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RESUMO 
 

 

 

 

 

A asma é uma doença inflamatória pulmonar crônica caracterizada por broncoconstrição, 

aumento do número de células inflamatórias no espaço aéreo (eosinófilos, mastócitos, 

neutrófilos, linfócitos entre outras), perda do epitélio brônquico, aumento na secreção de muco e 

reatividade exacerbada do músculo liso. Considerando que a asma pode apresentar formas mais 

graves e resistentes aos tratamentos convencionais, novas terapias são de grande importância. 

Nesse sentido, as fototerapias, como a de Diodo emissor de luz (LED), tem emergido como 

tratamento promissor, de baixo custo e isenta de efeitos colaterais, para diversas doenças com 

caráter inflamatório. Deste modo, nosso objetivo foi investigar os efeitos do tratamento com 

LED sobre o desencadeamento de inflamação pulmonar de origem alérgica. 

Camundongos machos Balb/c foram sensibilizados e desafiados com Ovoalbumina 

(OVA) e tratados ou não com LED (1 e 4 h após cada desafio com OVA). Após 24 horas do 

ultimo desafio com OVA as análises foram realizadas. Nós priorizamos a contagem do número 

de células totais e diferenciais no lavado broncoalveolar (LBA), sangue e medula óssea, 

determinação da produção de muco, edema, desgranulação de mastócitos e reatividade traqueal. 

Ainda, investigamos a liberação de citocinas inflamatórias e anti-inflamatórias. 

Nossos resultados mostraram que o tratamento com LED reduziu a infiltração de células 

para o pulmão observado tanto pelo número de células totais quanto diferenciais (macrófagos, 

linfócitos e granulócitos). Notamos ainda redução no número de eosinófilos e neutrófilos no 

sangue periférico após tratamento com LED e recuperação no número de células totais na 

medula óssea. O tratamento com LED não alterou a liberação de citocinas inflamatórias, mas 

aumentou os níveis de anti-inflamatórias como IL-10 e IFN-γ. Além disso, tratamento com LED 

reduziu a desgranulação de mastócitos, produção de muco, edema e resposta contrátil da traquéia 

mediante estímulo colinérgico. 



 

Em conclusão, o tratamento com LED reduziu diversos parâmetros inflamatórios 

importantes envolvidos com a piora da asma. Este estudo pode fornecer informações importantes 

sobre os mecanismos do LED no aparelho respiratório e, além disso, abre possibilidade de uma 

nova abordagem para o tratamento da asma. 

 

 

 

 

Palavras chaves: Asma; LED terapia; Citocinas; Produção de muco; Edema; Hiperreatividade 

das vias aéreas. 



ABSTRACT 
 

 
 

Asthma is a chronic inflammatory lung disease characterized by bronchoconstriction, 

elevated number of inflammatory cells in the airways such as eosinophils, neutrophils, 

lymphocytes, mast cells among others; increased mucus production and hyperresponsiveness. 

Considering that asthma may present more severe and resistant characteristics to conventional 

treatments, new therapies are of great importance. Phototherapy as Light-emitting diode (LED) 

has emerged as a treatment that presents good results for diseases which are characterized by 

inflammation. Thus, our objective was to investigate the effects of LED on the development of 

allergic lung inflammation. 

Male Balb/c mice were or not sensitized and challenged with ovalbumin (OVA) and 

treated or not with an LED therapy (1h and 4 h after each OVA challenge). Twenty-four hours 

after the last OVA challenge, analyzes were performed. We prioritized to analyze the total and 

differential cells present in bronchoalveolar lavage (BAL), blood and bone marrow, 

determination of mucus production, oedema, mast cell degranulation, and tracheal 

responsiveness. In addition, we investigated the levels of inflammatory and anti-inflammatory 

cytokines. 

Our results showed that LED treatment in asthmatic mice reduced the lung cell 

infiltration to the lung where can be observed by reduced number of both, total and differential 

cells (macrophages, lymphocytes and granulocytes). We also noted reduced number of 

eosinophils and neutrophils in the blood after LED treatment, and reestablishment of total cells 

found in the bone marrow. LED treatment did not alter the levels of inflammatory cytokines, but 

increased the levels of anti-inflammatory cytokines such as IL-10 and IFN-gamma. Moreover, 

LED treatment reduced mast cells degranulation, mucus production, oedema, and the tracheal 

contractile response. 



 

In conclusion, LED therapy reduced several important inflammatory parameters involved 

with worsening of asthma. Thus, this study may provide important information about the 

mechanisms involved in the LED effects on the respiratory tract, and in addition, it may open the 

possibility to a new approach for the treatment of asthma. 

 

 

 

 
Key words: Asthma; LED therapy; Cytokines; Mucus production; Oedema; Airways 

hyperresponsiveness. 
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1 INTRODUÇÃO 

 
 

1.1 ASMA 

 
 

A asma é uma doença inflamatória pulmonar crônica muito comum no mundo, que 

afeta parcela significativa da população (7 a 10%), com elevado custo social e econômico, 

estima-se que existam 300 milhões de pessoas no mundo afetadas por esta doença, com 

prevalência em crianças de 13 a 14 anos de idade (GINA, 2014). No Brasil cerca de 200 mil 

internações hospitalares são realizadas por ano apenas no serviço público de saúde, gerando 

um gasto médio anual de R$ 120 milhões (GINA, 2014; POLITO, 2005). 

A asma é caracterizada por broncoconstrição, espessamento das paredes das vias 

aéreas devido ao aumento do número de células inflamatórias no espaço aéreo (eosinófilos, 

mastócitos, neutrófilos, linfócitos entre outras), perda do epitélio brônquico, aumento na 

secreção de muco e reatividade exacerbada do músculo liso (GINA, 2014; BICE et al., 2000). 

Segundo a Global Initiative For Asthma, os elementos celulares envolvidos causam 

hiperreatividade das vias aéreas, levando a episódios recorrentes de sibilos, dispneia, tiragem 

intercostal e tosse, mais acentuados pela manhã e a noite, estando estes associados a obstrução 

difusa, variável ao fluxo aéreo, porém frequentemente reversível espontaneamente e com 

tratamento. Durante o processo inflamatório mecanismos associados ao reparo e restauração 

da estrutura e função pulmonar são desencadeados, admite-se que estes mecanismos sejam 

uma resposta protetora e benéfica. Estímulos diversos podem desencadear a hiperreatividade 

presente no quadro asmático, como alérgenos, fumaça de cigarro, poluentes atmosféricos, 

fármacos, alterações na temperatura ambiental, infecções respiratórias, estímulos 

ocupacionais, substancias presentes em alimentos, obesidade, exercício físico e estresse; no 

entanto, na asma devido ao processo inflamatório contínuo ou recorrente ocorrem lesões 
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teciduais com subsequentes modificações no aparelho respiratório, resultando em reparo 

tecidual inadequado denominado de remodelamento das vias aéreas (GINA, 2007). 

Avaliando as características fisiopatológicas da asma é possível distinguir duas fases, a 

imediata e a tardia. A fase imediata ocorre minutos após a exposição ao antígeno, é 

caracterizada pela obstrução das vias aéreas devido à broncoconstrição, aumento de muco e 

edema, os quais são decorrentes dos efeitos dos mediadores liberados por mastócitos ativados 

por antígeno. Mastócitos ativados liberam grande variedade de mediadores inflamatórios tais 

como, aminas vasoativas (histamina e serotonina), proteases, espécies reativas derivadas do 

oxigênio (EROs), heparina, interleucinas, citocinas entre outros, os quais podem iniciar e/ou 

modular a resposta inflamatória (GALLI et al, 2005; BRADDING, 2003). 

A fase tardia da asma ocorre horas após a exposição antigênica, estando associada a 

hiperreatividade brônquica e principalmente inflamação eosinofílica, é caracterizada pela 

presença de intenso infiltrado celular pulmonar (eosinófilos, neutrófilos, mastócitos e 

linfócitos) e estas células ativadas promovem a liberação de diversos mediadores, os quais 

atuando no microambiente pulmonar determinam lesão epitelial, ativação de nervos 

sensoriais, secreção de muco, hiperreatividade brônquica e remodelamento (HAWORTH & 

LEVY, 2007; TALATI ET AL., 2006). 

O remodelamento é caracterizado pelo aumento das fibras colágenas acarretando em 

maior deposição de colágeno nas vias aéreas e envolve fibrose subepitelial, hipertrofia e 

hiperplasia da célula muscular lisa, inflamação das vias aéreas, perda da integridade da 

cartilagem, angiogênese, espessamento da membrana basal reticularis, hiperplasia das células 

caliciformes epiteliais e também deposição de proteínas na matriz extracelular (BURGESS, 

2010; DEKKERS et al, 2009). Ainda, células epiteliais liberam diversos mediadores, entre 

eles fatores de crescimento, os quais podem contribuir para o remodelamento na asma 

(DEKKERS et al, 2009). 
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As alterações causadas na musculatura lisa das vias aéreas ocasionadas pelo 

remodelamento acarretam em redução da capacidade de relaxamento das vias aéreas e 

aumento da produção de citocinas e matriz extracelular. Nesse contexto, durante o 

remodelamento observado na asma, as células musculares lisas desempenham importante 

papel com função imuno-efetora por meio de sua proliferação, liberação de citocinas, 

modulação de moléculas de adesão e interação com diversas células inflamatórias (HIRST et 

al., 2000). 

No processo de desenvolvimento da asma, a crise está diretamente relacionada ao fator 

desencadeante, iniciando o quadro asmático pela sensibilização após o contato dos alérgenos 

inalados com a mucosa respiratória, uma vez existido o contato, estes alérgenos retidos no 

muco são capturados pelas células dendríticas do epitélio brônquico, estas células 

reconhecem, processam e apresentam fragmentos destes antígenos aos linfócitos T auxiliares, 

estes linfócitos respondem através da liberação de citocinas, principalmente interleucinas IL- 

3, IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13, caracterizando uma resposta humoral, esta resposta induz a 

proliferação de linfócitos T helper 2, que liberam IL-4 e outras citocinas (HOLGATE, 1993). 

As citocinas liberadas pelos linfócitos T estimulam a produção de imunoglobulinas 

IgE pelos linfócitos B, a proliferação de mastócitos, ativação de eosinófilos e aumento da 

sobrevida deste. Os mastócitos presentes na circulação apresentam grande afinidade pelos 

anticorpos liberados na circulação, desta forma, quando há uma reexposição ao antígeno, este 

se liga à IgE nos mastócitos, que liberam mediadores com capacidade de abrir as junções 

entre as células epiteliais. Pode-se dizer que o antígeno entra na mucosa e ativa mastócitos e 

eosinófilos, que liberam mais mediadores; diretamente ou por reflexos neuronais, estes 

mediadores liberados no processo induzem broncoespasmo, aumento da permeabilidade 

vascular, aumento da produção de muco, e recrutamento de células secretoras de mediadores 

inflamatórios (GALLI et al., 2005). 
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Outro aspecto importante a ser considerado na asma é a produção de muco. O aumento 

da produção de muco ocasiona o bloqueio das vias aéreas, contribuindo de forma significativa 

para a obstrução do fluxo de ar e em casos mais severos contribuindo para morte. 

Diversos estudos têm possibilitado uma melhor compreensão sobre a fisiopatologia da 

asma. À medida que o conhecimento se acumula, há também um aumento de possíveis alvos 

terapêuticos visando um melhor controle da doença e qualidade de vida do paciente. Nesse 

contexto, terapias que melhorem o desconforto respiratório de pacientes com doenças 

respiratórias como a asma, que reduzam os custos despendidos e os efeitos colaterais são de 

grande importância. 

 
 

1.2 LED TERAPIA 

 

 

A terapia luminosa, devido aos seus benefícios, vem sendo utilizada para o tratamento 

de diversas patologias há milênios. Constitui uma das mais antigas modalidades terapêuticas 

(BAROLET, 2008). Endre Mester, médico húngaro da década de 60, avaliou o potencial 

carcinogênico do laser (rubi, 694nm) em ratos. O médico através de seu estudo mostrou que o 

laser não induzia câncer, mas proporcionava o crescimento dos pêlos nos animais. Através 

desta observação, Endre foi o pioneiro em demonstrar que a terapia com laser de baixa 

intensidade exercia seus efeitos biológicos por fotobioestimulação. Sequencialmente, diversos 

estudos foram realizados a fim de ampliar os conhecimentos acerca dos mecanismos 

operantes e efeitos biológicos do laser (BAROLET, 2008). 

Atualmente a fototerapia emerge como uma terapia alternativa, apresentando bons 

resultados para diversas doenças com caráter inflamatório, incluindo doenças pulmonares 

como a asma. Dentre as terapias usadas para patologias que acometem o pulmão, alguns 

estudos têm demonstrado efeitos promissores do laser de baixa intensidade devido suas ações 
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anti-inflamatórias e antioxidantes, ao baixo custo e a ausência de efeitos colaterais 

(LANDYSHEV et al., 2002; AIMBIRE et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2014; SILVA et al., 

2014). Outra promissora fototerapia que tem sido pouco estudada é a LED terapia. 

 

LED (light emitting diode) são diodos semicondutores de luz que estão sendo 

utilizados na prática fisioterapêutica para acelerar os processos cicatriciais em estudos 

experimentais. Estes diodos convertem corrente elétrica em um espectro luminoso estreito e a 

energia liberada pelo LED não é suficiente para causar danos aos tecidos humanos, não 

oferecendo assim o mesmo risco aos olhos como o oferecido pelo LASER, inclusive a terapia 

luminosa por luz visível e infravermelha já é considerada de risco insignificante pelo FDA 

(BAROLET, 2008). A emissão de luz LED é monocromática, não coerente e não colimada, o 

que a difere da luz LASER (ANDRADE et al., 2001). Entretanto, a LED terapia tem se 

mostrado tão eficiente quanto a laser terapia, já que a coerência da luz do LASER não é 

responsável pelos efeitos da terapia, haja vista que esta propriedade se perde nas primeiras 

camadas de tecido biológico (DALL et al., 2009). O LED não é térmico, nem tóxico nem 

invasivo, além de não apresentar relatos de efeitos colaterais em literatura, o que o torna 

seguro (BAROLET, 2008). 

A luz LED possibilitou uma alternativa eficaz ao laser, uma vez que pode ser 

produzida através de múltiplos arranjos em forma de cluster, abrangendo desta forma, áreas 

maiores, com mais potência, menos tempo de tratamento e menor custo. É importante 

mencionar que o custo de um equipamento de LED é bem menor que de um LASER, 

possibilitando assim o acesso ao tratamento de pessoas com baixa condição econômica. 

Um contexto interessante a salientar é o uso do LED pela NASA. Esta agência 

desenvolveu LEDs para experimentos objetivando o crescimento de plantas no espaço, porém 

observaram que a radiação luminosa emitida pelo LED foi promissora em tecidos corporais 

promovendo a cicatrização de feridas e crescimento tecidual, acelerando de forma impactante 
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o processo de cicatrização de feridas, reduzindo risco de infecção e barateando o custo do 

tratamento. 

Casalechi et al. (2009) demonstraram a efetividade da LED Terapia no processo de 

regeneração do tendão de Aquiles através da diminuição no número de fibroblastos e melhora 

na qualidade do remodelamento. Ainda, Al-Watban e Andres (2003) demonstraram que os 

efeitos do tratamento com LED no processo de cicatrização de queimaduras em ratos não 

diabéticos foram insignificantes, porém em ratos diabéticos o tratamento foi eficiente. Outro 

estudo analisou LED’s com diferentes comprimentos de ondas (azul e vermelho) para o 

tratamento de desordem afetiva sazonal e concluíram que o tratamento com LED azul 

diminuiu significantemente os escores em relação ao LED vermelho (GLICKMAN et al., 

2005).  Ainda nessa linha de estudo, Vinck et al. (2005) estudaram a eficácia do LED verde  

na proliferação e na viabilidade de fibroblastos sob condições hiperglicêmicas. Este estudo 

concluiu que a irradiação com LED verde em fibroblastos, sob condições hiperglicêmicas, 

aumentou a proliferação celular. Caetano et al. (2009) mostraram que úlceras venosas quando 

tratadas com LED cicatrizaram mais rápido quando comparado ao grupo controle e ao 

placebo. Deste modo, os estudos com LED disponíveis na literatura ainda são poucos e com 

relação a doenças pulmonares são escassos. Estudo realizado por Wang et al. (2014) mostrou 

que o laser de baixa intensidade diminuiu o número de células totais e de eosinófilos no LBA 

assim como também reduziu os níveis de IL-4 e aumentou de IFN-γ. Foram ainda observados 

níveis séricos reduzidos de IgE e recuperação do equilíbrio no balanço Th1/Th2 após 

tratamento com laser. Nesse estudo os autores compararam os efeitos de um anti-inflamatório 

esteroidal (budesonida) com o laser e os achados sugerem efeitos semelhantes de ambos. 
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A foto estimulação da luz LED atua sobre as células interferindo na sua 

permeabilidade, atuando nas mitocôndrias, na síntese de ATP e em proteínas como colágeno e 

elastina. Age ainda como antimicrobiano e anti-inflamatório. Apesar de a LED terapia ainda 

ser pouco estudada, alguns trabalhos já mostram algumas vantagens em relação a laser terapia 

tais como custo, maior superfície de abrangência impactando em otimização do seu uso, 

possibilidade de arranjos na forma de clusters entre outros. No entanto, em doenças 

pulmonares não existem ainda estudos usando a terapia com LED, desta forma, este projeto 

apresenta, pela primeira vez, os efeitos benéficos da LED Terapia em modelo experimental de 

asma. 
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2 OBJETIVOS 

 

 
Tendo em vista que a asma é uma doença inflamatória pulmonar crônica com elevado 

custo social, econômico e com significativa interferência na qualidade de vida do paciente, o 

presente projeto teve como objetivo avaliar o efeito da LED terapia em modelo experimental 

de asma. 

 
 

Para tanto, os seguintes parâmetros foram investigados: 

 

 

 Número total de células migradas para o espaço alveolar através da técnica do 

Lavado broncoalveolar (LBA), objetivando análise do desenvolvimento da inflamação após 

tratamento com LED; 

 Número de macrófagos, linfócitos e granulócitos através de citometria de 

fluxo, objetivando analisar os diferentes tipos celulares presentes no LBA após LED; 

 Número de células presentes no sangue periférico e na medula óssea visando 

compreender se o processo de mobilização celular seria influenciado pelo LED; 

 Mediadores inflamatórios (IL-4, IL-1β, IL-17, TNF-α) e anti-inflamatórios (IL- 

10, IFN- γ) através da quantificação no sobrenadante do fluido do LBA a fim de investigar os 

efeitos do LED sobre a liberação destes mediadores; 

 Expressão gênica de citocinas IL-4, IL-1β, IL-17, TNF-α, IL-10 e IFN-γ no 

tecido pulmonar pela técnica de RT-PCR visando avaliar a expressão gênica de mediadores 

após tratamento com LED; 

 Avaliação histológica do infiltrado inflamatório, produção de muco, edema e 

desgranulação mastocitária após tratamento com LED. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

3.1 ANIMAIS 

 

 

Foram utilizados camundongos Balb/c machos adultos (~ 20g) provenientes do 

biotério de criação da Universidade Nove de Julho e mantidos no biotério de experimentação 

da mesma Universidade sob 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 AN0005/2015, conforme anexo 1. 

 
 

3.2 INFLAMAÇÃO ALÉRGICA PULMONAR INDUZIDA POR OVOALBUMINA 

(OVA) 

 
 

Grupos de animais receberam 10 μg de ovoalbumina (OVA, grau II) dissolvidas em 

alúmen (10 mg) por via subcutânea. Após 7 dias da sensibilização os animais receberam o 

reforço pela mesma via e no 12º, 13º e 14º dia foram bronco provocados com solução de 

ovoalbumina (1%). As sessões de inalação foram realizadas por 15 min, colocando 5 animais 

por sessão em caixa plástica (20 L) acoplada a um nebulizador ultrassonic (Icel®) com 

capacidade de produzir névoa com partículas entre 0,5 a 1,0 µ. O período total de 14 dias de 

sensibilização foi embasado no estudo de Coleman et al. (1983), que descreve que após a 

injeção intraperitoneal de ovoalbumina emulsionada em alúmen, os níveis circulantes de 

anticorpos (IgE) aumentam rapidamente entre 7 e 14 dias. Os experimentos foram conduzidos 

24 horas após a última broncoprovocação. 
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3.3 TRATAMENTO COM LED 

 

 

Os animais foram irradiados com LED (parâmetros estão descritos na tabela abaixo) 1 

e 4 h após os desafios com OVA. O aparelho respiratório foi irradiado por 150 s (1 ponto de 

aplicação abrangendo a traqueia e os dois lobos pulmonares). 

 

 
Comprimento 

 

de onda 

Potência Densidade 
 

de energia 

Densidade de 
 

potência 

Área Energia 
 

total 

Tempo 

660 nm 100mW 5,3J/cm2 33,3mW/cm2 2,8cm2 15J 150s 

 

 

 

 

3.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

 

 

Usamos em nosso estudo 4 grupos experimentais: 

 

 

Grupo Basal: consistiu de grupos de camundongos não manipulados para obtenção de 

parâmetros basais 

Grupo OVA: Grupo de camundongos asmáticos 

 

Grupo LED: Grupo de camundongos tratados com LED 

 

Grupo OVA+LED: grupos de camundongos asmáticos tratados com LED 
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3.5 CONTAGEM TOTAL E DIFERENCIAL DE CÉLULAS PRESENTES NO 

LAVADO BRONCOALVEOLAR (LBA) 

 
 

Decorridas 24 h do último desafio com OVA, 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 contagem total de células foi feita em câmara 

de Neubauer por microscopia óptica. 

A contagem diferencial de células foi realizada por citometria de fluxo. Para tanto, 

células do lavado broncoalveolar foram incubadas com anticorpos monoclonais de superfície 

anti-CD3 FiTC ,anti-CD11b PercP e anti-Ly6G (Becton Dickinson - BD®, East Rutherford, 

NJ, EUA) para caracterização fenotípica dos linfócitos, macrófagos e granulócitos  

(neutrófilos e eosinófilos) respectivamente. As células foram incubadas por 20 minutos a 4o C 

e após o período de incubação, as amostras foram lavadas com PBS contendo 0,01% de BSA 

e azida sódica e ressuspendidas em 200 μl do mesmo tampão. As amostras foram analisadas 

pelo citômetro de fluxo BD Accuri analisadas no software CSampler (Becton Dickinson - 

BD®, East Rutherford, NJ, EUA). 
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3.6 QUANTIFICAÇÃO DE LEUCÓCITOS CIRCULANTES E NA MEDULA ÓSSEA 

 

 

A quantificação das células do sangue foi feita em analisador hematológico  

automático Mindray BC 2800 VET. Já a quantificação de células da medula óssea foi 

realizada através da lavagem do canal medular com PBS seguido de centrifugação, 

ressuspensão e contagem em câmara de Neubauer por microscopia óptica. 

 

 

3.7 QUANTIFICAÇÃO DE MEDIADORES INFLAMATÓRIOS E ANTI- 

INFLAMATÓRIOS NO SOBRENADANTE DO LBA 

 

Os mediadores inflamatórios e anti-inflamatório foram quantificados por ELISA em 

amostras de fluido do LBA. Para tanto, foram utilizados Kits Duo Set disponíveis 

comercialmente Biolegend. Os ensaios foram conduzidos de acordo com as normas do 

fabricante. Os fluidos do LBA foram coletados e armazenados a -80C até a análise. 

 

 
3.8 PCR EM TEMPO REAL PARA DETERMINAÇÃO DA EXPRESSÃO DE 

CITOCINAS NO PULMÃO 

 

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 4C) 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 centrifugada novamente (12.000g, 15 min. a 4C). O 

sobrenadante foi removido cuidadosamente e foi adicionado 1 ml de etanol 75% e 
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centrifugado (7500g, 5 min a 4C). 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 70C. Foram então adicionados a cada tubo 4 l de tampão específico para a reação (5X), 

1l de dNTP (10 M) e 2 l de DTT (0,1 M) seguindo-se de incubação a 42C. Será 

adicionado 1 l da enzima SuperScript III (200 U/l) por tubo, seguindo nova incubação a 

42C por 50 minutos. A reação foi bloqueada por uma incubação por 15 minutos a 70C. Para 

a realização do PCR em tempo real foi utilizado o kit Taqman Fast Universal Master Mix, 

também da Applied Biosystems®. Para tanto, 1L de cada primer específico para cada 

citocina e enzima, 4 L de amostra contendo o cDNA, 5L de água e juntamente com 10L 

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®. Estes 

experimentos contaram com a colaboração do Professor Dr. Niels Olsen Saraiva Câmara, 

USP. 

 
3.9 QUANTIFICAÇÃO DA PRODUÇÃO DE MUCO, DESGRANULAÇÃO 

MASTOCITÁRIA E INFILTRADO CELULAR 

 

 
Após lavagem do pulmão com solução fixadora ISOTON® o lóbulo maior de cada 

pulmão foi separado e mantido em solução fixadora de Bouin por 18 h e após a parafinização 

e emblocamento o material foi cortado a 5 µm de espessura e corado como descrito em 

Reinhard et al. (2005). As secções dos pulmões foram coradas com hematoxilina/eosina 

(H&E) para avaliação do infiltrado celular, azul de toluidina para avaliação de mastócitos e as 
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células produtoras de muco foram investigadas pela coloração com ácido periódico de Schiff 

(PAS). Todos os cortes foram examinados, através de análise cega pelos examinadores, 

usando microscópio Axio Imager A1 (Carl Zeiss, Alemanha) com ampliações de x 10 e x 40. 

Abaixo estão descritos os escores usados para as avaliações histológicas. 

 

 

Acúmulo de muco: 0, ausente; 1, presença descontínua na superfície epitelial; 2, presença de 

metaplasia de células caliciformes no epitélio brônquico e contínua na superfície epitelial; 3 

presença de metaplasia de células caliciformes no epitélio brônquico e uma camada de muco 

espesso na superfície epitelial; 4, uma obstrução parcial da luz bronquiolar por uma camada 

de muco. Edema: 0, ausente; 1, presença mínima de plasma no tecido intersticial; 2,presença 

de grandes quantidades de plasma no tecido intersticial; 3, presença de plasma e células 

vermelhas do sangue no espaço intersticial; 4, abundante presença de células, de plasma e 

glóbulos vermelhos no espaço intersticial. Infiltração Perivascular: 0, ausente; 1, presença 

de leucócitos descontínua em torno do vaso sanguíneo; 2, presença de monocamada contínua 

dos leucócitos em torno do vaso sanguíneo; 3, presença de leucócitos e camada contínua 

contendo dois ou três células de espessura em torno do vaso sanguíneo; 4, presença de 

leucócitos e camada contínua que contém mais do que quatro células de espessura em torno 

do vaso sanguíneo. Infiltração peribrônquica: 0, ausente; 1, presença de leucócitos 

descontínua em torno dos bronquíolos; 2, presença de monocamada contínua dos leucócitos 

em torno dos bronquíolos; 3, presença de leucócitos camada contínua contendo dois ou três 

células de espessura em torno dos bronquíolos; 4, presença de leucócitos camada contínua que 

contém mais do que quatro células de espessura em torno dos bronquíolos. A ativação de 

mastócitos: 0, a presença de mastócitos intactos; 1, presença de 25% de mastócitos ativados; 

2, presença de 50% de mastócitos ativados; 3, presença de 75% de mastócitos ativados; 4, na 

presença de 100% de mastócitos ativados. 
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3.10 REATIVIDADE TRAQUEAL IN VITRO 

 
 

Após a sensibilização e desafio alérgico os animais foram sacrificados por excesso de 

anestésico (quetamina+xilasina (100 and 10 mg/Kg) ip) e exsanguinados. A seguir o tórax foi 

aberto e a traquéia foi removida e montada para registro isométrico de contrações em cubas 

para órgão isolado (15 ml) contendo solução de Krebs-Henseleit aerada com 95% e 5% CO2 

com a seguinte composição (mM): NaCl, 115.0; KCl, 4.6; CaCl2 2. H20, 2.5; KH2PO4, 1.2; 

MgSO4. 7 H20, 2.5; NaHCO3, 25.0 e glicose 11.0. 

Os segmentos de traquéia foram expostos a uma carga inicial de 1g de tensão. Após a 

carga inicial o tecido permaneceu em repouso por um período de 40 minutos para a 

estabilização. Decorrido esse período, a tensão foi reajustada para 1g e a capacidade contrátil 

foi avaliada pela adição de um agonista colinérgico (metacolina, 10-3 M). 

 
3.11 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

 

Os dados das amostras foram submetidos à análise de variança (ANOVA) seguida de 

pós-teste Student Newman-Keuls para comparação de todos pares de colunas. As análises 

estatísticas foram conduzidas utilizando GraphPad Software V.2.01, GraphpadInstat-TM 

(1990-1993). Os resultados foram expressos como média ± EPM (erro padrão da média). 

Valores de P<0,05 foram considerados significativos. 
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4 RESULTADOS 

 

 

Dados fornecidos pelo artigo "Light-Emitting Diode treatment ameliorates allergic lung 

inflammation in experimental model of asthma induced by ovalbumin", publicado pela Journal of 

Biophotonics, pelos autores e coautores Vanessa Perosino Cardoso Siqueira, Marina Izadora 

Silveira Evangelista, Rodrigo Labat Marcos, Ana Paula Ligeiro-de-Oliveira; Christiane 

Pavani, Amílcar Sabino Damazo, Adriana Lino-dos-Santos-Franco. (no prelo). 
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5 DISCUSSÃO 

 

 

Neste estudo investigamos os efeitos do tratamento com LED sobre parâmetros 

inflamatórios locais e sistêmicos em modelo experimental de asma induzida por ovoalbumina 

(OVA). Utilizamos um modelo bem estabelecido da literatura que se caracteriza por um 

aumento no número de células totais e granulócitos no LBA, liberação de citocinas, produção 

de muco, edema e hiperreatividade brônquica (MAIELLARO et al., 2014; 2016). 

A proposta apresentada nesse estudo contempla uma nova abordagem de tratamento a 

base de luz para doenças inflamatórias pulmonares. O princípio da bioestimulação promovida 

pelo tratamento à base de luz, mais especificamente luz laser, foi introduzido a mais de 30 

anos, sendo aplicado primariamente na dermatologia para acelerar a cicatrização, para 

tratamento de aftas, herpes labial, quelite angular, trismo, parestesias, hipersensibilidade 

dentária e no pós-operatório (CAMELO, 2007). Recentemente o laser tem sido estudado para 

tratamento de doenças inflamatórias pulmonares em modelos experimentais em animais 

(PERON et al., 2015; DE LIMA et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2014; MIRANDA DA 

SILVA, 2015; SILVA MACEDO et al., 2016) bem como em humanos (LANDYSHEV et al., 

2002; FARADZHEVA, 2007; KASHANSKAIA AND FEDOROV, 2009). 

Os estudos avaliando os efeitos biológicos da LED terapia são mais recentes, porém 

são tão eficazes quanto o laser. Alguns aspectos tornam o LED mais vantajoso que o laser, 

tais como menor custo, abrangência de áreas maiores, otimização do tempo de irradiação 

entre outros. 

A foto estimulação da luz LED atua sobre as células interferindo na sua 

permeabilidade, atua nas mitocôndrias, na síntese de ATP e em proteínas como colágeno e 

elastina. Nossos resultados mostraram que o tratamento com LED apresentou significativos 

efeitos anti-inflamatórios, uma vez que reduziu o infiltrado pulmonar desencadeado pela 
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OVA, o qual é caracterizado pelo aumento no número de linfócitos, macrófagos e 

granulócitos no espaço broncoalveolar. 

Estudos realizados por Wang et al. (2014) mostraram, apesar de a luz utilizada pelo 

estudo de Wang ter características diferentes da que utilizamos nesse estudo, que o laser de 

baixa intensidade diminuiu o número de células totais e de eosinófilos no LBA assim como 

também reduziu os níveis de IL-4 e aumentou de IFN-γ em modelo experimental de asma 

induzido por ovoalbumina, nosso estudo corrobora com os estudos de Wang et al. citados, 

uma vez que esses dados reforçam que os efeitos biológicos da luz LED e da luz laser são 

semelhantes. Além disso, pudemos comprovar histologicamente a redução no infiltrado 

celular pulmonar após tratamento com LED. 

A irradiação do LED foi feita localmente diretamente no aparelho respiratório sobre a 

pele, e aparentemente seus efeitos não estão circunscritos ao local da injúria, já que notamos 

efeitos sistêmicos que puderam ser observados pelo aumento no número de células presentes 

na medula. No entanto, entendemos que esta diferença de resposta na medula possa decorrer 

do processo de mobilização celular induzido pela OVA e bloqueado pelo LED devido aos 

efeitos anti-inflamatórios locais diretos no aparelho respiratório. Deste modo, admitimos que 

com a redução da inflamação pulmonar o estímulo no local da lesão (pulmão) diminui de 

modo afetando a mobilização das células da medula para a circulação. O mesmo raciocínio é 

válido para explicar a reduzida celularidade sanguínea, a qual nem mesmo no grupo alérgico 

mostrou-se muito alterada. Entretanto, no grupo alérgico (OVA) podemos inferir que houve 

uma redução das células da medula devido ao processo de migração, onde as mesmas se 

mostraram aumentadas no pulmão. Já no grupo tratado com LED, acreditamos que com a 

redução do recrutamento celular pulmonar, houve uma redução na saída das células da 

medula, o que explicaria o aumento observado no grupo OVA+LED. 
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Reconhecendo que não só o número de células, mas principalmente, o seu estado 

funcional é importante para o desenvolvimento e amplificação da resposta inflamatória, a 

seguir foram investigados os efeitos do LED sobre a liberação e expressão gênica de citocinas 

no tecido pulmonar. 

Nossos dados mostraram níveis elevados de citocinas anti-inflamatórias, incluindo a 

IL-10 e IFN-γ após o tratamento com LED. No entanto, não foram observadas diferenças na 

liberação de citocinas inflamatórias importantes como IL-4, IL-1β, TNF-α e IL-17. Assim, 

acreditamos que o LED promove os seus efeitos pelo restabelecimento da homeostasia, 

aumentando os mecanismos de defesa do organismo. Sabe-se que a IL-10 e o IFN-γ são 

importantes citocinas anti-inflamatórias que regulam o influxo celular por reduzir a expressão 

de moléculas de adesão. 

Embora a liberação de IL-10 tenha aumentado, observamos redução na sua expressão 

gênica. Este resultado pode ser explicado pelo momento em que as análises foram feitas. 

Tanto a liberação de citocinas como a expressão gênica foram avaliadas no mesmo tempo. 

Assim, esta redução na expressão gênica de IL-10 pode eventualmente refletir uma exaustão 

do sistema. É razoável admitir que um aumento na sua expressão tenha ocorrido 

anteriormente ao período em que analisamos. Com relação à expressão gênica das demais 

citocinas (IL-4, TNF-α, INF-γ, IL-17, IL-1β), nós não notamos alterações entre os grupos 

tratados e não tratados. Tais resultados ficaram coerentes com os relacionados com a  

liberação destas mesmas citocinas. 

Reconhecendo o importante papel dos mastócitos no desencadeamento de inflamação 

alérgica pulmonar, sequencialmente investigamos o papel do LED na desgranulação dos 

mastócitos. É bem estabelecido que após ativação, mastócitos liberam mediadores 

inflamatórios os quais modulam a migração celular, a produção de muco, edema e 

hiperretividade brônquica (GALLI, 2005). Os nossos dados mostraram que o tratamento com 
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LED reduziu significativamente a desgranulação mastocitária e este efeito pode ser o 

responsável pela menor migração celular pulmonar, menor produção de muco e edema assim 

como menor resposta contrátil da traquéia. 

Tomados em conjunto, nossos dados apontam para efeitos promissores da luz LED 

para o tratamento de doença inflamatória pulmonar na qual mastócitos estejam envolvidos. 

 

 

 

6 CONCLUSÕES 

 

 

Em conclusão, os nossos resultados mostraram que o tratamento com LED aumentou a 

liberação de IL-10 e IFN-γ e diminuiu a desgranulação mastocitária. Estes eventos 

contribuíram para um menor recrutamento celular pulmonar, menor produção de muco, 

edema além da reduzida resposta contrátil traqueal. 

Este estudo pode fornecer informações importantes sobre os efeitos biológicos do  

LED além de abrir a possibilidade de uma nova abordagem para o tratamento da asma com 

menor custo e menor efeito colateral. 
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