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RESUMO 
 

 

Após a revolução industrial houve um grande aumento na produção de bens de 

consumo e insumos para a população mundial, e para o processo de obtenção desses 

produtos finais gera-se poluentes ambientais e ocupacionais, que expõe a população à 

poluentes tóxicos e acometem doenças. O Formaldeído (FA) é um agente químico 

amplamente utilizado em diversas indústrias, laboratórios, emitido pela queima de 

combustíveis e gás de cozinha, também expelido na fumaça do cigarro, o que o 

caracteriza como um poluente ambiental e ocupacional. O estresse oxidativo pulmonar 

induzido pela exposição ao FA constitui um importante modelo de problema 

respiratório. O reconhecimento global no crescimento de doenças inflamatórias 

pulmonares tem levado a esforços para o desenvolvimento de novas terapias, 

particularmente para o controle da inflamação. Dentre as terapias usadas para patologias 

pulmonares, a laserterapia tem destaque, por ser não invasiva, sem efeitos colaterais e 

com ações antiinflamatórias e antioxidantes. Estudos apontam para efeitos benéficos do 

laser de baixa intensidade (LBI) para o tratamento de doenças pulmonares, porém seus 

mecanismos necessitam ser melhor compreendidos. Assim, modelos de inflamação 

pulmonar são importantes ferramentas para ampliar os conhecimentos mecanicistas do 

LBI. Para tanto, investigamos os efeitos do LBI no modelo de estresse oxidativo 

pulmonar induzido pelo FA o qual já está bem estabelecido. Utilizou-se o Formaldeído 

para indução da inflamação das vias aéreas em ratos Wistar. Em seguida foi analisado  

as células presentes no pulmão, sangue e medula óssea; a expressão gênica das enzimas 

antioxidantes e oxidantes; atividade de enzimas glutationas; liberação de nitritos e 

peróxido de hidrogênio, além do burst oxidativo. Nosso trabalho demonstrou que o 

tratamento com laser de baixa intensidade aumentou a expressão gênica das enzimas 

antioxidantes com concomitante redução da expressão de enzimas oxidantes, aumentou 

a atividade das enzimas antioxidantes glutationas peroxidase (GPx) e s-transferase 

(GST), diminuiu o nível de peróxido de hidrogênio e nitritos, além de aumentar o burst 

oxidativo das células inflamatórias. Sendo assim, este estudo pode fornecer subsídios 

importantes de uma possível terapia para minimizar os efeitos indesejáveis dos 

poluentes na saúde. 

 
Palavras-chave: Laser de baixa intensidade (LBI), Formaldeído, Estresse Oxidativo, 

Enzimas antioxidantes, Enzimas oxidantes. 



ABSTRACT 
 

 

 

After the industrial revolution there has been a large increase in the production 

of consumer goods and inputs for the world population, and the process of obtaining 

these end products is generated environmental and occupational pollutants, which 

exposes the population to toxic pollutants and affect disease. Formaldehyde (FA) is a 

chemical widely used in various industries, laboratories, issued by the burning of fuel 

and cooking gas also expelled in cigarette smoke, which characterizes it as an 

environmental and occupational pollutants. Lung oxidative stress induced by exposure 

to FA is a major respiratory disease model. The overall recognition on the growth of 

pulmonary inflammatory diseases has led to efforts to develop new therapeutics, 

particularly for the control of inflammation. Among the therapies used for lung  

diseases, LLLT has highlighted, being non-invasive, no side effects and anti- 

inflammatory actions and antioxidants. Studies show beneficial effects to low-intensity 

laser (LBI) for the treatment of lung disease, but their mechanisms need to be better 

understood. Thus, pulmonary inflammation models are important tools to extend 

mechanistic knowledge of LBI. Therefore, we investigated the effects of LLLT in the 

pulmonary oxidative stress model induced by FA which is already well established. 

Formaldehyde was used to induce airway inflammation in rats. Next it was examined 

the cells present in the lung, blood, and bone marrow; gene expression of antioxidant 

enzymes and oxidants; activity of glutathione enzymes; release of nitrite and hydrogen 

peroxide, besides the oxidative burst. Our work has shown that low-intensity laser 

treatment increased gene expression of antioxidant enzymes with concomitant reduction 

of expression of oxidative enzymes, increased the activity of antioxidant peroxidase 

glutathione enzymes (GPx) and s-transferase (GST), the level decreased from hydrogen 

peroxide and nitrite, in addition to increasing the oxidative burst of inflammatory cells. 

Thus, this study may provide important information of a possible therapy to minimize 

the undesirable effects of pollutants on health. 

 
Keywords: Low Level Laser (LLL), Formaldehyde, Oxidative Stress, Antioxidants 

enzymes, Oxidants Enzymes. 
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1 INTRODUÇÃO 

 
1.1  POLUIÇÃO AMBIENTAL E OCUPACIONAL E DOENÇAS 

PULMONARES 

 

 
A poluição ambiental e ocupacional tem sido objeto de estudo de muitos 

pesquisadores devido as suas graves implicações em saúde pública. Crianças e 

adolescentes têm se mostrado bastante susceptíveis aos efeitos da poluição do ar. Nestes 

grupos etários, acréscimos no número de internações por doenças respiratórias têm sido 

associados à exposição a elevados níveis de poluentes atmosféricos urbanos. O mesmo 

se observa entre os idosos. Os efeitos à saúde da população devido à exposição a 

poluentes ambientais são diversos, exibindo diferentes intensidades e manifestando-se 

com tempos de latência distintos, a saber: efeitos comportamentais e cognitivos, 

inflamação pulmonar e sistêmica, alterações do calibre das vias aéreas, do tônus 

vascular e do controle do ritmo cardíaco, alterações reprodutivas, morbidade e 

mortalidade por doenças cárdio-respiratórias, aumento da incidência de  neoplasias, 

entre outros (Sul et al., 2007; Gulec et al., 2006). 

O formaldeído (FA) é um composto químico utilizado mundialmente, em 

diversas áreas desde a saúde até à produção de materiais. Sua presença no organismo é 

decorrente de absorção destas fontes exógenas e de metabolismo endógeno, uma vez 

que o FA é um metabólito resultante do metabolismo de aminoácidos e xenobióticos. 

A maioria das aplicações do FA está relacionada à produção de resinas e agentes 

de ligação para derivados da madeira. Assim, o FA é utilizado na fabricação de resinas 

fenólicas, de uréia, de melamina e de poliacetal. As resinas fenólicas, de ureia e de 

melamina têm ampla utilização como adesivos e aglutinantes nas indústrias de produtos 

de madeira, pasta de papel, fibras vítreas sintéticas, na produção de plásticos, 

revestimentos e em acabamentos têxteis. O polímero de uréia-formaldeído é muito 

utilizado na produção de espuma de isolamento para habitações, que pode ser 

responsável pela liberação de FA em ambientes residenciais (Carlson et al., 2004; Fló- 

Neyret et al., 2001; Osha, 2001). É também utilizado na indústria de plásticos e resinas, 

na síntese de intermediários químicos, cosméticos, desinfetantes, produtos de higiene, 

fluidos de embalsamar e biocidas. 
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Profissionais da saúde (farmacêuticos, médicos, enfermeiros, dentistas, 

veterinários) estão expostos às ações do FA em decorrência de suas atividades (Mizuki 

& Tsuda, 2001). O mesmo pode ser considerado para indivíduos que utilizam técnicas 

de estudos em patologia, histologia e anatomia, uma vez que os tecidos são preservados 

em FA (Wantke et al., 2000). Este agente é utilizado por grande parte dos 

estabelecimentos de saúde por ser um método tradicional de preservação de tecidos com 

resultados satisfatórios. Assim, sua substituição tende a ser difícil, (Tang et al., 2009) 

sendo importante o gerenciamento de sua utilização, de seu reuso, bem como o descarte 

ambientalmente seguro do mesmo. Além disso, o FA também está presente em 

alimentos e é expelido na fumaça do cigarro. 

É bem estabelecido o potencial efeito carcinogênico induzido pelo FA (Conolly 

et al., 2004). Estudos epidemiológicos realizados com patologistas associaram a 

exposição ao FA com desencadeamento de tumores em vários locais, incluindo 

cavidade nasal (Luce et al., 2002; Coggon et al., 2003), pulmão (Coggon et al., 2003), 

cérebro (Coggon et al., 2003), pâncreas e sistema hematopoiético (Pinkerton et al., 

2004). Ainda, estudos mostram que o FA apresenta propriedades citotóxicas, 

imunotóxicas e genotóxicas em baixas concentrações, gerando dano no DNA, inibição 

do crescimento e um atraso no reparo do DNA (Cosma et al., 1988; Emri et al., 2004). 

Há evidência que a exposição à poluição pode exacerbar a asma pré-existente 

(McCreanor et al., 2007; Schildcrout et al., 2006). Além disso, a morbidade e a 

mortalidade de doenças inflamatórias no trato respiratório tais como asma, enfisema e 

bronquite têm sido correlacionadas à exposição de indivíduos a poluentes ambientais, 

incluindo substâncias químicas como o FA (Ezratty et al., 2007; Green-Mckenzie & 

Hudes, 2005). 

Nos últimos anos nossos estudos têm sido focados na compreensão dos efeitos 

do FA no aparelho respiratório e suas consequências para o agravamento da asma (Lino 

dos Santos Franco et al., 2013a, b; Lino dos Santos Franco et al., 2011; Lino dos Santos 

Franco et al., 2010 a, b; Lino dos Santos Franco et al., 2009; Lino dos Santos Franco et 

al., 2006). 

A exposição ao FA per se causa inflamação pulmonar, verificada pelo acúmulo 

de células inflamatórias no espaço alveolar, pelo aumento na expressão de ICAM-1, 

VCAM-1 e PECAM-1 no tecido pulmonar e hiporreatividade brônquica a metacolina. 

Tais efeitos são mediados por mastócitos, prostanóides, neuropeptídeos e óxido nítrico 
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(Lino dos Santos Franco et al., 2006). A análise geral dos nossos estudos 

sugeriu potencial ação do FA sobre os mastócitos e sistema nervoso sensorial. 

Ainda, outros estudos do nosso grupo mostraram que o estresse oxidativo gerado 

durante a exposição ao FA é responsável, em parte, tanto pelo aumento da inflamação 

pulmonar quanto da geração de IL-1 e IL-6 em cultura pulmonar. Nesses estudos 

observamos que o prévio tratamento dos ratos com apocinina, indometacina e L-NAME 

reduziu a inflamação pulmonar bem como a liberação de citocinas (Lino-dos-Santos- 

Franco et al., 2011). Verificamos também que o aumento na geração de EROs durante a 

exposição ao FA deve-se a diminuição na atividade da enzima superóxido dismutase 

(SOD) e aumento na expressão gênica das enzimas ciclooxigenase e óxido nítrico 

sintase (Lino-dos-Santos-Franco et al., 2011). 

Como visto acima, a inflamação pulmonar induzida pela exposição ao FA 

constitui um interessante e importante modelo de doença respiratória desencadeada pelo 

estresse oxidativo. 

 

 
1.2 O ESTRESSE OXIDATIVO E O BALANÇO OXIDANTE/ANTIOXIDANTE 

 
 

As espécies reativas derivadas do oxigênio ou do nitrogênio (ERONs) são 

sintetizadas a partir da atividade metabólica das células e em concentrações moderadas 

participam de processos fisiológicos incluindo inflamação, defesa contra 

microrganismos, controle do tônus vascular bem como na sinalização celular 

(Romanazzi et al., 2013). Porém, em altas concentrações sua toxicidade afeta ácidos 

nucléicos, proteínas, lipídeos e carboidratos gerando danos ao organismo contribuindo 

para o desencadeamento e/ou exacerbação de diversas doenças, incluindo a asma, 

câncer, arteriosclerose, diabetes, hipertensão entre outras (Matsuzawa & Ichijo, 2008; 

Lee et al., 2007; Talati et al., 2006; Blesa et al., 2002). 

As ERONs podem ser encontradas sob a forma de radicais livres, como 

moléculas altamente reativas que possuem um ou mais elétrons desemparelhados ou os 

não-radicais, que são moléculas também reativas porém mais estáveis. As principais 

moléculas oxidantes são ânion superóxido (O2
-˙), radical hidroxila (OH˙) e peróxido de 

hidrogênio (H2O2) (Birben et al., 2012). Tais radicais podem ser gerados no organismo 

por diferentes fatores como poluição atmosférica, radiação ionizante, tabagismo entre 

outras. 
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Há evidências clínicas e experimentais que o desequilíbrio do sistema 

oxidante/antioxidante em favor ao oxidante, potencialmente causa danos a diversas 

estruturas biológicas. Ainda, a regulação do estado redox da célula é crítica para 

determinar sua viabilidade, ativação, proliferação e função do órgão (Yao et al., 2007). 

Há de se considerar que ERONs não são apenas toxicantes, mas também podem 

funcionar como segundos mensageiros sinalizando várias vias intracelulares, tais como 

MAP quinases, JNK, ASK1 entre outras (Matsuzawa & Ichijo, 2008). 

O estresse oxidativo pode ser regulado por mecanismos de defesa celular, os 

quais incluem a geração de superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa 

(GSH) (Halliwell & Gutteridge, 1989). Existem estudos relatando que os níveis de H2O2 

estão aumentados em condensados exalados de indivíduos asmáticos (Yemelyanov et 

al., 2001). De fato, o envolvimento de radicais livres na asma e após exposição a 

substâncias químicas e poluentes está bem documentado. 

O termo “espécies reativas derivadas do oxigênio e do nitrogênio” (ERONS) é 

proveniente do agrupamento de moléculas instáveis que podem ter seus elétrons 

desemparelhados ou não as tornando altamente reativas (Ribeiro et al., 2005). 

O oxigênio é uma molécula vital para os organismos aeróbios, possibilitando a 

vida humana através da respiração celular. No entanto, o oxigênio molecular ou tripleto 

(O2) ao ser reduzido gera espécies reativas de oxigênio como o superóxido (O2
-), o 

peróxido de hidrogênio (H2O2) e o radical hidroxila (˙OH) (Halliwell & Gutteridge). 

Apesar de estas espécies terem funções fisiológicas importantes como sinalização 

celular, ativação enzimática e expressão gênica de citocinas, o seu aumento 

descontrolado pode ser muito danoso ao organismo (Valavanidis et al., 2013). 

Observamos a produção endógena de ERONS através das mitocôndrias e peroxissomos 

e sua produção exógena através da exposição a radiação ionizante e UV, por 

quimioterápicos e xenobióticos. 

Essas espécies estão envolvidas no desenvolvimento bem como na evolução de 

várias doenças como asma, neoplasias, arteriosclerose, doença de Alzheimer, artrite 

reumatoide, diabetes mellitus, anemia falciforme entre outras. Este fato se deve à reação 

com as organelas celulares tais como as membranas nucleares, lisossomais, golgiense e 

dos retículos através da reação com macromoléculas como o DNA, açúcares, proteínas e 

lipídeos (Vasconcelos et al., 2007). 
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Através de um radical centrado no carbono, o radical ˙OH abstrai um H+ do 

açúcar levando a quebra da cadeia molecular; já nos ácidos nucléicos há um ataque à 

desoxirribose ou às bases nitrogenadas levando à mutações e apoptose celular; as 

proteínas são levadas à fragmentação das cadeias, oxidação dos aminoácidos e sinais de 

eliminação proteica por proteases; e os lipídeos sofrem lipoperoxidação, com 

diminuição da permeabilidade levando ao risco de ruptura da membrana plasmática e 

lise celular (Ribeiro et al., 2005; Vasconcelos et al., 2007) 

Dentre as ERONS mais reativas podemos citar: Ânion superóxido (O2
-),  

formado pela redução parcial do O2 através da cadeia transportadora de elétrons na 

mitocôndria (Sena & Chandel, 2012) e pela enzima NADPH oxidase; gera autoxidação 

e pode formar espécies reativas de nitrogênio; o peróxido de hidrogênio (H2O2), 

formado pela dismutação e pela redução parcial do O2, e pelas enzimas dos 

peroxissomos e podem gerar lipoperoxidação; e o radical hidroxila ˙OH, é o agente 

oxidante mais reativo, formado pela redução do O2 e catalisado por metais, tem um 

vasto poder redutor podendo reagir com DNA, proteínas e lipídeos, além de induzir a 

produção de ERONs; os radicais alcoxila e peroxila são formados durante a 

lipoperoxidação e o oxigênio singleto (1O2) pode ser gerado por transferência de energia 

via O2 e pode causar dano aos lipídeos de membrana (Vasconcelos et al., 2007; 

Valavanidis et al., 2013). 

Considerando as ERONs, o óxido nítrico merece destaque. Ele é produzido pela 

enzima óxido nítrico sintase e tem várias funções fisiológicas como a vasodilatação e 

neurotransmissão, porém seu contato com o O2 pode formar espécies mais reativas 

como o nitrito (NO2
-) e o peróxinitrito (ONOO-) que causa dano a várias moléculas 

levando à apoptose celular (Valavanidis et al., 2013). 

Para controlar o estresse oxidativo, o organismo dispõe de uma série de enzimas 

antioxidantes que neutralizam as ERONs em radicais menos reativos e menos tóxicos. 

Os mecanismos de ação não-enzimáticos atuam através da supressão da 

formação de radicais livres, por sua eliminação ou desativação, podendo-se citar os 

antioxidantes exógenos como os carotenoides, α-tocoferol e ascorbato (Ribeiro et al., 

2005). 

Já a ação antioxidante enzimática ocorre pela prevenção da formação ou 

eliminação das ERONs pela transformação em moléculas menos reativas. Dentre as 

enzimas antioxidantes podemos citar: superóxido dismutase (SOD) a qual dismuta o 

ânion superóxido (O2
-) em H2O2 e O2. Esta enzima está presente no citossol, lisossomos, 
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núcleo e mitocôndria. Já a catalase (CAT) neutraliza o peróxido de hidrogênio (H2O2) 

em 2H2O + O2. A catalase é encontrada em peroxissomos e nas mitocôndrias do músculo 

cardíaco. Para diminuir a produção do radical hidroxila (˙OH) a catalase depende de 

ferro livre. 

Outra importante fonte antioxidante é a enzima glutationa peroxidase (GPx), que 

reduz H2O2 com o uso da glutationa reduzida (GSH) em H2O, e pode ser catalisada por 

estímulo de selênio (Tokars et al., 2013). A GPx é encontrada no revestimento celular 

do pulmão e no citossol. A glutationa redutase (GR) mantém os níveis de glutationa 

reduzida e controla o estado redox de NADP. É importante lembrar que o estresse 

oxidativo ocorre quando há diminuição celular de GSH. A glutationa S-transferase 

(GSt) remove hidroperóxidos orgânicos (Sena & Chandel, 2012; Vasconcelos et al., 

2007). 

É importante mencionar que as enzimas antioxidantes atuam sinergicamente 

para evitar ou reduzir a liberação de espécies reativas de oxigênio e nitrogênio, 

atenuando o estresse oxidativo que é responsável pelo desencadeamento de diversas 

doenças (Godic et al., 2014). 

 

1.3 FOTOBIOMODULAÇÃO 

 
 

O reconhecimento global no crescimento de doenças inflamatórias pulmonares 

tem levado a esforços para o desenvolvimento de novas terapias, particularmente para o 

controle da inflamação. Sendo assim, terapias que melhoram o desconforto respiratório 

do paciente e também reduzam os custos despendidos com doenças pulmonares são de 

grande importância. Dentre as terapias usadas para patologias que acometem o pulmão, 

como a asma, a fotobiomodulação tem merecido destaque, uma vez que é uma terapia 

não invasiva, sem efeitos colaterais e com ações antiinflamatórias e antioxidantes 

importantes (Landyshev et al., 2002; Aimbire et al., 2006; Oliveira et al., 2014; Silva et 

al., 2014). Contudo, os mecanismos operantes na fotobiomodulação precisam ser 

melhor explorados, sobretudo no que tange doenças respiratórias. 

O termo LASER (“light amplification by stimulated emission radiation”) é um 

acrônimo da versão em inglês de “amplificação da luz pela emissão estimulada da 

radiação”. As características que diferem a emissão laser da luz de uma lâmpada são: 

monocromaticidade, colimação e coerência (Karu et al., 1987). A emissão laser 

representa um dispositivo constituído por substâncias de origem sólida, líquida ou 
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gasosa que produz um feixe de luz (Barros et al. 2008; Maluf et al. 2006). 

Chavantes (2008) menciona em seus estudos que tal dispositivo pode ser classificado 

em duas categorias, a saber: I – Laser de Alta Potência ou Cirúrgico: pode denotar 

distintas ações no tecido biológico, tais como, efeito fotoablativo, capaz de remover 

substâncias tatuadas na pele, efeito fotoionizante capaz de quebrar a ligação quaternária 

do DNA, efeito fotomecânico-acústico utilizando altas energias em um determinado 

tecido alvo, produzindo pertuitos no miocárdio, facilitando a nutrição e oxigenação 

tissular deficiente, efeito fototérmico apresentando a possibilidade de cortar com 

precisão sem tocar o tecido, ou mesmo vaporizar tumor e coagular tecido altamente 

vascularizado, possibilitando excelente hemostasia; II – Laser de Baixa Intensidade 

(LBI): possui a capacidade de biomodular a resposta de células e tecidos evidenciando 

propriedades antiinflamatórias, antioxidantes, anti-edematosa, auxiliando na reparação 

tecidual, bem como, revelando uma ação analgésica. 

Cita-se como exemplos de Laser de Baixa Intensidade o laser de hélio-neônio 

(He-Ne), cujo comprimento de onda é 632,8nm, ou seja, na faixa de luz visível (luz 

vermelha), como também todos os lasers de díodo, como laser de Arseneto de Gálio- 

Alumínio (Ga-As-Al) ou laser de Arseneto de Indio-Gálio (Ga-In-As), cujos 

comprimentos de onda situam-se desde o vermelho até o infravermelho, sendo de 

aproximadamente, 630-930nm e por fim o laser combinado do diodo de Hélio-Neônio 

(Barros et al., 2008; Camelo, 2007). 

A terapia a laser ou fotobiomodulação, quando utilizada nos tecidos e nas 

células, produz um efeito fotofisicoquímico, fotofísico e/ou fotobiológico, sem emissão 

de calor (Chavantes, 2009; Catão, 2004). A emissão laser interage com as células e 

tecidos, estimulando fagócitos, ativando macrófagos, aumentando a produção de ATP 

mitocondrial e atuando diretamente na poliferação de vários tipos celulares, 

promovendo assim, efeitos antiinflamatórios (Rocha Junior et al., 2007). O laser pode 

proporcionar ao organismo uma melhor resposta à inflamação, com consequente 

redução de edema, minimização da sintomatologia dolorosa e bioestimulação celular. 

Estes fazem da Fotobiomodulação uma alternativa para processos que apresentem 

reação inflamatória, dor e necessidade de regeneração tecidual (Maluf et al., 2006). 
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1.4 LASER DE BAIXA INTENSIDADE (LBI) 

 
 

O histórico da terapia por LBI, ou a fotobiomodulação teve seu primórdio em 

1917 quando Albert Einstein descobriu os princípios físicos da emissão estimulada da 

radiação, mas somente em 1960, Mainman utilizou um cristal de rubi para produzir a 

primeira luz laser. Sua primeira aplicação na Medicina foi em 1961 por meio de um 

Laser Cirúrgico realizado pelo Prof. Leon Goldmann em Dermatologia. Neste mesmo 

ano Javan e colaboradores desenvolveram o laser Hélio-Neônio e sequencialmente Stern 

e Sognnaes (1964) e Goldman e colaboradores (1965) começaram com as primeiras 

aplicações do laser rubi em Odontologia. Em 1968 Mester foi pioneiro no uso do LBI 

em Biomedicina com pesquisas promissoras no processo cicatricial (Camelo, 2007). 

As propriedades terapêuticas dos lasers vêm sendo estudadas desde o seu 

desenvolvimento por Mainman (1960), entretanto ocorreu um hiato de mais de 25 anos 

para que o tratamento com Lasers se tornasse viável no cotidiano de dermatologistas ao 

redor do mundo. Somente na década de 80 a russa Tina Karu descobriu o mecanismo de 

ação para a bioestimulação da Laserterapia. 

O princípio da bioestimulação promovida pelo laser foi introduzido a mais de 30 

anos, sendo aplicado primariamente na dermatologia, especialmente, em processos de 

reparo de feridas cutâneas. Logo em seguida, foi sugerido que a bioestimulação também 

poderia ser útil para acelerar a cicatrização de feridas produzidas dentro do laser passou 

a ser amplamente utilizado para tratamento de aftas, herpes labial, queilite angular, 

trismo, parestesias, hipersensibilidade dentária e no pós-operatório (Camelo, 2007; 

Catão, 2004). 

O mecanismo de ação clínico para fotobiomodulação promovida pelo LBI ainda 

não está totalmente esclarecido. A fotorrecepção, ocorrendo em nível mitocondrial pode 

intensificar o metabolismo respiratório e as propriedades eletrofisiológicas da 

membrana, promovendo assim, alterações na fisiologia celular durante o processo de 

reparo (Genovese, 2000; Posten et al. 2005). 

O LBI provoca efeitos biológicos nos tecidos por meio de energia luminosa, 

produzindo então, efeitos primários (diretos), secundários (indiretos) e terapêuticos 

gerais, os quais promovem ações de natureza analgésica, antiinflamatória e cicatrizante. 

Para o LBI promover um efeito biológico é necessário que ocorra absorção do feixe de 

luz pelo tecido-alvo (Camelo. 2007; Karu, 1999). 
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A absorção molecular da luz laser permite um incremento do metabolismo 

celular pela estimulação de fotorreceptores, por meio da monocromaticidade da luz, 

agindo na cadeia respiratória das mitocôndrias. O LBI age especificamente no 

citocromo C oxidase, facilitando um incremento nos níveis de ATP celular, liberação de 

fatores de crescimento e citocinas, como também na síntese de colágeno, auxiliando na 

reparação tecidual (Posten et al. 2005; Kreisler et al. 2003; Genovese, 2000; Smith, 

2005; Desmet et al. 2006; Karu, 1999). 

As ações antiinflamatórias e anti-edematosas exercidas pelo laser ocorrem 

mediante a aceleração da microcirculação, resultando em alterações na pressão 

hidrostática capilar, promovendo assim a reabsorção do edema e a eliminação do 

acúmulo de metabólitos intermediários (Camelo. 2007). A fotobiomodulação também 

atua como um importante agente antiálgico, minimizando a sintomatologia dolorosa, 

além de favorecer de maneira eficaz a reparação tecidual da região lesada mediante a 

bioestimulação celular (Maluf et al, 2006; Pugliese et al, 2003; Smith. 2005; Almeida- 

Lopes et al, 2001). 

Em nível celular, a fotobiomodulação provoca modificações bioquímicas, 

bioelétricas e bioenergéticas, aumentando o metabolismo, a proliferação e a maturação 

celular e diminuindo a produção e liberação de mediadores inflamatórios (Silva et al, 

2007; Bourguignon et al, 2005). Em virtude destes efeitos já bem estabelecidos do LBI, 

há necessidade de aprofundamento dos conhecimentos sobre outros possíveis efeitos 

benéficos para a ampliação do seu uso. Por isso, estudos que visem a compreensão do 

tipo de sinalização celular desencadeada pela fotobiomodulação são pertinentes. 

 
1.5 LASER DE BAIXA INTENSIDADE E INFLAMAÇÃO PULMONAR 

 
 

Como dito anteriormente, o LBI tem sido estudado para sua aplicação em 

processos inflamatórios, na cicatrização de feridas, no tratamento de lesões na boca e no 

alívio da dor. Estudos utilizando o LBI para o tratamento de doenças pulmonares têm 

sido realizados mais recentemente. Trabalhos do nosso grupo mostram que o tratamento 

com LBI reduziu a inflamação pulmonar após exposição ao FA por mecanismos 

relacionados com a redução da desgranulação de mastócitos e de citocinas inflamatórias 

(Miranda da Silva et al., 2015). 

Outros autores também observaram benefícios do LBI sobre doenças pulmonares. 

Nesse sentido, Mikhailov et al. (1998) observaram que a terapia com LBI duas vezes ao 
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dia aumentou a complacência pulmonar e a eficiência de trocas gasosas em 

pacientes asmáticos. Ainda, Pidaev (1997) demonstrou que o LBI quando irradiado 

sobre a pele na região acima do brônquio principal em indivíduos asmáticos reduz a 

migração celular para o pulmão. Apesar de a terapia medicamentosa ainda ser muito 

usada e necessária, a terapia com LBI mostrou-se útil em condições de hipercapnia, 

hipóxia e disfunção de trocas gasosas. 

Silva et al. (2014) demonstraram que o tratamento com LBI em modelo murino 

de asma foi capaz de diminuir a hiperreatividade brônquica via RhoA, o número de 

eosinófilos, bem como a secreção de citocinas Th2. Similarmente, o LBI reduziu a 

inflamação pulmonar em modelo de síndrome da angústia respiratória aguda induzida 

por LPS (Oliveira et al., 2014). Outros modelos de inflamação pulmonar também 

apontam para o efeito antiinflamatório do LBI. De Lima et al. (2010) observaram que a 

fototerapia com laser em animais submetidos a isquemia e reperfusão intestinal reduziu 

TNF-α, o edema, o influxo de neutrófilos e, paralelamente aumentou os níveis de IL-10. 

Ainda, Aimbire et al. (2007) mostraram que a fototerapia também reduziu a síntese de 

TNF-α após a indução da inflamação pulmonar por imunocomplexos. Esses dados em 

conjunto, sugerem papel supressor do LBI sobre a inflamação pulmonar desencadeada 

por estímulos alérgicos ou não. Corroborando com os achados in vivo, estudos in vitro 

mostraram que a Terapia com LBI em macrófagos alveolares estimulados com LPS ou 

H2O2 reduziu a geração de espécies reativas do oxigênio (EROs) intracelular bem como 

a expressão de MIP-2. A redução de NF-kB também foi observada nas mesmas 

condições. 

Esses estudos apontam para efeitos benéficos do LBI como monoterapia para 

doenças pulmonares, no entanto, os mecanismos operantes necessitam ser melhor 

compreendidos. Nesse sentido, modelos de inflamação pulmonar são importantes 

ferramentas para ampliar os conhecimentos mecanicistas da laserterapia. 
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2 OBJETIVOS 

 

Tendo em vista que o FA é um potente indutor do estresse oxidativo das vias 

aéreas e o modelo de doença pulmonar induzido pela sua exposição já está bem 

estabelecido, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito do tratamento do 

LBI sobre parâmetros do estresse oxidativo após exposição ao FA. Para isso foram 

investigados os parâmetros abaixo: 

• Avaliação da Expressão gênica das enzimas oxidantes como Óxido Nítrico 

Sintase induzida (iNOS), Óxido Nítrico Sintase constitutiva (cNOS) e 

Ciclooxigenase 2 (COX- 2) no tecido pulmonar; 

• Avaliação da atividade das enzimas glutationa peroxidase (GPX), glutationa 

redutase (GR) e glutationa S-transferase(GST) no tecido pulmonar; 

• Avaliação da Expressão gênica das enzimas antioxidantes Superóxido 

Dismutase 1 e 2 (SOD-1 e 2), Catalase (CAT) e Hemeoxigenase 1 (HO-1) no 

tecido pulmonar; 

• Avaliação da Liberação de Nitritos (NO2
-) e Peróxido de Hidrogênio (H2O2) 

pelas células do lavado broncoalveolar; 

• Avaliação do Burst oxidativo. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 ANIMAIS 

 
 

Foram utilizados 24 ratos Wistar machos adultos (160-180g) provenientes do 

biotério de criação da Universidade Nove de Julho, mantidos no biotério de 

experimentação da Universidade Nove de Julho em condições controladas de umidade 

(50%-60%), luminosidade (12h claro/12 h escuro) e temperatura (22°C - 25°C). O 

projeto foi aprovado pelo comitê de ética em experimentação animal da Universidade 

Nove de Julho com protocolo nº AN0029.2014. 

 
3.2  INDUÇÃO DA INFLAMAÇÃO PULMONAR PELA EXPOSIÇÃO AO 

FORMALDEÍDO (FA) 

 
Grupos de ratos foram expostos a inalação de uma solução de FA (1%) ou seu 

veículo (água destilada) por 90 min/dia, durante 3 dias consecutivos. Foram colocados 

cinco ratos por sessão em compartimento de vidro com capacidade de 20 litros, 

acoplado a um nebulizador ultrassonic (Icel®) com capacidade de produzir névoa com 

partículas entre 0,5 a 1,0 micron. O sistema gerador de gás formaldeído apresenta fluxo 

contínuo de forma a evitar problemas secundários a hipóxia, interferências pela amônia 

ou excesso de umidade com o FA. Para isto, foram realizados dois orifícios em lados 

opostos na caixa de vidro, sendo um para a entrada do gás e outro para a saída (Lino dos 

Santos Franco et al., 2006). 

 
3.3 TRATAMENTO COM LASER DE BAIXA INTENSIDADE (LBI) 

 
 

Grupos de ratos foram irradiados com laser de diodo com potência de 30 mW, 

comprimento de onda de 660 nm, com densidade de energia (12,86 J/cm2 ) 1 h e 5 h 

após cada exposição ao FA em nove regiões: três aplicações na traqueia e três 

aplicações em cada lobo pulmonar (direito e esquerdo) irradiando uma área de 0.785 

cm2, com um tempo de 60s em cada ponto, totalizando 540s de exposição duas vezes ao 

dia. 
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3.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

 
 

Foram utilizados 4 grupos experimentais conforme esquema abaixo: Grupo N, 

consistiu de animais não manipulados para a obtenção de valores basais; Grupo L, 

consistiu de animais não manipulados e tratados com LBI. Grupo FA, consistiu de 

animais expostos ao FA e Grupo FA+L, consistiu de animais submetidos a exposição ao 

FA e tratados com LBI. 

 

 

 

 

 
3.5 PCR EM TEMPO REAL PARA DETERMINAÇÃO DA EXPRESSÃO 

GÊNICA DE ENZIMAS OXIDANTES (COX, NOS) E ANTIOXIDANTES (SOD, 

CATALASE E HO-1) EM TECIDO PULMONAR 

 

Para realização do PCR em tempo real foram utilizados fragmentos de pulmão 

obtidos dos animais após os protocolos mostrados acima. Tais fragmentos foram 

colocados em tubos eppendorfs DNAse RNAse free e mantidos em Trizol até a extração 

do RNA. Nas amostras foram adicionadas 200 l de clorofórmio e incubadas por 3 

minutos em temperatura ambiente. Esta solução foi centrifugada (12.000g, 15 min. a 

4C) e o sobrenadante contendo o RNA foi transferido para um novo tubo e adicionado 

0,5 ml de isopropanol. Em seguida, esta solução foi incubada por 1 hora e então 
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centrifugada novamente (12.000g, 15 min. a 4C). O sobrenadante foi removido 

cuidadosamente e foi adicionado 1 ml de etanol 75% e centrifugado (7500g, 5 min a 

4C). O sobrenadante foi removido e o pellet ressuspendido em 25 l de água livre de 

RNAse e DNAse. A síntese de cDNA foi feita através de uma reação de transcrição 

reversa a partir do RNA total purificado. Para cada amostra, foram feitas soluções 

contendo 100 g/ml de RNA total, e 10 l dessa solução foi adicionada de 1 l de oligo 

(dT)12-18 (50 M) e 1 l de água livre de RNAse, sendo incubados em seguida por 10 

minutos à 70C. Foram então adicionados a cada tubo 4 l de tampão específico para a 

reação (5X), 1l de dNTP (10 M) e 2 l de DTT (0,1 M) seguindo-se de incubação a 

42C. Foi adicionado 1 l da enzima SuperScript III (200 U/l) por tubo, seguindo nova 

incubação a 42C por 50 minutos. A reação foi bloqueada por uma incubação por 15 

minutos a 70C. Para a realização do PCR em tempo real foi utilizado o kit Taqman 

Fast Universal Master Mix, também da Applied Biosystems®. Para tanto, 1L de cada 

primer específico para cada enzima, 4 L de amostra contendo o cDNA, 5L de água e 

juntamente com 10L de master mix Taqman® foram colocados em placas de 96 poços 

seladas. As placas foram levadas ao termociclador Applied Biosystems 7900HT Fast 

Real-Time PCR System®. 

 

 
3.6. QUANTIFICAÇÃO DA ATIVIDADE DAS ENZIMAS GLUTATIONAS 

 

 

A atividade da Glutationa peroxidase (GPx) foi determinada usando tert- 

butilhidroperóxido como substrato, e a formação de glutationa oxidada (GSSG) foi 

monitorada indiretamente através do consumo de NADPH (5min, 34nm a 37ºC). A 

atividade da Glutationa redutase foi determinada pela redução do GSSH em GSH 

mensurada através do consumo de NADPH (10min, 340nm a 37°C). A atividade da 

Glutationa S-transferase foi determinada pela conjugação do 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno 

(CDNB) com redução da glutationa (5min, 340nm a 25ºC). Todas as avaliações das 

glutationas foram realizadas por espectrofotometria em um Power Wave x340 

espectrofotômetro (Bio-Tek Instruments INC, software KC4v3.0). 
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3.7 QUANTIFICAÇÃO DE PERÓXIDO DE NITROGÊNIO E DE NITRITOS 

 

 

Decorridas 24 h da última exposição ao FA os animais foram anestesiados com 

cetamina e xilasina (100 e 20mg/kg, ip) e as células (mononucleares e 

polimorfonucleares) presentes no espaço broncoalveolar foram obtidas pela técnica de 

lavado broncoalveolar (LBA) de acordo com De Lima et al. (1992). 

A produção de nitritos foi determinada em sobrenadante de cultura de células do 

fluido do LBA utilizando a técnica de Griess. O ensaio foi realizado pela adição de 50 

µl de sobrenadante de cultura em placas de 96 poços contendo o mesmo volume do 

reagente de Griess em temperatura ambiente por 10 min. Como grupo controle foram 

utilizados sobrenadante de cultura celular de animais não manipulados (basal). A 

densidade óptica (540 nm) foi obtida utilizando leitor ELISA automático (Bio-Tek 

Instruments®) e os níveis de nitritos foram determinados utilizando curva padrão 

previamente estabelecida de NaNO2 (5µM -60µM). 

Nesta série de experimentos foi avaliada também a produção peróxido de 

hidrogênio pelo método de Pick & Mizel (1981). Para tanto, o sobrenadante de cultura 

de células do LBA foi diluído em PBS glicosado (NaCl 140M; KH2PO4 1mM; glicose 

5mM), contendo 0,56 mM do indicador vermelho de fenol acrescido de peroxidase de 

rabanete (20 UI/ml) e superóxido dismutase (2 mg/ml). O ensaio consistiu da adição de 

100 µl da solução de sobrenadante da cultura pulmonar em 8 poços da placa de 96 

poços. Em quatro dos poços foram adicionados 10 µl (20nM) do estimulante forbol 12 

acetato 13 miristato (PMA; 20 ng/poço- Sigma Chemical Co). A placa foi mantida por  

1 h em estufa de CO2, quando então a reação foi paralisada adicionando-se 10 µl de 

NaOH 1N. A densidade óptica dos poços foi determinada em leitor de ELISA, em 

comprimento de onda de 620 nm. Para controle da reação a densidade óptica foi obtida 

em solução contendo vermelho de fenol e NaOH 1N.Os resultados obtidos em 

densidade óptica foram transformados em nmoles de H2O2/2,0x105 células, mediante 

equação de regressão linear com base em uma curva padrão que foi feita com 

concentrações conhecidas de peróxido de hidrogênio (5,10,20 e 40 nmoles). 
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3.8 AVALIAÇÃO DO BURST OXIDATIVO 

 

 

A avalição de burst oxidativo foi feita com células do LBA utilizando o método 

fluorescente com diacetato de 2,7-diclorofluoresceína (DCFH-DA) como descrito em 

Lino dos Santos Franco et al, 2010. 

 

 
 

4 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Após aplicação do teste de normalidade, os dados das amostras foram 

submetidos à análise de variância (ANOVA) seguida de pós-teste Student Newman- 

Keuls para comparação de todos pares de colunas. As análises estatísticas foram 

conduzidas utilizando GraphPad prism Software V.5. Os resultados foram expressos 

como média ± EPM (erro padrão da média). Onde, os valores de P<0,05 foram 

considerados significativos. 
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6 DISCUSSÃO 

 

Considerando que em estudos anteriores demonstramos que a exposição ao FA 

causa um desequilíbrio fisiológico das espécies oxidantes e antioxidantes no tecido 

pulmonar, favorecendo a via oxidante, e modulando assim positivamente a inflamação 

do pulmão, investigamos os mecanismos envolvidos nos efeitos antioxidantes do LBI. 

O modelo de inflamação pulmonar induzido pela exposição ao FA está bem 

estabelecido e desencadeia estresse oxidativo no tecido pulmonar por aumentar a 

expressão gênica de enzimas oxidantes e reduzir a de antioxidantes (Lino-dos-Santos- 

Franco et al., 2013). Desta forma, avaliamos o efeito do tratamento com LBI sobre a 

expressão de importantes genes de enzimas que controlam a geração e também a defesa 

de espécies reativas derivadas do oxigênio e do nitrogênio no tecido pulmonar. No 

presente trabalho mostramos que o tratamento com LBI foi eficaz em reduzir o estresse 

oxidativo no tecido pulmonar após exposição FA, uma vez que diminuiu a expressão 

gênica de enzimas oxidantes concomitantemente ao aumento na expressão gênica de 

enzimas antioxidantes. 

Inicialmente fomos investigar a expressão de enzimas oxidantes como NOS e 

COX. Os nossos dados mostraram que o tratamento com LBI reverteu a expressão 

aumentada das isoformas tanto constitutiva quanto induzida de óxido nítrico sintase 

(NOS). 

Sabe-se que o óxido nítrico é um mediador inflamatório que exerce importantes 

efeitos deletérios nos tecidos e que pode gerar compostos extremamente tóxicos e 

reativos como o peroxinitrito. É bem estabelecido que pacientes asmáticos bem como 

fumantes exalam quantidades significativas de NO, sendo ele considerado um 

biomarcador da inflamação das vias aéreas e indicador da gravidade da doença (Lakey 

et al., 2016; Horvath et al., 1998). 

Experimentalmente podemos também avaliar a geração de NO através da 

quantificação de nitritos. Nossos dados mostraram que a exposição ao FA aumentou a 

liberação de nitritos em células do LBA e que o tratamento com LBI reverteu este 

aumento. Assim, estes dados estão congruentes com os observados em relação à 

expressão gênica de NOS. Podemos inferir que o LBI reduziu a liberação de NO por 

reduzir a e expressão gênica da NOS. 
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Similarmente, notamos também redução na expressão gênica da isoforma 

induzida da COX, que é uma enzima oxidante importante e que gera potentes 

mediadores inflamatórios incluindo eicosanóides. A redução destas duas enzimas 

impacta não apenas na redução de espécias reativas, como observado em relação ao 

peróxido de hidrogênio, mas também de mediadores inflamatórios contribuindo assim 

para a redução do recrutamento celular pulmonar observado em estudos anteriores 

(Miranda da Silva et al., 2015). 

Como mencionado acima, também avaliamos as enzimas antioxidantes incluindo 

SOD, CAT, HO-1, GPX, GR e GST. O aumento na expressão gênica de SOD e HO-1 

mostrou que o LBI protege o tecido pulmonar não apenas por reduzir enzimas 

oxidantes, mas também por aumentar os mecanismos de defesa contra estresse 

oxidativo. A percepção de que dispomos é a de que o LBI age restabelecendo a 

homeostasia no tecido pulmonar. 

Assim, podemos inferir que a expressão aumentada de SOD e HO-1 após LBI é 

um mecanismo compensatório impedindo dano oxidativo induzido pelo FA. Deste 

modo, neste modelo podemos inferir que os mecanismos operantes do LBI envolvem 

alterações translacionais. 

Sabe-se que tanto a SOD quanto a HO-1 são importantes mecanismos de defesa 

pulmonar contra estresse oxidativo. A HO-1 é uma enzima do catabolismo do grupo 

heme, produzindo ferro livre, biliverdina e monóxido de carbono. Apesar de sua 

importância fisiológica, o acúmulo excessivo de heme livre (dissociado de proteínas) 

pode ser nocivo para o organismo, por sua capacidade de gerar estresse oxidativo e lesar 

diretamente membranas lipídicas e organelas celulares. Ainda, o heme livre é um 

potente estímulo deflagrador de processos, pois atua diretamente como um sinalizador 

endógeno de alerta para o sistema imune (Figueiredo, 2000). A indução da HO-1, por 

sua vez, é capaz de conferir citoproteção nessas situações através de efeitos 

antiinflamatórios, antioxidantes e antiapoptóticos (Otterbein et al., 2003). A deficiência 

de HO-1 resulta em inflamação crônica e morte prematura, caracterizando a importância 

desta enzima para a sobrevivência do organismo. 

A SOD, por sua vez promove a degradação do íon superóxido em peróxido de 

hidrogênio e a Catalase degrada o peróxido de hidrogênio. Ambas são vias importantes 

de detoxificação de moléculas oxidantes, sobretudo no microambiente pulmonar. 

Outra fonte antioxidante no pulmão é a glutationa, que é essencial para uma 

resposta defensiva a oxidantes e agentes inflamatórios, por reparar as moléculas 
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oxidadas e danificadas, e ajudando a regular uma variedade de funções celulares 

(Lino-dos-Santos-Franco et al 2010). Nosso estudo mostrou que as atividades de GST e 

GPX foram aumentadas após tratamento com LBI. A GPX é uma enzima que degrada o 

peróxido de hidrogênio assim como a catalase. Corroborando com nossos resultados, 

outros estudos também mostraram efeitos do LBI sobre a enzima glutationa. Utilizando 

um modelo de inflamação pulmonar aguda induzida por isquemia e reperfusão 

intestinal, Blankenberg e colaboradores (2003) mostraram que o LBI reduziu a enzima 

glutationa (GSH) e consequentemente aumentou a produção de ERONs. 

Podemos sugerir, então, uma correlação entre o aumento da liberação de H2O2 

devida ao estresse oxidativo gerado pela inalação ao FA com o aumento da atividade da 

enzima GPX na tentativa de reduzir os danos teciduais que geralmente são atribuídas à 

presença de H2O2 nas células. De fato, Gurel et al. (2005) relataram que o FA é um 

potente indutor da produção de peróxido de hidrogênio. 

Os neutrófilos são células fagocitárias cuja função é defender o organismo 

contra agentes agressores. A ativação leucocitária pode gerar burst oxidativo com a 

intenção de neutralizar o agente agressor. 

Nesse sentido, fomos investigar o estado funcional de neutrófilos, uma vez que a 

inflamação pulmonar induzida pelo FA é neutrofílica (Lino-dos-Santos-Franco et al., 

2006). Como esperado, os animais expostos ao FA apresentaram aumento no burst 

oxidativo (Lino-dos-Santos-Franco et al, 2010) que é um mecanismo importante que 

induz ao estresse oxidativo. No entanto, o tratamento com LBI causou um aumento 

adicional no burst oxidativo sendo este um efeito contraditório aos efeitos antioxidantes 

observados nos demais parâmetros analisados. Porém, entendemos que apesar de 

contraditório, tal efeito do LBI pode ser explicado pelas suas ações antimicrobianas. O 

burst oxidativo é um importante mecanismo de defesa do organismo contra patógenos e 

deste modo, o LBI aumentando o burst está exercendo efeitos protetores no aparelho 

respiratório. 

Alguns autores relataram que a nicotina (Sasagawa et al., 1985) e o monóxido de 

carbono (Fukushima et al., 1995) diminuem o burst oxidativo aumentando a 

vulnerabilidade do pulmão ao desenvolvimento de infecções. Ainda, Sorensen et al. 

(2004) observaram correlação do tabagismo com burst oxidativo, evidenciado pela 

diminuição do burst em pacientes fumantes. 

Tomados em conjunto, o presente estudo mostrou a importância do estresse 

oxidativo gerado pela exposição a poluentes na indução e/ou desenvolvimento de 
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doenças pulmonares como a asma, a doença pulmonar obstrutiva crônica e 

fibrose pulmonar (Abrahan & Kappas, 2008; Moore et al., 2015; Liu & Desai, 2015). 

Neste contexto, o LBI pode ser um tratamento promissor para doenças pulmonares 

mediadas por estresse oxidativo. Além disso, este tratamento não tem efeitos colaterais, 

apresenta baixo custo, além de ser uma terapia não invasiva. 
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7 CONCLUSÃO 

 

Nossos resultados indicam que o tratamento com LBI diretamente no tecido 

pulmonar reduz o estresse oxidativo por diminuir a expressão gênica de enzimas 

oxidantes concomitantemente ao aumento na expressão de enzimas antioxidantes 

impactando em uma reduzida geração de ERONs. Ainda, o LBI parece proteger o 

ambiente pulmonar de agentes agressores por aumentar o burst oxidativo. Assim, o LBI 

mostrou-se promissor para tratamento de doenças pulmonares moduladas por estresse 

oxidativo. 
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9 ANEXOS 

 
 

• Protocolo de ética dos experimentos 


