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RESUMO

SERGIO, Luiz Philippe da Silva. Avalia¢do dos mecanismos de reparo do DNA e efeitos
de laser infravermelho de baixa poténcia em modelo experimental de lesao pulmonar
aguda. 2020. 136. Tese (Doutorado em Biociéncias) — Instituto de Biologia Roberto
Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2020.

Um quadro infeccioso (sepse), pode culminar na inducdo da lesdo pulmonar aguda
(LPA). A LPA ¢ caracterizada pela resposta hiperinflamatéria e hipoxémica, com aumento da
permeabilidade da barreira alveolar. Devido ao perfil da lesdo, ndo ha um tratamento
especifico. Lasers infravermelhos de baixa poténcia (L/BP) t€m sido utilizados na resolucao
do processo inflamatorio, apesar dos efeitos fotobioestimuladores nao serem totalmente
compreendidos. Poucos estudos correlacionam doengas pulmonares com /aserterapia e
estratégias terapéuticas atuais sdo consideradas paliativas. Logo, uma nova terapia ¢
necessaria. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos do L/BP em modelo de
LPA em ratos nas alteracdes morfologicas, nas células do infiltrado, na indugdo de
fragmentacdo do DNA e nos niveis de RNAm de genes das vias apoptdticas e reparo do DNA.
Ratos Wistar machos foram divididos em seis grupos: Controle, LPA, L10, L20, LPA-L10 e
LPA-L20 e expostos ao LIBP (AsGaAl, 808nm, 100mW, 4 pontos por pulmao em 1 sessdo).
A LPA foi induzida administracao intraperitonial de lipopolissacarideo de Escherichia coli.
Amostras de tecido pulmonar foram encaminhadas para as técnicas histologicas rotineiras,
TUNEL e RT-qPCR. Os dados experimentais obtidos nesse estudo mostraram alteracdo no
perfil morfologico de septos e alvéolos em animais afetados pela LPA apds exposicdo ao
LIBP, bem como modulagdo dos niveis de RNAm de genes de apoptose e reparo do DNA, e
aumento da fragmentagao do DNA em células do infiltrado inflamatorio e redugao nas células
do epitélio alveolar. Os resultados obtidos neste estudo sugerem que a exposi¢do ao LIBP
melhora o parénquima pulmonar, sugere que o reparo do DNA ¢ parte da resposta celular a
sepse e que a exposicao ao LIBP altera os niveis de RNAm de genes do processo apoptdtico e
induz fragmentagdo do DNA em células inflamatorias e alveolares, com acao seletiva, que
pode ser parte do efeito anti-inflamatério induzido por /asers infravermelho de baixa poténcia.

Palavras-chave: Laser infravermelho de baixa poténcia. Lesdo pulmonar aguda. Reparo de

DNA. Apoptose. Lesdes oxidativas. Ratos Wistar.



ABSTRACT

SERGIO, Luiz Philippe da Silva. Evaluation of DNA repair mechanism and effects of low
power infrared laser in experimental model of acute lung injury. 2020. 136f. Tese
(Doutorado em Biociéncias) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade
do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2020.

An infectious condition (sepsis) may culminate in the induction of acute lung injury
(ALI). ALI is characterized by a hyperinflammatory and hypoxemic response, with increased
alveolar barrier permeability. Due to the lesion profile, there is no specific treatment. Low
power infrared /asers (LPIL) have been used in the resolution of the inflammatory process,
however photobiostimulatory effects are not fully understood. Few studies correlate lung
diseases with laser therapy and current therapeutic strategies are considered palliative.
Therefore, a new therapy is needed. Thus, the objective of this work was to evaluate the
effects of LPIL in a Wistar rats ALI model regarding morphological alterations, infiltrate cell
analysis, induction of DNA fragmentation and apoptotic pathway gene mRNA levels and
DNA repair. Male Wistar rats were divided into six groups: Control, ALI, L.10, L20, ALI-L10
and ALI-L20 and exposed to LPIL (AsGaAl, 808nm, 100mW, 4 points per lung in 1 session).
ALI was induced intraperitoneal administration of E. coli lipopolysaccharide. Samples of lung
tissue were collected for histological processing and staining for stereological analysis and
evaluation of mRNA levels by RT-qPCR. Experimental data obtained in this study showed
alterations in the morphological profile of septa and alveoli in animals affected by ALI after
exposure to LPIL, as well as modulation of apoptosis and DNA repair gene mRNA levels,
and increased DNA fragmentation in cells of the ALI inflammatory infiltrate and reduction in
alveolar epithelium. The results obtained in this study suggest that LPIL exposure improves
lung parenchyma, suggests that DNA repair is part of the cellular response to sepsis and that
LPIL exposure alters mRNA levels of apoptotic genes and induces DNA fragmentation. in
inflammatory and alveolar cells, with selective action, which may be part of the anti-
inflammatory effect induced by low power infrared lasers.

Keywords: Low power infrared laser. Acute lung injury. DNA repair. Apoptosis. Oxidative

lesions. Wistar rats.
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INTRODUCAO

Em condigdes de sepse, um quadro de exacerbagdo para doencas cronicas pulmonares
como a bronquite cronica e asma, ha alteragdes patologicas agudas complexas, clinicamente
manifestadas como lesdo pulmonar aguda (LPA) ou sindrome do desconforto respiratdrio
aguda (SDRA) (WARE; MATTHAY, 2000). Pacientes com LPA/SDRA podem apresentar
estresse oxidativo exacerbados em células pulmonares que, por sua vez, pode contribuir para
lesdes no DNA nestas e nas células adjacentes (VALAVANIDIS et al., 2013).

A LPA ¢ uma doenca potencialmente fatal caracterizada por respostas
hiperinflamatorias nao controladas nos pulmoes (SUN et al., 2014), por consequéncia de um
quadro de sepse, choque séptico e/ou pancreatite (RAGALLER; RITCHER, 2010),
ocasionando lesdes no endotélio microvascular, a partir da infec¢do extrapulmonar (ROCCO;
ZIN, 2005). A LPA representa 10% das internagdes em unidades de terapia intensiva,
afetando cerca de 200 mil pessoas por ano nos Estados Unidos (RUBENFELD et al., 2005),
com alta incidéncia em pessoas de 70 anos e atingindo at¢ 45% de mortalidade
(RUBENFELD et al., 2005). No Brasil, estudos epidemiologicos da LPA ndo estdo
disponiveis.

Defini-se LPA como uma sindrome de insuficiéncia respiratoria aguda (ARTIGAS et
al.,, 1998; GBD, 2015), cujos critérios diagnosticos radiograficos e clinicos, confirmam a
presenca de infiltrado pulmonar bilateral compativel com edema, presenca de hipoxemia, em
que a relagdo de oxigénio arterial com fragdo de oxigénio inspirado (PaO>/FiO2) ¢ < 300
mmHg (GBD, 2015).

Como alguns estudos sugerem, LPA/SDRA ¢ dividida em trés fases de lesdes
sequenciais (MATUTE-BELLO; FREVERT; MARTIN, 2008). A primeira fase, denominada
fase exsudativa, tem duracdo cerca de uma semana e caracteriza-se histopatologicamente por
edema intersticial e intra-alveolar, hemorragia intra-alveolar, acimulo de neutréfilos e
membranas hialinas, além de surfactante intracelular reduzido (KNUDSEN et al., 2011). Na
segunda fase, denominada fase proliferativa, ha lesdes cronicas provenientes do infiltrado
inflamatério e na ultima fase, fibroprofliferativa, hd remodelamento fibrotico (MUHFELD;
OCHS, 2013).

O aumento da permeabilidade da barreira alveolar, causando edema e inflamagao do
espacgo aéreo de lesdes no epitélio alveolar e endotélio capilar, que difere significativamente

de outras doengas pulmonares agudas, estdo presentes na LPA/SDRA (ELICKER et al.,
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2016). No entanto, devido a essas especificagdes e com prognostico diferencial nos pacientes,
ndo ha tratamentos especificos.

Os leucocitos, assim como as células do tecido pulmonar, devido as suas intensas
atividades metabdlicas durante a patogénese das doengas inflamatodrias, passam a apresentar
um desequilibrio redox, culminando no aumento de radicais livres. Estes além de ocasionar
lesdes na molécula de DNA podem atuar como segundos mensageiros em caminhos
especificos de sinalizacao celular, alterando a expressao génica (NEWTON; BOOTMAN;
SCOTT, 2016). Apesar das variadas lesdes no DNA ocasionadas por reacdes de radicais
livres, a integridade gendmica pode ser obtida por um conjunto de mecanismos enzimaticos
de reparo do DNA, que reconhecem e reparam as lesdes (BARZILAIL; YAMAMOTO, 2004).

O reconhecimento de antigenos do agente infeccioso por receptores especificos na
superficie de macréfagos, tais como 7Toll like receptor 2 e 4 (TLR 2 e TLR 4), d4 inicio a uma
via de sinalizacdo que culmina com o langamento de citocinas que orquestram a inflamacao
(REMICK, 2007). Nos pulmdes, a inflamagdo sistémica resultante da sepse pode lesar a
membrana alvéolo-capilar e resultar em edema pulmonar com insuficiéncia respiratoria aguda
hipoxémica grave, configurando a SDRA (WARE; MATTHAY, 2000). Um dos modelos
experimentais de LPA/SDRA ¢ mediante indu¢do de um quadro séptico pela administragdo de
lipopolissacarideo (LPS), uma glicoproteina presente na membrana celular externa de
bactérias gram negativas que possui propriedades altamente pro-inflamatodrias, funcionando
como um potente ativador do sistema imune e que tem sido empregada para induzir sepse e,
consequentemente, a lesdo pulmonar em diversas espécies (RAETZ et al., 1991).

Um possivel tratamento para LPA/SDRA ¢ o uso de lasers de baixa poténcia na faixa
infravermelha do espectro eletromagnético, que ao interagir com o tecido, algumas funcdes
celulares podem ser estimuladas, como produgdo de citocinas, sintese de trifosfato de
adenosina (ATP) e sintese proteica, estes culminam na proliferagdo de alguns tipos celulares,
promovendo a resolu¢do de processos inflamatdrios (SUN et al., 2014). Atribui-se o controle
do processo inflamatério a modulacdo de mediadores inflamatorios, reducao da dor, do edema
e a promoc¢ao do reparo de tecidos lesionados (ALBERTINI et al., 2007) Os feixes lasers
apresentam caracteristicas unicas como colimagao e altas densidades de energia, assim como
sdo feixes monocromaticos, apresentando um unico comprimento de onda (da SILVA et al.,
2015). Os efeitos bioldgicos associados a exposi¢do aos lasers de baixa poténcia sdo
dependentes de alguns parametros fisicos, como o tempo de exposi¢ao, comprimento de onda,

freqiiéncia, poténcia, fluéncia e modo de emissao (O'SHEA et al., 1978; KARU, 2003).
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Estudos vém demonstrando que a penetracdo do feixe longo e estreito do laser
infravermelho de baixa poténcia pode penetrar mais profundamente nos tecidos (KARU,
2003; HENDERSON; MORRIES, 2015). Hudson et al. (2013) mostraram que uma radiagdo
de comprimento de onda 808nm penetra até 54% mais do que 980nm. Byrnes et al. (2005)
reforcaram que a luz infravermelha préxima, na faixa de 770-850nm, penetra mais
profundamente através de tecidos de ratos que a luz vermelha ou radiagdes infravermelhas de
comprimentos de onda mais longos, até 1200 nm. Através destes modelos foi demonstrado
que a penetracdo em qualquer tecido biolodgico, quando aplicado percutaneamente, atinge
entre 2 e 5 cm, dependendo das camadas de tecido e do estado metabolico do paciente
(JOENSEN et al., 2012; GIACOMO et al., 2013).

A agdo dos lasers de baixa poténcia se baseia na absor¢ao do feixe pelas células, na
qual modulam reag¢des bioquimicas e estimulam a respiracao mitocondrial (da SILVA et al.,
2015). Essas agdes poderiam acelerar a sintese de DNA, RNA e proteinas reguladoras do
ciclo celular, promovendo a proliferagdo (O'SHEA et al., 1978), além de aumentar a produgao
de espécies reativas de oxigénio (ERO) e espécies reativas de nitrogénio (ERN). Esses
radicais livres poderiam participar como segundos mensageiros nas vias de sinalizacao celular
(SHINGYOCHI et al., 2017). Por outro lado, os radicais livres gerados pela exposi¢do aos
lasers de baixa poténcia podem reagir com o DNA causando lesdes em nivel subletal e

modular os niveis de RNA mensageiros de genes de reparo do DNA (FONSECA et al., 2010).
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1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 Lesao pulmonar aguda e/ou sindrome do desconforto respiratério agudo

Cerca de 2 bilhoes de pessoas no mundo estdo expostas a algum componente toxico no
ar, como particulas, produtos quimicos e microorganismos infecciosos, tornando os pulmdes
vulneraveis as lesdes, causando incapacidade respiratoria e/ou morte (GBD, 2015).

A lesdo pulmonar aguda (LPA), descrita em 1967 por David R. Ashbaugh como uma
sindrome complexa, apresenta pequenas variagdes de gravidade quando comparada aquelas da
sindrome do desconforto respiratorio agudo (SDRA) (BERNARD et al., 1994). A LPA causa
insuficiéncia respiratoria ndo totalmente explicada por insuficiéncia cardiaca ou sobrecarga de
liquidos e também opacidades bilaterais ndo totalmente explicadas por derramamentos,
colapso pulmonar ou nédulos (RANIERI, 2012). Essa sindrome ¢ caracterizada pelo aumento
da permeabilidade, como refletido no edema alveolar, devido a danos nas células epiteliais e
endoteliais e a infiltragdo de neutréfilos (RANIERI, 2012).

Ap6s a conferéncia de Berlim em 2012, que constituiu uma unica defini¢do para LPA
e SDRA, tornando-as espectros de uma mesma doenca, apresentou consigo a taxa de

mortalidade, como mostrada na Tabela 1, de acordo com sua classificacao.

Tabela 1 - Definicdo de Berlim: categorias da lesdo pulmonar aguda

Categorias Oxigenacdo Mortalidade (%)
Leve 200 mmHg < Pa0O,/FI0, <300 mmHg with PEEP 27
ou CPAP > 5 cm H,O
Moderada 100 mmHg < Pa0,/F10, <200 mmHg with PEEP 3

ou CPAP > 5 cm H,O

Severa Pa0,/FIO; <100 mmHg with PEEP > 5 cm H,O 45

Legenda: Positive end-expiratory pressure (PEEP; Pressdo expiratoria final positiva); Continuous positive
airway pressure (CPAP; Pressdo positiva continua das vias aéreas); Pressdo parcial de oxigénio
arterial (Pa0,); _Fragdo do oxigénio inspirado (FI1O,).

Fonte: adaptado de RANIERI, 2012.

Por esta definicio, LPA/SDRA apresentam-se com insuficiéncia respiratoria nao
totalmente explicada por insuficiéncia cardiaca ou sobrecarga de fluido, opacidades bilaterais
nao totalmente explicadas por derrames, colapso pulmonar ou nédulos.

Bem caracterizada pelo aumento da permeabilidade como refletido no edema alveolar

devido ao dano das células epiteliais e endoteliais e a infiltracdo de neutrofilos. O termo
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“lesdo pulmonar aguda” foi mantido para modelos animais experimentais (RANIERI, 2012).
Desta forma, entende-se LPA/SDRA ou SDRA como LPA unicamente, neste trabalho.

A epidemiologia da LPA apresenta variagdes considerando a dificuldade em obter um
diagnostico preciso, omissdo na notificagdo de casos e regides em que estes ocorrem em
diferentes paises (McNICHOLASA et al., 2018). No entanto, nos Estados Unidos, ha uma
média de 79 casos a cada 100.000 habitantes por ano (RUBENFELD et al.,, 2005;
McNICHOLASA et al., 2018) com claras variagdes sazonais e principalmente no inverno. O
aumento da idade, na faixa de 75 a 84 anos, gera maiores incidéncias, atingindo cerca de 300
individuos por 100.000/ano (RUBENFELD et al., 2005), hospitalizando 190 mil pacientes
anualmente, o que causa altos custos para o sistema de saide nos EUA (RUBENFELD;

HERRIDGE, 2007; VALAVANIDIS et al., 2013).

1.2 Patofisiologia da lesao pulmonar aguda

LPA e SDRA como espectros da mesma doenga potencialmente fatal caracteriza-se
por respostas hiperinflamatdrias ndo controladas nos pulmoes (SUN et al., 2014), conforme
definido pela Conferéncia de Berlim em 2012. Alguns parametros utilizados para a definicao
desta doenca foram descritos pela American-European Consensus Conference como uma
sindrome de insuficiéncia respiratdria aguda.

Esses parametros foram caracterizados por infiltrado pulmonar bilateral na radiografia
de torax, compativel com edema pulmonar, ocorréncia de hipoxemia grave, mesmo como
propor¢ao de oxigénio arterial a fragdo inspirada de oxigénio (PaO»/FiO;) < 300mmHg,
independentemente da pressao expiratoria final positiva (PEEP), pressao de oclusao da artéria
pulmonar < 18 mmHg e auséncia de sinais clinicos ou ecocardiograficos de hipertensao atrial
esquerda (BERNARD et al., 1994; RANIERI et al., 2012).

Os fatores de risco para LPA foram classificados como diretos e indiretos. Os fatores
de risco direto, ou lesdo pulmonar direta, incluem pneumonia, aspiracao de contetdo, lesdao
por inalacdo, contusdo pulmonar, vasculite pulmonar, sepse ndo pulmonar, trauma multiplo,
pancreatite, choque ndo cardiogénico, overdose de drogas. Ja o fator de risco para lesdo
pulmonar indireta esta associado a transfusdo de sangue (FANELLI et al., 2013).

A patogénese em niveis celular e molecular pode ocorrer no epitélio alveolar ou no

endotélio microvascular (ROCCO; ZIN, 2005), o primeiro caracterizando LPA alveolar e o
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segundo extrapulmonar, sendo o mais comum, o que pode ocorrer apds um quadro de sepse,
pancreatite e/ou choque séptico (RAGALLER; RICHTER, 2010). No entanto, o
desenvolvimento da doenca ¢ relativamente uniforme com inflamacao difusa no tecido
pulmonar (ROCCO; ZIN, 2005).

O processo inflamatdrio leva a formag¢do de edema alveolar e intersticial, que pode
progredir para fibrose pulmonar (ROCCO; ZIN, 2005; RAGALLER; RICHTER, 2010). As
células inflamatorias, principalmente os neutréfilos, persistem com a secrecao de mediadores,
o que impede a resolucao da inflamagcdao (WARE; MATTHAY, 2000). A continuidade do
processo inflamatdrio € tida como principal fator de morte em pacientes com LPA (WARE;
MATTHAY, 2000; WHEELER; BERNARD, 2007).

Em condi¢des de sepse, a resposta inflamatéria ¢ iniciada pelo reconhecimento de
antigenos microbianos por receptores especificos localizados na superficie dos macrofagos,
como os receptores toll-like receptor dos tipos 2 e 4 (TLR2 e TLR4, respectivamente)
(BANNERED; GERONDAKIS, 2007). Dentre os antigenos microbianos, estdo os
componentes da parede celular bacteriana, como o lipopolissacarideo (LPS) de bactérias
gram-negativas (CHOI et al., 2009). As células endoteliais de capilares alveolares e
pneumocitos tipo I (células epiteliais alveolares) sdo lesadas (WARE; MATTHAY, 2000) e,
com perda da barreira alveolar normalmente rigida, ficam expostas a fluidos e
macromoléculas, ao epitélio alveolar, ao endotélio capilar, & matriz extracelular (MEC) e a
outras células, como macrofagos alveolares e fibroblastos (DUNSMORE; RANNELS, 1996).

A MEC engloba a membrana basal (composta de colageno tipo IV, laminina, colageno
tipo V e proteoglicanos) e tecido conjuntivo intersticial, € compde-se de coladgeno tipo I e III,
elastina e proteoglicanos (DUNSMORE; RANNELS, 1996).

Uma variedade de processos, como a sobrevivéncia celular, a proliferacdo e a
migracao, ¢ influenciada pelas interagdes célula-matriz e pela renovagdo da matriz
(DUNSMORE; RANNELS, 1996; BERRIER; YAMADA, 2008).

As citocinas IL-1 (Interleucina 1), IL-8 (Interleucina 8) e TNF-o (tumor necrosis
factor alpha), bem como mediadores lipidicos (leucotrieno B4, por exemplo), estdo presentes
no pulmao no inicio da progressao da doenga (MATTHAY; ZIMMERMAN, 2005). Essas
proteinas ¢ mediadores pré-inflamatérios fazem com que os leucédcitos, principalmente os
neutrofilos, migrem para o intersticio e para os alvéolos pulmonares (TSUSHIMA et al.,
2009) (Figura 1). Logo, no espago intersticial e alveolar, ocorre acimulo de liquido rico em

proteinas.
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Figura 1 - Esquema ilustrativo resumido da progressao da LPA
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Legenda: Lesdao pulmonar aguda (LPA).

Nota: Pela exposi¢do a microrganismos, o processo inflamatorio instaura-se, os macrofagos identificam o
lipopolissacarideo e inicia a fagocitose, ativam-se os neutrofilos, que migram dos vasos para os alvéolos.
A matriz é remodelada, e ha extravasamento de hemaceas. No interior dos alvéolos, intensa producdo de
citocinas pro-inflamatérias, producdo de radicais livres e proteases. Fibroblastos produzem MMP
(metaloproteinases) degradando a matriz, e os pneumocitos I e II comecam a sofrer apoptose, estes
associados a producdo e liberacdo pelos leucdcitos de fator de necrose tumoral (TNF-a), Interferon-y
(Interferon), Proteina c reativa (CRP). Com a matriz remodelada, ha reducdo do espaco aéreo alveolar. As
linhas pontuadas conotam uma tendéncia a, enquanto as linhas tracejadas conotam uma consequéncia.

Fonte: O autor, 2020.

A matriz extracelular ¢ remodelada e ha extravasamento de globulos vermelhos.
Dentro dos alvéolos ocorre intensa producdao de citocinas pro-inflamatorias, producao de
radicais livres e proteases. Os fibroblastos produzem metaloproteinases degradando a matriz
extracelular e os pneumocitos comegam a sofrer apoptose. Esse processo de remodelagdo da
matriz causa redugdo do espaco aéreo alveolar.

As proteinas plasmaticas condensadas agregam-se nos espagos aéreos com detritos
celulares e surfactante pulmonar disfuncional para formar espirais de membrana hialina
(MATTHAY; ZEMANS, 2011). Além disso, a lesdo vascular pulmonar ocorre no inicio da
LPA, causando obstru¢do vascular (TSUSHIMA et al., 2009).

Nao obstante, como a resposta inflamatéria ainda ¢ intensa, ha aumento da produgao
de espécies reativas de oxigénio (ERO), como o anion superoxido (Oz) e espécies reativas de

nitrogénio, como o 6xido nitrico (NO), inclusive nas células endoteliais e epiteliais (VICTOR
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et al., 2009). A lesdo vascular pulmonar também ocorre no inicio da LPA, com obstrugao
vascular por microtrombos e proliferacao fibrocelular (TSUSHIMA et al., 2009).

O edema alveolar envolve partes do pulmdo, levando a diminuicdo da ventilacao
pulmonar e atelectasia (MATTHAY; ZIMMERMAN, 2005; MATTHAY; ZEMANS, 2011).
Consequentemente, a hipoxemia se desenvolve e a dificuldade respiratéria aumenta, levando a
dispnéia e a exacerbacdo de alteragcdes fisiopatologicas nos espacos alveolares. Essas
alteragdes sao causadas pela oclusdo microvascular, reduzindo o fluxo sanguineo pulmonar e,
além da hipoxemia grave, a hipercapnia secundaria ao aumento do espago pulmonar também
se tornam proeminente na LPA (MERCAT et al., 2008).

A progressio da LPA ¢ caracterizada em trés fases sequenciais: exsudativa,
proliferativa e fibrotica. Na fase exsudativa, que ocorre entre o primeiro e o sétimo dia apos a
exposicao a um fator de risco, os individuos apresentam sintomas respiratorios, como dispnéia
(MATTHAY; ZEMANS, 2011). As imagens de radiografia de torax geralmente revelam
opacidade alveolar e intersticial (MATTHAY; ZIMMERMAN, 2005). No diagnostico
diferencial da LPA, os distirbios mais comuns sdao: edema pulmonar cardiogénico,
pneumonia difusa e hemorragia alveolar (MATTHAY; ZEMANS, 2011).

Na fase proliferativa, compreendendo o sétimo até o vigésimo primeiro dia, a maioria
dos individuos se recupera e a ventilagdo mecédnica ¢ interrompida, apesar de muitos
individuos ainda apresentarem dispnéia e hipoxemia (WARE; MATTHAY, 2000). De fato,
alguns deles podem desenvolver lesdo pulmonar progressiva e alteragdes precoces na fibrose
pulmonar durante esta fase (TSUSHIMA et al., 2009). Histologicamente, o reparo do tecido
pulmonar comega e ha uma composicdo de exsudatos alveolares e a mudanca do infiltrado
pulmonar de neutrofilos para o infiltrado linfocitario MATTHAY; ZIMMERMAN, 2005).

Hé proliferagdo de pneumocitos tipo II e sintese de novos surfactantes pulmonares
(MATTHAY; ZIMMERMAN, 2005). Além disso, ha presenca do peptideo alveolar pro-
colageno tipo III, um marcador de fibrose pulmonar, associado a um curso clinico prolongado
e aumento da mortalidade (WARE; MATTHAY, 2000).

Enquanto alguns individuos apresentam recuperacao da funcao pulmonar dentro de um
periodo de trés a quatro semanas apos a lesao pulmonar inicial, outros entram na terceira fase,
a fibrotica, necessitando de suporte por ventilagdo mecédnica e/ou oxigénio suplementar
(TSUSHIMA et al., 2009; MATTHAY; ZEMANS, 2011). A presenca de ductos alveolares
extensos e fibrose intersticial sdo caracteristicas dessa fase fibroproliferativa, bem como
alteragdes na arquitetura acinar dos ductos alveolares, levando a alteracdes semelhantes as

observadas no enfisema com bolhas grandes (MATTHAY; ZEMANS, 2011). Ha oclusao
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vascular progressiva e hipertensdo pulmonar, incluindo risco de pneumotoérax e alteracdes no
espaco pulmonar com consequéncia em doencas e aumento da mortalidade (MATTHAY;
ZEMANS, 2011).

Embora existam tratamentos paliativos, como ventilacdo mecanica e uso de
antibidticos, varios fatores do paciente podem influenciar a patogénese da LPA, como
imunodeficiéncias, suscetibilidade genética, infeccdes subsequentes e fatores ambientais

(SETHI; MURPHY, 2008).

1.3 Estresse oxidativo na inflamacao: lesoes no DNA

A inflamagdo ¢ um mecanismo de defesa natural, em resposta a injurias teciduais,
como aquelas causadas por infecgdes, resultando em reparo tecidual (ADBULKHALEQ et
al., 2018). A LPA e outras doencas agudas estdo relacionadas ao aumento da producdo de
radicais livres, o que poderia culminar na oxidacao de lipidios, proteinas e acidos nucléicos e
estes sdo reconhecidos como sinais inflamatérios (SALZANO et al., 2014).

Atomos e moléculas contendo elétrons ndo emparelhados em sua Gltima camada de
elétrons sdo altamente reativos ¢ denominados radicais livres (BARAN et al., 2004). Sao
produzidos como subprodutos durante o metabolismo, exposicdo a luz solar (radiacao
ultravioleta), radiacao ionizante e produtos quimicos toxicos (BARAN et al., 2004).

Entre os radicais livres, existem as espécies reativas de oxigénio (ROS) e de nitrogénio
(RNS) (BARAN et al., 2004).

O radical hidroxil (OH"), anion superdxido (O2"), perdoxido de hidrogénio (H20»),
0z6nio (O3) e oxigénio singleto (102) sdo exemplos de ROS (BARAN et al., 2004). J4 as RNS,
estas produzidas in vivo a partir de arginina pela 6xido nitrico sintase (NOS), desempenham
importante fun¢do no relaxamento vascular, defesa biologica, modulagdo de neurotransmissao
e no sistema imunologico, o 6xido nitrico (NO) e peroxinitrito (ONOQO") sdo exemplos de
RNS (BARAN et al., 2004).

E sugerido que a inflamacio pode piorar a condigo clinica de um individuo devido ao
aumento do estresse oxidativo pela liberacdo de proteinas oxidadas de macrofagos, como a
peroxiredoxina 2 (PRDX2), que desencadeia a producdo de TNF-o em ambiente extracelular,

indicando que esses mecanismos dependem do estado redox em cascatas oxidativas e pode
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induzir inflamag¢ao (SALZANO et al., 2014), tornando o estresse oxidativo e a inflamac¢ao um
circulo vicioso.

Condig¢des infecciosas que causam lesao pulmonar devido ao estabelecimento de um
quadro de sepse, que podera manifestar a LPA, aumentam os niveis de radicais livres nas
células pulmonares (WARE; MATTHAY, 2000; CHOW et al., 2003). Esses radicais livres
causam estresse oxidativo alterando o DNA mitocondrial (mtDNA), pela geracdo de adutos
volumosos e bases oxidadas, a estrutura de proteinas (GUO et al., 2013) e peroxidagao de
lipidios de membranas celulares, como na membrana plasmatica, reticulo endoplasmatico e
complexo de Golgi (CAO; KAUFMAN, 2014).

ROS e RNS atuam na ativacao de Fator nuclear kappa B (NF-kB) e Activator protein
1 (AP-1) promovendo a proliferacao e sobrevivéncia celular (KABE et al., 2005; PANTANO
et al., 2006) e estao relacionados a estabilizagdo do Hypoxia-inducible factor 1-alpha (HIF-
la), culminando na transcricdo de varios genes envolvidos no metabolismo, sobrevivéncia e
morte celular, angiogénese, invasdao e metastase (SCHAUR, 2003) e na regulacdo da AMP-
activated protein kinase ou 5' adenosine monophosphate-activated protein kinase (AMPK),
que participa do metabolismo energético (IRRCHER, LJUBIC ; HOOD, 2009).

Em condi¢des de aumento da resposta inflamatoria, como as que ocorrem na LPA,
neutrofilos e macrofagos sdo as células com maior produgcdo de ROS (BRIGHAM, 1986;
RINALDO, 1986).

No entanto, também ha aumento da produgdo de ROS nas células endoteliais e
epiteliais do tecido pulmonar (VICTOR et al., 2009; VALAVANIDIS et al., 2013). Além
disso, ha altos niveis de ROS na hipercapnia, acidose e hipertensdo pulmonar, que aumenta o
estresse oxidativo e o risco de morte celular em pacientes com septicemia (SUN et al., 2014),
levando a redugdo do volume plasmatico e da capacidade antioxidante total (ALONSO DE
VEGA et al., 2002).

Outros estudos também indicam que a glutationa peroxidase (GPx) ¢ um importante
marcador do estresse oxidativo no LPA, correlaciona-se com a PaO»/FiO2 e o indice de
oxidagdo, inicialmente, e na progressao da doenca, correlaciona-se com a pressao expiratoria
positiva final (PEEP), esta utilizada no tratamento de doencas pulmonares inflamatorias
(SARKELE et al., 2013). Sarkele et al. (2014) relataram que pacientes com LPA apresentam
concentragdes mais altas de GSSG (a forma oxidada da glutationa) em comparagdo ao grupo
controle, apesar dos altos niveis de F2-isoprostano (um marcador da peroxidagao lipidica),

que indica estresse oxidativo em pacientes com LPA (SARKELE et al., 2014).
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Lee et al. (2017) sugeriram que existem evidéncias apontando para danos
mitocondriais oxidativos em modelos de lesdo pulmonar e isso pode ser considerado um
marcador molecular no contexto do estresse oxidativo. Esses autores mostraram que existe
associacao entre dano no mtDNA e morte celular por ROS. Em outro estudo, foi relatado que
padrdes moleculares associados a danos mitocondriais pro-inflamatérios (DTMs), incluindo
fragmentos do mtDNA e proteinas associadas ao mtDNA, sdo liberados na circulagdo de
pacientes com doengas inflamatorias graves, que podem ocorrer em lesdo pulmonar aguda
(SIMMONS et al., 2013).

Além disso, foi demonstrado que um grande numero de padrdes moleculares
associados a danos no mtDNA (DAMPs) em transfusdes de sangue poderia prever o
desenvolvimento de LPA (LEE et al., 2017). Outros autores demonstraram através de estudos
em cultura células animais, 6rgdos e animais que os DAMPs de mtDNA causam lesao
endotelial e edema pulmonar (ZHANG et al., 2010; SUN et al., 2013). Ruchko et al. (2005)
demonstraram que a extensdo do dano no mtDNA determina se as células endoteliais da
artéria pulmonar sobrevivem ou ativam uma via de morte apoptdtica, e isso se refere ao
mecanismo pelo qual o dano ao mtDNA inicia uma cascata apoptotica.

Sob condicdes de estresse oxidativo, os radicais livres poderiam atuar como segundos
mensageiros em vias especificas de sinalizag¢do celular, fungdo imune e transducdo de sinal,
afetando a homeostase celular (LANDER, 1997). Por outro lado, esses radicais livres podem
reagir diretamente com a molécula de DNA, causando alteragdes nas bases nitrogenadas,

oxidando-as (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007) como mostra a Figura 2.
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Figura 2 - Esquema ilustrativo do estresse oxidativo na inflamacao: lesdoes no DNA?
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Legenda: Lesdo pulmonar aguda (LPA), reactive oxygen species (ROS), reactive nitrogen species (RNS).

Nota: O desenvolvimento da doenga pulmonar pode ocorrer pela instauragdo do processo inflamatorio com
neutr6filos migrando dos capilares para os alvéolos, remodelamento de matriz extracelular,
extravasamento de hemaceas. Os pneumocitos I e 1T e as células do infiltrado inflamatorio podem entrar
em apoptose, bem como pode ocorrer a liberacdo de fatores pelas células inflamatdrias e intensa
producgdo de radicais livres, que podem causar oxidagdo lipidica, proteica e de acidos nucléicos. Estes
mesmos radicais livres podem atuar como segundos mensageiros e desencadear o reparo do DNA
lesionado.

Fonte: O autor, 2020.

No entanto, apos o dano, a molécula de DNA pode ser reparada por mecanismos
enzimaticos (CADET et al., 2000), que sdo cruciais para a manutencdo da integridade do

genoma (FRIEDBERG et al., 2006). A Tabela 2 resume alguns estudos que relacionam LPA,

danos ao DNA e mecanismos de reparo do DNA.
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Tabela 2 - Resumo dos estudos sobre a relagao entre lesdo pulmonar aguda e danos ao DNA /

Mecanismos de reparo do DNA (continua)

}\nact)utor Titulo (Original) Referéncia | Observagdes e conclusio
A exposicdo a 60% de oxigénio por 24 horas
Calcitonin gene-related | Exp Ther prc?di;pée a dano; ox@dativos nas células do
peptide protects type IT Med epitélio alveolar, incluindo danos ao DNA e
Ful alveolar epithelial cells apoptose; no entanto, o peptideo relacionado ao
2017 from hyperoxia- 13 4) gene e>.<(')geno de calcitonina atenuou a lesdo
induced DNA damage h1per§x(110a [ exerce}l ~um efe.lto dc1toprotet(3r,
sugerindo que a regulagdo positiva da expressao
and cell death 1279-1284 pode representar uma alternativa para a prevengao
de lesdo pulmonar induzida por hiperoxia.
A exposi¢do ao oxigénio causou danos a bases
nitrogenadas do DNA nas células pulmonares
AmJ como eflgito primério. godatgque RdOS ao DI\{A(i 0
. . que implica na capacidade dos oxidantes inalados
Barker DN/E dimafrii?:}lced Rl\ellsgllga(iioelll de alterar o genoma do pulmdo. A exposi¢do
quZnti};I; tion an’ d prolongada levou a quebras de fita de DNA,
. . sugerindo que um efeito colateral das nucleases
2006 correlatllo.n with lung 330) ativadas durante a morte celular ¢ provavel e
fury 277-288 correlacionado com a progressio da doenca
) pulmonar, sugerindo que a lesdo celular
desempenha um papel fundamental na toxicidade
pulmonar do oxigénio.
Part Fibre A exposig:?l.o ég nar}oparticulas de cobalto causou
Cobalt nanoparticles Toxicol estre?sse oxidativo, inflamagdo e lesdo pulmonar e
Wan R induce lung injury prolifera¢do celular, o que resultou em danos. e
2017 DNA damage an d’ 14 (1) mgtag?ées no DNA com grande frequéncia,
mutations in mice prmmpalmentg na transversﬁp G:C a T:A, o que
13 pode ser explicado pela maior formagdo de 8 -
OHAG induzido pelas nanoparticulas.
Plasmas e plaquetas congeladas frescas contém
Potential contribution grandes quantidades de DNA mitocondrial
of mitochondrial DNA | JTrauma | extracelular (mtDNA) de que a quantidade de
Simmons damage associated Acute Care | mAMDs associada ao mtDNA administrada
molecular patterns in Surg durante a transfusdo pode contribuir para os
transfusion products to niveis séricos de mtDNA DAMP, e que os niveis
2017 the development of 82 (6) séricos de mtDNA DAMPs apo6s multiplas
acute respiratory transfusdes podem prever o desenvolvimento de
distress syndrome after | 1023-1029 | SDRA. Portanto, as medidas séricas do mtDNA
multiple transfusions DAMP podem ser biomarcadores preditivos para
a evolugao da SDRA.
Dle\ldtrlf;gcsl(l)gi(tiir;?elzs])i\lcﬁte Ogg.I direcionado ao genoma .mitocondrial
Lung Injury and Multi- Shock suprime 0s danos no DNA do tecido pulmonar
Lee YL Organ System Failure induzido por bactérla}s e LPA,' acompanhado.pela
2017 Evoked in Rats by 48 (1) atenuagﬁo’da faléncia e letglldadp de multiplos
Intra-Tracheal f’)rgiog. E uma .forte. eV1dénf:1a de que a
Pseudomonas 54-60 integridade gendmica mitocondrial ¢ uma etapa

Aeruginosa

critica na propagagdo de lesoes.
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Tabela 2 - Resumo dos estudos sobre a relagao entre lesdo pulmonar aguda e danos ao DNA /

Mecanismos de reparo do DNA (conclusio)

}\nacl)utor Titulo (Original) Referéncia | Observagoes e conclusdo
Sergio Low-power laser Lasers. A les@o pulmonar aguda altera os niveis do RNAm
alters mRNA levels Med Sci. | dos genes de reparo do DNA, entendendo que isso
from DNA repair seria parte da resposta celular a sepse e, apos o
genes in acute lung 34 (1) tratamento com laser infravermelho de baixa
2019 injury induced by poténcia, os niveis de RNAm dos genes de reparo
sepsis in Wistar rats. 157-168 | do DNA sdo modulados na lesdo pulmonar aguda.

Fonte: O autor, 2020.

1.4 Modelos animais

A lesdo do parénquima pulmonar induzida por um insulto, como a sepse, pode causar
insuficiéncia respiratoria e levar a morte (BASTARACHE; BLACKWELL, 2009). A
patogénese da LPA ¢ complexa e leva dias ou semanas para ser resolvida. Apesar de muita
pesquisa, existe apenas uma terapia atual baseada na ventilacdo pulmonar com baixo volume
respiratorio corrente (BELONCLE et al., 2014).

Modelos animais podem ser usados para simular pacientes com desenvolvimento da
LPA. No entanto, as caracteristicas da LPA em modelos experimentais ndo sao totalmente
iguais a todas aquelas da LPA em seres humanos. (AEFFNER et al., 2012; TRAYLOR,
AEFFNER; DAVIS, 2013).

Os modelos experimentais baseados em primatas sao mais proximos da complexidade
da LPA, mas requerem instalacdes especializadas e onerosas (BASTARACHE;
BLACKWELL, 2009); portanto, os principais modelos experimentais ainda sdo roedores,
como camundongos e ratos. Os roedores sdo acessiveis, podem ser geneticamente
manipulados e a LPA pode ser induzida por técnicas diretas ou indiretas (MATUTE-BELLO,
FREVERT; MARTIN, 2008).

Em humanos, a LPA pode se desenvolver a partir de pneumonia e sepse, por exemplo.
Essas condigdes sdo usadas em modelos de camundongos e ratos por inoculagdo de
endotoxina bacteriana gram-negativa ou lipopolissacarideo (LPS) (RAETZ et al., 1991).

Esta endotoxina pode ser administrada diretamente nos pulmdes por injecao

intratraqueal ou inalacdo (LIU et al., 2013) ou ainda por via intraperitoneal (RABELO et al.,
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2018), para simular uma inflamag¢do sistémica, como a induzida por sepse. Dejager et al.
(2011) relataram que a administragdo de LPS ¢ considerada um modelo experimental
altamente controldvel e simples que induz uma resposta aguda. No entanto, a sinalizagdo
induzida por LPS ¢ estritamente dependente de TLR4, o que poderia nao refletir todas as
respostas inflamatorias humanas complexas.

Outro modelo experimental proposto ¢ baseado em lesdo pulmonar induzida por
ventilagdo mecanica (WOLTHUIS et al., 2009). Este modelo experimental se correlaciona
com a lesdo pulmonar induzida em humanos submetidos a ventilagdo mecanica, por um
estimulo adicional, ou volumes correntes extremamente altos, mas esse modelo nio induz
uma lesdao pulmonar substancial em camundongos (WILSON et al., 2003).

Um modelo experimental amplamente usado para simular a condi¢dao de sepse que
culmina em lesdo pulmonar aguda ¢ baseado na ligadura cecal e pun¢dao (RITTIRSCH et al.,
2009). E considerado um procedimento simples, com presenga de foco infeccioso continuo,
por se tratar de sepse polimicrobiana, que recria a sepse humana com fases hemodinamica e
metabolica (DEJAGER et al., 2011).

Wan et al. (2017) demonstraram que a lesdo pulmonar causada por nanoparticulas de
cobalto gera estresse oxidativo, resultando em danos e mutagdes na molécula de DNA. Ha
discussdes acerca de varios modelos animais de LPA com o objetivo de auxiliar na escolha do
modelo experimental mais adequado para questdes cientificas especificas, conforme relatado
por Matute-Bello et al. (2008).

No entanto, ndo existe um modelo experimental que apresente todas as caracteristicas
da LPA humana. De fato, essa doenga nao se baseia em um unico evento (WARE, 2008) ¢
diferencas entre a humana e os modelos experimentais podem surgir da variabilidade da
imunidade inespecifica entre espécies (MATUTE-BELLO; FREVERT; MARTIN, 2008).

A Tabela 3 mostra as vantagens e desvantagens de trés desses modelos experimentais
para inducdo da LPA, de acordo com Ballard-Croft et al. (2012) e Sipahi e Ataly (2015).
Apesar das limitacdes, modelos experimentais sdo essenciais para o estudo de doengas
humanas, pois ndo ha substituto para testar intervencdes terapéuticas em individuos afetados

por €ssas doengas.
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Modelo Vantagens Desvantagens
A lesdo pulmonar nio imita plenamente a LPA humana
LPS Bom modelo de sepse (infiltrados neutrofilicos intra-alveolares minimos ¢ edema
alveolar rico em proteinas)
S Bom modelo de lesdo Menos infiltrados neutrofilicos intra-alveolares do que na
Hiperoxia .
hemorragica SDRA humana
Isquemia ~ , . . .
quemia A lesdo esta localizada principalmente nos compartimentos
mesentérica ¢ Bom modelo de sepse . . ~
~ vascular e intersticial do pulmao.
reperfusdo

Fonte: O autor, 2020.

1.5 Manutencio do genoma apods dano no DNA

A presenca de danos na molécula de DNA ativa diferentes vias de reparo. H4 via

especifica para danos oxidativos, contudo, outras também podem atuar sobre esse tipo

especifico de lesao. Descrito na década de 1960, o reparo por excisdo pode ser dividido em

dois: reparo por excisao de bases e reparo por excisdo de nucleotideos (SETLOW; CARRIER,
1964; COSTA et al., 2003).

A via de reparo por excisdo de bases tem forte relacdo com a via de reparo de

pareamento erroneo do DNA ou Mismatch repair, uma vez que podem atuar em bases

oxidadas, além do reconhecimento e reparo de alteracdes numéricas da base (BRIDGE,

RASHID; MARTIN, 2014). Nao obstante, ha outros mecanismos de reparo de danos no DNA

que também contribuem para a integridade do genoma e estabilidade telomérica.

1.5.1 Reparo por excisdo de bases

As espécies reativas de oxigénio (ROS) reagem com a molécula de DNA causando

quebras simples da fita (SSB — single strand break), especialmente nas ligacdes com a

pentose (LINDAHL, 1993). A 8-oxo-guanina (8-0xoG) e a 5-hidroxicitosina, que pareiam

com adenina e timina, respectivamente, sdo as bases comumente oxidadas (van LOON,
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MARKKANEN; HUUBSCHER, 2010). O aumento no nivel basal de danos oxidativos no
DNA estda associado a varias doengas relacionadas a idade, incluindo doengas
cardiovasculares (COLLINS et al.,, 1998), cancer (MALINS et al.,, 2001) e doengas
neurodegenerativas (MOROCZ et al., 2002). Como descrito anteriormente, a LPA contribui
para o aumento de radicais livres, causando estresse oxidativo, que por sua vez pode danificar
a molécula de DNA (van LOON; MARKKANEN; HUUBSCHER, 2010) e,
consequentemente, ativar o mecanismo de reparo por excisao de bases (REB) (DIANOV;
HUUBSCHER, 2013) que atua em quebras de fita simples, bases oxidadas e adutos
relativamente volumosos (KLUNGLAND; BJELLAND, 2007).

O aumento do metabolismo também pode levar a danos oxidativos, € ¢ comumente
aumentado em tumores, de modo a alterar a sinalizacdo oncogénica e causando disfun¢do
mitocondrial (WISEMAN; HALLIWELL, 1996). Este aumento do metabolismo resulta no
aumento em 100 vezes a quantidade de 8-0x0G nos tecidos neoplasicos, quando comparado
aos tecidos normais (WISEMAN; HALLIWELL, 1996).

Conservado evolutivamente, o REB possui alta homologia de sequéncia funcional, de
bactérias a mamiferos, apresentando duas vias: via curta de REB para reparar uma unica base
danificada e via longa de REB, capaz de remover de duas a oito bases danificadas
(KLUNGLAND; BJELLAND, 2007) (Figura 3).

A excisao de uma base danificada ¢ realizada por uma DNA glicosilase, que marca o
inicio desse mecanismo de reparo do DNA (KROKAN; BJORAS, 2013). Uma dessas
glicosilases ativas ¢ a 8-oxoguanina DNA glicosilase (OGG1 - 8-Oxoguanine DNA
glycosylase), que € capaz de reconhecer os danos, promover a hidrolise da ligagdo N-glicosil e

possui atividade liase (KROKAN; BJORAS, 2013).
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Figura 3 — Representagdo esquematica para o mecanismo de reparo por excisdo de bases
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Legenda: Endonuclease III (Endo III), 8-oxoguanine DNA glycosylase (OGG1) 3-methyladenine-DNA
glycosylase (MPQG), Xyloglucan endo-transglycosylase/hydrolase (Xth), X-ray repair cross-
complementing protein 1 (XRCC1), proliferating cell nuclear antigen (PCNA) e ligase (Lig).

Nota: Via curta (para uma base danificada) e via longa (para até oito bases danificadas).

Fonte: Adaptado de KANEHISA LABORATORIES, 2020.

Poli [ADP-ribose] polimerase 1 (PARPI) modifica a polaridade da fita de DNA para
o recrutamento de outras proteinas necessarias para o reparo do DNA (AHEL et al., 2008). A
Rapamicina, a Torina 1, além da PARPI1 interagem com o excision repair cross-
complementation group 1 (XRCC1), a fim de estimular APE1 para a clivagem do esqueleto
de fosfato, de modo que a DNA polimerase § (POLp) possa inserir um novo nucleotideo (EL-
KHAMISY et al., 2003).

Além disso, a POLP exibe atividade da fosfodiesterase, que hidrolisa as extremidades
ndo modificadas na extremidade 5' (PODLUTSKY et al., 2001), permitindo a conexao
subsequente do novo nucleotideo a sequéncia de DNA pela acdo da DNA ligase III, que
finaliza o reparo do DNA (CALDECOTT, 2003).

Esse mecanismo ¢ considerado genérico e flexivel, capaz de reconhecer e reparar um

grande numero de danos, contudo atua com poucas enzimas, mas torna-se fundamental para
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as células (EL-KHAMISY et al., 2003). Além disso, a escolha da via longa ou curta ¢
atribuida a0 numero de danos e a disponibilidade de ATP no local do sitio abasico
(PETERMANN; ZIELER; OEI, 2003).

Lee et al. (2017) mostraram que a associagdo entre danos no DNA mitocondrial e
morte celular induzida por ROS ¢ inversamente relacionada a eficiéncia do reparo do DNA
mitocondrial mediado por OGG1. Eles também refor¢caram que a superexpressao de OGG1
pode ter efeitos no reparo nuclear de DNA, reduzindo assim a sensibilidade a danos
oxidativos e a citotoxicidade. Em ratos knockout, ha danos persistentes no genoma

mitocondrial, culminando em aumento de apoptose.

1.5.2 Reparo por excisdo de nucleotideos

O REB atua sobre danos oxidativos especificos, mas no desenvolvimento da LPA, o
estresse oxidativo pode danificar a molécula de DNA das células pulmonares e imunologicas
e, consequentemente, ativar o REB e o REN, o que contribuem efetivamente para o reparo da
macromolécula (CLANCY, 2008).

O REN reconhece danos por distor¢do de fita dupla, como dimeros do tipo
ciclobutano-pirimidina, adutos do tipo 6-4 pirimidina-pirimidona e certos tipos de ligacdes
cruzadas entre as duas fitas do DNA (ZHU; WANI, 2016), removendo de 22 a 30
nucleotideos (SCHARER, 2013). No entanto, Melis et al. (2013) relataram que o REN
poderia atuar em bases oxidadas, e os resultados apresentados por Berra et al. (2013)
mostraram a interagdo das proteinas do REN com outras vias de reparo do DNA que atuam
nos danos no DNA induzidos pelo estresse oxidativo.

Esse mecanismo envolve mais de 30 enzimas em duas vias, reparo do genoma global
(GGR — global genome repair) e reparo acoplado a transcri¢ao (TCR — transcription coupled
repair) (COSTA et al., 2003) (Figura 4).

A Figura 4 representa uma representagao esquematica do REN, onde estdo
representadas as principais proteinas envolvidas. O GGR remove o dano em regides nado
transcritas, enquanto TCR atua em regides transcritas. Outra diferenga entre GGR e TCR sao

as proteinas que iniciam o processo de reparo pela identificagdo de lesdes.
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Figura 4 — Representacdo esquemadtica para o mecanismo de reparo por excisdo de

nucleotideos (REN)
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Legenda: Proliferating cell nuclear antigen (PCNA), ligase (Lig), xeroderma pigmentosum (XP), excision repair
cross-complementing 1( ERCC1), replication protein A (RPA) e ligase III (lig3), DNA polymerase
Kappa (POLK), DNA polymerase III (POLC), DNA polymerase 6 (POL &) e replication factor c
(RFC).

Nota: Reparo global do genoma e Reparo acoplado a transcrigao.

Fonte: =~ Adaptado de KANEHISA LABORATORIES, 2020.

O complexo XPC/HR23B realiza o reconhecimento primario de danos e recruta outras
proteinas (KRASIKOVA et al.,, 2008), como Cockayne Syndrome A ¢ B (CSA e CSB,
respectivamente), que atuam na remocao de RNA polimerase II (RNAPI) no DNA
danificado, permitindo o reparo do DNA (PETRUSEVA et al., 2014).

O complexo xeroderma pigmentosum E (XPE), cujas subunidades sdao P127/DDBI e
p48/DDB2, reconhece outros danos ndo identificados pelo complexo Xeroderma
pigmentosum C (XPC) (BERRA et al., 2013). Transcription factor of RNA polymerase Il
(TFIIH) é composto por subunidades dependentes de ATP (p62, p52, p44, p34, cdk7, ciclina
H e MAT]1), além dessas subunidades, 2 helicases, chamadas xeroderma pigmentosum B e D (
XPB e XPD, respectivamente).

TFIIH ¢ recrutado para o local do dano afim de reconhecer e realizar a varredura 5' a 3'

por uma curta distancia antes de ancorar nos danos no DNA em cooperagdo com outros
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componentes proteicos, por atividade catalitica, desenovela a molécula de DNA, permitindo a
ancoragem de outras proteinas (SUGASAWA et al., 2009).

A helicase 5'-3' dependente de ATP (XPD/ERCC2 - xeroderma pigmentosum D e
Excision repair cross-complementation group FE) ¢ essencial para o REN manter a
estabilidade de todo o complexo formado através da interacdo da por¢do C-terminal com a
subunidade p44 (AHMAD et al., 2010). Apos proteina de replicagdo A (RPA), (xeroderma
pigmentosum A e G (XPA e XPG, respectivamente) realizam a sintese pré-incisao e reparo. A
incisdo ¢ realizada por um heterodimero entre xeroderma pigmentosum F (XPF), Excision
repair cross-complementation group I (ERCCIl) e XPG, ocorrendo em sequéncias de
nucleotideos com cerca de 15-24 nucleotideos na extremidade 5' e cerca de 2 a 8 nucleotideos
na extremidade 3' do dano (FAN; LUO, 2010)

Durante a clivagem 3', a sintese do novo fragmento de DNA ¢ iniciada antes da incisdo
5' por XPG (PETRUSEVA et al., 2014), enquanto isso, SIRT1 (sirtuin nuclear protein 1)
desempenha um papel duplo na promocdo de REN, estimulando o reconhecimento de danos,
promovendo a expressdao de Proteina xeroderma pigmentosum C (XPC) (SCHARER, 2013).
Além disso, o SIRT1 estimula a excisao de danos, promovendo a montagem da endonuclease
em locais danificados pela desacetilagdo da proteina XPA (SCHARER, 2013). Replication
protein a (RPA), replication factor ¢ (RFC), proliferating cell nuclear antigen (PCNA) e
polimerases o/e realizam a sintese de DNA e as ligases de DNA (LIGI ou LIG3) ligam o
novo fragmento a cadeia de DNA (COSTA et al., 2003).

1.5.3 Reparo de pareamento errébneo ou Mismatch repair

A via de reparo de pareamento errdneo do DNA ou Mismatch repair (MMR) foi
inicialmente descrita em Escherichia coli (LAHUE; MODRICH, 1989) como um sistema
para reconhecer e reparar insergdes erradas, exclusdes de bases e/ou incorporagdes incorretas
delas, bem como distor¢des na fita que podem ocorrer durante o processo de duplicagdo
(HSIEH ; YAMANE, 2009), sendo dividido em trés estagios: reconhecimento, excisdo e
sintese do DNA de complementacdo da falha.

O MMR nas células eucaridticas ¢ mais complexo do que nas células procarioticas,
mas o0s passos sdao altamente conservados evolutivamente (KUNKEL; ERIE, 2005). O

reconhecimento da distor¢cao da hélice ocorre pelas proteinas MutSa ou MutSP, que em
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seguida, se complexando com MutL (heterodimero de MLH1 e PMS2) que ¢ recrutado e

forma um complexo tetramético nos sitios de danos do DNA (Figura 5).

Figura 5 — Representacao esquematica para o Mismatch repair (MMR)

TErTTIT1

mrrrr __  Trrrrr
11111 L1111

| , L1111
Dano mo DNA Reconhecimento do dano

Complexo Mutl

Complexo Mutl: \lf

MutSa I! [ T1 ¢ .’ | I
(MSH2 - MSHE) HEEEN I

Sintese e ligagdo b i i

Mutp o % se de Excisdo

(MSH2 - MSH3) Ygwse 1 EXD 1 ¢ PCNA

Legenda: PCNA (proliferating cell nuclear antigen), Lig 1 (ligasel), POL 6 (DNA polymerase ) ¢ EXO 1
(exonuclease 1).

Nota: Via unica no reparo por incompatibilidade.

Fonte: Adaptado de KANEHISA LABORATORIES, 2020.

Proliferating cell nuclear antigen (PCNA) e Replication fator C (RFC) sdo recrutados
e 0 DNA ¢ clivado. PCNA auxilia na localizacdo de MSH2 ¢ MLH1 e desempenha um papel
fundamental na iniciacdo e ressintese do DNA no MMR (GUO et al., 2006). Além disso,
PCNA auxilia na localizagdo de MutSa ou MutSP na replicagdo de erros do DNA por
interagdo com MSH6 e MSH3 (SHELL; PUTMAN; KOLODNER, 2007). A excisdo ocorre
no momento em que o PCNA ¢ direcionado na direcao 3', enquanto a exonuclease 1 (EXO1) ¢
direcionada na dire¢do 5', devido seu papel como exonuclease, onde esse complexo realiza a
excisdo da base incompativel (DZANTIEV et al., 2004).

Depois disso, a molécula de DNA precisa ser refeita, portanto a terceira fase do MMR
(sintese de DNA) deve ser precisa. A RPA ¢ fosforilada apds o recrutamento da POL & no
substrato de sitio do DNA. A RPA fosforilada facilita a ressintese de DNA com mais
eficiéncia do que a RPA ndo fosforilada (LINDSEY-BOLTZ et al., 2012). Esses resultados
sdo consistentes com o fato de que o complexo RPA-DNA pode ser necessario para proteger o

DNA de fita simples nascente e substituir o complexo MutSa/MutLa (GUO et al., 2006),



40

enquanto uma menor afinidade do complexo RPA-DNA pode facilitar a ressintese de DNA
pela POL 6 , completando a terceira fase dessa via de reparo do DNA (LINDSEY-BOLTZ et
al., 2012).

Além disso, a RPA possui agdes diferentes no MMR: ligacao a dupla heterohélice do
DNA antes de MutSa e MutLa, estimulagdo da excisdo provocada por incompatibilidade,
protecdo das regides com desenovelamento do DNA de fita simples durante a excisdo,
facilitagdo da ressintese do DNA e fosforilagdo apds POL 6 (GUO et al., 2006).

O pareamento erréneo de DNA, e muitos outros pares de bases de DNA nao
canoOnicas, tendem a causar variagdes na conformacgdo das cadeias do DNA (YUAN e tal,
2004), essas alteragdes estdo sujeitas a reparo pela proteina MutS, que influencia
negativamente a eficiéncia do reparo do DNA (MAZUREK et al., 2009).

Foi sugerido que a MutSa coopera ou sobrepde levemente a funcionalidade com o
BER (GU et al., 2002). De fato, células-tronco embrionérias murinas deficientes em MSH2
apresentam eficiéncia de reparo de 8-oxodG marcadamente mais baixa do que em células
controle selvagens (DeWEESE et al., 1998).

Além disso, foi demonstrado que a MutSa reduz a frequéncia de transversoes G:C
para A:T resultantes do pareamento entre adenina e 8-oxodG em leveduras (NI,
MARSISCHKY; KOLODNER, 1999).

No entanto, Repmann et al (2015) relataram que as proteinas do MMR ndo estimulam
o reparo de 8-0xoG no DNA recém-sintetizado.

Em E. coli, os defeitos nas proteinas MutS ou MutL conferem sensibilidade a radiacao
ultravioleta e inibem especificamente o reparo por excisdo de nucleotideos acoplados a
transcrigdo (REN) (BERTRAND et al., 1998). Bertrand et al. (1998) relataram que a MSH2
interage com as proteinas do REN, e que as alteragdes no MMR aumentam a sensibilidade ao
ultravioleta nas células com deficiéncia de REN, como o MMR, podendo desempenhar um
papel secundario no REN (ROCHETTE et al., 2002).

Além disso, a deficiéncia de MSH2 leva a hipersensibilidade a ligagdo cruzada entre
bases nitrogenadas por agentes sensibilizantes (WU et al., 2005), e muitas proteinas que
participam do reparo desses danos no DNA desempenham papéis importantes no REN e em
outras vias de reparo do DNA (NOLL; MASON; MILLER, 2006). De fato, a presenca de
danos na fita do DNA foi reconhecida pelo REN (NOLL; MASON; MILLER, 2006). Zhao et
al. (2009) relataram que a MutSp interage diretamente com os complexos XPA-RPA e XPC-
RAD23B, formando um complexo de ordem superior que pode participar do reparo de

ligagdes cruzadas entre fitas do DNA.
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Embora as evidéncias sugiram que o MMR possa estar ativo durante o
desenvolvimento da LPA associada ao estresse oxidativo, ndo ha estudos correlacionando a
LPA/SDRA com essa via de reparo do DNA. No entanto, ¢ possivel que essa via de reparo do
DNA tenha um papel importante na correcdo de danos no DNA nas células pulmonares de

pacientes com LPA/SDRA.

1.5.4 Estabilidade gendmica e regulacdo dos telomeros em resposta a danos e estresse

Contribui¢des de estudos gendmicos, protedmicos, metabolomicos e de expressao
génica t€ém melhorado o entendimento sobre a LPA (MEYER, 2014). Embora nao existam
estudos que demonstrem que os danos no DNA causem instabilidade gendmica e
encurtamento de telomeros, tanto em seres humanos com LPA quanto em modelos
experimentais, ¢ necessario entender o perfil da doenga em relacao a estabilidade gendmica e
dos telomeros.

Um teldomero ¢ uma sequéncia de repetigdes TTAGGG, como T-loop, seguido por
uma extremidade 3' (DONATE; BLASCO, 2011). Na divisdo celular normal, as telomerases
agem encurtando os telomeros (SHAMMAS, 2011), de modo que os mesmos estdo
relacionados a prote¢dao do genoma e a longevidade celular (DONATE; BLASCO, 2011).

Hé4 aumento do encurtamento de telomeros no estresse oxidativo exacerbado (von
ZGLINICKI, 2002), o que sugere que na LPA, os teldmeros mais curtos poderiam ser
identificados. De fato, foi verificado que ocorre encurtamento dos telomeros em pacientes
com doencas pulmonares inflamatorias cronicas (AMSELLEM et al., 2011). O encurtamento
dos telomeros nesse caso estaria relacionado a reducdo da atividade da telomerase, ¢ a esta
sugere estar associado a reducdo da funcao pulmonar (RODE et al., 2016).

Um complexo de seis proteinas, ou Shelterin, ligadas ao DNA atua em conjunto com
as telomerases para garantir a integridade dos telomeros, o complexo inclue Telomeric Repeat
Factor 1 (TRF1), Telomeric Repeat Factor 2 (TRF2), TRFI- and TRF2-Interacting Nuclear
Protein 2 (TIN2), Repressor / Activator Protein I (Rapl), Adrenocortical dysplasia protein
homolog (TPP1) e Protection of Telomere 1 (POT1) (GIRAUD-PANIS et al., 2013). No
shelterin, TRF1 e TRF2 se ligam diretamente a teldmeros, POT1 se liga diretamente a
extremidade3' da fita e os outros trés componentes se conectam a esses componentes de

ligacdo de teldmeros (HANAOKA; NAGADOI; NISHIMURA, 2005). A interacdo entre
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TRF1 e TRF2, que ¢ mediada por TIN2, contribui para a estabilizagdo da TRF2 em telomeros,
protegendo o DNA da degradagdo (O’CONNOR et al., 2006).

O encurtamento dos teldmeros ou a perda da shelterin leva a inducao da proteina
Ataxia Telangiectasia Mutated (ATM) e consequente inativagdo da Tumor protein 53 (Tp53),
0 que pode resultar em apoptose ou fusdo de cromossomos (GALATI et al., 2015). Esses
fatores ndo apenas regulam a protecdo e o comprimento dos teldmeros, mas também
interagem com as proteinas de reparo do DNA (DE LANGE, 2005).

A inativagdo da proteina p53 interrompe a regulagdo do feedback do complexo TRF2-
ATM-p53, promovendo o cancer de pulmao, por exemplo (HORIKAWA; FUJITA; HARRIS,
2011). A proteina p53, como supressor de tumor, participa da regulagdo do ciclo celular,
apoptose e reparo do DNA (VOUSDEN; LANE, 2007). No cancer, telomeros disfuncionais
com grandes quantidades de TRF2 sdo suscetiveis a instabilidade cromossdmica e o ponto de
verificagdo para senescéncia é prejudicado (MUNOZ; BLANCO; BLASCO, 2006).

De fato, a incidéncia e mortalidade da LPA sdo altas em pacientes onco-hematoldgicos
(CARDOSO et al., 2018) e o aumento do risco de tumores sugere que ele ¢ mediado pelo
aumento da gravidade da doenca e também pela idade (SOUBANI et al., 2014). Embora o
envelhecimento contribua para o aumento da mortalidade pela LPA, o encurtamento do
telomero esta associado ao aumento do risco de prevaléncia da LPA (DEXHEIMER, 2013).

Os niveis de TRF2 e a protecdo dos teldomeros estdo sujeitos a modulagdes pela
sinalizagdo da MAP quinase, de tal forma que o crescimento celular pode requerer
acoplamento a fungdes teloméricas dependentes de TRF2 para assegurar uma divisao celular
adequada (PICCO et al., 2016). A perda de TRF?2, por exemplo, causa a ativagdo da resposta a
lesao no DNA dependente de ATM, resultando no arrest do ciclo celular entre as fases G1/S
mediada por p21 e baixa regulagdo pela ativacao de p53 (DE LANGE, 2005), como visto na
Figura 6.
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Figura 6 — Representacdo esquematica para o desempenho de proteinas envolvidas na

regulacdo telomérica e nos mecanismos de estabilidade genomica
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telomeros 1 (POT1), tripeptidyl-peptidase 1 (TPP1), ataxia telangiectasia mutated (ATM), tumor protein
53 (Tp53), protein 21 (p21), mouse double minute 2 homolog (MDM?2), Repressor/activator protein 1
(RAPI).

Fonte: O autor, 2020.

O ciclo celular ¢ dividido em intérfase e mitose, sendo o primeiro subdividido em gap
zero (GO), gap one (G1), sintese (S) e gap two (G2) (GOLLOSHI et al., 2017). As células na
sub-fase G1 apresentam intenso metabolismo, produzindo proteinas que controlam o ciclo
celular (ciclinas), bem como cinases dependentes de ciclina (CDK). As células nesta fase
permanecem em estado de repouso tempordrio (G0O) ou progridem para o ciclo celular
(SATYANARAY ANa; KADIS, 2009).

Na subfase S, ha duplicacdo do material genético, aumento da producdo de ATP, bem
como aumento da expressdo da ciclina, que sdo necessarios para a progressao para a proxima
fase (BESSON et al., 2008). Na subfase G2, existem pontos de verificagdo para preparar as
células para a divisdo e para que elas mantenham sua integridade genomica (KASTAN;
BARTEK, 2004). Para minimizar as falhas ao longo das fases do ciclo celular, as células
possuem os chamados pontos de controle (checkpoints), nos quais os eventos intracelulares
sdo monitorados.

Esses checkpoints sdao inspecionados por proteinas que regulam e controlam o ciclo

celular, determinando o momento para a divisdao celular ou interrompendo a divisdo
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(MALUMBRES; BARBACID, 2009). Foi demonstrado que o controle dos checkpoints esta
associado a ativacao de mecanismos de reparo de DNA (BRANZEI; FOIANI, 2008), controle
de transcricdo de genes (BARNUM; O’CONNEL, 2014), comprimento de teldmeros
(GOBBINI et al., 2014) e, em alguns casos, indugdo de morte celular por apoptose (PUCCI et
al., 2000). Portanto, os checkpoints compreendem ndo apenas respostas ao dano celular, mas
também a sobrevivéncia celular e a estabilidade genomica (BARZILAI, YAMAMOTO,
2004).

O “arrest”, ou interrupgao do ciclo celular mencionado anteriormente em resposta a
lesdes no DNA ¢ um evento onde os checkpoints estdo associados ao aumento da expressao
do gene Tp53 (TAYLOR; STARK, 2001). O Tp53 foi inicialmente identificado como um
gene supressor de tumores (LANE, 1992), no qual as proteinas regulam a expressao de muitos
genes e participam de vias importantes, incluindo inibicdo do crescimento tumoral, promogao
do reparo do DNA, apoptose, parada do ciclo celular e senescéncia (WHIBLEY et al., 2009).

Na subfase G1, o produto do gene 7p353 (proteina p53) desencadeia um checkpoint que
bloqueia a progressao do ciclo celular (VOUSDEN ; PRIVES, 2009) pela indugdo da sintese
da proteina p21 (CHAN et al., 2000), permitindo que os danos no DNA sejam reparados antes
que a cé¢lula entre na subfase S.

No entanto, se a célula ja estd comprometida com a divisdo, esta proteina desencadeia
a sinalizacdo de apoptose por fragmentacdo de DNA nuclear (HE et al., 2009). Os
polimorfismos no gene 7p53 promovem a desregulamentacdo do ciclo celular, a instabilidade
genoOmica e a proliferacao celular (PIETSCH et al., 2006). Assim, quando o mecanismo de
reparo do DNA falha, a célula continuara a se dividir com o seu DNA danificado, o que pode
causar doengas, como tumores (NACCARATO et al., 2012), cuja perda da fungdo do gene
Tp53 confere maior capacidade de multiplicagdo as células (BROSH; ROTTER, 2009).

Além do produto do gene 7p53, a serina/treonina cinase ATM, o produto do gene
ATM, desempenha um papel fundamental na manutencdo da integridade do genoma
(DERHEIMER; KASTAN, 2010). Os niveis e a localizacao da proteina ATM permanecem
constantes ao longo de todas as fases do ciclo celular (SHILOH; ZIV, 2013).

Isso tem grande importancia na cascata de sinalizagdo apds quebras duplas do DNA
(SHILOH, 2003), por fosforilagdo (CHENG; CHEN, 2010), ndo apenas nos mecanismos de
reparo do DNA, mas também nos checkpoints do ciclo celular por vias apoptdticos
(BAKKENIIST; KASTAN, 2003). Outros autores também sugeriram a participacao da
proteina ATM na resposta celular ao estresse oxidativo (ALEXANDER et al., 2010).
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As células deficientes em ATM ndo possuem checkpoints relacionados a verificagdo
das fases Gl e G2, bem como ndo apresentam ativacdo do gene 7p53 apds exposi¢do a
agentes genotodxicos, sugerindo a importancia da proteina ATM para estabilidade celular
(SHACKELFORD et al., 2001). Isso demonstra a relacao entre ATM e Tp53, ja que a ATM
controla a parada na sub-fase Gl ao regular a ativacdo/estabilizagdo da proteina 7p353
(CHENG; CHEN, 2010). A fosforilacdo da proteina 7p53 pela proteina ATM e cinases a
jusante da proteina ATM ¢ um mecanismo importante para regular os niveis de proteina 7p53
e sua atividade, embora a 7p53 também possa ser ativada através de mecanismos
independentes da ATM (LOMBARD et al., 2005). Por outro lado, foi demonstrado que a
ativacdo da proteina 7p53 poderia estimular ou reprimir a transcri¢do de genes coordenando
uma série de vias (MEEK, 2004).

A proteina 7p53 pode ser reprimida pelo produto do gene Mouse double minute 2
homolog (MDM?2) (SHI; GU, 2012), devido a sua associa¢do fisica entre as proteinas 7p53 e
MDM2 (HINDS et al., 1987), e/ou pela superexpressao da proteina MDM2 (SHI; GU, 2012),
que ¢ um mecanismo molecular pelo qual as células podem reprimir o gene 7p53 para a
transformagao de células tumorais (OREN; ROTTER, 2010).

Estudos indicaram que a fosforilagdo MDM2 pela ATM altera o papel da MDM?2 de
um regulador negativo para um regulador positivo da 7p53, uma vez que isso aumenta a
interacdo entre a MDM2 e o RNAm do 7p53, causando maior tradu¢do do RNAm da proteina
Tp53 (GAJJAR et al., 2012; GANNON et al., 2012).

A Tp53 atua como um supressor tumoral, participando de alguns processos celulares,
como a regulacdo do ciclo celular, apoptose e reparo do DNA (VOUSDEN; LANE, 2007).

A inativagdo da Tp53 aborta a regulacdo de feedback TRF2-ATM-p53 (HORIKAWA
et al., 2011), como representado também na Figura 6 induzindo condi¢des para indugdo de
tumores, como a do cancer de pulmao. Nessas condi¢des, os teldmeros ndo funcionais com
quantidades suprafisiologicas de TRF2 sdo suscetiveis a instabilidade cromossomica e o ponto
de verificagdo da senescéncia ¢ prejudicada (MUNOS et al., 2006).

Nao ha estudos que correlacionem o desenvolvimento de LPA diretamente com a
estabilidade do DNA, mas apos o inicio da doenca, o dano ao DNA ¢ comumente associado
ao estresse oxidativo e pode ser usado como marcador diagnodstico. Além disso, ndo foi
relatado se a LPA ¢ induzida pela auséncia, ou disfun¢do, de enzimas envolvidas nos
mecanismos de reparo do DNA, bem como na regulagdo de telomeros. No entanto, € possivel
supor que esses mecanismos desempenhem um papel fundamental na corre¢ao de danos no

DNA, o que poderia contribuir para um melhor prognostico.
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1.6. Alvos terapéuticos

A LPA continua sendo uma causa de morbimortalidade em pacientes gravemente
enfermos. Apesar de uma melhor compreensdo da patogénese da LPA, o tratamento de
suporte com estratégia de ventilagdo mecanica pulmonar protetora permanece como o Unico
tratamento com perspectiva de melhora do prognostico de pacientes com LPA. A maioria dos
ensaios clinicos em LPA tem sido realizada com pacientes sob ventilagdo mecanica. Portanto,
novas terapias sdo necessarias, com a busca de alvos terapéuticos, como novos antibidticos
para o tratamento da sepse. As terapias que modulam os mecanismos de reparo do DNA
podem contribuir para melhorar os pacientes com LPA ou SDRA.

Lee et al. (2017) demonstraram o papel principal da proteina OGGI1 na supressao de
danos no DNA mitocondrial no tecido pulmonar lesionado por Pseudomonas aeruginosa.
Além disso, Ye et al. (2017) relataram o papel do OGG1 nas condi¢des de hiperoxida
pulmonar na imunidade inata. Nessas condicoes, foi encontrada maior fragmentagdo do DNA
pelo teste do cometa.

Animais deficientes em OGG-1 tiveram a resposta imunologica prejudicada,
resultando em alto infiltrado de células polimorfonucleares nos pulmdes e uma resposta
inflamatoria exacerbada. A OGG-1, neste modelo, interage com os produtos dos genes
relacionados a autofagia por ligacdo molecular, que controla a translocag¢ao nuclear de NF-kB,
levando a altos niveis de ROS e citocinas pro-inflamatorias, sugerindo como um novo alvo
para intervengdes clinicas.

A exposi¢do ao oxigénio (hiperdxia) pode causar danos em bases nitrogenadas do
DNA de células pulmonares e isso € consistente com os efeitos primarios das ERO,
demonstrando que agentes oxidantes inalados tém capacidade de alterar o genoma pulmonar
(BARKER et al., 2006). Esses autores também relataram quebras na fita de DNA em uma
pequena proporg¢do de células pulmonares com exposi¢do prolongada ao oxigénio, bem como
efeitos da expressao da IL-6 nos danos no DNA, que modula as vias de morte celular e evita
danos em curto prazo no tecido.

Novas estratégias para o tratamento da LPA sdo viaveis e avaliagdes dos mecanismos
de reparo do DNA podem contribuir para melhorar o estado clinico no desenvolvimento da
LPA como esquematizado na Figura 7. No entanto, sdo necessarios estudos para avaliar a

eficacia da modulagao dessas vias de reparo do DNA na LPA.
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Figura 7 — Representagdo esquemadtica da terapéutica no reparo do DNA como tratamento

alternativo para lesdo pulmonar aguda
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Legenda: Lesao pulmonar aguda (LPA).

Nota: Pela exposicdo a microrganismos, o processo inflamatdrio instaura-se, os macréfagos identificam o
lipopolissacarideo e inicia a fagocitose, ativam-se os neutrofilos, que migram dos vasos sanguineos para
os alvéolos. A matriz extracelular é remodelada, e ha extravasamento de hemaceas. No interior dos
alvéolos, ocorre intensa produgdo de citocinas pro-inflamatdrias, produgdo de radicais livres e proteases.
Os radicias livres podem interagir com a molécula do DNA e lesiond-la. A possibilidade de intervegao
nos mecanismos de reparo do DNA pode ser uma estratégia no tratamento da LPA. As linhas pontilhadas

conotam uma tendéncia a algo, enquanto as linhas tracejadas conotam uma consequéncia.
Fonte: O autor, 2020.

1.7 Origem e desenvolvimento dos lasers

Antigas civilizagdes, como a Egipcia e a Grega, cultuavam a luz como Deus Sol, tal
importancia perpetuou até filosofos gregos, os quais usavam a luz para tratamento e
prevencao de enfermidades. Hipdcrates (460a.C.—377a.C.) defendia o uso da luz e da 4gua
como os geradores de saude e Celsus recomendava banho de sol para tratamento de doencas
osseas (BLOCH, 1990).

Bloch (1990) também cita que as primeiras investigagdes cientificas sobre a terapia
com luz foi proposta por Niels Finsen Ryberg (1860-1904), que observou que lesdes de
variolas na pele de pessoas expostas ao Sol cicatrizavam rapidamente e permaneciam

cobertas, direcionando estudos para a luz ultravioleta.
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Nova perspectiva foi apresentada com os postulados de Albert Einstein em 1917, num
artigo intitulado “Zur Quantum Theories der Strahlung”, abordavam os conceitos sobre
emissao estimulada de luz. Estes postulados foram de grande importancia para Townes et al.,
que em 1952, desenvolveram um equipamento emissor de radiagdo monocromatica e coerente
em feixes colimados e com alta densidade de energia.

O Maser ou “(M)icrowave (A)mplification by (S)timulated (E)mission of (R)adiation
desenvolvido em 1953 por Joseph Weber era capaz de amplificar micro-ondas por
estimulagdo emissdo estimulada por radiacdo, e este equipamento foi a base para o
desenvolvimento do Laser. Theodore Maiman direcionado pelos estudos de Weber, construiu
em 1960 um equipamento /aser composto de uma barra de cristal de rubi como meio emissor,
capaz de emitir em 694,3 nm (BERTOLOTTI, 1983; PRENTICE, 2014), esta cronologia pode
ser observada na Figura 8. O termo laser ¢ um acronimo para “(L)ight (A)mplification by
(S)timulated (E)mission of (R)adiation”, ou seja, amplificacdo da luz pela emissdo estimulada
de radia¢do (SVELTO; HANNA, 1998).

Seis anos mais tarde, Basov e Prokhorov, ambos na entdo Unido Soviética, juntos de
Townes receberam o prémio Nobel de Fisica pelos progressos no desenvolvimento dos /asers,
fato esse que marca a Unido Soviética, depois, a Russia como pais de intensa pesquisa sobre
esses equipamentos (ALMEIDA-LOPES, 2001).

O laser se enquadra em um tipo de fonte de radiacdo eletromagnética apresentando
caracteristicas especiais (monocromatica, coerente, colimada e de alta densidade de energia),

tornando-o um instrumento de uso cientifico e tecnoldgico de grande importancia.
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Figura 8§ - Representagdo cronologica dos estudos sobre a luz até o desenvolvimento do /aser
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(817) Conceito de emissdo estimulada;

Joseph Weber B Moser

1953
.
Theodore Maiman B laser
1960 694,3nm com barra de rubi.

Fonte: O autor, 2020.

As ondas eletromagnéticas sdo organizadas de acordo com a frequéncia e o
comprimento de onda. Essa organizagdo ¢ conhecida como espectro eletromagnético (Figura
9) (BAXTER et al., 1994), e nele as radiacdes emitidas pelos lasers terapéuticos de baixa
poténcia se estendem da radiacdo ultravioleta a infravermelha préoxima, em que a janela
terapética estd localizadas em bandas espectrais extremamente estreitas entre ~600nm a

1000nm.
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Figura 9 - Representagdo do espectro eletromagnético enfocando a janela terapéutica
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Fonte: O autor, 2020.

1.7.1 Principios e propriedades

Um atomo em estado fundamental, tende a permancer neste estado até que seja
fornecida energia por uma fonte externa. A absor¢do de energia de uma fonte externa pode
provocar saltos eletronicos em sua eletrosfera. Se uma radiagao (fotons) ressonante incide
sobre a matéria que contenha atomos num estado energético menor, ha possibilidade que estes
atomos mudem para o estado de maior energia (excitado), se a energia do foton for transferida
para os mesmos. Este € o processo de absorc¢ao da energia eletromagnética.

Atomos excitados (com excesso de energia) tendem a decair para o estado
fundamental e, neste processo, emitem radiacdo (fotons) de forma espontanea (Figura 10) . Na
emissdo espontanea, ao realizar essa transi¢do, o excesso de energia (obtida num processo de
absor¢do de energia) pode ser devolvida ao meio na forma de fotons. Estes fotons sdo
emitidos em todas as dire¢des ¢ sem relagao de fase entre si.

No entanto, ha um terceiro processo que pode ocorrer neste sistema, além da absor¢ao

e da emissdo espontdnea, e que ¢ fundamental para o entendimento do funcionamento do

laser, a emissdo estimulada (BAGNATO, 2008).
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Um agente externo (outro féton) pode estimular o processo de esmissdo de radiagdo,
de forma a causar um salto para um nivel energético inferior (KARU, 1986). Assim, um foton
externo pode estimular o salto do elétron e este, ao passar para um nivel de menor energia,
emite um foton que emerge do sistema (meio emissor ou meio ativo) juntamente com aquele

que provocou a sua emissdo (Figura 10).

Figura 10 - Esquema ilustrativo da emissao estimulada
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Fonte: O autor, 2020.

Desse modo, na emissdo estimulada, o féton incidente e o foton gerado, emergem do
sistema juntos, com a mesma energia, propagando-se na mesma dire¢do, podendo atingir
outros atomos e causar novas emissdes estimuladas. Dizemos a partir de entdo, que a emissao
os tornam praticamente em fase e sdo indistinguiveis (BAGNATO, 2008). A emissdo
estimulada de radiacao se torna possivel a partir de um processo conhecido como inversao de
populagao.

A inversdo de populacdo ¢ obtida a partir da energia de uma fonte externa de energia,
que “bombeia” alguns atomos (ou elétrons) do estado fundamental de energia para um estado
de energia superior (do estado energético 1 para o estado energético 2, na Figura 10) dentro da
cavidade optica. Este processo ¢ chamado de bombeamento. No caso do /aser de rubi de
Maiman, a fonte de energia externa que promovia o bombeamento era uma lampada de flash.
Atualmente, nos /asers diodos, o bombeamento ¢ realizado a partir da energia fornecia por
uma corrente elétrica.

A cavidade optica, ou cavidade de ressonancia, ¢ formada por dois espelhos paralelos
posicionados nas extremidades da cavidade Optica, entre os quais fica encerrado o meio

emissor. Estes espelhos refletem os fotons emitidos pelo meio emissor, permitindo multiplas
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passagens de ida e volta através do meio ativo, amplificando o campo eletromagnético na
cavidade e, portanto, a radiagdo emitida. Um dos espelhos, sendo semirreflexivo,
semitransparente ou apresentando um orificio, permite a saida da radiagdo do sistema,
formando um feixe de radiacao unico (YOUNG, 1998).

Assim, a radiagdo laser provém da emissdo que ocorre quanto atomos ou elétrons
decaem (“saltam”) de seus niveis energéticos de forma estimulada, produzindo um feixe de
radiacdo onde os fotons se comportam identicamente. Essa ¢ a maxima quantidade de
radiacdo que pode ser emitida por esse meio. Uma por¢ao dessa radiacao emerge do sistema,

constituindo o feixe de radiagdo laser (BAGNATO, 2008).

1.7.2 Constituicao do equipamento

Um equipamento /aser ¢ constituido pelo um meio ativo, uma fonte de energia externa
e uma cavidade otica ou ressonador, como representado na Figura 11, onde o meio ativo pode
ser encontrado nos trés estados fisicos da matéria (solido, liquido ou gasoso) constituido por
atomos que podem ser excitados e passem para niveis de energia superiores ao absorverem
energia da fonte externa (RIBEIRO, 2000). Como exemplos de meios emissores podem ser

citados:

a) solidos (cristais): oxidos de safira (AlO3) e fluoretos (LiYF4 -
Tetrafluoreto de ftrio e Litio), sdo encontrados nos lasers de rubi, holmio,
neomidio, érbio, entre outros;

b) liquido (corantes): rodamina ou couramarina diluidos em solventes
organicos, como etanol e acetona;

c) gasoso: COa, hélio-nednio, argonio e criptonio.
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Figura 11 - Esquema ilustrativo da constituicao do equipamento /aser e seu feixe
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Nota: Neste o meio ativo, a fonte de energia e cavidade Optica compreendem a base para constituicdo do
equipamento. No processo de emissdo estimulada um elétron em um estado superior de energia é
estimulado em uma transi¢do por um foton. O foton resultante estimulado pelo primeiro é emitido com a
mesma energia.

Fonte: O autor, 2020.
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Ha também os /lasers de semicondutor, ou lasers de diodo, que utilizam jun¢des
semicondutoras do tipo p-n como meio ativo. Os /asers de semicondutores sdo considerados
distintos dos lasers de estado solido tipicos, ja que o meio ativo ¢ um cristal dopado de
dimensdes muito pequenas como os de Gads (Arsenieto de Galio), GaAdsAl (Arsenieto de
Galio e Aluminio) e InGads (Arsenieto de Galio e Indio).

A fonte de energia externa, promove o bombeamento, possibilitando a inversdo de
populagdo e transformando o meio em ativo, como um amplificador. O tipo de meio ativo
determina o tipo de bombeamento necessario. Pode ser uma lampada flash ou até outro laser
(bombeamento Optico); descargas elétricas (bombeamento eletronico); reagdes quimicas
(bombeamento quimico); e particulas pesadas ou radia¢des ionizantes ou térmicas (RIBEIRO,

2000).
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1.7.3 Propriedades da radiacdo laser e diferenciacdo de equipamentos

Diferente

eletromagnético),

das fontes ordinarias de luz branca (faixa visivel do espectro

as ondas eletromagnéticas emitidas por um /aser sdo todas de mesma

frequéncia e comprimento de onda. Outras propriedades importantes do feixe de radiacdo

emitido por um laser sdo: alta colimagdo e coeréncia espacial e temporal (YOUNG, 1998).

Diferente de outras fontes luminosas, a radiacdo emitida pelos lasers (SCHAFFER et

al., 2000 grifos nossos):

a)

b)

d)

¢ monocromatica, ou seja, ¢ constituida de fétons de mesmo comprimento

de onda, consequentemente, apenas uma cor;

possui coeréncia temporal (por ser monocromatica) e espacial (presenca de

uma frente de onda de fase tnica), ou seja, quando a radiacdo ¢ composta

por ondas de mesmo comprimento de onda e possuem a mesma fase,
propagam-se de forma similar no espago e no tempo:

— Espacial: ¢ a medida da correlagio da fase da onda luminosa em
diferentes pontos na direcao transversal a dire¢do de propagacao — ela
nos diz quao uniforme ¢ a fase da frente de onda. Ocorre devido as
multiplas reflexdes entre os espelhos paralelos na cavidade Optica,

— Temporal: ¢ a medida da correlacdo da fase da onda Iuminosa em
diferentes pontos ao longo da dire¢do de propagacdo — ela nos diz quao
monocromatica ¢ a fonte, logo as ondas t€ém a mesma fase em um
determinado ponto, alcancado em dois instantes diferentes;

a colimacao ¢ a caracteristica em que o feixe cujo raios sao quase paralelos,

e portanto, espalhando-se lentamente a medida que tais se propagam, ¢é

obtida quanto o feixe resultante ¢ constituido de ondas que se propagam na

mesma direcao com pouca dispersao entre os raios de luz produzidos pelo
laser, sendo eles praticamente paralelos. Isso faz com que essa luz consiga
propagar-se em grandes distancias sem perder poténcia;

alta densidade de energia ocorre devido a pequena divergéncia do feixe de

fotons emitido, logo, em uma pequena area € depositada uma grande

quantidade de energia;
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e) a poténcia pode ser extremamente grande, atingindo ordens de terawatt
(1012 Watts), ocorrendo em lasers pulsados, onde a energia acumulada em
longo tempo ¢ emitida toda em um intervalo de tempo muito pequeno, que

pode ser de 1072 s.

Os lasers podem ser diferenciados pelo comprimento de onda (ou frequéncia) emitido,
pelo modo de emissdo (continuo ou pulsado) ou ainda pela sua poténcia, esta, variando de
baixa (laser terapéutico), média ou alta (/aser cirargico) (NIEMZ, 2007).

Os lasers de baixa densidade de energia (low intensity, low level ou low power lasers)
apresentam efeitos biomoduladores e ndo térmicos em tecidos bioldgicos, enquanto os de alta
energia (hight intensity, high level ou high power lasers) sdo capazes de cortar, coagular e
vaporizar tecidos biologicos (NIEMZ, 2007).

Podem ser denominados de acordo com as substancias que constituem o meio ativo,
como o laser Hélio-Nednio (HeNe) e o de Dioxido de Carbono (COz), ou na forma de
semicondutores diodos, arsenieto de galio (GaAs) e arsenieto de galio e aluminio (GaAlAs),
por exemplo.

Podem emitir o feixe de radiagdo no modo continuo ou pulsado. A emissdo continua
pode ser caracterizada pela emissdo constante de radiacdo e em alguns equipamentos
comerciais pode ser interrompida, de forma a alternar sua emissdo entre os modos ligado e
desligado. Ja no regime pulsado, ¢ dirigido pelo modo de bombeamento e depende da duragao
média dos pulsos e da sua frequéncia. Lasers pulsados (free-running mode) t€ém uma largura

temporal (tempo de pulso) da ordem de microssegundos a milissegundos.

1.7.4 Aplicacdes em saude

Lasers de baixa poténcia emitem radiagdes sem potencial destrutivo e sao utilizados
para diversas aplicacdes em Odontologia, Fisioterapia, Estética, Medicina e Medicina
Veterinaria. A energia contida no feixe causard efeitos fotofisicos, fotoquimicos e/ou
fotobiologicos nas células expostas, estimulando-as se as condi¢des de irradiagdo (parametros
fisicos). Os efeitos causados pelas radiacdes emitidas por estes lasers se tornam mais visiveis
em cé€lulas debilitadas, ou seja, ¢ dependente de parametros biologicos, ou seja, das condig¢des

dos tecidos ou das células expostas a radiacdo laser (KARU, 1989). Esses efeitos ocorrem
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mediante absor¢ao da radiagdo laser por moléculas endogenas (fotoaceptores ou cromoforos),

e ndo por geracao de calor, pois ndo apresentam efeitos térmicos (LOPES, 2003).

1.7.4.1 Parametros associados

A fim de alcangar resultados desejados, os parametros fisicos do laser devem ser

determinados, onde a escolha do comprimento de onda, densidade de energia (dose ou

fluéncia), densidade de poténcia (irradidncia), modo de emissdo do laser e frequéncia do

pulso (taxa de repeticao), serdo determinantes para o efeito terapéutico desejado. Em relacao

aos parametros associados a /laserterapia resumidos na Figura 12, temos (KARU, 1986,

LOPES, 2003, ENWEMEKA, 2009; HALLIDAY et al., 2010, SILVA et al., 2012 grifos

Nnossos):

a)

b)

o comprimento de onda ¢ caracteristica importante, pois define a
profundidade de penetragio no tecido alvo, visto que diferentes
comprimentos de onda apresentam diferentes coeficientes de absor¢do em
mesmo tecido. Por regra geral, quanto maior o comprimento de onda, maior
a penetracao da radiagdo, tal que uma radiacao infravermelha de 808 nm
apresenta maior penetragao quando comparada a uma radia¢ao vermelha de
660 nm em tecidos bioldgicos. Por esta razdo, para o tratamento de lesdes
mais profundas, pode ser utilizada radiacdo emitida por laser
infravermelho, uma vez que, os fétons sdo absorvidos principalmente em
tecidos mais profundos. Entretanto, isso ndo significa que a radiacao
emitida por um /aser infravermelho ndo serd absorvida em tecidos mais
superficiais. O comprimento de onda ¢ definido como a distancia entre dois
maximos (cristas), ou minimos (vales), consecutivos da onda. Este
parametro € usualmente expresso em nandmetros (nm);

a frequéncia ¢ definida como o numero de ciclos ou oscilagdes completas
que passam por um ponto estaciondrio num determinado tempo
estabelecido e ¢ inversamente proporcional ao comprimento de onda no

vacuo. Este parametro ¢ expresso em Hertz (Hz);
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o periodo ¢ o intervalo de tempo necessario para uma oscilagdo completa.
O periodo ¢ expresso em segundos (s);

a energia radiante ¢ a mensuragdo de energia da radiagdo eletromagnética
visivel e invisivel e ¢ expressa em Joules (J);

a poténcia, ou poténcia radiante, tem sua importancia no célculo da dose de
radiagdo a ser administrada. E a razdo entre a energia fornecida ao sistema
(ou trabalho realizado) e o intervalo de tempo. No modo continuo de
emissdo, a poténcia € constante e igual a poténcia média, enquanto no
modo pulsado, a poténcia varia entre zero € um valor madximo. A poténcia ¢
expressa em Watts (W);

a densidade de poténcia (ou irradiancia), definida como poténcia de saida
da luz por unidade de area, ¢ expressa em W/cm?;

a energia do foton ¢ o produto entre a frequéncia da radiacdo e a constante
de Plank. E expressa em elétron-volt (eV) e Joule (J) sdo as unidades
utilizadas para expressar a energia do foton;

um parametro muito utilizado para /asers de baixa poténcia ¢ a fluéncia.
Fluéncia (também chamada de dose na pratica clinica), ou densidade de
energia, ¢ definida como a quantidade de energia por unidade de area. A

fluéncia ¢ expressa em J/cm?;
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Figura 12 — Resumo esquemdtico das caracteristicas dos equipamentos e protocolos

terapéuticos
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Fonte: O autor, 2020.

mdximo, poténcia é média entre esses valores.;

1.7.4.2 Interagdes das radiacdes emitidas por lasers de baixa poténcia com tecidos bioldgicos

As radiacdes emitidas por lasers de baixa poténcia interagem com os tecidos

biologicos, que sao meios absorvedores opticamente heterogéneos, tal caracteristica se da pela

presenca de diferentes moléculas ou partes de moléculas denominadas de fotoaceptores ou

cromoéforos (NIEMZ, 2007).
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Seus efeitos sobre os tecidos bioldgicos sdo dependentes do comprimento de onda, da
poténcia, quantidade de energia, da frequéncia e duracdo dos pulsos, do modo de entrega da
luz, do tempo de exposicdo, além das caracteristicas das células a serem irradiadas e das
condigdes fisiologicas das mesmas (DAMANTE, 2007; TEIXEIRA et al., 2014).

Incidindo sobre um tecido bioldgico, parte da radiacdo ¢ refletida, outra parte, que nao
foi refletida, penetrard e podera ser absorvida por componentes dos tecidos, como a agua
(com alta absor¢do para radiagdes no espectro infravermelho, a partir de 1150nm, e
microondas), hemoglobina e melanina (com alta absor¢do para comprimentos de onda
menores que 600nm), bem como moléculas intracelulares, como a citocromo c oxidase. A
energia absorvida da radiagdo por estas moléculas (fotoaceptores) pode, entdo, ser
transformada em energia quimica e calor (GARCEZ et al., 2008). Parte da radiacdo que
penetra no tecido bioldgico, porém, diverge devido a multiplos espalhamentos, perdendo
assim sua poténcia. A absorcdo e o espalhamento sdo determinantes para a profundidade de
penetragdo da radiag@o no tecido. E por ultimo, a radiacdo que atravessa toda a espessura do
tecido, sem ser absorvida ou sofrer espalhamentos constitui a radiacao transmitida. Assim,
reflexdo, absor¢do, espalhamento e a transmissao sdo os fendmenos Opticos que ocorrem

quando a radiagdo laser incide em um tecido biologico (Figura 13) (GARCEZ et al., 2012).

Figura 13 - Esquema ilustrativo da interagdo laser-tecido e as diversas camadas até o tecido

pulmonar lesionado
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Fonte: O autor, 2020.
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1.7.4.3 O papel dos fotoaceptores

Devido as baixas densidades de energia utilizadas e a sua capacidade de penetragao
em tecidos bioldgicos, os lasers foram introduzidos em protocolos terapéuticos, contudo os
mecanismos de acdo ainda ndo foram totalmente compreendidos. Estudos indicam a
existéncia de trés mecanismos sequenciais para os lasers de baixa poténcia, € estes estdo
relacionados ao conceito de fotobiomodulagao ou fotobioestimulagao.

O termo fotobioestimulagdo refere-se aos efeitos estimulatérios capazes de modular
processos metabolicos no interior das células (GARCEZ et al., 2008, 2012). Trabalho
publicado por Karu (1999) sugerem e propde que os efeitos biologicos sao gerados a partir da
absor¢ao da energia da radiacdo laser por fotoaceptores presentes na membrana das
mitocondrias, que ao absorver a energia, promove o aumento da sintese de ATP (adenosina
trifosfato), culminando no aumento da producao de radicais livres, especialmente as espécies
reativas de oxigénio (ROS), e estes atuariam como sinalizadores intracelulares
(LEONARDUZZI et al., 2011), base do mecanismo primario.

Um dos principais fotoaceptores, a citocromo ¢ oxidase ou complexo IV, ¢ localizada
na cadeia transportadora de elétrons, e nela atua acelerando a transferéncia de quatro elétrons
para o oxigénio molecular. Ao realizar o transporte de elétrons, aumenta a producdo de

adenosina trifosfato (ATP) pela ATP-sintase (GARCEZ et al., 2008), como na Figura 14.



61

Figura 14 - Esquema ilustrativo simplificado da cadeia transportadora de elétrons
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Fonte: Adaptado de KANEHISA LABORATORIES, 2020.

1.7.4.4 Mecanismos de acao

Garcez et al. (2012) sugeriram que a absor¢do da radiagdo por fotoaceptores leva ao
aumento da sintese de proteinas e citocinas, que estimula a proliferagdo, migragcdo e
diferenciagdo celular. O aumento da sintese de proteinas, por exemplo, seria induzida pela
geracao de radicais livres. A transducao do fotosinal primario e amplificagdo da resposta na
célula, iniciada por radicais livres, constituem o mecanismo secunddrio, esquematizado na

Figura 15.
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Figura 15 - Esquema ilustrativo do mecanismo de ag¢ao da bioestimulagao
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Fonte: Adaptado de KANEHISA LABORATORIES, 2020.

Como consequéncia do mecanismo secundario, ocorre a melhora da cicatrizacao
tecidual, associada a uma melhora da microcirculagdo, regeneracdo do tecido e
imunomodulacdo. Estes efeitos constituem o mecanismo terciario de acao dos lasers de baixa
poténcia. No entanto, ndo somente a citocromo ¢ oxidase ¢ um fotoaceptor para a radiagdo
laser, outras moléculas, como melanina, porfirinas e flavinas, também poderiam ser

estimuladas pela radia¢ao vermelha e infravermelha de baixa poténcia (KARU, 2010).

1.7.4.5 Efeitos terapéuticos

Apesar do significativo nimero de estudos encontrados na literatura, as informagdes
sobre os efeitos dos /asers de baixa poténcia em sistemas bioldgicos ndo sdo conclusivas,
sendo em sua maioria relatos de casos clinicos ou observacdes com pouco embasamento
cientifico.

A maioria dos protocolos ¢ desenvolvida empiricamente, resultando em doses que

variam de poucos a muitos J/cm?. Mesmo em estudos cientificos, os diferentes comprimentos
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de onda e a grande diversidade de protocolos e condigdes de irradiagdo utilizadas, dificultam a
comparag¢ado dos resultados.

O potencial terapéutico dos lasers de baixa poténcia tem sido descrito, em diferentes
aplicagdes na odontologia, medicina (dermatologia e reumatologia, por exemplo),
enfermagem (tratamento de feridas), biomedicina (estética) e fisioterapia, devido ao efeito
analgésico, antiedematoso e anti-inflamatério (HUANG; HAMBLIN, 2012). Entretanto, os
resultados atualmente disponiveis sdo por vezes conflitantes.

O efeito analgésico estaria relacionado ao aumento da concentracdo de B-endorfina no
liquido cefalorraquidiano. Esse peptideo ¢ um fator analgésico endégeno que modula a dor no
sistema nervoso central (GARCEZ et al., 2012), ndo somente como evitando a redugdo do
limiar de excitabilidade dos nociceptores através da redugdo na sintese de prostaglandinas e
reducdo da acdo da bradicinina. Ja o efeito antiedematoso ocorre devido ao estimulo a
microcirculagdo, proporcionando melhores condigdes de drenagem do plasma extravasado e a
acao fibrinolitica, proporciona resolucdo efetiva do codgulo (GARCEZ et al., 2012).

O aumento na produgdo de ATP leva a um aumento da atividade mitotica e aumento
da sintese de proteinas, e como consequéncia o aumento da regeneragdo tecidual, facilitando a
multiplicag@o de células e a formag@o de novos vasos a partir dos pré-existentes.

O efeito anti-inflamatorio ¢ atribuido ao bloqueio ou inibicao da via de NF-kB (CHEN
et al., 2011). Este fator regula a expressao de uma série de genes, dentre eles, os relacionados
a modulagao da inflamagao, estresse e sobrevivéncia celular (CHEN et al., 2011). A agdo do
laser sobre neutrofilos se da pelo aumento da atividade respiratéria mitocondrial e da
expressao de iNOS (MORGAN; RASHID, 2009), também ao aumento da apoptose de
polimorfonucleares (HEMVANI et al., 2005).

Boschi et al. (2008) demonstraram que a exposicao a /aser de baixa poténcia modula
I1-6, IL-10, além da oxido nitrico em modelo de inflamagdo da pleura.

Sao encontrados na literatura varios estudos sobre os efeitos bioldgicos dos lasers de
baixa poténcia em culturas de células (HUANG et al., 2011), animais (ROSA et al., 2012) e
humanos (ESLAMIAN et al., 2012), promovendo cicatrizagdo de feridas, reparo de tecidos
(RODRIGUES, 2001; PEPLOW et al., 2010) e a prevencdo da morte tecidual, no alivio da
inflamacdo ¢ do edema por causa de lesdes ou doencas cronicas, € no tratamento para
problemas neurologicos. Entretanto, a relacdo dose-resposta ndo foi ainda esclarecida e os
mecanismos moleculares responsaveis pelos efeitos observados nas doses terapéuticas nao sao

totalmente compreendidos.
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Apesar dos lasers de baixa poténcia terem maior potencial para aplicacdes clinicas,
seus efeitos bioldgicos necessitam ainda de estudos para que sejam melhor compreendidos e

que suas aplicagdes clinicas possam ser mais eficazes e seguras.

1.8 A¢do do laser nos mecanismos de reparo do DNA e integridade genomica

1.8.1 LBP e reparo por excisdo de base

Estudos tém demonstrado que LBP afeta REB em células procariotas, assim, os dados
experimentais obtidos a partir de culturas de Escherichia coli (E. coli) proficientes ou
deficientes nos mecanismos de reparo do DNA foram utilizados para avaliar os efeitos
induzidos pelos lasers nestes mecanismos (KOHLI et al., 2001; KOHLI; GUPTA, 2003;
TEIXEIRA et al., 2014; BARBOZA et al., 2015).

Barbosa et al. (2015) verificaram que os lasers vermelhos e infravermelhos em alta
fluéncia (250, 500 e 1000 J/cm?) sdo letais, induzindo filamentacdo em células bacterianas,
que ¢ uma das chamadas respostas SOS relacionadas ao reparo do DNA, alterando a
morfologia celular em culturas de cepa selvagem de E. coli (AB1157), deficientes em
endonuclease III (JW1625-1) e deficientes em endonuclease IV (JW2146-1).

Culturas de E. coli BW9091 (deficiente em exonuclease III), BH20 (deficiente em
formamidopirimidina DNA glicosilase/proteina MutM), BW375 (deficiente em endonuclease
1) e BW527 (deficiente em endonuclease IV) foram utilizadas para avaliar os efeitos do
laser vermelho e infravermelho na sobrevivéncia e no fendtipo filamentoso. Roos et al. (2013)
demonstraram que a exposicdo ao laser vermelho (658 nm) de baixa poténcia em baixas
fluéncias (1 e 8 J/cm?) é capaz de induzir o fenotipo filamentoso em E. coli AB1157 e
BW9091.

No entanto, culturas de E. coli BW9091 apresentaram altas porcentagens de
filamentacdo em comparagdo com culturas de cepas do tipo selvagem, sugerindo que genes
ndo funcionais relacionados ao reparo do DNA podem ser importantes para os efeitos
induzidos pelo laser.

Outro estudo com culturas de E. coli AB1157, BW9091, BH20 ¢ BW375 demostraram

que o laser vermelho (660 nm) em fluéncias mais altas (25 e 45 J/cm?) diminui a
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sobrevivéncia em culturas de E. coli deficiente em endonucleases III, bem como induz
fenotipo filamentoso (MARCIANO et al., 2012). No entanto, Sergio et al. (2013), observaram
que o laser vermelho de baixa poténcia (658 nm) ndo tem efeito sobre a sobrevivéncia em
culturas de E. coli, apesar de induzir o fendtipo de filamentagdao e induzir lesdes no DNA
reconhecidas pela exonuclease III. Ainda, em culturas de E. coli AB1157, BW9091 ¢ BH20
irradiadas com /laser infravermelho (808 nm, 60 e 120 J/cm?), observou-se que este laser
altera a sobrevivéncia de E. coli do tipo selvagem e induz o fendmeno da filamentagdao em
células bacterianas, dependendo das condigdes de cultura celular e das vias de reparo do
DNA, além de induzir lesdes de DNA. Quebras simples ou dupla da cadeia de DNA, sitios
alcali-labeis, que ndo sdo alvos da exonuclease III ou da formamidopirimidna DNA
glicosilase/proteina MutM (CANUTO et al., 2013).

Teixeira et al. (2014) observaram efeitos sub-letais em culturas de E. coli AB1157,
BW9091, BH20 e BW375 irradiadas com /aser infravermelho de baixa poténcia (808 nm, 100
mW, 40 e 60 J/cm?). Reforcando esses resultados, Fonseca et al. (2012) observaram-se que o
laser infravermelho de baixa poténcia (10 mW, 830 nm) em baixas fluéncias (1, 4 e 8 J/cm?),
em modos de emissdao de onda continua e pulsada (2,5, 250 e 2500 Hz), diminui a
sobrevivéncia bacteriana em nivel sub-letal em culturas de E. coli AB1157, BW9091 ¢ BH20.

Em outro estudo, culturas de E. coli AB1157, BW375 ¢ BW9091 foram irradiadas
com laser infravermelho (830nm) em diferentes fluéncias (1, 4 e 8 J/cm?, 10 mW) em modos
de emissdao continuo e pulsado (2,5, 250 e 2500 Hz). Os resultados mostraram que o laser
infravermelho induz a filamentagao bacteriana em culturas dessas cepas de E. coli, tanto na
fase exponencial, como na fase estacionaria de crescimento (FONSECA et al., 2011).

Os efeitos bioestimuladores do laser de baixa poténcia também foram descritos em
culturas de células eucarioticas. Em mioblastos em condi¢des normais (10% de soro bovino
fetal) e sob uma condicdo de estresse (2% de soro bovino fetal) irradiado com /aser
infravermelho (808 nm, 100 mw, 10 J/cm?, 35 J/cm? e 70 J/cm?), observou-se que o laser
infravermelho altera os niveis de RNAm dos genes APE1 e OGGI (TRAJANO et al., 2016b).

APE2 codifica uma enzima com sequéncia homodloga a proteina codificada pelo
APE1, que foi identificada como uma endonuclease AP alternativa (ANDRES et al., 2015).
Embora a atividade de endonuclease da APE2 seja muito menor do que a atividade da APEI,
sua atividade de exonuclease 3'-5 '¢ forte em comparagdo com o APE1. Observou-se também
que a APE2 interage com a PCNA e pode recrutar polimerases de translesao propensas a erros

(WILLIS et al., 2013). Fonseca et al. (2014) observaram que o laser infravermelho (830 nm)
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altera os niveis de RNAm do gene APE2 na pele e no tecido muscular de ratos Wistar 1 e 24
horas ap0s a irradiagdo nas fluéncias de 5 e 10 J/cm?.

Outro estudo mostrou que /aser infravermelho de baixa poténcia (830 nm; 10 mW; 1,
5 e 10 J/em?) tem diferentes efeitos no reparo de lesdes de DNA na pele e nos tecidos
musculares. No tecido muscular, o laser de baixa poténcia poderia aumentar a capacidade de
reparo do DNA e, na pele, poderia ter efeitos em fluéncias especificas (5 J/cm?, por exemplo)
(FONSECA et al., 2013).

Na pele queimada, o /aser vermelho (660 nm) de baixa poténcia (100 mW) reduz os
niveis d¢ RNAm da APEl e aumenta os niveis de RNAm da OGGI, sugerindo que a
alteracdo dos niveis de RNAm da APE1 ocorre devido a ativagdo de uma via de reparo
dependente de OGGI (TRAJANO et al., 2014).

Os resultados publicados até o momento mostraram que o laser de baixa poténcia
também influencia a sobrevivéncia e a filamentacdo de Escherichia coli e altera a expressao
de genes envolvendo o REB em células e tecidos (Figura 16). Tomados em conjunto, esses
resultados sugerem que parte do efeito da fotobioestimulagcdo induzido por laser de baixa
poténcia estd relacionada a modulacdo do reparo de lesdes oxidativas no DNA pelo

mecanismo REB.



67

Figura 16 — Representacao esquematica para REB apos a exposi¢ao ao LBP
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oxoguanine DNA glycosylase-1 (OGG1).
Fonte:  adaptada de TRAJANO et al., 2018.

1.8.2 LPB e reparo por excisdo de nucleotideo

O REN em E. coli compreende trés proteinas (uvrA, uvrB e uvrC), que possuem
fungdes de reconhecimento, clivagem, endonuclease e remog¢ao de fragmentos contendo bases
danificadas (SELBY, 2017). Estudos realizados para avaliar os efeitos do /aser no NER em
culturas E. coli AB1886 (deficientes em proteinas UvrA) mostraram que o laser
infravermelho de baixa poténcia (830 nm) reduz a sobrevivéncia celular em culturas desta
cepa (FONSECA et al.,, 2012) dependendo da fluéncia e do modo de emissdao do laser
(FONSECA et al., 2015a).

Em culturas de mioblastos, o /aser infravermelho (880 nm) altera os niveis d¢ RNAm
de genes relacionados com o REN (ERCCI e XPC) em células normais ¢ em condi¢cdo de
estresse (TRAJANO et al., 2016a). Na pele e tecido muscular de ratos Wistar, os niveis de
RNAm dos genes XPA e XPC sao alterados apos a exposi¢do a /asers vermelhos (660nm) e
infravermelho (808 nm) de baixa poténcia.

Os efeitos causados por estes lasers dependem de parametros bioldgicos (tecido, por
exemplo) e de parametros fisicos (fluéncia e comprimento de onda, por exemplo) (FONSECA

etal., 2015a).
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Sergio et al. (2016) relataram alteragdes dos niveis de RNAm dos genes ERCCI e
ERCC2 nesses tecidos de ratos Wistar expostos a lasers vermelho e infravermelho e
sugeriram que esse efeito poderia contribuir para a estabilidade do genoma e a homeostase de
tecidos biologicos afetados por doengas. Além disso, a exposicao ao laser vermelho (660 nm)
altera os niveis de RNAm dos genes XPC e XPA na pele queimada de ratos Wistar
(TRAJANO et al., 2014). Esses resultados reforcam que a modulagdo do reparo de lesdes
oxidativas do DNA através do NER pode ser parte da fotobiomodulagdo induzida por lasers

de baixa poténcia (Figura 17).

Figura 17 — Representacao esquematica para REN apos a exposicao ao LBP
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Legenda: laser de baixa poténcia (LBP); Excision repair cross complementation 1 and 2 (ERCC1 ¢ ERCC2),
xeroderma pigmentosum group C (XPC) e xeroderma pigmentosum group A (XPA).
Fonte: adaptada de TRAJANO et al., 2018.

1.8.3 Laser: integridade gendmica e regulacdo de teldbmeros.

A manutencdo da estabilidade gendmica ¢ necessaria para preservar o material
genético durante a divisdo celular. Este processo apresenta pontos criticos, nos quais o
genoma pode ser submetido a agentes enddgenos e exdgenos, que sdo capazes de causar
danos ao DNA e interromper o ciclo celular (ZHAO et al., 2017).

A estabilidade genomica, pelo controle dos pontos de controle do ciclo celular, ¢ de
extrema importancia para a manutencdo do material genético, segregacdo cromossOmica,

coordenagdo da diferenciacdo celular, senescéncia e morte celular (BRANDMAIJER et al.,
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2017). Mau funcionamento do ponto de controle e mudangas no ciclo celular podem causar
mutagdes e aberragdes cromossomicas favorecendo o desenvolvimento de doengas, como o
cancer (MALUMBRES ; BARBACID, 2009).

Trajano et al. (2016) relataram que mioblastos apresentam niveis aumentados de
RNAm dos genes ATM e Tp53 apds a exposi¢do ao laser infravermelho (808 nm) de baixa
poténcia. De fato, a ativagdo da 7p53 por mecanismos de transcricdo interrompe o ciclo
celular ou induz apoptose, regulando os pontos de controle G1/S e G2/M (LAVIN; GUEVEN,
2006). O ponto de controle G1/S também ¢ regulado pela proteina ATM pela fosforilagao da
Tp53, causando a regulagdo de genes alvo, como p21. Esta regulagdo por fosforilagdo reduz a
capacidade da proteina 7p53 em regular positivamente a proteina MDM2, estabilizando e
aumentando sua atividade (TEUFEL et al., 2009), interrompendo o ciclo celular em G1/S ou
G2/M fase (LOMBARD et al., 2005).

O aumento dos niveis de RNAm dos genes ATM e Tp353 sugere que a exposi¢do ao
laser infravermelho de baixa poténcia protege mioblastos através da indu¢cdo de mecanismos
de reparo do DNA, que podem ser parte do efeito da fotobiomodulagdo. No entanto, na pele e
nos tecidos musculares, 0 RNAm do gene 7p53 nao ¢ alterado apods a exposi¢cdo a lasers
vermelho (660nm) e infravermelho (808nm) de baixa poténcia ,mas os niveis de RNAm do
gene ATM aumentam em musculo esquelético exposto a estes /asers (GUEDES et al., 2017).
Esses resultados indicam que a exposi¢do a lasers vermelhos e infravermelhos de baixa
poténcia nao induzem vias apoptodticas por alteragao dos niveis de RNAm do gene 7p353. No
entanto, isso poderia indicar a ativacao de mecanismos de reparo do DNA, que poderiam ser

parte do efeito da bioestimulagaoinduzido por laser (Figura 18).
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Figura 18 — Representagao esquematica para o laser na estabilidade gendmica
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Legenda: laser de baixa poténcia (LBP), protein 53 (p53) e ataxia telangiectasia-mutated (ATM).
Fonte:  adaptada de TRAJANO et al., 2018.

A estabilidade gendmica € necessaria para a homeostase celular e pode ser um
componente importante da fotobioestimulacao induzida por lasers de baixa poténcia na
cicatrizagdo de feridas, por exemplo. Estudos demonstraram que as lesdes no DNA causam
instabilidade gendmica, bem como o encurtamento de telomeros (SHAMMAS, 2011), estas
regides nas extremidades cromossOmicas, estdo relacionadas a protecdo de telomeros e a
longevidade celular (SHAY; WRIGHT, 2011).

Poucos estudos avaliaram a modulagdo de genes envolvidos na estabilidade gendmica
e na regulacdo telomérica por laser de baixa poténcia. Um estudo recente mostrou que
culturas de mioblastos em condigdes normais e estressantes (10% de soro bovino fetal)
expostas ao laser infravermelho (808nm) de baixa poténcia apresentam niveis aumentados de
RNAm do 7TRF2 e induz a expressdao do TRFI (TRAJANO et al., 2016). Esse efeito sugere
que o laser de baixa poténcia modula a estabilidade dos teldomeros, ja que os genes TRF2 e
TRFI estao associados ao envelhecimento celular (HIYAMA; HIYAMA, 2007) e protecdo
contra danos no DNA (AUGUSTINE et al., 2017). Assim, a prote¢ao das células contra o
encurtamento de telomeros poderia ser parte da fotobioestimulacao, que € considerado a base

para aplicacdes terapéuticas do /aser de baixa poténcia (Figura 19).
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Figura 19 - Representagao esquematica para o efeito do laser na regulagao de telomeros
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Legenda: laser de baixa poténcia (LBP), Telomeric Repeat Factor 1 (TRF1) e Telomeric Repeat Factor 2

(TRF2).
Fonte: adaptada de TRAJANO et al., 2018.

Faz-se necessario o continuo entendimento das respostas celulares e moleculares
utilizando terapias com lasers de baixa poténcia, bem como suas diferentes aplicagdes
terapéuticas, uma vez que ainda ha duvidas sobre os efeitos desses /asers, e dessa forma, uma
dosimetria adequada pode melhorar a seguranca e eficacia das aplicagdes clinicas destes
equipamentos em diferentes doencas.

O reparo do DNA e estabilidade gendmica sdo cruciais para as funcdes celulares
normais, bem como ¢ uma estratégia de sobrevivéncia sob condigdes fisiologicas e
patologicas. H4 um potencial no uso dos lasers de baixa poténcia no tratamento da LPA, uma
vez que héd necessidade de novas terapias eficazes afim de contribuir para um bom
progndstico na LPA. Sendo assim, a sobrevivéncia das células pulmonares na LPA poderia
ser aumentada, uma vez que LBP pode modular os genes relacionados aos mecanismos de

reparo do DNA e estabilidade gendmica.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos do /aser infravermelho de baixa
poténcia no processo inflamatério pulmonar agudo induzido por LPS (lipopolissacarideo),

utilizando fluéncias sugeridas em protocolos terapéuticos.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar efeitos da exposicdo ao laser infravermelho de baixa poténcia (808 nm) no
tecido pulmonar de ratos Wistar ap6s inducao da lesdo pulmonar aguda, onde no:
a) Estudo 1: avaliar os efeitos da exposicao a laser infravermelho de baixa
poténcia no alvéolo e interalveolar septos de ratos Wistar afetados pela
LPA induzida por sepse, pela administracao de LPS;
b) Estudo 2: avaliar os niveis de RNAm dos genes OGGI, APEXI, ERCC2 e
ERCCI no tecido pulmonar de ratos Wistar afetados pela LPA em resposta
a sepse pela administragdo de LPS e apos exposicdo ao laser infravermelho
de baixa poténcia em diferentes fluéncias;
c) Estudo 3: avaliar a efeitos da fotobiomodulagdo nos niveis relativos do
mRNA de caspase-3 e Bcl-2, bem como a fragmentagdo do DNA das
células alveolares e do infiltrado inflamatérios de ratos Wistar atetados pela

LPA.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Desenvolvimento da lesio pulmonar aguda e exposicdo ao laser infravermelho de

baixa poténcia.

3.1.1 Reagentes

Foram utilizados o lipopolissacarideo de Escherichia coli (LPS) sorotipo 055:B5
(Sigma-Aldrich, EUA), NaCl (cloreto de sddio), CH>O (formaldeido - (0,01M, pH 7.4) e
Hematoxilina e Eosina adquiridos da Vetec (Brasil), TRIzol (EUA) e Entellan da Roche
(Alemanha).

3.1.2 Animais

Os procedimentos experimentais foram conduzidos de acordo com o Comité de Etica
em Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil.
Vinte e quatro ratos Wistar machos adultos (pesando 285,0 + 22,9 g) foram obtidos do
Biotério do Departamento de Ciéncias Fisiologicas, da Universidade Federal do Estado do
Rio de Janeiro - UNIRIO (Brasil). Durante o desenvolvimento, os animais receberam racao e
agua a libitum. Cinco animais por grupo foram alojados em caixas de polietileno com tampas
de arame de ago inoxidavel e aparas de pinheiro como cama. Adicionalmente, os animais
foram mantidos em ambiente com condi¢des ambientais controladas (12h de luz/12h de ciclo
escuro, temperatura 22 + 2°C). O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais da Universidade federal de Juiz de Fora (UFJF), protocolo numero 012/2016
(APENDICE A).
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3.1.3 Pardmetros de irradiacio

Foi utilizado equipamento laser terapéutico infravermelho de baixa poténcia (Photon
Lase III), adquirido da D.M.C. equipamentos Ltda (Sao Paulo, Brasil). As condi¢des de

irradiacdo estdo na Tabela 4.

Tabela 4 - Parametros do laser de baixa poténcia

Comprimento de onda (nm) 808
Laser diodo AsGaAl
Poténcia (mW) 100
Spot size (cm?) 0,028
Densidade de poténcia (W/cm?) 3,571
Energia por ponto (J) 1
Densidade de energia ou Fluéncia (J/cm?) | 10 e 20
Tempo de exposi¢do por ponto (s) 2e5
Numero de pontos por pulmao 4
Técnica de aplicacao Pontual sobre a pele
Numeros de sessdes 1

Fonte: o autor, 2020.

3.1.4 Procedimento experimental

A indugdo da LPA foi realizada segundo protocolo de Kabir et al. (2002) através de
administragdo intraperitonela de LPS (10mg/kg, em solugdo NaCl a 0,9%). animais foram

distribuidos aleatoriamente em 6 grupos (n=5, para cada grupo) (Figura 20):

a) Grupo 1 - Controle: animais tratados com solu¢ao salina fisiologica (NaCl
a 0,9%);
b) Grupo 2 - LPA : animais tratados com LPS (10mg/kg);
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c) Grupo 3 - L10: animais tratados com solucdo salina fisiologica e, apos
quatro horas, foram anestesiados e expostos ao laser infravermelho de
baixa poténcia na fluéncia de 10J/cm?;

d) Grupo 4 - L20: animais tratados com solucdo salina fisioldgica e, apds
quatro horas, foram anestesiados e expostos ao laser infravermelho de
baixa poténcia na fluéncia de 20J/cm?;

e) Grupo 5 - LPA-LI10: animais tratados com LPS (10mg/kg) e, apds quatro
horas, foram anestesiados e expostos ao /laser infravermelho de baixa
poténcia na fluéncia de 10J/cm?;

f) Grupo 6 - LPA-L20: animais tratados com LPS (10mg/kg) e, apds quatro
horas, foram anestesiados e expostos ao /laser infravermelho de baixa

poténcia na fluéncia de 20J/cm?.

Figura 20 - Distribuicao dos animais entre os grupos experimentais
Ratos Wistar

l (285,0+22,99) |
[ N=36 ]
Grupo A Grupo B
N=/E l N=20 I
l_ 1
\ 4 .
Controle LID L20 LPA LPA +LI0 LPA +
N=5 N=5 ) N=5 N=5 N=5 N=
SF SF ] SF LPS LPS LPS
10J/em* )\ 20J/em* 10J/em*? 20J/em?

/ Solugao Fisiolsgica (SF): Cloreto de Sedio 3 0,9% )\
Tamp3o Fostato Saline (PBS)
Elastase (EL): 12 unidades em 0,15 mL de PBS;
Lipopolissacarideo (LPS):10mg/kg em I mlL de SF. € T

ip:intraperitoneal. ‘J’

LPA:Les3o pulmonar aguda
L10: Laser infravermelho de baixa poténcia 10J/em?
wﬂzlaser infravermelho de baixa poténcia 20J/cm? /

Fonte: O autor, 2020.

O procedimento de irradiagdao ocorreu apds sedagdo com administracdo intraperitoneal
de quetamina (80 mg/kg) e xilazina (8 mg/kg), os animais foram dispostos em posi¢cao de
decubito dorsal e realizada tricotomia da regido tordcica. Em seguida, foi procedida a

exposicdo ao laser infravermelho em quatro pontos entre as costelas ao longo de cada pulmao
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(Figura 21). A exposicao ao laser infravermelho de baixa poténcia ocorreu apos 4 horas de
indugdo da LPA, de acordo com estudos anteriores (RITTIRSCH, 2008; FAN et al., 2010).
ApO6s 24 horas da sepse induzida por LPS, ou apds a exposicdo ao laser infravermelho,
os animais foram eutanaseados por sobredose de anestésico e a laparotomia foi realizada. A
traqueia foi pressionada e os pulmdes foram removidos para posterior andlise histologica e

expressao relativa de RNAm.

Figura 21 - Representagdo esquemadtica da exposi¢do do torax de ratos Wistar ao laser

infravermelho de baixa poténcia, ilustrando os 4 pontos de irradiagdo em cada

pulmao
[I I Tempo (horas) 24 28
| I | |
I I I |
Exposigdo ao LBP Eutandsia dos Eutandsia dos
Indugdo da LPA 10J/em? animais nio animais expostos
20J/cm? expostos ao LBP ao LBP
Anestésico

Sobredose de anestési
quetamine (80 mg/kg) e xilazina (8 mg/kg) (RFERSE I MciiERich

Regido tordxica

\I / Iril:utumiz/mia—\/

Area de exposicao pontual do laser
infravermelho de baixa poténcia

Nota: As exposi¢des ao laser infravermelho de baixa poténcia foram pontuais, posicionando a caneta /aser entre
as costelas, apos a tricotomia do torax, dos animais em posi¢do decubito dorsal.
Fonte: O autor, 2020.

3.2 Coleta do material biologico

Apés a eutanasia dos animais, o térax foi aberto e a parede tordxica anterior
removida. A por¢do abdominal e o esdfago identificado e isolado, assim como as veias

subclavica, jugular interna e hepatica foram identificadas e presas por uma pin¢a hemostatica.
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As estruturas do pescoco foram dissecadas permitindo a liberagdo das vias aéreas.
Com todas as estruturas individualizadas, a traquéia foi seccionada, e posteriormente, o
esofago e o coragdo separados dos pulmdes e das vias aéreas por incisao. O pulmao esquerdo
de cada animal foi fixado em solucdo tamponada de paraformoldeido, ¢ o lobo médio e

inferior do pulmao direito foram fixados em TRIzol.

3.3 Avaliacao morfologica

Esta etapa foi realizada em parceria com o Laboratorio de Histologia do Departamento
de Morfologia/ICB - UFJF. O pulmao esquerdo foi fixado em paraformaldeido tamponado a
4% e posteriormente encaminhado para técnicas histologicas rotineiras. Cortes histologicos
de 4 um de espessura foram corados com hematoxilina-eosina, secos em temperatura
ambiente e montados com Entellan (Merck).

Vinte e uma imagens por cortes foram realizadas usando um microscopio Carl Zeiss
Axio Lab Al, capturado com um objetiva de 20/0.45 e 40/0.65 x a cores e camera 5SM
Axiocam ERc5S Rev. 2.0, 20 / 0.40, utilizando o software Zen 2 (edi¢do azul) (Zeiss,
Alemanha).

As imagnes uniformes de pulmdes foram obtidas por 7 campos que ndo se sobrepdem
em trés segdes (superior, médio e base do pulmao) capturadas com objetivas de 20 e 40x. No
que diz respeito aos critérios de parametros estereoldgicos e aos modelos de estudo no trato
respiratério (estudo duplo cego) (MUHLFELD; OCHS, 2013), determinou-se a densidade
numérica, a densidade superficial das células alveolares e a interceptacao do forro (Lm) nas
seccoes com coloragao com hematoxilina-eosina.

O volume de referéncia foi estimado por contagem de pontos usando o sistema de teste
de arcos ciclicos de 32 pontos no Stepanizer 1.6 sobreposto na tela do monitor do computador
(WEIBEL et al., 1966; MANDARIM-DE-LACERDA, 2003). Os pontos que fizeram contato
com septos interalveolares e alvéolos pulmonares foram contados para estimar a densidade de
volume das estruturas em se¢des com coloracdo com hematoxilina-eosina. Resumidamente,
esse método envolve a determinagdo do nimero de vezes que as estruturas no parénquima

cruzam uma série de linhas de grade (Tabela 5).
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Tabela 5 - Parametros Estereoldgicos

Unidades | Defini¢des
Pardmetros
Vv [as] % Densidade de volume da parede do septo interalveolar em relagdo ao
parénquima pulmonar.
Vv [air space] % Densidade de volume do espago aéreo alveolar em relagdo ao parénquima

pulmonar.

Sv pm’! Densidade da superficie alveolar em relag@o ao parénquima pulmonar.

Lm pm Comprimento de interceptagdes médias lineares do espago aérea acinar.

Legenda: Alveolar septum (as, em portugués, septo alveolar).
Fonte: O autor, 2020.

A densidade de volume de septos interalveolares foi obtida por meio do numero de

septos sob os pontos da grade de arco ciclico dividido pelo numero de pontos na grade:

namero de septos interalveolares (1)
32

Vv las] =

Para a densidade do volume do espago aéreo, o nimero de alvéolos sob os pontos da

grade de arco ciclico foi dividido pelo nimero de pontos da grade:

namero de alvéolos (2)
32

Vv [air space] =

A densidade superficial alveolar foi obtida pelo nimero de intercepgdes em alvéolos
dividido pelo niimero de pontos na grade e tamanho dos arcos, sendo 2 continuo da férmula e

52, o tamanho dos arcos:

2 x Interceptacgoes (3)
32x2x52

Sv =

Lm foi obtido usando uma equagdo, onde Ltot ¢ o comprimento total das linhas em
campo microscopico, e Li ¢ o numero de interceptagdes de estruturas alveolares com linhas de

septos interalveolares:

Ltot 4
Lm = ——— ( )
Li
Para esse fim, 7 campos de cada corte foram contados e observados através de uma
grade sobre o parénquima visualizado no monitor. A morfometria geral ndo foi avaliada em

areas bronquicas, mas apenas no parénquima pulmonar (espago aéreo fisioldgico). A area do
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infiltrado inflamatorio foi quantificada pelo software Image ProPlus (Media Cybernetics,
Inc.). As capturas de imagens e a contagem foram realizadas de forma cega.
A densidade celular nos infiltrados inflamatorios (Dii) foi obtida usando os mesmos

campos utilizados para analise estereologica e calculada por:

numero de células no campo x area do infiltrado (5)

Dii = ~
area do campo

3.4 Avaliacdo da expressdo dos niveis de RNAs mensageiros

3.4.1 Reagentes

Para o estudo da expressdo génica: Reagente TRIzol® foi obtido da Invitrogen (EUA),
da Merck (Alemanha) foram obtidos C3HsO (isopropanol), CHCl3 (cloroférmio), CoHsOH
(etanol) e DEPC (deitil pirocarbonato). Entellan proveniente da Merck (Alemanha), o DEPC
(Diethyl pyrocarbonate) foi de Sigma (EUA) e NaCl (cloreto de sddio) foi de Vetec (Brasil).
Proteinase K, Kit TUNEL POD e DNAse 1 foram obtidas da Roche Diagnostics (EUA) e
solucao DAB foi obtida da Sigma Aldrich (Brasil).

3.4.2 Extracio de RNA total

Apoés a eutandsia, as amostras (50 a 100 mg) de tecido do pulmdo direito foram
coletadas e transferidas para tubos flexiveis para microcentrifuga com reagente TRIzol® para
extracao total de RNA por procedimento padrdo. Brevemente, as amostras de tecido foram
trituradas em tubos flexiveis para microcentrifuga com reagente TRIzol® e centrifugadas
(12.000xg, 4°C, 10 minutos). Os sobrenadantes foram transferidos para outros tubos,
cloroférmio foi adicionado, as misturas foram centrifugadas (12000xg, 4°C, 15 minutos), as

fases aquosas foram transferidas para outros tubos e foi adicionado isopropanol. A incubagao
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se deu em temperatura ambiente por 15 minutos. Apds, as amostras foram centrifugadas
(12000xg, 4°C, 10 minutos), os sobrenadantes descartados e o RNA total precipitado foi
lavado com solu¢do de DEPC a 0,1% (em solu¢do aquosa deetanol a 80%) e centrifugada. Os
sobrenadantes foram retirados e o RNA total foi reconstituido em solucdo de DEPC (0,1%) e

armazenado (-80°C).

3.4.3 Sintese de cDNA

A concentracdo de RNA e a pureza foram avaliadas em espectrofotometro através do
calculo da razao das densidade Opticas obtidas nos comprimentos de onda de 260 e 280 nm. A
sintese de DNA complementar (cDNA) foi realizada seguindo protocolo sugerido pelo
fabricante do kit de sintese de cDNA (Promega, EUA). Brevemente, quatro microgramas de
RNA foram transcritos reversamente em cDNA usando transcriptase reversa GoScript ™
(Promega, EUA), em reagao com volume final de 20 pL. A reagdo quantitativa em cadeia da
polimerase em tempo real (RT-qPCR) foi realizada usando 5 pL. de GoTaq RT-qPCR Master
Mix (Promega, EUA) para um volume final de 10 pL contendo 50 ng de cDNA. Para
determinar os niveis relativos de RNAm, as amostras de cDNA foram amplificadas com
primers para Apurinic/Apyrimidinic Endodeoxyribonuclease 1 (APEX]I), 8-oxoguanine DNA
glycosylase-1 (OGGI), excision repair cross-complementing group 1 (ERCCI), excision
repair cross-complementing group 2 (ERCC2), Tumor protein 53 (Tp53), Telomeric factor 2
(TRF2), Cysteine-aspartic-acid-protease 3 (CASP-3), B-Cell lymphoma 2 (BCL-2) e
Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase (GAPDH).

As reacdes, em duplicatas para cada amostra, foram executadas em equipamento App-
Biosystems 7500 RT-qPCR (Applied Biosystems, EUA). A PCR foi inicialmente desnaturada
a 94°C durante 10 minutos, seguida de 40 ciclos de desnaturacdo a 94°C durante 30 s,
reaquecidas a 60°C durante 30 s (exceto OGGI cujo passo de reaquecimento foi de 67°C
durante 30 s) , e um periodo de extensao de 30 s a 72°C. As analises da curva de fusdo foram
realizadas para todos os genes e a especificidade do produto de PCR foi confirmada pela
presenga de um Unico pico.

Os niveis relativos de RNAm foram normalizados pelos niveis relativos de RNAm do

gene de referéncia (GAPDH), usando animais LPA do grupo controle. Os valores das
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duplicatas de Ct foram analisados no Microsoft Excel (Microsoft) usando o método

comparativo Ct (2"22¢T) método (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001).

3.5 Analise da fragmentacio de DNA

Entre os métodos para detectar apoptose em tecidos histologicos, a técnica de TUNEL
(Terminal deoxynucleotidyl transferase biontin-dUTP nick end labeling) esta entre os mais
utilizados. Uma caracteristica importante da apoptose ¢ a degradagdo do DNA apos a ativagado
de endonucleases dependentes de Ca*?/Mg*™2. O método de TUNEL identifica a fragmentacio
do DNA in situ pela ligacao da biotina-dUTP em terminagdes clivadas no DNA, pela agdo da
deoxinucleotideo transferase (TdT). Os pontos de clivagem ligados a biotina sdo detectados
pela reagdo com HRP (horse radish peroxidase) conjugada com estreptavidina e visualizada
por DAB (diaminobenzidina), que confere a cor marrom.

Neste estudo foi utilizado kit TUNEL POD (Roche, Alemanha) seguindo as instrucdes
do fabricante. Apo6s desparafinizacdo por lavagem com xilol e sequencial hidratacdo, as
laminas foram incubadas com solucdo de proteinase K a 20 pg/mL (Roche Diagnostics, EUA)
por 30 minutos a 37 °C e em seguida em solucdo metanolica (metanol puro) e perdxido de
hidrogénio (0,3%) por 30 minutos a temperatura ambiente, para bloqueio da peroxidase
enddgena.

As laminas contendo os cortes foram incubadas com a solugdo de reagdo contendo a
enzima e os nucleotideos TdT e dUTP por 60 minutos. As laminas foram lavadas com PBS,
reveladas com solucdo de DAB (Sigma Aldrich, Brasil) a 0,5 mg/ml e contra coradas com
solucao de verde de metila. Como controle positivo, cortes incubados com DNAse 1 (Roche
Diagnostics, EUA) antes da utilizagdo da solucdo contendo a enzima. Como controles

negativos, cortes ndo incubados com a solug¢do de enzima.

3.6 Analise estatistica

Para realizar as analises estatisticas foi utilizado o software InStat Graphpad (GraphPad

InStat versdao 5.0 para Windows 8, GraphPad Prism Software, San Diego, CA, EUA. A
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normalidade dos dados foi verificada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov, onde os dados
paramétricos foram expressos como média + desvio padrdo e dados ndo paramétricos foram

expressos como mediana (intervalo intercuartil).

3.6.1 Analises morfologicas

A ANOVA de um critério, seguida pelo teste de comparagdo multipla da Bonferroni,
foi utilizada para comparar os dados paramétricos. Para dados ndo paramétricos, o teste
Kruskal-Wallis foi seguido pelo teste de comparacao multipla de Dunn. p<0,05 foi

considerado como menor nivel de significancia.

3.6.2 Analises da expressao de RNAm de genes de reparo do DNA

Foi realizado teste t de Student ndo pareado e teste de Mann Whitney. A ANOVA de
um critério, seguida pelo teste de comparacdo multipla da Bonferroni, foi utilizada para
comparar os dados paramétricos. Para dados ndo paramétricos, o teste Kruskal-Wallis foi
seguido pelo teste de comparagdo multipla de Dunn. p<0,05 foi considerado como menor

nivel de significancia.

3.6.3 Analises da fragmentacdo do DNA

A ANOVA de um critério, seguida pelo teste de comparagdo multipla da Bonferroni,
foi utilizada para comparar os dados paramétricos. p<0,05 foi considerado como menor nivel

de significancia.
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3.6.4 Analises dos niveis de RNAm de genes relacionados a apoptose

Teste Mann Whitney foi realizado para comparar os dados do grupo LPA com o
controle. A ANOVA de um critério, seguida pelo teste de comparac¢dao multipla da Bonferroni,
foi utilizada para comparar os dados paramétricos. Para dados ndo paramétricos, o teste
Kruskal-Wallis foi seguido pelo teste de comparacao multipla de Dunn. p<0,05 foi

considerado como menor nivel de significancia.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Estudo 1: Avaliacdo de efeitos de laser infravermelho de baixa poténcia na
modificacdo da morfologia do tecido pulmonar de ratos Wistar afetados pela LPA

induzida pela administracio de LPS.

4.1.1 Resultados

A Figura 22 sao fotomicrografias representativas de cortes histologicos do parénquima
pulmonar de ratos Wistar afetados pela LPA induzida pela administragdo de LPS (sepse). A
arquitetura pulmonar microscopica foi observada 24 horas apds a indugdo da LPA e/ou pela
ultima exposi¢do ao laser de infravermelho de baixa poténcia (Figura 22). Na Figura 22D
observar-se a modificagdes morfologicas indicativas da LPA, demonstrando que o modelo de
inducdo da LPA com administragdo de LPS foi eficiente. Quando comparado com o grupo
controle (Figura 22A), a parede dos septos interalveolares se encontra espessa, apresentando
redugdo do espago alveolar e intenso infiltrado inflamatério com células polimorfonucleares
(PMN).

No entanto, a exposicdo ao laser infravermelho de baixa poténcia em ambas as
fluéncias utilizadas (Figuras 22E e 22F) reduziram o espessamento do septo interalveolar nos
pulmdes com inducao da LPA pelo LPS, aumentando o espaco alveolar. Ainda apresentam
infiltrados inflamatorios quando comparados ao grupo LPA (Figura 22D). Nao foram
observadas alteracdes significativas em animais expostos apenas ao laser infravermelho de

baixa poténcia quando comparados com o grupo controle (Figuras 22B e 22C).
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Figura 22 — Fotomicrografias representativas do parénquima pulmonar de ratos Wistar apos a

inducdo da LPA por administra¢dao de LPS

Legenda: A) Controle; B) laser 10J/cm?; C) E) LPA e laser 10J/cm?; (F) LPA ¢ laser
20J/cm? group. Barra = 200 um. A seta indica infiltrados inflamatorios. LPA: lesdo pulmonar aguda,

LPS: lipopolissacarideo.
Fonte: O autor, 2020.

A area do infiltrado inflamatorio (em pm?) presente na parede do septo interalveolar
apds LPA induzida por LPS e exposi¢do ao laser infravermelho de baixa poténcia ¢
visualizada na fotomicrografia da Figura 23, enfatizando a espessura do septo interalveolar

nas condi¢des de LPA e ap0ds exposicdo ao laser nas duas fluéncias utilizadas.

Figura 23 — Fotomicrografias representativas do parénquima pulmonar de ratos Wistar apos a

inducdo da LPA por administra¢do de LPS

I ETS

Legenda: Pode-se observar processo inflamatorio para todos os grupos. A LPA, B LPA + laser 10J/cm?, C LPA
+ laser 20J/cm?. * indicam células polimorfonucleares (PMN) nos septos interalveolares. Para todas
as imagens bar = 20pm

Fonte: O autor, 2020.
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Os resultados obtidos na Figura 24 indicaram aumento significativo (p<0,001) da area
de infiltrado inflamatdrio no grupo LPA quando comparado com o grupo controle. Os animais
expostos ao laser infravermelho de baixa poténcia, em ambas as fluéncias, apresentaram
redugdo significativa (p<0,001) da area de infiltrado inflamatorio quando comparados com o

grupo LPA nio irradiado.

Figura 24 — A area do infiltrado inflamatorio (em pm?) na parede do septo interalveolar de
ratos Wistar ap6s a indugcdo da LPA por administragdo de LPS, seguida de

exposicdo ao laser infravermelho (808 nm) de baixa poténcia
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g 30000+ -
(3] dkk
9 20000-
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190007 = = é
0 I I I I I I
0 10 20 0 10 20
Fluéncia (Jcm?) Fluéncia (J/lcm?)
Normal Lesdo Pulmonar
Aguda

Legenda: Grupos: Normal: 0 (controle), 10 (laser 10 J/cm?), 20 (laser 20 J/cm?); Lesdo pulmonar aguda: 0 (lesdo
pulmonar aguda), 10 (lesdo pulmonar aguda e /aser 10 J/cm?), 20 (lesdo pulmonar aguda e laser 20
J/em?). () quando comparado com o controle grupo e (*) quando comparado com o grupo LPA. (1)
p<0,001 e (***) p<0,001.

Fonte: O autor, 2020.

Na Figura 25 estdo apresentados dados da densidade celular dos infiltrados
inflamatorios presentes na parede do septo interalveolar apds a LPA induzida pelo LPS e a
exposicao ao laser infravermelho de baixa poténcia. Estes dados sugerem que houve aumento
significativo (p<0,001) da densidade celular no grupo LPA quando comparado com o grupo
controle e, ap6s a exposicao ao laser infravermelho de baixa poténcia na fluéncia de 10J/cm?,
houve reducdo significativa (p<0,01) de densidade celular de infiltrado inflamatério quando

comparado com o grupo LPA ndo exposto.
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Figura 25 — Numero de células no infiltrado inflamatdrio na parede de septos interalveolares
de ratos Wistar apds a indugdo da LPA por administragdo de LPS, seguida de

exposicao ao laser infravermelho (808 nm) de baixa poténcia
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Legenda: Grupos: Normal: 0 (controle), 10 (laser 10 J/cm?), 20 (laser 20 J/cm?); Lesdo pulmonar aguda: 0 (lesdo
pulmonar aguda), 10 (lesdo pulmonar aguda e /aser 10 J/cm?), 20 (lesdo pulmonar aguda e laser 20
J/em?). () quando comparado com o controle grupo e (*) quando comparado com o grupo LPA. (1)
p<0,001 e (***) p<0,001.

Fonte: O autor, 2020.

As alteragdes morfoldgicas induzidas pelo LPS no tecido pulmonar foram
quantificadas por morfometria utilizando um sistema de teste de arcos cicldides de 32 pontos
no Stepanizer 1.6. Os resultados apresentados na Figura 26 sugerem aumento significativo
(p<0,001) na densidade volumétrica do tecido da parede do septo interalveolar no grupo LPA
quando comparado ao grupo controle. No entanto, apos indugdo da LPA e exposicao ao laser
infravermelho de baixa poténcia em ambas as fluéncias (10 e 20J/cm?), houve reducgdo
significativa (p<0,001) na densidade volumétrica do tecido intertalveolar da parede septal
quando comparada ao grupo LPA ndo exposto ao /aser. Por outro lado, a densidade do tecido
da parede do septo interalveolar foi semelhante (p>0,05) em ambos os grupos, controle e

grupo LPA exposto ao laser.
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Figura 26 — Densidade volumétrica da parede do septo interalveolar de ratos Wistar em
relagdo ao parénquima pulmonar ap6s administragdo de LPS e exposi¢do ao

laser infravermelho (808 nm) de baixa poténcia
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Legenda: Grupos: Normal: 0 (controle), 10 (10 J/cm?), 20 (20 J/cm?); Lesdo pulmonar aguda: 0 (lesdo pulmonar
aguda), 10 (lesdo pulmonar aguda e 10 J/cm?), 20 (lesdo pulmonar aguda e 20 J/cm?). (1) quando
comparado com o grupo de controle e (*) quando comparado com o grupo LPA. (F11) p<0,001 e
(***) p<0,001.

Fonte: O autor, 2020.

A densidade de volume do espago alveolar apresentou redugao significativa (p<0,001)
no grupo LPA quando comparado ao grupo controle (Figura 27). Foi possivel verificar
aumento significativo (p<0,001) deste parametro no grupo LPA exposto ao laser
infravermelho de baixa poténcia nas fluéncias de 10 e 20J/cm? quando comparado ao grupo

LPA nio exposto.
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Figura 27 — Densidade volumétrica do espago aéreo alveolar de ratos Wistar em relagdo ao
parénquima pulmonar apds administragdo de LPS e exposicdo ao laser

infravermelho (808 nm) de baixa poténcia
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Legenda: Grupos: Normal: 0 (controle), 10 (10 J/ecm?), 20 (20 J/cm?); Lesdo pulmonar aguda: 0 (lesdo pulmonar
aguda), 10 (les@o pulmonar aguda e 10 J/cm?), 20 (lesdo pulmonar aguda e 20 J/cm?). () quando
comparado com o grupo de controle e (*) quando comparado com o grupo LPA. (F11) p<0,001 e
(***) p<0,001.

Fonte: O autor, 2020.

Os resultados na Figura 28 sugerem aumento significativo (p<0,001) da densidade da
superficie alveolar no grupo LPA quando comparado ao grupo controle. Houve reducgdo
significativa (p<0,001) da densidade da superficie alveolar apds a inducdo da LPA e a
exposicao ao laser infravermelho de baixa poténcia na fluéncia de 10J/cm? quando comparado
ao grupo LPA ndo exposto, enquanto nao houve diferenca estatistica da densidade da
superficie alveolar quanto induzida de LPA e exposicdo ao laser infravermelho de baixa

poténcia na fluéncia de 20J/cm?.
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Figura 28 — Densidade superficial do alvéolo em relagdo ao parénquima pulmonar de ratos

Wistar ap6s administragdo de LPS e exposi¢cdo ao laser infravermelho (808 nm)

de baixa poténcia
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Legenda: Grupos: Normal: 0 (controle), 10 (10 J/cm?), 20 (20 J/cm?); Lesdo pulmonar aguda: 0 (lesdo pulmonar

Fonte:

aguda), 10 (les@o pulmonar aguda e 10 J/cm?), 20 (lesdo pulmonar aguda e 20 J/cm?). () quando
comparado com o grupo de controle e (*) quando comparado com o grupo LPA. (1) p<0,01 e (*)
p<0,05.

O autor, 2020.

Os resultados de comprimento médio das intercepgdes lineares do espago aéreo

(diametro alveolar) sdo apresentados na Figura 29. E possivel verificar reducio significativa

(p<0,001) do comprimento médio das intercepcdes lineares no grupo LPA quando comparado

ao grupo controle. Além disso, houve aumento significativo (p<0,001) no diametro alveolar

no grupo exposto ao laser infravermelho de baixa poténcia na fluéncia de 10J/cm? apds a

inducdo da LPA quando comparado ao grupo LPA nao exposto.
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Figura 29 — Comprimento médio de intercepcdo linear nos espagos aéreos do parénquima
pulmonar de ratos Wistar apds administracdo de LPS e exposi¢do ao laser

infravermelho (808 nm) de baixa poténcia
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Legenda: Grupos: Normal: 0 (controle), 10 (10J/cm?), 20 (20J/cm?); Lesao pulmonar aguda: 0 (lesdo pulmonar
aguda), 10 (lesdo pulmonar aguda e 10J/cm?), 20 (lesdo pulmonar aguda e 20J/cm?). () quando
comparado com o grupo de controle e (*) quando comparado com o grupo LPA. (1) p<0,01 e (*)
p<0,05.

Fonte: O autor, 2020.

4.1.2 Discussio

Os efeitos fotobioestimuladores dos lasers de baixa poténcia foram observados em
diferentes células, tecidos e 6rgaos, como fibroblastos (HAWKINS; ABRAHAMSE, 2006;
CHEN et al., 2011; MARTIGNANO et al., 2015), osteoblastos (MIGLIARIO et al., 2014),
mioblastos (MESQUITA-FERRARI et al., 2015; TRAJANO et al., 2016b), células epiteliais
(EDUARDO et al., 2007), pele queimada (TRAJANO et al., 2014; TRAJANO et al., 2015),
tecido muscular (ASSIS et al., 2013) e cérebro (TIAN et al., 2016).

Estudos recentes demonstram que um feixe de /aser infravermelho de baixa poténcia,
ao longo de sua trajetdria, gera um volume longo e estreito de radiagdo coerente que € capaz
de penetrar profundamente nos tecidos bioldgicos (KARU, 2003; HUDSON et al., 2013;
HENDERSEN; MORRIES, 2015).
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Byrnes et al. (2005) reforcam que a radiagdo infravermelha proxima, na faixa de 770-
850 nm, penetra mais profundamente através de tecidos de ratos do que a luz vermelha. Dados
experimentais mostram que a penetragdo em qualquer tecido biologico, quando aplicado
percutaneamente, atinge entre 2 € 5 cm, dependendo das camadas e do estado metabodlico do
tecido (JOENSEN et al., 2012; GIACOMO et al., 2013).

O dano alveolar difuso causado pela LPA ¢ dividido em fase exsudativa e fase
fibroproliferativa. Na fase exsudativa ocorrem edema intersticial e intralveolar, hemorragia
intralveolar e acumulagao de neutréfilos (MUHLFELD; OCHS, 2013). Em ratos, a LPA
induzida por LPS, causa aumento significativo dos niveis de citocinas pro-inflamatorias,
como TNF-a, IL-1B e IL-6 (HU et al., 2017). Além disso, a administragdo de LPS causa
hemorragia alveolar, infiltragdo de leucécitos e edema intersticial pulmonar (TANAKA et al.,
2017), como mostrado nas Figuras 22 e 23, que evidencia infiltrado inflamatorio e
espessamento do septo interalveolar.

A andlise morfologica mostra efeitos anti-inflamatorios do /aser infravermelho de
baixa poténcia, diminuindo a area inflamatéria ¢ a densidade de células PMN em animais
LPA, como observado nas Figuras 24 e 25. De fato, esses resultados concordam com os de
Oliveira et al. (2014), que observaram diminui¢do dos niveis de TNF-q, IL-6 ¢ IL-18 em
animais afetados pela sindrome do desconforto respiratério agudo pulmonar e extrapulmonar
induzida pelo LPS. Além disso, outros modelos inflamatorios mostraram alteragdes
morfologicas semelhantes apos a exposi¢ao ao laser infravermelho de baixa poténcia, com
redugdo do namero de células PMN e resolugdo inflamatoria (DOS ANJOS et al., 2017).

Os resultados de nossa pesquisa mostram reducdo da densidade volumétrica de septos
alveolares e aumento da densidade volumétrica do espago aéreo alveolar em ambos os grupos
LPA expostos as fluéncias de 10 e 20J/cm? em comparagdo com o grupo LPA ndo exposto ao
laser. Embora a exposi¢ao ao laser infravermelho de baixa poténcia pareca nao acabar com o
processo inflamatdrio causado pelo LPA (Figuras 26 e 27), sua agdo reduz significativamente
o processo inflamatorio.

O aumento da densidade superficial e a redugdo do diametro alveolar no grupo LPA
(Figuras 28 e 29) sao indicativos que ha aumento da espessura do septo interalveolar causada
pelo edema. Embora a redugdo da densidade superficial e o aumento do diametro alveolar
tenham ocorrido apenas no grupo exposto ao /aser na fluéncia de 10J/cm?, também este efeito

ocorreu no grupo LPA exposto ao laser na fluéncia de 20J/cm?.
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Esses resultados confirmam os dados de densidade de volume que sugerem que a
exposi¢ao ao laser infravermelho de baixa poténcia tem acdo benéfica no tecido pulmonar,
reduzindo o processo inflamatorio em animais afetados pela LPA.

A melhora significativa nos animais afetados pela LPA expostos ao laser de baixa
poténcia pode ser atribuida a a¢do da radiagdo no processo inflamatorio. Peron and Coworkers
(2015) observaram reducao dos niveis de TNF-a, IL-6 e IL-1 em ratos C57BL-6 com DPOC
expostos a /aser de baixa poténcia. Lima et al. (2011) observaram reducdo do nivel de TNF-a
e neutrofilos em animais afetados por inflamagdo pulmonar aguda apds exposi¢cdo a laser
vermelho de baixa poténcia (660nm). Os animais afetados pela inflamacao pulmonar causada
por inalagdo de formaldeido apresentaram reducdo do processo inflamatério (TNF, IL-6,
mondcitos e neutrofilos) apds a exposi¢ao a laser vermelho de baixa poténcia (MIRANDA
DA SILVA etal., 2015).

O tecido pulmonar de animais afetados pela LPA em resposta a sepse induzida pela
administragio de LPS mostra uma melhora significativa apds a exposicdo ao laser
infravermelho de baixa poténcia. Assim, a terapia com /laser de baixa poténcia pode ser

considerada uma terapia alternativa para tratamento da inflamag¢ao pulmonar aguda.

4.2 Estudo 2: Avaliagdo de efeitos do /aser infravermelho de baixa poténcia na alteracio
dos niveis relativos de RNA mensageiro de genes de reparo do DNA no tecido

pulmonar de ratos Wistar afetados pela LPA induzida pela administracio de LPS

4.2.1 Resultados

Os resultados apresentados na Figura 30 representam valores de niveis relativos de
RNAm de OGGI, APEXI, ERCC2 e ERCCI no tecido pulmonar de ratos Wistar apds

indugdo da lesao pulmonar aguda (LPA) por administracao de LPS.
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Figura 30 — Niveis relativos de RNAm de genes de reparo do DNA no tecido pulmonar de
ratos Wistar apds inducdo da LPA por administracdo de LPS

A) 1.5+ B) 154

b § —_—
= 1.0 —. = 1.0

& &

[ g

-2 FhHk -2

2 054 E 054

Z b

0.0 r 0.0 T
Controle LPA Controle

C) 1.5- D) 15+

8 g —
= 1.0 = 1.0

E E *hk
[-1] *¥ [-1]

e -

® @

£ 0.5 € 05-

2 4

0.0 . 0.0 T
Controle LPA Controle LPA

Legenda: Mecanismo de reparo por excisdo de base: (A) OGG1 e (B) APEX1; Mecanismo de reparo por excisao
de nucleotideo: (C) ERCC2 e (D) ERCC1. GAPDH foi usado como gene padrao para a normalizagao.
(*) p<0,05;(**) p<0.01 e(***) p<0.001 quando compara-se o grupo LPA com o grupo controle. LPA:
lesdo pulmonar aguda, LPS: lipopolissacarideo.

Fonte: O autor, 2020.

Os resultados apresentados na Figura 30A indicam redugdo significativa (p<<0,001) dos
niveis relativos de RNAm de OGGI no tecido pulmonar de ratos Wistar apo6s a indugdo da
LPA pela administracdo de LPS quando comparado ao grupo controle. Contrario aos niveis
relativos do RNAm de OGGI, os niveis relativos de RNAm de APEXI nao apresentou
alteracao significativa (p>0,05) no tecido pulmonar de ratos Wistar apos indugdo da LPA
quando comparado com o grupo controle (Figura 30B).

Os resultados apresentados na Figura 30C indicam redugao significativa (p<0,01) dos
niveis relativos do RNAm de ERCC?2 no tecido pulmonar de ratos apds indu¢do LPA quando
comparado ao grupo controle, e os dados apresentados na Figura 30D indicam que os niveis
relativos de RNAm de ERCC1 apresentou redugdo significativa (p<<0,001) quando comparado
ao grupo controle.

Os resultados apresentados na Figura 31 sugere os niveis relativos de RNAm de
OGG1 no tecido pulmonar apds indugao da LPA e exposi¢do a laser infravermelho (808nm)

de baixa poténcia em diferentes fluéncias (10 e 20 J/cm?).
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Figura 31 — Niveis relativos de RNAm de OGGI no tecido pulmonar de ratos Wistar apos

administracdo de LPS e exposi¢dao ao laser infravermelho (808 nm) de baixa
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Legenda: Grupos: Normal: 0 (controle), 10 (laser 10J/cm?, 2J e 2 segundos por ponto), 20 (laser 20J/cm?, 5J e 5
segundos por ponto); Lesdo pulmonar aguda: 0 (LPA), 10 (LPA e laser 10J/cm?), 20 (LPA ¢ laser
20J/cm?). GAPDH foi usado como gene padrdo para a normalizagdo e grupo LPA foi usado como
segundo normalizador (AACt). (*)quando comparado com o grupo LPA. (**) p<0.01 and (***)
p<0.001. LPA: lesdo pulmonar aguda, LPS: lipopolissacarideo.

Fonte: O autor, 2020.

Os resultados apresentados nesta figura indicam que ndo houve alteragdo significativa
(p>0,05) dos niveis de RNAm de OGGI no tecido pulmonar de ratos Wistar normais expostos
ao laser infravermelho quando comparados com o grupo controle. No entanto, uma
diminui¢do significativa (p<0,001 e p<0,01) foi observada no tecido pulmonar de ratos Wistar
ap6s inducao da LPA e exposicdo ao laser infravermelho nas fluéncias 10 e 20 J/cm?
(p<0,001 e p<0,01, respectivamente), quando comparado ao grupo LPA ndo exposto.

Os niveis relativos do RNAm APEX] foram avaliados para confirmar os efeitos do
laser infravermelho (808nm) de baixa poténcia nos niveis de RNAm de genes relacionados
com a via de reparo por excisdo de bases (Figura 32).

Semelhante ao obtido para os niveis relativos de RNA de OGG, a exposi¢do ao laser
infravermelho de baixa poténcia ndo alterou significativamente (p>0,05) os niveis relativos de
RNAm de APEXI no tecido pulmonar de ratos Wistar normais expostos ao laser

infravermelho quando comparados ao grupo controle.
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Figura 32 — Niveis relativos de RNAm de APEXI no tecido pulmonar de ratos Wistar apos
administracdo de LPS e exposi¢dao ao laser infravermelho (808 nm) de baixa

poténcia

-
[4)]
1

L1

X

Niveis relativos
o
[

o
T

0.0 T T T -
0 10 20 0 10 20
Fluéncia (J/cn?) Fluéncia (Jcm?)
Normal Lesdo pulmonar
aguda

Legenda: Grupos: Normal: 0 (controle), 10 (laser 10J/cm?, 2J e 2 segundos por ponto), 20 (laser 20J/cm?, 5J e 5
segundos por ponto); Lesdo pulmonar aguda: 0 (LPA), 10 (LPA e laser 10J/cm?), 20 (LPA e laser
20J/cm?). GAPDH foi usado como gene padrdo para a normalizacdo e grupo LPA foi usado como
segundo normalizador (AACt). (*)quando comparado com o grupo LPA. (*) p<0.05. LPA: lesdo
pulmonar aguda, LPS: lipopolissacarideo.

Fonte: O autor, 2020.

Além disso, ndo houve diferenca significativa (p>0,05) nos niveis relativos de RNAm
de APEXI no tecido pulmonar de ratos Wistar apds indugdo da LPA e exposi¢do ao laser
infravermelho na menor fluéncia utilizada (10J/cm?). No entanto, foi observada redugdo
significativa (p<0,05) dos niveis relativos de RNAm de APEXI no tecido pulmonar de ratos
Wistar apos inducao da LPA e exposicao ao /aser infravermelho na maior fluéncia (20J/cm?)
quando comparado com o grupo LPA nao exposto ao laser infravermelho.

Ap6s verificar os niveis relativos de RNAm de genes relacionados a via de reparo por
excisdo de bases (OGGI e APEXI), e observar alteracdes no tecido pulmonar ap6s inducao da
LPA e exposicao ao laser infravermelho de baixa poténcia, foram avaliados os niveis
relativos do RNAm dos genes de reparo por excisdo de nucleotideos (ERRC2 e ERCC1).

Os resultados apresentados na Figura 33 mostram valores dos niveis relativos do
RNAm de ERCC?2 no tecido pulmonar de ratos Wistar apds indugdo da LPA e exposicdo a

laser infravermelho de baixa poténcia em diferentes fluéncias (10 e 20J/cm?).
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Figura 33 — Niveis relativos do RNAm de ERCC?2 no tecido pulmonar de ratos Wistar apos

administracdo de LPS e exposi¢dao ao laser infravermelho (808 nm) de baixa
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Legenda: Grupos: Normal: 0 (controle), 10 (laser 10J/cm?, 2J e 2 segundos por ponto), 20 (laser 20J/cm?, 5J e 5
segundos por ponto); Lesdo pulmonar aguda: 0 (LPA), 10 (LPA e laser 10J/cm?), 20 (LPA e laser
20J/cm?). GAPDH foi usado como gene padrdo para a normalizagdo e grupo LPA foi usado como
segundo normalizador (AACt). (1) quando comparado com o grupo controle e (*) quando comparado
com o grupo LPA. () p<0.05 e (¥***) p<0.001. LPA: les@o pulmonar aguda, LPS: lipopolissacarideo.

Fonte: O autor, 2020.

Os dados indicam aumento significativo dos niveis de RNAm no tecido pulmonar de
ratos Wistar normais expostos ao laser infravermelho nas fluéncias de 10 e 20J/cm? (p<0,01 e
p<0,05, respectivamente) quando comparados com o grupo controle. No entanto, nenhuma
alteracdo significativa (p>0,05) nos niveis de RNAm de ERCC2 no tecido pulmonar de
animais ap6s inducao da LPA e exposi¢do ao laser infravermelho de baixa poténcia quando
comparado com o grupo LPA ndo exposto ao laser infravermelho.

Os niveis relativos de RNAm de ERCCI foram avaliados para confirmar a alteragao
dos niveis relativos de RNAm dos genes de reparo por excisao de nucleotideos (Figura 34).

Semelhante a0 RNAm de ERCC2, a exposi¢do ao laser infravermelho de baixa
poténcia aumentou significativamente (p<0,05) os niveis relativos d¢ RNAm de ERCCI no
tecido pulmonar de ratos Wistar normais expostos ao /aser infravermelho na maior fluéncia

(20J/cm?) quando comparados ao grupo controle.
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Figura 34 — Niveis relativos do RNAm de ERCCI no tecido pulmonar de ratos Wistar apos
administracdo de LPS e exposi¢dao ao laser infravermelho (808 nm) de baixa
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Legenda: Grupos: Normal: 0 (controle), 10 (laser 10J/cm?, 2J e 2 segundos por ponto), 20 (laser 20J/cm?, 5J e 5
segundos por ponto); Lesdo pulmonar aguda: 0 (LPA), 10 (LPA e laser 10J/cm?), 20 (LPA e laser
20J/cm?). GAPDH foi usado como gene padrdo para a normalizagdo e grupo LPA foi usado como
segundo normalizador (AACt). () quando comparado com o grupo controle. (1) p<0.05 and (ft)
p<0.01. LPA: lesdo pulmonar aguda, LPS: lipopolissacarideo.

Fonte: O autor, 2020.

Nao houve alteragdes significativas (p>0,05) nos niveis relativos d¢ RNAm de ERCC1
no tecido pulmonar de ratos Wistar apds indug¢do da LPA e exposi¢do ao laser infravermelho
de baixa poténcia na maior fluéncia, porém, houve aumento significativo (p<0,001) nos niveis
relativos de RNAm de ERCCI no tecido pulmonar de ratos Wistar ap6s indugcdo da LPA e
seguido da exposi¢do ao laser infravermelho na menor fluéncia (10J/cm?) quando comparado

com o grupo LPA ndo exposto ao laser infravermelho de baixa poténcia.

4.2.2 Discussio

Na LPA induzida pelo LPS, ha dano alveolar difuso com diminui¢do das vias aéreas

acompanhado de espessamento da parede dos septos interalveolares, com progressdo para a
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fibrose (BUTT et al., 2016) como foi verificado no estudo anterior (Figura 28D). Estudos com
pacientes em condi¢des de sepse mostram uma relagdo entre espécies reativas de oxigénio,
redugdo da capacidade antioxidante e acimulo de marcadores de estresse oxidativo (GOODE
et al.,, 1995; BORELLI et al., 1996; GUERREIRO et al., 2010) no processo inflamatdrio
estabelecido em pulmdes lesionados, com ativagdo de neutrdfilos causando lesdes
microvasculares por liberacdo de proteases e producdo de espécies reativas de oxigé€nio
(COWLEY et al.,, 1996; FEIN; CALALANG-COLLUCI, 2000; HOESEL et al., 2005;
NARASARAIJU etal., 2011).

Alguns estudos sugerem que o aumento do estresse oxidativo supera as defesas
antioxidantes, causando danos em moléculas intracelulares (STRIETER et al., 1990;
CZAIKOSKI, 2016). Danos na molécula de DNA podem ser causados pelo aumento da
producdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, uma consequéncia da sepse na lesao
pulmonar aguda. Nossos dados sugerem alteragdes nos niveis de RNAm de genes
relacionados ao reparo por excisdo de bases e de nucleotideos.

OGG]1 (8-oxoguanina DNA glycosylase) ¢ uma enzima com atividade de liase para a
clivagem da cadeia de DNA, responsavel pela excisdao da 8-oxoguanina, um subproduto
mutagénico que ocorre como resultado da exposicdo ao oxigénio reativo (BOITEUX et al.,
2017).

Nossos dados mostram diminui¢ao dos niveis relativos d¢ RNAm de OGG/ no tecido
pulmonar de ratos Wistar ap6s inducao da LPA (Figura 30A). Foi relatado que a enzima
OGG]1 protege contra a lesio no DNA mitocondrial induzido por oxidantes e a apoptose nas
células endoteliais da artéria pulmonar (RUCHLO et al., 2011), bem como protege contra
lesdes pulmonares induzidas por ventilagdo mecanica em camundongos saudaveis
(HASHIZUME et al., 2013).

Diferente daqueles obtidos para OGGI, ndo ha alteracao significativa nos niveis de
RNAm de APEX] no tecido pulmonar de ratos apoés LPA induzida (Figura 30B).

APEX 1 inicia o reparo de sitios apurinicos/apirimidinicos no DNA catalisando a
incisdo hidrolitica no esqueleto fosfodiéster imediatamente adjacente a lesdao, gerando uma
quebra de fita, expondo a extremidade 5° fosfato e a extremidades 3-hidroxil para inser¢ao de
um novo nucleotideo pela DNA polimerase (HAZRA et al., 2007).

O estresse oxidativo desempenha um papel fundamental na patogénese da sepse € isso
esta associado a reducao da sobrevivéncia do paciente (QUOILIN et al., 2014). De fato, o
reparo por excisao de bases ¢ uma via de reparo do DNA importante que atua sobre lesdes

oxidativas causadas pelo ataque ao DNA por radicais livres (KLUNGLAND; BJELLAND,
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2007). Curiosamente, os niveis relativos de RNAm dos genes OGGI e APEXI nao
aumentaram no tecido pulmonar afetado pela sepse, apesar da LPA induzida por sepse
aumentar o estresse oxidativo no tecido pulmonar (MATUTE-BELLO, FREVERT;
MARTIN, 2008). Isso pode estar relacionado ao fato de que, nos pulmdes em condigdes de
sepse, hd hipdxia com consequente reducdo da pressdo parcial de oxigénio e reducdo da
produgdo de espécies reativas de oxigénio. O estresse oxidativo relatado na doenca pulmonar
aguda pode ser manifestado em células de defesa, uma vez que o material coletado
apresentava mais c€lulas pulmonares do que células de defesa, esse fato poderia explicar tais
resultados.

Essa reducdo, ou a ndo alteracdo, pode ser associada a atividade enzimadtica, uma vez
que a capacidade de reparo fisiolégico do DNA estd relacionada aos niveis de proteinas
envolvidas neste processo, que sdo controlados por niveis de transcricdo (niveis de RNAm)
(CHENG et al., 2000). Portanto, os niveis basais de transcri¢do do gene de reparo do DNA
estdo relacionados a capacidade das células de reparar o DNA quando estimuladas por agentes
endogenos e exogenos (CHENG et al., 2000). De fato, a diminui¢do da capacidade de reparo
das lesdes oxidativas aumenta o nimero de lesdes no DNA e na resposta inflamatéria
(HOLMES et al., 2003).

A reduc¢do da capacidade enzimatica das proteinas atuantes nos mecanismos de reparo
pode ocorrer uma vez que os polimorfismos em algum gene de reparo do DNA no tecido
pulmonar afetado pela LPA foram relatados (HOLMES et al., 2003; DELONGUI et al., 2011;
ZHANG et al., 2014). No entanto, polimorfismos em genes de reparo de DNA,
especificamente OGGI e APEXI em condicdes de lesdo pulmonar agudas, ainda nao foram
relatados.

ERCC?2 (exsicion repair cross-complementation group 2) ¢ ERRCI1 (excision repair
cross-complementation group 1) atuam na via de reparo por excisdo de nucleotideos (REN).
O REN atua sobre lesoes oxidativas ndo especificas, enquanto o reparo por excisdo de bases
(REB) atua em lesdes especificas causadas por reagdes de moléculas de DNA com agentes
oxidativos, como os radicais livres (SLUPPHAUG et al., 2003).

ERCCI e ERCC(C? estao envolvidas no reparo de lesdes oxidativas e adutos volumosos,
que devem ser removidas da molécula de DNA por mecanismos de reparo para preservar a
estabilidade do DNA (COSTA et al., 2003). O produto do gene ERCC! forma um complexo
heterodimero com a proteina XPF (MITCHEL et al., 2003) e realiza a incisao 5' na cadeia de
DNA no sitio da lesdo do DNA apos a realizagdo de todos os outros passos da excisdao

(SANCAR; REARDON, 2004; FONSECA et al., 2013).
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Os resultados apresentados na Figura 30C e 30D sugerem redugdo significativa dos
niveis de RNAm de ERCC2 e ERCCI no tecido pulmonar apos a indu¢do da LPA por sepse.
A reducao dos niveis de RNAm de genes do REN no tecido pulmonar pode estar relacionada
a acdo nao especifica sobre lesdes de DNA oxidativo. Uma vez que as alteracdes nos niveis de
RNAm dos genes de reparo por excisdo de base e de nucleotideos foram verificadas em ratos
afetados pela sepse pelo LPA, os niveis de RNAm desses genes de reparo de DNA foram
avaliados apos exposi¢do do tecido pulmonar desses animais ao laser de infravermelho de
baixa poténcia, bem como a exposi¢ao do tecido pulmonar de animais normais (ndo afetados
pela LPA).

Apesar da exposi¢dao ao laser infravermelho ndo modificar os niveis de RNAm no
tecido pulmonar de ratos normais, os niveis relativos de RNAm de OGG/ diminuem no
tecido pulmonar de ratos afetados pela LPA induzida por sepse apds exposicao ao laser
infravermelho (Figura 31). Esses resultados sugerem que os efeitos induzidos pelo laser nos
niveis de RNAm de OGG/ dependem das condicdes do tecido.

Por outro lado, foi demonstrado que os niveis relativos de RNAm de OGGI aumentam
apés a exposicao ao laser infravermelho (830nm, 10J/cm?) no tecido muscular de ratos
normais (FONSECA et al.,, 2010) e nas culturas de mioblastos expostos ao laser
infravermelho (808nm, 10J/cm?) sob condigdes normais ¢ em condigdo de estresse nutricional
(TRAJANO et al., 2016).

De forma semelhante aos niveis de RNAm de OGG1, os niveis relativos de RNAm de
APEXI nao sdo alterados no tecido pulmonar de animais normais, contudo no tecido
pulmonar afetado pela LPA, os niveis de RNAm de APEX] sdo reduzidos apos a exposi¢do ao
laser infravermelho de baixa poténcia na fluéncia mais elevada (20J/cm?). Os estudos
mostraram que os niveis de RNAm de APEX] aumentam no tecido muscular normal depois
de serem expostos ao laser infravermelho (830nm, 1 e 5J/cm?), mas numa fluéncia maior
(10J/cm?) h4 uma redugdo dos niveis relativos do RNAm de APEXI na pele normal exposta a
este laser (FONSECA e tal, 2010). Além disso, a exposi¢ao ao laser infravermelho (808nm,
10, 35 e 70 J/cm?) aumenta os niveis relativos de RNAm de APEX] em culturas de mioblastos
sob condi¢des normais e de estresse nutricional (TRAJANO et al., 2016).

Ap6s a avaliagdo dos niveis de RNAm de genes do REB (OGGI e APEX]I), os efeitos
da fotobiomodulagdo nos niveis d¢ RNAm de genes do REN foram avaliados para verificar a
acdo de uma via de reparo de DNA nao especifica para lesdes oxidativas no tecido pulmonar
normal e afetado pela LPA. Diferente dos genes de reparo por excisdo de bases, os niveis de

RNAm de ERCC2 aumentam no tecido pulmonar de ratos normais apos a exposi¢ao ao laser
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infravermelho, mas ndo no tecido pulmonar afetado pela LPA. Os resultados dos animais
normais discordam de resultados anteriores obtidos na pele exposta ao laser infravermelho
(808nm, 25, 50 e 100J/cm?), mas eles concordam com outros resultados obtidos em tecido
muscular apos a exposi¢ao ao mesmo /aser na fluéncia de 50J/cm? (SERGIO et al., 2016).

Os niveis de RNAm de ERCC/ foram avaliados para confirmar aqueles obtidos para
niveis de RNAm ERCC2. De fato, ha aumento nos niveis de RNAm de ERCCI no tecido
pulmonar, tanto nos animais normais quando nos afetados pela LPA. O estudo mostra que ha
redu¢do nos niveis de RNAm de ERCCI na pele apds a exposicao ao laser infravermelho
(808nm, 25, 50 e 100J/cm?). Entretanto, ha aumento na expressao relativa no tecido muscular
quando exposto ao /aser nas mesmas condi¢cdes (SERGIO et al., 2016).

Além disso, em culturas de mioblastos em condi¢des normais e de estresse nutricional,
a exposi¢ao ao laser infravermelho (808nm; 10, 35 e 70J/cm?) aumenta os niveis de RNAm
de ERCCI e ocorre o mesmo para os niveis de RNAm de XPC na fluéncia de 35J/cm?
(TRAJANO et al., 2016b).

Em conjunto, as semelhangas e discrepancias dos niveis de RNAm dos genes
relacionados ao reparo do DNA podem ser explicadas devido aos diferentes cromoforos ou a
concentragdo de cromoéforos em cada tecido. Também, pelo fato de que o feixe laser para
chegar ao tecido pulmonar pode sofrer absor¢do ou dispersdo nos tecidos anteriores como o

tecido muscular (KARU, 1986; CHUNG ; MARWICK, 2010).
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4.3 Estudo 3: Avaliacdo da fragmentacdo do DNA e da expressio de genes anti e pro-
apoptoticos apds exposicdo ao laser infravermelho de baixa poténcia do tecido

pulmonar de ratos Wistar afetados pela LPA induzida pela administracio de LPS

4.3.1 Resultados

A Figura 35 apresenta os niveis relativos de RNAm dos genes de Caspase 3 e Bcl-2 no
tecido pulmonar de ratos Wistar ap6s inducdo da LPA pela administracdo de LPS. Os dados
apresentados na Figura 35A sugerem aumento significativo (p<0,001) dos niveis relativos do
RNAm de Caspase 3 no tecido pulmonar de ratos apds a indu¢do da LPA quando
normalizado e comparado ao grupo controle. Complementar a estes, os resultados
apresentados na Figura 35B sugerem redug¢do significativa (p<0,001) do RNAm de Bc/-2 no
tecido pulmonar de ratos apos indugdo da LPA quando normalizado e comparado ao grupo

controle.

Figura 35 — Niveis relativos do RNAm de Caspase 3 ¢ Bcl-2 no tecido pulmonar de ratos

Wistar ap6s administragdo de LPS
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Legenda: (A) e (B) os niveis relativos de RNAm da Caspase 3 e Bcl-2, respectivamente, de induzidos pelo
normal e por LPA. LPA: lesdo pulmonar aguda, LPS: lipopolissacarideo.
Fonte: O autor, 2020.

Os resultados apresentados na Figura 36 sugerem os niveis relativos do RNAm de
Caspase 3 no tecido pulmonar apés a indu¢ao da LPA pela administracdo de LPS e a

exposicdo ao laser de infravermelho de baixa poténcia em diferentes fluéncias (10 e 20J/cm?).



104

Os dados nesta figura indicam que ndo houve altera¢do significativa (p> 0,05) dos
niveis relativos do RNAm de Caspase 3 no tecido pulmonar de ratos normais expostos ao
laser infravermelho em ambas as fluéncias avaliadas (10 e 20J/cm?) quando normalizados e
comparados com o grupo controle. Entretanto, uma reducdo significativa (p<0,001) da
expressao relativa foi obtida no tecido pulmonar de ratos apds a indugdo da LPA e exposigdo
ao laser infravermelho em ambas as fluéncias quando comparado ao grupo LPA ndo exposto

ao laser infravermelho de baixa poténcia.

Figura 36 — Niveis relativos de RNAm de Caspase 3 no tecido pulmonar de ratos Wistar apos
administracio LPS e exposicdo ao /laser infravermelho (808 nm) de baixa
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Legenda: Grupos: Normal: C (controle), L10 (laser 10J/cm?, 2] e 2 segundos por ponto), L20 (laser 20J/cm?, 5]
e 5 segundos por ponto); Lesdo pulmonar aguda (LPA), LPA + L10 (LPA e laser 10J/cm?, 2J ¢ 2
segundos por ponto), LPA + L20 (LPA e laser 20J/cm?, 5J e 5 segundos por ponto). GAPDH foi
usado como gene padrdo para a normalizagdo e grupo LPA foi usado como segundo normalizador
(AACY). (T) quando comparado com o grupo LPA. (1) p<0.001. LPA: lesdo pulmonar aguda, LPS:
lipopolissacarideo.

Fonte: O autor, 2020.

Os resultados apresentados na Figura 37 sugere os niveis relativos do RNAm de Bc/-2
no tecido pulmonar apos a inducao da LPA pela administragao por LPS e a exposi¢ao a laser
de infravermelho de baixa poténcia em diferentes fluéncias (10 e 20J/cm?). Semelhante a
Figura 36, os dados nesta ndo indicam alteragdo significativa (p> 0,05) dos niveis relativos do
RNAm de Bcl-2 no tecido pulmonar de ratos normais expostos ao laser infravermelho nas

fluéncias avaliadas (10 e 20J/cm?) quando normalizados e comparados com o grupo controle.
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No entanto, um aumento significativo nos niveis relativos foi observado no tecido
pulmonar de ratos apos a inducdo da LPA e exposi¢do ao /aser infravermelho nas fluéncias 10
e 20 J/em? (p<0,05 e p<0,01, respectivamente) quando normalizado e comparado ao grupo

LPA ndo exposto.

Figura 37 — Niveis relativos do RNAm de Bcl-2 no tecido pulmonar de ratos Wistar apds

administracdo de LPS e exposi¢dao ao laser infravermelho (808 nm) de baixa
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Legenda: Grupos: Normal: C (controle), L10 (laser 10J/cm?, 2] e 2 segundos por ponto), L20 (laser 20J/cm?, 5]
e 5 segundos por ponto); Lesdo pulmonar aguda (LPA), LPA + L10 (LPA e laser 10J/cm?, 2J ¢ 2
segundos por ponto), LPA + L20 (LPA e laser 20J/cm?, 5J e 5 segundos por ponto). GAPDH foi
usado como gene padrdo para a normalizagdo e grupo LPA foi usado como segundo normalizador
(AACY). (*) quando comparado com o grupo LPA. (}) p<0.05 e (1) p<0.01. LPA: lesdo pulmonar
aguda, LPS: lipopolissacarideo.

Fonte: O autor, 2020..

Imagens representativas da marcagdo positiva para a fragmentacio do DNA nas
células do tecido pulmonar sdao apresentadas na Figura 38. Esta marcagdo foi
predominantemente em células inflamatérias no grupo LPA. Além disso, essas imagens
sugerem que o modelo de LPA foi bem-sucedido. Para verificar qual ¢ o tipo de célula
envolvida na fragmentacdo do DNA e no processo de apoptose, a arquitetura pulmonar foi
avaliada 24 horas ap0s a inducao de lesao pulmonar aguda (LPA) por administragcao de LPS e

exposi¢ao ao /aser de infravermelho de baixa poténcia.
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Figura 38 — Fotomicrografia representativa da fragmentacdo do DNA pelo método TUNEL de

células do parénquima pulmonar apds induciao da LPA pela administra¢do de LPS

Legenda: (A) e (B) Imagens representativas dos pulmdes normais (A) e induzidos a LPA (B). A seta indica
rotulagem positiva para a fragmentagdo do DNA, especialmente nas células PMN. LPA: lesdo
pulmonar aguda, LPS: lipopolissacarideo.

Fonte: O autor, 2020.

Os resultados apresentados na Figura 39 nio sugerem alteragdo (p>0,05) da marcacao
positiva no tecido pulmonar de ratos normais expostos ao laser infravermelho de baixa
poténcia em ambas as fluéncias avaliadas (10 e 20J/cm?) quando comparado com o grupo
controle. No entanto, ap6és a inducdo da lesdo pulmonar aguda, observou-se aumento
(p<0,001) da marcagdo positiva em células alveolares. Por outro lado, apés a exposi¢cdo ao
laser, houve redugdo significativa (p<0,001) da marcacdo positiva em células alveolares no

tecido pulmonar em ambas as fluéncias avaliadas.
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Figura 39 — Porcentagem de fragmentagdo do DNA pela quantificagdo da marcagdo positiva

de TUNEL POD em células alveolares de ratos Wistar expostos ao laser

infravermelho
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Legenda: Grupos: Normal: C (controle), L10 (laser 10J/cm?, 2] e 2 segundos por ponto), L20 (laser 20J/cm?, 5]
e 5 segundos por ponto); Lesdo pulmonar aguda (LPA), LPA + L10 (LPA e laser 10J/cm?, 2J ¢ 2
segundos por ponto), LPA + L20 (LPA e laser 20J/cm?, 5] e 5 segundos por ponto).
laserlaserlaserlaserGAPDH foi usado como gene padrdo para a normalizacdo e grupo LPA foi usado
como segundo normalizador (AACt). (*) quando comparado com o grupo controle. () quando
comparado com o grupo LPA. (***) p<0.001 e (fit) p<0.001. LPA: lesdo pulmonar aguda, LPS:

lipopolissacarideo.
Fonte: O autor, 2020.

Os resultados apresentados na Figura 40 ndo sugerem alteragdo (p>0,05) da marcacao

positiva de células do tecido pulmonar de ratos normais expostos ao laser infravermelho em

ambas as fluéncias avaliadas (10 e 20J/cm?) quando comparados com o grupo controle. Por

outro lado, ap6s a inducdo da lesdo pulmonar aguda, observou-se aumento significativo

(p<0,001) da marcagao positiva de células inflamatorias no tecido pulmonar de ratos Wistar.

Além disso, houve aumento significativo da marcagdao positiva em células

inflamatérias no tecido pulmonar de ratos apds a inducdo da LPA e exposi¢ao ao laser

infravermelho nas fluéncias de 10 e 20J/cm? (p<0,001 e p<0,05, respectivamente) quando

comparado ao grupo LPA ndo exposto ao laser.
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Figura 40 — Porcentagem de fragmentagdo do DNA pela quantificagdo da marcagdo positiva
de TUNEL POD no infiltrado inflamatério no parénquima pulmonar de ratos
Wistar apos inducao da LPA pela administracdo de LPS e exposicao ao laser

infravermelho de baixa poténcia
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Legenda: Grupos: Normal: C (controle), L10 (laser 10J/cm?, 2J e 2 segundos por ponto), L20 (laser 20J/cm?, 5]
e 5 segundos por ponto); Lesdo pulmonar aguda (LPA), LPA + L10 (LPA e laser 10J/cm?, 2J ¢ 2
segundos por ponto), LPA + L20 (LPA e laser 20J/cm?, 5] e 5 segundos por ponto).
laserlaserlaserlaser GAPDH foi usado como gene padrio para a normalizagdo e grupo LPA foi usado
como segundo normalizador (AACt). (¥*) quando comparado com o grupo controle. (1) quando
comparado com o grupo LPA. (***) p<0.001, (f) p<0.05 e (711) p<0.001. LPA: lesdo pulmonar
aguda, LPS: lipopolissacarideo.

Fonte: O autor, 2020.

4.3.2 Discussdo

A fotobiomodulagdo ¢ usada para o tratamento de algumas doengas, como as doengas
inflamatorias (LIM et al., 2007, ARANY, 2016) por exemplo, com base em seu efeito
bioestimulativo, sendo considerada uma abordagem segura e efetiva (ROLA et al., 2014).

Estudo relata efeito anti-inflamatorio por modulagao de RNAm de genes relacionados
a resposta pro-inflamatoria induzida pela exposi¢do a /asers de baixa poténcia, que seria
depende dos parametros da laserterapia, como a fluéncia (BORTONE et al., 2008). Além
disso, a exposicdo ao /aser de baixa poténcia pode induzir ou inibir a apoptose (DOS ANJOS

etal., 2017).



109

Neutrofilos e células epiteliais sdo duas das principais células que sofrem apoptose na
SDRA, e a apoptose de neutrofilos intra-alveolares foi relatada (LESUR et al., 2000;
GALANI et al., 2010), bem como alteragdes estruturais no parénquima pulmonar devido a
apoptose de pneumocitos (BARDALES et al., 1996; MARTINS et al., 2005). A Caspase 3 e
Bcl-2 atuam sobre a indugdo e protecdo de células apoptoticas, respectivamente (SHAMAS-
DIN et al., 2013).

Nossos resultados sugerem aumento nos niveis relativos do RNAm de Caspase 3 e
aumento da fragmentacdo do DNA no tecido pulmonar de ratos Wistar ap6s a indugdo da
LPA pela sepse (Figuras 35A e 39). Por outro lado, os resultados apresentados na Figura 35B
indicam redu¢do dos niveis relativos do RNAm Bc/-2 em animais submetidos as mesmas
condigdes. O aumento da taxa de apoptose também pode estar relacionado a presenca de
células polimorfonucleares apos a indugdo da sepse. Este tipo de célula possui um mecanismo
adicional para a produgdo de radicais livres e pode ser mais sensivel & exposicao a lasers de
baixa poténcia, induzindo processo de apoptose (HUANG et al., 2009). Nossos achados
reforgcam resultados de outro estudo que descreve a acdo seletiva do laser infravermelho de
baixa poténcia em diferentes tipos de células em modelo de inflamacao em tenddes (DOS
ANJOS et al., 2017).

A fotobiomodulagdo resulta das mudangas nas reacdes bioquimicas e, em
consequéncia, nas funcdes celulares apds a absor¢do de fotons pela citocromo ¢ oxidase, o
que aumenta a sintese de ATP e os niveis de espécies reativas de oxigéni (KARU, 2010),
além de regular positivamente genes de proliferacao e morte celular (KARU, 2008).

Nossos resultados ndo sugeriram mudangas nos niveis relativos do RNAm de Caspase
3 e Bcl-2 apbs exposicdo ao laser infravermelho de baixa poténcia em animais normais
(Figuras 36 ¢ 37). No entanto, em animais afetados pela LPA, ha redugdo nos niveis de
RNAm de Caspase 3 e aumento do RNAm de Bcl-2 ap6s a exposi¢do ao laser infravermelho
de baixa poténcia. E possivel que os niveis de RNAm de Caspase 3 ja tenham diminuido e as
c¢lulas PMN estejam no processo de apoptose.

De fato, a taxa de fragmentacdo do DNA na area de inflamagdo ¢ aumentada nesses
animais (Figura 39). Além disso, esses achados podem indicar efeito anti-inflamatorio dos
lasers de baixa poténcia. Assim, os niveis de RNAm de Bc/-2 aumentandos poderiam ser
detectados e isso poderia ser atribuido ao outro tipo de célula. De fato, outros autores
relataram redugdo de processo inflamatério (SILVEIRA et al., 2016) e aumento dos niveis do

RNAm de Bcl-2 apds a exposicao ao laser infravermelho de baixa poténcia (DOS ANJOS et
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al., 2017), sugerindo que a apoptose faz parte do efeito anti-inflamatorio da
fotobiomodulagao.

Outros autores relataram reducdo de apoptose induzida por TNF-o/cicloheximida em
células endoteliais expostas a laser vermelho de baixa poténcia (CHU et al., 2017). Além
disso, a fotobiomodulagdo ativa NF-Kb, que poderia induzir protecdo contra estresse
oxidativo e apoptose mediada pela Caspase 3, que ocorre ap6s a perda auditiva induzida por
ruido induzida pela exposicdo dos ouvidos ao laser infravermelho de baixa poténcia
(TAMURA et al., 2016).

A partir da absor¢do do feixe laser por fotoacceptores nas mitocOndrias, com
modulagdo subsequente do potencial redox, fatores de transcri¢do, como NF-kB, poderiam ser
induzidos e atuar sobre genes alvo de proteinas anti-apoptoticas da familia Bcl-2, por
exemplo. Além disso, a aceleragdo na sintese de proteinas reguladoras do DNA, do RNA e do
ciclo celular culminaria na promoc¢do da proliferagdo celular e na producdo de espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio, que poderiam participar, como segundos mensageiros, nas
vias de sinalizacdo celular (SHINGYOCHI et al., 2017) ou reagir com o DNA causando
danos no nivel sub-letais (FONSECA et al., 2010; SCHULZ et al., 2014).

Lesdes no DNA podem ser detectadas pela marcagdo das zonas hidroxilo-terminais 3’
recorrendo a nucleotideos modificados numa reagdo enzimadtica pela TdT (deoxynucleotidy!
transferase) que cataliza, sem necessidade de uma cadeia de molde, a polimerizacdo de
desoxiribonucleotideos nas zonas 3°, mediada pelos dUTP marcados (TUNEL)
(HEATWOLE, 1999). Essa fragmentacdo de DNA foi relacionada com o estresse oxidativo
(LOPES et al., 1998) e estudo com fibroblastos humanos expostos ao peréxido de hidrogénio
mostram a condensa¢do de cromatina, alteragdes no potencial da membrana mitocondrial e
aumento da fragmentagao do DNA detectada por TUNEL (FORMICHI et al., 2006).

Nossos resultados obtidos pela técnica do TUNEL sugerem aumento da fragmentacao
do DNA em células alveolares do tecido pulmonar afetadas pela LPA induzida pela sepse. No
entanto, apds a exposi¢do ao laser infravermelho de baixa poténcia ha redugdo da
fragmentacdo do DNA (Figura 40), principalmente na fluéncia mais alta (20J/cm?). Nossos
resultados sugerem efeitos anti-inflamatorios nas fluéncias avaliadas, acelerando a morte das
c¢lulas PMN e protegendo as células alveolares.

Além disso, na maior fluéncia, a exposi¢do ao laser infravermelho de baixa poténcia
tende a acelerar a resolu¢do do processo inflamatorio. De fato, alguns estudos tém

demonstrado a importancia da morte de células polimorfonucleares pela apoptose em doengas
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inflamatorias, j& que isto marca o inicio da fase de resolucdo da inflamacao (AIMBIRE et al.,

2008; KEBIR ; FILEP, 2010; MIRANDA DA SILVA et al., 2015).
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No desenvolvimento da LPA, o processo inflamatério ¢ intenso, resultando em
estresse oxidativo mediado por radicais livres no pulmdo e nas células do sistema
imunoldgico, causando danos na molécula de DNA. Apesar de poucos estudos terem avaliado
os danos oxidativos na LPA, o reparo do DNA desempenha um papel crucial na adaptacao a
condig¢des prejudiciais, respostas celulares e reparo tecidual. De fato, as vias REB ¢ REN sdo
sugestivas para permitir que as células pulmonares ou adjacentes sobrevivam ao estresse
oxidativo através do reparo eficaz dos danos no DNA. Além disso, essas vias estdo
intimamente ligadas, como conexdes regulatorias entre elas e genes que codificam proteinas
envolvidas no reparo do DNA poderiam ser modulados terapeuticamente. Assim, as vias de
reparo envolvidas na integridade do DNA poderiam ser consideradas alvos para o
desenvolvimento de novas terapias para reduzir a morbimortalidade dos pacientes com LPA.

Tomados em conjunto, nossa pesquisa mostra que a exposi¢ao ao laser infravermelho
de baixa poténcia melhora o parénquima pulmonar em ratos Wistar afetados pela lesdao
pulmonar aguda, aumentando o espago aéreo e reduzindo a parede do septo interalveolar, o
que poderia melhorar a fungdo respiratoria e consequentemente poderia ser uma abordagem
alternativa para o tratamento de lesdo pulmonar inflamatoéria. Este efeito poderia estar
relacionado a modulacao de vias de reparo do DNA, uma vez que neste trabalho foi verificada
alteracdo dos niveis do RNAm de genes relacionados ao reparo por excisdo de bases e
nucleotideos, sugerindo que o reparo do DNA faz parte da resposta celular a sepse e que a
exposicdo a lasers de baixa poténcia pode modular os niveis de RNAm desses genes no tecido
pulmonar. Além disso, os efeitos do laser infravermelho no tecido pulmonar afetado pela
LPA poderia envolver a modulagdo do processo apoptotico, pois ¢ capaz de alterar os niveis
relativos de RNAm de genes envolvidos neste processo e causar fragmentagdo do DNA em
células inflamatorias e alveolares apos a LPA, bem como agado seletiva no processo apoptotico
em células inflamatorias, o que poderia ser parte do efeito anti-inflamatorio induzido por

lasers de baixa poténcia.
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