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RESUMO 

 

A asma é caracterizada por inflamação crônica das vias aéreas. Apresenta alta 

prevalência, custo econômico e social. Vários modelos têm sido propostos, 

objetivando a descoberta de novas terapias. A terapia com Laser de Baixa 

Intensidade (LBI) é relativamente nova e eficaz, de baixíssimo custo, sem efeitos 

colaterais. Quanto à laserterapia, ainda não existe um consenso sobre a dose ideal 

a ser utilizada. Nesse sentido, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito do 

LBI com diferentes energias sobre a inflamação pulmonar crônica em modelo 

experimental de asma induzida por House Dust Mite (HDM). Utilizamos 

camundongos Balb/c, divididos em 10 grupos: Basal, HDM, Laser (1J, 3J, 5J e 

7,5J) e HDM+Laser (1J, 3J, 5J e 7,5J). O LBI utilizado foi o de diodo (660 nm, 100 

mW) e para cada energia, utilizamos diferentes tempos (10s, 30s, 50s e 75s), em 

três pontos: traquéia, lobo esquerdo e direito. Para o modelo experimental, os 

animais receberam administração orotraqueal de 100ug/animal de HDM nos dias 

0, 14, seguidos de 3 administrações semanais até o dia 56. Após 24 horas, 

estudamos parâmetros funcionais e estruturais, como a inflamação pulmonar 

através do fluído do lavado broncoalveolar (FLBA), contagem de células totais e 

diferenciais, quantificação de CD11b, LY6G, Siglec-F, CD3
+
, CD4

+
 e CD8

+
 no 

pulmão, a porcentagem de 7AAD e ANEXINA V, bem como de linfócitos CD4
+
, 

STAT6
+
, GATA3

+
 e IL-4

+
 no FLBA por citometria de fluxo, citocinas no FLBA e 

homogenato pulmonar (IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13) por ELISA, análise morfométrica 

do infiltrado peribrônquico eosinofílico (LUNA), de muco (PAS), colágeno (PSR), 

índice de broncoconstrição, espessamento brônquico e muscular (HE), mecânica 

pulmonar (elastância pulmonar) e reatividade pulmonar pelo método Power Lab. 

Os resultados evidenciaram que o LBI foi capaz de modular a inflamação pulmonar 

observado pela redução do número de células no FLBA, bem como reduziu a 

porcentagem de neutrófilos, eosinófilos e linfócitos T (CD4
+
 e CD8

+
). Além disso, 

diminuiu os linfócitos CD4
+
STAT 6

+
 e GATA3

+
, bem como apoptose e necrose 

celular. Por outro lado, a laserterapia aumentou a porcentagem de macrófagos e 

de IL-10 e reduziu os níveis de IL-4, IL-5 e IL-13 no FLBA e homogenato pulmonar. 

O LBI foi capaz de reduzir a produção de muco. Com relação às alterações 

estruturais, observamos importante redução na quantificação de eosinófilos 

peribrônquicos, deposição de 
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colágeno, índice de broncoconstrição, espessamento brônquico e muscular nas 

vias aéreas, após o tratamento com LBI. Por fim, em análise funcional, a 

avaliação da reatividade traqueal frente à metacolina e avaliação da mecânica 

pulmonar apresentou diminuição em todos os grupos submetidos à 

laserterapia. Concluímos assim, que o uso da laserterapia no tratamento da 

inflamação crônica das vias aéreas, atenuou o processo inflamatório, os 

parâmetros funcionais e estruturais pulmonares. Destacamos de maneira geral 

que o laser com 3J, apresentou melhores resultados. Dessa maneira, a 

fotobiomodulação pode ser considerada uma ferramenta promissora para o 

tratamento da inflamação alérgica pulmonar crônica, observada na asma. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Palavras-chave: asma, laser de baixa intensidade, dosimetria, 

imunologia, citocinas 
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ABSTRACT 

 

Asthma is characterized by chronic inflammation in the airways. It presents high 

prevalence, economic and social cost. Several models have been proposed aiming 

the discovery of new therapies. Low Level Laser Therapy (LLLT) is relatively new 

and effective, of very low cost, with no side effects. As for laser therapy, there is 

still no consensus on the optimal dose to be used. In this sense, the objective of 

the present study was to evaluate the effect of LLLT with different energies on 

chronic lung inflammation in an experimental model of asthma induced by House 

Dust Mite (HDM). We used Balb/c mice, divided into 10 groups: Basal, HDM, Laser 

(1J, 3J, 5J and 7,5J) and HDM+Laser (1J, 3J, 5J and 7,5J). The LLLT used was 

diode (660 nm, 100 mW) and for each energy, we used different times (10s, 30s, 

50s and 75s) in three points: trachea, left lobe and right. For the experimental 

model, the animals received orotracheal administration of 100ug/animal HDM on 

days 0, 14, followed by 3 weekly administrations by day 
 

56. After 24 hours, we studied functional and structural parameters, such as 

pulmonary inflammation through bronchoalveolar lavage fluid (BALF), total and 
 

differential cell count, quantification of CD11b, LY6G, Syglec F, CD3
+
, CD4

+
 and 

CD8
+
 in the lung, the percentage of 7AAD and ANEXINA V, as well as CD4

+
, 

STAT6
+
, GATA3

+
 and IL-4

+
 lymphocytes in BALF by flow cytometry, cytokines in 

BALF and pulmonary homogenate (IL-4, IL-5, IL-10 and IL-13) by ELISA, 

morphometric analysis of eosinophilic peribronchial infiltrate (LUNA), mucus (PAS), 

collagen (PSR), bronchoconstriction index, bronchial and muscular thickening (HE), 

pulmonary mechanics (pulmonary elastance) and pulmonary reactivity by the 

Power Lab method. Results showed that LLLT was able to modulate observed 

pulmonary inflammation by reducing the number of cells in the BALF, as well as 

reducing the percentage of neutrophils, eosinophils and T 
 

lymphocytes (CD4
+
 and CD8

+
). In addition, it decreased CD4

+
 STAT6

+
 and 

GATA3
+
 lymphocytes, as well as apoptosis and cell necrosis. On the other hand, 

laser therapy increased the percentage of macrophages and IL-10 and reduced 

levels of IL-4, IL-5 and IL-13 in the BALF and pulmonary homogenate. LLLT was 

able to reduce mucus production. Regarding the structural alterations, we observed 

a significant reduction in the quantification of peribronchial eosinophils, collagen 

deposition, bronchoconstriction index, bronchial and muscular 
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thickening in the airways, after LLLT treatment. Finally, in functional analysis, the 

evaluation of tracheal reactivity to methacholine and evaluation of pulmonary 

mechanics presented a decrease in all groups submitted to laser therapy. We 

conclude that the use of laser therapy in the treatment of chronic inflammation of 

the airways attenuated the inflammatory process, functional parameters and 

pulmonary structure. We emphasize in general that the 3J laser presented better 

results. Thus, photobiomodulation can be considered a promising tool for the 

treatment of chronic pulmonary allergic inflammation observed in asthma. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Keywords: asthma, low intensity laser, dosimetry, immunology, cytokines. 
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1. CONTEXTUALIZAÇÃO 
 
 

 

1.1. Asma - Definição 

 

A asma é uma das doenças crônicas mais comuns em âmbito mundial. É 

definida como uma doença heterogênea, pois apresenta muitas variações, 

geralmente caracterizada por inflamação crônica das vias aéreas. A asma provoca 

sintomas como chiados, falta de ar, aperto no peito e tosse, que variam ao longo 

do tempo na sua ocorrência, frequência e intensidade. Estes sintomas estão 

associados com o fluxo de ar expiratório variável, ou seja, dificuldade para respirar 

devido ao broncoespasmo (estreitamento das vias aéreas), espessamento da 

parede das vias aéreas e aumento da produção de muco.
1 

 
 

 

1.2.  Asma – Dados Epidemiológicos 

 

Atualmente apresenta uma crescente prevalência na população mundial. 

Segundo relatório publicado pela iniciativa Global Initiative for Asthma (GINA), 

em 2018, declarou que aproximadamente 300 milhões de pessoas no mundo 

atualmente têm asma.1 A estimativa é que poderá haver um adicional de 100 

milhões pessoas com asma no ano de 2025. Dados atualizados mostram que a 

asma causa 346.000 mortes a cada ano, tratando-se de âmbito mundial.2 

 

O aumento na prevalência da tem sido associada ao contato direto com 

fatores que podem desencadear ou piorar os sintomas presentes na asma, tais 

como: infecções virais, alérgenos ocupacionais e domésticos (house dust mite 

e pólen principalmente), estresse e fumo do tabaco. Outro fator importante e 

que apresenta correlação direta é a elevação mundial da população urbana, de 

45% para 59%, favorecendo dessa maneira um aumento no número de 

asmáticos em todo o mundo ao longo das próximas duas décadas.1 

 

A asma retrata significativamente conseqüências econômicas, em termos 

de custos médicos diretos, seja com uso de medicamentos ou com internação 

hospitalar, ou com importante agravamento se adicionarmos aos valores 

despendidos com os seus efeitos secundários, como o absenteísmo escolar e 
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no trabalho, além da piora na qualidade de vida dos pacientes asmáticos e 

morte prematura.1 

 

1.3.  Asma – Mecanismos Celulares e Moleculares 

 

O ácaro da poeira doméstica, conhecido amplamente por “House Dust 

Mite” é a fonte doméstica mais importante para doenças alérgicas, como rinite 

alérgica, asma e dermatite atópica. Dentre as espécies de acáros existentes, o 

Dermatophagoides pteronyssinus (Der p) é o principal alérgeno ambiental, 

encontrado principalmente em ambientes úmidos e quentes, fatores que são 

considerados favoráveis para o seu crescimento.3 O HDM tem sido usado com 

sucesso para induzir asma em modelos animais. Três características deste 

alérgeno torna-o adequado: atividade enzimática intrínseca, imunogenicidade e 

ativação direta através do receptor de Dectina-2 de células imunes inatas que 

promovem inflamação alérgica. 4 

 

O envolvimento de citonas perfil THelper 2 (Th2) na fisiopatologia da 

inflamação das vias aéreas, eosinofilia e produção excessiva de muco é bastante 

conhecida.
5-6

 Os asmáticos têm linfócitos T ativados em respostas a alérgenos 

(fungos, pólen, pêlos de animais, ácaros de poeira doméstica), com perfil Th2 de 

liberação de citocinas. Na fisiopatologia da asma, o alérgeno interage com as 

células dendríticas e linfócitos T (CD4+, levando ao desenvolvimento de linfócitos 

Th naive, que dão origem a um clone de linfócitos Th2. Estes secretam grandes 

quantidades de Interleucina-4 (IL-4), Interleucina-5 (IL-5), Interleucina- 
 

9 (IL-9) e Interleucina-13 (IL-13), demonstrados na inflamação alérgica em 

humanos asmáticos, modelos animais de inflamação alérgica das vias 

respiratórias e cultura de células epiteliais. 7-9 

 

Em adição a esses fatores, podemos citar os fatores de contribuição 

representados pela poluição atmosférica, fumaça do cigarro, infecção viral e 

alterações hormonais femininas. 10-12 Embora existam subtipos de asma, 

alérgica e não alérgica, a inflamação é desencadeada por respostas imunes 

inatas e/ou adquiridas. 



24  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 1. Resposta Imune de células T nas vias aéreas asmáticas. 
 

Adaptado de (Kudo, 2013) 6 

 

Estudos da literatura mostram que IL-4 e IL-13 são responsáveis pela 

estimulação e maturação de linfócitos B e a síntese de Imunoglobulina-E (Ig-E), 

além de juntamente com a IL-9, ajudar no desenvolvimento de mastócitos. 13 

 

A IL-5 leva ao crescimento e diferenciação dos eosinófilos. A IgE liga-se 

aos receptores do fragmento cristalizável (Fc) nos mastócitos e eosinófilos. 

Quando a IgE ligada aos receptores faz ligação cruzada com o antígeno, as 

células são ativadas e liberam mediadores como histamina, leucotrienos, 

citocinas (IL-4, IL-5, IL-13, “Tumor Necrosis Factor-alpha” TNF), 

prostaglandinas, proteases, que causam broncoconstrição, obstrução do fluxo 

aéreo, aumento na produção de muco, aumento da permeabilidade e edema – 

esta fase é caracterizada como fase imediata da asma. 14 

 

Depois desses efeitos rápidos segue-se a reação de fase tardia, sendo 

uma reação inflamatória progressiva caracterizada por infiltrado de eosinófilos, 

neutrófilos e linfócitos, onde esses últimos têm particular importância. Com o 

início da fase tardia, o ambiente inflamatório é caracterizado pela presença de 

citocinas (IL-4, IL-5, IL-13), quimiocinas (eotaxina, RANTES e MIP- 1α), 
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moléculas de adesão e seus receptores (VLA-1, VLA-4, ICAM-1, VCAM-1), 

mediadores lipídicos (PAF, LTB4, LTC4 e PGE2) e diversas substâncias 

secretadas por eosinófilos como a MBP (proteína básica principal), a ECP 

(proteína catiônica eosinofílica). Através de seus mediadores as células 

causam lesões e alterações na integridade epitelial, anormalidades no controle 

neural autonômico (substância P, neurocinina A) e no tônus da via aérea, 

alterações na permeabilidade vascular, hipersecreção de muco, mudanças na 

função mucociliar e aumento da reatividade do músculo liso da via aérea. 15 

 

Finalmente, em alguns indivíduos, há uma maior progressão da 

inflamação levando ao remodelamento das vias aéreas. O remodelamento leva 

a alterações na arquitetura das vias aéreas de tal forma que a obstrução do 

fluxo de ar pode ser irreversível. O que acontece é que a lesão epitelial 

encontrada na asma deve ser reparada. Ocorre então a liberação de várias 

citocinas e fatores de crescimento como EGF (epidermal), TGF-β, o FGF 

(fibroblastos), o VEGF (endotelial vascular). O dano epitelial também ativa as 

próprias células epiteliais, além dos leucócitos em geral e de outras células 

estruturais, como os fibroblastos e miofibroblastos, resultando em proliferação 

e estímulo do depósito intersticial de colágeno na lâmina reticular da membrana 

basal, o que explica o aparente espessamento da membrana basal e as lesões 

irreversíveis que podem ocorrer em alguns pacientes com asma. 16 

 

Importante destacar que o fator de transcrição GATA3 é crucial para a 

diferenciação de células T naive em células Th2. 17,18 Há um aumento no 

número de células T GATA3+ nas vias aéreas dos indivíduos asmáticos 

estáveis. 19 Após a ligação do receptor de célula T (TCR) e CD28 pelas células 

apresentadoras de antígeno, o GATA3 é fosforilado e ativado por p38 MAPK, 

resultando na translocação do citoplasma para o núcleo, onde ativa a 

transcrição de genes característicos de células Th2. 20 
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Figura 2. Subpopulações de Células T helper e Perfis de Citocinas 

 

Adaptado de (Kudo, 2013) 6 

 

A expressão de GATA3 é regulada pelo STAT6 via ativação do receptor 

de IL-4. Na asma o STAT6 rege a secreção de IL-4 durante uma resposta Th2. 

21 Nas respostas Thelper 1 (Th1) o STAT1 e STAT4 induzem a síntese de 

Interferon-gamma (IFN- ) através da ativação de T-bet, o qual suprime a 

resposta Th2. 22 As células que expressam GATA3 estão correlacionadas com 

o aumento da resistência e hiperreatividade das vias aéreas em asmáticos. 

 

Na asma, todas as características da inflamação pulmonar e da 

desregulação fisiológica são o resultado final dos eventos moleculares e 

celulares envolvidos na sensibilização, na ativação de células Th2 e na 

ativação dos mecanismos efetores dessas citocinas. 

 

O reconhecimento global desta doença evidencia o crescente aumento 

de sua prevalência e mortalidade, bem como o importante impacto sócio-

econômico que ela ocasiona o que têm levado a esforços para o 

desenvolvimento de novas terapias, estas que atuem a fim de contribuir para o 

controle do processo inflamatório, melhora do desconforto respiratório, com 

consequente redução da mortalidade e dos custos. 
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1.4. Asma- Intervenções Terapêuticas 

 

Têm-se investido muito em pesquisa na procura de novos fármacos para o 

tratamento dessa afecção. Em consequência dos seus efeitos, vários agonistas 

adrenérgicos seletivos para os receptores β2 foram desenvolvidos para tratamento 

sintomático da asma. As xantinas são usadas como fármaco de 2ª escolha em 

conjunto com os corticóides em pacientes que não respondem bem aos agonistas 

beta2 (β2), sendo os glicocorticóides os principais fármacos anti-inflamatórios 

usados no tratamento dessas enfermidades. 

 

Além do tratamento com broncodilatadores, glicocorticóides, antagonista 

de leucotrienos e terapia anti-ImunoglobulinaE (anti-IgE), novas abordagens 

terapêuticas têm sido utilizadas para o tratamento da asma, como a SIT 

(Imuno-terapia específica), terapias específicas para citocinas, VIP (Peptídeo 

intestinal vasoativo), antagonista de endotelina, inibidores de NO (óxido nítrico), 

inibidores de triptase, entre outras. Embora a terapia medicamentosa seja 

classicamente a primeira opção para o tratamento das doenças pulmonares 

crônicas, essa opção ainda desencadeia alguns efeitos colaterais indesejados. 

 

Em busca de terapia alternativa que beneficiem o paciente asmático, 

esta que não apresente efeito colateral, seja de fácil acesso, baixo custo, têm-

se investigado o uso da laserterapia como alternativa no tratamento de 

doenças pulmonares, entretanto, ainda não há estabelecido em literatura a sua 

utilização em modelo experimental de asma alérgica induzida por HDM, nem 

definida qual a melhor dose. 

 
 
 
 

1.4. 1. Laser de Baixa Intensidade 

 

Apesar da terapia com laser de baixa intensidade ser amplamente utilizada 

na redução da dor, inflamação, edema e cicatrização, ainda não há um 

entendimento e concordância quanto a melhor dose a ser utilizada. A teoria 

estabelecida pela Lei de Arnold Shultz, sugere que estímulos fracos são capazes 

de acelerar ligeiramente a atividade vital, enquanto estímulos mais fortes irão 

atingir um pico máximo e suprimir a resposta. A utilização da curva bifásica pode 

ilustrar a resposta dose esperada à luz em nível subcelular, celular, tecido ou 
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clínico. Resumidamente, sugere que se houver aplicação suficiente de energia, 

não haverá resposta, porque o limite mínimo não foi atingido. Em segundo 

momento, se mais energia for aplicada, então um limiar é cruzada e ocorre a 

bioestimulação. Por último, quando muita energia é aplicada, a estimulação por 

sua vez desaparece e então será substituída pela bioinibição. 23 

 

O laser foi teorizado por Albert Einstein no início do século XX, mais 

precisamente no ano de 1916, que propôs inicialmente o fenômeno de emissão 

estimulada. A palavra LASER é uma sigla, originada de “Light Amplification by 

Stimulated Emission of Radiation”, em sua tradução “Amplificação da luz por 

emissão estimulada”. 24 

 

No ano de 1951, Charles Hard Townes, baseado no postulado de Albert 

Einstein desenvolveu o “Maser” (Microwave Amplification by Stimulated 

Emission of Radiation), traduzido em “Amplificação de microondas por emissão 

estimulada de radiação”. 25 No ano de 1964, Townes juntamente com dois 

colegas de trabalho, receberam o prêmio Nobel de Física pela construção de 

osciladores e amplificadores baseados no princípio maser-laser. Mas somente 

em 1960, Theodore Harold Maiman constuiu o primeiro laser de sucesso a 

partir de um cristal de rubi. 26 Seguido no mesmo ano, foi criado também o 

laser de estado sólido de urânio por Peter Sorokin e Mirek Stevenson e o laser 

He-Ne (Ali Javan, William Bennett Jr. e Donald Herriott). 

 

A utilização do laser operando em baixa intensidade é estudada desde 

os anos sessenta. Vários trabalhos estão sendo desenvolvidos para se avaliar 

a dose ideal de aplicação em amostras in vitro (células), in vivo (modelos 

experimentais) e até mesmo na área clínica, bem como quais os reais efeitos 

dessa irradiação sobre os tecidos. A terapia com LBI ou fototerapia é 

caracterizada por sua capacidade de induzir processos fotobiológicos nas 

células. 27 A laserterapia emprega normalmente o uso da luz visível, 

geralmente a vermelha ou até mesmo a infravermelha, que são geradas por um 

sistema de laser ou diodo emissor de luz (LED), com variações ajustáveis de 

largura espectral estreita, densidade de energia e densidade de potência. 28 

 

Vale ressaltar que a absorção dos fótons emitidos depende da quantidade 

de fotorreceptores moleculares ou cromóforos (principalmente hemoglobina e 
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melanina) presentes no tecido alvo. 29 O alvo da laserterapia é um tecido 

alterado, onde a radiação restabelece a homeostase energética fazendo com 

que as células voltem a proliferar, diferenciar e secretar citocinas. Além disso, 

pode-se observar modulação da inflamação, redução da dor e edema e 

cicatrização de feridas acelerada nos pacientes irradiados. 30-32 

 

O efeito fotoquímico ocorre devido à presença de moléculas sensíveis a 

determinados comprimentos de onda. A absorção desses fótons por moléculas 

intracelulares específicas pode alterar suas atividades e assim, produzir 

estimulação ou inibição de atividade enzimática e de reações fotoquímicas. 

Existe no organismo uma fotorregulação, com alterações nos fotorreceptores 

provocando assim, mudanças na atividade funcional e metabólica da célula. 

Estas mudanças fotodinâmicas podem alterar processos fisiológicos com 

conotações terapêuticas. Karu et al. (1999, 2004) demonstrou alguns desses 

efeitos associados à terapia com laser de baixa intensidade tais como: 

estimulação de crescimento celular, reparação celular, efeito antiinflamatório, 

redução de edema/revascularização, redução da formação de tecido fibroso, 

maior atividade tissular e estimulação nervosa. 33,34 

 

Em recente estudo realizado por Passarella et al (2014), mostraram que 

as mitocôndrias desempenham um papel importante na interação entre a célula 

e a luz. Sendo assim, as mitocôndrias são consideradas células essenciais na 

fotobiomodulação celular. Além disso, também relataram que uma grande 

variedade de biomoléculas localizadas nas mitocôndrias e / ou em outros 

compartimentos celulares incluindo citocromo c oxidase, algumas proteínas, 

ácidos nucleicos e os nucleótidos de adenina são sensíveis à luz com grandes 

alterações na sua bioquímica. Todos as investigações relatadas mostram que o 

mecanismo da interação da luz com alvos biológicos ainda precisa ser 

estudado para uma melhor elucidação. 35 
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Figura 3. Representação das vias de sinalização celular após LBI 

 

Adaptado de Huang et al (2011) 28 

 

Apesar de existir uma grande quantidade de estudos mostrando os 

efeitos do LBI sobre células em diferentes situações metabólicas, é importante 

ressaltar que as informações sobre o mecanismo de ação dos efeitos do LBI 

sobre tecidos biológicos não estão bem estabelecidas. Por isso, estudos que 

permitam compreender qual o tipo de sinalização celular desencadeada pelo 

laser, se fazem pertinentes e extremamente necessários. A partir da 

compreensão da sinalização celular do LBI e de sua respectiva dosimetria, foi 

possível estabelecer de fato a eficácia da terapia laser para diferentes doenças. 

 

Assim, parece-nos razoável que o sucesso dessa terapia depende de um 

maior entendimento de processos biológicos associados a seus efeitos anti-

inflamatórios, tanto no tratamento de doenças pulmonares como no tratamento de 

outras doenças. Por outro lado, até o momento, trabalhos na literatura investigando 

os efeitos e possíveis mecanismos de ação do LBI e a dosimetria mais eficaz em 

modelos experimentais de asma, em especial em modelo utilizando a 

administração de HDM, ainda são pouco estabelecidos e publicados. 
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Nesse sentido, esse projeto buscou estabelecer uma pesquisa cujo 

principal foco é a terapia com LBI para o tratamento de um modelo 

experimental de a inflamação alérgica pulmonar crônica em modelo 

experimental de asma induzida por HDM. Portanto, a pergunta inicial do projeto 

foi: Quais os reais efeitos e possíveis mecanismos celulares e moleculares 

envolvidos nos efeitos anti-inflamatórios do LBI na asma? Seguido de uma 

questão importante e que foi abordada na realização desse projeto: Qual a 

melhor energia a ser utilizada nesse modelo experimental? 

 

1.4.1.1 Laser de Baixa Intensidade em Doenças Pulmonares 

 

Apesar de a terapia medicamentosa apresentar uma maior eficácia, pois 

possui em sua composição agentes broncodilatadores, antibióticos e 

corticóides, alguns autores recomendam a utilização da terapia com LBI em 

condições de determinadas especificidades, tais como as condições de 

hipercapnia, hipóxia e disfunção de trocas gasosas. Porém, vale ressaltar que o 

LBI representa uma “ferramenta” não farmacológica no tratamento de afecções 

pulmonares. Assim, parece-nos razoável que o sucesso dessa terapia com LBI 

depende de um maior entendimento de processos biológicos associados a 

seus efeitos anti-inflamatórios no tratamento de doenças pulmonares. 

 

Alguns autores já mostraram o efeito do LBI em doenças que acometem 

as vias aéreas. Mikhailov et al. (1998) observaram que a terapia com LBI duas 

vezes ao dia atuou de forma a auxiliar na atividade funcional pulmonar, 

evidenciando o aumento da complacência pulmonar e a eficácia de trocas 

gasosas em pacientes asmáticos.36 Pidaev (1997) avaliando o efeito do LBI 

em indivíduos acometidos por inflamação pulmonar crônica observou que o LBI 

irradiado sobre a pele na região acima do brônquio principal apresentou um 

efeito anti-inflamatório, observado pela redução na migração celular para o 

pulmão. 37 

 

Um crescente número de estudos vem demonstrando que a terapia com 

LBI pode ser uma opção de baixo custo e eficaz no auxílio do tratamento de 

doenças inflamatórias e fibróticas em geral. Nesse sentido, diversos trabalhos já 

têm demonstrado a eficácia do LBI em modelos experimentais de lesão pulmonar 

aguda induzida por Lipopolissacarídeo (LPS) 38,39
 e por Isquemia e Reperfusão 
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(IR) 40,41, Inflamação Pulmonar induzida por folmaldeído (FA) 42,43, doença 

pulmonar obstrutiva crônica (DPOC) 44,45 Fibrose pulmonar induzida por 

bleomicina 46 e asma experimental utilizando ovalbumina (OVA). 47-51 

 

Na literatura, trabalhos apontam para um papel anti-inflamatório da 

terapia com LBI sobre a inflamação pulmonar desencadeada pela aplicação de 

LPS. Aimbire et al (2008) utilizaram o LBI (660 nanômetros (nm), 30 miliwattz 

(mW), 7,5 Joules/centímetro2 (J/cm2) e área 0,785 centímetro2 (cm2)) aplicado 

1 hora após a aplicação de LPS. Como resultados, observaram a atenuação na 

permeabilidade pulmonar, com redução do influxo de neutrófilos, atividade de 

Mieloperoxidase (MPO) e redução de IL-1 beta no FLBA e Pulmão. 38 

 

Em modelo experimental de Síndrome da Angústia Respiratória Aguda 

(SARA), os autores observaram que a aplicação do LBI (830nm laser, 9J / cm2, 

35mW, 80 segundos (s) por ponto, 3 pontos por aplicação) aplicado em contato 

direto com a pele, 1h após a administração de LPS, foi capaz de reduzir a 

inflamação pulmonar e extrapulmonar, demonstrado pelo número reduzido de 

células totais e neutrófilos no FLBA, níveis reduzidos de IL-1beta, IL-6, KC e TNF -

α no FLBA e soro, bem como o número de neutrófilos no parênquima pulmonar. 

39 

 

 

Sobre a inflamação pulmonar desencadeada pela isquemia e reperfusão 

intestinal. A fototerapia com LBI (laser de diodo 660nm, 30 mW, área de saída 

da ponteira de 0,08 cm, com dose de irradiação crescente de (1, 3, 5 e 7.5J), 

aplicada pontualmente no brônquio 30 minutos após a reperfusão). O Laser 

reduziu edema, bem como o influxo de neutrófilos, reduzindo a produção de 

TNF-α e aumentando os níveis de IL-10. 40 

 

Em segundo trabalho utilizando a técnica de isquemia e reperfusão, os 

autores observaram que o uso do Laser de diodo 660nm, 30mW,0,08 cm
2
, 5.4J, 

diminuiu a atividade de MPO e a permeabilidade vascular pulmonar, reduziu o 

edema e a hemorragia alveolar, bem como diminuiu significativamente o infiltrado 

de neutrófilos. Notou-se uma regulação negativa na produção da quimiocina IL-8, 

bem como uma regulação positiva de citocina IL-10. 41 
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Em publicação utilizando modelo de inflamação pulmonar neutrofílica 

induzida por FA, os autores utilizaram o laser (660nm, 30mW, 60s por ponto, 

0.14 cm2, resultando em densidade de potência de 210mW e densidade de 

energia 12.86 J/cm2), aplicado 1h e 5h após a aplicação de FA. Após as 

análises, observaram redução no número de leucócitos, mastócitos 

desgranulados e atividade de MPO no pulmão. Além disso, a terapia com laser 

reduziu a permeabilidade microvascular no parênquima pulmonar e nos 

brônquios intrapulmonares. As alterações no perfil das citocinas inflamatórias 

foram evidenciadas pelos níveis reduzidos de IL-6 e TNF-α e pelos níveis 

elevados de IL-10 no pulmão. 42 

 

Em continuação à esse modelo experimental com FA, Macedo e 

colaboradores (2016), utilizaram a laserterapia (660nm, 30mW, 60s por ponto, 0.14 

cm
2
, resultando em densidade de potência de 210mW e densidade de energia 

12,86 J/cm
2
), aplicado 1h e 5h após a aplicação de FA, observaram redução de 

nitritos e peróxido de hidrogênio e aumento do burst oxidativo nas células 

pulmonares. Observou-se também redução de enzimas oxidantes que estavam 

concomitantemente relacionadas com um aumento de antioxidantes. 43 

 

Em segundo momento, se tratando de doenças pulmonares crônicas, 

especificamente em modelo experimental de DPOC, Peron et al (2015) 

observaram que o uso do LBI (660nm, 30mW, 3J), associado ou não à aplicação 

de células tronco reduz a inflamação pulmonar, diminuindo o infiltrado celular e 
 

a secreção de citocinas pró-inflamatórias (IL-1β, IL-6, TNF-α e KC), seguidos 

por diminuição da produção de muco, acúmulo de colágeno e dano tecidual. 

Esses achados pareciam ser secundários à redução da ativação de NF-κB e 

NF-AT em tecidos pulmonares com um aumento concomitante de IL-10. 44 

 

Em trabalho recente publicado também em modelo de DPOC, o grupo 

tratado com laserterapia (laser de diodo, 660 nm, 30 mW e 3 J / cm2) por 15 

dias. Como resultado, observaram que o LBI reduziu significativamente o 

número de células inflamatórias e a secreção de citocinas pró-inflamatórias 

como IL-1β, IL-6 e TNF-α no FLBA, bem como diminuiu a deposição de 

colágeno e a expressão do receptor purinérgico P2X7. Por outro lado, 

aumentou a liberação de IL-10. 45 
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Em modelo de fibrose pulmonar induzida por bleomicina, os animais foram 

tratados com LBI aplicado ao tórax 1x/dia por 8 dias. (comprimento de onda 660 

± 20nm, potência 100 mW, exposição radiante 5J/cm
2
, irradiância 33,3 mW/cm

2
, 

tamanho do ponto 2,8cm
2
, energia total 15J, tempo de irradiação: 150 s). Os 

resultados mostraram que o LBI reduziu significativamente o número de células 

inflamatórias no espaço alveolar, produção de colágeno, espessamento intersticial 

e elastância pulmonar estática e dinâmica. Além disso, observaram níveis 

reduzidos de IL-6 e CXCL1/KC liberados por pneumócitos em cultura, bem como 

redução do nível de CXCL1/KC liberado pelos fibroblastos em cultura. 46
 

 

Já para os próximos 5 trabalhos que serão descritos posteriormente, 

especificamente em modelos de asma experimental induzida por OVA, tais 

publicações evidenciaram melhora significativa nos parâmetros inflamatório, 

estruturais e funcionais com o uso da laserterapia. 

 

O primeiro estudo utilizando LBI (658nm, 30mW, 15x10-2 W/cm2, 1J/cm2 

e 2J/cm2) observou com os resultados obtidos a efetividade do laser em inibir 

significativamente IgE total, expressão de quimiocinas reguladoras e IL-4 no 

timo e baço. 47 

 

Em trabalho de Silva et al (2014), o laser atuando em baixa intensidade 

(660nm, 30mW, 0.08 cm2, 375 mW/cm2, 5,4J, 180s) mostrou redução da hiper-

reatividade brônquica que coincidiu com menor expressão de RhoA no músculo 

brônquico, bem como redução nos eosinófilos, eotaxina, expressão de ICAM e 

as citocinas Th2, bem como os níveis de STAT6 nos pulmões. 48 

 

A aplicação do LBI (810nm, 80mW, 8J/cm2), evidenciou redução no 

número total de células e eosinófilos no FLBA, atenuação nos níveis de IL-4 e 

aumento nos níveis de IFN-γ no FLBA e soro. 49 

 

Em trabalho de Costa-Carvalho (2016), utilizando LBI (660nm, 30mW, 

0,08cm
2
, 112,5J/cm

2
, 0.375 W/cm

2
, os autores observaram que o laser é capaz 

de antagonizar eosinófilos a contagem de leucócitos, ROS e nitrito/nitrato, 

RANTES, CCL3, CCL8 também como as eotaxinas no FLBA. No pulmão, 

observaram redução do ICAM-1 como eosinófilos pulmonares, RANTES, CCL8, 

CCL3 e eotaxinas. Laser diminuiu a peroxidação lipídica, SOD, GPx e GR. 50 
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Por fim, em recente trabalho publicado, os autores evidenciaram que o 

LED (660nm, 100 mW, 5 J/cm2, 33,3 mW/cm2, área: 2,8 cm2, 15 J, 150s), 

reduziu o infiltrado celular, a produção de muco, o edema e a resposta contrátil 

da traquéia. Também aumentou os níveis de IL-10 e IFN-gama. 51 

 

Esses trabalhos demonstram de maneira geral que a aplicação 

transcutânea do LBI alcança os pulmões e interfere de maneira positiva nos 

processos inflamatórios/imunológicos da lesão pulmonar aguda, seja a induzida 

por adminsitração de LPS, por isquemia e reperfusão intestinal ou inflamação 

pulmonar induzida por FA, bem como no modelo de DPOC utilizando a 

inalação ativa, fibrose pulmonar com o uso de bleomicina e no modelo de asma 

desenvolvido com a sensibilização e administração de OVA. 

 

Em um estudo recente realizado em nosso grupo de pesquisa, foi 

demonstrado em um modelo experimental de inflamação alérgica pulmonar, 

particularmente a asma induzida por HDM, que o LBI (660nm, 3J e 30mW), foi 

capaz de reduzir o número total de células no FLBA, bem como favoreceu a 

redução na contagem de células diferenciais, macrófagos, linfócitos, eosinófilos 

e neutrófilos. 52 

 

Importante ressaltar que o modelo experimental desenvolvido em nosso 

grupo de pesquisa e publicado por Cipriani 51, utilizou parâmetros do LBI 

distintos aos que foram estabelecidos para serem utilizados no presente 

trabalho, tornando-se dessa maneira essencial o desenvolvimento do mesmo 

modelo experimental com HDM, associado aos parâmetros e 4 diferentes 

energias estabelecidas. Espera-se com os resultados identificar parte de um 

mecanismo celular e molecular acerca dos efeitos anti-inflamatórios da terapia 

com LBI na asma. Com isso, vislumbramos contribuir para o aumento do 

conhecimento científico no campo da biofotônica, o que resultará em maior 

credibilidade médica e científica a respeito dos efeitos benéficos da laserterapia 

em doenças pulmonares. Podendo futuramente obter benefícios com o LBI 

para o indivíduo asmático, possibilitando inclusive a aplicação de uma terapia 

eficiente ou pelo menos auxiliar do tratamento farmacológico, diminuindo assim 

tanto os efeitos colaterais medicamentosos, como os gastos hospitalares 

despendidos com essa doença. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivo geral 

 

Avaliar qual a melhor dose - energia (J) para promover o melhor efeito 

anti-inflamatório no pulmão em modelo de inflamação alérgica pulmonar 

induzida por HDM. 

 

2.2. Objetivos específicos 

 

Avaliar a inflamação pulmonar através do FLBA (contagem de células 

totais e diferenciais) após a terapia com LBI; 

 

Avaliar os níveis de macrófagos (CD11b), neutrófilos (LY6G), eosinófilos 

(Syglec F), linfócitos T (CD3+, CD4+ e CD8+), necrose (7AAD), apoptose 

(ANEXINA V), bem como de linfócitos CD4+, STAT6+, GATA3+ e IL-4+ no 

FLBA por citometria de fluxo; 

 

Avaliar os níveis de IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13 pelas células do FLBA e 

homogenato de tecido pulmonar pelo método ELISA; 

 

Analisar morfometricamente a inflamação pulmonar através da 

quantificação do infiltrado peribrônquico eosinofílico por análise histológica 

(lâminas coradas com LUNA); 

 

Analisar morfometricamente a inflamação pulmonar através da 

quantificação de muco na via aérea por análise histológica (lâminas coradas 

com PAS); 

 

Analisar morfometricamente o remodelamento pulmonar através da 

quantificação de colágeno por análise histológica (lâminas coradas com PSR); 

 

Analisar morfometricamente o índice de broncoconstrição, 

espessamento brônquico e espessamento muscular da via aérea através de 

análise histológica (lâminas coradas com hematoxilina e eosina (HE)); 

 

Avaliar a mecânica pulmonar (elastância pulmonar estática e dinâmica); 

 

Avaliar a reatividade pulmonar brônquica pelo método Power Lab. 



37 
 

 

3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

O presente trabalho é parte integrante de um projeto Jovem Pesquisador 

atualmente em execução, o qual foi submetido para análise e teve aprovação 

pelo CEUA (Comitê de Ética no Uso de Animais) sob nº AN006.2013 (Anexo 

10.1). 

 

3.1. Animais 

 

Os animais foram obtidos do biotério de criação da Universidade Nove 

de Julho e mantidos em condições controladas de umidade (50%-60%), 

luminosidade (12 h claro/12 h escuro) e temperatura (22°C - 25°C) no biotério 

de experimentação da Universidade Nove de Julho. Foram alimentados com 

ração para camundongos (NUTRILAB CR-1®) e água ad libitum. 

 

Utilizamos para o projeto atual 50 Camundongos (Balb/C), machos, 

pesando aproximadamente 20-25 gramas, com idade de 6 semanas. 

 

3.2. Protocolo Experimental 

 

O protocolo foi dividido em duas etapas, utilizando 50 camundongos em 

cada etapa, porém ambas com o mesmo protocolo experimental. Para a 

primeira parte do trabalho, separamos os animais de modo que fossem 10 

grupos experimentais, com 05 animais cada (Figura 3). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 4. Protocolo Experimental 
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3.2.1. Grupos Controles e Experimentais 

 

Basal (animais não manipulados); 

 

HDM (animais somente sensibilizados nos dias 0 e 14 e desafiados com 

HDM a partir do dia 21 até o dia 56. Desafio realizado 3x/semana, durante 5 

semanas); 

 

Laser (1, 3, 5 e 7,5 J) (animais somente submetidos à laserterapia, por 

16 dias. Início no dia 21 e término no dia 56, realizado 3x/semana, durante 5 

semanas. Parâmentros: 660nm, 100mW, 3 pontos de aplicação: abaixo da 

traquéia, lobo pulmonar esquerdo e lobo pulmonar direito. Tempos: 10s, 30s, 

50s e 75s respectivamente); 

 

HDM+Laser (1, 3, 5 e 7,5 J) (animais sensibilizados nos dias 0 e 14 e 

desafiados com HDM a partir do dia 21 até o dia 56. Desafio realizado 

3x/semana, durante 5 semanas. Aplicação da laserterapia foi realizada 1 hora 

após cada desafio, 3x/semana, durante 5 semanas.Parâmetros: 660nm, 

100mW, 3 pontos de aplicação: abaixo da traquéia, lobo pulmonar esquerdo e 

lobo pulmonar direito. Tempos: 10s, 30s, 50s e 75s respectivamente). 

 
 
 
 

3.2.2. Modelo experimental - Inflamação pulmonar alérgica com HDM 

 

Embora o modelo com OVA seja mais utilizado para indução da 

inflamação pulmonar alérgica, ele requer a sensibilização com injeções 

subcutâneas o que faz com que ele seja um modelo artificial, que não reproduz 

o mecanismo natural da asma. Assim, de maneira complem9 

 

entar, utilizaremos o modelo de administração orotraqueal (o.t.) de HDM, 

no qual a sensibilização ocorre diretamente através do contato com a mucosa 

nasal/brônquica, aproximando-se da patogênese da asma – modelo natural da 

asma.53 Para isso, primeiramente, os animais foram anestesiados com 

ketamina (100 miligramas/kilograma (mg/kg)) e xilazina (10mg/kg) e então 100 

microgramas (ug) do extrato de Der p (GreerLaboratories, Lenoir, NC) foram 

dissolvidos em 30 µl de PBS e administrados por via orotraqueal nos dias 0, 

14, seguidos de 3 administrações semanais até o dia 56 (Figura 4). 



39  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 5. Demonstração de administração o.t. de HDM 

 

Arquivo pessoal 

 

3.2.3. Terapia com LBI 

 

Os animais foram irradiados com um laser de diodo (Figura 5), com 

potência de 100 mW e comprimento de onda de 660nm irradiando uma área de 

0,045 J/cm2 com diferentes energias (1, 3, 5, 7,5 J). Uma hora após cada 

desafio (Grupo HDM+Laser) e Grupo Laser, os animais receberam aplicação 

pontual em três regiões: uma abaixo da traquéia, e as outras duas em cada 

lobo pulmonar (direito e esquerdo – Figura 6). Cada grupo teve um tempo de 

irradiação diferente de acordo com a energia estabelecida previamente, sendo 

eles respectivamente 10s, 30s, 50s e 75s, conforme a tabela 1. 

 

Grupo λ Área Tempo Energia 

     

Laser (1J) 660 nm 0,045 J/cm2 
10s/ponto 1J 

      

Laser(3J) 660 nm 0,045 J/cm2 
30s/ponto 3J 

      

Laser (5J) 660 nm 0,045 J/cm2 
50s/ponto 5J 

      

Laser (7,5J) 660 nm 0,045 J/cm2 
75s/ponto 7.5J 

      
 

 

Tabela 1. Parâmetros utilizados para a irradiação com laser 
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Figura 6. LBI utilizado no protocolo experimental 
 

Marca: MMO Optics/ Modelo: TF Premier PLUS  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 7. Pontos de aplicação do LBI 
 

Arquivo pessoal 
 
 
 

 

3.3. Coleta e avaliação da inflamação pulmonar no FLBA 

 

Após anestesia com ketamina (100mg/kg) e xilazina (10mg/kg) fizemos a 

traqueotomia, os animais foram canulados e os pulmões foram lavados com 1,5 

mililitros (ml) de Tampão fosfato-salino (PBS) (3 x de 0,5ml). O volume do lavado 
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recuperado foi centrifugado a 1000 rotações por minuto (rpm) a 4°C por 5 minutos. 

O sobrenadante foi armazenado a -70°C para posterior análise das citocinas por 

meio de Ensaio Imunoenzimático (ELISA). O botão celular foi ressuspendido em 1 

ml de PBS e a determinação do número de células totais no FLBA foi realizada por 

meio de contagem na Câmara de Neubauer. 10,12,53
 Alíquotas do material 

ressuspendido foram utilizadas para preparação de lâminas de cytospin as quais 

foram coradas com May-Grunwald-Giemsa (onde 300 células foram contadas para 

a determinação da contagem diferencial). 10,12,53 

 

3.4. Citometria de Fluxo 
 

 

3.4.1. Identificação de células recrutadas para o pulmão e análise de 

atividade funcional 
 

O tecido pulmonar foi fragmentado em pequenos pedaços e incubado com 

colagenase IV e desoxirribonuclease I (DNAse I) (Sigma) 2 mg/ml e 1 mg/ml, 

respectivamente, por 30 minutos a 37° C sob agitação contínua. Após este 

período, adicionaremos a solução balanceada de Hank`s (HBSS) acrescido de 

EDTA para brecar a digestão o material. Os fragmentos de pulmão foram 

masserados e filtrados em peneira de 40um e o conteúdo centrifugado a 1500 rpm 

por 10 minutos e então ressuspendido em tampão PBS. 

 
 

3.4.2. Fenotipagem 
 

As células do pulmão foram incubadas com anticorpos monoclonais de 

superfície anti-CD3 PercP, anti-CD11b FITC, anti-Ly6G APC e anti-SyglecF PE 

(Becton Dickinson - BD®, East Rutherford, NJ, EUA) para caracterização 

fenotípica dos linfócitos, macrófagos e grânulos (neutrófilos e eosinófilos) 

respectivamente. Também foram feitas a fenotipagem para caracterização dos 

linfócitos T (anti-CD3 PercP, anti-CD4 APC e anti-CD8 FITC). Também fizemos a 

análise de fenotipagem para os seguintes fatores de transcrição (anti-STAT6 PE e 

anti-GATA3 FITC, bem como caracterização de IL-4 (anti-IL-4 APC). As células 

foram incubadas por 20 minutos a 4o C. Após o período de incubação, as 

amostras foram lavadas com PBS contendo 0,01% de Albumina de Soro Bovino 

(BSA) e azida sódica e ressuspendidas em 200 μl do mesmo tampão. As 
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amostras foram adquiridas no citômetro de fluxo BD Accuri e analisadas no 

software CSampler (Becton Dickinson - BD®, East Rutherford, NJ, EUA). 
 

Após o período de incubação, as amostras foram lavadas com PBS 

contendo 3% de soro fetal bovino (SFB) e ressuspendidas em 300 μl do 

mesmo tampão. Após duas lavagens com Permwash as amostras foram 

adquiridas em citômetro de fluxo. 

 
 

3.4.3. Morte celular 
 

Avaliação da morte celular das células de pulmão foi com o marcador de 

necrose celular 7AAD e Anexina V marcador de apoptose celular (Becton 

Dickinson - BD®, East Rutherford, NJ, EUA). As células foram incubadas por 

20 minutos a 4º C. Após o período de incubação, as amostras foram lavadas 

com PBS contendo 0,01% de Albumina de Soro Bovino BSA e azida sódica e 

ressuspendidas em 200 μl do mesmo tampão. As amostras foram adquiridas 

no citômetro de fluxo BD Accuri analisadas no software CSampler (Becton 

Dickinson - BD®, East Rutherford, NJ, EUA). 

 

3.5. Avaliação dos níveis de citocinas no FLBA por ELISA 

 

Os níveis de citocinas (IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13) no sobrenadante do 

FLBA e homogenato de tecido pulmonar foram avaliados através dos kits RD 

Standard Sets e Biolegend conforme instrução do fabricante. Para a leitura da 

placa, foi utilizado o equipamento SpectraMax i3 (Molecular Devices), com 

absorbância ajustada de 450nm. 

 

3.6. Avaliação da inflamação e remodelamento das vias aéreas por 

histologia 

 

Amostras de pulmão foram guardados em formalina 10% por até 7 dias 

e então cortados no seu maior eixo e submetidos ao processamento histológico 

de rotina. As lâminas foram coradas com o corante Luna para detecção dos 

eosinófilos e por exclusão os neutrófilos, PAS para avaliação do muco e com 

PSR para detecção das fibras de colágeno. A análise quantitativa foi realizada 

através da técnica morfométricadescrita por Vieira et al. (2007).55 Os 

parâmetros morfológicos foram avaliados através do softwere Image Pro Plus 

(versão 4.5, NIH, Maryland, EUA). 
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3.7. Índice de broncocontrição 

 

Amostras de pulmão foram guardados em formalina 10% por até 7 dias 

e então cortados no seu maior eixo e submetidos ao processamento histológico 

de rotina. As lâminas foram coradas com o corante HE para avaliação do índice 

de broncoconstrição, espessamento brônquico e espessamento do músculo 

liso da via aérea. Foram analisadas 5 vias aéreas de cada animal. O índice de 

espessura do músculo liso e da camada epitelial brônquica foi calculada como 

o número de pontos que incidiram sobre o músculo liso ou camada epitelial 

brônquica, dividido pelo número de interceptos que cruzaram a membrana 

basal epitelial. O índice de broncoconstrição foi caculado como a raíz quadrada 

do número de interceptos que cruzaram a membrana basal, dividida pelo 

número de pontos que incidiram sobre a luz da via aérea. Os índices do 

músculo liso e camada epitelial e o índice de broncoconstrição foram realizadas 

em aumento de 400x. 55 

 

3.8. Avaliação da mecânica pulmonar para avaliação da elastância 

pulmonar 

 

Os animais foram anestesiados com xilazina e quetamina intraperitoneal 

(i.p.) na dose de 0,004 mg/g e colocados sobre a mesa cirúrgica, onde foi 

realizada uma pequena incisão longitudinal na região anterior do pescoço do 

animal. Os tecidos adjacentes foram divulsionados até que a traquéia ficasse 

exposta, quando então realizaremos uma incisão transversal entre dois anéis 

fibrosos para que se possa introduzir uma cânula de traqueostomia para 

pequenos animais. A seguir, o animal foi levado até o sistema de registro, onde 

a cânula de traqueostomia foi conectada a um pneumotacógrafo para mensurar 

o fluxo traqueal pela sensibilidadede queda pressórica através do 

pneumotacógrafo com um transdutor diferencial de pressão (Hans Rudolph 

Inc., Shawnee, USA). A pressão traqueal foi verificada através da conexão de 

um transdutor de pressão na porta lateral localizada entre o pneumotacógrafo e 

a cânula. 

 

A entradado pneumotacógrafo foi conectada à uma peça em Yde um 

ventilador mecânico volumétrico (MV215, Montevideo, UY) projetado para a 

ventilação artificial de roedores. Os pulmões foram submetidos á ventilação 
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mecânica convencional com um padrão quasi-sinusoidal de fluxo com um 

volume corrente de 10 ml/kg de peso do camundongo, uma frequência 

respiratória de 100 ciclos/min e uma pressão expiratória positiva final de 2 

cmH2O quando o animal terá sua parede torácica anterior removida 

cirurgicamente (caixa torácica aberta), para contrabalançar a ausência da 

pressão pleural fisiológica negativa em repouso. Os sinais de fluxo e de 

pressão dos transdutores foram analogicamente filtrados (Butterworth, 8 pólos, 

32 Hertz (Hz)), amostrados 100 Hz (PCI-6036, NationalInstruments) e 

armazenados para posterior análise (LabView). 

 

As propriedades mecânicas do pulmão foram analisadas por meio do 

comportamento da elastância pulmonar dinâmica (Edyn) e estática (Est). 

 

As Est e Edyn foram verificadas por meio da técnica de oclusão ao final 

da expiração realizada suprimindo um botão correspondente no ventilador 

mecânico, como demonstrado na figura 1. Após a oclusão ao final da 

expiração, foi possível observar uma queda rápida da pressão traqueal (DP1) 

até um ponto de inflexão (com pressão Pi), a partir daí ocorre uma queda lenta 

(DP2) lenta que decorre até um platô (PEL) o qual equivale à pressão de 

retração elástica do pulmão.Considerando que DP1 está associada com a 

pressão dissipada contra a resistência pulmonar, DP2 reflete propriedades 

viscoelásticas do tecido ou o fenômeno de pendelluft. Levando-se em conta o 

valor de pressão pré-inspiratória (Po), a elastância estática pulmonar (Est) é 

calculada como o ajuste da pressão de platô (Pel-Po) gravada após 5s de 

oclusão dividida pelo volume corrente. 

 

A Edyn foi mensurada dividindo-se a pressão do ponto de inflexão 

ajustada (Pi-Po) pelo volume corrente. Para cada pulmão nativo e 

descelularizado, as Est e Edyn foram obtidas a partir de cinco oclusões ao final 

da inspiração, cada uma realizada depois de 1 min de ventilação mecânica 

normal. Podemos observar as curvas de fluxo e pressão traqueal em relação 

ao tempo de acordo com o protocolo de cálculo através do método da pausa 

inspiratória na Figura 7. 56 
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Figura 8. Curvas Fluxo e Pressão Traqueal em Relação ao Tempo. 
 
 
 

 

3.9. Análise da resposta contrátil máxima traqueal ao estímulo 

colinérgico 

 

A fim de investigar os efeitos do tratamento com vitamina D na contração 

da musculatura lisa, o desenvolvimento da força isométrica foi quantificado nos 

anéis traqueais montados em um banho do órgão de 15 ml por meio de dois 

ganchos de aço. A contração da força foi registrada usando um transdutor de 

deslocamento de força e um registrador gráfico (Powerlab®, Labchart, AD 

Instruments, Austrália). Os anéis traqueais foram suspensos em banho 

preenchido com solução de Krebs-Hanseleit (KH) continuamente aerada (95% 

O2 e 5% CO2) a 37ºc. Após 40 min, a tensão traqueal foi ajustada para 0,5 g e 

metacolina (MCh, 10-3M) foi adicionada para obter a resposta contrátil máxima. 

 
 

 

3.10. Análise estatística 

 

Os dados foram analisados através do software GraphPadPrism 5 

(EUA). Os dados com distribuição paramétrica foram submetidos ao teste One-

way ANOVA seguido pelo teste de Student Newman-Keuls para comparação 

entre os grupos. Os níveis de significância foram ajustados para 5% (p<0.05). 

Os gráficos foram elaborados utilizando-se o software GraphPadPrism 5 (EUA). 
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4. RESULTADOS 

 

4.1. Quantificação das células totais presentes no FLBA 
 
 

 

Os resultados relacionados à contagem total de células no fluído do lavado 

broncoalveolar (FLBA) estão apresentados a seguir. Verificamos aumento 

significativo no número total de células no grupo asmático (HDM) quando 

comparado ao grupo Basal. Para os grupos que somente receberam o tratamento 

com LBI, observamos uma redução significativa comparada ao grupo asmático 

(HDM). Quando comparamos todos os grupos asmáticos submetidos ao 

tratamento com laser (HDM+Laser 1J, 3J, 5J e 7,5J), observamos diminuição 

significativa do número total de células em relação ao grupo asmático (HDM). 
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Figura 9. Efeito da terapia com LBI sobre o número total de células recuperadas do 

FLBA. Os grupos utilizados no experimento foram: Basal (animais não manipulados), asmático 

(HDM) (animais imunizados e desafiados com HDM), Laser (animais somente tratados com 

laser) e HDM+Laser (animais sensibilizados e desafiados com HDM e posteriormente tratados 

com laser). Valores expressos como média e desvio padrão. *** p<0,001 quando comparado ao 

grupo Basal; ∆ p<0,01 e p<0,05 quando comparados ao grupo asmático (HDM). 
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4.2. Quantificação das células diferenciais presentes no FLBA 
 
 

 

Os resultados relacionados à contagem diferencial de células: 

macrófagos (A), linfócitos (B), neutrófilos (C) e eosinófilos (D) estão 

apresentados na figura a seguir. Verificamos aumento significativo no número 

de macrófagos, linfócitos, neutrófilos e eosinófilos recuperados no FLBA no 

grupo asmático (HDM) quando comparado ao grupo Basal. Para os grupos que 

somente receberam o tratamento com LBI, observamos uma redução 

significativa comparada ao grupo asmático (HDM) para todos os tipos celulares 

estudados. Somente para a contagem de macrófagos (A) pudemos observar 

um aumento significativo no grupo asmático (HDM) submetido ao tratamento 

com laser 3J e 7,5J (HDM+Laser 3J e 7,5J); Já para a contagem de linfócitos 

(B), neutrófilos (C) e eosinófilos (D) quando comparamos todos os grupos 

asmáticos submetidos ao tratamento com laser (HDM+Laser 1J, 3J, 5J e 7,5J), 

observamos diminuição significativa do número diferencial de células em 

relação ao grupo asmático (HDM). 
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Figura 10. Efeito da terapia com LBI sobre o número de macrófagos (A) e linfócitos (B) 

recuperadas do FLBA. Valores expressos como média e desvio padrão. Os grupos utilizados 

no experimento estão descritos na Figura 9. *** p<0,001 quando comparado ao grupo Basal; ∆ 

p<0,01 e p<0,05 quando comparados ao grupo asmático (HDM). 
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Figura 11. Efeito da terapia com LBI sobre o número de neutrófilos (C) e eosinófilos (D) 

recuperadas do FLBA. Valores expressos como média e desvio padrão. Os grupos utilizados 

no experimento estão descritos na Figura 9. *** p<0,001 quando comparado ao grupo Basal; ∆ 

p<0,01 e p<0,05 quando comparados ao grupo asmático (HDM). 
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4.3. Perfil e viabilidade celular através de citometria de fluxo no FLBA 
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Figura 12. Efeito da terapia com LBI sobre a quantificação de Macrófagos (CD11b) no 

FLBA. Os grupos utilizados no experimento estão descritos na Figura 9. Valores expressos 

como média e desvio padrão. *** p<0,001 quando comparado ao grupo Basal; p<0,05 quando 

comparados ao grupo asmático (HDM). 
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Figura 13. Efeito da terapia com LBI sobre a porcentagem de Neutrófilos (LY6G) no FLBA.  
Os grupos utilizados estão descritos na figura 9. Valores expressos como média e desvio padrão.  
*** p<0,001 quando comparado ao grupo Basal; Ɵ p<0,001, ∆ p<0,01 e p<0,05 quando 

comparados ao grupo asmático (HDM). 
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Figura 14. Efeito da terapia com LBI sobre a quantificação de Eosinófilos (SyglecF) no 

FLBA. Os grupos utilizados estão descritos na figura 9. Valores expressos como média e 

desvio padrão. *** p<0,001 quando comparado ao grupo Basal; Ɵ p<0,001 quando comparados 

ao grupo asmático (HDM). 
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Figura 15. Efeito da terapia com LBI sobre a porcentagem de Linfócitos Totais (CD3+) no 

FLBA. Os grupos utilizados estão descritos na figura 9. Valores expressos como média e 

desvio padrão. *** p<0,001 quando comparado ao grupo Basal; Ɵ p<0,001 e ∆ p<0,01 quando 

comparados ao grupo asmático (HDM). 
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Figura 16. Efeito da terapia com LBI sobre a porcentagem de Linfócitos T (CD4+) no FLBA. 

Os grupos utilizados estão descritos na figura 9. Valores expressos como média e desvio padrão.  
*** p<0,001 quando comparado ao grupo Basal; Ɵ p<0,001 quando comparados ao grupo 

asmático (HDM). 
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Figura 17. Efeito da terapia com LBI sobre a porcentagem de Linfócitos T (CD8+) no FLBA. 

Os grupos utilizados estão descritos na figura 9. Valores expressos como média e desvio padrão.  
*** p<0,001 quando comparado ao grupo Basal; p<0,05 quando comparados ao grupo asmático 

(HDM). 
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Figura 18. Efeito da terapia com LBI sobre a porcentagem de Necrose Celular (Anexina 

V) no FLBA. Os grupos utilizados estão descritos na figura 9. Valores expressos como média e 

desvio padrão. *** p<0,001 quando comparado ao grupo Basal; Ɵ p<0,001 quando comparados 

ao grupo asmático (HDM). 
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Figura 19. Efeito da terapia com LBI sobre a porcentagem de Apoptose Celular (7AAD) 

no FLBA. Os grupos utilizados estão descritos na figura 9. Valores expressos como média e 

desvio padrão. *** p<0,001 quando comparado ao grupo Basal; Ɵ p<0,001 quando comparados 

ao grupo asmático (HDM). 
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Figura 20. Efeito da terapia com LBI sobre a porcentagem do fator de transcrição STAT 6 

no FLBA. Os grupos utilizados estão descritos na figura 9. Valores expressos como média e 

desvio padrão. *** p<0,001 quando comparado ao grupo Basal; Ɵ p<0,001 e ∆ p<0,01 quando 

comparados ao grupo asmático (HDM). 
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Figura 21. Efeito da terapia com LBI sobre a porcentagem do fator de transcrição GATA 3 

no FLBA. Os grupos utilizados estão descritos na figura 9. Valores expressos como média e 

desvio padrão. *** p<0,001 quando comparado ao grupo Basal; Ɵ p<0,001 quando comparados 

ao grupo asmático (HDM). 
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Figura 22. Efeito da terapia com LBI sobre a porcentagem de CD4+ IL-4+ no FLBA. Os grupos 

utilizados estão descritos na figura 9. Valores expressos como média e desvio padrão. ***  
p<0,001 quando comparado ao grupo Basal; Ɵ p<0,001 quando comparados ao grupo 

asmático (HDM). 
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4.4. Quantificação das citocinas no sobrenadante do FLBA 
 
 
 
 

Os resultados referentes à quantificação dos níveis das citocinas no FLBA: IL-4 

(A), IL-5 (B), IL-10 (C) e IL-13 (D) estão apresentados na figura a seguir. Observamos 
 

o acréscimo significativo dos níveis das citocinas pró-inflamatórias IL-4 (A), IL-5 (B) e IL-13 

(D) no grupo asmático (HDM) quando comparado ao grupo Basal. Observamos também 

redução significativa em todos os grupos asmáticos submetidos ao tratamento com laser 

(HDM+Laser 1J, 3J, 5J e 7,5J) quando comparado ao grupo somente asmático (HDM). Por 

outro lado, houve um acréscimo de citocina anti-inflamatória IL-10 
 

(C) em todos os grupos asmáticos submetidos à laserterapia (HDM+Laser 1J, 3J, 5J e 

7,5J) quando comparado ao grupo somente asmático (HDM). 
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Figura 23. Efeito da terapia com LBI sobre os níveis de IL-4 (A) e IL-5 (B) no 

sobrenadante do FLBA. Valores expressos como média e desvio padrão. Os grupos 

utilizados no experimento estão descritos na Figura 9. *** p<0,001 quando comparado ao grupo 

Basal; Ɵ p<0,001, ∆ p<0,01 e p<0,05 quando comparados ao grupo asmático (HDM). 
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Figura 24. Efeito da terapia com LBI sobre os níveis de IL-10 (C) e IL-13 (D) no 

sobrenadante do FLBA. Valores expressos como média e desvio padrão. Os grupos utilizados no 

experimento estão descritos na Figura 9. *** p<0,001 e ** p<0,01 quando comparado ao grupo 

Basal; Ɵ p<0,001, ∆ p<0,01 e p<0,05 quando comparados ao grupo asmático (HDM). 
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4.5. Quantificação das citocinas no homogenato de tecido pulmonar 
 
 
 
 

Os resultados referentes à quantificação dos níveis das citocinas no 

homogenato de tecido pulmonar: IL-4 (A), IL-5 (B), IL-10 (C) e IL-13 (D) estão 

apresentados na figura a seguir. Observamos o acréscimo significativo dos níveis das 

citocinas pró-inflamatórias IL-4 (A), IL-5 (B) e IL-13 (C) no grupo asmático (HDM) 

quando comparado ao grupo Basal. Observamos também significativa redução do 

nível da citocina IL-4 (A) e IL-5 (B) em todos os grupos asmáticos submetidos ao 

tratamento com LBI (HDM+Laser 1J, 3J, 5J e 7,5J) quando comparado ao grupo 

somente asmático (HDM). Para nível de IL-13 (D), observamos significativa redução 

somente no grupo submetido ao tratamento com laserterapia de 3J (HDM+Laser 3J). 

Por outro lado, houve um acréscimo de citocina anti-inflamatória IL-10 nos grupos 

submetidos ao tratamento com LBI 1J, 5J e 7,5J (HDM+Laser 1J, 5J e 7,5J) quando 

comparado ao grupo somente asmático (HDM). 
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Figura 25. Efeito da terapia com LBI sobre os níveis de IL-4 (A) e IL-5 (B) no 

homogenato de tecido pulmonar. Valores expressos como média e desvio padrão. Os 

grupos utilizados no experimento estão descritos na Figura 9. *** p<0,001 quando comparado 

ao grupo Basal; Ɵ p<0,001 e ∆ p<0,01 quando comparados ao grupo asmático (HDM). 
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Figura 26. Efeito da terapia com LBI sobre os níveis de IL-10 (C) E IL-13 (D) no 

homogenato de tecido pulmonar. Valores expressos como média e desvio padrão. Os 

grupos utilizados no experimento estão descritos na Figura 9. *** p<0,001 quando comparado 

ao grupo Basal; Ɵ p<0,001 e p<0,05 quando comparados ao grupo asmático (HDM). 
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4.6. Quantificação peribrônquica de eosinófilos 

 

Os resultados relacionados à quantificação peribrônquica de eosinófilos estão 

apresentados a seguir. Verificamos aumento significativo na quantificação de 

eosinófilos no grupo asmático (HDM) quando comparado ao grupo Basal. Quando 

comparamos todos os grupos asmáticos que foram submetidos ao tratamento com o 

laser 1J, 3J e 5J (HDM+Laser 1J, 3J e 5J) observamos um efeito significativo na 

redução da quantificação de eosinófilos peribrônquicos. 
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Figura 27. Efeito da terapia com LBI sobre a quantificação de eosinófilos peribrônquicos. 

Os pulmões foram fixados, preparados e corados com LUNA para a análise de eosinófilos nas 

vias aéreas. Os animais foram irradiados com laser 3x/semana, por 5 semanas, 1 hora após o 

desafio com HDM. Aumento de ×400. Valores expressos como média e desvio padrão. Os 

grupos utilizados no experimento estão descritos na Figura 9. *** p<0,001 quando comparado 

ao grupo Basal e Ɵ p<0,001 quando comparado ao grupo asmático (HDM). 
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4.7. Quantificação de muco nas vias aéreas 

 

Os resultados relacionados à quantificação de muco nas vias aéreas 

estão apresentados a seguir. Verificamos aumento significativo na deposição 

de muco no grupo asmático (HDM) quando comparado ao grupo Basal. 

Quando comparamos todos os grupos asmáticos que foram submetidos ao 

tratamento com o laser 1J, 3J, 5J e 7,5J (HDM+Laser 1J, 3J, 5J e 7,5J) 

observamos um efeito significativo na redução de muco nas vias aéreas. 
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Figura 28. Efeito da terapia com LBI sobre a produção de muco nas vias aéreas. Os 

pulmões foram fixados, preparados e corados com PAS (Periodic Acid Schif) para a análise do 

muco nas vias aéreas. Os animais foram irradiados com laser 3x/semana, por 5 semanas, 1 

hora após o desafio com HDM. Aumento de ×200. Valores expressos como média e desvio 

padrão. Os grupos utilizados no experimento estão descritos na Figura 9. *** p<0,001 quando 

comparado ao grupo Basal e ∆ p<0,01 quando comparado ao grupo asmático (HDM). 
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4.8. Quantificação de colágeno nas vias aéreas 
 
 

 

Os resultados relacionados à quantificação de colágeno nas vias aéreas 

estão apresentados a seguir. Verificamos aumento significativo na deposição 

de colágeno no grupo asmático (HDM) quando comparado ao grupo Basal. 

Quando comparamos todos os grupos asmáticos que foram submetidos ao 

tratamento com o laser 1J, 3J, 5J e 7,5J (HDM+Laser 1J, 3J, 5J e 7,5J) 

observamos um efeito significativo na redução da deposição de fibras de 

colágeno nas vias aéreas 
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Figura 29. Efeito da terapia com LBI sobre a produção de colágeno nas vias aéreas. Os 

pulmões foram fixados, preparados e corados com PSR para a análise do colágeno nas vias 

aéreas. Os animais foram irradiados com laser 3x/semana, por 5 semanas, 1 hora após o 

desafio com HDM. Aumento de ×200. Valores expressos como média e desvio padrão. Os 

grupos utilizados no experimento estão descritos na Figura 9. *** p<0,001 quando comparado 

ao grupo Basal e ∆ p<0,01 quando comparado ao grupo asmático (HDM). 
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4.9. Índice de broncoconstrição 

 

Os resultados relacionados ao índice de broncoconstição, espessamento 

brônquico e espessamento do músculo liso das vias aéras estão apresentados a seguir. 

Verificamos aumento significativo no índice de broncoconstição, espessamento brônquico 

e espessamento do músculo liso no grupo asmático (HDM) quando comparado ao grupo 

Basal. Quando comparamos todos os grupos asmáticos que foram submetidos ao 

tratamento com o laser 1J, 3J, 5J e 7,5J (HDM+Laser 1J, 3J, 5J e 7,5J) observamos um 

efeito significativo na redução do no índice de broncoconstição, espessamento brônquico e 

espessamento do músculo liso da via aérea. 
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Figura 30. Efeito da terapia com LBI sobre o índice de broncoconstrição. Os pulmões 

foram fixados, preparados e corados com HE para a análise do índice de broncocontrição nas 

vias aéreas. Aumento de ×400. Valores expressos como média e desvio padrão. Os grupos 

utilizados no experimento estão descritos na Figura 9. *** p<0,001 quando comparado ao grupo 

Basal e Ɵ p<0,001, ∆ p<0,01 e p<0,05 quando comparados ao grupo asmático (HDM). 
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Figura 31. Efeito da terapia com LBI sobre o espessamento brônquico e 

espessamento do músculo liso das vias aéreas. Os pulmões foram fixados, preparados e 

corados com HE para as análises acima. Aumento de ×400. Valores expressos como média e 

desvio padrão. Os grupos utilizados no experimento estão descritos na Figura 9. *** p<0,001 

quando comparado ao grupo Basal e Ɵ p<0,001 quando comparado ao grupo asmático (HDM). 
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4.10. Avaliação da Mecânica Pulmonar 

 

Os resultados para a análise de mecânica pulmonar, para a elastância 

dinâmica e estática, realizada com a caixa torácica fechada estão apresentados a 

seguir. Quanto aos dados, foi possível observar que os animais do grupo asmático 

(HDM) apresentaram um aumento na elastância dinâmica e estática, quando 

comparado ao grupo Basal. Quanto aos resultados para a elastância estática fechada, 

observamos uma redução significativa em todos os grupos submetidos ao tratamento 

com laser (p<0,01). Para a elastância dinâmica fechada, os grupos (1J), (5J) e (7,5J) 

que receberam a laserterapia apresentaram resultados significativos (p<0,05). 
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Figura 32. Efeito da terapia com LBI sobre a mecânica pulmonar com tórax fechado. Os 

animais foram anestesiados e submetidos à incisão anterior da traquéia, seguido de canulação 

da mesma. Os animais foram irradiados com laser 3x/semana, por 5 semanas, 1 hora após o 

desafio com HDM. Valores expressos como média e desvio padrão. Os grupos utilizados no 

experimento estão descritos na Figura 9. *** p<0,001 quando comparado ao grupo Basal e Ɵ 

p<0,001, ∆ p<0,01 e p<0,05, quando comparado ao grupo asmático (HDM). 
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4.11. Análise da resposta contrátil máxima traqueal ao estímulo 

colinérgico 

 

Os resultados para a análise da resposta contrátil máxima traqueal ao 

estímulo colinérgico estão apresentados a seguir. Quanto aos dados obtidos, foi 

possível observar que os animais do grupo asmático (HDM) apresentaram um 

aumento significativo quando comparado ao grupo Basal. Quando comparamos 

todos os grupos asmáticos que foram submetidos ao tratamento com o laser 1J, 

3J, 5J e 7,5J (HDM+Laser 1J, 3J, 5J e 7,5J) observamos um efeito significativo na 

redução da resposta contrátil máxima traqueal ao estímulo colinérgico. 
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Figura 33. Efeito da terapia com LBI sobre a resposta contrátil máxima traqueal 

ao estímulo colinérgico. Os animais foram anestesiados e submetidos à incisão anterior da 

traquéia, seguido de remoção da mesma. Valores expressos como média e desvio padrão. Os 

grupos utilizados no estão descritos na Figura 9. *** p<0,001 quando comparado ao grupo 

Basal e Ɵ p<0,001 e ∆ p<00,5 quando comparados ao grupo asmático (HDM). 
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5. DISCUSSÃO 

 

Os resultados obtidos no presente estudo, demonstraram a efetividade 

da utilização da terapia com Laser de Baixa Intensidade na redução do perfil 

celular inflamatório, citocinas pró-inflamatórias, infiltrado eosinofílico 

peribrônquico, redução de muco na via aérea, melhora estrutural avaliado em 

análise do índice de broncoconstrição, espessamento brônquico e muscular da 

via aérea, bem como na quantificação de colágeno. Em análise funcional, o LBI 

atuou na melhora da mecânica pulmonar e reatividade da traquéia in vitro. Tais 

análises foram avaliadas em modelo experimental de doença pulmonar alérgica 

crônica induzida por House Dust Mite. 

 

Tais achados sugerem que o LBI pode exercer um papel importante no 

tratamento da asma, atuando de maneira a modular e inibir o processo 

inflamatório e atuar também no processo de remodelamento, encontrado em 

uma fase mais tardia da doença. O laser se trata de uma opção terapêutica que 

não apresenta efeitos colaterais, é de baixo custo e não invasiva, podendo 

apresentar efeitos importantes e benéficos nas diferentes fases da doença. 

 

A asma é uma doença inflamatória crônica que acomete principalmente as 

estruturas de maior calibre, como as vias aéreas. Vários estudos publicados 

evidenciam que as células inflamatórias desencadeiam uma reação inflamatória 

progressiva caracterizada principalmente por infiltrado de eosinófilos, neutrófilos e 

linfócitos T CD4
+
, estando de forma bem presente nessa doença. A células 

exercem um papel importante em ambos os processos apresentados, seja no 

processo inflamatório ou de remodelamento e ainda se associam diretamente ao 

processo obstrutivo encontrado na asma. 57-59
 Na fisiopatologia da asma, todas 

as características da inflamação pulmonar e da desregulação fisiológica são 

resultado final dos eventos moleculares e celulares envolvidos na sensibilização, 

na ativação de células Th2 e dos mecanismos efetores desses mediadores. 

 

Os resultados evidenciaram incremento no perfil celular no FLBA. Em 

particular aumento no número de eosinófilos no FLBA e no espaço 

peribrônquico. Tal achado corrobora com dados obtidos por outros autores, 

sendo característico do modelo de inflamação pulmonar crônica induzida por 

HDM. 60- 69 O infiltrado eosinofílico aumentado no pulmão do grupo asmático, 
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está correlacionado com o seu crescimento, desenvolvimento e aumento de sobrevida favorecido pela citocina IL-5. Os eosinófilos, uma vez ativados, irão migrar para o local da inflamação e 
darão início a secreção de várias substâncias inflamatórias. 

 

 

 

Ainda, observamos nesse modelo experimental, acréscimo de 

macrófagos, neutrófilos e linfócitos T CD4+, indo ao 

encontro dos dados da 
 

literatura. Desse modo, em asmáticos, os linfócitos T são ativados 
 

 

 

 

 
mediante a estímulo alérgico, irão originar um clone de linfócitos com perfil Th2 e desencadear a liberação de várias citocinas pró-inflamatória, tornando dessa maneira o quadro inflamatório e 
alérgico ainda mais agravado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
A citocina IL-4 apresenta múltipla e importante participação na asma, tais como: modulação no crescimento, na diferenciação e na degranulação dos mastócitos, regulação da síntese de IgE pelos linfócitos B, diferenciação e proliferação das células TH2, estimulação das células produtoras de muco, inibição do desenvolvimento TH1. Por outro lado, a IL-13 participa da estimulação e maturação de linfócitos B e a síntese de Ig-E e a IL-5 

está diretamente envolvida no recrutamento de eosinófilos e em seu maior tempo de sobrevida. 55
 bem como atua promovendo o recrutamento, proliferação e diferenciação das células inflamatórias presentes na inflamação alérg ica. 73

 Em nossos resultados, observamos aumento nos níveis das principais citocinas pró-inflamatórias encontradas na asma crônica (IL-4, IL-5 e IL-13), coincidindo com estudos anteriores utilizando HDM para induzir a doença. 

 

 

 

Novas evidências constataram a importância do GATA3 (GATA-binding 

protein 3), um fator de transcrição pleiotrópico expresso em células T, 

eosinófilos, mastócitos e basófilos. O GATA-3 pertence à família de fatores de 

transcrição expresso nas células TH2, o que não acontece com células TH1. A 

expressão GATA-3 nas células T é regulada pelo fator de transcrição STAT 6 

(signal transducer and activator transcription) via ativação do receptor 

IL-4. 17,18 Os resultados obtidos para os fatores de transcrição GATA3 e 

64, 66, 69 

62, 64-66, 68, 69, 72 

65, 71 

61-65, 67, 68 

60, 63-67, 70 



STAT6, evidenciaram aumento significativo no grupo asmático. Tais achados 

foram 

 
encontrados e publicados previamente por demais autores. O número de 
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células que expressam transcrições GATA-3 tem correlação significante com o 

aumento da resistência e hiperresponsividade das vias aéreas em asmáticos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Além disso, a análise de apoptose e necrose celular no FLBA se mostraram elevadas no grupo de animais submetidos à administração de HDM. Notamos por vez significativo aumento na quantificação de muco ao redor da via aérea avaliado por análise histológica. Dessa maneira, 

observamos uma piora na inflamação nesse grupo experimental. Em publicações anteriores, os autores também quantificaram a deposição de muco e notaram aumento importante em animais submetidos à mesma indução da doença. 

 

 

 

Para avaliação do índice de broncoconstrição, espessamento do epitélio 

brônquico e espessamento do músculo liso das vias aéreas, notamos aumento 

acentuado em tais análises, essas características apresentam-se tipicamente 

na asma, observadas por Vieria et al (2007) 55, Em decorrência ao processo 

evolutivo da doença, haverá uma variedade de fatores presentes, tais como: 

liberação de mediadores que irão desencadear lesões e alterações na 

integridade do epitélio brônquico, anormalidades no tônus muscular da via 

aérea, mudanças na função mucociliar e aumento no espessamento do 

músculo da via aérea, bem como em sua resposta reativa aos estímulos. 15 

 

Nessa fase mais tardia da doença é possível observar o processo de 

remodelamento das vias aéreas. Essa etapa caracteriza-se pela liberação de 

diversos fatores de crescimento e deposição de fibras colágenas na tentativa 

de reparar o dano epitelial sofrido. Em análise histológica, evidenciamos maior 

quantificação na deposição de fibras de colágeno ao redor da via aérea no 

grupo asmático sensibilizado com o alérgeno, característica observada na fase 

de cronificação da doença, evidenciado por Zoltowska et al, (2016). 67 

 

Ainda, ao analisarmos a avaliação da mecânica pulmonar, 

especificamente para as respostas para a elastância estática e dinâmica, 

verificamos o aumento de tais capacidades no grupo asmático. 81 Em análise 

da reatividade traqueal in vitro, notamos que o grupo submetido ao desafio com 

ácaro de poeira doméstica, apresentou resultados de respostas elevados 

comparados ao grupo basal. Tal achado evidencia o aumento local para a 

57, 63-64, 67, 70, 74-75 
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sensibilidade ao estímulo contrátil máximo em resposta à Metacolina. Tais achados confirmam com evidências anteriormente publicadas 

 

 

Levando em consideração todos os resultados obtidos para os animais 

submetidos à administração orotraqueal crônica de HDM, verificamos a eficácia 

da utilização do ácaro (Der p1) para desenvolver o modelo experimental de 

asma proposto no presente trabalho. Apesar dos dados estatísticos apontarem 

elevada incidência populacional de pacientes asmáticos, pouco se conhece na 

literatura acerca do uso da fotobiomodulação em modelos experimentais 

utilizando o HDM como agente sensibilizador ou evidência quanto ao seu uso 

como uma terapia alternativa na área clínica. 

 

Evidências anteriores em modelos experimentais, certificaram que a 

terapia com o LBI em outras doenças pulmonares já atuou 

principalmente de 

 
forma a diminuir o infiltrado inflamatório Resultados importantes e 

 

significativos também foram observados em modelo de asma experimental 

utilizando a Ovalbumina (OVA) 47-51, 77. Em estudo clínico recentemente 

publicado, evidenciou a utilização do laser em crianças asmáticas, o qual 

resultou em redução nos níveis de óxido nítrico exalado e melhora nos 

parâmetros espirométricos. 78-79 

 

Dessa maneira consideramos extremamente relevante estudar a utilização 

do LBI em modelos experimentais com HDM, bem como buscar evidências que 

demonstrem a sua via de atuação e a melhor dose a ser utilizada, de forma a 

contribuir na aplicação de uma terapia eficiente ou pelo menos auxiliar do 

tratamento farmacológico, diminuindo assim tanto os efeitos colaterais 

medicamentosos, como os gastos hospitalares despendidos com essa doença 

 

Como ainda não há relatos na literatura sobre a utilização da terapia 

com LBI de diodo em modelo experimental de asma induzida por HDM, os 

dados comparativos foram realizados em modelos experimentais de inflamação 

alérgica crônica pulmonar desenvolvidos utilizando a OVA. OVA é o alérgeno 

mais utilizado. No entanto, o OVA não induz a inflamação das vias aéreas em 

humanos e tem sido questionado como um bom alérgeno para estudar asma. 

32,  76. 

61, 63, 65, 67-68, 70 
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O HDM tem sido usado com sucesso para induzir asma em modelos 

animais. Três características deste alérgeno torna-o adequado: atividade 

enzimática intrínseca, imunogenicidade e ativação direta através do receptor de 

Dectina-2 de células imunes inatas que promovem inflamação alérgica. 4 

 

Os resultados obtidos em todos os grupos asmáticos que receberam o 

tratamento com laser, destacaram a efetividade da fotobiomodulação na 

redução do perfil inflamatório, melhora estrutural e funcional, encontrados na 

doença pulmonar alérgica crônica estabelecida no atual modelo experimental. 

 

A nível inflamatório, os efeitos podem ser observados na redução do 

perfil celular avaliado no FLBA através de contagem total e diferencial, bem 

como por citometria de fluxo (neutrófilos, eosinófilos, linfócitos T CD4+ e CD8+), 

bem como no infiltrado eosinofílico peribrônquico e deposição de muco 

avaliado por histologia. Além disso, verificamos diminuição dos níveis das 

citocinas pró-inflamatórias IL-4. IL-5 e IL-13 no FLBA e homogenato de tecido 

pulmonar. Por outro lado, a utilização da laserterapia aumentou o número de 

macrófagos avaliados por citometria de fluxo e os níveis de IL-10 no FLBA bem 

como no homogenato pulmonar. 

 

Adicionando aos benefícios obtidos com o uso da terapia com LBI, 

notamos a atenuação dos fatores de transcrição (STAT 6 e GATA 3) bem como 

da citocina IL-4, nos linfócitos T CD4+ no FLBA, também avaliados por 

citometria de fluxo. O LBI também preveniu o aumento de apoptose e necrose 

celular das células pulmonares (7AAD e Anexina V, respectivamente). A 

broncoconstrição das vias aéreas evidenciou melhora significativa nos grupos 

tratados com laserterapia, bem como para as análises de espessamento do 

músculo liso e espessamento do epitélio brônquico das vias aéreas. Por fim, a 

resposta contrátil máxima da traquéia, após estímulo colinérgico, reduziu 

significativamente nos grupos que realizaram o tratamento com o laser 

 

Quanto a avaliação de linfócitos totais (CD3+) e neutrófilos (LY6G) 

observamos redução em todos os grupos submetidos ao tratamento com 

laserterapia. Tal achado também foi evidenciado em trabalho recentemente 

publicado. 51 Para a porcentagem de CD4+, observamos diminuição para os 
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grupos tratados com laser (5J e 7,5J). Já para os valores de linfócitos CD8+, os 

resultados só não foram significativos para o grupo HDM+Laser (1J). 

 

Particularmente para a avaliação de eosinófilos, observamos redução em 

todos os grupos submetidos à laserterapia, demonstrados em dados obtidos 48- 

 
51 Dados complementares à atenuação da migração de eosinófilos podem ser 

observados nas análises de citocinas. Especificamente nos níveis de IL-5, que 

estão diretamente ligadas a esse tipo celular, notamos melhores resultados para o 

grupo HDM+Laser (3J), a nível local e sistêmico. Para o infiltrado eosinofílico, nos 

grupos submetidos à laserterapia com menor dose de aplicação, notamos melhor 

resultado para o uso da energia de 3J, corroborando com dados obtidos
 

 

por Wang et al (2014), Silva et al (2014) e Costa-Carvalho (2016). 48-50 Tenho 

em vista esse achado, os atuais resultados sugerem que o LBI pode ter papel 

importante na redução da migração eosinofílica, entretanto esse mecanismo 

não é bem elucidado. 

 

Os níveis de IL-4 apresentaram-se atenuados nos grupos submetidos à 

laserterapia, com melhores resultados para os grupos (HDM+Laser 5J e 7,5J). 

Tais achados são complementados pela avaliação de linfócitos T CD4+ STAT6 

e GATA 3, que estão diretamente ligados à essa citocina e apresentaram 

resultados iguais quando comparados entre si. A avaliação da produção de IL-4 

por essas células no FLBA confirma com dados obtidos. 47-49 

 

Especificamente GATA 3 está relacionada ao aumento da reatividade 

traqueal e brônquica. Em análise realizada para o índice de broncoconstrição e 

resposta máxima contrátil da traquéia (hiperreatividade traqueal) após estímulo 

colinérgico com metacolina, os resultados evidenciaram redução em todos os 

grupos submetidos ao tratamento com LBI. Tais resultados podem ser 

observados também para as análises de espessamento brônquico e 

espessamento do músculo liso da via aérea. Tais achados também foram 

observados por Choi (2013). 47 

 

Vários estudos relataram que o fator de transcrição STAT6 desempenha 

um papel fundamental no desenvolvimento de eosinofilia pulmonar, 

hiperresponsividade das vias aéreas e hipersecreção de muco 80. Em estudo 

anterior do nosso grupo de pesquisa, descobrimos que o LBI reduziu a 
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expressão de STAT6 no tecido pulmonar em animais sensibilizados e 

desafiados com OVA, bem como a concentração de IL-5, que atraem 

principalmente os eosinófilos. Sugerindo que o efeito anti-inflamatório da 

irradiação com laser sobre as citocinas IL-4, IL-5, IL-13 e eotaxina, e 

consequentemente na diminuição da migração celular para o pulmão, poderia 

ser devido a redução da expressão de STAT6 49. 

 

Assim, verificamos nesse estudo a quantidade de linfócitos T 

CD4+STAT6+GATA3+IL-4+ após a laserterapia nos animais alérgicos e 

observamos redução quando comparamos ao grupo sem tratamento. Então, 

sendo o STAT 6 e GATA 3 importantes na sinalização de IL-4 e na 

diferenciação celular de linfócitos TCD4+ (Th2), camundongos STAT 6 knock-

out não apresentam resposta a IL-4, não desenvolvem células Th2, não 

produzem IgE ou apresentam hiperreatividade brônquica. 

 

Em adição aos resultados anteriores, a avaliação da morte celular, 

especificamente para a porcentagem de células em apoptose (7AAD), foi 

possível observar atenuação para os grupos tratados com laser (5J e 7,5J). Já 

para a necrose das células (Anexina V), todos os grupos apresentaram 

resultados significativos. Finalizando as análises, níveis de IL-10 no FLBA 

apresentaram-se elevados em todos os grupos tratados com laser, da mesma 

maneira foi evidenciado por Siqueira et al (2017). 51 Já em homogenato 

pulmonar, os melhores resultados foram observados com Laser 1J e 5J. Esses 

resultados mostram que a utilização do Laser de Baixa Intensidade apresentou 

efeito benéfico com preservação da viabilidade celular, bem como na 

estimulação da produção de IL-10, que apresenta caráter anti-inflamatório. 

 

Bem como importante redução da deposição de muco na via aérea para os 

grupos submetidos à terapia com LBI com as energias de 1J e 3J, e aumento na 

expressão da citocina anti-inflamatória IL-10 para o grupo HDM+Laser (1J), que 

apresenta evidência científica de perfil Th2. Esses achados vão ao encontro com 

dados obtidos em estudos prévios, os quais apontam os benefícios da utilização 

do LBI em modelo experimental de inflamação alérgica pulmonar 49, 52
. A redução 

da deposição de muco na via aérea pode contribuir de forma a 



86 
 

 

justificar a diminuição do processo inflamatório pulmonar através da modulação 

do LBI, constatando com dados apresentados previamente na literatura. 49 

 

A deposição de colágeno na via aérea evidencia uma fase mais tardia, a 

fase de remodelamento pulmonar. Com a intervenção terapêutica com o LBI, 

principalmente para o grupo HDM+Laser (3J), pudemos observar uma atuação 

positiva e que reduziu a deposição das fibras colágenas na via aérea, bem 

como evidenciado em outro trabalho publicado. 49 Dessa maneira, o LBI foi 

capaz de atuar positivamente na prevenção das alterações estruturais 

ocasionadas a partir da inflamação crônica pulmonar. 

 

Quanto aos dados obtidos para mecânica pulmonar, foi possível 

observar que os animais tratados com LBI apresentaram os resultados 

significativos para a elastância estática fechada em todos os grupos, com 

melhores resultados para os grupos HDM+Laser (1J) e (3J). Já a análise para a 

elastância dinâmica fechada, somente não notamos redução significativa para 

o grupo tratado com Laser (3J). Em conclusão às análises, observamos 

redução da resposta contrátil máxima traqueal ao estímulo colinérgico em todos 

os grupos submetidos à laserterapia, entretanto, o melhor resultado foi 

evidenciado no grupo HDM+Laser (3J). 

 

Após finalizarmos todas as análises dos resultados, pudemos observar e 

concluir a efetividade na utilização da terapia com LBI em menor dose, 

especificamente 3J, apresentou resultados significativos e melhor efeito sobre o 

perfil celular, redução da inflamação, melhora estrutural e funcional na doença 

pulmonar alérgica crônica. Dessa maneira, parece-nos razoável a utilização da 

fotobiomodulação atuando em menores doses para o tratamento da asma. 

 

Ressaltamos por fim, a importância da utilização da terapia com laser, 

uma vez que pudemos acrescentar novas evidências, estas que podem 

contribuir para elucidar a melhor o efeito e a dose anti-inflamatória a ser 

utilizada em modelo experimental de asma utilizando HDM. Sendo assim, 

esperamos que num futuro próximo, possamos realizar um estudo translacional 

utilizando a laserterapia no tratamento de pacientes asmáticos. 
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6. CONCLUSÕES 

 

Os resultados obtidos demonstram a efetividade da utilização da 

laserterapia no tratamento da inflamação alérgica pulmonar crônica. Vale 

destacar que o laser atuando em dose mais baixa, especificamente 3J, foi o 

que apresentou melhores resultados no estudo dosimétrico. Tais achados 

evidenciam que o LBI é capaz de atuar no processo inflamatório pulmonar, 

bem como apresentou resultados positivos sobre os parâmetros funcionais e 

estruturais, avaliados por análise histológica, análise da elastância pulmonar e 

resposta contrátil da traquéia ao estímulo colinérgico. 
 

Desse modo, observamos significativa redução no perfil celular no FLBA, 

bem como atenuação das citocinas pró-inflamatórias e fatores de transcrição 

avaliados. O LBI também foi capaz de inibir a apoptose e necrose celular. Em 

contrapartida, favoreceu o aumento de macrófagos no FLBA e da citocina anti-

inflamatória a IL-10 no FLBA e homogenato de tecido pulmonar. 
 

Ainda a fotobiomodulação foi capaz de atenuar o índice de 

broncoconstrição, espessamento brônquico e muscular das vias aéreas 

atuando também na redução da reatividade in vitro da traquéia. 
 

Dessa maneira, consideramos que o uso da terapia com laser de baixa 

intensidade pode ser considerado uma ferramenta promissora para o 

tratamento dos sintomas apresentados por pacientes portadores da inflamação 

pulmonar crônica, possibilitando uma terapia alternativa eficiente ou pelo 

menos auxiliar do tratamento farmacológico, de modo a favorecer a redução 

dos efeitos colaterais apresentados com a utilização de medicamentos, bem 

como os gastos hospitalares despendidos com essa doença e ainda na 

redução no absenteísmo escolar e no trabalho. Consequentemente, essa 

terapia pode melhorar a qualidade de vida, bem como favorecer a diminuição 

da morbi-mortalidade desses pacientes. 
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Cronograma de Execução do Projeto (período de 01/2018 a 07/2018) 
 

Início: Janeiro de 2015 
 

Término: Julho de 2018 
 
 

 

Atividade/Semestre 1º 2º 3º 4º 5º 6º 7º 

Levantamento Bibliográfico X X X X X X X 

Estabelecimento do Protocolo de LBI X       

Estabelecimento do Protocolo de HDM  X      

Desenvolvimento do Protocolo Experimental   X X    

Análise da Fenotipagem e Morte Celular   X X    

Análise da Reatividade Traqueal   X    X 

Análise da Mecânica Pulmonar   X X    

Quantificacao de Citocinas (ELISA)    X   X 

Realização da Citometria de Fluxo    X   X 

Confeccao e Analise das Lâminas de Histologia    X X  X 

Análise do Índice de Broncocontrição (HE)       X 

Análise do Espessamento Brônquico       X 

Análise do Espessamento Muscular       X 

Submissão dos Artigos para Publicação       X 
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