatérios desta terapia definem a bioestimulacao
como um fendmeno fotoquimico e/ou fotobiologico. Também €& enfatizada a
importante funcao dos fotorreceptores primarios como componentes da cascata de
eventos que ocorrem na cadeia respiratéria has mitocéndrias, estimulando reacdes
de oxido-reducdo (redox) do metabolismo celular. A foto-ativagdo enzimatica
contribui para as reagbes quimicas metabdlicas, realizando a transducdo do sinal
luminoso detectado pelos fotorreceptores (processo onde a energia € transferida de
um sistema a outro) a outras partes celulares (membranas), assim, inferindo na
producdo de uma fotorresposta (biomodulacdo). O quantum de luz (“pacote” de
elétrons) é apenas o desencadeador do metabolismo celular. A magnitude do efeito
biomodulador depende do estado fisiolégico em que as células sdo encontradas no
momento da irradiacdo, o que explica o motivo pelo qual os efeitos ndo seguem uma
padronizagao.

Karu (1987) refere-se aos mecanismos de acdo primaria como aqueles

referentes aos efeitos da foto-excitacéo de estados eletrdnicos, tais como: mudancas
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nas propriedades redoxes dos componentes da cadeia respiratoria, apos a excitacdo
dos seus estados eletrénicos, liberacdo de 6xido nitrico (NO) do centro catalitico do
citocromo ¢ oxidase, formacéo de oxigénio singleto, aquecimento transitorio local de
croméforos receptores e aumento da producdo do anion superoxido, com o
subseqiente aumento na concentracdo dos produtos de sua dismutacdo. Também
sdo descritos mecanismos secundarios, tais como: metabolismo celular e sintese de
colageno mais acentuada em fibroblastos, aumento do potencial de acédo de células
nervosas, estimulo da formulacdo de DNA e RNA, efeitos sobre o sistema
imunoldgico, formacao de capilares mais pronunciados pela liberacdo de fatores de
crescimento, aumento de atividade de leucécitos, aumento das radiagdes emitidas
sobre as células. Neste mesmo contexto, Karu (1998), ainda sugere que a enzima
citocromo c oxidase seria o provavel fotorreceptor.

Kamikawa e Tawa (1987) corroboram que a irradiagéo infravermelha sobre os
cromoforos, por razdes de propriedades fotofisicas e fotoquimicas, € importante para
desencadear a cascata de eventos metabdlicos sobre as membranas celulares
(provavelmente os canais de célcio), conduzindo a mesma resposta terapéutica final.

Células com pH mais baixo que o normal sdo consideradas mais sensiveis a
acao estimuladora da luz, contribuindo para as diferencas de efeito observadas ap6s
a LLLT. O mecanismo de regulacdo redox proposto por Karu (1998) e descrito
acima, pode explicar alguns efeitos clinicos da radiacdo. Por exemplo, os resultados
positivos obtidos em tratamento de feridas e inflamagdes cronicas, ambas
caracterizadas por acidose (pH diminuido) e hipdéxia (pO., tensdo de oxigénio,
diminuida). A transducao e a amplificacdo do sinal fotobiolégico da célula conduziria
a uma cascata de reacodes ligadas a alteracbes nos parametros da homeostase

celular, que poderiam acontecer em auséncia de luz. Ainda, de acordo com Karu
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(1987), ndo se pode ter uma visdo reducionista destes efeitos e imaginar que
somente um destes processos possa ocorrer quando uma célula é irradiada.

Apesar de existir uma grande quantidade de estudos mostrando os efeitos da
LLLT sobre as células em diferentes situacdes metabdlicas, é importante ressaltar
gue as informacdes sobre o mecanismo de acdo dos efeitos do laser nao-térmico
sobre os tecidos bioldgicos ainda ndo sédo conclusivas. Assim, estudos que permitam
compreender o tipo de sinalizacdo celular desencadeado pelo laser se fazem

necessarios.

1.7.1 Caracteristicas daradiacao laser

As caracteristicas que identificam e diferenciam a luz laser das outras ondas
luminosas sdo: monocromaticidade, colimacéo, coeréncia.

A monocromaticidade indica que cada meio que gera laser vai corresponder,
idealmente, a um Unico comprimento de onda. Esta caracteristica € considerada a
mais importante da luz laser pois, determina quais moléculas absorverdo a radiacao
e, portanto, a interacdo fotobiologica e os efeitos terapéuticos especificos (BAXTER,
1997).

A colimacéo refere-se ao alto grau de paralelismo do feixe laser, mantendo
um pequeno tamanho do feixe em uma distancia relativamente grande (BAXTER,
1997).

A coeréncia é a sincronicidade das ondas da luz, podendo ser temporal,
guando estas se encontram em fase; ou espacial, quando os fétons estao ajustados
em planos espaciais paralelos entre si e, portanto, sdo assim mantidos em grandes

distancias (BAXTER, 1997; KITCHEN; BAZIN, 1996).
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1.7.2 Parametros de irradiacao

Os parametros que descrevem o laser sdo: tipo, comprimento de onda,
poténcia, forma de emissdo do feixe, densidade de poténcia e densidade de energia.
Quando utilizamos o aparelho laser temos de escolher o comprimento de onda e
ajustar alguns parametros como densidade de poténcia, densidade de energia e,
para obter os efeitos fisioldgicos desejados, esses parametros sdo ajustados de
acordo com a doenca a ser tratada. A densidade de energia é o parametro mais
importante, pois, este determina a energia entregue ao tecido biolégico, uma vez
gue a resposta fisioldgica € dose-dependente (BASFORD, 1989; YEW; LING; CHAN,
1982).

A densidade de poténcia ou irradiancia (DP) é definida como sendo a
poténcia 6ptica de saida do laser em Watts, dividida pela area irradiada em cm?. E
através do controle da irradiancia que se pode gerar fotobio-ativacdo ou fotobio-
inibicdo, com LPB. Este parametro € considerado o mais importante nos trabalhos
em culturas de células (KARU, 1998).

Outro fator sobre o qual o clinico tem controle é o tempo de aplicacao.
Multiplicando a irradiancia pelo tempo de aplicacdo (em segundos), pode-se obter a
fluéncia ou densidade de energia (DE) em J/cm?. A DE é o parametro que o clinico
deve se ater, uma vez que € este determina a quantidade de energia que o tecido
esta recebendo. A dosimetria 6tima para a terapia com LBP ainda € desconhecida,
sendo, portanto, uma questao controversa.

O comprimento de onda (?) € extremamente importante, pois € ele quem
define a profundidade de penetracdo no tecido alvo (FULLER, 1983). Diferentes
comprimentos de onda apresentam diferentes coeficientes de absorcdo para um

mesmo tecido. As radiacfes emitidas nas regides do ultravioleta e do infravermelho
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médio apresentam alto coeficiente de absorcdo pela pele, fazendo com que a
radiacdo seja absorvida na superficie. No entanto, nas regibes do vermelho e do
infravermelho préximo (630 e 840nm) constata-se baixo coeficiente de absorcéo,
implicando em méaxima penetracdo no tecido. E importante ressaltar que existe uma
janela optica terapéutica entre 600 e 1.300nm, permitindo a penetracdo da radiacao

até niveis mais profundos (BRUGNERA JR.; PINHEIRO, 1998; SCHAWLOW,1995)

1.7.3 Interacao Laser-tecido

A luz laser, ao incidir em um meio, pode ser refletida, transmitida, espalhada
ou absorvida.

A reflexdo varia com o angulo de incidéncia da luz e as propriedades Opticas
da superficie do tecido. Anderson e Parrish (1981) demonstraram que a reflexdo da
pele quando se incide laser perpendicularmente € de 4-7%, variando para mais com
a aplicacdo de pomadas, liquidos e secrecdo sebacea. Entdo, 93-97% da radiacao
incidente sobre a superficie penetra nos substratos subsequentes, encontrando
substancias com indices de refracdo diferentes. Desta forma os fotons vao se
distribuir de acordo com a absorcdo de cada estrutura, determinando qual
comprimento de onda, cada estrutura sera capaz de absorver, promovendo, desta
forma, transformacdes na atividade funcional e metabdlica da célula (MICKINLEY,
HARLEN, WHILLOCK, 1988).

Como mencionado anteriormente, as caracteristicas que diferem a luz laser
de uma lampada s&do: monocromaticidade, colimacédo e coeréncia (SCHAWLOW,
1995). A coeréncia se perde nos primeiros extratos da pele. Isto ocorre devido a
grande variedade de estruturas celulares que compdem a pele (HACZEKI,

TAMURA.;1989). Apesar da perda da coeréncia da radiacdo do LBP no interior dos
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tecidos, esta é absorvida pelas células gerando alteragcdes no seu metabolismo,
tanto em tecidos superficiais, como profundos (SVAASAND, 1990). O efeito de
biomodulacdo com o LBP é dependente do comprimento de onda, da dose e da
intensidade da luz utilizada na irradiacédo (FEDOSEYEVA et al.,1988).

Dentre os modos de interacdo, a absorcdo € considerada como o mais
importante, em termos da base fotobiologica da laserterapia, pois, sem a absorgéo,
nao seriam possiveis efeitos fotobioldgicos e, portanto, clinicos. Esta absorcao
ocorre quando um féton de luz interage com um &tomo ou molécula, sendo a
diferenca expressa em termos de energia das bandas de valéncia equivalente a

energia transportada pelo foton. (KITCHEN; BAZIN, 1996).
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Figura 3 - Interacgéo laser-tecido biologico
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1.7.4 Laser de Baixa Poténcia (LBP) e inflamacéo

Acredita-se que a acdo do LBP sobre o tecido esteja relacionada a
possibilidade desta terapia inibir o aparecimento de fatores quimiotaticos nos
estagios iniciais da inflamacéao; interferir com os efeitos dos mediadores quimicos
sintetizados na inflamacao (CAMPANA et al., 1998, CAMPANA et al.,1999); inibir a
sintese das prostaglandinas (SATTAYUT; HUGES; BRADLEY, 1999), além de
modular o ténus do esfincter pré-capilar através de mediadores quimicos. O uso de
laseres na prética clinica como antiinflamatério em diferentes patologias, baseia-se
em um reduzido numero de publicacbes de carater cientifico (DEVOR, 1990;
VILLARROYA-APARICIO, 1994).

A terapia com LBP vem sendo utilizada no tratamento de diferentes processos
inflamatorios, principalmente aqueles que acometem o sistema musculo -esquelético,
como artrite reumatéide (BROSSEAU et al., 2000; GUR; COSUT; SARAC, 2003) e
tendinites (VASSELJEN, 1992).

As vantagens terapéuticas do LBP tém sido reportadas por varios autores.
Estes relatam os efeitos benéficos da aplicacdo do laser em processos inflamatorios,
sugerindo vantagens terapéuticas comparadas aos placebos e a outros tratamentos
(AIMBIRE et al, 2005; AIMBIRE et al, 2006; ALBERTINI, 2004; BASFORD, 1986;
BASFORD, 1989; BASFORD, 1993; BASFORD, 1995; BAXTER, 1993; BOULNOIS,
1985; CAMPANA et. al.,, 1998; CAMPANA et al.,, 1999; DOURADO et al., 2003;
FRETZ; ZHOUNG; 1992, HERMAN; KHOSLA; 1989, HEUSSLER et al., 1993;
HONMURA et al., 1992; HONMURA et al,1993; KING, 1990; KITCHEN;

PARTRIDGE; 1991, LONGO et al., 1987; NOMURA; YAMAGUCHI; ABIKO, 2001;

OZAWA; SHIMIZU; ABIKO, 1997; SHEFER et.al., 2001).
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Goldman et al. (1980) demonstraram que pacientes portadores de artrite
reumatéide obtiveram melhora no quadro clinico quando irradiados com laser de
diodo As-Ga-Al (780nm) com DE=2,3J/cm®. England e col. (1989) compararam a
laserterapia e a trapia medicamentosa com o antiinflamatério naproxeno sodico
(550mg) no tratamento de pacientes com tendinite bicipital e do musculo supra-
espinhoso. Os autores observaram melhora significativa da dor, mobilidade e funcéo
nos pacientes tratados com LBP (AsGa) quando comparados com o tratamento
medicamentoso. Brosseau e col. (2000) estudaram a terapia com LBP em pacientes
com artrite reumatoide e observaram 70% de reducdo da dor em relacédo ao placebo
e aumento de 1,3 cm de flexibilidade.

O tratamento convencional das doencas que atingem a musculatura
esquelética inclui uma variedade de corticosteréides e outros agentes capazes de
modificar a doenca inflamatoria, tais como ciclosporina e imunoglobulinas por via
intravenosa (PILKINGTON; WEDENBURG, 2005).

Embora tenham sido descritas evidéncias clinicas de alivio da dor na artrite
inflamatoria, a terapia laser ainda apresenta resultados controversos, visto que
alguns autores ndo observaram eficacia do laser sobre a funcdo de células
inflamatorias, tais como mondcitos (BOUMA ; BUURMAN ; VAN DEN WILDENBERG,
1996). Entretanto, alguns estudos mais recentes revelaram que a terapia com LBP
foi eficaz sobre o acumulo de PGE, e a formacédo de edema tanto em modelos
experimentais “in vitro” como “in viw” (CAMPANA et al., 1999; ALBERTINI et al.,
2004).

Honmura et al. (1992), relataram uma significativa melhora do quadro
inflamatoério quando comparado ao grupo controle, utilizando laser com ?=780nm,

DE=2,3J/cm? (30 seg. por cada ponto irradiado) em modelo inflamatério de edema
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de pata e *“air-pouch” induzido por -carragenina. Este mesmo grupo de
pesquisadores, em 1993 relatou reducdo da dor comparada a utilizacdo da
indometacina, sugerindo que o efeito ndo deve ser dependente de opiddes
endégenos, uma vez que o efeito foi revertido por naloxano.

Lee; Wong e Mason (1996) utilizaram diodo AsGaAl (830nm) para tratamento
de sindrome cérvico-toracica, observando a reducdo da dor e a reversdo do
espasmo muscular. Utilizando laser de He-Ne (632,8nm), DE=1J/cm?, durante 14
dias consecutivos no tratamento de tendao pés-cirurgico, foi observada a melhora
nas condicdes biomecanicas (aumento na forca de tensdo) e no processo de
reparacao (REDDY et al., 1998). Huang; Queshi e Biundo Jr (2000), realizaram um
estudo de revisao sobre o tratamento de diferentes doencas (bursites, tendinites e
DORT) com LBP e observaram a melhora dos pacientes tratados com laser em
relacéo ao placebo e/ou controle.

As desordens témporo-mandibulares também podem ser tratadas com a
terapia laser, uma vez que nesta alteracdo a dor é referida pelos pacientes. Conti
(1997) estudou o efeito do LBP sobre pacientes que apresentavam dor témporo-
mandibular. Os resultados mostraram que o laser de Arseneto de Galio Aluminio
(As-Ga-Al, 830nm) aliviou a dor de pacientes com dor miogénica e artritica, quando
comparando ao efeito placebo.

Flemming, Cullum e Nelson (1999) observaram o efeito do LBP sobre
pacientes portadores de Ulcera venosa. Estes autores demonstraram que a
irradiacdo somente com laser nao foi eficaz, porém ao associar a luz laser com a luz
infravermelha, a cicatrizacdo foi mais rapida e de melhor qualidade. Ainda que

controversos, a maioria dos resultados revelou eficicia da terapia com LBP.
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Considerando estes resultados, independentemente do tecido e da doenga
investigada, a terapia com LBP se mostra capaz de interferir em distintos niveis
celulares. Evidéncias clinicas tém mostrado a eficacia do laser em diferentes
processos de inducéo da inflamacao, aliviando a dor e reduzindo o edema. De fato,
o laser parece estabilizar a resposta inflamatoria, ainda que, buscando a melhor
resposta, a dosimetria ideal, seja um paradoxo entre os pesquisadores e clinicos.

No que diz respeito ao efeito do LBP em reduzir a dor inflamatéria, a literatura
ainda reporta dados controversos. Além disso, embora alguns resultados sejam
importantes, a medicina tradicional ainda observa com ceticismo os efeitos
antiinflamatorios do laser. Provavelmente porque, apesar de varios estudos que
mostram a eficacia antiinflamatéria do laser, muito pouco se sabe sobre o
mecanismo de acdo desta terapia. A partir dos resultados obtidos, varios grupos de
pesquisa tém formulado hipéteses para explicar como o LBP é capaz de reduzir a
dor inflamatoéria, principalmente aquelas relacionadas as afec¢cdes que acometem a
musculatura esquelética.

Bjordal et al. (2006a) realizaram um estudo sistematico de revisdo da
literatura mostrando o0s possiveis mecanismos de acdo e os efeitos clinicos da
terapia com LBP. Nesta revisdo, Bjordal concluiu que a terapia com LBP pode
modular processos inflamatérios de maneira dependente da dose e, ainda, que esta
terapia reduz significativamente a dor inflamatoria na clinica médica. Desta forma
ainda que muito controversa e pouco explorada, a terapia com LBP aparece como
importante adjuvante no controle das reacdes inflamatérias, com destaque para a
dor e 0 edema, em pacientes portadores de desordens que acometem o sistema

musculo-esquelético.
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Entretanto, existe uma dificuldade muito grande em se comparar os diversos
trabalhos devido a grande diversidade de modelos e a falta de parametros

adequados.
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2 . OBJETIVO

O presente trabalho teve como objetivo investigar o mecanismo de acao do
laser de baixa poténcia na regido do visivel (vermelho) sobre o processo inflamatoério
agudo, utilizando, os modelos classicos de edema de pata e pleurisia induzidos por

carragenina.



3. RESULTADOS

3.1. Artigo 1

Albertini R, Aimbire FS, Correa FI, Ribeiro W, Cogo JC, Antunes E, Teixeira SA, De
Nucci G, Castro-Faria-Neto HC, Zangaro RA, Lopes-Martins RA. Effects of different
protocol doses of low power gallium-aluminum-arsenate (Ga-Al-As) laser radiation

(650nm) on carrageenan induced rat paw oedema. J Photochem Photobiol B. 2004

May 27; 74 (2-3):101-107.

Os resultados descritos neste primeiro estudo demonstraram a eficacia da
terapia com LBP em modular a resposta inflamatoria, sendo dependente da dose e

do momento da irradiagao.
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Artigo 2

Lopes-Martins RA, Albertini R, Martins PS, Bjordal JM, Faria Neto HC Spontaneous
effects of low-level laser therapy (650nm) in acute inflammatory mouse pleurisy

induced by carrageenan. Photomed Laser Surg. 2005 Aug; 23(4): 377-381.

No presente estudo a terapia de LBP foi capaz de reduzir a migracdo de
células inflamatdrias (neutréfilos) para o lavado pleural, quando os animais foram
tratados com LBP com densidades de energia de 3; 7,5 e 10 J/cm? ap6s a inducéo

da inflamacéo.
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Artigo 3

Lopes-Martins RA, Albertini R, Lopes-Martins PS, de Carvalho FA, Neto HC, Iversen
VV, Bjordal JM. Steroid receptor antagonist mifepristone inhibits the anti-
inflammatory effects of photoradiation. Photomed Laser Surg. 2006 Apr; 24(2): 197-

201.

Os resultados apresentados neste estudo mostraram que, ap0s o bloqueio
dos receptores para cortisol a terapia de LBP nao foi capaz de inibir a migracdo de

células inflamatérias para a cavidade pleural dos animais.
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Artigo 4

Albertini R, Villaverde AB, Aimbire F, Salgado MAC, Bjordal JM, Alves LP, Munin E,
Costa MS. Effect of Low Level Laser Therapy (LLLT) on Carrageenarrinduced Acute

Inflammation in Rat Paw. Submetido a “J Photochem Photobiol B. ”.

Os resultados apresentados neste estudo mostraram por meio da analise
histolégica do tecido subplantar, que a terapia com LBP com DE=7,5J/cm? reduziu o
influxo inflamatério, tanto na regido entre as fibras musculares, como no tecido

conjuntivo adjacente, ndo alterando a morfologia do tecido.



48

Artigo 5

Albertini R, Villaverde AB, Aimbire F, Silva JA, Bjordal JM, Brugenera A, Costa MS.
Cytokine mRNA expression is decreased in the subplantar muscle of paw rat

submitted to carrageenan-induced inflammation after treatment with Low Level Laser

Therapy (LLLT). Submetido a “Arthr Res Therapy”.

Os resultados apresentados neste estudo sugerem que a acao do LBP sobre
0 mecanismo da inflamacao aguda pode estar relacionado a modulacéo de citocinas
inflamatérias, uma vez que apés o tratamento com LBP foi observada a reducao da

expressdo de RNAm para as citocinas pro-inflamatorias I1L-113, IL-6 e TNF-a.



49

Artigo 6

Albertini R, Aimbire F Villaverde AB, Silva JA, Costa MS. “COX-2 mRNA expression
decreases in the subplantar muscle of rat paw subjected to carrageenan-induced

inflammation after low level laser therapy. Inflammation research (2006), no prelo

O presente estudo mostrou a inibicdo da expressdo do RNAm para a COX-2
apos a terapia com LBP em tecido subplantar de ratos submetidos ao modelo de

inflamacé&o aguda induzida por carragenina.



50

4. DISCUSSAO

O efeito da terapia com LBP sobre doencas inflamatorias tem sido descrito,
entretanto o seu mecanismo de acdo antiinflamatoria ainda é pouco explorado
(AL-WATBAN ; ZANG 1999; CAMPANA et al., 1998; MIZUTANI et al., 2004). No
presente estudo o autor se propde a contribuir para a compreensao do mecanismo
de acdo do laser de baixa poténcia (LBP) sobre a inflamacdo aguda musculo-
esquelética.

Inicialmente foram determinados os parametros de irradiacdo para o LBP
sobre o processo inflamatério agudo, considerando como método de analise a
medicdo do volume de edema, sendo este um dos principais sinais clinicos da
inflamacao (WILLOUGHBY et al., 2000).

Apds a determinacdo dos parametros de densidade de energia (DE) e do
tempo de irradiacdo, nosso estudo investigou o0 mecanismo de reducdo do edema
pela terapia com LBP, considerando a possibilidade de que o LBP poderia modular a
liberacdo dos mediadores quimicos e a expressdo de enzimas envolvidas no
processo inflamatério.

Os efeitos do laser de baixa poténcia (LBP) sédo baseados em mecanismos
nao térmicos da luz sobre os tecidos biolégicos (BASFORD, 1995; KITCHEN;
BAZIN, 1996; KING,1990). Quando a luz interage com o tecido biologico induz
efeitos de modulacdo sobre a atividade celular, através de mecanismos
fotoquimicos; ou seja, ocorrem modificacdes nas funcdes celulares, tais como, a
estimulacdo ou a inibicdo das atividades bioquimicas, fisiologicas e proliferativas,

promovendo a biomodula¢do (BASFORD, 1995).
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A ocorréncia do efeito de biomodulacdo é dependente do comprimento de
onda, da Densidade de Energia (DE) e da Densidade de Poténcia (DP) utilizada
(BECKERMAN et al., 1992; DE BIE et al., 1998).

O comprimento de onda escolhido no presente estudo foi determinado,
baseando-se na grande maioria de trabalhos cientifico relatados na literatura e que
utilizam comprimentos de onda na regido do vermelho (KOLARI, 1985). Desta forma,
se avaliou os efeitos antiinflamatorios de laseres operando com comprimentos de
onda de 650, 660 e 684nm.

Heussler et al. (1993), mostraram que a radiacdo com laser de diodo é segura
e eficiente, uma vez que o aparelho produz um feixe de luz com caracteristicas de
monocromaticidade, coeréncia e colimacdo permitindo controle da densidade de
poténcia e da densidade de energia capaz de promover efeitos bioldégicos sem dano
tecidual.

Em geral, os laseres semicondutores operando na faixa de 600-1300nm tém
sua radiacdo pouco absorvida pelo componente aquoso e hemoglobina, uma vez
gue seus comprimentos de onda estdo localizados na janela éptica terapéutica do
espectro eletromagnético (TURCYNSKI; CIESLAR; SIERON, 1993). A absorcao é
facilitada para cromoforos a uma profundidade de 2 a 3 cm (TURNER; HODE, 1999).

Em relacdo as caracteristicas do laser que o diferem da luz branca, existem
dividas se todas as caracteristicas Sdo necessarias para criar uma reacao
fotobiolégica ou se apenas a monocromaticidade seria suficiente (LAAKSO;
RICHARDSON; CRAMOND, 1993). Inicialmente, os efeitos do laser foram atribuidos
a coeréncia da radiacdo, embora, atualmente, ndo existam bases fisicas que
expliqguem a necessidade da coeréncia para a producédo dos efeitos fotobiolégicos

(KARU, 1987). Hoje, na literatura, ainda que preliminares, sdo encontrados estudos
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com LED (Light-Emitting Diode) mostrando que os efeitos biolégicos ndo sao

dependentes da coeréncia (MARQUES, 2004).

Entretanto, alguns autores consideram que a coeréncia, a monocromaticidade
e a colimagdo sao muito importantes nos tecidos vivos, pois sao estas
caracteristicas que asseguram a penetracdo (OSHIRO, 1991).

Turnér e Hode (1999) consideram que a coeréncia € diminuida no caso de
reflexdo difusa, mas ndo se anula totalmente; além do que, a luz ndo coerente é
menos eficiente e, provavelmente, atua apenas sobre as estruturas superficiais.
Labbe et al. (1990) mostraram que a absorcao de luz ndo coerente € extremamente
baixa, podendo explicar a necessidade de uma luz coerente, para que energia
suficiente seja absorvida e promova a conversdo de um féton iniciador em energia
bioquimica, gerando compostos de alta energia, como o ATP.

Nossos resultados demonstraram que a terapia com LBP apresentou efeito
antiinflamatério quando utilizado com densidade de energia de 1 ou 2,5J/cm?, e com
no minimo 2 aplicacBes, a partir da 1° hora apés a inducdo da inflamacédo por
carragenina. Contudo, quando a terapia foi repetida por 3 vezes, observamos
resultados mais pronunciados, obtendo uma inibicdo de 50% no volume de liquido
extravasado. Este mesmo resultado foi encontrado ao se irradiar apenas uma vez
com DE total de 7,5J/cm® Este resultado estd de acordo com varios trabalhos
publicados mostrando que, a energia absorvida pelo organismo € cumuativa
(OSHIRO, 1991; KARU, 1987).

Honmura et al. (1992) analisando o efeito terapéutico do LBP (As-Ga-Al) em
modelo inflamatério de edema de pata induzido por carragenina observaram a

reducdo do edema (20-30%), o que corrobora com nossos resultados.
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A respeito do mecanismo de acdo do LBP sobre a reducéo do edema, alguns
autores sugerem que os componentes celulares (fotorreceptores) podem absorver
fotons fornecidos através da energia do LBP e acelerar a producdo de ATP,
fornecendo assim, energia para a célula e modulando a resposta inflamatéria
(BREITBART et al., 1996; LUBART et.al., 2005; MANTEIFEL; BAKEEVA; KARU,
1997; WILDEN; KARTHEIN, 1998).

Os fotorreceptores presentes na célula sdo capazes de absorver energia da
radiacdo do LBP na regido do espectro eletromagnético, com comprimentos de onda
variando entre 600 e 700nm (regido visivel). Nesta regido a energia eletromagnética
seria absorvida pela citocromo c oxidase estimulando a cadeia respiratoria e
aumentando a producdo do ATP mitocondrial (WILDEN; KARTHEIN., 1998; YU
et.al., 1997).

Nesta mesma linha, Wilden e Karthein (1998) sugerem que a luz fornece
energia a célula, assim como a quebra de ligacdes quimicas, levando ao aumento
do fluxo de elétrons na cadeia transportadora destes com conseqie nte aumento na
producéo de ATP.

Considerando a faixa de radiacdo do vermelho (632,8-685nm), podemos
considerar que, tanto a penetracdo no tecido, como a resposta dos fotorreceptores
poderia ser muito similar, nesta faixa. Nossos resultados mostraram que, mantendo
os parametros de poténcia e densidade de energia, o tratamento da inflamac&do com
diferentes comprimentos de onda: 650, 660 e 684nm, ndo mostrou diferenca.

Devemos considerar o efeito primario do laser sobre os fotorreceptores, no
entanto, é fundamental o estudo das células e dos mediadores quimicos da
inflamacéo, pois, independente da natureza do estimulo lesivo, as células do

sistema mononuclear (mondcitos circulantes e macréfagos teciduais) iniciam a



cascata de eventos da resposta inflamatéria aguda, secretando em uma etapa inicial
as citocinas da familia IL-1 e TNF-a, sendo que estas citocinas apresentam acao
pleiotropica, local e sistémica (GAULDIE et.al., 1987).

Inicialmente, agem sobre os fibroblastos e células endoteliais, causando a
liberacdo de um segundo conjunto de citocinas (IL -6 e IL-8) e proteinas quimiotaticas
dos macréfagos. Por sua vez, IL-1, IL-8 e as proteinas quimiotaticas dos macréfagos
atraem para o sitio inflamatério mondcitos e neutrofilos que secretam TNF-a e outros
fatores quimiotaticos, retro-alimentando o processo inflamatério. (OKUSAWA et.al.,
1988; SEBBAG et al., 1997; WILLIAMS; GIROIR, 1995).

A figura a seguir sintetiza as possiveis interacoes da radiacdo laser na

cascata de eventos da resposta inflamatdria aguda; que € discutida a seguir.

‘

Reacéo endotélio vascular
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L aser M oléculas de adesao

l

IL-1, IL-2
IL-6 e TNFa
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Migracéo de leucdcitos

A

Liberacao de mediadores B

Figura 4 - Esquema sugerido para o0 mecanismo de ag&o do Laser de Baixa Poténcia
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Nossos resultados mostram que a terapia com LBP foi capaz de reduzir a
expressdao de RNAm para COX-2 iNOs, TNF-a, IL-1 e IL-6. Estas citocinas séo
fatores desencadeantes, participantes e perpetuantes da cascata inflamatéria
conforme relacionado acima.

Uma vez que nossos resultados mostraram a reducdo da expressdo de
RNAmM para a enzima NOs, podemos ressaltar que alguns estudos mostraram uma
intima relacéo entre INOS e o processo inflamatoério (VANE et al., 1994), tornando o
NO alvo da acdo de terapias antiinflamatérias. Utilizando bioluminescéncia,
Moryama et al. (2005) mostraram que o NO est4d presente nos processos
inflamatérios e que a sua regulacdo pode ser mediada através da fototerapia,
dependendo do comprimento de onda utilizado e da dose escolhida.

Bjordal et al. (2006b) demonstraram que a terapia com LBP apresenta acao
antiinflamatéria em tendinite de Aquiles, devido a diminuicdo da PGE,. Estes
eicosandides sdo responsaveis por diferentes fases do processo inflamatério agudo
e crénico em doencas como a artrite, a tendinite e a lesdo hemorragica.

Campana et al. (1998) sugerem que a resposta inflamatdria pode ser
normalizada ou reduzida pela acédo fotoquimica do LBP agindo como seletivo da
COX-2, visto que a reducdo do fibrinogénio plasmatico obtida com LBP foi
semelhante aguela provocada por diclofenaco sodico. Nossos resultados mostraram
a gqueda na expressao do RNAm para COX-2 ap0s a terapia com LBP. Sattayut;
Huges; Bradley (1999) investigaram o efeito do laser As-Ga-Al (820nm) sobre a
producdo de PGE; em cultura de células estimuladas com IL-13 e mostraram a
inibicdo da sintese de PGEj, sugerindo ser este o mecanismo analgésico para as

dores musculo-esqueléticas.
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Em um modelo de artrite reumatdide induzida por hidroxiapatita em ratos,
Campana et al. (2004) observaram a reducéo nos niveis de FP, PGE; plasmaético e
PGE, sinovial apés o tratamento com LBP (632,8nm) com DE=8J/cm?. Estes
resultados sugerem que o LBP pode inibir os efeitos quimiotaticos nos estagios
iniciais da inflamacao ou podem interferir com os mediadores quimicos, inibindo a
COX. Nossos resultados mostraram que a terapia com LBP atua sobre os estagios
iniciais da inflamacé&o, conforme sugerido por Campana et al. (2004), uma vez que
foi observada a redu¢cdo do RNAm para a COX-2.

Nossos resultados mostraram ainda que, a terapia com LBP reduziu a
evolucdo da inflamacdo induzida por carragenina, evidenciando um perfil de
resposta antiinflamatoria semelhante ao diclofenaco de sodio (1mg/kg), associando
este resultado ao de diminuicdo da expressdo do RNAmM para a COX-2, sugerindo
gue com a terapia LBP a participacdo dos eicosandides na resposta inflamatoria é
reduzida.

E conhecido que os eicosandides causam aumento da permeabilidade
vascular, a vasodilatacdo e, consequentemente, a hipotenséo arterial, durante a
inflamacdo, e como consequéncia da menor participacdo destes eicosandides no
evento inflamatério como mostrado por meio do resultado de redugdo na menor
expressao de RNAm para COX-2, justifica-se a reducdo do edema observada apoés a
terapia com LBP.

Em nosso estudo foi observado o aumento do volume da pata,
caracterizado como edema, apos a indugcdo da inflamagédo por carragenina.
Muitos autores tém demonstrado que um dos principais responsaveis pelo
inicio da inflamagéo é a presenca de células inflamatérias no sitio da lesdo

(VOLTARELLI, 1994; MORRIS, 2003).
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O aumento do numero de células inflamatorias no tecido ocorre devido a
interacdo entre o tecido lesionado e os leucdcitos circulantes no sangue. Apos o
estimulo inflamatério, o endotélio vascular inicia a sinalizacdo para a expressao de
moléculas de adesdo que véo facilitar a migracdo de células inflamatoérias para o
tecido lesionado. Liberados por células residentes, os mediadores inflamatoérios
como as prostaglandinas (PGE_), tromboxanas (TXAy), leucotrienos (LTD4), 6xido
nitrico (NO), fator de necrose tumoral (TNF-a) e interleucinas (IL-13 e IL-6)
modificam o ténus vascular por meio da vasodilatacdo, contribuindo para o aumento
da permeabilidade vascular e, conseqiente, para o aumento do numero de células
inflamatoérias (monacitos e neutrofilos) para o sitio da leséo.

Nossos resultados demonstraram a capacidade do LBP em reduzir o niumero
de células no sitio inflamatério, quando analisamos o processo inflamatério ao redor
do tecido muscular e conjuntivo de pata de rato. Estes resultados permitem sugerir
gue o efeito antiinflamatério da terapia com LBP pode estar relacionado a
modulacdo da resposta inflamatoria em algumas das etapas da migracao celular.
Pode-se sugerir que, com a reducdo da migracdo de células inflamatorias para o
tecido lesionado, a liberacdo de citocinas e de outros eicosanoides também estara
reduzida.

Outros autores tém reportado o efeito da terapia com LBP sobre a
cicatrizacdo em ratos diabéticos, mostrando a reducdo da densidade de células
inflamatorias e a diminuicdo do tempo de cicatrizagdo (PESSOA et.al.,, 2004;
RABELO et al., 2006). Estes resultados sao de grande relevancia, uma vez que na
literatura é descrito que o endotélio vascular desempenha um importante papel na
comunicacdo entre o sitio de inflamacéo e os leucécitos circulantes, tanto para a

expressdo de moléculas de adesdo, que facilitam a migracdo de mondcitos e
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neutrofilos, como pela modificacdo do ténus vascular mediado pelo &cido
araquidonico (FAN,.; MALIK., 2003). Ainda, a importancia da reducdo da migracao
de mondcitos e neutrdfilos para o sitio da inflamacgéo estdo no fato de que estas
células, depois de atraidas para o foco da inflamacédo secretam TNF-a, e outros
fatores quimiotaticos, retro-alimentando o processo inflamatério (VOLTARELLI,
1994). Assim, a terapia com LBP estaria contribuindo para a quebra da

retroalimentacao positiva da inflamacéo.

Entretanto, ndo podemos descartar a possibilidade de que o processo de
migracao de células inflamatérias, também possa ser o local de acdo da terapia com
LBP. A migracdo de neutrdfilos (ou outros leucocitos) da circulagédo para o tecido
requer diferentes fatores, tais como: moléculas de adesdo, das familias das
selectinas, interinas e imunoglobulinas. A ativacao e a “up-regulacdo” dos membros
da familia CD das integrinas (CD11/CD18) séo a chave da ligacao das moléculas de
adesdo intracelular (ICAM-1 e ICAM-2) na superficie das células endoteliais
(PETERS et.al., 2006; MIZGERD et al., 1997). Assim, é possivel que a eficacia da
terapia com LBP sobre o modelo de inflamagdo aguda possa estar relacionada ao
efeito do laser sobre algum dos eventos anteriormente descritos.

Um outro ponto importante a ser considerado estd no envolvimento dos
mediadores inflamatérios liberados pelas células que migram para o tecido lesado.
N&o podemos descartar a idéia de que a terapia com LBP poderia modular a acao
de medidores inflamatorios e, assim, reduzir a densidade de células inflamatodrias.
Assim, outro possivel mecanismo de acéo para o LBP sobre o processo inflamatério
pode estar relacionado a modulacdo no mecanismo de producdo de citocinas

inflamatorias.



59

Tém sido mostrado o aumento da expressdao de RNAmM para algumas
citocinas, particularmente TNF-a, IL-13 e IL-6, durante a inflamacdo. De fato, o que
torna possivel a acdo destes mediadores como agentes pro-inflamatérios é o
aumento da expressao de RNAm para as citocinas acima descritas.

As citocinas inflamatodrias podem ser divididas em citocinas capazes de atrair
guimicamente células inflamatdrias e em citocinas que, apesar de participarem do
processo inflamatério, ndo apresentam esta capacidade. As citocinas inflamatorias
TNF e IL-1 s&o capazes de induzir a expressdo de moléculas de adeséo sobre os
polimorfonucleares (PMN).

Embora estas citocinas sejam capazes de promover a adesédo das células
inflamatérias sobre o endotélio vascular em modelos experimentais “in vitro”, TNF e
IL-1 ndo séo suficientes para promover a migracdo das células inflamatorias
(NEDREBO; BERG; REED, 1999). Para isso é necesséria a presenca de fatores
guimiotaticos especificos que possibilitem a migracao das células inflamatorias para
o local da inflamacdo. Alguns fatores quimiotaticos promovem a expressao de
moléculas de adesao sobre os PMN de maneira semelhante as respostas induzidas
por TNF e IL-1 (SCHIFF, 2000; SEBBAG et.al., 1997).

As duas citocinas importantes no que se refere a expressdo de moléculas de
adesdo durante a maioria dos processos inflamatérios sdo exatamente TNF e IL-1
(NEDREBO et al, 2004), cuja principal fonte celular de ambos € o0s
mondcitos/macrofagos.

Alguns autores tém demonstrando que o TNF-a e a IL-18 agem
sinergicamente em diversas condi¢cdes hflamatérias, sendo capazes de regular a
inflamacéo através de estimulos constantes para a migracao celular e a liberacdo de

mediadores inflamatorios (GARBACKI et al., 2004).
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Considerando que nossos resultados mostraram que a terapia com LBP foi
capaz de reduzir a expressdo do RNAm para as citocinas TNF-a, IL-13 e IL-6,
podemos sugerir que a quimiotaxia para as células inflamatérias também esteja
reduzida, reduzindo assim a densidade de células no sitio inflamatorio, conforme
relatado anteriormente.

Os resultados do presente estudo referentes ao efeito da terapia com LBP
sobre a expressdo de RNAmM podem estar relacionados a inibicdo, ndo apenas de
uma Unica citocina, mas do efeito modulador do laser sobre a expressdo de RNAmM
para o TNF-a e, conseqientemente, reduzindo a expresséao da IL-1(3. Alguns autores
tém demonstrado que as alteracbes causadas pela IL-1R durante o processo
inflamatério sdo atenuadas quando os animais séo tratados com drogas anti-TNF-a
ou com antagonistas de seus receptores (DAYER; MOLNARFI BURGER., 2005).

Embora n&o tenha sido determinada a concentracdo de mediadores
inflamatdrios apds a inducdo da inflamacéo e a terapia LBP, podemos sugerir que a
reducdo da expressdao de RNAm para TNF-a, IL-13 e IL-6 estaria relacionada a
diminuicao da disponibilidade desses mediadores no sitio da inflamacéo.

Aimbire et al. (2006) demonstraram a reducédo dos niveis de TNF-a e da leséo
hemorragica em modelo de inflamacgéo aguda pulmonar apos o tratamento com LBP.
Kettelhut; Fiers e Goldberg (1987), estudando os efeitos “in vivo” do TNF, tais como,
febre, hipoglicemia e mortalidade, demonstraram que os inibidores da COX previnem
esses efeitos. Estes resultados estdo de acordo com Belvisi et al. (1997), estes
autores demonstraram que o aumento da expressao de COX-2 em macrofagos esta
intimamente relacionado a sintese exagerada de prostandides, ap0s a exposi¢ao
dessas células a IL-13 e TNF-a. Pang e Knox (1997) demonstraram a liberacédo de

prostandides (PGE, e TXA;) em resposta a estimulacdo com IL-18 e TNF-a ainda
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gue, esta resposta seja mediada pela inducdo da COX-2 e ndo pela indugéo da
isoforma COX-1 (SHI et.al., 2006).

A despeito dos resultados acima descritos ndo serem exatamente produzidos
pelo modelo de inflamacédo induzida por carragenina, a interacdo entre 0s
mediadores e, principalmente, a expressdo do RNAm responsavel pela sintese de
cada um destes mediadores deve ser compreendida no contexto da inflamagao, uma
vez que a carragenina € apenas um entre varios estimulos capazes de induzir a
inflamacao aguda.

A partir dos resultados obtidos, podemos sugerir que o LBP modula a
inflamacédo através da reducdo do numero de células inflamatérias no sitio da
inflamacé&o por mecanismos dependentes da redugcao da expressdo do RNAm para
TNF-a, IL-1 e IL-6. O LBP inibiu a expressdo de TNF-a, IL-13 e IL-6 na mesma
magnitude, assim nossos resultados nao permitem dizer se o laser apresenta
diferentes graus de inibicdo para cada citocina em questao.

Entretanto, ndo podemos descartar a possibilidade de que a terapia com LBP
possa modular a inflamacéo induzida por carragenina, agindo separadamente sobre
a expressao do RNAm para cada dtocina. Alguns autores tém demonstrado que o
efeito antiinflamatorio esté ligado a ativacao de fatores de transcricdo tais como NFk-
B (HARVEY et al. 2005). Este fator de transcricdo é o mesmo que estimula o
aumento da expressdao de RNAm para TNF-a, IL-13 e IL-6. Assim, a acéo
antiinflamatéria do LBP demonstrada em nossos resultados poderia estar
relacionada a inibicdo de fatores de transcricao ligados a expressdo de RNAm para
as citocinas pré-inflamatorias.

Em contrapartida, foi observado que a terapia com LBP nado reduziu a

formacéo do edema induzido por carragenina em ratos adrenalectomizados (retirada
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da glandula adrenal). Utilizando o modelo de pleurisia induzido por carragenina, em
animais tratados com mifepristone (antagonista dos receptores de corticoide),
novamente o LBP nao foi capaz de reduzir a inflamacéo. Estes resultados, ainda que
primarios, sugerem que o mecanismo de acdo do LBP pode estar relacionado a
estimulacdo do eixo enddcrino hipotalamo-hipdéfise-adrenal e, consequiente, seja
dependente da liberagéo de corticéide enddgeno.

Os glicocorticoides e as citocinas pro-inflamatorias (IL-18 e IL-6) séo liberados
frente a estimulos lesivos na tentativa de modular a resposta inflamatéria aguda,
entretanto, as citocinas pré-inflamatorias desencadeiam uma série de mediadores e
fatores quimiotaticos que, prevalecendo sobre os efeitos do glicocorticbide e de
outros fatores que apresentam funcdo inibitéria promovem a perpetuacdo da
inflamacdo. (BLOM et al., 1997; UTSUNOMIYA et al., 1996).

A mais importante acdo do corticoide sobre a inflamacédo € a inibicdo da
sintese destas citocinas antes que a leséo tecidual seja agravada (VOLTARELLI,
1994). Assim, é possivel que agindo como corticoide enddgeno, a terapia com LBP
seja capaz de reduzir a expressao de RNAm para IL-13 e IL-6.

Ainda € razoavel sugerir que, durante a terapia LBP possa ocorrer o
predominio do efeito dos glicocorticéides e de outros fatores de inibicdo, como as
citocinas anti-inflamatérias do tipo Th2 (IL-4 e IL-10), que antagonizam a producédo
de IL-13 e IL-6 no sitio da lesdo, promovendo a reducédo da resposta inflamatoéria
aguda.

Estes resultados sugerem que pacientes que fazem uso de terapia com
corticéides e tratados com LBP, devem suspender a terapia medicamentosa por,

pelo menos, seis meses até o inicio do tratamento com LBP. O uso prolongado de



63

corticoides promove a reducdo da expressdo de receptores para corticoides,
contribuindo para o insucesso da terapia com LBP.

Considerando que os AINEs e os AlEs séo as terapias farmacolégicas mais
frequentemente utilizadas nas afec¢cbes musculo-esqueléticas e, ainda, que o0s
efeitos colaterais deste tipo de terapia comprometem seu uso no longo prazo
(PINHEIRO; CALIXTO, 2002), o LBP aparece como uma eficiente terapia alternativa
de tratamento.

Bjordal et al. (2006b) demonstraram que a laserterapia de baixa poténcia, nao
somente reduz o processo inflamatério, como também melhora a reparacgao tecidual
de uma maneira mais eficiente do que o uso de corticoides. Assim, o tratamento
conservador com a terapia de LBP poderia ser indicado para as afeccdes
inflamatérias, tais como: bursites, tentinites, DORT e faceite plantar, na tentativa de
minimizar a dor e os sintomas inflamatorios (HUANG; QUESHI; BIUNDO JR, 2000).

Nossos resultados reforcam o papel da terapia com LBP como terapia
antiinflamatoria, uma vez que o LBP foi capaz de reduzir o processo inflamatério em
diferentes modelos experimentais. Ainda, a terapia com LBP apresenta maior
eficiéncia, quando comparada com os antiinflamatdrios convencionais, uma vez que
estes Ultimos retardam o processo de reparacao tecidual.

Tendo em vista a grande complexidade do processo fisiopatolégico da
inflamacdo e os efeitos adversos dos agentes antiinflamatorios convencionais
(farmacos), podemos sugerir que a terapia com LBP proporciona uma acéo

especifica direcionada as citocinas promovendo controle eficaz da inflamacéo.
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5. CONCLUSOES

Nossos resultados sugerem que a acao antiinflamatéria da terapia com laser
de baixa poténcia, na regido do visivel-vermelho, ndo ocorre em apenas uma, mas
em diferentes etapas do processo inflamatorio. Ou seja, 0 mecanismo de acédo da
terapia com LBP, atua na inibicdo da expressdo de moléculas de adesdo, na
migracao de leucécitos e/ou a liberacdo de mediadores inflamatérios, podendo ainda
agir sinergicamente ao eixo hipdfise-hipotdlamo-adrenal potencializando seu efeito

e/ou aumentando a liberagdo do cortisol endogeno.
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“Estudo do efeito antiinflamatirio da terapia laser de baixa poténcia sobre a
inflamagdo de pata de ratos submetidos ao modelo de inflamagdo induzida por
carragenina ', sob a responsabilidade da Profa, Maricilia Silva Costa, esta de
acordo com a Lei 11977/2005 (SP), os Principios Eticos na Experimentagio
Anmimal (COBEA/1991), e as MNormas Para a Pritica Didatico-Cientifica da
Vivissecgdo de Animais (Lei 6638/1979) sendo, portanto, aprovado por esia
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