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RESUMO

Estudos nos ultimos anos tem demonstrado que a terapia com laser de
baixa poténcia (LBP) modula véarios processos bioquimicos,
principalmente aqueles relacionados ao aumento da respiragdo
mitocondrial e sintese de ATP, com consequente reducdo de lesdes
musculares e dérmicas, bem como acelerando o0 processo de
cicatrizacdo. O presente estudo foi desenvolvido com o objetivo de
avaliar a influéncia da terapia com LBP sobre o processo de cicatrizacao
de feridas dérmicas e também em um modelo de lesdo muscular
traumatica. Além disso, foram avaliados os efeitos da irradiacdo com
LBP sobre atividade da cadeia respiratéria em mitocondrias isoladas de
musculo esquelético e em pardmetros relacionados com a respiragdo
celular em células musculares da linhagem L6. Primeiramente nossos
resultados demonstram que o LBP Hélio Nebnio (HeNe) e Arséneto de
Gélio (AsGa) com comprimentos de onda de 632 e 904 nm,
respectivamente, e doses de 1 e 3 J/cm? induziram um maior fechamento
da ferida estimulou a producdo de coladgeno, aumentando o contelido de
hidroxiprolina e diminuiu os danos oxidativos a lipideos e proteinas e as
atividades das enzimas antioxidantes superdxido dismutase (SOD) e
catalase (CAT) em um modelo de lesdo epidérmica, quando comparado
com o grupo lesdo sem laser. No segundo experimento, demonstramos
que o laser AsGa com doses de 3 J/cm? com inicio de irradiagdo 2 horas
apos a lesdo muscular traumatica induziu uma diminuicdo em todos os
pardmetros de estresse oxidativo analisados, tais como os contetdos de
oxidacdo de lipideos e proteinas, atividades das enzimas antioxidantes
glutationa peroxidase (GPX), SOD e CAT e na concentracdo de nitritos
no plasma e no masculo induziu uma diminuicdo na expressao génica de
IL-6, VEGF e BDNF como também um aumento na IL-10 no tecido
muscular traumatizado e irradiado até 5 dias apds a lesdo. Os resultados
relacionados a pardmetros comportamentais de déficit motor (campo
aberto) também comprovaram que os animais com lesdo muscular e
tratados com a dose de 3 J/cm? tiveram um aumento na distancia
percorrida e no nimero de levantamentos comparados com 0 grupo
lesdo muscular, demonstrando uma melhora no déficit motor induzido
pela lesdo muscular. Os resultados com mitocondrias musculares
saudaveis demonstraram que a irradiacdo com LBP HeNe com doses de
30 e 60 Jiem? induziu um aumento significativo nas atividades do
complexo | e IV 5 minutos apés a irradiacdo. Além disso, 0 LBP com
doses de 10, 30 e 60 J/cm? também aumentou a atividade do complexo
IV 1 hora apds a irradiacdo. Estudos in vitro com células saudaveis L6



demonstraram que a irradiacdo com LBP HeNe e dose de 10 J/cm? teve
uma contribuicdo maior da ATP sintase ao consumo de oxigénio basal e
uma concentragdo maior de FCCP foi usada para induzir a capacidade
maxima respiratdria. Neste contexto, o presente estudo evidencia que o
LBP pode induzir um aumento na velocidade de cicatrizacdo de feridas
e acelerar o processo inflamatério agudo da lesdo muscular traumatica,
provavelmente devido a sua capacidade de aumentar o estado energético
da mitocdndria e diminuir pardmetros de inflamagdo e de estresse
oxidativo.

Palavras-chave: Laser de baixa poténcia, lesdo dérmica, lesdo
muscular, estresse oxidativo, inflamagdo e mitocondria.



ABSTRACT

Many studies performed in the past 40 years have proposed that low-
power laser (LPB) therapy reduces dermal and muscle injuries and
accelerates the healing process, by modulating several biochemical
processes, including those associated with increased mitochondrial
respiration and ATP synthesis. The present study aimed to evaluate the
influence of LPB therapy on dermal wound healing and on the
recovering from muscle injury. In addition, the effects of LPB
irradiation on mitochondrial respiratory chain activity and oxygen
consumption in skeletal muscle and muscle L6 cell line, were also
evaluated. Irradiation with LPB Helium Neon (HeNe) and Galeo
arsenide (GaAs) at wavelengths of 632 and 904 nm, and doses of 1 and
3 Jlcm?, respectively, accelerated the wound repair, stimulated the
collagen production, by increasing the hydroxyproline content and also
by decreasing the concentration of oxidized lipids and proteins. The
activities of the antioxidants enzymes, including superoxide dismutase
(SOD) and catalase (CAT) were also decreased after the LPB treatment.
The second set of experiments demonstrated that the application of the
AsGa laser with 3 J/cm?, 2 hours after the traumatic-induced muscle
lesion decreased the oxidative stress parameters, including the activity
of antioxidant enzymes, oxidative damage markers and nitrite levels in
plasma and muscle tissue. In addition, the irradiation decreased the gene
expression of IL-6, VEGF e BDNF, and increased the IL-10 content on
injured muscle after 5 days of irradiation. Rat spontaneous locomotor
activity, measured in the open field arena, was reduced in trauma-
receiving animals. The LPB irradiation (3 J/cm?) reverted this effect by
increasing the distance traveled and the number of withdrawals of the
animals. The third group of experiments showed that healthy muscle
mitochondria irradiated with LPB HeNe, with doses of 30 and 60 J/cm?,
induced a significant increment in the activity of complexes | and IV 5
minutes after the irradiation. Additionally, LPB, with doses of 10, 30 60
Jlem?, also increased complex 1V activity one hour after irradiation. In
agreement, studies performed in irradiated (LPB HeNe) healthy L6
cells, with dose and 10 J/cm?, provoked increased of ATP synthase-
linked oxygen consumption and required higher concentration of FCCP
for inducing the maximal mitochondrial respiratory capacity. In this
context, the present study demonstrates that LPB induces wound healing
process and accelerates the inflammatory phase during acute traumatic
muscle injury, probably by increasing the energy state of mitochondria.



Keyword: Low power laser, dermal lesion, muscle injury, oxidative
stress, inflammation and mitochondria.
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1 INTRODUCAO

O laser de baixa poténcia (LBP) é utilizado por dentistas e na
acupuntura ha quarenta anos, por acelerar a cicatrizacdo e reduzir a dor e
inflamac&o. O primeiro estudo sobre o uso do laser em tecido mole foi
realizado por Mester e cols (1971). O LBP é uma forma terapéutica
relativamente nova na area da fisioterapia, embora de ampla utilizacéo.
Este meio terapéutico vem sendo utilizado atualmente em muitos
estudos laboratoriais e clinicos nos quais se tem investigado os efeitos
na modulacdo das funcGes celulares, na reducdo da dor e inflamacéo e
sua influéncia no processo de cicatrizacdo (Peplow e cols., 2011).

A terapia com laser vem sendo utilizada cada vez mais pelos
fisioterapeutas, dentistas e médicos. Dentre as quais encontra-se a
utilizacdo do LPB no tratamento de lesdes dérmicas como feridas e
Glceras, situacdes pds-cirdrgicas, contusdes musculares, artrite crénica,
dermatose, situa¢Bes de isquemia, dor crdnica, entre outras (Lins e cols.,
2010).

O uso do LBP em lesbes musculares na pratica clinica teve seu
inicio mais recente em relacdo ao uso em lesdes dérmicas, mas 0s
resultados vém mostrando efeitos satisfatdrios na aceleracdo da
cicatrizacdo desses tipos de lesBes. Entretanto, 0s mecanismos
moleculares e celulares responsaveis pela transdugéo de sinais induzidos
pela emissdo de fotons nas células e seu efeito bioldgico nos tecidos
irradiados ainda ndo estdo completamente esclarecidos (Karu e cols.,
1998; Tunér e Hode, 2010).

1.1  Laser de Baixa Poténcia

Einstein, em 1917, expds os principios fisicos da emissdo
estimulada, sobre os quais esta apoiado o fenémeno laser. Em 1960,
Theodore H. Maiman construiu o primeiro emissor de laser a rubi. Por
volta de 1961, foi realizada a primeira cirurgia a laser, e em 1962 foi
desenvolvido o primeiro laser semicondutor. Em 1965, Sinclair e Knoll
adaptaram essa radiacao a pratica terapéutica e nesse mesmo ano o laser
foi utilizado pela primeira vez na odontologia por Stern e Sognnaes
Sognnaes (Catéo, 2004).

O laser € um dispositivo que funciona baseado num fenémeno:
inversdo de populacdo, ou seja, absorcdao de energia para que a maior
parte dos atomos se excitem (elétrons “saltem” para camadas mais
distantes do ndcleo atdmico). Apds a inversdo de populacdo, deve haver
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um regresso ao estado fundamental com liberacdo de fétons gémeos (luz
coerente). Processo similar ocorre em outras fontes primarias de luz,
como uma lampada elétrica, que, por efeito Joule, tem sua energia
transformada em calor. A energia térmica promove a inversdo de
populagcdo, mas quando os elétrons voltam para suas configuragdes
estaveis, os fotons sdo liberados sem relacdo de fase (em vérias dire¢des
com diferentes frequéncias). A esse processo denominamos emissdo
espontanea (Mendonca, 1998).

Todo equipamento laser possui trés elementos essenciais: (1) o
meio laser, que pode ser de didxido de carbono, de argdnio, de hélio-
nebnio, de YAG, de excimeros, de corantes, de rubi e de diodos
semicondutores, como o de arseneto de galio e aluminio (AsGaAl),
entre outros; (2) a fonte de excitacdo, que pode ser uma lampada de
flash ou um arco elétrico, que elevara as moléculas ou atomos do meio
de irradiacdo laser do estado de repouso até um estado de excitacdo,
cujo retorno ao estado de repouso gera a emissdo espontanea de um
féton; e, por fim, (3) dois espelhos, situados nas extremidades de uma
camara ressonante, que refletem a luz emitida de volta as moléculas ou
atomos do meio laser (Cavalcanti e cols., 2011). Dessa maneira, 0
funcionamento desses trés elementos gera uma emissdo de luz que, ao
incidir sobre outras moléculas ou atomos do meio, acaba por elevar ao
estado de excitacdo novos elétrons que estavam em Grbitas menores, 0s
quais, por sua vez, ao retornarem ao estado de repouso, liberam novos
fétons, ou seja, novas ondas de luz, que incidirdo sobre outros atomos
em repouso, formando uma reacdo em cadeia (Renisch, 1996).

Laser € um acrénimo da lingua inglesa: light amplification by
stimulated emission of radiation (amplificacdo de luz por emissao
estimulada de radiacdo), que expressa exatamente como a luz é
produzida. E uma radiag&o eletromagnética com caracteristicas proprias
que a diferem de uma luz comum: possui um Gnico comprimento de
onda, com suas ondas propagando-se coerentemente no espago e no
tempo, carregando de forma colimada e direcional altas concentracGes
de energia (Cavalcanti e cols., 2011).

E um dispositivo constituido por substancias de origem solida,
liguida ou gasosa que produzem um feixe de luz, frequentemente
denominado de “raio laser”. Tal dispositivo pode ser classificado em
duas categorias: lasers de alta poténcia ou cirdrgicos, com efeitos
térmicos apresentando propriedades de corte, vaporizagdo e hemostasia,
e lasers de baixa poténcia ou terapéuticos, apresentando propriedades
analgésicas, anti-inflamatorias e de bioestimulagdo (Vladimirov e cols.,
2003).
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A interacdo da radiacdo laser com os tecidos corporais ocorre
mediante os fendmenos de reflexdo e refracdo do laser, e a transmissdo
desse processo depende principalmente dos fendmenos de absor¢do e
dispersdo. A absorcdo e a transmissdo da radiacdo laser dependem de
dois fatores fundamentais: o comprimento de onda e a natureza
absorvente (Agne e cols., 2004).

Na categoria dos LBP estdo incluidos o laser de Hélio-Nebnio
(HeNe), cujo comprimento de onda é 632,8 nm, ou seja, na faixa de luz
visivel (luz vermelha) com profundidade de absorcdo de até 1 cm, o
laser de Arseneto de Galeo (AsGa), cujo comprimento de onda € 904 nm
que se situa fora do espectro de luz visivel (luz infravermelha) com
profundidade de absorcdo de 5 cm e 0 Arseneto de Galeo Aluminio (Ga-
As-Al) com comprimento de onda entre 780-830 nm com profundidade
de absorgdo entre 2 e 3 cm (Figura 1).

LASER

904 nm

Figura 1. Representacdo esquematica do comprimento de onda e a
profundidade de absorc¢do (Rinaldi e cols., 2008).

A laserterapia de baixa poténcia é uma denominacao genérica que
define a aplicacdo terapéutica de lasers e diodos superluminosos
monocromaticos de intensidade relativamente baixa, para tratamento de
afeccdes e lesdes, geralmente consideradas demasiadamente baixas para



24

que ndo efetuem qualquer aquecimento detectavel dos tecidos irradiados
(Kitchen e Bazin, 1998; Dall Agnol e cols., 2009; Medeiros e cols.,
2010).

LBP, quando usado em tecidos e células ndo se baseia no
aquecimento, isto €, a energia dos fotons absorvidos ndo é transformada
em calor, mas sim em efeitos fotoquimicos, fotofisicos e/ou
fotobioldgicos (Karu, 1999). Quando a luz do laser interage com as
células em uma dose apropriada, certas funcGes celulares podem ser
estimuladas, tais como estimulacédo de linfécitos, ativagdo de mastdcitos,
aumento da producdo de ATP mitocondrial e a proliferacdo de varios
tipos de células, promovendo desta forma efeitos anti-inflamatoérios
(Tafur e Mills, 2008; Nogueira e cols., 2011).

Em nivel celular, o LBP induz alteracdes bioquimicas,
bioelétricas e bioenergéticas, levando a um aumento da proliferacdo
celular, metabolismo e maturacdo, aumentando a quantidade de
granulagdo tecidual e reducdo de mediadores inflamatérios induzindo a
aceleracdo cicatricial. A absorcdo molecular da luz do laser permite um
aumento no metabolismo celular caracterizado pela estimulagdo de
fotorreceptores ou aceptores de elétrons na cadeia respiratoria
mitocondrial, alteragBes nas concentracbes de ATP celular, liberagéo de
fatores de crescimento e sintese de coldgeno (Eells e cols., 2004).

1.2 Mecanismos de Acdo do LBP

Alguns estudos tém sugerido que a mitocondria é o principal alvo
do LBP em tecido epitelial (Eels, 2004; Silveira e cols., 2007; Gupta e
cols., 2011). Nos ultimos anos, alguns trabalhos citam que a terapia com
LBP também auxilia no processo de regeneracdo muscular (Shefer e
cols., 2001; Silveira e cols., 2009; Baptista e cols., 2011; Silva e cols.,
2011). A proteina citocromo c oxidase (polipeptidio do complexo IV da
cadeia respiratdria) é um cromoforo que tem propriedades de absorver a
luz irradiada de um determinado comprimento de onda (Karu e cols.,
2004; Karu e cols., 2008; Santana-Blank e cols., 2010). Varios estudos
tém demonstrado um aumento na atividade enzimética desta proteina
apos irradiagdo com LBP, bem como um aumento na sintese de ATP
apos irradiacdo de mitocondrias isoladas (Yu e cols., 1997; Santana-
Blank e cols., 2010; Karu, 2010; Chen e cols., 2011) Evidéncias
adicionais do papel da enzima citocromo ¢ oxidase como croméforo na
irradiacdo com LBP tém sido estudadas pelos laboratérios de Karu na
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Russia e de Eells e Wong-Riley nos Estados Unidos (Karu, 1999; Karu e
cols., 2004; Eells e cols., 2004; Wong-Riley e cols., 2005; Karu, 2010).

Laser de Baixa Poténcia
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Figura 2. Citocromo c oxidase como principal foto aceptor (Adaptado de
Karu, 1999).

Os componentes de cobre do complexo IV da cadeia respiratoria,
CuA e CuB, sdo considerados como fotoaceptores, podendo ser
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oxidados ou reduzidos e assim aumentar a taxa de transferéncia de
elétrons da citocromo ¢ oxidase (Karu, 1999) (Figura 2). A excitacdo da
molécula fotoaceptora parece estimular o metabolismo celular através de
cascatas de reacdes de sinalizacdo celular ou sinalizacdo mitocondrial
retrograda. A sinalizacdo retrégrada seria oposta ao caminho comum
levando informagdes do ndcleo e do citoplasma para a mitocondria.
Neste caso, a sinalizacdo retrograda envia informacdes de volta ao
nicleo sobre mudangas no estado funcional da mitocdndria (Karu,
2008). Uma destas cascatas envolve a dissociagdo do 6xido nitrico do
centro catalitico da citocromo c oxidase onde age como um inibidor.
Quando a atividade da enzima é reduzida pela irradiagdo com LBP, o
Oxido nitrico dissocia-se do centro catalitico, e esse evento poderia
transitoriamente diminuir essa inibigdo (Karu, 2010).

Outra via de sinalizacdo ativada pelo laser a partir da mitocondria
estd relacionada ao aumento nas concentracbes de ATP no tecido
irradiado. O aumento da producdo de ATP em mitocondrias isoladas de
musculos esqueléticos ap6s irradiacdo com diferentes comprimentos de
onda foi demonstrado por varios pesquisadores (Yu e cols., 1997; Tafur
e cols., 2008; Gao e Xing, 2009). O ATP, a moeda energética celular, é
essencial para a homeostasia celular, e sabe-se que pequenas mudancas
nas concentracfes de ATP podem resultar em alteragdes significativas
no metabolismo celular (Baratto e cols., 2010).

A aplicacdo do laser no tecido lesado também parece modular o
processo inflamatério. A reducgéo na densidade das células inflamatdrias
como neutréfilos e macréfagos nos tecidos epitelial e muscular
lesionados foi demonstrada ap0s irradiacdo com laser de baixa poténcia
em ratos Wistar (Junior, 2009; Piva e cols., 2011; Mesquita-Ferrari e
cols., 2011). Recentes estudos também mostram que a expressdo do
gene que codifica a enzima que participa na sintese de eicosanoides,
incluindo as prostaglandinas mediadoras da dor, a ciclooxigenase 2
(COX-2), diminui apo6s a irradiacdo do musculo esquelético (Albertini e
cols., 2008; de Lima e cols., 2011).

Ainda, ha evidencias demonstrando que a laserterapia reduz a
producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) que ocorre durante a
fase aguda de lesdo epitelial e muscular. Isso se deve principalmente por
acelerar o processo inflamatorio e assim diminui a exposicao celular a
ERO. Outra caracteristica ¢ a diminuicdo da ativacdo do fator de
transcricdo fator nuclear kappa B (NF-xB) e citocinas pro-inflamatérias
como interlucina 1 Beta (IL-1p), interleucina 6 (IL-6), fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) e interferon gama (IFN-y) como também aumento
na interleucina 10 (IL-10) que é anti-inflamatéria (Pires e cols., 2012;
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Basso e cols., 2012). Por outro lado, os efeitos anti-inflamatérios
exercidos pelo laser parecem ocorrer através de aceleracdo de
microcirculacdo resultando em mudangas na pressao hidrostatica capilar
com reabsor¢do do edema e eliminacdo do acimulo de metabdlitos
intermediarios da inflamacéo (da Silva e cols., 2010).

1.3  Les0es Epiteliais

Os processos ulcerativos cutaneos causam um alto indice de
morbidade proporcionando um alto custo ao paciente e seus familiares
(Say e cols., 2003). Esse quadro contribui para a diminuicdo da
qualidade de vida desses pacientes, gerando implicacbes econémicas
tanto para o individuo, com curativos, cuidados de enfermagem,
almofadas e colchdes especiais, como para a instituicdo que o assiste
(Serarslan e cols., 2007).

Clark (2005) classificou esse processo em trés fases divididas em:
fase inflamatéria, fase de proliferacdo ou de granulacdo e fase de
remodelacéo ou de maturacdo. Na fase inflamatoria apds a ocorréncia do
ferimento, inicia-se 0 extravasamento sanguineo que preenche a area
lesada com plasma e elementos celulares, principalmente plaquetas. A
agregacao plaquetéria e a coagulagdo sanguinea geram um tampéo, rico
em fibrina, que além de restabelecer a hemostasia e formar uma barreira
contra a invasdo de microrganismos, organiza uma matriz provisoria
necessaria para a migracdo celular. Essa matriz servira também, como
reservatorio de citocinas e fatores de crescimento que serdo liberados
durante as fases seguintes do processo cicatricial (Werner e cols., 2003;
Eming e cols., 2007).

As plaquetas, essenciais a formagdo desse tampdo hemostéatico,
também secretam mdltiplos mediadores, incluindo fatores de
crescimento liberados na area lesada. As plaquetas também ativadas pela
trombina, ainda sofrem a degranulacdo e liberam vérios fatores de
crescimento, como o fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF), fator de crescimento de transformacdo -p (TGF-f), fator de
crescimento epidérmico (EGF), fator de crescimento de transformagéo-a
(TGF-0) e o fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF), além
de glicoproteinas de adesdo como a fibronectina e trombospondina, que
sdo importantes constituintes da matriz extracelular (Dvorak e cols.,
2002; Park e cols., 2004).

Desta forma, a resposta inflamatdria se inicia com vasodilatacdo e
aumento da permeabilidade vascular, promovendo a quimiotaxia de
neutréfilos para a ferida. Neutréfilos sdo as primeiras células a chegar a
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ferida, com maior concentragdo 24 horas apds a lesdo. Sao atraidos por
substancias quimiotaticas liberadas pelas plaquetas. Os neutr6filos
aderem & parede do endotélio mediante ligagdo com as selectinas
(receptores de membrana). Neutrofilos produzem radicais livres que
auxiliam na limpeza da &rea lesada e sdo gradativamente substituidos
por macrofagos (Silva e cols., 2010).

Os macrofagos migram para a ferida de 48 a 96 horas apos a
lesdo, antes dos fibroblastos migrarem e iniciarem a replicacdo. Esta
migracgdo celular tem papel fundamental no término do desbridamento
iniciado pelos neutréfilos e sua maior contribuicdo é a secrecdo de
citocinas e fatores de crescimento, além de contribuirem para
angiogénese, fibroplasia e sintese de matriz extracelular, fundamentais
para a transicdo para a fase proliferativa (Broughton e cols., 2006) E
durante a fase inflamatdria que ocorre a maior produgdo de ERO pela
bomba respiratoria estimulada pela migracdo de neutrofilos e
macréfagos.  Fibroblastos também secretam ERO quando séo
estimulados por citocinas pro-inflamatérias e TNF-a e fatores de
crescimento como EGF e PDGF (Kanta e cols., 2011).
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Figura 3. Representagdo esquematica da especificidade celular imunolégica
correlacionada temporalmente com as fases da cicatrizacdo (Fonte

adaptada: Park e Barbul, 2004).
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A fase proliferativa é constituida por quatro etapas fundamentais:
epitelizacdo, angiogénese, formacdo de tecido de granulacdo e deposicdo
de colageno. A fase proliferativa tem inicio ao redor do 4° dia ap6s a
lesdo e se estende aproximadamente até o término da segunda semana.
A epitelizagdo ocorre precocemente, caso a membrana basal esteja
intacta, as células epiteliais migram em direcdo superior, e as camadas
da epiderme sdo restauradas em trés dias. Se a membrana basal for
lesada, as células epiteliais das bordas da ferida comecam a proliferar na
tentativa de restabelecer a barreira protetora (Lawrence e cols., 1994).

A angiogénese é estimulada pelo TNF-a e é caracterizada pela
migracdo de células endoteliais e formacdo de capilares, essenciais para
a cicatrizagdo adequada. A parte final da fase proliferativa é a formacéo
de tecido de granulacdo. Os fibroblastos dos tecidos vizinhos migram
para a ferida, porém precisam ser ativados para sair de seu estado de
quiescéncia (Li e cols., 2005). O fator de crescimento mais importante
na proliferacdo e ativacdo dos fibroblastos é o PDGF12. Em seguida é
liberado o TGF-B, que estimula os fibroblastos a produzirem colageno
do tipo | e a transformar-se em miofibroblastos, que promovem a
contracdo da ferida (Longaker e cols., 2001).

Na fase de maturacdo ou remodelamento, a caracteristica mais
importante é a deposicdo de colageno de maneira organizada, por isso é
a mais importante clinicamente. O colageno produzido inicialmente tem
espessura menor do que o colageno presente na pele normal, e tem
orientagdo paralela & pele. Com o tempo este colageno do tipo Il é
reabsorvido e um coldgeno mais espesso é produzido e organizado ao
longo das linhas de tensdo. Estas mudangas se refletem em aumento da
forca ténsil da ferida. A reorganizacdo da nova matriz € um processo
importante da cicatrizagdo (Martin e cols., 1997).

Fibroblastos e leucdcitos secretam colagenases que promovem a
lise da matriz antiga. A cicatrizacdo tem sucesso quando ha equilibrio
entre a sintese da nova matriz e a lise da matriz antiga. Apds um ano da
lesdo a forga ténsil jamais retornara a 100%, atingindo em torno de 80%
apos trés meses (Lorena e cols., 2002). A Figura 3 mostra a
especificidade celular de cada fase de cicatrizacdo.

1.4  Lesdo Muscular

Lesdes musculares resultam de uma variedade de mecanismos,
incluindo causas diretas e indiretas. Causas diretas incluem processos
traumaticos como laceragdes, contusdes e tensbes (Hughes e cols., 1995;
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Kasemkijwattana e cols., 1998 e 2000; Fukushima e cols., 2001). Causas
indiretas sdo todas aquelas que resultam de alguma condicdo médica
como isquemia ou disfungdo neurolégica (Day e cols., 2002; Paoni e
cols., 2002).

Conforme Jarvinen e cols (2005), a cicatrizacdo do musculo
esquelético danificado segue um padrdo constante independente da
causa, sendo as principais: contusdo, tensdo e laceracdo. Trés fases tém
sido identificadas neste processo (Figura 4)

1 - Fase de lesdo, caracterizada por uma ruptura do tecido
resultando em necrose das miofibrilas, formacdo de hematoma entre a
ruptura provocada no musculo, e reagdo celular inflamatoria.

2 - Fase de reparo consiste em fagocitose do tecido necrosado,
regeneracdo das miofibrilas e producdo concomitante de tecido
conjuntivo cicatrizado, como também crescimento capilar dentro da area
lesionada.

3 - Fase de remodelamento periodo durante o qual acontece a
maturacdo das miofibras regeneradas, contracdo e reorganizacdo do
tecido cicatrizado e recuperacdo da capacidade funcional do musculo.

As Ultimas duas fases, de reparo e remodelagdo, ocorrem
usualmente associadas ou sobrepostas.
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Figura 4. llustragdo esquematica da cicatrizacdo no musculo esquelético
apos 2, 3,5, 7, 14 e 21 dias de uma lesdo muscular.
Resumidamente, no segundo dia (2 dias) ap6s a lesdo muscular, as partes
necrosadas na transec¢do das miofibrilas sdo removidas por macrdéfagos.
De forma concomitante, inicia na zona central (ZC) a formacdo de tecido
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conjuntivo, processo realizado por fibroblastos. No terceiro dia (3 dias), as
células satélites se tornam ativas dentro dos cilindros da Iamina basal na
zona de regeneracdo (ZR). No quinto dia (5 dias), os mioblastos séo
fundidos em miotubos na ZR, e o tecido conjuntivo na ZC se torna denso.
No sétimo dia (7 dias), a regeneracgdo das células musculares é estendida
para fora do cilindro da lamina basal e para dentro da ZC e inicia a
penetracdo através da cicatrizacdo. No dia 14 (14 dias), a cicatrizacdo da
ZC foi condensada, reduzindo o tamanho e a regenerac¢do das miofibras
fecha a abertura da ZC. Por fim, no dia 21 (21 dias) os entrelagados de
miofibrilas sdo fundidos com pouca intervencdo de tecido conjuntivo
(Adaptado de Jarvinen, 2005).

1.5 Lesdo Muscular Aguda

O trauma muscular provoca a ruptura da integridade do
sarcomero, sarcolema e lamina basal. Esta lesdo provoca uma massiva
entrada de céalcio extracelular nas células musculares e ativa uma série
de cascatas bioguimicas, incluindo a ativacdo de proteases que digerem
as miofibras rompidas e necréticas (Mbebi e cols., 1999; Huard e cols.,
2003). Considerando que o musculo esquelético é um tecido altamente
vascularizado, o trauma muscular provocara também lesdo capilar,
resultando em um hematoma no local lesado. Uma alta expressdo de
moléculas e citocinas inflamatdrias influenciam um aumento na
permeabilidade vascular local e modulam o fluxo sanguineo a fim de
acelerar uma resposta inflamatéria com consequente formagdo de edema
(Beaton e cols., 2002).

Entre os primeiros dias ap6s a lesdo muscular, pequenos vasos
sanguineos, neutréfilos, macrofagos ativados e linfdcitos T infiltram o
hematoma entre as miofibras rompidas (Frenette e cols., 2000;
Maclintyre e cols., 2000). Inicialmente, os neutréfilos invadem o
musculo em aproximadamente uma hora apés a lesdo, e esta infiltragdo
de células mononucleares pode permanecer elevada por até cinco dias.
Observacbes morfoldgicas indicam que esta migracdo de neutrofilos
pode resultar em fagocitose ou em liberacdo de proteases, e estes
mecanismos ajudariam a degradar células mortas produzidas durante o
trauma muscular. De forma conjunta, a ativacdo de neutréfilos pode
estar acompanhada de aumento nas concentragbes de moléculas
citoliticas e citotoxicas que podem danificar o misculo ou ainda outras
areas saudaveis (Tidball, 2005).

O musculo lesionado também ¢é infiltrado por outra populacéo de
células mononucleares, neste caso por macrofagos, que degradardo as
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fibras musculares danificadas. Esses macréfagos alcancam a maxima
taxa de infiltracdo no segundo dia apés a lesdo, momento no qual
também acontece lesdo no sarcolema de numerosas células (Wiendl e
cols., 2005; Lu e cols., 2011). Posteriormente, uma populagéo celular
sem caracteristicas fagociticas invade o musculo e alcanca o pico de
concentragdo em quatro dias apés a lesdo. Porém, a taxa de infiltragéo
permanece elevada por varios dias. Essa populagdo se encontra
distribuida nas regides mais proximas as fibras regeneradas, sugerindo a
sua participagdo na regeneragdo muscular (Tidball e Wehling-Henricks,
2007).

1.6  Lesdo Muscular e Estresse Oxidativo

A fosforilacdo oxidativa em células integras € um processo que
requer a acao de cinco complexos enziméticos organizados na cadeia de
transporte de elétrons. Os elétrons oriundos do dinucleotideo de
nicotinamida e adenina (NADH) e do dinucleotidio de flavina e adenina
(FADH2), provenientes do ciclo de Krebs e de outras reagdes
catalisadas por desidrogenases, sdo transferidos a cadeia de transporte de
elétrons e tém o oxigénio molecular como aceptor final. Este processo é
acoplado a translocacdo de prétons através da membrana mitocondrial
interna e a sintese endergbnica de ATP, através de quatro complexos
enzimaticos empregando como forca motriz a energia armazenada como
gradiente eletroquimico de prétons (Di Donato, 2000). A lesdo muscular
aguda também induz algumas alteracfes na funcdo mitocondrial e
prejudicando a utilizacdo de oxigénio pelas fibras musculares. Isto gera
uma reducdo na geracdo de ATP, podendo comprometer a atividade
metabdlica celular e induzir a uma disfuncdo bioguimica do musculo
(Supinski e Callahan, 2007).

Estudos conduzidos nos Gltimos quinze anos demostram que as
ERO como o anion super6xido, radical hidroxila e perdxido de
hidrogénio tém uma participacao significativa na resposta inflamatdria
aguda, devido ao tecido muscular lesado possuir inimeros locais de
geracdo dessas ERO (Bar-Shai e cols., 2008). Apds a lesdo muscular
inicial, ocorre inducdo de estresse oxidativo, fendmeno este que pode ser
definido como um desequilibrio entre a geracdo de ERO e os
mecanismos de defesa e reparo contra esses compostos oxidantes
(Halliwell, 1996).

As fontes primérias de ERO incluem a mitocondria, o aumento da
atividade das enzimas NADPH oxidase, xantina oxidase e ainda o
metabolismo de prostandides (Powers e cols., 2011). As ERO sdo
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agentes oxidantes com alta reatividade, com capacidade de induzir
modificacBes em biomoléculas que resultardo em peroxidacéo lipidica,
oxidagdo de proteinas e DNA. A lesdo celular ativa as vias da ciclo-
oxigenases e lipo-oxigenases que interagem com ions de metais de
transicdo, o qual aumentando a oxidacdo de proteinas e lipideos no
tecido lesionado (Syed, 2011).

No local da leséo existe também um aumento na concentragao de
citocinas pré-inflamatorias, as quais sdo responsaveis por aumentar a
expressao de moléculas de adesdo requeridas para a infiltracdo tecidual
de neutréfilos e macrdfagos (Tidball e Villalta, 2010). Entre as citocinas
que se tem extensivamente estudado e que sdo marcadoras de processos
inflamatérios sdo TNF-a, IL-1B e IL-6. Similarmente a outras citocinas
pré-inflamatorias, TNFa e IL-1f ativam o NF-[_B e a proteina cinase c-
Jun (JNK). Em ambos os casos, a producdo de citocinas pro-
inflamatorias é magnificada com o objetivo de aumentar a resposta
inflamatdria e consequentemente, agravar a degeneracdo ou adiar a
regeneracdo muscular (Gupta e cols., 2002).
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HIPOTESE

O Laser de Baixa Poténcia exerce efeitos bioestimulatérios na

respiracdo mitocondrial com consequente diminuicdo do estresse
oxidativo e resolugdo do processo inflamatorio agudo de lesdes
dérmicas e musculares, facilitando a recuperago tecidual.

21

Objetivo Geral

Investigar as vias bioquimicas envolvidas no efeito terapéutico do

laser de baixa poténcia no processo inflamatdrio de lesGes epidérmicas e
musculares em roedores.

2.2

a)

b)

d)

Objetivos Especificos

Quantificar parametros de fibrinogénese e fibrose e estresse
oxidativo em animais com lesdes epidérmicas que receberam
irradiacdo com LBP HeNe e AsGg;

Mensurar parametros de respiracdo celular e metabolismo
energético em células musculares saudaveis da linhagem L6 e em
mitocéndrias isoladas de musculo esquelético;

Mensurar parametros de inflamacgéo, incluindo citocinas pro e anti-
inflamatdrias, expressdo de genes relacionados a proliferacdo e
diferenciacdo celular incluindo VEGF e BDNF e parametros de
estresse oxidativo em animais com lesdo traumatica muscular que
receberam irradiacdo com LBP AsGa.

Avaliar pardmetros comportamentais de déficit motor em animais
com leséo traumatica muscular que receberam irradiacdo com LBP
AsGa.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1  Modelo Experimental de Lesdo Epidérmica

Animais

Ratos Wistar machos (250-300 g) obtidos do biotério da
Universidade do Extremo Sul Catarinense, Santa Catarina, Brasil, foram
acondicionados em gaiolas coletivas em grupos de cinco (42x32x17cm)
e dieta com 4gua e ragdo comercial “ad libitum” e mantidos em um ciclo
de 12 horas de claro/12 horas de escuro. Todos os procedimentos foram
realizados de acordo com as orientagdes do COBEA e em conformidade
com a lei 1153/2008. Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica da
Universidade conforme parecer 630/09.

O modelo de lesdo epitelial foi induzido como descrito por
Carvalho e cols. (2006). Os animais foram anestesiados com uma
injecdo intraperitoneal de cloridrato de cetamina (80 mg/kg) e cloridrato
de xilazina (20 mg/kg). A regido dorsal de cada animal foi
tricotomizada, limpada e desinfetada com &lcool 70%. A regido medial-
dorsal, entre a linha infrascapular e a cauda, foi removida com uma
incisdo cirtrgica de forma circular com diametro de aproximadamente 1
cm. As feridas foram uniformes em diametro, profundidade e
localizacdo (Figura 5).

Os animais foram divididos randomicamente em 5
grupos (n=6):

1. Grupo Lesdo (GL): animal com lesdo epitelial sem
tratamento local ou sistémico

GL + HeNe 1 J/cm?: 2 segundos de irradiagdo por ponto
GL + HeNe 3 J/cm?: 6 segundos de irradiacdo por ponto
GL + AsGa 1 J/lcm? 3 segundos de irradiacéo por ponto
GL + AsGa 3 J/lcm? 9 segundos de irradiacdo por ponto

agrwn
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Figura 5. Modelo de lesdo epitelial (Silveira e cols., 2007)

Protocolo de Irradiagdo

Os LBP utilizados neste estudo foram o AsGa com emissao
pulsada (comprimento de onda 904 nm; poténcia de pico 70W;
frequéncia 9.500 Hz; tempo de pulso 60 ns; tamanho do feixe de 0,10
cm®; densidade de forca 0,4/cm2) e o laser HeNe com emissdo continua
(comprimento de onda 632 nm; poténcia de pico 30 mW,; tamanho do
feixe de 0,10 cm?), sendo os dois lasers da empresa Laserpulse-lbramed
(S&o Paulo, Brasil). A irradiacdo foi realizada em cinco regides distintas
ao redor da ferida, com a caneta do laser perpendicular a pele numa
distancia de 1 cm por ponto, como previamente descrito por Morrone e
cols (1998). Os animais foram irradiados 2,12, 24, 48, 72, 96 e 120
horas apds a lesdo. A eficacia do protocolo de irradiacdo foi avaliada
apo6s um periodo de cicatrizagdo de 5 dias.

Protocolo de Eutanasia

Os animais foram anestesiados com injecdo intraperitonial de
cloridrato de cetamina (80 mg/kg) e cloridrato de xilazina (20mg/kg) e
duas horas ap6s a Ultima aplicacdo do laser os animais foram
submetidos a eutandsia por decapitacdo com guilhotina. A borda externa
da ferida foi cirurgicamente removida e imediatamente processada e
armazenada em freezer -70 °C para posterior analise.
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3.2  Modelo Experimental de Lesdo Muscular

Animais

Ratos Wistar machos (250-300 g) obtidos do biotério da
Universidade Federal de Santa Catarina, Santa Catarina, Brasil, foram
acondicionados em gaiolas coletivas em grupos de cinco (42x32x17cm)
e dieta com &gua e ragdo comercial “ad libitum” e mantidos em um ciclo
de 12 horas de claro/12 horas de escuro. Todos os procedimentos foram
realizados de acordo com as orientagfes do COBEA e em conformidade
com a lei 1153/2008. Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica da
Universidade de Santa Catarina, Brasil, conforme parecer 351.

Os animais foram divididos randomicamente em 4 grupos (n=6):
I.  Grupo Controle (GC): muasculo sem lesdo muscular;
Il.  Grupo Lesdo Muscular (GL): musculo com lesdo muscular;
1. Grupo Controle + Laser (GC + Laser): musculo irradiado com
laser AsGa, nas doses 3 e 5 J/cm?;
IV. Grupo Lesdo + Laser (GL + Laser): muasculo com lesdo
muscular irradiado com laser AsGa, nas doses 3 e 5 J/cm?.

Para o desenvolvimento dos objetivos especificos propostos
foram usadas as doses de 3 e 5 J/lcm?® de laser AsGa de baixa poténcia
que foi aplicado durante 5 dias apds a inducéo de lesdo muscular com
inicio 2, 12 e 24 horas (Figura 6).
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Figura 6. Modelo experimental de irradiagBes nos grupos irradiados +

lesdo muscular (GL+Laser).
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Modelo de Les&o Muscular

O modelo de trauma muscular foi desenvolvido de acordo com
Rizzi e cols (2006). Os animais foram anestesiados com injecdo
intraperitonial de cetamina (80 mg/kg) e xilazina (20 mg/kg).
Posteriormente, a lesdo no gastrocnémio foi realizada por um Unico
impacto por trauma direto em prensa desenvolvida pelo Centro
Industrial de Equipamentos de Ensino e Pesquisa (CIDEP/RS, Brasil). A
lesdo foi produzida por deslocamento de uma massa metélica (0,459 Kg)
que através de uma guia com 18 cm de altura. O impacto produz uma
energia cinética de 0,811 J, conforme especificacfes do equipamento
(Figura 7). Os animais controles foram anestesiados para assegurar a
padronizagdo, porém expostos ao equipamento sem receber trauma
muscular.

Figura 7. Equipamento empregado para indugdo de trauma muscular
(Rizzi e cols., 2006).

Protocolo de Irradiagédo

O LBP utilizado no estudo foi o AsGa com emissdo pulsada
(comprimento de onda 904 nm; poténcia de pico 70 W, frequéncia 9.500
Hz; tempo de pulso 60 ns; tamanho do ponto de irradiagdo 0,1 cm?,
densidade de forca 0,4 Wi/cm?) da empresa Laserpulse-Ibramed
(Brasil). A irradiacdo com o laser foi realizada em cinco regides
distintas ao redor da &rea danificada, com a caneta do laser sendo
mantida perpendicularmente em relacdo a pele. A distancia dos pontos
foi de 1cm?, como descrito previamente por Marrone e cols (Figura 8)
(1998).
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Figura 8. Modelo de irradiagdo pontual ao redor da area lesionada no
musculo gastrocnémio.

Protocolo para Inducao da Eutanésia

Os animais foram anestesiados com injecdo intraperitonial de
cetamina (80 mg/kg) e xilazina (20mg/kg) e duas horas ap6s a Ultima
sessdo de irradiagdo os animais foram submetidos a eutanasia por
decapitacdo com guilhotina. A regido da lesdo no musculo gastrocnémio
(regido lesionada) foi cirurgicamente removida. As amostras foram
imediatamente processadas, aliquotadas e armazenadas em -70°C para
posterior analise.

Preparacdo das Amostras de Pele e Musculo

As amostras foram homogeneizadas em tampdo fosfato de sddio
com KCI 140mM, através de homogeneizador mecénico numa
propor¢do 1:10. O homogeneizado foi centrifugado 1.000 x g a 4°C, e 0
sobrenadante foi separado e mantido em -80°C para posteriores ensaios.
O periodo maximo entre a preparacdo do homogeneizado e analises
bioquimicas foi sempre menor que sete dias.
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3.3  Modelo de Irradiacdo de Células e Mitocéndrias Musculares

Manutengao e tratamento da linhagem celular

A linhagem de células musculares (L6) foram obtidas do Banco
de Células do Rio de Janeiro (Associacdo Técnico Cientifica Paul
Ehrlich, Inmetro, Brazil). As células foram semeadas em frascos e
cultivadas em meio Eagle‘s com modificagdo de Dubelcco (DMEM)
contendo 2,5 mg/mL de Fungizone® e 100 U/L de gentamicina,
suplementadas com 10 % (V/V) de soro fetal bovino (SFB) para
crescimento e depois a diferenciacdo foi realizada com meio DMEM
2%, durante 5-7 dias. Foram mantidas a 37° C com um minimo de 95 %
de umidade relativa e em uma atmosfera de ar com 5% de CO..
Posteriormente, as células foram tratadas com 0,05% de tripsina / &cido
etileno-diaminotetracético (EDTA) e semeadas em placas de 6 pogos
(10 x 10" células/pogo). Apés confluéncia, o meio foi trocado por
DMEM livre de SFB e as células foram irradiadas (Funchal e cols.,
2006).

Preparacgdo mitocondrial

O musculo foi homogeneizado em 20 volumes de tampéo fosfato
de potassio 5 mM, pH 7,4, contendo sacarose 300 mM, MOPS 5 mM,
EGTA 1 mM e albumina sérica bovina 0,1%. Posteriormente, o
homogeneizado foi centrifugado a 1.000 x g durante 10 minutos a 4°C, e
0 sobrenadante foi novamente centrifugado a 15.000 x g durante 10
minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi suspendido
no mesmo tampdo usado no processo de homogeneizacdo numa
concentracdo proteica de aproximadamente 20 mg/mL. Esta preparacéo
mitocondrial foi empregada para o tratamento com LBP e para a
determinacdo das atividades dos complexos da cadeia respiratoria
(Latini e cols., 2005).

Tratamento de células com LBP

O laser HeNe com comprimento de onda de 632nm com emissdo
continua (comprimento de onda 632 nm; potencia de pico 30 mW;
tamanho do feixe de 0,10 cm?) foi aplicado em células L6 (10 x 10’
células/poco, placa de 6 pogos) apos 24 horas da retirada do soro do
meio DMEM, com as seguintes doses: 5 e 10 J/cm?. Os tempos de
irradiacBes foram de 10 e 20 segundos, respectivamente, e cada poco
recebeu 7 irradiagfes conforme a Figura 9. As células empregadas como
controles ndo foram irradiadas. Para minimizar o contato com a luz, a
coluna de pocgos dos grupos irradiados estava distante dos controles.
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Apos a irradiacdo, as células foram mantidas em DMEM livre de soro
por 24 horas. Posteriormente, as células foram levantadas e
acondicionadas de acordo com as mensuragdes realizadas.

Laser HeNe

lem )

laca de 6 pogos & /’

s

s

7 irradiacdes em cada poco

Figura 9. Modelo de irradiagdo com laser de baixa poténcia Hélio Ne6nio
(HeNe) de células cultivadas em placa

Tratamento de mitocéndrias com LBP

Foram adicionados 195 pL de suspensdo mitocondrial com
concentracdo proteica de 20 mg/mL e 5 pL de substrato (Piruvato: 10
mM e Malato: 5mM) em uma placa de cultura celular de 96 pocgos
durante cinco minutos a 37°C. Depois a placa foi colocada em capela
higienizada com fluxo laminar e foram irradiadas com laser HeNe com
comprimento de onda de 632nm com emissdo continua (comprimento
de onda 632 nm; poténcia de pico 30 mW,; tamanho do feixe de 0,10
cm2) com as seguintes doses: 10, 30 e 60 Jlcm® Os tempos de
irradiacfes foram de 20, 60 e 120 segundos, respectivamente, e cada
amostra recebeu uma Unica irradiagdo (Figura 10). As mitocondrias
consideradas como controles ndo foram irradiadas. Para minimizar o
contato com a luz, a coluna de pocos dos grupos irradiados estava
distante dos controles. Imediatamente apds o tratamento as mitocondrias
foram congeladas e 24 horas apoés foi realizado os ensaios bioquimicos.
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Laser HeNe

1cm

Figura 10. Modelo de irradiagdo com laser de baixa poténcia Hélio Nednio
(HeNe) de suspensfes mitocondriais em placa.

3.4  Analises Bioguimicas
3.5 Indicador da Formacao de Oxido Nitrico (NO):

A producdo de NO foi avaliada espectrofotometricamente através
do metabolito estavel nitrito. Para mensurar o conteldo de nitrito, as
amostras foram incubadas com reagente Griess (1 % sulfanilamida e 0,1
% de N-1 (naphthyl) ethylenodiamina) em temperatura ambiente por 10
minutos e a absorbancia foi medida a 540 nm. O conteldo de nitritos foi
calculado com base numa curva padrdo de 0 a 100 nM realizada com o
metabolito nitrito de sddio (NaNO,). Os resultados foram calculados em
pmol Nitrito/mg proteina (Chaea e cols., 2004).

3.6 Medida de Peroxidagdo Lipidica
A oxidacdo de lipideos foi determinada pela formagdo de

substancias reativas ao aquecimento do acido tiobarbitirico (TBA-RS),
as que foram medidas espectrofotometricamente a 532 nm, conforme
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descrito por Draper e Hadley (1990). Os resultados foram calculados
como nmol TBARS/mg de proteinas.

3.7  Carbonilagédo de Proteinas

A oxidagdo de proteinas foi determinada mediante a
quantificacdo de proteinas carboniladas através da reagdo de grupos
carbonilas com a dinitrofenilhidrazina. Essa reacdo gera a formacédo de
hidrazonas correspondentes. O conteldo de carbonilas foi determinado
espectrofotometricamente a 370nm como previamente descrito por
Levine e cols (1990). Os resultados foram calculados como nmol/mg de
proteina empregando o coeficiente de extingdo molar de
dinitrofenilhidrazonas de 22.000 M. cm™.

3.8 Determinacdo do Contetddo de Produtos Proteicos de
Oxidacdo Avancada (AOPP):

O método para avaliar o conteddo de AOPPs foi realizado de
acordo com Witko-Sarsat e cols (1996). Foram utilizados 200uL de
plasma e diluido em 1:5 de PBS, 10 uL de 1,16 M KI foi adicionado em
cada tubo. Logo apds 20 uL de acido acético foram adicionados por 2
minutos. A absorbancia da reacdo foi imediatamente lida em 340 nm
contra 0 branco contendo 2000uL de PBS, 200uL de acido acético e
100uL de KI. O contetido de AOPP foi calculado com base numa curva
padrdo de 0 a 100 uM realizadas com equivalentes de cloramina T. Os
resultados sdo expressos em nmol de equivalentes de cloramina T/mg
proteina.

3.9 Determinacdo de Ditirosina:

O conteldo de ditirosina, outra medida de oxidacéo proteica, foi
determinada fluorometricamente. Para determinar a fluorescéncia da
ditirosina, 50 pl de plasma foram adicionado em 950 ul de tampédo
fosfato de sodio de 20 mmol/L com 6 mol/L uréia em pH 7,4. Ap6s 30
minutos, a concentragcdo foi mensurada usando um fluorémetro com
comprimento de onda de excitacdo e emissdo de 315 nm e 410 nm,
respectivamente. Os resultados foram expressos como unidades de
fluorescéncia/mg proteina (Kirschbaum, 2002).

3.10 Atividade da Enzima Superoxido Dismutase (SOD)
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A atividade da SOD foi determinada segundo Bannister e
Calabrese  (1987). A atividade enzimatica foi estimada
espectrofotometricamente (480nm) pela inibigdo da auto-oxidagdo da
adrenalina. Os resultados foram calculados como unidades (U) / mg de
proteinas. Cada U corresponde a 50% de inibicdo da oxidacdo da
adrenalina.

3.11 Atividade da Enzima Catalase (CAT)

A atividade da CAT foi determinada pela taxa de decaimento do
perdxido de hidrogénio lido em espectofotdmetro a 240 nm, segundo
Aebi (1984).

3.12 Atividade da Glutationa Peroxidase (GPX)

A determinacéo da atividade da GPx foi realizada a partir da taxa
de decaimento do NADPH. A determinacdo foi realizada em
espectrofotdbmetro a 340 nm, conforme Flohé e Giinzler (1984). Os
resultados foram calculados como U/ mg de proteina, sendo que 1U
corresponde a 1umol de peréxido transformado em agua por minuto.

3.13 Hidroxiprolina

O conteddo de hidroxiprolina no tecido muscular foi usado como
indice quantitativo de fibrogénese e fibrose. Foi determinado
espectrofotometricamente como previamente descrito por Woessner
(1961). Os resultados foram expressos em mg/g tecido. O contetido de
hidroxiprolina foi calculado com base numa curva padréo de 0 a 100 nM
realizada com prolina.

3.14 Atividades dos Complexos I e IV

As atividades dos complexos | e IV foram analisadas
espectrofotometricamente como descritos por Cassina e Radi (1996) e
Rustin e cols (1994), respectivamente, com algumas modificaces
(Latini e cols., 2005). O complexo | foi mensurado pela reducédo do
ferricianeto de potassio 10 mM a 420 nm, utilizando-se rotenona 4 mM
para inibir a passagem dos elétrons para a coenzima Q e NADH 14
mmol como doador de elétrons. A mensuracdo da atividade do
complexo 1V envolveu a utilizacdo de citocromo ¢ 30 nmol/L reduzido,
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e a leitura foi realizada pela queda da absorbancia deste em 540 nm.
Resultados foram expressos em nmol/min/mg proteina.

3.15 Oximetria de Alta Resolucéo

As células musculares (500.000/mL) foram suspensas em DMEN
livre de soro fetal bovino a 37°C no respirdmetro de alta sensibilidade da
marca Oroboros (Suécia). Os seguintes parametros foram analisados
(esquematizados na Figura 11).

1- Respiracdo basal: Consumo de oxigénio em condi¢des basais
sem acréscimo de inibidores, substratos ou desacopladores. As células
permaneceram nestas condigdes por quinze minutos.

2- Estado IV de respiragdo mitocondrial: Este estado respiratorio
estd representado pelo consumo de oxigénio ocasionado pela
transferéncia de elétrons através da cadeia respiratoria. Neste estado nao
hd sintese de ATP e experimentalmente é estudado analisando o
consumo de oxigénio (aproximadamente durante 4 minutos) apds
adicionar oligomicina no meio. A oligomicina é um inibidor da
subunidade Fo da ATP sintase ou complexo V da cadeia respiratéria. O
efeito induzido por esta inibicdo é caracterizado por uma marcada
reducdo no consumo de oxigénio (Nelson e Cox, 2004).

3- Respiragdo maxima (Estimulado por FCCP): Este pardmetro
representa 0 consumo de oxigénio observado apds titular o sistema
experimental com o desacoplador mitocondrial FCCP (carbonilcianeto-
4-trifluorometoxi fenil-hidraxona). lon6foros como o FCCP permitem
que ions inorgénicos passem facilmente através das membranas. Eles
desacoplam a transferéncia de elétrons da fosforilacdo oxidativa por
dissipar os prétons que formam o gradiente eletroquimico através da
membrana mitocondrial (Nelson e Cox, 2004). Este pardmetro indica a
capacidade mé&xima mitocondrial em transferir elétrons (Gnaiger, 2001).

4- Capacidade de controle respiratorio (respiragdo méaxima /
estado 1V): Indice utilizado para determinar a contribuicdo dos
diferentes estados respiratdrios, calculado utilizando a respiracdo
méaxima e o estado IV da respiracdo (Sjovall e cols., 2010).

5- Consumo de oxigénio residual: Indica o consumo de oxigénio
ndo proveniente da respiragdo mitocondrial, representado pela redugdo
incompleta do oxigénio em espécies reativas. A producdo de espécies
reativas de oxigénio é observada apds adicionar rotenona, que inibe a
transferéncia de elétrons do complexo | para a ubiquinona e antimicina
A, inibidor do complexo Ill. Desta forma, com a cadeia transportadora
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de elétrons inibida, o oxigénio que esta sendo consumido ndo é devido a
passagem de elétrons pela cadeia respiratoria (Gnaiger, 2001).
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Figura 11. Gréfico representativo das curvas que mostram o consumo de
oxigénio por um sistema celular em um experimento de respirometria
classica.
Adaptado de http://www.seahorsebio.com.

3.16 Determinacéo de Proteinas

A quantidade total de proteinas para ponderar os resultados
obtidos na atividade enzimatica, danos oxidativos, cadeia respiratdria e
parametros inflamatorios foi determinada a partir da técnica descrita por
Lowry e cols (1951).

3.17 Determinacdo da Expressdo Génica de IL-6, IL-10, BDNF e
VEGF por Reacdo em Cadeia da Polimerase via
Transcriptase Reversa em Tempo Real (RT-PCR):

Extracdo de RNA Total
As amostras de musculo foram lisadas utilizando Trizol. O RNA
total foi extraido de amostras dos grupos controle e irradiados,
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utilizando o protocolo indicado pelo fabricante do produto TRI Reagent
(Sigma). A concentracdo e pureza de RNA total foram determinadas
através de um espectrofotdmetro a 260nm e a 280nm.

Sintese de DNA Complementar (cDNA) por Transcriptase Reversa

Cerca de 2 pug de RNA total foram utilizados na sintese de cDNA,
utilizando o kit “M-MLV Reverse Transcriptase” (Sigma). A reacdo foi
realizada em microtubo de 0,2 mL contendo o tampdo M-MLV Reverse
Transcriptase, 0,1 M DTT, RNAse OUT e a enzima M-MLV
transcriptase reversa (e uma quantidade de agua suficiente para
completar 20 yuL. Também foram preparados tubos “controle negativo”,
contendo todos os reagentes, sem a enzima transcriptase reversa. Os
tubos foram colocados para reacdo num Termociclador Eppendorf, de
acordo com o seguinte protocolo: 25°C por 10 minutos (“primer
annealing”), 37°C durante 50 minutos (sintese) e 4°C por 10 minutos
(para inativagdo da enzima), seguindo as instru¢cBes do manual do
produto e descrito previamente (Jiang e cols., 2006).

RT-PCR Quantitativa

A reacédo foi realizada utilizando o kit “Power SYBR Green PCR
Master Mix” (Applied Biosystems), contendo cerca de 10-100 ng de
cDNA, volume final de 25 pL e na presenca de 0,3 UM de “primers” dos
tipos “forward” ou “reverse”, de acordo com a Tabela 1. Os “primers”
mostrados na Tabela 1 foram obtidos de trabalhos publicados ou
desenhados utilizando o programa “Primer Express” (Applied
Biosystems). As sequéncias dos genes foram pesquisadas no sitio do
National Center for Bitechnology Information (NCBI) na base de dados
“Gene” e os “primers” desenhados de acordo com os exons especificos
para cada proteina. As reagdes foram realizadas num equipamento ABI
PRISM série 7900HT (Applied Biosystems), instalado no Laboratério
de Equipamentos Multiusuarios do CCB, UFSC. A reacéo foi realizada
com o seguinte protocolo: 50°C por 2 minutos (incubagéo), 95°C por 10
minutos (ativacdo da Taq polimerase), seguido de 40 ciclos de 95°C por
10 segundos e 60°C por 1 minuto, como descrito previamente (Jiang e
cols., 2010). Os resultados foram analisados utilizando o software
Sequence Detection Systems (SDS) versdo 2.4. Os dados foram
normalizados pela expressdo de genes constitutivos empregados como
padrbes (“housekeeping genes”): Actina B (ACTB) ou gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase (GAPDH). Para ter certeza de que ndo foram
amplificados dimeros de primers, DNA contaminante e produtos de
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PCR de primers mal alinhados na reacdo de QRT-PCR, foram
adicionados mais alguns passos chamados de “melting curves”.

Tabela 1 Sequéncias dos ”primers” empregado nas determinagdes

Sequéncia “Forward” Sequencia “Reverse”
VEGF ATCATGCGGATCAAAC GGTCTGCATTCACATCTGCTAT
CTCACC
BDNF | AAGGCTGCAGGGGCAT TGAACCGCCAGCCAATTCTC
AGAC
IL-6 AAGAGACTTCCAGCCA | ACTGGTCTGTTGTGGGTGGTA
GTTGCC
IL-10 | GCCAAGCCTTGTCAGA TTTCTGGGCCATGGTTCTCT
AATGA

3.18 Campo aberto

A atividade locomotora dos animais submetidos aos diferentes
tratamentos foi mensurada no teste comportamental de campo aberto.
Esta avaliacdo emprega um aparelho feito de acrilico com um piso
branco de 60 cm de diametro por 50 cm de altura. Cada rato foi
colocado no centro do campo aberto, e a distancia e a quantidade de
levantamentos foram registrados durante 5 minutos empregando a
plataforma Any-maze seguindo as descri¢es de Aguiar e cols (2009).

3.19 Tratamento Estatistico:

Os dados foram expressos em média e erro padrdo da média e
analisados estatisticamente pela analise de variancia (ANOVA) de uma
via, seguido pelo teste post hoc de Tukey. Os dados relacionados a
concentracdo de FCCP empregado para mensurar a capacidade
respiratoria maxima foi analisado pelo método ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis, seguido pelo teste post hoc de Dunn. O nivel de
significancia estabelecido para o teste estatistico é de P < 0,05. Foi
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utilizado o SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) versdo
16.0 como pacote estatistico.
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4 RESULTADOS

A Figura 12 mostra o efeito da aplicagdo do LBP sobre o
tamanho de ferida. Pode ser observado uma melhora significativa no
processo de cicatrizacdo da ferida medido através da regressdo do
tamanho da ferida nos animais irradiados com HeNe 1 e 3 J/cm®e AsGa
3 Jlcm® [F(4.05= 10,14; P < 0,05].

Fechamento da Ferida (Centimetros)
2,0-

1,5-

*
*
*
1,0-
) j i

Lesdo 1Jcm? 3 Jem? 1Jem? 3 Jiem?

HeNe AsGa

Figura 12. Efeito da irradiagdo do LBP no processo de cicatrizagdo por
mensuracdo da regressdo do tamanho da ferida 5 dias ap6s a ulceragdo. A
aplicacdo do LBP foi realizada 2, 12, 24, 48, 72, 96, e 120 horas ap0s a
ulceragéo. As barras representam a médiaterro padrdo da média para seis
animais. *P<0.05 vs. lesdo (ANOVA de 1 via seguido de teste post hoc de
Tukey).

Pode ser observado na Figura 13 um aumento significativo no
indice de fibrinogénese e fibrose, representado pela concentracdo de
hidroxiprolina em animais com lesdo dérmica que receberam tratamento
com LBP HeNe 1 e 3 J/em® e AsGa 3 Jicm® [F (4.05= 14,83; P < 0,05].



54
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Figura 13. : Efeito da irradia¢do do LBP no conteddo de hidroxiprolina 5
dias ap6s a ulceragdo. A aplicagédo do LBP foi realizada 2, 12, 24, 48, 72, 96,
e 120 horas ap06s a ulceragdo. As barras representam a médiaterro padréo
da média para seis animais. *P<0.05 vs. lesdo (ANOVA de 1 via seguido de
teste post hoc de Tukey).

As Figuras 14 e 15 mostram o efeito da aplicagdo de LBP sobre
pardmetros de estresse oxidativo em animais submetidos a lesdo
dérmica. A Figura 14A mostra uma diminui¢do significativa no
contetido de TBA-RS nos animais tratados com HeNe 1 J/cm? e 3 J/cm?
e AsGa 3 Jicm? [F@:25= 6,31; P < 0,05]. A Figura 14B mostra que a
carbonilacdo de proteinas foi significativamente reduzida apés o
tratamento com HeNe 1 e 3 J/cm’, e AsGa 3 Jicm® [F5= 11,22; P <
0,05]. Figuras 15A e 15B, mostram que o tratamento com LBP
significativamente reduziu a atividade da SOD [F (4.5= 9,69; P < 0,05]
e CAT [F.25= 7,46; P < 0,05] nos animais tratados com HeNe 1 e 3
Jlem? e AsGa 3 J/cm?,
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Figura 14. Efeito da irradiacdo do LBP no conteldo de TBA-RS (A) e
carbonilacéo de proteinas (B) 5 dias apés a ulceracdo. A aplicagdo do LBP
foi realizada 2, 12, 24, 48, 72, 96, e 120 horas apoés a ulceragao. As barras
representam a médiaterro padrdo da média para seis animais. *P<0.05 vs.
lesdo (ANOVA de 1 via seguido de teste post hoc de Tukey).
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Figura 15. : Efeito da irradiacdo do LBP sobre a atividade da SOD (A) e
CAT (B) 5 dias apo6s a ulceragdo. A aplicagdo do LBP foi realizada 2, 12,
24, 48, 72, 96, e 120 horas ap6s a ulceragdo. As barras representam a
médiaterro padréo da média para seis animais. *P<0.05 vs. lesdo (ANOVA
de 1 via seguido de teste post hoc de Tukey).
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Efeitos da Lesdo Muscular Traumatica sobre Parametros de
Estresse Oxidativo 2, 12 e 24 horas apds a Lesao.

A Figura 16 mostra que ap6s a inducdo da lesdo muscular o
conteldo de TBA-RS [F(s.16)= 6,82; P < 0,01] (Figura 16A) e a
carbonilacdo de proteinas [F(s.15)= 5,81; P < 0,01] (Figura 16B) tiveram
um aumento significativo em relagdo ao controle, independente do inicio
do tratamento. Também pode ser observado nas Figuras 16C-E um
aumento na atividade das enzimas antioxidantes SOD [F(s.20)= 5,88; P
< 0,01], GPx [F(3.18)= 8,34; P < 0,01] e CAT [F(s.18)= 7,54; P < 0,01].
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Figura 16. Efeito induzido pela lesdo muscular traumatica sobre o
conteldo de TBA-RS (A), carbonilagcdo de proteinas (B), atividade das
enzimas antioxidantes SOD (C), GPx (D) e CAT (E) 2, 12 e 24 horas apds a
lesdo. As barras representam a médiaterro padrdo da média para seis
animais. *P<0.05, **P<0.01 vs. Controle (ANOVA de 1 via seguido de teste
post hoc de Tukey).
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Efeitos da Irradiacdo com LBP AsGa nas Doses de 3 e 5 Jicm?
sobre Parametros de Estresse Oxidativo 5 dias ap6s a Indugdo de
Les@o Muscular Traumatica.

A irradiacdo (3 J/cm?) iniciou 2 h, 12 h e 24 h apés induzir o
trauma muscular, e o tratamento foi mantido por cinco dias
consecutivos. Em todos os casos foram realizados aplicagdes de LBP a
cada 24 h. A Tabela 2 mostra o efeito do LBP AsGa 2 h ap0s a leséo
sobre o contetudo de TBA-RS, carbonilacdo de proteinas e a atividade de
enzimas antioxidantes no musculo esquelético de animais que receberam
trauma por compressdo. Pode ser observado que o0s animais
traumatizados tiveram um aumento significativo no contetido de TBA-
RS [F(s:20)= 8,37; P < 0,05] e na carbonilagcdo de proteinas [F(z.19)=
12,75; P < 0,05], o mesmo comportamento aconteceu na atividade das
enzimas antioxidantes SOD [F(s.20)= 5,42; P < 0,05], GPx [F(s:20)=
5,43; P < 0,05] e na CAT [F(z20)= 8,45; P < 0,05] sendo estas
alteracBes prevenidas pelo uso do LBP.

A Tabela 2 mostra o efeito do LBP AsGa 12 h apo6s a lesdo sobre
0 conteudo de TBA-RS, carbonilacdo de proteinas e a atividade de
enzimas antioxidantes no musculo esquelético de animais que receberam
trauma por compressdo. Pode ser observado que 0s animais
traumatizados tiveram um aumento significativo no conteldo de
TBARS [F(3;20)= 10,67; P < 0,05], carbonilagdo proteica [F(3;19)=
3,54; P < 0,05] e na atividade da GPX [F(3;20)= 3,04; P < 0,05] e CAT
[F(3;18)= 12,8; P < 0,05], sendo estas alteracdes prevenidas pelo uso do
LBP menos na atividade da GPX.

A Tabela 2 mostra o efeito do LBP AsGa 24 h ap06s a lesdo sobre
0 contedo de TBA-RS, carbonilacdo de proteinas e a atividade de
enzimas antioxidantes no musculo esquelético de animais que receberam
trauma por compressdo. Pode ser observado que o0s animais
traumatizados tiveram um aumento significativo no conteldo de
TBARS [F(3;19)= 11,25; P < 0,05], na atividade da SOD [F(3;20)= 6,99;
P < 0,05] e CAT [F(z18)= 10,04; P < 0,05], sendo estas alteragdes
prevenidas pelo uso do LBP no conteldo de TBARS e na atividade da
CAT.
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Tabela 2. Efeito do laser de baixa poténcia AsGa na dose de 3 J/cm? com

inicio da irradiagdo 2, 12, 24 horas ap0s a lesdo muscular sobre o contedo

de TBA-RS, carbonilagao de proteinas, atividade das enzimas antioxidantes
superoxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx) e catalase (CAT)

em homogenato de musculo esquelético.

Inicio da radiacdo Parimetros

1 horas apos lesdo TBA-RS Carbonilacio 30D GPX CAT
Grupo Contrele (GC) | 0.0520.003 021001 000001 2072020 2192019

Grupo Lesio (GL) | 0080006  034+002%  018:002%F 3002031% 3355:044%
GC + AsGa (3 Jem®) | 0,060,003 0.28=0.01 014001 221017 277030
CGL +AsGa (3 Jem®) | 00520003%  023=0,01#  008=001# 172=020# 130025#
12 horas aposa lesio (| TBA-RS Carbonilacio 30D GPX CAT
Grupo Contrele (GCy | 0,020,002 0.15=0.007 023002 238:032 2024012

Grupe Lesio (GL) | 0.0620.001%  0,28=0.03% 027002 391:036% 3.00=034%
GC+ AsGa (3 Tem®) | 00220002 0.21+0.03 030004 181037 3162039
GL +A=Ga (3 Jem® | 0.0120,001#  0,1420,01# 034003 325033 0920204
24 horas apos a lesio | TBA-RS S0D GPX CAT
Grupo Controle (GC) | 0,12+0.01 0.17+0.01 72045 2772027

Grupe Lesio (GL) 0.20+0.03* 0.24=0.01% 682044 440048
GC+A=Ga (3 Tem?®) | 00020006#  017:0006# 6842051 3352036
CL +AsGa (3 Ve | 0,005 004 0.10-+0.01 1351043 1734021

As barras representam a médiaterro padrdo da média para seis animais.

*P<0.05 vs. Controle #P<0.05 vs. Grupo lesdo (ANOVA de 1 via seguido de

tese post hoc de Turkey).
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A irradiacdo (5 J/cm?) iniciou 2 h, 12 h e 24 h apés induzir o
trauma muscular, e o tratamento foi mantido por cinco dias
consecutivos. Em todos os casos foram realizados aplicagdes de LBP a
cada 24 h. A Tabela 3 mostra o efeito do LBP AsGa 2 h ap6s a leséo
sobre o conteudo de TBA-RS, carbonilacdo de proteinas e a atividade de
enzimas antioxidantes no musculo esquelético de animais que receberam
trauma por compressdo. Pode ser observado que 0s animais
traumatizados tiveram um aumento significativo no contelido de TBA-
RS [F(z.18)= 8.24; P < 0.05] e carbonilacéo protéica [F(s.20)= 11,22; P <
0,05], o mesmo comportamento aconteceu na atividade das enzimas
antioxidantes SOD [F(3.19)= 9,01; P < 0,05], GPx [F(3.20)= 6,94; P <
0,05] e na CAT [F(s1s)= 7,16; P < 0,05], sendo estas alteragdes
prevenidas pelo uso do LBP.

A Tabela 3 mostra o efeito do LBP AsGa 12 h ap0s a lesdo sobre
0 contetdo de TBA-RS, carbonilacdo de proteinas e a atividade de
enzimas antioxidantes no musculo esquelético de animais que receberam
trauma por compressdo. Pode ser observado que o0s animais
traumatizados tiveram um aumento significativo na carbonilacdo
proteica [F(s.20)= 4,71; P < 0,05], atividade da SOD [F(s.20)= 3,21; P <
0,05] , GPx [F(319)= 8,24; P < 0,05], e CAT [F(s.18)= 6,35; P < 0,05],
sendo estas alteracdes prevenidas pelo uso do LBP menos na atividade
da SOD.

A Tabela 3 mostra o efeito do LBP AsGa 24 h ap06s a lesdo sobre
0 contedo de TBA-RS, carbonilacdo de proteinas e a atividade de
enzimas antioxidantes no musculo esquelético de animais que receberam
trauma por compressdo. Pode ser observado que 0s animais
traumatizados tiveram um aumento significativo no conteddo de
TBARS, carbonilacdo proteica e na atividade da SOD, GPx e CAT, e
apenas a carbonilagéo proteica foi prevenida pelo uso do LBP. [F(s.15)=
7,64; P <0,05].

Considerando que ambas as doses do laser AsGa 3 e 5 J/cm?
demonstraram uma melhor resposta nos parametros avaliados, o0s
experimentos seguintes foram realizados utilizando exclusivamente a
dose de 3 J/cm? com inicio das irradiacdes 2 horas ap6s a leso.
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Tabela 3. Efeito do laser de baixa poténcia AsGa na dose de 5 J/cm2 com
inicio da irradiagdo 2, 12, 24 horas ap0s a lesdo muscular sobre o contedo

de TBA-RS, carbonilagao de proteinas, atividade das enzimas antioxidantes

superoxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx) e catalase (CAT)

em homogenato de musculo esquelético.

Inicio da radiacio Parimetros
2 horas aposa lesdo TBA-ES Carbonilacdo 0D GPX CAT
Grupe Controle (GC) | 0,11=0,01 0.19+0.02 0.09=0.01 376025 3,660 23
Grupe Lesie (GL) 021+0,02* 0,390 06* 024£003% | 53440 32% | 3,67+ 55%
GC + AsGa(J Jem™ |  0,14=0,04 0.29+0.02 0,17+0,03 484042 | 48822
GL + AsGa (5 Jem®™ | 0,07+0,01# 0210043 0.13=0,02# | 3300208 | 3,970 54
12 horas apdsa lesdio (| TBA-RS Carbonilacdo s0D GPX CAT
Grupe Controle (GC) | 0,030,006 0.04=0.004 0110014 | 4234011 | 2175011
Gropoe Lesie (GL) | 0,035=0,003 | 0000006 | 019+0018%  5954)52% | 3.64:041%
GC + AsGa (J Jem™) | 0,02+0,004 0,060, 004 014002 | 413032% | 2934046
CL + AsGa (3 Jem®) | 0,020,003 0,06=0,005# 0,130,003 | 4200408 | 1622010
14 horas apasalesdio | TBA-RS Carbonilacio S0D GPX CAT
Grupe Controle (GC) | 0.79=0.02 0.060.008 0,070,011 6924064 | 379015
Grupe Lesio (GL) 1,100 20+ 0.1320,05* 0.150,005% | 008+] 83% | 73020 56%
GC+ AsGa (3 Jem®) | 0692008 0,070.005% | 0,080,007 1.81+1 .05 23H) 65*
CL +AsGa (5 Jem®) | 1,0020,07 0.06=0,000% | 0.09=0,008 9.30=0.92 3,544,355

*P<0.05 vs. Controle #P<0.05 vs. Grupo lesdo (ANOVA de 1 via seguido de

As barras representam a médiaterro padrdo da média para seis animais.
tese post hoc de Turkey)
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Influéncia da LBP sobre a Concentracdo de Nitritos, Produtos
Proteicos de Oxidagdo Avangada (AOPPs) e Ditirosina no Plasma
ou que Receberam Trauma.

As Figuras 17A e B mostram o efeito do LBP sobre a
concentracdo de nitrito em plasma e musculo esquelético de animais que
receberam trauma muscular. Na Figura 17C e D mostram o efeito do
LBP sobre a concentracdo de AOPP e ditirosina em plasma de animais
que receberam trauma muscular. Pode ser observado nas Figuras um
aumento significativo na concentragdo de nitrito no plasma [F(s:18)=
9,21; P < 0,05] e no musculo [F(s.19)= 4,88; P < 0,05] de animais que
receberam trauma muscular. O mesmo aconteceu na concentragdo
AOPP [F(3.16)= 48,45; P < 0,05] e ditirosina [F(s.17)= 27,11; P < 0,05]
no plasma. Por outro lado, os animais do grupo irradiado com lesdo teve
uma diminuicdo significativa em relacdo aos animais do grupo lesdo
muscular em todos os pardmetros mensurados (Figural7A-D).

Concentragdo de nitritos
em musculo esquelético
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Figura 17. Efeitos do LBP AsGa na dose de 3 J/icm’ e com inicio de
irradiacdo 2 horas ap6s induzir a lesdo traumética muscular sobre a
concentragdo de nitritos no plasma (A) e no musculo (B)
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Como também, o contetido de AOPPs (C) e ditirosina (D) no plasma apés 5
dias de lesdo. As barras representam a médiaterro padrao da média para
seis animais. *P<0.05 vs. Controle #P<0.05 vs. Grupo lesdo (ANOVA de 1
via seguido de teste post hoc de Tukey).

Efeito do LBP sobre Marcadores de Processo Inflamatério em
Musculo Esquelético de Animais com Trauma Muscular

A Figura 18 mostra que o trauma muscular provocou um aumento
significativo na expressdo do gene que codifica para a citocina proé-
inflamatéria IL-6 [F(3)= 35,01; P < 0,05], para o fator de crescimento
do endotélio vascular (VEGF) [F(s9)= 19,31; P < 0,05] e para o fator
neurotrofico derivado do cérebro (BNDF) [F(s:5)= 14,80; P < 0,05;.
Esse efeito foi prevenido pelo tratamento com LBP AsGa (3 J/cm®)
iniciando a aplicacdo 2 h apds a lesdo. Em relacdo a expressdo da
citocina anti-inflamatéria IL-10 [F(s6)= 7,10; P < 0,05] o grupo de
animais irradiado e com lesdo demonstrou um aumento significativo em
relacdo ao grupo lesdo muscular.

A Expressdo relativa mRNA (IL-6) B Express&o relativa mRNA (IL-10)
3

GC GL  GC+Laser GL +Laser GC GL  GC+Laser GL + Laser
i e |
AsGa (3 Jicm?) AsGa (3 Jicm?)
[ Expressao relativa mRNA (VEGF) D Expressao relativa mRNA (BONF)
4
*
3 *
# 2

1 #

GC GL  GC+Laser GL + Laser GC GL  GC+Laser GL +Laser
—— —_—
AsGa (3 Jicm?) AsGa (3 Jiem?)

Figura 18. Efeitos do laser de baixa poténcia AsGa com dose de 3 J/cm’
com inicio da irradiacdo 2 horas apés a lesdo sobre a expressao genica da
IL-6 (A), IL-10 (B), fator crescimento endotélio vascular (C) e fator
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neurotréfico derivado do cérebro (D) em masculo esquelético
traumatizado. As barras representam a médiaterro padrédo da média para
seis animais. *P<0.05 vs. Controle #P<0.05 vs. Grupo lesdo (ANOVA de 1
via seguido de teste post hoc de Tukey).

Efeitos do LBP sobre a Atividade Motora de Animais com Trauma
Muscular

Para avaliar se a irradiacdo com AsGa com dose de 3 J/cm? e com
inicio da irradiacdo ap6s 2 horas da inducdo de lesdo muscular melhorou
a funcionalidade da regido traumatizada, foi avaliado a atividade
locomotora do animal e o nimero de levantamentos no aparelho de teste
comportamental de campo aberto. A Figura 19A mostra uma reducédo
significativa na distncia percorrida pelos animais do grupo lesdo
muscular em relagdo ao grupo controle, e que somente 0s animais do
grupo irradiado 3 J/cm® com inicio da irradiagdo apés 2 horas teve um
aumento significativo em relagcdo ao grupo lesdo muscular [F(2:20)=
11,42; P < 0,05]. Na Figura 19B podemos observar que os animais do
grupo lesdo muscular teve uma diminuicéo significativa no ndmero de
levantamentos em relacdo ao grupo controle, e somente os animais do
grupo irradiado 3 Jlcm? com inicio da irradiacdo apés 2 horas da
indugdo da lesdo reverteu esse comportamento [F(z21)= 14,19; P <
0,05].
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A Distancia percorrida
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Figura 19. Efeito do laser de baixa poténcia AsGa com dose de 3 J/cm2 com
inicio da irradiacdo 2, 12 e 24 horas e dose de 5 J/cm2 com inicio da
irradiagdo 2 horas apds a les@o sobre a distancia percorrida (A) e no
ndmero de levantamentos (B) no campo aberto. As barras representam a
meédiaterro padrdo da média para seis animais. *P<0.05 vs. Controle,
#P<0.05 vs. Grupo lesdo (ANOVA de 1 via seguido de teste post hoc de
Tukey).

A Figura 20A mostra que 5 minutos apds a irradiacdo com o LBP
com doses de 30 e 60 J/icm2 a atividade do complexo | da cadeia
respiratoria mitocondrial aumentou significativamente [F 1= 6,42; P
< 0,01]. De forma similar, a Figura 20B mostra que a atividade do
complexo IV da cadeia respiratéria mitocondrial aumentou
significativamente 5 minutos ap6s a irradiagdo com LBP a dose de 60
Jlem? [F(s.16)= 4,33; P < 0,05]. Pode ser observado na Figura 20D que 1
hora apés a irradiacio com LBP com doses de 10, 30 e 60 Jicm? a
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atividade do complexo IV da cadeia respiratdria mitocondrial aumentou
significativamente [F 316= 7,53; P < 0,01].
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Figura 20. : Efeito do laser de baixa poténcia Hélio Nednio (HeNe) (10, 30 e
60 J/cm2) sobre as atividades do complexo | da cadeia respiratdria (A e C)
e complexo IV (B e D) em mitocondrias 5 minutos e 1 hora apds a
irradiacdo. As barras representam a médiaterro padrao da de seis animais.

* P < 0,05, ** P <0,01 vs. controle (ANOVA de 1 via seguido de teste post
hoc de Tukey).

A Figura 21C mostra gue as células musculares irradiadas com
laser HeNe e dose de 10 J/cm* tiveram uma contribui¢do maior da ATP
sintase no consumo de oxigénio basal em comparagdo com as células
controle [Fpg= 4,46; P < 0,05]. A Figura 21G mostra que a
concentracdo de FCCP empregado para mensurar a capacidade méaxima
respiratoria nas células musculares irradiadas com HeNe com dose de 10
Jlem? foi significativamente maior em comparacdo com 0 grupo
controle [K(211)= 9,60; P < 0,05].
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Figura 21. Efeito do laser de baixa poténcia Hélio Nebnio sobre parametros de respiracdo celular em células
musculares L6.

As medidas de consumo de oxigénio, respiragdo basal (C), respiracdo méxima (D), indice de controle respiratdrio
(E), geracdo de espécies reativas extramitocondriais (F) e concentracdo de FCCP (G) foram medidas em
respirdbmetro de alta resolugdo Oroboros em meio DMEM livre de roro fetal bovino a 37°C. As barras representam
a médiazerro padrdo da média para 4 — 6 experimentos. *P<0,05 vs. Controle (ANOVA e Kruskal-Wallis de 1 via
sequido de teste post hoc de Tukey e Donn’s).
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5 DISCUSSAO

O LBP tem ampliado a sua utilizacdo na pratica clinica na Gltima
década. Seu éxito deve-se as particularidades de respostas que induz nos
tecidos, como reducdo de edema, diminuicdo do processo inflamatdrio,
aumento da sintese de colageno e da epitelizagdo. Inimeros estudos
foram realizados em diversas células que fazem parte do processo
cicatricial, em uma tentativa de elucidar os mecanismos biolégicos pelas
quais a irradiagdo do LBP pode estimular o processo regenerativo (Karu,
1999, 2004, 2010; Eels e cols., 2004; Wong-Riley e cols., 2005; Chen e
cols., 2011).

Devido a poucas afirmac6es na literatura sobre os reais efeitos
da terapia com LBP na resposta benéfica tecidual e também por falta de
estudos que demonstrem esses efeitos, esse trabalho teve com objetivo
investigar os eventos moleculares desencadeados pela irradiacdo com
LBP na recuperagéo de lesdes epidérmicas e musculares em roedores.

Neste contexto, a primeira parte do nosso estudo teve como
objetivo avaliar o processo de cicatrizacdo de feridas epiteliais apds
ulceracdo e tratamento com diferentes tipos e doses de LBP,
mensurando a regressdo do tamanho da ferida, sintese de colageno e
parametros de estresse oxidativo. Os resultados mostraram uma melhora
no processo de cicatrizagdo através da reducdo do tamanho da ferida,
aumento na fibrogénese e reducdo de estresse oxidativo apés 5 dias de
irradiacéo.

A resposta inflamatéria é representada por ativacdo de neutrofilos
e macrdfagos e acimulo de outras células de defesa no tecido lesado (Li
e cols., 1999). Os neutrofilos e mondcitos representam um papel chave
na fase inflamatoria do reparo de ferida por secretar citocinas e fatores
de crescimento (Henry e cols., 2003; Pereira e cols., 2008). Entretanto,
esses eventos também aumentam a producdo de oxidantes que levam a
danos oxidativos a lipideos, proteinas e DNA, bem como a necrose
celular, comprometendo a recuperagdo do tecido (Pattwell e Jackson,
2004). A diminuicdo no tamanho da ferida e consequentemente a
cicatrizagdo sugerem um efeito positivo no tratamento com LPB (HeNe
e AsGa) com diferentes comprimentos de onda e doses.

Neste cendrio, os efeitos benéficos do LBP podem ser
relacionados a aceleracdo da fase inflamatéria e melhora nos pardmetros
de estresse oxidativo. Na fase inflamatéria aguda, as células mortas séo
removidas pela infiltracdo de neutréfilos e seguido por uma resposta
regenerativa, no qual, ocorre a proliferacdo de células satélites
substituindo as células previamente danificadas e fagocitadas (Sommer e
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cols., 2001). Prévios estudos do nosso grupo demonstraram que a fase
inflamatoria é acelerada pela LBP devido ao aumento na producdo de
ATP mitocondrial. Os efeitos fotoestimuladores do LBP sobre uma
variedade de enzimas mitocondriais (complexos de proteinas na cadeia
de transporte de elétrons) foi investigado por diferentes pesquisadores
(Vekshin e cols., 1982; Passarela e cols., 1984; Karu, 1999).

Os eventos primarios nas células expostas a irradiacdo
infravermelha ocorrem na mitocéndria (Karu, 1987, 1999), onde um dos
trés principais fotorreceptores moleculares, o citocromo c, esta
localizado. Cooper e cols (1997) e Beauvoit e cols (1994) postulam que
até 50% da luz infravermelha é absorvida por cromo6foros na
mitocéndria, incluindo o citocromo c. Byrnes e cols (2004) sugerem que
durante os primeiros dias de cicatrizacdo, o processo de reparo é
direcionado para impedir e prevenir subsequente perda de sangue, com
formagdo de um tampdo de fibrina que auxilia a matriz celular para
subsequentes eventos, iniciando com adesdo de plaquetas ao colageno
no espaco perivascular. Este contato ativa as plaquetas, induzindo a
liberagdo de fatores plaquetareos que aceleram a migragéo e proliferacéo
de fibroblastos que sdo as principais células no processo de regeneracéo
tecidual (Poli e Parola, 1997).

Nesse estudo, foi observado um aumento na sintese de colageno
nos animais irradiados, reforcando a ideia que o LBP acelera a migragédo
e proliferacdo de fibroblastos. A fase de fibrose do processo de
cicatrizacdo é caracterizada pela sintese de colageno, proteina composta
por glicina, prolina e hidroxiprolina (Fukushima e cols., 2001). Neste
contexto, nosso resultado do contetdo de hidroxiprolina esta de acordo
com publicacdes ateriores (Reddy e cols, 1998; Stadler e cols., 2001;
Al-Watban e cols, 2003), em que a terapia com LBP melhorou o
processo de cicatrizagcdo aumentando a producdo de colageno.

Estudos recentes indicam que as ERO como o superdxido, radical
hidroxila, oxido nitrico e peroxinitrito desempenham um papel
importante no processo de cicatrizacdo (Gillitzer e Goebeler, 2001;
Pereira e cols., 2008). A producdo de ERO é um processo essencial para
proteger a célula contra invasdo de agentes infecciosos. Entretanto,
quando se torna excessiva a producdo de ERO, essa condi¢do pode levar
a danos a biomoléculas e prejudicar o processo de recuperacao no tecido
lesado (Halliwell e Gutteridge, 2007; Kerkweg e cols., 2007).

Por outro lado, alguns estudos reportaram que LBP é capaz de
reduzir os niveis de ERO derivados da mitocondria em células epiteliais
e acelerar a cadeia respiratéria em neutréfilos de ratos (Ruszczak e cols.,
2000; Albertini e cols.,, 2007). Adicionalmente, foi sugerido que
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processos de fotobioestimulagdo modulam o estado redox celular (Liu e
cols., 2009).

Nossos resultados mostram que as atividades das enzimas
antioxidantes SOD e CAT foram reduzidas apés aplicacdo do LBP na
derme lesionada. E possivel que essa modulagio bioquimica ocorra
devido a uma diminuicdo na resposta inflamatoria e consequentemente
uma diminuicdo das ERO. A SOD desempenha um papel importante na
defesa contra estresse oxidativo por converter o anion superéxido na
forma menos bioativa o peroxido de hidrogénio (Halliwell e Gutteridge,
2007). A SOD é uma enzima que pode ser induzida e sua atividade
depende das concentra¢@es de anion superoxido. Como o LBP diminuiu
a peroxidacédo lipidica e a carbonilagdo proteica devido a seus efeitos
antioxidantes, a diminuicdo na atividade da SOD observada nos grupos
com LBP pode ser indicativo da reducdo do estresse oxidativo no tecido
(Shukla, 1997). A CAT é uma enzima de defesa amplamente distribuida
gue catalisa a transferéncia de peroxido de hidrogénio a 4gua e oxigénio
(Halliwell e Gutteridge, 2007). A atividade da CAT teve uma redugdo
significativa no tratamento com LBP podendo ser relacionado com a
reducdo na geragédo de ERO.

Recentemente, muita énfase vem sendo dada sobre a aplicacéo do
LBP com o objetivo de acelerar as reagdes celulares, deste modo
contribuindo para uma resolugdo significativamente mais eficiente da
ferida (Busnardo e cols., 2010; Hussein e cols., 2011). Sugerimos que a
LBP apresenta efeitos benéficos no processo de cicatrizagdo de ferida,
provavelmente por acelerar a fase inflamatéria e induzir a sintese de
colageno, particularmente com o laser HeNe com as 1 e 3 J/cm® e AsGa
com dose de 3 J/cm®.

No proximo grupo de experimentos usamos um modelo de
lesdo muscular traumatica em ratos para avaliar a influéncia do LBP
sobre parametros de estresse oxidativo e mediadores inflamatérios na
area lesada. Primeiramente, avaliamos se o modelo de lesdo induz
alteragdes em parametros de estresse oxidativo 2, 12 e 24 horas apés a
lesdo e, como podemos observar na Figura 16 todos os pardmetros
analisados tiveram um aumento significativo nesses periodos. Esse
modelo reproduz a maioria das lesdes musculares traumaticas descritas,
em que é gerada uma resposta inflamatéria caracterizada por
modificagdes na estrutura muscular, aumentando o edema intercelular e
um infiltrado inflamatério com alta concentragdo de macrofagos e
neutréfilos até 5 dias ap6ds a lesdo, induzindo estresse oxidativo (Huard e
cols., 2003; Powers e cols., 2011).
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LBP tem demonstrado ser efetivo na reducdo da resposta
inflamatoria, promocéo de reparo tecidual, diminuicdo de dor e reducéo
de fadiga em varios estudos com modelos animais e estudos clinicos
(Douris e cols., 2006; Leal Junior e cols., 2010; Servetto e cols., 2010;
Chen e cols., 2011). A irradiacdo com o laser AsGa (904 nm) com picos
altos de poténcia parece ter mais sucesso em lesdes musculares do que
densidades baixas de energia em comprimentos de onda infravermelhos
(780 — 860 nm), para o qual as saidas sdo continuas (Enwemeka e cols.,
2001; Bjordal e cols., 2001 e 2003). Isso se reflete também nas
recomendacBes de dosagem baseadas em evidéncias para distdrbios
osteomusculares publicados pela Associagdo Mundial de Terapia a
Laser (2006), nas quais densidades baixas de energia sdo recomendadas
para o uso de laser com comprimento de onda de 904 nm.

Devido a isso, decidimos investigar os efeitos do LBP com inicio
de tratamento 2, 12 e 24 horas ap6s a inducdo de lesdo muscular com
duas doses 3 e 5 J/cm?, e com duracéo de 5 dias sobre parametros de
estresse oxidativo. Como podemos observar 0s grupos que iniciaram o
tratamento 2 horas ap6s a lesdo na dose de 3 e 5 J/lcm?® tiveram uma
diminuig&o significativa em relagdo aos animais com lesdo muscular em
todos os parametros de estresse oxidativo analisados, mostrando que a
reducdo do estresse oxidativo pode ser induzido precocemente. Isto
provavelmente repercutira melhor na recuperacao do tecido lesado.

Decidimos utilizar a dose de 3 J/cm? com inicio das irradiacdes
2 horas ap6s a lesdo, nos experimentos seguintes. Desta forma, o
préximo grupo de experimentos avaliou a influéncia do LBP a sobre a
concentracdo de nitrito no tecido muscular lesado, e no plasma. Foram
avaliados dois marcadores de oxidacdo proteica, 0s produtos proteicos
de oxidagdo avancada (AOPPs) e ditirosina além do contetdo de nitrito
(Figura 7). (Karu e cols., 2005; Abdel e cols., 2007).

Como mostrado na Figura 17, podemos observar que a lesdo
muscular induziu um aumento nos marcadores de oxidacdo proteica
(AOPP e ditirosina) e no conteddo de NO no plasma e no tecido
muscular lesado, e a irradiagdo com LBP teve uma reducao significativa.
Acreditamos que a LBP induziu uma diminuicdo na oxidacdo de
proteinas no plasma devido a reducgdo na producdo de ERO e ERN no
local da lesdo, como mostra nos resultados com nitrito. Durante a
inflamacdo, ocorre 0o aumento da expressdo do dxido nitrico sintase 2 e
geracdo de NO induzindo um estresse oxidativo local, podendo
amplificar a lesdo e modificar a estrutura e funcionalidade de proteinas e
lipideos na membrana celular. Essa alteracdes podem levar a mudangas
em vias de sinalizacdo que vao exarcebar a resposta inflamatéria (Shi e
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cols., 2006; Filippin e cols., 2011). O LBP induziu uma reducgdo no
estresse oxidativo e consequentemente diminuicdo de lesGes teciduais
adicionais causadas por essas espécies. Além disso, os resultados
sugerem que o LBP tem um efeito biologico positivo modulando o
estado redox e acelerando a recuperacdo do tecido lesado (Albertini e
cols., 2007; Lindgard, 2007; Servetto e cols., 2010; Assis e cols., 2012;
Qiu e cols., 2013;).

Para entender melhor esse efeito do LBP, a seguir foi avaliada a
expressdo génica de citocinas proé e anti-inflamatérias, como IL-6 e IL-
10, respectivamente e VEGF e BDNF, que sdo liberados apds a lesdo
muscular. Como mostrado na Figura 18, a lesdo traumatica aumentou a
expressao génica dessas proteinas (IL-6, VEGF e BDNF) e o grupo que
recebeu o LBP teve uma reducdo significativa. Em relacdo as citocinas o
laser induziu uma diminuigéo (IL-6) e um aumento (IL-10) da expressdo
genica, varios estudos propdem que esse efeito pode ser devido a
diminuicdo na producdo de NO e de ERO (Gomes e cols., 2012;
Servetto e cols., 2010; Wu e cols., 2013; Laraia e cols., 2012). Cinco
dias ap6s a lesdo traumatica, o tecido muscular ainda estd numa fase
inflamatdria aguda com muito edema, como consequéncia do infiltrado
de macrdfagos e neutrofilos (Tidball e cols., 2005). Uma caracteristica
desta situacdo é o aumento da expressdo de VEGF devido ao
rompimento dos sarcomeros e da estrutura vascular nas fibras
musculares que consequentemente vao induzir um extravasamento
sanguineo e hipoxia local (Tang e cols., 2004). A regido promotora do
gene VEGF contem um elemento de resposta a hipéxia (HRE) que,
quando ativado, induz a fosforilacdo de HIF-1a, e quando isso acontece
a transcricdo de VEGF € aumentada (Forsythe e cols., 1996). Alguns
estudos (Cohen e cols., 1996; Hellwig-Burgel e cols., 1999; Kosmidou e
cols., 2001; Schafer e cols., 2003; Clark e cols., 2007) sugerem que
existem outros mecanismos de ativacdo de VEGF no musculo, tais como
moléculas inflamatdrias, geracdo de ERO, estado energético e atividade
da adenosina monofosfato cinase.

Outra alteracdo na lesdo muscular € o aumento na expressdo de
BDNF no momento em que ocorre a ativacao e proliferacdo das células
satélites, sugerindo que o BDNF desempenha um papel importante na
mediacdo da resposta celular satélite, principalmente na resposta aguda
(Griesbeck e cols. 1995; Omura e cols., 2005). Conforme Tidball (2005)
0 BDNF tem um papel similar a outras citocinas inflamatérias (IL-6 e
TGF- B) na regulacdo da regeneracdo muscular. Além disso, células
imunes derivadas de BDNF sdo uma importante fonte de BDNF durante
a lesdo e reparo muscular. Resultados similares foram encontrados em
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neuropatias periféricas humanas, que demonstraram a expressdo de
BDNF que foi proporcional a extensdo da invasdo de células T e
macrofagos (Sobue e cols., 1998, Clow e Jasmin, 2010).

Como mostrado na Figura 18 o laser induziu uma diminuicdo na
expressdo génica dessas proteinas (VEGF e BDNF) demonstrando um
efeito anti-inflamatério que pode ser justificado, hipoteticamente,
devido ao estimulo no metabolismo local e aceleragdo do processo
inflamatorio agudo.

Para confirmar tal hipdtese decidimos analisar parametros
comportamentais de atividade motora, como a distancia percorrida e o
numero de levantamentos no teste de campo aberto. Podemos observar
na Figura 19 que o grupo de animais tratado com LBP com dose de 3
Jlem? iniciando a irradiacdo 2 horas apés e irradiado por 5 dias, teve
efeitos positivos nesses dois pardmetros. Demonstrando assim que a
irradiacdo com LBP além de melhorar marcadores bioquimicos e
moleculares também melhorou pardmetros comportamentais de fungéo
motora. Assim, podemos concluir que a dose de 3 J/cm? com inicio de
tratamento 2 horas apés é a melhor dose nesse tipo de lesdo.

Vérios estudos in vivo sugerem que a aceleragdo do processo
cicatricial favorecido pelo uso de LBP estaria relacionado ao aumento
da atividade mitocondrial e do metabolismo local (Azevedo, e cols.,
2006; Lubart e cols., 2006; Akyol and Gungormus, 2010). O objetivo
deste terceiro grupo de experimentos foi investigar os efeitos
bioestimulatérios em mitocondrias musculares. Devido a isso,
investigamos os efeitos da irradiagdo com o LBP HeNe em diferentes
doses sobre a atividade dos complexos da cadeia respiratoria
mitocondrial. A Figura 20 mostra que houve um aumento na atividade
do complexo | e IV 5 minutos apds a irradiacdo, e também que a
atividade do complexo IV aumentou apds 1 hora. Isso esta de acordo
com alguns estudos (Yu e cols., 1997; Karu, 2010), que demonstram que
a LBP acelera a transferéncia de elétrons na cadeia de respiratoria,
resultando num aumento do potencial elétrico da membrana
mitocondrial, favorecendo dessa forma a sintese de ATP, alcalizacdo do
citoplasma e finalmente ativacdo de sintese de &cidos nucleicos para
posterior proliferagdo celular (Karu, 2010).

O complexo | é o passo limitante na fosforilagdo oxidativa
(Chinopoulos and Adam-Vizi, 2001). Além disso, alguma modificacdo
ou estimulagdo deste complexo pode ter um direto impacto sobre o
estado geral de energia da célula, como previamente descrito pelo nosso
grupo (Glaser e cols., 2010; Moreira e cols., 2010; Figueiredo e col.,
2011; Remor e cols., 2011). Isso pode estar relacionado & presenca de
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fotorreceptores principalmente no complexo | e IV da cadeia
respiratoria, como previamente proposto por Karu em células HelLa
(Karu e cols., 2008). A fotoativacdo de componentes mitocondriais que
sdo sensiveis a luz visivel do laser pode causar uma curta ativacdo na
cadeia respiratoria e oxidacao/reducdo do NADH e da citocromo c
oxidase, levando a mudancas benéficas celulares no estado redox, de
ambos citoplasma e mitocéndria, o qual podem incluir aumento na
velocidade do ciclo de Krebs e producdo adicional de ATP (Lubart e
cols., 2005).

Trabalhos pioneiros de Karu e cols (Karu e cols., 2004, 2008)
sugerem que moléculas podem agir como cromdforos enddgenos
podendo incluir porfirinas, flavinas, citocromos mitocondriais e o
sistema NADPH oxidase da membrana plasmatica, o qual, contem
flavoproteinas e citocromo b (Lubart e cols., 2005). Em relagdo a
citocromo c oxidase, foi demonstrado que a irradiacdo de células HelLa
com LBP causa uma reducdo ou oxidacdo de seus fofoaceptores Cu, e
Cup (Karu e cols., 2004).

Para demonstrar que o LBP induz uma estimulagdo mitocondrial
e com isso um estado de alta energia, avaliamos seus efeitos no
consumo de oxigénio de células musculares irradiadas. Os resultados
mostram que as células irradiadas com 10 J/cm? necessitam uma
concentracdo maior de FCCP no meio para atingir a respiragdo maxima,
podendo ser relacionado a uma capacidade respiratéria maior ou uma
quantidade maior de mitocéndrias. O LBP com a mesma dose também
aumentou a contribuicdo da ATP sintase na respira¢do basal e isso pode
ser relacionado com aumento da atividade do complexo V mitocondrial,
com consequente aumento nas concentracGes de ATP. Alguns estudos
com mitocondrias e células irradiadas com comprimento de onda de
632, 725 e 904 nm mostram que o potencial de membrana mitocondrial,
sintese de ATP e consumo de oxigénio podem ser estimulados pela
irradiacéo (Karu, 2008 e 2010).

Morimoto e cols. (1994) também demonstraram que o LBP induz
uma maior absor¢do de O, e com isso aumentando a atividade do
citocromo c oxidase, estimulando a transferéncia de elétrons e o
bombeamento de prétons dessa enzima. Conforme Hu e cols. (2007) e
Masha (2013); o contelido de proteinas mitocondriais, a sintese de RNA
mitocondrial e replicagdo do DNA mitocondrial sdo aumentadas pela
irradiacdo com o LBP HeNe.

De modo geral, é provavel que o efeito bioestimulatério do LBP
esta associado ao aumento na atividade dos complexos da cadeia
respiratoria e na inducdo da transcricdo de genes que codificam a sintese
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desses complexos. Assim, estimulando o metabolismo energético e a
fosforilacdo oxidativa aumentando a producéo de ATP que pode acionar
outros processos metabolicos que estdo envolvidos na aceleragdo da
cicatrizacdo de lesGes epiteliais e musculares.
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6 CONCLUSOES

De acordo com os resultados apresentados nesta tese de
doutorado, podemos concluir que o laser HeNe aumenta a fungéo
mitocondrial, producdo de colageno e diminui pardmetros de estresse
oxidativo, contribuindo positivamente na aceleragdo do processo
cicatricial de lesGes dérmicas. Do mesmo modo, o laser AsGa
demonstrou propriedades antioxidantes e anti-inflamatdrias repercutindo
assim na diminui¢do do déeficit motor induzido pela lesdéo muscular
traumatica. Esses efeitos benéficos do LBP estdo relacionados com um
aumento na capacidade respiratoria celular.
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7 PERSPECTIVAS

Alguns aspectos relacionados a este trabalho ainda precisam ser
melhor elucidados.

Desta forma, algumas perspectivas sdo propostas ao final desta
tese:

Investigar os efeitos do LBP em proteinas da cascata de
sinalizacdo da fase inflamatdria aguda e cronica de lesdes epiteliais e
musculares para avaliar melhor os efeitos bioestimulatorios da
irradiacéo.

Investigar os efeitos do LBP sobre fatores de transcricdo
especificos do masculo como MyoD, myogenin, Myf4 e Myf5 que séo
responsaveis pela regeneragdo muscular.

Realizacdo de estudos com imunohistoquimica e citometria de
fluxo para avaliar os efeitos da irradiagdo com LBP em macrofagos M1
e M2 na lesdo muscular.
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Abstract Gallium-arsenide (GaAs) and helium-neon
(HeNe) lasers are the most commonly used low-energy
lasers in physiotherapy for promoting wound healing and
pain modulation. The aim of this study was investigate the
effect of low-power laser imadiation (LPLI) at different
wavelengths and doses on oxidative stress and fibrogenesis
parameters in an animal model of wound healing. The
animals were randomly divided into five groups (n=6):
Controls (skin injured animals without local or systemic
treatment), skin injury treated with HeNe 1 J/cm? (two seg);
skin injury treated with HeNe 3 J/em?® (six seg); skin injury
treated with GaAs 1 J/om® (three seg); skin injury treated
with GaAs 3 J/em® (nine seg). A single circular wound
measuring 8 mm in diameter was surgically created on the
back of the animal. The rats were imadiated at 2, 12, 24, 48,
72, 96, and 120 h after skin injury. The parameters, namely
hydroxyproline content, activities of the antioxidant
enzymes superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT),
and lipid (TBARS) and protein oxidation (carbonyl groups)
measurements were assessed. In addition, wound size
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regression was also analyzed. The results showed an
improvement in the wound healing reflected by the
reduction in wound size and increased collagen synthesis.
Moreover, a significant reduction in TBARS levels,
carbonyl content, and SOD and CAT activities were
observed after laser irradiation, particularly with the treat-
ments HeNe laser 1 and 3 Jem® dose and GaAs 3 Jem®
dose. The data strongly indicate that LPLI therapy is
efficient in accelerating the skin wound healing process
after wounding, probably by reducing the inflammatory
phase and inducing collagen synthesis.

Keywords Low-power laser- Wound healing - Stress
oxidative - Collagen synthesis

Introduction

Low-power laser irradiation (LPLI) has been used in a
variety of clinical applications where it is thought to
promote certain processes without inducing any thermal
effects [1]. Gallium-arsenide (GaAs) and helium-neon
(HeNe) lasers are the most common low-energy lasers used
in physiotherapy for promoting wound healing and pain
modulation [2].

LPLI treatment has been shown to be effective in
controlling pain, in inflammatory processes, as well as in
stimulating collagen production, fibroblast proliferation,
and local microvascularization [3-7]. Furthermore, it has
been demonstrated that LPLI also stimulates cellular
metabolism, enhances the regenerative potential, and
counterbalance inflammation with analgesia and vasodila-
tation [8, 9].

The process of wound healing involves an acute
inflammatory phase, elicited by the wounding, followed
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by regeneration, migration, and proliferation of parenchyma
and connective tissue cells, remodeling, collagenization,
and finally acquisition of wound strength [10]. In this
context, it is known that free radicals play a crucial role in
wound healing, particularly in the inflammatory phase [7].
Reactive oxygen species (ROS) contribute to further tissue
damage in the events following skin injury and are known
to impair the healing process [11]. Increased ROS may
therefore cause cell damage by peroxidation of membrane
lipids, inactivation of sulthydryl enzymes, cross-linking of
proteins, and breakdown of DNA. To counter this potential
damage, organisms have enzymatic and non-enzymatic
antioxidant defenses [10]. However, an imbalance between
oxidants and antioxidants may lead to a situation defined as
oxidative stress during the wound healing process [12].
Increasing evidence in the literature has demonstrated a
direct correlation between LPLI and activation of the
cellular antioxidant system [7].

However, there 1s no consensus regarding the most
appropriate laser wavelengths and doses to accelerate
wound healing. The aim of this study was investigate the
effect of low-power laser imadiation (LPLI) at different
wavelengths and doses on oxidative stress and fibrogenesis
parameters in an animal model of wound healing.

Materials and methods
Animals

Adult male Wistar rats (250-300 g) from the Central
Animal House of the Universidade do Extremo Sul
Catarinense, Santa Catarina, Brazil, were caged in groups
of five, provided with commercial rat chow and water ad
libitum, and maintained on a 12-h light/12-h dark cycle, ata
temperature of 22°C+1°C. The animals were randomly
divided into five groups (r=6) Controls (skin injured
animals without local or systemic treatment), skin injury
treated with HeNe 1 J/en® (two seg); skin injury treated
with HeNe 3 J/em? (six seg); skin injury treated with GaAs
1 Jem? (three seg); skin injury treated with GaAs 3 J/iem®
(nine seg). All studies were performed in accordance
with the National Institutes of Health guidelines on
animal care and with the approval of the Ethics
Committee of the Universidade do Extremo Sul Catarinense,
Santa Catarina, Brazil.

Epithelial wounding model

The wounding model was induced as described by
Carvalho [13]. Briefly, the animals were anesthetized with
an intraperitoneal injection of ketamine (70 mgkg) and

xylazine (15 mg/'kg). The dorsal region of each animal was
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shaved and disinfected with alcohol 70%. In the mid-dorsal
region, between the infrascapular line and the tail, a circular
area of the skin approximately 8 mm in diameter was
removed with a punch. The wounds were uniform in
diameter, depth, and location. Control rats were also
anesthetized to ensure standardization.

Irradiation protocol

The low-energy lasers used in this study were gallium-
arsenium (GaAs) lasers with pulsed emission (wavelengths
904 nm; peak power 70 W; frequency 9.500 Hz; pulse
time 60 ns; spot size 0.10 cm®; power density 0.4 W/em®)
and helium-neon (HeNe) laser with continuous emission
(wavelengths 660 nm; peak power 30 mW; spot size
0.10 ¢m®) (Laserpulse-Tbramed). Laser irradiation was
performed over five distinct regions around the damaged
area, with the laser pen being kept perpendicular to the
injury at a distance of | cm per point, as previously
described by Morrone [14]. The animals were irradiated at
2, 12, 24, 48, 72, 96, and 120 h after wounding. The
efficacy of the laser irradiation protocol was evaluated
after a wound healing period of 5 days.

Euthanasia protocol

Two hours after the last LPLI application the animals were
killed by decapitation and the external border of the injured
region was surgically removed and immediately processed
and stored at —70°C for later analysis.

Sample preparation

The tissue was homogenized in the buffer used for each
technique. The homogenates were centrifuged at 1.000x g
for 10 min at 4°C and the supernatants kept at =70°C until
analysis. The maximum period between homogenate
preparation and the biochemical analysis was always less
than 5 days.

Biochemical assays

Hydroxyproline levels The hydroxyproline content in
samples was determined by a colorimetric method as
previously described by Woessner [15]. Initially, the
sample (30 mg) was homogenized in buffer specific
(1 ml), and 250 ml of homogenate was incubated with
500 ml of 0.05 M chloramine-T for 20 min at room
temperature in test tubes. The mixture was then incubated
with 500 ml of 3.17 M perchloric acid for 5 min at room
tempemture. Finally, the mixture was incubated with 500 ml
of 20% dimethylbenzaldehyde for 20 min at 60°C. The color
developed by the reaction was read spectrophotometrically at
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557 nm, and the results were expressed as mg of hydroxy-
proline per gram of tissue.

Lipid peroxidation and protein carbonylation assays The
levels of 2-thiobarbituric acid reactive species (TBARS)
were measured using the method described by Draper and
Hadley [16]. Briefly, tissue was mixed with 1 ml of 10%
trichloroacetic acid and 1 ml of 0.67% thiobarbituric acid.
Subsequently, the mixture was heated in a boiling water
bath for 15 min. The amount of TBARS was determined by
measuring the absorbance at 532 nm, and the results were
given in nmol TBARS/mg protein. Protein carbonylation
was determined according to the method described by
Levine et al. [17]. The protein carbonyl content was
measured by first forming labeled protein-hydrazone
derivatives using 2,4-dinitrophenylhydrazide (DNPH).
These derivatives were extracted with 10% (volivol)
trichloroacetic acid, which was followed by treatment
with a 1:1 (volivol) mixture of ethanol/ethylacetate and
reextraction with 10% trichloroacetic acid. The resulting
precipitate was dissolved in 6 M urea hydrochloride. The
difference spectrum between a 2 4-dinitrophenylhydrazide
protein blank was used to calculate nmol of 2.4-
dinitrophenylhydrazide incorporated per mg of protein.
The incorporation was measured as the absorbance at
370 nm using a spectrophotometer.

Superoxide dismutase (SOD) activity assay SOD activity
was determined according to the method of Bannister
and Calabrese [18]. Specific activity was expressed as
units per mg protein. One unit is estimated by the 50%
inhibition of adrenaline auto-oxidation read at 480 nm in a
spectrophotometer.

Catalase (CAT) activity assay CAT activity was measured
by the rate of decrease in hydrogen peroxide absorbance at
240 nm [19]. Enzyme activity was expressed as units per
mg protein. One unit is defined as 1 pmol of reduced
hydrogen peroxide per minute.

Protein determination The amount of protein in the
samples was determined using the Lowry technique [20].

Statistical analysis

Results are presented as mean + standard error of mean.
Assays were performed in duplicate and the mean was used
for statistical analysis. Data were analyzed using one-way
analysis of variance (ANOVA) followed by the post hoc
Tukey test when F was significant. Only significant F
values are given in the text. Differences between the groups
were rated significant at p<0.05. All analyses were carried

«out in an IBM-compatible PC computer using the Statistical
Package for the Social Sciences (SPSS) software.

Results
Wound size evolution

Figure 1 shows a significant improvement in the wound
healing process (by measuring the regression of the wound
size) in the groups irmadiated with HeNe 1 and 3 J/em®
(0.94+0.16 cm; 1.14+0.08 cm, respectively) and GaAs
3 Jem® (1.2020.17 cm), when comparing to controls
(0.4820.09 cm).

Induction of fibrogenesis

Figure 2 shows a significant increase in hydroxyproline
content in the groups treated with HeNe 1 and 3 J/em®
(89.15+2.78, 108.63+12.2) and GaAs 3 Jem® (83 9444 69)
in relation to the control group (51.5342.18).

Oxidative damage
Figure 3a shows a significant decrease in TBARS measure-
ment in the groups treated with HeNe 3 Jem® (0.014+0.002)

and GaAs 3 J/em® (0.016£0.002) compared to the control
group (0.030+0.008). In parallel, Fig. 3b shows that protein
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Fig. 1 Effect of low-level laser imadiation in the wound healing
process (by measuring the regression of the wound size) 5 days after
wounding. In low-level laser therapy group, wounds were freated 2,
12, 24, 48, 72, 96, and 120 h after wounding. Data are expressed as
mean + standard error of mean for six animals. Different from control
(*p<0.05) (least square difference (LSD) test)
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Fig. 2 Effect of low-level laser imdiation on hydroxyproline levels
after wounding (5 days). Data are expressed as mean + standard error
of mean for six animals. Different from control (*p<0.05) (least square
difference (LSD) test)

carbonylation was significantly reduced after treating
with HeNe 1 and 3 J/em® (0.24+0.07, 0.21£0.04), and
AsGa 3 J/em® (0.12£0.04) (control group: 0.52+0.10).

Enzymatic antioxidant defenses

Figure 4a and b show that LPLI treatment (HeNe and
GaAs) significantly reduced SOD (0.87+0.067, 0.73+
0.044, 0.824£0.03) and CAT (0.2420.03, 0.22+0.02,
0.2240.05) in the groups treated with HeNe 1 and 3 Jem?®
and GaAs 3 Jiem®, respectively, in relation to controls
(1452040, 0.47£0.12).

Discussion

In the present work, we evaluated the skin wound healing
process after wounding and treatment with different LPLI
types and doses by measuring the regression of the wound
size, collagen synthesis, and oxidative stress parameters.
The results showed an 1mprovement in the wound
healing process, since wound size was significantly
reduced, fibrogenesis was induced and oxidative damage
to biomolecules was reduced, after 5 days of irradiation.

The inflammatory response is represented by neutrophilia,
neutrophil activation, and the accumulation of neutrophils and
other defense cells in the injured tissue [21]. The neutrophils
and monocytes play a key role in the inflammatory phase of
wound repair by secreting cytokines and growth factors [22,
23]. However, these events also increase the production of
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oxidants and may lead to oxidative damage of lipids and/or
proteins and therefore, cell necrosis, compromising tissue
recovery [24].

The reduction in the wound size and consequent healing
suggest a positive effect of LPLI treatment (HeNe and
GaAs lasers) at different wavelengths and doses (Fig. 1). In
this scenario, the beneficial effect of LPLI might be related
to an accelerated inflammatory phase and/or an improvement
in the oxidative stress parameters.

In the early stages of inflammation, cell debns 1s
removed by the infiltrating neutrophils and followed by a
regenerative response in which satellite cells proliferate to
replace the previously damaged and phagocytosed cells
[25]. Previous studies from our group [7, 9] have
demonstrated that the inflammatory phase is accelerated
by LPLI due to an increase in mitochondrial ATP
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Fig. 3 Effect of low-level laser irradiation on thiobarbituric acid
reactive substances (TBARS) (a) and protein carbonyl (b) after
wounding (5 days). Data are expressed as mean + standard error of
mean for six animals. Different from control (*p<0.05). (least square
difference (LSD) test)
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Fig. 4 Effect of low-level laser imadiadon on superoxide dismutase
() and catmlase (b) activities after wounding (5 days). Data are
expressed as mean + standard error of mean for six animals. Different
from sham (*p, 0.05) (least square difference (LSD) test)

production. Increased activity in mitochondrial electron
transport can be associated with a variety of mitochondrial
enzyme activities. Photostimulatory effects on a variety of
mitochondrial enzymes (protein complexes in the respiratory
transport chan) have been proposed and investigated by
different researchers [26-28].

The pnmary events in cells exposed io visible- to near-infra
red radiation are believed to occur in mitochondria [26, 29],
where one of the three major photoacceptor molecules,
cytochrome c, is located. Britton Chance’s group postulated
that about 50% of near-infrared light is absorbed by
mitochondria chromophores, including cytochrome ¢ [30,
31]. Bymes [32] suggests that during the first days of
healing, the repair processes are directed towards preventing
subsequent blood loss (homeostasis), with formation of a
fibrin plug that supplies the preliminary matrix for
subsequent events, beginning with the adhesion of

platelets to the collagen in the perivascular space. This
contact activates the platelets, thereby releasing platelet
factors that accelerate the migration and proliferation of
the principal cell type in the healing process, fibroblasts
[33]. In the present study, it was observed increased
collagen synthesis in irradiated animals and this reinforced
the idea that migration and proliferation of fibroblasts is
accelerated by LPLI. Therefore, it could be assumed that
HeNe and GaAs treatment accelerated granulation and the
formation of fibroblastic tissue.

The fibrotic phase of wound healing is characterized by
the synthesis of collagen, a protein mainly composed of
glycine, proline, and hydroxyproline [34]. In this context,
hydroxyproline content results are in agreement with
previous publications [35-37], in which laser therapy
improved the wound healing process by increasing production
of collagen.

Studies recently conducted indicate that ROS and other
reactive species including superoxide, hydroxyl radicals,
nitric oxide, peroxynitrite, and the free radical-derived
product hydrogen peroxide might play an important role
in wound healing [22, 38, 39]. The ROS production is an
essential process to protect cells against invasion of
infectious agents. However, when ROS formation becomes
excessive, ROS can damage biomolecules and hinder the
process of recovery in the injured tissue [40]. On the other
hand, some studies have reported that LPLI is able to
reduce the levels of mitochondria-derived free radicals in
epithelial cells and inhibit the respiratory burst in rat
neutrophils [41]. In addition, it has been suggested that
the change in the cellular redox state leads to photo-
biostimulatory processes [42]. In line with this, our results
show that the activities of antioxidant enzymes (SOD and
CAT) were reduced after LPLI application. It is possible
that these biochemical modulations are due to a decrease in
the extent of the inflammatory response and consequent
decrease of ROS. SOD plays an important role in the
defense against oxidative stress by converting the superoxide
anion to the less bioactive H;0, and O, molecules [43]. We
detected an increase in SOD activity in the control group and
a decrease in LPLI groups. As elevated antioxidant enzyme
activity is one part of the host cellular defense system,
increased SOD activity in control animals (injured animals)
may be due to increased exposure to oxidative stress [44].
SOD is an inducible enzyme and is activity depends on O,
concentration. As LPLI suppresses lipid peroxidation and
protein carbonylation due to its established antioxidant
effects, the decreased SOD activity observed in the LPLI
groups may be indicative of the attenuated effects of SOD in
a reduced oxidative stress environment [45].

CAT has an important role in the acquisition of tolerance
to oxidative stress. It is a widely distributed defensive
enzyme that catalyses the breakdown of H,O., a strong
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biological oxidizing agent [43]. Therefore, the significant
CAT activity reduction in LPLI treatments might be related
to reduced generation of ROS.

Recently, great emphasis has been placed on the
application of laser irradiation of low energy density, with
the objective of accentuating the cellular biochemical
reactions and, in this way, contributing to a significantly
more efficient resolution of the wound. Although the
present results are preliminary, we suggest that LPLI
presents beneficial effects on the wound healing process,
probably by speeding up the inflammatory phase and
induci llagen synthesis, particularly with the laser
HeNe 1 and 3 J/em® doses and GaAs 3 Jem® dose. Further
studies are being carried out in our laboratory to better
understand the biological effects of LPLI on wound
healing.
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9.2 Efeitos do LBP em células do sistema nervoso central (C6).
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Efeito do LBP HeNe com doses de 10, 30 e 60 J/cm? sobre a reducdo de
MTT (A), atividade do complexo | e IV da cadeia respiratéria (B e C),
creatina cinase (D) e hexoquinase (E) em células do sistema nervoso central
(C6). As barras representam a médiaterro padrdo da média para seis
animais. *P<0.05 vs. Controle (ANOVA de 1 via seguido de teste post hoc
de Tukey).
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