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RESUMO

A terapia de fotobiomodulacao é utilizada frequentemente para estimular o organismo
no reparo tecidual e proliferacdo celular, mas os efeitos em citocinas inflamatorias
ainda precisam ser melhor investigados. O objetivo do estudo é avaliar os efeitos do
laser de comprimento de onda vermelho (660 nm), infravermelho (880 nm) e
associacdo de ambos na modulacdo de citocinas inflamatérias produzidas por
queratinécitos HaCaT desafiados por citocinas de mondcitos humanos estimulados
por Lipopolissacarideo (LPS) de Escherichia coli. Células no sangue humano
periférico (PBMC) de trés doadores foram isolados e estimulados por LPS durante
uma hora. Apos trés horas do estimulo, com incubagdo em meio sem LPS, o
sobrenadante foi coletado, medido e utilizado para estimular as células HaCaT. As
células HaCaT foram expostas duas vezes ao laser de diodo (InGaAIP, 20 mW, 0.71
W/cm?, 0.028 cm?), na densidade 5 J/cm?, 18 horas e 1 hora antes do desafio com as
citocinas. Em seguida, o sobrenadante contendo citocinas de mondcitos foi adicionado
no meio de cultivo das células HaCaT. Apds 2 horas a concentragdo de citocinas foi
avaliada e o sobrenadante substituido. Apds quatro horas, sobrenadante foi
novamente avaliado nos grupos expostos e nao expostos ao laser e a concentracéo
das citocinas IL-1 B, IFN-a2, IFN-y, TNF-a, MCP-1, IL-6, IL-8, IL-10 e IL-12p70, IL-
17A, IL-23 e IL-33 foi mensurada através do CBA Multiplex assay e comparada entre
0s grupos. A viabilidade celular foi realizada por meio do teste com MTT, comparando
0S grupos experimentais expostos a irradiacdo, com 0s grupos controle ndo expostos
airradiacdo. Os dados mostraram que a densidade de energia de 5 J/cm?2 e o estimulo
com citocinas ndo afetaram a viabilidade celular das células HaCaT. O laser
infravermelho aumentou a producéo de IFN-a2, IFN-y, TNF-a, MCP-1, IL-6, IL-8, IL-
10, IL-12p70, IL-17A, IL-23 e IL-33 pelas células HaCat (P <0.05) em relagédo ao grupo
controle, aumentou a producédo de IFN-a2, IFN-y, IL-6, IL-8, IL-17A, IL-18 e IL-23 em
relacdo as células estimuladas pela associacao do laser vermelho e infravermelho (P
<0.05) e a producao de IFN-y 23 em relagao ao laser vermelho (P <0.05). O efeito do
laser vermelho nas células HaCaT foi notado apenas com aumento da expresséo da
citocina IFN-a2 em relagao controle (P <0.05). O laser vermelho, infravermelho e os
dois simultaneamente aplicados na densidade de energia de 5 J/cm?, em dois
momentos, parece apresentar capacidade de modulacao inflamatoria sobre as células
HaCaT desafiadas por citocinas de monécitos humanos.

Palavras-chave: Terapia de baixo nivel de energia. Células HaCaT. Leucécitos.
Monocitos. Citocinas.



ABSTRACT

Photobiomodulation therapy is frequently used to stimulate technical and cellular
repair, but the effects on inflammatory cytokines still need to be further investigated.
The aim of the study is to evaluate the effects of red wavelength laser (660 nm),
infrared (880 nm) and the association of both on the modulation of inflammatory
cytokines produced by HaCaT keratinocytes challenged by cytokines of human
monocytes stimulated by LPS. Cells in human peripheral blood (PBMC) from three
donors were isolated and stimulated by LPS for one hour. After three hours of
incubation in medium without LPS, the supernatant was collected, measured, and used
to stimulate HaCaT cells. HaCaT cells were exposed twice to diode laser (InGaAIP, 20
mW, 0.71 W/cmz?, 0.028 cm?), at 5 J/cm? density, 18h and 1h before challenge with
cytokines. Then, the supernatant containing monocyte cytokines was added to the
HaCaT cell culture medium. After two hours the cytokine concentration was assessed,
and the supernatant replaced. After four hours, the supernatant was again evaluated
in the groups exposed and not exposed to the laser and the concentration of cytokines
IL-1 B, IFN-a2, IFN-y, TNF-a, MCP-1, IL-6, IL-8, IL-10 and IL-12p70, IL-17A, IL-23 and
IL-33 were measured using the CBA Multiplex assay and compared between groups.
Cell viability was performed using the MTT test, comparing the experimental groups
exposed to irradiation with the control groups not exposed to irradiation. The data
showed that the energy density of 5J/cm? and stimulation with cytokines did not affect
the cell viability of HaCaT cells. The infrared laser increased the production of IFN-a2,
IFN-y, TNF-a, MCP-1, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70, IL-17A, IL-23 and IL-33 by HaCat
cells (P<0.05) in relation to the control group, increased the production of IFN-a2, IFN-
y, IL-6, IL-8, IL-17A, IL-18 and IL-23 in relation to stimulated cells by the association of
the red laser and infrared (P <0.05) and the production of IFN-y and IL-23 in relation
to the red laser (P <0.05). The effect of red laser on HaCaT cells was noted only with
increased expression of IFN-a2 cytokine compared to control (P <0.05). The red,
infrared and the two lasers simultaneously applied at an energy density of 5 J/cm?
seem to have the ability to modulate inflammation on HaCaT cells challenged by
human monocyte cytokines.

Keywords: Low-level light Therapy. HaCaT cells. Leukocytes. Mononuclear.
Cytokines.
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1 INTRODUCAO

O laser de baixa poténcia tem sido amplamente utilizado em varias
modalidades terapéuticas, visando estimular a cicatrizacdo e regeneracao tecidual.
Este processo tem sido denominado terapia com laser/luz em baixa poténcia (do
inglés, low level light/laser therapy — LLLT), sendo o termo atualmente empregado o
de terapia por fotobiomodulagcdo (TFBM) (do inglés, photobiomodulation therapy -
PBMT) (ENGEL; KHAN; ARANY, 2016).

A TFBM utiliza baixas doses de radiacdo com comprimento de onda visivel no
vermelho ou proximo ao infravermelho, sendo néo-ionizante e nao-térmica, para
promover efeitos terapéuticos. Diversos estudos demonstram resultados promissores
no uso da TFBM nos campos da medicina, odontologia e fisioterapia, estimulando a
cicatrizacdo ou regeneracdo dos tecidos, analgesia e a diminuicdo da inflamacéo
(ENGEL; KHAN; ARANY, 2016). Freitas e Hamblin (2016) afirmaram que a TFBM tem
acdo anti-inflamatoria, e, quando h4 auséncia da inflamacdo, o laser de baixa poténcia
pode auxiliar na remodelacéo do tecido e mediar funcao celular, através de inducao
de mediadores pré-inflamatérios. Assim, a TFBM pode alterar os niveis de diversas
citocinas e mediadores inflamatorios.

Apesar de muitos estudos ja tenham sido realizados, os mecanismos celulares
responsaveis pela transducéo de sinais, a partir da irradiacédo do laser sobre as células
e tecidos, ainda ndo sdo claramente esclarecidos (CHEN et al.,, 2011). O
conhecimento a respeito dos mecanismos moleculares, contextos biol6gicos
envolvidos e a dose relacionada a cada aplicacdo ainda € escasso (ARANY, 2012).
Vérios parametros podem afetar os efeitos da TFBM, como o comprimento de onda a
ser utilizado, a distancia da ponteira do laser a area que sera irradiada, a fluéncia, o
tempo de aplicacao, a pulsacéo e a polarizacao da luz (ENGEL; KHAN; ARANY, 2016;
GAO; XING, 2009). Desta forma, dependendo da variagao desses parametros, podem
ocorrer efeitos estimulatorios ou inibitérios.

O aumento da expresséao de citocinas inflamatorias na cavidade oral tem sido
relacionado com a etiopatogénese da mucosite oral, inflamacdo da mucosa bucal
causada por quimioterapia e/ou radioterapia, que pode evoluir para Ulceras dolorosas
e predispor o paciente a infecgdes secundarias, comprometer sua qualidade de vida
e o curso do tratamento (EDUARDO et al., 2015). A mucosite oral pode se manifestar

em 20% a 40% dos pacientes que recebem quimioterapia convencional, em 80% dos
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pacientes que recebem altas doses de quimioterapia durante o condicionamento para
o transplante de células tronco hematopoiéticas, e na maioria dos pacientes irradiados
em regido de cabeca e pescocgo (LALLA et al., 2014).

O modelo de Sonis descreve a patogénese da mucosite em cinco fases:
iniciacdo - dano direto ao DNA, com formacdo de espécies reativas de oxigénio;
resposta a danos primarios - fatores de transcricdo séo ativados, levando a producgéo
de citocinas e enzimas pré-inflamatorias; amplificacdo de sinais - aumento da
producéo de citocinas e amplificacdo da sinalizacéo, resultando em apoptose e lesédo
tecidual; ulceracdo - erosbes clinicamente evidentes, presenca de bactérias e
secrecdes adicionais de citocinas pré-inflamatdrias; e cicatrizacdo - a cura fisiologica
(CINAUSERO et al., 2017; WONG, 2014).

Figura 1: Patologia da mucosite
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Fonte: Cinausero et al. (2017)

Um estudo in vitro mostrou que citocinas inflamatérias estdo associadas com a
diminuicdo da migracao de fibroblastos gengivais. No entanto, observou-se que o
laser, no comprimento de onda de 780 nm e dose de energia de 0,5 J/cm? é capaz de
promover migragdo e proliferacdo de fibroblastos mesmo em contato com citocinas
inflamatérias (BASSO et al., 2016).
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A TFBM possui propriedades que aceleram a reparacao tecidual e provocam
certo grau de analgesia (CASTRO et al., 2013). O efeito TFBM na expressao de
citocinas pro-inflamatorias também foi avaliado e mostra efeito biomodulador benéfico
no controle da expressao de citocinas pro-inflamatdrias relacionadas a mucosite
(BASSO et al., 2016). Apesar dos potenciais resultados, a TFBM eficiente depende
do uso de parametros apropriados, e isso ainda esta sob investigacdo (ABRAMOFF
et al., 2008; MIGNON et al., 2017). Adicionalmente, tem sido preconizado o uso de
dois comprimentos de onda simultaneamente para tratamento de desordens
temporomadibulares (SOUSA et al., 2019) e psoriase (ABLON, 2010), mas ainda néo
€ encontrado na literatura quais sdo os efeitos de combinar dois comprimentos de
onda para tratamento de lesbes de mucosite oral. Assim, o desenvolvimento de
estudos in vitro, com 0 objetivo de um maior entendimento dos mecanismos
envolvidos na patogénese dessas lesbes, bem como dos efeitos terapéuticos da
TFBM, torna-se indispensavel (SPERANDIO et al., 2015).

Desta forma, o presente estudo avaliou o efeito da fotobiomodulacdo na
expressdo de mediadores inflamatérios por queratindcitos humanos (HaCaT)
estimuladas por citocinas produzidas por monécitos do sangue periférico humanos
desafiados por lipopolissacarideo (LPS) de Escherichia coli., utilizando o sistema de
cultivo in vitro. Além disso, foi avaliada a irradiacdo com os dois comprimentos de
onda, 660 nm - vermelho e 808 nm - préoximo ao infravermelho, aplicados

isoladamente e simultaneamente.

1.1 Efeitos biolégicos da terapia de fotobiomodulagcéo (TFBM)

Estudos mostram que a TFBM possui propriedades que aceleram a reparacao
tecidual e provocam certo grau de analgesia (CASTRO et al., 2013). O seu uso vem
sendo muito promissor em especialidades médicas e odontologicas, com aplicacéo
direta do laser sobre a mucosa oral (ANSCHAU et al., 2019; RUPEL et al., 2018).
Apesar dos potenciais resultados, a TFBM eficiente depende do uso de parametros
apropriados, e isso ainda esta sob investigacdo (ABRAMOFF et al., 2008; MIGNON
et al., 2017).

Experimentos in vitro e ensaios pré-clinicos indicam que fatores como tempo
de irradiacdo e densidade de poténcia aplicada, podem induzir efeitos estimulatorios
ou inibitorios pela TFBM (GULSOQY et al., 2006; MIGNON et al., 2017). Os efeitos de
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bioestimulacédo, como aumento da proliferacdo, migracdo e adeséao celular (GULSOY
et al., 2006), em estudos celulares in vitro, ocorrem na faixa de valores entre 1 J/cm?
a 10 J/cm?; ja os efeitos inibitérios tendem a ocorrer em valores acima de 25 J/cm?
(TATA; WAYNANT, 2011). Além disso, estudos indicam que a irradiacdo de luz de
635 nm pode estimular um efeito anti-inflamatorio, inibindo a producédo de PGE2 e a
expressédo de mRNA de ciclooxigenase 1 e 2 (COX-1 e COX-2) (FREITAS; HAMBLIN,
2016).

1.1.1 Mecanismo de agéo

A absorcdo de energia por diferentes moléculas do corpo depende do
comprimento de onda na qual o tecido é irradiado. Os comprimentos de onda mais
curtos (632 — 660 nm) demonstram depositar a maior parte de sua energia em
camadas superficiais, enquanto comprimentos de onda mais longos (780 — 901 nm),
penetram mais profundamente (SCHUBERT et al., 2007). Uma reacéo fotobioldgica
corre através da absorcéo de luz, em determinados comprimentos de onda, por meio
dos cromdéforos presentes nas superficies celulares, os fotorreceptores (KARU, 1999).

Os fotorreceptores absorvem determinados comprimentos de onda que atuam
na cascata da cadeia respiratéria, produzindo energia para uma maior proliferacdo
celular e sintese proteica (CASTRO et al., 2013). Inicialmente, através da absorcéo
dos fotons, obtemos as reacdes primarias, que causam alteracdes na configuracéo
molecular do fotorreceptor (GAO; XING, 2009). Em seguida, diversas alteracoes,
chamadas reacdes secundarias, atuam nos sinais e fung¢des celulares, manifestando-
se em alteracdbes no potencial de membrana mitocondrial, nas concentracfes
mitocondriais de espécies reativas de oxigénio (ROS) e de ions célcio (KARU, 2008).

A mitocondria, organela responsavel pelo ciclo de respiracao celular, exerce
diversas funcgdes, interligando sinais entre a propria organela e o nucleo. Evidéncias
sugerem que as mitocondrias sédo sensiveis a radiacdo na regido do comprimento de
onda vermelho ou vermelho proximo (600 nm — 1000 nm) (KARU, 1989), podendo
contribuir para os efeitos da TFBM. Estudos indicam a mitocondria esta envolvida nos
mecanismos de respostas celulares que ocorrem devido a irradiacao dos tecidos com
a luz no comprimento de onda vermelho e infravermelho, além de ser fundamental no
processo de fotorrecepcao (ENGEL; KHAN; ARANY, 2016).
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Varias evidéncias indicam que o Citocromo C oxidase (cit C), enzima terminal
da cadeia de transporte de elétrons, que os transfere para o oxigénio molecular, tem
a funcao de fotorreceptor e transdutor de fotossinais, quando relacionado a absorcao
de luz vermelha e infravermelha. Estudos indicam que a TFBM aumenta a
disponibilidade de elétrons para a reducdo do oxigénio molecular, aumentando o
potencial de membrana mitocondrial, e os niveis de ATP, AMPc e ROS. Além disso,
a TFBM parece aumentar, na cadeia de transferéncia de elétrons, a atividade dos
complexos I, Il, I, IV e succinato desidrogenase (FREITAS; HAMBLIN, 2016).

O cit C é constituida de dois centros heme e dois centros de cobre, e é
conhecido como complexo 1V; indicios apontam que ele é o fotorreceptor primario, ja
que é possivel observar um aumento de consumo de oxigénio durante a irradiacéo de
luz de baixa poténcia, sendo que a maior parte deste consumo ocorre no interior da
célula, no complexo IV. Outro fato que corrobora essa hipétese € a inibicdo do efeito
positivo da TFBM pela azida de sédio, um inibidor da cit C (FREITAS; HAMBLIN,
2016).

Foi proposto que a TFBM aumenta o nivel de 6xido nitrico (NO) através da
liberacdo dos complexos metélicos presentes na estrutura do cit C, ou pela regulacéo
positiva de sua atividade como redutase de nitrito. A TFBM poderia atuar como
fotodissociador do NO no cit C, revertendo a inibicdo mitocondrial da respiracéo
celular, por sua ligacdo em excesso em NO. O NO é entdo fotodissociado de sua
ligacdo nos centros de ferro e cobre do cit C, na qual compete com o oxigénio,
reduzindo sua atividade enzimética. Essa cascata permite um influxo de oxigénio,
retomada da respiracao, e producéo de ROS (FREITAS; HAMBLIN, 2016).

A irradiacdo dos tecidos pelo comprimento de onda de luz vermelha causa uma
excitacdo da cit C, aumentando a taxa de bombeamento de prétons de hidrogénio
para o0 espaco interno mitocondrial. Parte da energia liberada € utilizada para gerar
um gradiente de prétons, que sera utilizado para a sintese de ATP. O aumento das
ROS possibilita 0 desencadeamento de eventos celulares importantes. As reacoes
secundéarias formam vias de sinalizacdo celulares, incluindo a comunicacéo
intracelular da mitocondria com o nucleo, influenciando em diversas atividades
celulares (GAO; XING, 2009; SPERANDIO et al., 2015; TATA; WAYNANT, 2011).

Além disso, varios tipos celulares podem ter sua capacidade de proliferacao
aumentada pela TFBM. Os queratindcitos mostraram uma maior proliferacdo apos

irradiacdo de luz no comprimento de 660 nm, além do aumento da expressédo da
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ciclina D1, maior rapidez na maturacdo de suas células, maior velocidade na sua
migracao aos locais de injuria, devido a maior expressao de proteinas p63, CK10 e
CK14, envolvidas no processo de proliferacdo celular. Fibroblastos irradiados no
comprimento de luz de 632,8 nm, também demostraram um aumento de sua
proliferacdo e viabilidade. Dessa forma, fica evidente o emprego da TFBM para
otimizacdo de cicatrizagdo de feridas. Estudos também mostraram que células
endoteliais irradiadas com luz no comprimento de 635 nm, proliferam em maior
velocidade, apresentando uma menor concentracdo de VEGF, do que as nao
irradiadas; assim, pode-se sugerir que quando induzida por laser, a proliferacédo
celular esté relacionada com uma diminui¢do da concentracdo de VEGF (FREITAS;
HAMBLIN, 2016).

1.1.2 Efeito sobre as citocinas

As citocinas sdo mediadores que conduzem a resposta inflamatéria nos locais
de infeccdo e lesdo, favorecendo a cicatrizacdo apropriada da ferida. Algumas
citocinas podem ter acdes pro- (Thl) ou anti-inflamatérias (Th2), de acordo com o
microambiente no qual estdo localizadas. A producdo exagerada de citocinas pro-
inflamatdrias, a partir da lesdo existente, pode se manifestar sistemicamente com
instabilidade hemodinamica ou distarbios metabdlicos. Apds lesBes ou infeccbes
graves, a resposta exacerbada e persistente de citocinas Thl pode contribuir para
lesbes em orgdo-alvo, levando a insuficiéncia de multiplos 6rgdos e a morte. As
citocinas Th2 podem minimizar alguns desses efeitos indesejaveis (OLIVEIRA et al.,
2011).

Mondcitos e macréfagos séo os principais produtores de IL-1, especialmente a
IL-18. A sintese de IL-1 pode ser induzida por TNF- a, IFN- a, B ey, LPS, virus e
antigenos (VARELLA; FORTE, 2001). A IL-18 produz inflamacéao sistémica através da
ativacao da COX-2, com a formagdo de PGE2 no hipotadlamo anterior, causando febre.
Também produz substancia-P, 6xido nitrico (ativando a enzima oxido nitrico sintetase)
e moléculas de adeséo endotelial. Tem importante funcdo no desenvolvimento e na
manutencao da dor pés-operatéria (OLIVEIRA et al., 2011). Os IFN- a e IFN-f3 (tipo 1)
sdo produzidos por mondcitos, macrofagos, células linfoblasticas, fibroblastos e
células infectadas por virus; sua principal funcéo é limitar a propagacéo de infecgdes

virais e das parasitoses. IFN- a atua degradando o mRNA-viral e inibindo a sintese
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proteica, inibindo, assim, a replicacéo viral. Os IFN tipol sdo usados em tratamentos
de doencas, em combinacao a outras drogas; nas hepatites virais B e C o IFN- a -2b
€ usado como adjuvante no tratamento. O IFN- y é produzido principalmente por
células T, B e NK. E sinérgico ao IFN- a e IFN-B na atividade antiviral e antiparasitaria,
mas sua principal atividade é imunomoduladora, inibindo a proliferacéo de células que
sintetizam IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13. Em mondécitos e macréfagos induz a sintese
de TNF- a por estas células (VARELLA; FORTE, 2001).

O TNF-a é uma citocina pro-inflamatoria, sendo um dos mediadores mais
precoces e potentes apds procedimentos cirdrgicos, traumas ou durante infec¢des. O
TNF-a provoca alteragdes metabdlicas e hemodindmicas importantes, ativa
distalmente outras citocinas, ativa a coagulagao, estimula a expresséo ou liberagéao
de moléculas de adesdo, PGE2, fator ativador de plaquetas, glicocorticoides e
eicosandides, e influencia a apoptose celular. As quimiocinas sdo peguenas proteinas
responsaveis pela migracdo de leucdcitos ao local lesionado ou infectado, e
participam da transmissdo sinaptica. A quimiocina MCP-1/CCL2 é um potente
guimiotatico e ativador de mondcitos, células-T, células NK e eosindfilos (OLIVEIRA
et al., 2011).

A IL-6 é produzida por vérias células, principalmente pelas células B, T e
monacitos, e sua sintese € estimulada por IL-1, LPS e TNF. Ela é uma das principais
mediadoras da fase aguda da inflamacéo, e possui acdo importante na atracdo de
eosinofilos para o local inflamado. A IL-6 também estimula a producéo de ACTH pela
hipdfise, formando um “feedback negativo” entre o sistema imune e o eixo
neuroendocrino. A IL-8 é produzida principalmente por mondcitos, macréfagos, e em
menor quantidade por queratindcitos e outros tipos celulares. E estimulada,
geralmente, por IL-1, TNF-a e IFN- y, e pode ser inibida por corticosterbides e
ciclosporina A. Como a MCP, é uma quimiocina: aumenta a quimiocinese e é fator
quimiotatico. A principal acdo da IL-8 é o estimulo migratorio para as células do
sistema imune, principalmente os neutréfilos, aumenta a expressao de moléculas de
adesdao por células endoteliais, e ativa neutréfilos polimorfonucleares, aumentando o
metabolismo oxidativo. Sdo observadas altas concentracbes na doenca psoriase, 0
que pode explicar a paraceratose e a hiperceratose que se manifesta, ja que IL-8
estimula a divisdo dos queratinocitos (VARELLA; FORTE, 2001).

A IL-10 inibe as citocinas pro-inflamatdrias, principalmente TNF, IL-1 e IL-6,

estimulando a producdo endogena de citocinas anti-inflamatérias; aumenta a
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proliferacdo de mastdcitos, e impede a producdo de IFN-y pelas células NK. Sua
producéo € prejudicada por muitas citocinas, como IL-4, IL-13 e IFN-y, e também pela
sua propria autorregulacdo. Seus efeitos anti-inflamatérios podem ser aplicados
clinicamente para prevenir a rejeicdo de transplantes, tratar doencas autoimunes
mediadas por células-T, artrite reumatoide, psoriase e na sepse (OLIVEIRA et al.,
2011). O mRNA codificante da IL-18 e da IL-12 pode ser encontrado em macrofagos
ativados. A IL-12 atua principalmente estimulando as células NK e aumentando a
sintese de IFN- y em linfécitos periféricos. A IL-18 também ativa células NK, leva a
proliferacdo de linfécitos T, inibe a producéo de IL-10, e aumenta a producao de IL-
12, que, juntamente a ela, produz IFN- y (VARELLA; FORTE, 2001).

A IL-17 é produzida principalmente por células T CD4+, e por células epiteliais,
endoteliais e fibroblastos. Ela € capaz de elevar a expressdo de ICAM-1 em
fibroblastos, epitélios, endotelios, estimula a secrecéo de IL-6, IL-8, GM-CSF, PGE2
por estas células, mantém a proliferacdo de progenitores hematopoéticos e sua
maturacdo preferencial em neutrofilos (VARELLA; FORTE, 2001). A IL-23 é uma
citocina pro-inflamatoria, e ativa o espectro da Janus Kinase (JAK)/Transdutores e
ativadores da transcricdo (STAT), como JAK 2, STAT 1, STAT 2, STAT 3, STAT 4 e
STAT 5 (COSTA, 2012). A IL-33 possui atividade pré-inflamatéria, e estimula
significadamente a secrecdo de IL-5 e IL-13 por células Th2 polarizadas. Ela é
expressa principalmente em células epiteliais e endoteliais, e sua forma bioativa é
liberada como resultado de necrose celular e estimula a inflamacao através de acéo
autocrina e paracrina (MACEDO, KAKEHASI; ANDRADE, 2016).

Diversas citocinas e mediadores inflamatérios tém seus niveis alterados
guando séao irradiados com laser de baixa poténcia. Indicios apontam que, quando ha
uma inflamacao presente, a TFBM exerce uma ac¢éo anti-inflamatoria, mas quando ela
nao estad presente, a irradiacdo induz mediadores proé-inflamatérios, que podem
auxiliar na remodelacéo do tecido e na funcao celular (FREITAS; HAMBLIN, 2016).

Os macroéfagos séo células apresentadoras de antigenos e estao envolvidos na
indugdo da resposta imunolégica priméria; a polarizagdo do IFN-y estimula os
monacitos a elevar sua atividade fagocitaria, antitumoral e supressao de alergias. Um
estudo recente apontou que a TFBM, com a irradiacdo do laser no comprimento de
onda de 660 nm, sendo dose-dependente, poderia causar a polariza¢cdo de monaocitos
e influenciar a expressao de citocinas e quimiocinas ao nivel de mRNA, com a
expressao de proteinas (FREITAS; HAMBLIN, 2016).
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A TFBM também pode induzir a polarizacdo do macrofago M1. Em estudo
visando elucidar este efeito na producéo de citocinas e quimiocinas relacionadas a M1
(MCP-1/CCL2, CXCL10 e TNF-a), os resultados indicaram que a irradiagdo com o
laser aumentou significativamente a expressao desses mediadores. Apos irradiacao
com o laser no comprimento de onda 660 nm e 808 nm, com dosagem entre 1-2 J/cm?,
observou-se um aumento da expressao de MCP-1/CCL-2, 24 horas ap6s a irradiacao.
No entanto, com uma dosagem maior, 3 J/cm?, dos dois comprimentos de onda, houve
uma supressao da expressao de CCL-2. O TNF-a também demonstrou um aumento
quando irradiado por 660 nm, mas foi diminuido com 808 nm. TNF-a e MCP-1 sdo um
dos indicadores da polarizagdo M1 induzida pela TFBM, sua utilizagdo pode promover
imunidade antiviral e antitumoral, mas pode nao ser uma terapia favoravel as
alteracdes autoimunes (CHEN et al., 2014).

Células injuriadas estimulam os leucdcitos a liberar citocinas, causando a
resposta inflamatéria. Os macréfagos presentes na éarea ferida liberam diversas
citocinas, como as interleucinas IL-1f, IL-6, IL-8 e o TNF-a. Como consequéncia,
ocorre a expressao da ciclooxigenase 2, que consiste nas enzimas cox-1 e Cox-2,
consideradas proé-inflamatérias. As citocinas IL-6 e TNF-a estimulam a inflamacéo, ao
interagir com seus respectivos receptores (SHAIKH-KADER et al., 2021).

Um estudo avaliou o efeito da TFBM, com comprimento de onda em 660 nm e
densidade de energia de 5 J/cm?, na reacdo inflamatéria em modelos de cultura de
fibroblastos de pacientes diabéticos. Ap6s 48 horas da irradiagdo com o laser,
observou-se uma diminuicdo dos niveis da IL-6 em fibroblastos de diabéticos feridos,
e uma diminuicdo de TNF-a nos grupos diabéticos, injuriados ou ndo, porém com uma
baixa diferenca significativa; além disso, a migracdo celular aumentou nos grupos
feridos. Também foi observado uma diminuicao inicial nos niveis de cox-2, mas se
elevaram apos 48 horas da irradiacdo, e a viabilidade celular foi otimizada apos a
irradiagao nos grupos diabéticos feridos em 0 e 24 horas. A diminuicdo dos niveis de
IL-6 em modelos de células diabéticas corrobora com os resultados de outros estudos
do tema, assim, a TFBM com o comprimento de onda em 660 nm pode ser promissora
para diminuir o estresse oxidativo (SHAIKH-KADER et al., 2021).

Outro estudo utilizando a TFBM investigou o seu efeito anti-inflamatorio nas
células do ligamento periodontal humano, em um ambiente inflamatério. As células
foram estimuladas com LPS de Porphryromonas gingivalis ou Escherichia coli,

seguido de irradiacdo com laser com o comprimento de onda de 660 nm, a uma
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densidade de energia de 8 J/cm2. O desafio com o LPS induziu a expressao de mRNA
de citocinas pro-inflamatdérias. Quando irradiado com o laser, em avaliagdo apds 24
horas, o mesmo inibiu consideravelmente a expressao das citocinas IL-13, TNF-a, IL-
6 e IL-8, em comparacao com o grupo nao irradiado (LEE et al., 2018). Clinicamente
este resultando é relevante, pois a TFBM demonstra poder auxiliar na diminuicdo da
inflamac&o induzida por LPS, que pode estar presente na doenca periodontal.

Silva et al. (2020) investigaram os efeitos da TFBM na expressao de IL-10 e
nitritos, que sédo biomarcadores fundamentais na fisiopatologia da Esclerose Multipla
Remitente-Recorrente (EM). Através de um ensaio clinico randomizado, nao
controlado, 14 individuos com o diagnéstico da doenca e critérios pré-estabelecidos,
foram randomizados para dois grupos, sendo o grupo 1 com TFBM realizado na regiéo
sublingual e o grupo 2, com a TFBM sobre a artéria radial. O laser de comprimento de
onda de 808 nm e poténcia de saida de 100 mW por 360 segundos foi utilizado duas
vezes por semana, totalizando 24 sessdes. Apods a realizacao do protocolo, os niveis
séricos de IL-10 e nitritos foram avaliados. Ap6s a TFBM, constatou-se que o laser
modulou positivamente a expressao de IL-10, mas ndo causou efeito sobre os niveis
de nitrito.

E evidente o papel modulador que a TFBM parece exercer em diversas
citocinas. Desta forma, o presente estudo € relevante em buscar respostas mais

esclarecedoras, gue possam guiar a pratica clinica.

1.2 Estimulo inflamatério: Lipopolissacarideo (LPS) de Escherichia coli

O LPS é capaz de induzir consideraveis respostas imunes em animais.
Localizado em bactérias gram-negativas, em sua membrana externa, o LPS é uma
macromolécula constituida por um elemento lipidico (lipidio A) e um elemento
polissacarideo. Alteragcdes no efeito bioldgico ocorrem devido as variagdes no numero,
posicdo e comprimento dos grupos acil ou monossacarideo no elemento lipidio A.
Desta forma, LPS de diferentes espécies bacterianas podem acarretar diferentes tipos
de respostas imunes (LEE et al., 2018). No presente estudo, o LPS utilizado foi o da
bactéria Escherichia coli.

O sistema imunologico dos animais identifica o LPS através de receptores
proteicos transmembranares. A ligagdo do LPS a um desses receptores pode

desencadear a ativacdo da cascata de sinalizacao do fator nuclear kappa B (NF-kB),
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e induzir a liberacdo de citocinas proé-inflamatérias como TNF-a e IL-1B3 (LEE et al.,
2018).

1.3 Efeito da luz laser no reparo de feridas em modelos in vitro

As alteracdes celulares e biomoleculares, decorrentes da TFBM, possibilitam o
aumento da proliferagcéo celular, diminuicdo da inflamacéo, aceleracdo do processo
de cicatrizacao e reparo tecidual (ENGEL; KHAN; ARANY, 2016; TATA; WAYNANT,
2011).

A terapia com laser em baixa poténcia sugere desempenhar efeitos bioldgicos
distintos, dependendo das células que sao irradiadas. A especificidade da resposta
bioldgica final € determinada pela cascata de sinais secundarios, ap0s as reacfes que
ocorrem ao nivel primario da cadeia respiratéria. Se o microambiente celular se
encontra normalizado (6timo) ou ndo patologico (préximo de 6timo), os efeitos da
TFBM néo serdo tao evidentes. Entretanto, em células que possuem danos, estas
respostas secundarias serdo inibidas, desta forma, a TFBM possui efeitos mais
significativos ao estimular as respostas celulares. Assim, a terapia com laser de baixa
poténcia atua a fim de normalizar as funcdes celulares, e tem demonstrado ser uma
promissora alternativa terapéutica em casos de reparacao tecidual (ENGEL; KHAN;
ARANY, 2016).

O modelo de ensaio de cicatrizacdo de feridas € um método simples e bem
estabelecido, que evidencia a capacidade de migracao celular, apés a criagédo de uma
ferida in vitro (BASSO et al., 2016). A cultura celular, utilizando queratindcitos e
fibroblastos, é bastante utilizada para avaliar os efeitos bioestimuladores da TFBM, e
seus mecanismos. Assim, é possivel determinar protocolos ideais de utilizacdo desta
terapia, que devem ser testados em animais (BISSELL; RADISKY, 2001). Neste
modelo, quando a irradiagcdo com laser € realizada, se utiliza a cultura em condi¢cbes
de déficit nutricional, assim, este microambiente reduz a taxa de crescimento,
resultado do estresse celular semelhante ao estresse in vivo (ALMEIDA-LOPES et al.,
2001).

Avaliacbes com queratinécitos (HaCaT) mostrou que a TFBM é capaz de
aumentar a producao de ATP em 2 horas, sendo que apos 24 horas, ha um aumento

do metabolismo com um decréscimo dos seus niveis intracelulares. Foi observado
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ainda que, a TFBM, acelerou o fechamento da ferida, induzindo a migracdo das
células sem afetar sua proliferacdo (TRICARICO et al., 2018).

Outro estudo também avaliou o efeito da TFBM em queratindcitos (HaCaT),
utilizando o laser de InGaAsP, com comprimento de onda de 780 nm, 40 mW de
poténcia, com doses distintas: 0.5, 1.5, 3, 5 e 7 J/cm2. A irradiacao foi realizada em
trés momentos distintos, com intervalos de 24 horas entre cada aplicacdo. Pode-se
observar um aumento na proliferacdo e na contagem celular dos grupos que foram
submetidos as doses mais baixas de irradiacdo (BASSO et al., 2012).

Estudo avaliando o efeito da TFBM nos queratindcitos demonstrou que a luz do
laser de 660 nm aumenta a produc¢do de ROS quando aplicada antes ou apos um
estimulo oxidativo. Quando utilizado a luz do laser de 970 nm, resultados mostraram
uma atividade antioxidante moderada, enquanto uma reducao consideravel nos niveis
de ROS foi detectada em células expostas a luz do laser de 800 nm, ou a combinacgao
dos trés comprimentos de onda diferentes. Este resultado sugere que a utilizacédo de
multiplos comprimentos de onda na TFBM pode representar uma terapéutica
promissora a ser introduzida na clinica, atingindo tecidos de diferentes profundidades,
e atuando para aumentar os niveis de ROS em neutrofilos, com o comprimento de luz
de 660 nm, e reduzir o estresse oxidativo em queratinécitos através do comprimento
de onda de 800 e 970 nm. Mais estudos sdo necessarios, com modelos celulares e
animais, para esclarecer a eficacia dessa abordagem (RUPEL et al., 2018).

Estudos in vitro podem guiar futuras aplicacbes in vivo, mas nao devem,
isoladamente, ser utilizados como protocolos ou parametros para eles (SILVA et al.,
2010; FUSHIMI et al.,, 2012). As células em cultura ndo apresentam um
comportamento e respostas idénticos ao que seria no organismo, quando estdo em
um contexto sistémico e tecidual complexo. Assim, o uso de um sistema de cultura
celular controlado, que simule a relacao tecidual existente no organismo humano é

primordial, no intuito de compreender melhor os mecanismos de resposta celular.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito da fotobiomodulag&o, utilizando comprimentos de onda

vermelho, infravermelho aplicados isoladamente ou simultaneamente, na expressao

de citocinas inflamatérias por queratinécitos humanos (HaCaT) estimuladas por

citocinas produzidas por mondcitos do sangue periférico humanos desafiados com

LPS.

2.2 Objetivos especificos

a)

b)

d)

avaliar a viabilidade celular das células HaCaT ao serem estimuladas por
citocinas de monacitos, associado ou ndo a exposi¢cao com laser por meio
do ensaio MTT;

avaliar expresséao das citocinas IL-1 B, IFN-a2, IFN-y, TNF-a, MCP-1, IL-6,
IL-8, IL-10 e IL-12p70, IL-17A, IL-23 e IL-33 por mondcitos do sangue
periférico humano estimulados por LPS;

avaliar expresséo das citocinas IL-1 B, IFN-a2, IFN-y, TNF-a, MCP-1, IL-6,
IL-8, IL-10 e IL-12p70, IL-17A, IL-23 e IL-33 por células HaCaT estimuladas
por citocinas de mondcitos do sangue periférico humano;

avaliar e comparar o efeito da fotobiomodulagéo utilizando a densidade de
energia de 5 J/cm2 com laser vermelho (660 nm), infravermelho (808 nm) e
associacdo de ambos na expressdo das citocinas IL-1 B, IFN-a2, IFN-y,
TNF-a, MCP-1, IL-6, IL-8, IL-10 e IL-12p70, IL-17A, IL-23 e IL-33 por células
HaCaT estimuladas ou nao por citocinas de monécitos do sangue periférico

humano.
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Abstract

Photobiomodulation therapy is often used to stimulate the organism in tissue repair,
but the effects on inflammatory cytokines still need to be better investigated. The aim
of the study is to evaluate the effects of red and infrared wavelength laser and the
association of both on the modulation of inflammatory cytokines produced by HaCaT
keratinocytes challenged by cytokines of human monocytes stimulated by
lipopolysaccharide. HaCaT cells, previously exposed to the laser, were stimulated with
the supernatant of liposaccharide-challenged peripheral blood cells. After 02 hours the
supernatant was replaced and after 04 hours it was evaluated. The infrared laser
increased the production of several inflammatory cytokines by HaCaT cells in relation
to the control group, the group stimulated by the red laser and the group stimulated by
both. Red laser, infrared and both appear to have the ability to modulate inflammation

in HaCaT cells challenged by human monocyte cytokines.

KEYWORDS: Photobiomodulation, laser, monocytes, cytokines
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1| INTRODUCTION

Photobiomodulation therapy (PBM) uses low doses of radiation in the visible
wavelength in the red or near infrared, to promote therapeutic effects [1], since its use
demonstrates to have anti-inflammatory action, assist in tissue remodeling and
mediate cell function, and may alter the levels of various cytokines and inflammatory
mediators. Several cell types may have their proliferation capacity increased by PBM
[2]. The increased expression of inflammatory cytokines in the oral cavity has been
related to the etiopathogenesis of oral mucositis, inflammation of the oral mucosa
caused by chemotherapy and/or radiotherapy, which can progress to painful ulcers
and predispose the patient to secondary infections, compromising their quality of life.
life and the course of cancer treatment [3]. There are protocols with specific guidelines
for the prevention of oral mucositis using PBM, however, once installed, there is no
established protocol for the treatment of oral mucositis, as its management is very
variable [4].

In an evaluation with keratinocytes (HaCaT) it was observed that PBM is able
to increase ATP production in 2 hours, and after 24 hours, there is an increase in
metabolism with a decrease in its intracellular levels. It was also observed that PBM
accelerated wound closure, inducing cell migration without affecting their proliferation
[5]. In a different study, keratinocytes showed greater proliferation after irradiation of
light at a length of 660 nm, faster maturation of their cells, and faster migration to the
sites of injury. Fibroblasts irradiated at a light length of 632.8 nm also demonstrated an
increase in their proliferation and viability [2]. Evaluating the effect of PBM on
cytokines, human periodontal ligament cells were stimulated with LPS, followed by
laser irradiation with a wavelength of 660 nm, at an energy density of 8 J/cm2. The
challenge with LPS induced the mRNA expression of pro-inflammatory cytokines.
When irradiated with the laser, it considerably inhibited the expression of the cytokines
IL-1B, TNF-a, IL-6 and IL-8, compared to the non-irradiated group [6].

Despite the potential results, efficient PBM depends on the use of appropriate
parameters, and this is still under investigation [7-8]. The use of both wavelengths,
simultaneously, to the treatment of temporomandibular disorders [9] and psoriasis [10]
has been recommended, but in the literature no studies have been found that address
the effects of combining red and infrared wavelengths for the treatment of ulcerations

lesions such as oral mucositis. Most studies found in the literature mainly address the
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Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). The PBMCs were then plated at a cell density
of 5 x10° cells/well in 96-well U-bottom microplates. One day after plating, cells were
challenged with LPS from Escherichia coli at a concentration of 5 mg/ml of medium for
one hour. Cells were centrifuged, washed in PBS and incubated for 3 hours in new
RPMI medium. The supernatant was collected to measure the production of cytokines
by PBMCs and to be added to HaCaT cells, and the medium was conditioned with
cytokines.

2.2 | Keratinocyte culture (HaCaT)

Commercially available human keratinocytes of the immortalized HaCaT
lineage were thawed and cultured in Dulbecco's modified essential medium (DMEM).
It was supplemented with 10% fetal bovine serum (Gibco/Invitrogen, Grand Island,
USA), 1% penicillin, 1% streptomycin and 0.2% fungizone and incubated in a 95%
humidified atmosphere containing 5% CO? at 37°C. Cells were seeded at a density of

1000 cells/well in 96-well microplates in duplicate.

2.3 | Photobiomodulation Therapy (TFBM)

PBM was performed with an Indium-Gallium-Aluminium Phosphide
semiconductor diode laser device (DMC, Sao Carlos, Brazil), with a wavelength of red
(660 nm) and infrared (808 nm) light, output power of 20mW and beam cross-sectional
area (spot) of 0.028 cm? (0.6 mm diameter). The power density was 0.71 W/cm2 and
the energy density was 5 J/cmz? (7s; 0.14J). Prior to its use, power stability was tested
using an optical power meter (LaserCheck, Coherent Inc., Santa Clara, CA, USA).
Irradiation on HaCaT lineage keratinocytes was performed by contact, in the center of
each well of the plate, at two different times: 18 hours and 1 hour of stimulation with
PBMC cytokines.

2.4 | Determination of the viability of HaCaT cells

After collecting the supernatant for cytokine analysis, HaCaT cells, plated in 96-
well microplates, were incubated with methyl tetrazole formazan (MTT, 5 mg/mL)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) at a concentration of 20% (v/v) in DEMEN for
another 3 hours at 37°C, in a humidified atmosphere containing 5% CO2, to evaluate
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mitochondrial activity. The formazan precipitates were dissolved by adding 100 uL of
10% (w/v) sodium dodecyl sulfate (SDS) solution (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
overnight and, after homogenization, optical density was read at 570 nm on a
microplate reader (Versamax, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA). The
experiments were performed with 3 cell donors in duplicate. Cells grown under ideal
conditions were considered positive control. Data were expressed as percentage of

viable cells compared to control (PBM only).

2.5 | Detection of cytokine concentration

Multiple cytokines (IL-1B, IFN-a2, IFN-y, TNF-a, MCP-1, IL-6, IL-8, IL-10, IL-
12p70, IL-17A, I1L-18, IL-23 and IL-33) were measured simultaneously by flow
cytometry using CBA. LEGENDplex™ 1 Human Inflammation Panel (13-plex)
(Biolegend, San Jose, CA, USA) was applied following the manufacturer's instructions.
Acquisition was performed with a FACSCanto Il flow cytometer (BD Biosciences, San
Jose, CA, USA). Quantitative results were generated using the LEGENDplex™ data

analysis program (https://legendplex.gognit.com/user/login?next=home).

2.6 | Statistical analysis

The experimental groups were named G1 to G7 (Table 1). Kolmogorov-Smirnov
normality test was used to verify data distribution. In order to verify the existence of
differences between the different treatments in cell viability, in the concentration of
cytokines, the one-way ANOVA test with repetition was used, followed by the Tukey
"post hoc" test for comparison between pairs, at a level of significance of 5%. Analyzes
were performed using GraphPad Prism 5.01 software (GraphPad Software, San
Diego, California, USA).

3| RESULTS

The viability analysis of HaCaT keratinocytes stimulated by human monocyte
cytokines associated with red laser, infrared or both, with an energy density of 5 J/cm?
did not show significant changes in MTT viability (Figure 1).

After 3 hours of changing the culture medium containing bacterial LPS, totaling

4 hours after stimulation, the production of cytokines by peripheral blood mononuclear
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cells (PBMC) was measured (Table 2). 100 yuL of PBMC supernatant was added to the
HaCaT keratinocyte culture wells containing 100 pL of medium and the cytokine
concentration was measured after 2 hours of incubation (Supplementary material). The
plated cells were washed twice with PBS and incubated again with culture medium.
After 06 hours of stimulation with cytokines (four hours of incubation with new culture
medium), the concentration of cytokines was measured again, and this measurement
resulted from new productions (Table 2).

The effect of photobiomodulation on cytokine production by HaCaT
keratinocytes not stimulated by human monocyte cytokines is shown in Figures 2 and
3. An increase in IL-8 production (Figure 2G) by HaCaT cells was observed when
stimulated by infrared light or association of red and infrared light compared to the
control group (P <0.05). Photobiomodulation did not affect the production of other
cytokines by HaCaT cells.

The effect of photobiomodulation on cytokine production by HaCaT
keratinocytes stimulated by human monocyte cytokines is shown in figures 4 and 5.
An increase in the production was observed of IFN-a2, IFN-y, TNF-a, MCP-1, IL-6, IL-
8, IL-10 and IL-12p70 (Figure 4B-l) and IL-17A, IL-23 and IL-33 (Figure 5A-D) by
HaCaT cells when stimulated by infrared light relative to control (cells stimulated by
cytokines without laser) (P<0.05). There was an increase in the production of IFN-a2,
IFN-y, IL-6 and IL-8 (Figure 4B, C, F and G), and IL-17A, IL-18 and IL-23 (Figure 5A-
C) by HaCaT cells when stimulated by infrared laser in relation to cells stimulated by
the association of red and infrared laser (P <0.05) and an increase in the production of
IFN-y (Figure 4C) and IL-23 (Figure 5C) by the cells HaCaT when stimulated by
infrared laser in relation to cells stimulated by red laser (P <0.05). The effect of red
laser on HaCaT cells was noted only with increased expression of the IFN-a2 cytokine

(Figure 4B) in relation to the control group (P <0.05).

4 | DISCUSSION

PBM has distinct biological effects and has been shown to be a promising
therapeutic alternative in cases of tissue repair [1]. Keratinocytes are cells that play an
important role in the repair and immune defense of the skin and mucous membranes
through the secretion of growth factors, cytokines and chemokines [12]. In the present

study, an in vitro model was used where keratinocytes were stimulated by cytokines
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produced by human peripheral blood mononuclear cells. The objective was to evaluate
the profile of cytokine expression by HaCaT keratinocytes after inflammatory stimulus
and how PBM can affect the production of these cytokines. Several cytokines and
inflammatory mediators have their levels altered when they are irradiated with low-level
laser. However, there are few studies evaluating the effects of PBM on the expression
of cytokines in keratinocytes. A review showed that the main cytokines and growth
factors evaluated so far are IL-1a, IL-8, TNF-a, IFN-y, GM-CSF, IL-6, HB-EGF, TGF-
a, VEGF-A, IL-1B, KGF. An increase in cytokine expression is observed in most
studies, mainly after irradiation with red and infrared lasers at doses of 0.1 to 5.0 J/cm?2
[11].

In the present study, there was a significant increase in the production of pro-
inflammatory cytokines (IFN-a2, IFN-y, TNF-a, IL-6, IL-8, IL-12p70, IL-17A, IL-23 and
IL-33), anti-inflammatory cytokine (IL-10) and MCP-1/CCL-2 chemokine by HaCaT
cells irradiated with infrared wavelength laser compared to non-irradiated cells under
the same inflammatory conditions. It is possible to suggest that low-dose infrared laser
has a stimulatory effect on pro-inflammatory cytokines in human keratinocytes,
corroborating other studies in the literature [13-14]. However, these results contradict
the data obtained by Baroni et al. [15], who observed an inhibitory effect of low-dose
infrared laser on pro-inflammatory cytokines (IL-8 and TNF-a) in candida albicans
infected keratinocytes. These differences can be explained by the use of different
experimental models. In the present study, keratinocytes were stimulated by cytokines
produced by monocytes challenged with bacterial LPS, without direct contact with the
microorganism.

The cytokine IL-33 is an inflammatory cytokine overexpressed in
keraratinocytes from patients with atopic dermatitis [16], as are I1L-23, IL-17A [17] and
IL-18 [18] that are produced by human keratinocytes under inflammatory conditions.
To date, studies evaluating the effects of red and infrared lasers on these cytokines,
especially on keratinocytes, have not been observed. In this study, it was observed
that low-dose infrared laser stimulated the expression of these cytokines in comparison
with the control group and with groups irradiated by red laser or a combination of both
wavelengths. This can be considered a preliminary result and, thus, further studies are
needed to better understand the effects of infrared laser also at high doses or on

cytokine expression in in vivo models.
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No effects of red laser irradiation were observed on keratinocytes under
inflammatory conditions in most of the evaluated cytokines. There was only an
increase in the expression of the cytokine IFN-a2 by the cells irradiated by the red laser
in relation to the non-irradiated control group. These results may suggest a smaller
effect of the red laser when the target cell is keratinocytes, especially in inflammatory
processes. IFN-a2 were initially identified for their antiviral activity and can be
expressed by keratinocytes, particularly in the basal layer, mainly in inflammatory
processes. IFN-B levels have been expressed in keratinocytes after stimulation by
ultraviolet light [19], but studies evaluating the effects of red light on IFN-a2 have not
yet been observed in the literature.

The combination of red and infrared wavelengths has been recommended for
the treatment of temporomandibular disorders [9] and psoriasis [10], but no studies
have been found that address the effects of associated irradiation for the treatment of
ulcerated lesions such as oral mucositis. In the present study, there were no effects of
the combination of both wavelengths in relation to the non-irradiated group on the
expression of cytokines evaluated in keratinocytes under inflammatory conditions.
However, a decrease in the expression of IFN-a2, IFN-y, IL-6 and IL-8 and IL-17A, IL-
18 and IL-23 was observed in the group in which irradiation was performed using both
wavelengths wave compared to infrared laser. These results suggest that the red laser
appears to play a modulating role in the stimulatory effects observed by infrared laser
irradiation.

Finally, evaluating the effect of PBM on cytokine production by HaCaT
keratinocytes not stimulated by human monocyte cytokines, that is, without suffering
or under homeostasis conditions, an increase in IL-8 production by HaCaT cells was
observed when irradiated by infrared light or in association of red and infrared light,
when compared with the control group. IL-8 is produced mainly by monocytes,
macrophages, and to a lesser extent by keratinocytes. It has a chemotactic effect, its
main action being to stimulate the migration of cells of the immune system. It also
stimulates the division of keratinocytes [20]. Considering that there was an increase in
IL-8 production by unstimulated HaCaT cells, we can assume that, even under
homeostasis conditions, PBM demonstrates a stimulatory effect on a given cytokine.
However, further investigations are needed to assess the consequences of this

stimulation in a living organism.
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The cellular viability of HaCaT keratinocytes stimulated by human monocyte
cytokines did not change when irradiated with red or infrared laser or both
simultaneously, with an energy density of 5 J/cm?. It is possible to interpret that this is
a safe energy density, which does not alter cell viability in keratinocyte culture cultured
in vitro under inflammatory stimuli.

The use of PBM should be carefully evaluated, and the choice of wavelength to
be used should not be made only based on the depth of tissue penetration, but rather,
evaluating the biological activity exerted on the irradiated cells [21]. Research indicates
that, when inflammation is present, PBM exerts an anti-inflammatory action, but when
it is not present, irradiation induces pro-inflammatory mediators, which can assist in
tissue remodeling and cellular function [2]. On the other hand, studies suggest that the
pro-inflammatory or anti-inflammatory stimulus caused by PBM may be affected by the
stimulated cell line, dose and wavelength used [11]. The results of the present work
demonstrate that the infrared wavelength (880 nm), with an energy density of 5 J/cm?,
has the ability to positively modulate inflammatory cytokines produced by HaCaT
keratinocytes, challenged by human monocyte cytokines produced from a stimulus
with LPS. More studies in vitro, and later, in vivo, are needed to further clarify the effect
of infrared laser on increasing cytokine production, and whether this positive
stimulation could modulate the inflammatory process, bringing beneficial effects to the

patient.
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TABLES

TABLE 1 Experimental groups

G1 Supernatant from unstimulated HaCaT cells

G2 Supernatant from LPS-stimulated PBMC cells

G3 Supernatant of HaCaT cells stimulated by red laser, infrared and both
G4 Supernatant from cytokine-stimulated HaCaT cells

G5 Supernatant of HaCaT cells stimulated by cytokines and red laser

G6 Supernatant of HaCaT cells stimulated by cytokines and infrared laser

G7 Supernatant of HaCaT cells stimulated by cytokines and red and infrared laser
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TABLE 2 Mean concentration (standard deviation) of cytokine production by peripheral
blood mononuclear cells (PBMC) stimulated by bacterial LPS and cytokine production

by cells of the HaCaT lineage after 6 hours of contact with cytokines

Production of cytokines Cytokine production by HaCat cells
by PBMCs after 4 hours stimulated by PBMC cytokines
of stimulation with LPS

Cytokines Concentration in pg/ml Concentration in pg/ml (tDP) after 6 hours

(xDP) of contact with PBMC supernatant*
IL-18 464,4 (x215,1) 9,60 (+ 12,73)
IFN-a2 2,47 (x0,96) 0,24 (£ 0,03)
IFN-y 16,3 (x10,13) 0,3433 (£ 0,25)
TNF-a 3330 (+1854) 5,09 (£ 7,35)
MCP-1 1481 (+676,9) 19,74 (+ 8,36)
IL-6 14116 (£3367) 79,88 (+ 75,57)
IL-8 63715 (x14874) 688 (+ 531,1)
IL-10 204,3 (+105,7) 0,41 (£ 0,38)
IL-12p70 0,71 (x0,29) 0,21 (£ 0,11)
IL-17A 0,58 (+0,48) 0,12 (+ 0,04)
IL-18 13,3 (£5,28) 1,05 (+ 0,91)
IL-23 61,66 (£37,27) 0,37 (+ 0,22)
IL-33 0,83 (,042) 0,19 (+ 0,08)

* The concentration was obtained in the culture medium added after removing the first supernatant (2

hours).
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FIGURE 1 Evaluation of the viability of HaCaT cells through the MTT method after
stimulation with cytokines (G4), cytokines and red laser (G5), cytokines and infrared
laser (G6), cytokines and red laser associated with infrared laser (G7) in relation to the
control (G1) without stimulation. The experiments were performed in biological
triplicate and experimental duplicate. Error bars indicate standard error of the mean
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FIGURE 2 Comparison of the production of cytokines IL-1B3 (A), IFN-a2 (B), IFN-y (C),
TNF-a (D), MCP-1 (E), IL-6 (F), IL-8 (G), IL-10 (H) and IL-12p70 (I) in experimental
control groups G1 (HaCaT without stimulus), G3 (LV) - HaCaT cells stimulated with
red laser, G3 (LI) -infrared laser and G3 (LV+LI) -application of red and infrared laser
after 06 hours of incubation with culture medium
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FIGURE 3 Comparison of the production of cytokines IL-17A (A), IL-18 (B), IL-23 (C)
and IL-33 (D) in experimental control groups G1 (HaCaT without stimulus), G3 (LV) -
HaCaT cells stimulated with red laser, G3 (LI) -infrared laser and G3 (LV+LIl) -
application of red and infrared laser after 06 hours of incubation with culture medium



50

1305 0.5= 5
T E — = A
B "rlhd-
gﬂ]ﬂ- 8 pa oy
X 3 = 3
5 g N
o 504 2 o2 8 24
= 9 -
: N
= £ £
0= 0.0 0
G4 G5 GE 6T -
G4 G5 GE GT o4 o5 s o
100= 150+ 1000+ .
= = — '—|
—_— —
% 80— % E so0
- = 100 T 2
. B0 : — GO0
53 g - _
= H E
8 a0 o g 400+
50 —
g 2 a % 200-
= =] =]
= =
0= - o= T
G4 G5 GBE GT G4 G5 G6 GT G4 63 G6 GT
o - — 0B
8000 [ < 0.8
= = —_ E
E £ g:ns- _
5 6000 24_ L
=] = T o
j . g 8 0.4-
=§i 4000 : ;
21 =
ﬂ -
o 2000 - 202
= = -
= =
o= 0= = 0.0-
G4 G5 G6 6T G4 G5 G& G7T

G4 GF GB GF

FIGURE 4 Comparison of the production of cytokines IL-1B (A), IFN-a2 (B), IFN-y (C),
TNF-a (D), MCP-1 (E), IL-6 (F), IL-8 (G), IL-10 (H) and IL-12p70 (1) after 06 hours of
incubation with culture medium containing cytokines produced by PBMC in the control
experimental groups and previously treated with laser. Groups G4 (control - HaCaT
without laser), G5 (HaCaT cells stimulated with red laser), G6 (HaCaT cells stimulated
with infrared laser) and G7 (HaCaT cells stimulated with red and infrared laser)
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FIGURE 5 Comparison of IL-17A (A), IL-18 (B), IL-23 (C) and IL-33 (D) cytokine
production after 6 hours of incubation with culture medium containing cytokines
produced by PBMC in the control experimental groups and previously treated with
laser. Groups G4 (control - HaCaT without laser), G5 (HaCaT cells stimulated with red
laser), G6 (HaCaT cells stimulated with infrared laser) and G7 (HaCaT cells stimulated
with red and infrared laser)
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Os ensaios experimentais ndo mostraram efeito da TFBM utilizando os
comprimentos de onda vermelho, infravermelho ou associacdo de ambos em baixas
doses de energia (5 J/cm?2) na viabilidade celular de queratindcitos HaCaT sob
condicdes inflamatdrias.

Observou-se que houve producéo de citocinas inflamatérias IL-1B, IFN-a2, IFN-
Y, TNF-a, MCP-1, IL-6, IL-8, IL-10 e IL-12p70, IL-17A, IL-23 e IL-33 por mondcitos do
sangue periférico humano quando estas células foram estimuladas por uma hora em
contato com meio contendo LPS.

Observou-se que houve producéo de citocinas inflamatérias IL-1B, IFN-a2, IFN-
Y, TNF-a, MCP-1, IL-6, IL-8, IL-10 e IL-12p70, IL-17A, IL-23 e IL-33 por queratindcitos
da linhagem HaCat quando estas células foram estimuladas por duas horas em
contato com meio contendo citocinas de mondcitos do sangue periférico humano.

Em condi¢cdes de homeostase, observou-se um aumento na producgao de IL-8
pelas células HaCaT quando irradiadas pela luz infravermelha (808 nm) ou na
associacao de luz vermelha (660 nm) e infravermelha (808 nm), quando comparado
com o grupo controle.

Os resultados do presente trabalho demonstram que o comprimento de onda
infravermelho (880 nm), com densidade de energia de 5 J/cmz?, estimula a expressao
de citocinas IFN-a2, IFN-y, TNF-a, MCP-1, IL-6, IL-8, IL-10 e IL-12p70, IL-17A, IL-23
e IL-33 produzidas por queratinécitos HaCaT sob condigdes inflamatodrios. Além disso,
a TFBM utilizando laser vermelho (660 nm), densidade de 5 J/cm?, também estimulou
a expressao de IFN-a2 pelos queratindcitos. No entanto, outras citocinas avaliadas
nao foram moduladas.

N&o se observou efeitos da TFBM utilizando a combinacdo de ambos os
comprimentos de onda, quando comparado ao grupo nao irradiado, na expressao das
citocinas pelos em queratindcitos sob condi¢des inflamatérias. No entanto, observou-
se uma inibicdo da expresséo de IFN-a2, IFN-y, IL-6 e IL-8 e IL-17A, IL-18 e IL-23
neste grupo em comparacao ao laser infravermelho, sugerindo que o laser vermelho
tenha papel inibidor dos efeitos estimulatérios observados pela irradiagédo com o laser

infravermelho.
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Apresentagio do Projeto:

Diversos estudos tém mostrado efeitos significativos do laser de baixa intensidade (LBI) no tratamento de
processos inflamatérios pds-operatérios na mucosa oral, Glceras traumaticas e mucosite oral induzida por
tratamento oncoldgico. Embora o LBI apresente capacidade de estimulagéo da proliferagdo celular e reparo
tecidual, ainda sdo escassos os estudos avaliando seus efeitos na modulacdo da inflamacéo, especialmente
na produgao de citocinas por células imunocompetentes. O objetivo deste trabalho é avaliar o efeito do LBI
com diferentes comprimentos de onda na viabilidade celular e na producao de citocinas por monécitos
humanos estimulados in vitro por bactérias da microbiota oral. Para isso, células mononucleares de sangue
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densidades de energia e avaliadas quanto a viabilidade celular. Serdo incluidos no estudo individuos
estudantes com idade entre 18 e 50 anos, de ambos os sexos e ndo fumantes. Esta emenda ao projeto de
pesquisa, ja aprovado, se justifica pela necessidade de alterar a metodologia, pelo acréscimo de
estimulagdes com outras duas espécies da microbiota oral, além do Streptococcus mutans: Lactobacillus e
Porphyromonas gingivalis.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:
- Avaliar o efeito do laser de baixa intensidade de diferentes comprimentos de onda na viabilidade
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celular e a produgdo de citocinas por monécitos humanos estimuladas ou ndo por bactérias da microbiota

oral.

Objetivos Secundarios:

- Determinar e comparar a citotoxicidade do laser de baixa intensidade de 660 e 808 nm em diferentes
densidades de energia, em células mononucleares de sangue periférico humano.

- Quantificar os mondcitos produtores das citocinas IL-1beta, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 e TNF-alfa apos
exposicdo ao laser de baixa intensidade de 660 ou 808nm e estimulagio com bactérias da microbiota oral.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:
Riscos: E possivel que durante a coleta de sangue o individuo sinta pequeno desconforto. Posteriormente, é
possivel que ocorra um hematoma na area, o que & minimizado por meio de compress&o com dedo no local.

Beneficios: Nao havera beneficios diretos aos individuos participantes. Os resultados obtidos e analisados
em conjunto poder&o contribuir para conhecimento sobre os mecanismos de ac¢do celular e molecular do
laser de baixa intensidade no tratamento da mucosite e outras inflamacdes da mucosa oral.
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Pesquisa relevante e viavel. Projeto esta bem escrito, claro e completo e ndo apresenta impedimentos de
natureza ética.
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Sem pendéncias.
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