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Resumo

Introdugdo: DPOC é uma enfermidade respiratdria com manifestagdes sistémicas
que se caracteriza pela presenca de obstrugdo cronica do fluxo aéreo, associada
a uma resposta inflamatdria. Objetivo: Verificar o efeito da laserterapia de laser
670nm, no tratamento da inflamagdo pulmonar induzida em ratos. Metodologia:
30 ratos foram divididos em trés grupos, dos quais dois foram expostos a fumaga
de cigarro durante 45 dias e um deles tratados com laser 670nm. Para analise dos
resultados foram realizados LBA e ELISA. Resultados: Os resultados foram sub-
metidos a analise de varidncia (ANOVA), seguida do teste Newman- Keuls para
amostras ndo pareadas. A andlise do LBA demonstrou um aumento altamente
significativo no nimero de neutréfilos no grupo DPOC. O grupo tratado, quando
comparado ao grupo DPOC, evidenciou uma diminuigao significativa no nimero
de neutréfilos. Para o resultado do ELISA, houve queda altamente significati-
va de TNF-a, quando tratado com laser 670nm, e significativa de MIP-2 e IL-13.
Conclusdo: Verifica-se que a agdo do laser de 670nm pode atenuar o processo
inflamatério induzido.

Descritores: DPOC; Inflamagdo pulmonar; Laser; Neutroéfilos.

Abstract

Introduction: COPD is a respiratory illness with systemic manifestations, char-
acterized by the presence of chronic airflow obstruction associated with an in-
flammatory response. Objective: To investigate the effect of laser 670nm laser
in the treatment of pulmonary inflammation induced in mice. Methods: 30 rats
were divided into three groups, two of which were exposed to cigarette smoke
for 45 days and one treated with 670 nm laser. For data analysis and ELISA were
performed BAL. Results: Results were subjected to analysis of variance (ANOVA)
followed by Newman-Keuls test for unpaired samples. BAL analysis showed a
highly significant increase in neutrophils in the COPD group. The treated group
compared with the COPD group showed a significant decrease in neutrophils.
For the result of the ELISA results were highly significant decrease of TNF-a
when treated with 670 nm laser, and the significant MIP-2 and IL-13. Conclusion:
It appears that the action of the 670nm laser can attenuate the inflammatory pro-
cess induced.
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Introducéo

O Consenso da Sociedade Brasileira de
Pneumologia e Tisiologia' (SBPT), publicado
em 2004, definiu a doenga pulmonar obstrutiva
cronica (DPOC) como uma enfermidade respi-
ratdria previsivel e tratdvel, com manifestagdes
sistémicas e que se caracteriza pela presenga de
obstrugao crénica no fluxo aéreo, que nao é to-
talmente reversivel, e associada a uma resposta
inflamatoéria anormal a inalagdo de fumaca de
cigarro e outras particulas e gases toxicos. A
DPOC ¢é uma das principais causas de morbi-
dade e mortalidade em todo o mundo. Muitas
pessoas sofrem dessa doenga ha varios anos e
morrem prematuramente a partir dela ou de
suas complicagdes?.

A DPOC também esta associada aos efei-
tos sistémicos, tais como a inflamacao sistémica
e a disfungdo muscular esquelética®. A evidén-
cia de inflamagao sistémica inclui a presenga
de estresse oxidativo sistémico, concentragdes
anormais de citocinas circulantes e ativacado das
células inflamatérias?. A evidéncia da disfuncao
muscular esquelética inclui a perda progressiva
de massa muscular esquelética e a presenca de
varias anomalias bioenergéticas®. Tais efeitos
sistémicos acarretam consequéncias clinicas
importantes, pois contribuem para a limitacao
da capacidade fisica do paciente e, dessa forma,
para o declinio da sua satde.

Na conceituagcdo de DPOC, revisada em
Meneses®, estd implicita uma resposta inflama-
téria aumentada, cujas caracteristicas acometem
varios 6rgdos e sistemas, principalmente o res-
piratério. O processo inflamatério cronico pode
produzir alteracdes dos bronquios (bronquite
cronica) e bronquiolos (bronquiolite respiraté-
ria), e também causar destrui¢do do parénquima
pulmonar (enfisema pulmonar), com a conse-
quente reducdo de sua elasticidade. A presenga
dessas alteragdes é variavel em cada sujeito e de-
terminam os sintomas da enfermidade.

Todas as alteragdes promovidas pela in-
flamagdo, aumento da producgao de muco, con-
tracdo da musculatura lisa das vias aéreas e

destruicao alveolar levam a obstrucao de vias
aéreas, inadequacdo da relagdo ventilagdo-per-
fusdo, hiperinsuflacdo pulmonar estatica e di-
namica e sdo responsaveis pelo aparecimento
de sintomas relacionados a manifestagao clinica
da enfermidade. As principais células inflama-
torias envolvidas na fisiopatologia da DPOC sao
os neutroéfilos, macréfagos e linfécitos CD8. Os
mediadores inflamatérios mais envolvidos nes-
se processo sdo fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a), leucotrieno B4 (LTB4) e interleucina 8
(IL-8). Esse aspecto fisiopatolégico é muito im-
portante na diferenciagdo do diagnodstico entre
DPOC e asma, pois sdo representados por célu-
las e mediadores inflamatorios distintos *”%.
Alguns estudos demonstram diversos efei-
tos biolégicos associados a terapia com laser de
baixa poténcia, tais como crescimento celular
estimulado (tecidos conjuntivos, tendinoso e
0sseo), reparacao celular (aceleracdo nas células
nervosas), efeito anti-inflamatorio (redugado da
capacidade dos linfécitos em reagir a estimu-
los antigénicos), entre outros. Estudos biblio-
graficos apresentam uma série de autores que
demonstram a acdo do LBP em patologias que
afetam regides de tenddo, auxiliam na cicatri-
zagdo de queimaduras, na hiperreatividade da
traqueia e poucos trabalhos na utilizacdo des-
sa terapia nas patologias que acometem as vias
aéreas e o pulmado com a reducdo do processo
inflamatério e diminuicdo do mecanismo de
migracdo de células. Do mesmo modo, na litera-
tura hd uma série de publicacdes que apontam
a indugao de enfisema pulmonar em ratos e co-
baias pela inalagdo passiva de fumaga de cigar-
ros e a demonstracdo de células e mediadores
sistémicos de inflamagdo que participam desse
processo. Diante desse aspecto, esse trabalho
visa inserir a laserterapia de baixa poténcia en-
tre as possiveis modalidades terapéuticas para
a reducdo da inflamacdo pulmonar, provocada
pelo uso do cigarro, promovendo essa inflama-
¢ao em ratos e, posteriormente, 0 seu tratamento
com laser de 670nm. Em seguida, comparam-se
os resultados dos diversos grupos de animais,

611

sopoo1[dD
SDIDULID



612

no que diz respeito a presenca de neutrodfilos e
mediadores inflamatdrios.

Metodologia

Apébs aprovagdo pelo Comité de Etica e
Pesquisa da Univap, protocolo A013CEP/2009, e
pelo Comité de Etica em Pesquisa com Animais
da Faculdade Santo Agostinho, protocolo n°
190/09, 30 ratos, da espécie Rattus novergicus
da variedade wistar, todos machos, e com peso
em torno de 220g a 250g foram selecionados
do biotério da Faculdade Santo Agostinho, em
Teresina e acondicionados em gaiolas forradas
com palha, sendo fornecido ragdo e dgua ad li-
bitum . Os animais estavam divididos em trés
grupos com 10 animais em cada.

No grupo A, chamado controle, os ani-
mais respiravam o ar ambiente, sem nenhum
tipo de poluente ou fumaga de cigarro. No gru-
po B, denominado DPOC, os animais em pares
inalavam, de forma passiva, doses de fumaca de
dois cigarros comerciais (alcatrao 13,0 mg, nico-
tina 1,10 mg, monodxido de carbono 10 mg) em
sete sessOes didrias de 10 minutos, totalizando
14 cigarros por dia para cada dupla. No grupo
C, chamado laser 670, os animais sofriam as
mesmas aplicagdes de cigarro que o grupo B e
ap0s os 45 dias de inalacdo foram tratados por
15 dias com laser de diodo Indio Galio Aluminio
Fosforo (InGaAlP) de 670nm (Laser Bioset mo-
delo physiolux dual, 30W de poténcia e compri-
mento de onda de 670nm, densidade de energia
de 7]/cm?).

Os animais eram colocados aos pares em
caixas de madeira (figura 1), com dimensdes de
40cm de comprimento por 25c¢cm de altura e 30cm
de largura, dimensoes observadas em Valenca e
Porto’, com modificagdes para nosso trabalho.
A caixa apresentava um orificio nas faces late-
rais de 30cm, onde foi colocado um cigarro de
cada lado, protegido com tela de ndilon para ndo
agredir o animal, e quatro orificios superiores,
sendo dois em cada tampa para promover uma
pequena circulagdo de ar no meio. A aplicagao

de cigarros durou 45 dias, considerando-se seis
dias por semana. Era um total de cinco caixas
nas quais um grupo passava por uma sessao de
inalagdo, vindo outro em seguida, de tal modo
que o intervalo de inalagdo entre o B e C marca-
va 15minutos.

Para o tratamento, os animais do laser 670
foram anestesiados inicialmente com Ketamina
-100 mg/kg, im (DOPALEN INJETAVEL- 10
ml- Vetbrands®) e Xilazina -20 mg/kg, im
(ANASEDAN INJETAVEL -10 ml- Vetbrands®)
para tricotomia. Durante os dias de recebimento
de laser, as aplica¢des foram feitas em trés pon-
tos, um na regido da carina, e outra em cada he-
mitérax, fechando uma forma triangular. Cada
animal recebia uma dose por dia, com duragao
de 21s em cada ponto, e calculada pelo préprio
aparelho, a uma poténcia de 30mW e densidade
de energia de 7 ]. O tempo de exposicao foi cal-
culado com a multiplicagao da densidade (J/cm?)
pela area (cm?), dividida pela poténcia de emis-
sao (W), a energia deve ser medida e calibrada
para ndo sobrecarregar ou nao ser ineficiente no
meio vivo. Esse procedimento é automatico hoje
nos aparelhos modernos por meio de seletores
de densidade de poténcia, desde que seja forne-
cida a dose indicada.

Figura 1: Camara para inalagdo do cigarro

O grupo B foi sacrificado com dose de
300mg/Kg de tiopental para a preparacdo de la-
minas do LBA. Em cinco dos animais, o pulmao
esquerdo foi direcionado para o exame de Elisa



para identificacdo de marcadores inflamatérios,
como interleucinas e a-TNF. Os outros cinco fo-
ram direcionados ao lavado bronco alveolar para
a contagem de neutroéfilos. Nesse procedimento,
os animais foram anestesiados, como ja descrito
anteriormente, e a seguir foi feita uma incisao
longitudinal na regido cérvico-ventral, assim a
traqueia ficou exposta e canulada e foi acoplada
a uma das suas entradas uma canula; a uma se-
gunda entrada, uma seringa contendo 20 ml de
PBS (Solucdo Salina Fosfatada Tamponada) que
foi ejetada no pulmao, aplicada uma massagem
local e depois aspirados 10 ml de secrecdo pul-
monar. O Lavado Broncoalveolar(LBA) obtido
foi centrifugado por 10 minutos a 1500 rpm. O
sobrenadante desprezado e o botdo celular res-
suspenso em 1 ml de PBS. O esfregaco foi corado
com o0 método May Grnwald — Giensa e as lami-
nas para a contagem das células totais realizada
em camara de Neubauer. O grupo C, apés os 15
dias de tratamento com o laser, também passou
pelos mesmos procedimentos de preparo histo-
l6gico, teste Elisa e LBA ja descritos para o grupo
B, 0 mesmo acontecendo com o grupo controle.
Os resultados foram submetidos a anélise
de varidncia (ANOVA) e, em seguida, ao teste
Newman- Keuls para amostras nao pareadas. As
analises estatisticas foram conduzidas utilizan-
do o GraphPad Software V. 4, GraphPad Instat-
TM (2005). Os resultados foram expressos como
a média =+ erro padrdo da média (EPM). Valores
de p < 0,05 foram considerados significativos.

Resultado e discussdo

Estudos com modelos animais, em espe-
cial ratos ou camundongos, mostram que a ex-
posicdo a fumaga de cigarros, de forma passiva,
por menor tempo possivel ja é capaz de ativar
células inflamatodrias e mediadores que podem
acarretar inflamagdes pulmonares relacionadas
ao enfisema . Essa inflamagao é caracterizada
pela presenca de macréfagos, neutroéfilos, lin-
focitos CD8+, associada a alteracdo do ndmero
de fibras coldgenas e eldsticas e ao aumento do

diametro dos alvéolos pulmonares, contribuin-
do com o ganho do espago morto fisioldgico e
com a diminuicdo da capacidade respiratéria
dos individuos®. Esse processo tem a participa-
¢do de substancias quimicas, como os mediado-
res TNF-o, TGF-g, IL-15 e outros que promovem
uma cadeia inflamatéria degradando o parén-
quima pulmonar ou aumentando a secrecao
nessa area, provocando a injtria respiratéria 2.

Os neutroéfilos, uma das principais células
presentes na inflamagao pulmonar, sdo respon-
saveis pela produgdo de serinas proteases, enzi-
mas proteoliticas neutrofilicas que apresentam
varias atividades, como a degradagao de fibras
elasticas no tecido pulmonar, sendo uma das
poucas enzimas humanas capazes de realizar
essa destruicao’®.

Corroborando com esses dados, essa pes-
quisa com ratos Wistar que inalaram durante 45
dias fumaca de 14 cigarros por dia, também mos-
tra os mesmos resultados em termos de células
e da presenca de mediadores inflamatdrios do
grupo das citocinas e quimiocinas, e, a0 mesmo
tempo, o efeito anti-inflamatério do laser de bai-
xa poténcia que foi utilizado como mecanismo
de tratamento ndo medicamentoso e ndo invasi-
vo, pois apds o periodo de inalagdo, os animais
tratados por 15 dias, com uma aplicagao diaria
de laser em trés pontos, uma a nivel da carina, e
outra em cada hemitérax, promoveu uma redu-
¢ao consideravel nas células do tipo neutroéfilos
no LBA e nos mediadores testados pelo ELISA,
como mostra nos graficos abaixo.

Dados do LBA (figura 2) demonstraram
um aumento altamente significativo (p < 0,001)
no nimero de neutroéfilos no grupo DPOC quan-
do comparado ao grupo controle. Resultados se-
melhantes foram encontrados em Shapiro ao
realizar um estudo utilizando 26 camundongos
com deficiéncia da elastase neutrofilica (NE-),
20 com presenga de elastase neutrofilica (NE+)
da linhagem do tipo selvagem, 12 com elastase
macrofagica (MMP12) e 24 que nédo foram expos-
tos a fumaca de cigarro. Os camundongos NE-,
NE+ e MMP12 foram submetidos a dois cigarros
sem filtro por dia, sendo seis dias por semana,
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durante seis meses. Por meio de avaliacao feita
pelo LBA, observou-se que os camundongos da
linhagem do tipo selvagem (NE+) tiveram um
aumento cinco vezes maior no nimero de neu-
tréfilos quando comparados com os camundon-
gos NE- expostos a fumaca de cigarro; com rela-
¢do aos macroéfagos, os nimeros de linha de base
nao foram afetados pela falta genética de NE.
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Figura 2: Neutréfilos no lavado broncoalveolar.
Mostra a diminuigéo de neutréfilos no grupo
tratado com laser em relagdo ao grupo DPOC
e, o mesmo tempo, a existéncia da inflamagédo
com o aumento de neutréfilos do grupo DPOC
em relagdo ao controle

Verifica-se que, em relagdo ao controle, o
namero de neutréfilos é bem mais abundante no
DPOC, representando 350 x 10% o que indica a
presenca de inflamacéo, e no grupo tratado com
laser esse valor reduz para cerca de 180 x 10°,
mostrando que o laser exerceu fungdo antiinfla-
matoria ao proporcionar a redugdo dessas célu-
las, pois entre os grupos DPOC e DPOC + laser,
a redugao foi significativa (p < 0,05). De acordo
com Tarantino*, essas células sdo as mais encon-
tradas no LBA de pacientes com DPOC e, como
mostra Rufino®®, em seus trabalhos, ocorre um
aumento consideravel dessas células em con-
tagem de células do escarro em pacientes com
DPOC em relacao aos individuos tabagistas sem
DPOC e néao tabagistas.

Os neutroéfilos estdo presentes juntamente
com o mediador inflamatério TNF-e, que como
mostra a figura 4, também estd abundante no
grupo B e acompanha a queda de neutréfilos

no grupo C, tratado com laser 670nm. Essas cé-
lulas estao implicadas na liberagao de citocinas
inflamatodrias, mediadores lipidicos e enzimas
capazes de promover dano tecidual ', além dis-
so, podem promover hipersecre¢do de muco e
proliferagdo de glandulas mucosas”. O TNF-«
é produzido por macréfagos e ou células do
epitélio respiratério que proporcionam uma co-
municagao celular por meio de sinais quimicos.
Esse mediador é uma substancia da categoria
das monocinas e sua secrecdo pelos macréfagos
pode ser ativada por varios estimulos, exercendo
atividades, tais como a proliferagdo, diferencia-
¢do e apoptose celular, o que provoca, no caso da
DPOC, a destruicdo do parénquima, estimula a
liberagdo de colagenases e aumenta a expressao
de moléculas de adesdo encontradas na DPOC,
provocando o extravasamento leucocitdrio que
atrai neutrdfilos que, embora apresentem um
menor didmetro em relagdo aos poros do capilar
sanguineo pulmonar, conseguem sair e atuar na
parede pulmonar provocando inflamagao, espe-
cialmente na DPOC grave.
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Figura 3: Concentracdo de TNF-a no infilirado
pulmonar apdés a andlise pelo teste de ELISA.
Verifica-se uma redugdo na concentragdo

do mediador inflamatoério presente no grupo
DPOC quando tratado com laser a valores
quase proximos ao do controle

Conforme explica Karu'® em suas publi-
cagdes, o laser atua ndo fornecendo calor, mas
sim promovendo uma bioestimulagdo nas or-
ganelas celulares, que ocasiona a sintese de
compostos protéicos, como os anti-inflama-
torios que inibem a agdo dos IL-18 e TNF-q,



promovendo efeitos sistémicos, dessa forma a
laserterapia de baixa poténcia, além de ter fun-
¢do analgésica, também ¢é anti-inflamatoria,
pois interrompe a comunicagao celular que,
por quimiotaxia, atrai os mediadores para o
local da fisiopatologia respiratoria.

Verifica-se também na figura 5 que os ni-
veis de MIP2 estao elevados nos animais DPOC,
e muito reduzidos no controle e laser, havendo
uma leve reducdo no DPOC+laser. Essa quimio-
cina tem sua expressdo estimulada pela acao do
TNF-a que, como visto antes na figura 3, tem
um nivel elevado no grupo DPOC e reduzido
nos animais que foram tratados com laser, mos-
trando que a reagdo em cascata que desencadeia
na inflamacdo também tem como efeito a queda
quando aplica-se o laser, reduzindo os agentes
inflamatorios, desde o niimero de células, até a
diminuicdo de todos os mediadores que parti-
cipam do processo, como também mostrado na
figura 5 em relagdo a IL-18.

Aimbire", em seus estudos, ja demons-
trou que o laser reduz a atividade do TNF-q, na
inflamagdo pulmonar, inclusive aumentando a
capacidade mecénica do diafragma com a redu-
¢ao desse composto no musculo respiratério em
ratos. Esse trabalho mostra também a reducao
de outros mediadores. Alguns artigos mostram
terapias atuais e futuras para o tratamento de
enfisema pulmonar, entre elas hd a utilizacao
de receptores para TNF-a, que mesmo em ratos
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Figura 4: Acdo do laser na redugdo do
MIP-2. H& uma queda discreta promovida
pela acdo do laser que diminui a agdo do
TNF-a, um dos principais estimuladores da
secrecdo de MIP-2

com exposi¢do a fumaga de cigarros, diminuem
o quadro inflamatério, efeito também encontra-
do nessa pesquisa quando da utilizagao do laser
670nm, o que evidencia a laserterapia como uma
perspectiva de tratamento futuro, pois alguns
trabalhos sugerem que a interrupgao dos recep-
tores especificos para os mediadores podem re-
duzir a cascata inflamatdria, e o laser atua, como
analgésico e também como anti-inflamatério
nessa pela interrupgdo da comunicagao celular.
Vérios autores ** , verificaram importan-
tes efeitos anti-inflamatérios e analgésicos da
terapia laser de baixa poténcia . A terapia com
esse tipo de laser pode ser efetiva, ao mediar
os sintomas do processo inflamatério, por meio
da estabilizagdo da membrana celular pela nor-
malizacdo das concentrag¢des de calcio, sédio e
potassio, contribuindo com a reparacao celular;
com a vasodilatagdo, aumentando o transporte
de oxigénio e nutrientes para as células danifi-
cadas e facilitando a reparacao e remogao dos
restos celulares; acelerando a atividade dos leu-
cécitos; aumentando a sintese de prostaglandi-
na em razdo da conversao das prostaglandinas
PGG2 e PGH2 periosideos em prostaglandi-
nas PGI2, que possuem acdo vasodilatadora e
anti-inflamatoria, reduzindo a interleucina I,
aumentando a resposta dos linfécitos, o que
afeta beneficamente toda a resposta linfatica,
estimulando a angiogénese de capilares linfa-
ticos e sanguineos por induzir o aumento de
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Figura 5: Mostra a concentragéo elevada de
IL-18 no grupo exposto a fumaca de cigarro, o
que ocasiona inflamacgédo pulmonar, havendo
uma reducdo do mediador inflamatério no
grupo tratado com laser 670nm
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oxido nitrico e de fatores do crescimento que
contribuem com esse processo, levando a um
aumento na capacidade de aderéncia celular e,

assim, da reparagao tecidual®*

Conclusdo

Com base nas andlises realizadas, verifica-
se que a inflamacdo pulmonar pela inalagao do
cigarro, apds ser comprovada, pdde ser trata-
da com a laserterapia de baixa poténcia, o que
atenuou o processo inflamatdrio, uma vez que
reduziu a presenca de neutréfilos e diminuiu a
concentracdo de mediadores inflamatoérios de-
terminantes do enfisema pulmonar, agindo di-
retamente na reacao em cascata da cessacao do
processo inflamatério. Portanto, nota-se a neces-
sidade de novos estudos que possam corroborar
com esses resultados, podendo, futuramente,
fundamentar a utiliza¢do da LBP no tratamen-
to de pacientes com DPOC, talvez ndo como
um procedimento que leve a sua cura, mas que
proporcione uma nova modalidade de combate
a essa doenca respiratéria e proporcione uma
melhora na qualidade de vida do seu portador,
pois conforme Aimbire®, apesar dos efeitos an-
ti-inflamatérios jd observados pela TLBP, esta
provavelmente nao substituird os medicamentos
utilizados hoje no tratamento de afecgdes pul-
monares agudas, apesar das a¢des ja comprova-
das em experimentos que o laser inibe estimulos
quiomiotéxicos na fase inicial do processo infla-

matorio.
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