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RESUMO 

 

A asma é uma doença inflamatória crônica das vias aéreas com alta prevalência nos 

dias atuais. A Terapia com fotobiomodulação (TFBM) tem se mostrado uma alternativa 

promissora no tratamento da asma, oferecendo benefícios significativos em comparação 

com os glicocorticóides, que são frequentemente utilizados para controlar essa condição, 

porém sem efeitos colaterais. Assim, o objetivo do estudo será avaliar a durabilidade do 

efeito da TFMB sobre a inflamação pulmonar em modelo experimental de asma. O 

estudo será composto por 7 grupos: Basal, OVA 72h, OVA 1s, OVA 2s, OVA+L 72h e 

OVA+L 1s e OVA+L 2s. Os animais serão sensibilizados com OVA (s.c.) nos dias 0 e 

14. A Partir do dia 21 os animais receberam OVA por via orotraqueal 1 vez (Grupo OVA 

72h), 3 vezes (Grupo OVA 1 s) e 6 vezes (Grupo OVA 2s). Os animais serão irradiados 

apenas 1 vez com laser diodo, com os seguintes parâmetros: 660 nm, 100 mW, 3J de 

energia,Largura espectral ± 20, Modo de operação contínuo, Exposição radiante (J/cm²) 

66,Área do feixe no alvo (cm²) 0,0045, Tempo de exposição 30 s,Frequência Única, 3 

Pontos de aplicação e técnica de aplicação de 1 cm de distância.    1 hora após o primeiro 

desafio em cada grupo correspondente.Decorrido 24 horas do último desafio os animais 

serão eutanasiados e o lavado broncoalveolar e o pulmão coletados para a quantificação 

celular e dos mediadores inflamatórios, bem como avaliação do muco e colágeno nas 

vias aéreas. 

Palavras-chave: asma, inflamação pulmonar, laser em baixa intensidade, Terapia com 

fotobiomodulação. 
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1. CONTEXTUALIZAÇÃO 

 

1.1. Asma 

A asma é um sério problema de saúde global que afeta todas as faixas etárias. 

Sua prevalência está aumentando em muitos países, especialmente entre crianças.1 A 

asma é considerada uma doença inflamatória nas vias aéreas, levando à 

hiperresponsividade das vias aéreas, obstrução, hiperprodução de muco e remodelação 

da parede das vias aéreas.2-3 A resposta inflamatória causa lesão dos tecidos, edema e 

produção de muco, o que pode resultar em obstrução do fluxo de ar. Além disso, a 

hiperresponsividade das vias aéreas provoca uma contração exagerada do músculo liso 

da traqueia e dos brônquios, levando a uma obstrução temporária das vias respiratórias.3 

São indicativos de asma: um ou mais dos sintomas, dispnéia, tosse crônica, sibilância, 

aperto no peito ou desconforto torácico, particularmente à noite ou nas primeiras horas 

da manhã 4.  

Atualmente, a asma afeta uma parcela significativa da população, sendo 

considerada um problema de saúde global. Estima-se que entre 1% e 18% da população 

mundial seja afetada, totalizando cerca de 339 milhões de pessoas. Essa condição tem 

um impacto significativo na vida dos pacientes, de seus familiares e dos sistemas de 

saúde.5 A asma é a terceira ou quarta causa de hospitalizações pelo SUS (2,3% do total), 

conforme o grupo etário considerado.6 Se as tendências atuais continuarem, estima-se 

que poderá haver mais 100 milhões de asmáticos até 20257. Estima-se que os custos 

econômicos associados à asma sejam classificados como um dos mais altos entre as 

doenças crônicas devido à utilização significativa de cuidados de saúde associados a 

essa condição.8 

Os custos da asma são em grande parte devido à doença descontrolada e 

provavelmente aumentarão à medida que sua prevalência e gravidade aumentam.9 Em 

todos os países, as decisões sobre o uso de novas terapias são baseadas não apenas 

em avaliações de segurança e tolerabilidade, mas também, cada vez mais, em 

evidências de custo-benefício.10 
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Embora a causa exata da asma não seja completamente conhecida, ela envolve 

uma combinação de fatores genéticos e ambientais que afetam o sistema imunológico e 

respiratório. Como resultado da interação entre fatores genéticos, componentes 

celulares com comportamento diverso do normal e modulação ambiental, mecanismos 

imunes anormais, modulados por numerosas citocinas, resultam nas alterações e 

disfunções observadas na asma.11 Ácaros da poeira doméstica (HDM), 

Dermatophagoides spp., estão associados à resposta alérgica em até 85% dos pacientes 

com asma em todo o mundo.12 

Os modelos de animais utilizados para investigação das doenças respiratórias 

alérgicas induzidas por Ovalbumina (OVA) e aeroalérgenos têm sido amplamente 

utilizados para elucidar mecanismos imunológicos e não imunológicos envolvidos na 

patogênese da asma e da rinite.13 O protocolo utilizado foi baseado no estudo de 

Rigonato-Oliveira et al., 201914, que demonstrou a eficácia desse modelo na indução de 

inflamação pulmonar alérgica crônica. O procedimento consiste em sensibilizar os 

animais com injeções de OVA, seguido de exposições repetidas ao antígeno via 

orotraqueal. Isso resulta em uma resposta inflamatória similar à observada em humanos, 

com recrutamento de eosinófilos, produção de citocinas inflamatórias e remodelamento 

do tecido pulmonar 

As células do tipo Th2 dominam sobre as células do tipo Th1, promovendo fibrose 

subepitelial e hiperplasia das células musculares lisas das vias aéreas (15), As citocinas 

geradas desta inflamação Th2, incluindo interleucinas IL-4,IL-5,IL-13, são reconhecidas 

como intimamente associadas aos mecanismos patogenéticos da asma16-17. 

Para que os linfócitos sejam ativados, é necessário que o antígeno seja 

identificado pelas células dendríticas, que atuam como apresentadoras de antígenos. Na 

superfície dessas células, estão presentes as moléculas do MHC (complexo principal de 

histocompatibilidade), que se ligam aos receptores de antígenos nos linfócitos. Os 

linfócitos T CD4 reconhecem as moléculas MHC da classe II (figura 1), sendo divididos 

em dois subgrupos, Th1 e Th2, de acordo com as citocinas que produzem. Entre as 

citocinas mencionadas, a IL-4, juntamente com a IL-13, estimula a produção de IgE pelas 
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células B (16-18).Além disso, essas citocinas, em conjunto com outras, aumentam a 

secreção de muco, promovem a superexpressão de células caliciformes e contribuem 

para a hiperresponsividade das vias aéreas (Figura 1). 

 

 

Figura 1. Fisiopatologia da asma. Fases e sintomas apresentados na asma. Fonte: 

Adaptado de Nature Reviews Immunology [Internet]. Nature Reviews Immunology; [cited 

2024 Aug 27]. Available from: https://www.nature.com/nri/journal-

https://www.nature.com/nri/journal-impact
https://www.nature.com/nri/journal-impact
https://www.nature.com/nri/journal-impact
https://www.nature.com/nri/journal-impact
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Essa tabela destaca o papel das interleucinas no contexto da asma, enfatizando os 

efeitos específicos nas células-alvo associadas ao perfil TH2.  

Tabela 1 – Interleucinas e seus efeitos nas células-alvo na asma (perfil TH2) 

 

 

NOME FONTE CÉLULAS-ALVO EFEITOS NAS CÉLULAS-ALVO 

IL-4 Células 

Th2 

Mastócitos, Células T, Células 

B, Macrófagos 

- Diferenciação de células T em 

células Th2 

 - Fator de crescimento de células 

B 

 - Produção de IgG1 e IgE 

IL-5 Células 

Th2 

Eosinófilos, Células B - Crescimento, diferenciação e 

ativação de eosinófilos 

 - Produção de IgA 

IL-9 Células T Mastócitos, Células NK - Sobrevivência e secreção de 

citocinas pelas células T 

 - Crescimento e ativação de 

mastócitos 

IL-13 Células 

Th2 

Células B, Monócitos, 

Fibroblastos, Células epiteliais 

- Produção de IgE 

 - Aumento da produção de muco 

 - Síntese de colágeno 

 - Inibe a produção de citocinas pró-

inflamatórias 

IL-10 Células 

Th2 

Macrófagos, Células B, Células 

Th1, Células dendríticas 

- Inibe a produção de citocinas de 

Th1 (IFN-γ, TNF-β, IL-2) 

 - Inibe a produção de IL-12 por 

macrófagos 

 - Diminui a expressão de MHC 

classe II em células dendríticas 
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As células Th2 também podem estimular a produção de IgE por meio da interação 

com as células B. Em seguida, a IgE se liga a receptores de alta afinidade para IgE (FcεR1) 

presentes nos mastócitos, e a ligação cruzada da IgE na superfície dos mastócitos por 

alérgenos específicos leva à ativação dos mastócitos e à liberação de mediadores, como 

histamina, fator ativador de plaquetas, prostaglandinas e leucotrienos. O aumento da IL-4 

e a IL-13  induzem metaplasia de células caliciformes e produção de MUC5AC, favorecendo 

a produção de muco nas vias aéreas asmáticas. (19). 

Compreende-se que a estimulação de alérgenos das vias aéreas em pacientes com 

asma leva a um aumento dos linfócitos Th, com predominância de Th2. No entanto, a asma 

resulta de um desequilíbrio entre Th1 e Th2 (20).  

Estudos indicam que os sistemas reguladores evitam a expressão excessiva das 

respostas Th1 e Th2, com a IL-10 desempenhando um papel importante nesse processo. 

Apesar de ser inicialmente classificada como uma citocina Th2, sabe-se, hoje, que a IL-10 

é produzida por uma ampla gama de tipos celulares: células dendríticas, monócitos, 

macrófagos, células T (CD4+, CD8+ e NK; linfócitos T regulatórios CD4+ CD25+), 

neutrófilos e células epiteliais21-22.  

A IL-5, secretada pelos linfócitos Th2, desempenha um papel essencial nos 

eosinófilos, influenciando sua ativação, maturação e sobrevivência (23). A secreção de 

citocinas Th2 nas vias aéreas pode promover um padrão inflamatório eosinofílico e 

mastocitário, bem como mudanças estruturais típicas do fenótipo asmático(24). No processo 

asmático, também há uma resposta do sistema imunológico inato, onde o alérgeno se liga 

diretamente à IgE presente na membrana dos mastócitos localizados na mucosa e 

submucosa dos brônquios, o que resulta na liberação de mediadores inflamatórios.  

Durante a inflamação crônica, há proliferação das células epiteliais e miofibroblastos, 

além de um acúmulo de colágeno e proteoglicanos na membrana basal, o que leva ao 

espessamento dos brônquios. O acúmulo de eosinófilos ativados nas vias aéreas gera 

quimiocinas pró-inflamatórias e enzimas citolíticas, incluindo a proteína catiônica 

eosinofílica (ECP) e proteína básica principal, que provocam ruptura da integridade do 

epitélio causando diretamente a hiper-reatividade das vias aéreas(25) . 



16 

 

 

 

A patogênese da asma envolve uma elevação na expressão de diversas proteínas 

relacionadas à inflamação, como citocinas, quimiocinas, enzimas responsáveis pela síntese 

de mediadores inflamatórios, além de receptores e moléculas de adesão celular. Os 

principais objetivos do manejo da asma são alcançar um bom controle dos sintomas e 

reduzir o risco de futuras complicações relacionadas à doença1. O tratamento da asma deve 

incluir o controle dos fatores de risco modificáveis, além do uso de medicamentos que 

variam de acordo com a frequência e gravidade dos sintomas e a função pulmonar. Os 

broncodilatadores b2-agonistas de curta ação são as medicações de escolha para o alívio 

dos sintomas da asma, enquanto os b2-agonistas de longa ação são fármacos que, 

associados à terapia de manutenção com corticosteróides inalatórios, atuam para o melhor 

controle dos sintomas(26).  

Os glicocorticóides são amplamente utilizados no tratamento de doenças 

respiratórias, especialmente na asma e na Doença Pulmonar Obstrutiva Crônica (DPOC), 

devido à sua potente ação anti-inflamatória. A maioria desses medicamentos se enquadra 

nas três categorias principais a seguir: 1) medicamentos de controle de longo prazo; 2) 

medicamentos de alívio rápido; e 3) agentes biológicos. Medicamentos de controle de longo 

prazo reduzem a inflamação das vias aéreas que leva a sintomas crônicos e incluem 

terapias como ICSs, LABAs, LAMAs, modificadores de leucotrienos, teofilina e cromolina27. 

Além disso, os glicocorticóides ajudam a melhorar a função pulmonar e a reduzir a 

frequência e gravidade dos sintomas respiratórios.  

Os glicocorticóides podem provocar osteoporose transitória, aumentando o risco de 

fraturas ósseas devido à inibição da formação óssea e ao aumento da reabsorção óssea28. 

Outro efeito adverso comum é a supressão do sistema imunológico, tornando os pacientes 

mais suscetíveis a infecções9. Portanto, é essencial monitorar atentamente os pacientes 

em tratamento com glicocorticóides para minimizar esses riscos e ajustar a terapia 

conforme necessário. 

Nesse sentido, a Terapia com fotobiomodulação (TFBM) tem se mostrado uma 

alternativa promissora no tratamento da asma, oferecendo benefícios significativos em 

comparação com os glicocorticóides, que são frequentemente utilizados para controlar essa 
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condição. A TFBM utiliza luz de baixa intensidade para estimular as células, promovendo a 

redução da inflamação e a modulação da resposta imunológica sem os efeitos colaterais 

associados aos glicocorticóides.  

 

1.2. Terapia com Fotobiomodulação (TFBM) 

 

Em 1967, a terapia com laser de baixa intensidade (LBI) era utilizada pelo 

pesquisador húngaro Endre Mester, que observou melhora na cicatrização de feridas e 

aumento no crescimento de pelos em experimentos com ratos29. Além do laser 

monocromático coerente, descobriu-se que o diodo emissor de luz (LED) também poderia 

ser utilizado com parâmetros comparáveis para obter os mesmos efeitos biológicos.  

A TFBM é baseada na aplicação de luz de baixa intensidade nos tecidos. Essa luz é 

absorvida por cromóforos celulares específicos, especialmente a citocromo C oxidase, 

localizada na mitocôndria que gera aumento de ATP pela ação dos cromóforos na cadeia 

de transporte de elétrons30. 
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Figura 2. Ilustração do esquema de interação do laser com a célula. Fonte: Adaptado 

de Tuchin VV. Tissue Optics and Photonics: Light-Tissue Interaction II. J Biomed Photonics 

Eng. 2016;2(3):030201. 

 

Alguns estudos têm utilizado a LLLT na área clínica e como resultado têm observado 

melhora nos parâmetros espirométricos, redução da concentração de óxido nítrico exalado, 

melhor controle da exacerbação da asma e consequente redução no uso de 

medicamentos31,32,33. Ainda não se conhecem com exatidão os efeitos sistêmicos da terapia 

com LED, mas acredita-se que possa haver um impacto na inflamação e nas células 

imunológicas de tecidos não adjacentes ao local tratado. Acredita-se que produz um efeito 

analgésico ao diminuir os níveis de mediadores da dor, como prostaglandinas, beta-

endorfinas, interleucina 1-beta e fator de necrose tumoral-alfa, bem como ao melhorar a 

microcirculação local33,34. 

Os mecanismos pelos quais a TFBM induz efeitos sistêmicos ainda não são 

totalmente elucidados. No entanto, há evidências de que a TFBM possa modular a resposta 

inflamatória sistêmica e influenciar células imunes em tecidos distantes do local de 
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irradiação. Propostas mecanísticas incluem o aumento da produção de ATP mitocondrial, 

a liberação de óxido nítrico e a modulação de espécies reativas de oxigênio 36. 

"A versatilidade terapêutica da terapia com fotobiomodulação pode ser atribuída à 

presença da citocromo C oxidase, uma enzima intrínseca à cadeia respiratória mitocondrial 

e sensível à luz, em todas as células eucarióticas. Essa enzima atua como um fotoaceptor 

endógeno, desencadeando uma cascata de eventos bioquímicos que mediam os efeitos 

benéficos da terapia com luz 37. 

A durabilidade dos efeitos do laser no tratamento da inflamação é influenciada por 

vários fatores, incluindo a intensidade da luz, a dose aplicada, e a frequência das sessões. 

Pesquisas já conduzidas revelam que a TFBM promove a redução da inflamação por meio 

da melhora na função mitocondrial e a diminuição da produção de mediadores 

inflamatórios38. 

Um número crescente de estudos em modelos experimentais de doenças 

inflamatórias pulmonares tem mostrado que a terapia com laser de baixa intensidade pode 

ser uma opção terapêutica complementar, com baixo custo e sem efeitos colaterais.                    

No entanto, ainda não há um protocolo bem definido em relação à dosagem ideal para essa 

terapia. 

Fotobiomodulação e doenças pulmonares 

 

Estudos indicam que a TFBM pode reduzir a inflamação brônquica e melhorar a 

função pulmonar ao atuar nas mitocôndrias, aumentando a produção de ATP e promovendo 

a recuperação celular 38. Além disso, a TFBM tem mostrado potencial para diminuir a 

hiperreatividade das vias aéreas e a produção de mediadores inflamatórios, contribuindo 

para um alívio sintomático e mais duradouro 39.  

A terapia com Fotobiomodulação (TFBM) tem demonstrado potencial na modulação 

de processos inflamatórios, conforme evidenciado em diversos estudos. Em modelos 

experimentais de asma, a TFBM reduziu significativamente a infiltração de células 

inflamatórias (neutrófilos, eosinófilos, linfócitos T) e a produção de citocinas pró-
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inflamatórias (IL-4, IL-5, IL-13) no Lavado broncoalveolar (LBA), concomitante ao aumento 

da citocina anti-inflamatória IL-10. Além disso, a FBM atenuou alguns parâmetros da asma, 

incluindo hiperreatividade brônquica e remodelamento das vias aéreas33. 

Em modelos experimentais de doenças pulmonares inflamatórias, TFBM tem 

mostrado capacidade de regular a resposta inflamatória. No modelo de asma induzida por 

HDM, a TFBM (660 nm, 100 mW, 1J e 3J) reduziu o número de neutrófilos, eosinófilos e 

linfócitos T no pulmão, além de diminuir os níveis de IL-4, IL-5 e IL-13, e aumentar a IL-10 

no LBA. A terapia também diminuiu a  infiltração de eosinófilos peribrônquicos, a deposição 

de colágeno, a broncoconstrição e o espessamento das vias aéreas 14. 

A TFBM (660 nm, 30 mW, 5,4J) atenuou a hiperresponsividade brônquica em modelo 

de asma, associada à redução da expressão de RhoA e da inflamação pulmonar. 

Observou-se diminuição de eosinófilos, eotaxina, ICAM-1, citocinas Th2 e STAT6. Esses 

resultados sugerem que a TFBM modula a via RhoA/STAT, reduzindo a inflamação 

pulmonar 40 

Em modelo de DPOC induzido por fumaça de cigarro, a terapia com  

fotobiomodulação (660 nm, 30 mW, 3J/cm²) reduziu a inflamação pulmonar, caracterizada 

pela diminuição de células inflamatórias e de citocinas pró-inflamatórias (IL-1β, IL-6, IL-17, 

TNF-α) no LBA. Adicionalmente, a TFBM atenuou o remodelamento pulmonar, com 

redução da produção de muco, depósito de colágeno e do alargamento alveolar. Esses 

efeitos foram acompanhados por diminuição da expressão do receptor P2X7 e aumento da 

produção de IL-10 41. 

Em modelo experimental de DPOC induzido por fumaça de cigarro, a TFBM (660 

nm, 30 mW, 180s) reduziu significativamente a inflamação pulmonar, caracterizada pela 

diminuição de células inflamatórias e de diversas citocinas e quimiocina (IL-1β, TNF-α, IL-

6, IFN-γ, MCP-1, GM-CSF, KC/CXCL1, LTB4) e aumento da citocina anti-inflamatória IL-

10. Além disso, a TFBM atenuou o remodelamento pulmonar, com redução do depósito de 

colágeno e muco, e modulou a resposta imune, caracterizada por redução de células T 

CD4+ e CD8+ efetoras e aumento de células T reguladoras (CD4+CD25+Foxp3+ e CD4+IL-

10+) 42. 
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Diversos trabalhos indicam que o laser desempenha um papel importante na ação 

anti-inflamatória sobre as células. Em modelos experimentais de doenças inflamatórias 

pulmonares, a TFBM. Estudos sugerem um aumento de células T reguladoras 

(CD4+CD25+Foxp3+) produtoras de IL-10 dentro do pulmão que essas células agem 

suprimindo células T efetoras (CD4+STAT-4+), conhecidas por produzir IFN-γ35. Além 

disso, observou-se uma diminuição na produção de muco, eosinófilos peribrônquicos, 

deposição de colágeno, índice de broncoconstrição, e no espessamento das vias aéreas e 

da musculatura brônquica 36,37. 

Um estudo in vitro demonstrou que a TFBM modula a resposta inflamatória em um 

modelo de sobreposição asma e DPOC (ACO), reduzindo significativamente a expressão 

de citocinas pró-inflamatórias e aumentando a produção da citocina anti-inflamatória (IL-

10). Esses achados sugerem que a TFBM pode exercer um efeito anti-inflamatório e 

imunomodulador, oferecendo uma nova perspectiva para o tratamento da ACO 43. 

Considerando que os efeitos da TFBM sobre o processo inflamatório têm se 

mostrado promissores em estudos relacionados à asma, é fundamental que novas 

pesquisas experimentais sejam conduzidas para avaliar a durabilidade desse efeito em 

doenças pulmonares. Nesse contexto, essa terapia pode representar uma opção 

terapêutica adicional, com custos acessíveis e sem efeitos colaterais, para pacientes com 

asma. 

 

2. OBJETIVOS 

 

 

2.1. Objetivo Geral 

 

Avaliar a durabilidade do efeito da terapia com fotobiomodulação em modelo 

experimental de inflamação alérgica pulmonar, nos tempos de avaliação com 72 horas, 7 

dias e 14 dias,  após o tratamento com laser. 
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2.2. Objetivos Secundários 

 

●  Avaliar a inflamação pulmonar através da contagem de células totais e 

diferenciais no LBA; 

 

●  Quantificar a liberação de citocinas (IL-1𝝱, IL-5, IL-6, IL-10, IL-17, TNF-𝝰 e 

IFN-𝝲) no sobrenadante do LBA; 

 

●  Avaliar a produção de muco e deposição de colágeno nas vias aéreas.  

 

 

 

3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Animais experimentais 

 

Previamente ao início dos experimentos, o projeto do estudo foi submetido à 

apreciação da Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) AN006/2013 da Universidade 

Nove de Julho. Seguimos os Princípios Éticos na Experimentação Animal, adotados pelo 

Colégio Brasileiro de Experimentação Animal – COBEA/Junho de 1991.  

Foi utilizado camundongos Balb/C, fêmeas (maior quantidade disponível no biotério), 

pesando aproximadamente 20-25 gramas, com idade de 6 semanas, os animais foram 

obtidos do biotério de criação da Universidade Nove de Julho e mantidos em condições 

controladas de umidade (50%-60%), luminosidade (12h claro/12h escuro) e temperatura 

(22°C – 25°C) no biotério de experimentação da Universidade Nove de Julho. 
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3.2 Desenho do estudo 

 

O protocolo foi dividido em duas etapas, utilizando 50 camundongos. Ambas as etapas 

com o mesmo protocolo experimental, os grupos foram divididos como o Basal, OVA 72h, 

OVA 1s, OVA 2 s, OVA+L 72h,  OVA+L 1s e OVA+L 2s, escolhidos de forma aleatória. 

 

Figura 3. Fluxograma com os grupos experimentais. Fonte: própria 

 
 

 

3.3 Tamanho da amostra 

 

Foram utilizados 50 camundongos (Balb/C) fêmeas para o projeto, com o tamanho 

amostral calculado com base nos estudos de Silva et al. (2014) e de Brito et al. (2022)40,42.         

A amostra foi dividida em dois conjuntos experimentais, de forma a permitir a realização do 

protocolo experimental em momentos distintos. Na primeira parte do estudo, os animais 

foram distribuídos em 7 grupos experimentais: o grupo basal foi composto por 8 animais, e 
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os outros grupos contaram com 7 animais cada. 

 

3.4 Randomização 

 

Neste estudo foi utilizado a randomização de forma que os animais foram distribuídos 

e escolhidos aleatoriamente para compor os grupos. 

 

3.5 Cegamento 

 

O pesquisador do presente estudo conduziu todo experimento como também a 

realização da avaliação de todas as análises. 

 

3.6 Procedimentos Experimentais 

 

3.6.1 Modelo de inflamação pulmonar alérgica crônica usando Ovalbumina (OVA)   

O procedimento para indução de inflamação alérgica pulmonar crônica usando 

Ovoalbumina (OVA), foi baseado  no estudo de RIGONATO-OLIVEIRA et al 2019 14, e 

constituiu as seguintes etapas: primeiro os animais foram sensibilizados com injeção 

subcutânea (s.c) de 4 µg de OVA (Sigma) juntamente com solução de Alum gel nos dias 0 

e 14 e  a partir do dia 21 os animais foram submetidos ao desafio orotraqueal com 10 µg 

de OVA, 3 vezes por semana durante 5 semanas (Grupo 2s), 4 semanas (Grupo 1s) e 3 

semanas (Grupo 72h). Para esse procedimento os animais serão submetidos à 

imobilização adequada em uma posição que permite o acesso apropriado a via de 

administração, para aplicação da anestesia com injeção intramuscular (i.m.) de xilazina 2% 

(0,06ml/100g) + cetamina 10% (0,08ml/100g). Minutos após será realizada a instilação de 

OVA (Figura 4). 
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Figura 4. Demonstração de sensibilização e administração orotraqueal (o.t.) de OVA. 

 

3.6.2 Terapia com FBM 

 

A TFBM foi baseada no estudo de RIGONATO-OLIVEIRA et al 2019 14, então os 

animais foram irradiados com um laser de diodo CW Continuous Wave (Onda Contínua) 

(Figura 5), com potência de 100 mW e comprimento de onda de 660nm irradiando uma 

área de 0,045 J/cm2 com 3J de energia.  Uma hora após o primeiro desafio (Grupo OVA+L), 

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). Após a primeira 

irradiação com laser os animais continuaram a receber o desafio antigênico com OVA até 

o dia da eutanásia (72h, 1 ou 2 semanas). 

 

Tabela 1. Parâmetros dosimétricos do laser em baixa intensidade. 
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Figura 5. Laser de diodo utilizado no protocolo experimental. Marca: MMO Optics/ 
Modelo: TF Premier PLUS. 
 
 

 

Energia Radiante (J) 3J 

Comprimento de onda (nm) 660 

Largura espectral ± 20 

Modo de operação Contínuo 

Potência radiante média (mW) 100 mW 

Exposição radiante (J/cm²) 66 

Área do feixe no alvo (cm²) 0,045 

Tempo de exposição (s) 30 s 

Frequência Única 

Pontos de aplicação 3 Pontos 

Técnica de Aplicação 1cm distância 
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Figura 6. Pontos de aplicação do laser em baixa intensidade. 
 

 

 

 

 

3.6.3 Grupos Experimentais 

 

 
 
Figura 7. Desenho experimental. 
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3.7 Eutanásia 

 

Cada grupo foi submetido à aplicação da anestesia com injeção intraperitoneal (i.p.) 

de xilazina 2% (0,06ml/100g) + cetamina 10% (0,08ml/100g), comumente utilizada na 

experimentação com roedores. A substância foi administrada minutos antes da 

exsanguinação, utilizando uma seringa de 1mL e agulha hipodérmica 25x5 mm. Após as 

coletas, todos foram acondicionados e descartados como lixo hospitalar (ou resíduo de 

serviço de saúde). 

 

3.8 Desfecho 

 

3.8.1 Avaliação da inflamação pulmonar no lavado broncoalveolar (LBA) 

 

Após anestesia os animais foram traqueostomizados e canulados e os pulmões 

lavados com 3 x 0,5 ml de tampão fosfato salino (PBS).  

O volume do lavado recuperado foi centrifugado a 1600 rpm a 4°C por 5 minutos. O 

sobrenadante será armazenado a -70°C para análise das citocinas por meio de ELISA. O 

botão celular foi ressuspendido em 1 ml de tampão fosfato salino (PBS) e utilizado para a 

determinação do número de células totais no LBA realizado por meio de contagem na 

Câmara de Neubauer. (LIGEIRO DE OLIVEIRA et al., 2004; DE OLIVEIRA et al., 2007; DE 

OLIVEIRA et al., 2010)44,45,46O restante do material ressuspendido foi utilizado para 

preparação de lâminas de cytospin. Foram utilizados 200µl de amostra de cada animal para 

contagem diferencial das células, centrifugadas por 10 minutos, 450 rpm no equipamento 

de modelo Cytospin-2, Shandon Intruments Sewickley, PA. As lâminas foram coradas 

através da técnica de coloração Instant Prov: 1) colocar as lâminas na cuba corante Instant 

Prov I, deixar por 10 segundos, retirar e deixar escorrer por 5 segundos. (2) Colocar as 

lâminas na cuba corante Instant Prov II, deixar por 10 segundos, retirar e deixar escorrer 

por 5 segundos. (3) Colocar as lâminas na cuba corante Instant Prov III, deixar por 20 

segundos, retirar, deixar escorrer por 5 segundos e lavar as lâminas em água corrente. 

Após a coloração 300 células foram contadas para a determinação da contagem diferencial.  
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3.8.2 Avaliação dos níveis de citocinas no LBA por ELISA 

 

Os níveis de IL-1𝝱, IL-5, IL-6, IL-10, IL-17, TNF-𝝰 e IFN-𝝲 no sobrenadante do LBA 

foram avaliados através do kit Biolegends e R&D Systems. O ELISA é abreviatura para 

Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay(ensaio do imunoadsorvente ligado à enzima). A 

quantificação das citocinas foi realizada de acordo com as instruções dos fabricantes. 

 

 

3.8.3 Avaliação do remodelamento das vias aéreas através da histomorfometria 

 

Os pulmões foram fixados em formaldeído 10% sob pressão constante de 20 cmH2O 

por 24h. O material foi colocado em parafina para confecção das lâminas histológicas para 

posterior marcação específica pela técnica de histoquímica (Theodoro et al., 2017). 

Com o intuito de avaliar os efeitos da terapia sobre a proporção de fibras colágenas 

na parede das vias aéreas e produção de muco, os pulmões esquerdos foram coletados, 

fixados em formalina 10% e embebidos em parafina, cortes de 4𝝻m de espessura serão 

realizados e as lâminas coradas com Picrossírius para detecção das fibras de colágeno, 

ácido periódico de schiff (PAS) para detecção de muco. Foram analisadas 15 vias aéreas 

de cada animal. A análise quantitativa foi realizada através da técnica morfométrica e os 

parâmetros morfológicos foram avaliados através do software Image Pró Plus (versão 4.5, 

NIH, Maryland, EUA). 

 

3.9 Análise estatística  

 

 Os dados foram analisados através do software GraphPad Prism 5.0 (EUA) com 

distribuição paramétrica, foram submetidos ao teste One-way ANOVA seguido pelo teste 

de 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 

GraphPad Prism 5.0 (EUA).  
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4. Desfecho  

 No painel A observamos que os grupos OVA em todos os tempos analisados (72h, 1s e 2s), 

apresentam um aumento significativo no total de células recuperadas do LBA em relação ao grupo 

Basal. Por outro lado, verificamos que os grupos OVA+PBM (72h, 1s e 2s), apresenta uma redução 

significativa no total de células recuperadas do LBA comparados aos respectivos grupos OVA (Figura 

8A). 

        Já no painel B, notamos aumento significativo do número de eosinófilos recuperados do LBA 

nos grupos OVA (72h, 1s e 2s) quando comparados ao grupo Basal. Por outro lado, os grupos 

OVA+PBM (72h, 1s e 2s), demonstraram uma redução significativa na contagem de eosinófilos 

recuperados do LBA em relação aos respectivos grupos OVA (Figura 8B). 
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Figura 8. Durabilidade do efeito da TFBM sobre o número de células totais (A) e eosinófilos (B)  

recuperadas do LBA. Os grupos usados no estudo foram Basal (não manipulados), OVA 72h, OVA 1s 

e OVA 2s (animais desafiados com OVA e sacrificados após 72h, 1 semana e 2 semanas do último 

desafio), OVA 72h+FBM, OVA 1s+FBM e OVA 2s+FBM (animais desafiados com OVA, irradiados com 

laser, sacrificados após 72h, 1 semana e 2 semanas do último desafio). Os resultados foram 

expressos em média ± SEM de 5-8 animais por grupo. *** p<0,001 em relação ao grupo Basal; f 

p<0,001 em relação ao respectivo grupo OVA. 

       Na figura 9 (Painel A), observamos aumento significativo nos grupos OVA em todos os tempos 

estudados (72h, 1s e 2s) na contagem de macrófagos recuperados do LBA em relação ao grupo 

Basal. Com relação aos grupos OVA+FBM (72h, 1s e 2s), não verificamos diferença significativa em 

nenhum dos grupos avaliados. 

 No painel B, verificamos aumento significativo nos grupos OVA (72h, 1s e 2s), no número 

de linfócitos recuperados do LBA em comparação ao grupo Basal. Por outro lado, observamos uma 

redução significativa na contagem de linfócitos recuperados do LBA nos grupos OVA+FBM em todos 

os tempos estudados (72h, 1s e 2s) quando comparados aos respectivos grupos OVA (Figura 9B). 
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Figura 9. Durabilidade do efeito da TFBM sobre o número macrófagos (A) e linfócitos (B)  

recuperadas do LBA. Os grupos usados no estudo foram Basal (não manipulados), OVA 72h, OVA 1s 

e OVA 2s (animais desafiados com OVA e sacrificados após 72h, 1 semana e 2 semanas do último 

desafio), OVA 72h+FBM, OVA 1s+FBM e OVA 2s+FBM (animais desafiados com OVA, irradiados com 

laser, sacrificados após 72h, 1 semana e 2 semanas do último desafio). Os resultados foram 

expressos em média ± SEM de 5-8 animais por grupo. ** p<0,01; *** p<0,001 em relação ao grupo 

Basal; f p<0,001 em relação ao respectivo grupo OVA. 
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 A figura 10 (Painel A), verificamos aumento dos níveis de IL-4 no sobrenadante do LBA dos 

grupos OVA (72h, 1s e 2s) em todos os tempos analisados em relação ao grupo Basal. Por outro lado, 

verificamos redução dos níveis dessa citocina no sobrenadante do LBA nos grupos OVA+PBM (72h, 

1s e 2s) quando comparados aos respectivos grupos OVA. 

 No painel B, observamos aumento dos níveis de IL-5 no sobrenadante do LBA nos grupos 

OVA em todos os tempos analisados (72h, 1s e 2s) em comparação ao grupo Basal. Por outro lado, 

os grupos OVA+PBM (72h, 1s e 2s) apresentam redução significativa dos níveis de IL-5 em relação 

aos respectivos grupos OVA (Figura 10B). 
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Figura 10. Durabilidade do efeito da TFBM sobre os níveis de IL-4 (A) e IL-5 (B) no sobrenadante 

do LBA. Os grupos usados no estudo foram Basal (não manipulados), OVA 72h, OVA 1s e OVA 2s 

(animais desafiados com OVA e sacrificados após 72h, 1 semana e 2 semanas do último desafio), 

OVA 72h+FBM, OVA 1s+FBM e OVA 2s+FBM (animais desafiados com OVA, irradiados com laser, 

sacrificados após 72h, 1 semana e 2 semanas do último desafio). Os resultados foram expressos em 

média ± SEM de 5-8 animais por grupo. *** p<0,001 em relação ao grupo Basal; D p<0,05; f p<0,001 

em relação ao respectivo grupo OVA. 

 Na figura 11, observamos aumento nos níveis de IL-1β (Painel A), TNF-α (Painel B) e IL-17 

(Painel C) no sobrenadante do LBA nos grupos OVA em todos os tempos analisados (72h, 1s e 2s) 

em relação ao grupo Basal. Por outro lado, verificamos redução significativa nos níveis de IL-1β  

(Painel A) e IL-17 (Painel C) no sobrenadante do LBA nos grupos OVA+PBM (72h, 1s e 2s) quando 

comparados aos respectivos grupos OVA. No entanto, não verificamos nenhuma diferença 

significativa nos níveis de TNF-α nos grupos OVA+FBM em nenhum dos tempos avaliados (Figura 

11B).  
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Figura 11. Durabilidade do efeito da TFBM sobre os níveis de IL-1b (A), TNF-a )B) e IL-17 (C)  no 

sobrenadante do LBA. Os grupos usados no estudo foram Basal (não manipulados), OVA 72h, OVA 

1s e OVA 2s (animais desafiados com OVA e sacrificados após 72h, 1 semana e 2 semanas do último 

desafio), OVA 72h+FBM, OVA 1s+FBM e OVA 2s+FBM (animais desafiados com OVA, irradiados com 
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laser, sacrificados após 72h, 1 semana e 2 semanas do último desafio). Os resultados foram 

expressos em média ± SEM de 5-8 animais por grupo. *** p<0,001 em relação ao grupo Basal; D 

p<0,05; f p<0,001 em relação ao respectivo grupo OVA. 

 Não verificamos nenhuma diferença estatística nos grupos OVA em nenhum período 

avaliado com relação aos níveis de IL-10 no sobrenadante do LBA (Figura 12A). No entanto, 

observamos aumento significativo de IL-10 no sobrenadante do LBA nos grupos OVA+FBM em todos 

os tempos analisados (72h, 1s e 2s) em relação aos respectivos grupos OVA.  

 Já na figura 12 (Painel B) verificamos aumento significativo nos níveis de IFN-γ no 

sobrenadante do LBA nos grupos OVA em todos os tempos analisados (72h, 1s e 2s) em comparação 

ao grupo Basal. Por outro lado, os grupos OVA+PBM (72h, 1s e 2s) apresentam níveis reduzidos de 

IFN-γ no sobrenadante do LBA em relação aos respectivos grupos OVA. 
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Figura 12. Durabilidade do efeito da TFBM sobre os níveis de IL-10 (A) e IFN-g (B) no sobrenadante 

do LBA. Os grupos usados no estudo foram Basal (não manipulados), OVA 72h, OVA 1s e OVA 2s 

(animais desafiados com OVA e sacrificados após 72h, 1 semana e 2 semanas do último desafio), 

OVA 72h+FBM, OVA 1s+FBM e OVA 2s+FBM (animais desafiados com OVA, irradiados com laser, 

sacrificados após 72h, 1 semana e 2 semanas do último desafio). Os resultados foram expressos em 

média ± SEM de 5-8 animais por grupo. *** p<0,001 em relação ao grupo Basal; D p<0,05; f p<0,001 

em relação ao respectivo grupo OVA. 
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