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RESUMO 

A lesão pulmonar aguda (LPA) é uma condição inflamatória grave caracterizada pelo 

acúmulo de células inflamatórias e aumento da permeabilidade da barreira alvéolo-

capilar, frequentemente associada à sepse e ao desenvolvimento da síndrome do 

desconforto respiratório agudo (SDRA). A terapia com fotobiomodulação (TFBM) 

destaca-se como alternativa não farmacológica, de baixo custo e sem efeitos adversos 

conhecidos, com reconhecida ação anti-inflamatória e moduladora da resposta imune. 

Este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da TFBM local e sistêmica sobre a 

resposta inflamatória em modelo experimental de LPA induzida por lipopolissacarídeo 

(LPS) em camundongos C57BL/6. A inflamação foi induzida por instilação orotraqueal 

de LPS (10 µg/animal), e o tratamento iniciou-se 1 hora após, com três aplicações a 

intervalos de 1 hora. Utilizou-se laser vermelho (660 nm, 30 mW, 60 s/ponto, 60 J/cm²) 

aplicado na região torácica (TFBM local), na artéria caudal (TFBM sistêmica) ou de 

forma combinada. Setenta e duas horas após a indução, foram analisadas amostras do 

lavado broncoalveolar (LBA), sangue periférico e lavado femoral para contagem celular 

total e avaliação de citocinas (IL-1β, IL-6, IL-17A, TNF-α, CXCL1 e IL-10). O grupo 

LPS apresentou aumento significativo da celularidade no LBA e leucocitose periférica, 

acompanhados de redução da celularidade medular. Todos os protocolos de TFBM 

reduziram a infiltração celular pulmonar, restauraram a celularidade femoral e 

normalizaram os níveis de leucócitos circulantes. No LBA, a TFBM atenuou os níveis de 

IL-6, TNF-α e CXCL1 em todos os protocolos, enquanto IL-17A e IL-10 foram 

aumentadas preferencialmente pelas modalidades sistêmica e combinada. Na medula, 

observou-se redução dos níveis de IL-6 em todos os grupos tratados e diminuição de IL-

17A e IL-1β principalmente no protocolo combinado, ao passo que, no soro, apenas a IL-

6 foi parcialmente revertida pelo tratamento combinado. Esses achados indicam que, em 

72 horas, a TFBM principalmente nas modalidades sistêmica e combinada são capazes 

de modular de forma integrada a celularidade inflamatória e eixos de citocinas nos 

compartimentos pulmonar e hematopoiético, reforçando seu potencial como terapia 

adjuvante, segura e não invasiva para o controle da inflamação pulmonar aguda e a 

regulação do equilíbrio imunológico. 

Palavras-chave: Lesão Pulmonar Aguda; Terapia com Fotobiomodulação; 

Lipopolissacarídeo; Inflamação; Modulação imunológica; Citocinas. 
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ABSTRACT 

Acute lung injury (ALI) is a severe inflammatory condition characterized by the 

accumulation of inflammatory cells and increased permeability of the alveolar–capillary 

barrier, frequently associated with sepsis and the development of acute respiratory 

distress syndrome (ARDS). Photobiomodulation therapy (PBMT) stands out as a non-

pharmacological, low-cost approach with no known adverse effects, with well-recognized 

anti-inflammatory and immunomodulatory actions. This study aimed to evaluate the 

effects of local and systemic PBMT on the inflammatory response in an experimental 

model of LPS-induced ALI in C57BL/6 mice. Inflammation was induced by orotracheal 

instillation of LPS (10 µg/animal), and treatment began 1 hour later, with three 

applications at 1-hour intervals. A red laser (660 nm, 30 mW, 60 s/point, 60 J/cm²) was 

applied to the thoracic region (local PBMT), to the tail artery (systemic PBMT), or in a 

combined manner. Seventy-two hours after induction, bronchoalveolar lavage fluid 

(BALF), peripheral blood, and femoral lavage samples were analyzed for total cell counts 

and cytokine assessment (IL-1β, IL-6, IL-17A, TNF-α, CXCL1, and IL-10). The LPS 

group showed a significant increase in BALF cellularity and peripheral leukocytosis, 

accompanied by reduced bone marrow cellularity. All PBMT protocols reduced 

pulmonary cell infiltration, restored femoral cellularity, and normalized circulating 

leukocyte levels. In BALF, PBMT attenuated IL-6, TNF-α, and CXCL1 levels across all 

protocols, whereas IL-17A and IL-10 were preferentially increased by the systemic and 

combined modalities. In bone marrow, IL-6 levels were reduced in all treated groups, and 

IL-17A and IL-1β were decreased mainly in the combined protocol, while in serum only 

IL-6 was partially reversed by the combined treatment. These findings indicate that at 72 

hours PBMT particularly the systemic and combined modalities can integratively 

modulate inflammatory cellularity and cytokine axes in pulmonary and hematopoietic 

compartments, reinforcing its potential as a safe, non-invasive adjuvant therapy for 

controlling acute pulmonary inflammation and regulating immune homeostasis. 

Keywords: Acute lung injury; Photobiomodulation Therapy; Lipopolysaccharide; 

Inflammation; Immunomodulation; Cytokines. 

 

 

 

 

 

 



10 
 

DESTAQUES 

 

Proposta inovadora: 

• O estudo investigou, um modelo experimental da fase intermediaria da lesão 

pulmonar aguda induzida por LPS, os efeitos comparativos da Terapia com 

fotobiomodulação aplicada por vias local, sistêmica e combinada, explorando o 

eixo medula–sangue–pulmão como um sistema integrado de resposta 

inflamatória. 

Abordagem multicompartimental: 

• A pesquisa avaliou simultaneamente a celularidade do lavado broncoalveolar, 

sangue periférico e medula óssea, permitindo compreender de forma inédita como 

a inflamação pulmonar afeta a celularidade nos diferentes compartimentos. 

Evidência de modulação imunológica sistêmica: 

• Os resultados demonstraram que a fotobiomodulação não atua apenas no local da 

inflamação, mas também restaura a homeostase hematopoiética e reduz a 

leucocitose periférica, evidenciando um efeito imunomodulador sistêmico 

coordenado.  

Modelo experimental robusto e reprodutível: 

• A indução da LPA por instilação orotraqueal de LPS reproduziu de forma 

controlada e confiável os eventos celulares e moleculares da Síndrome do 

Desconforto Respiratório Agudo, consolidando o modelo como plataforma 

experimental para avaliação terapêutica. 

Potencial translacional e terapêutico: 

• Os achados reforçam a fotobiomodulação como terapia adjuvante, não invasiva e 

de baixo custo, com potencial aplicação clínica no manejo de doenças 

inflamatórias pulmonares agudas, incluindo quadros relacionados à Síndrome do 

Desconforto Respiratório Agudo. 
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HIGHLIGHTS 

 

Innovative proposal: 

• The study investigated, in an experimental model of the intermediate phase of 

LPS-induced acute lung injury, the comparative effects of photobiomodulation 

therapy delivered via local, systemic, and combined routes, exploring the bone 

marrow–blood–lung axis as an integrated inflammatory response system. 

Multicompartmental approach: 

• The research simultaneously evaluated the cellularity of bronchoalveolar lavage, 

peripheral blood, and bone marrow, providing an unprecedented understanding of 

how pulmonary inflammation affects cellularity across different compartments. 

Evidence of systemic immunomodulation: 

• The results demonstrated that photobiomodulation acts not only at the site of 

inflammation but also restores hematopoietic homeostasis and reduces peripheral 

leukocytosis, revealing a coordinated systemic immunomodulatory effect. 

Robust and reproducible experimental model: 

• The induction of ALI by orotracheal instillation of LPS reliably reproduced the 

cellular and molecular events characteristic of acute respiratory distress syndrome 

(ARDS), consolidating the model as a robust platform for therapeutic evaluation. 

Translational and therapeutic potential:  

• The findings reinforce photobiomodulation as an adjuvant, noninvasive, and low-

cost therapy with potential clinical application in the management of acute and 

inflammatory lung diseases, including conditions related to Acute Respiratory 

Distress Syndrome. 
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RESUMO PARA LEIGOS 

A lesão pulmonar aguda é uma inflamação grave nos pulmões que pode surgir em 

situações como infecções respiratórias, inalação de substâncias tóxicas ou complicações 

durante internações hospitalares. Nessa condição, os pulmões ficam cheios de células 

inflamatórias e líquido, dificultando a respiração e a troca de oxigênio. Neste estudo, 

foram usados camundongos para entender melhor como a fotobiomodulação uma técnica 

que utiliza luz de baixa intensidade (laser vermelho) pode ajudar o organismo a controlar 

essa inflamação. Essa luz não causa dor nem aquece o tecido, mas estimula as células a 

trabalharem melhor, ajudando o corpo a se recuperar. Os animais receberam uma 

substância chamada LPS, que provoca inflamação nos pulmões de forma semelhante ao 

que ocorre em doenças respiratórias em humanos. Depois, eles foram tratados com o laser 

de duas formas: diretamente sobre a região dos pulmões (aplicação local) e sobre a artéria 

da cauda (aplicação sistêmica), que espalha os efeitos por todo o corpo. Os resultados 

mostraram que o tratamento com luz diminuiu a inflamação nos pulmões, ajudou a 

equilibrar as células do sangue e da medula óssea e reduziu os sinais de resposta 

inflamatória exagerada. Isso significa que a terapia com fotobiomodulação ajudou o corpo 

a controlar melhor a inflamação e a restaurar o equilíbrio do sistema imunológico. Essas 

descobertas indicam que a fotobiomodulação pode ser uma terapia simples, segura e de 

baixo custo, com potencial para auxiliar no tratamento de doenças respiratórias 

inflamatórias tanto agudas quanto crônicas, melhorando a recuperação e a qualidade de 

vida dos pacientes. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 LESÃO PULMONAR AGUDA (LPA) 

A Lesão Pulmonar Aguda (LPA) é uma condição inflamatória grave caracterizada 

por comprometimento da troca gasosa, infiltração de células inflamatórias e aumento da 

permeabilidade da barreira alvéolo-capilar. Essa condição representa uma das principais 

causas de insuficiência respiratória aguda em pacientes hospitalizados, e sua forma mais 

severa é conhecida como Síndrome do Desconforto Respiratório Agudo (SDRA), 

frequentemente associada a elevadas taxas de morbimortalidade. 1–3 

Na fisiopatologia da LPA, ocorre um desequilíbrio entre os mecanismos pró e 

anti-inflamatórios, levando à destruição tecidual, acúmulo de líquido nos alvéolos e 

prejuízo na oxigenação sanguínea. As causas são diversas e incluem infecções 

bacterianas, virais, aspiração de conteúdo gástrico, trauma torácico e inalação de agentes 

tóxicos. 4–6 A LPA pode evoluir com importantes alterações fisiológicas, como redução 

da complacência pulmonar, hipoxemia e aumento da resistência vascular pulmonar. Em 

nível histopatológico, observa-se edema alveolar, deposição de fibrina, espessamento da 

membrana hialina e infiltração de neutrófilos. Essas alterações comprometem a função 

respiratória e, sem tratamento adequado, podem evoluir para falência respiratória e óbito.7 

Durante sua progressão, a LPA apresenta duas fases distintas: a fase exsudativa e 

a fase fibroproliferativa. Na fase exsudativa ocorre ativação do sistema de coagulação, 

produção de citocinas pró-inflamatórias e quimiocinas, que promovem influxo de 

neutrófilos, monócitos/macrófagos e linfócitos para a lesão pulmonar. A liberação 

desregulada de mediadores citotóxicos, espécies reativas de oxigênio e nitrogênio, 

elastase e metaloproteinases de matriz (MMPs) resulta em lesão do endotélio e epitélio 

pulmonar. Se esses danos forem persistentes, ocorre comprometimento funcional 

prolongado. 8 

A fase fibroproliferativa ocorre geralmente após três dias do início da lesão, 

sobrepondo-se aos eventos inflamatórios. Os espaços alveolares tornam-se preenchidos 

por células mesenquimais (fibroblastos e miofibroblastos), enquanto células epiteliais 

alveolares do tipo II proliferam para substituir células do tipo I necróticas. Essa resposta 

fibroproliferativa exacerbada está associada à maior mortalidade e prolongamento da 
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ventilação mecânica. Pacientes internados em unidades de terapia intensiva estão sob 

potencial redução da competência imune, e infecções bacterianas hospitalares constituem 

fator de risco significativo para o desenvolvimento da LPA. 8–12 Na tabela 1 observamos 

os fatores etiológicos comumente associados ao desenvolvimento da lesão pulmonar 

aguda. 

TABELA 1 – Fatores etiológicos mais comuns associados ao desenvolvimento da LPA 

Tipo de causa Fator desencadeante Mecanismo principal 

Diretas 

(pulmonares) 

Pneumonia 

bacteriana ou viral 

Infecção alveolar direta com 

liberação de citocinas inflamatórias e 

recrutamento de neutrófilos. 
 

Aspiração de 

conteúdo gástrico 

Lesão química do epitélio alveolar e 

aumento da permeabilidade capilar. 
 

Inalação de fumaça 

ou gases tóxicos 

Danos oxidativos diretos ao epitélio 

e endotélio pulmonar. 
 

Contusão pulmonar 

(trauma torácico) 

Ruptura capilar e extravasamento de 

plasma e proteínas no espaço 

alveolar. 
 

Ventilação mecânica 

excessiva (VILI) 

Sobredistensão alveolar e estresse 

oxidativo induzido por volume 

corrente elevado. 

Indiretas 

(extrapulmonares) 

Sepse sistêmica Liberação sistêmica de mediadores 

inflamatórios que atingem o 

endotélio pulmonar. 
 

Pancreatite aguda Liberação de enzimas digestivas e 

citocinas inflamatórias que causam 

dano endotelial pulmonar. 
 

Politraumatismos / 

fraturas múltiplas 

Liberação de mediadores 

inflamatórios e microêmbolos 

gordurosos que comprometem a 

microcirculação pulmonar. 
 

Transfusão sanguínea 

maciça (TRALI) 

Reação imunológica entre anticorpos 

do doador e leucócitos do receptor, 

causando edema alveolar. 
 

Queimaduras 

extensas 

Liberação sistêmica de mediadores 

inflamatórios e aumento da 

permeabilidade vascular. 

Fonte: Elaborado pelo autor, adaptado de referências 1–12 
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1.2 LPS: ENDOTOXINA E RESPOSTA IMUNE 

O Lipopolissacarídeo (LPS), ou endotoxina, é um dos principais elementos 

presentes em bactérias Gram-negativas, sendo essencial para sua sobrevivência e 

patogenicidade, desempenhando um papel crucial no desencadeamento de respostas 

imunes e inflamatórias. É amplamente utilizado em modelos experimentais de inflamação 

aguda pulmonar por sua capacidade de ativar de forma intensa o sistema imune inato.12–

14 

O LPS é composto por um glicolipídeo que inclui um polissacarídeo hidrofílico 

(conhecido como Antígeno-O) e um domínio hidrofóbico altamente conservado, 

chamado lipídio A. O lipídio A é o principal responsável pela atividade biológica do LPS, 

sendo a porção que interage diretamente com o sistema imune. 15 

 

Figura 1. Estrutura da parede celular de bactérias Gram-negativas. Esquema ilustrando o 

lipopolissacarídeo (polissacarídeo O e lipídio A/endotoxina) na membrana externa, associada a 

fosfolipídios, lipoproteínas e porinas, sobre a camada de peptidoglicano e a membrana plasmática interna 

rica em proteínas. 

Fonte: Elaborado pelo autor 

 

A resposta imunológica se desenvolve através de uma série de mecanismos 

destinados a proteger o organismo contra patógenos, diferenciando entre substâncias 

próprias (self) e estranhas (non-self). Esses processos são atribuídos ao sistema 

imunológico inato e adaptativo. 16 



24 
 

A imunidade inata é a primeira linha de defesa contra os patógenos. Os receptores 

do sistema imune inato têm a capacidade de identificar componentes específicos 

encontrados em bactérias, vírus ou fungos, conhecidos como Padrões Moleculares 

Associados a Patógenos (PAMPs). Além dos PAMPs, o sistema imunológico inato 

também pode reconhecer Moléculas Associadas a Dano (DAMPs), que são liberadas por 

células danificadas ou mortas. 15 

As células do sistema imunológico inato, como macrófagos e células dendríticas, 

expressam receptores chamados TLRs (Toll-like receptors). Esses receptores 

desempenham papéis essenciais na detecção de diversos padrões moleculares associados 

a patógenos e moléculas de dano. O reconhecimento desses padrões leva à geração de 

citocinas, quimiocinas e moléculas coestimuladoras, que ajudam a eliminar os patógenos 

e a iniciar uma resposta inflamatória. 17–19 

Para que o LPS cause seus efeitos no organismo, é necessário que se ligue a 

receptores específicos, principalmente ao Toll-like receptor 4 (TLR4). No entanto, outras 

moléculas também são necessárias para que o LPS inicie a cascata de sinalização através 

do TLR4. Pesquisas mostram que o LPS se liga a uma proteína no sangue chamada LBP 

(Lipopolysaccharide Binding Protein), formando um complexo que se acopla aos 

receptores CD14. Esses receptores estão localizados na membrana das células do sistema 

imunológico e são fundamentais para o reconhecimento do LPS. 20,21 

Vale destacar que o CD14 não possui um domínio intracelular e, portanto, não 

pode ativar a célula sozinho. Para isso, o TLR4 entra em ação. O TLR4, junto com a 

proteína MD-2 (Myeloid Differentiation Protein-2), amplifica a resposta celular ao LPS. 

Quando ativado, o TLR4 e o complexo MD-2 promovem a ativação de um fator de 

transcrição inflamatório chamado NF-κB (Nuclear Factor κB). O NF-κB então regula a 

expressão de vários genes relacionados à inflamação e à resposta imune. 22,23 

Entre os genes regulados pelo NF-κB estão citocinas inflamatórias como IL-1β, 

IL-17, IL-6, IL-12, IL-8 e TNF-α (Fator de Necrose Tumoral α). Esses genes codificam 

proteínas envolvidas na resposta inflamatória e na defesa contra patógenos. Além disso, 

o NF-κB regula fatores de crescimento como TGF-β e VEGF, a enzima COX-2 

(Ciclooxigenase-2), moléculas de adesão como ICAM-1, VCAM-1 e E-selectina, e 

enzimas microbicidas como a iNOS (Óxido Nítrico Sintase Induzida). 24,25 



25 
 

 

 

Figura 2. Resumo da cascata de ativação via TLR4; O LPS da parede da bactéria Gram-negativa se liga 

ao LBP e este se acopla aos receptores CD14, o TLR4 se liga a proteína MD-2 aumentando a responsividade 

ao LPS, iniciando a cascata de sinalização ativando o NK-kB. 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

Durante esse processo, ocorre também a ativação de neutrófilos e macrófagos, que 

liberam Espécies Reativas de Oxigênio e Nitrogênio (ERONs) e enzimas proteolíticas, 

como elastase e mieloperoxidase (MPO). Embora essas substâncias sejam essenciais para 

eliminar microrganismos invasores, seu excesso pode causar dano tecidual e contribuir 

para a lesão pulmonar. Posteriormente, o sistema imunológico adaptativo é ativado, com 

a participação de linfócitos T e linfócitos B, que produzem citocinas regulatórias e 

anticorpos, participando tanto da amplificação quanto da resolução da resposta 

inflamatória. Assim, o LPS constitui um importante modelo para o estudo dos 

mecanismos inflamatórios pulmonares, permitindo compreender as interações entre 

células, mediadores e receptores envolvidos na resposta imune que leva à lesão alveolar 

e à inflamação local. 12,24 

 

1.3 LPS E LESÃO PULMONAR AGUDA EXPERIMENTAL 

Após a ativação dos receptores TLR e a produção de mediadores inflamatórios, 

ocorre um grande recrutamento de células inflamatórias para os pulmões, especialmente 
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de neutrófilos. A presença dessas células nos alvéolos pulmonares é característica da lesão 

pulmonar aguda e está relacionada à gravidade da hipoxemia e ao aumento da 

permeabilidade da barreira alvéolo-capilar. 26 

A ativação e migração dos neutrófilos também indicam a progressão da 

inflamação pulmonar. O recrutamento excessivo dessas células pode ser causado por 

estímulos nocivos que levam ao aumento das traps extracelulares (NETs), envolvidas na 

lesão pulmonar. 27,28 

Além disso, os neutrófilos contêm vesículas secretoras que liberam enzimas e 

substâncias inflamatórias, como elastase e ERONs. Essas substâncias são importantes 

para combater infecções, mas também podem causar danos ao tecido pulmonar. 29–31 

 Durante a fase proliferativa da inflamação, mecanismos de recuperação são 

ativados para tentar restaurar a função pulmonar. Porém, se o reparo for insuficiente, o 

tecido pulmonar se torna fibrótico, com consequente redução da elasticidade e das trocas 

gasosas. 32 

Os mecanismos que causam a lesão pulmonar aguda podem ser estudados usando 

o LPS administrado diretamente nas vias aéreas. Quando administrado via orotraqueal, o 

LPS induz alterações locais na função das células pulmonares e provoca respostas 

inflamatórias que envolvem aumento da permeabilidade microvascular, acúmulo de 

exsudato e infiltração neutrofílica nos espaços alveolares. 33 A exposição ao LPS também 

leva à liberação de mediadores inflamatórios produzidos por monócitos, macrófagos e 

neutrófilos, resultando em inflamação e lesão tecidual. 34–36 

Nesse cenário, os macrófagos desempenham papel central na determinação da 

progressão ou resolução da lesão pulmonar. Essas células apresentam elevada 

plasticidade funcional e podem assumir perfis distintos, descritos na literatura como M1 

(pró-inflamatórios) e M2 (anti-inflamatórios/reparadores), caracterizados por diferentes 

repertórios de citocinas e funções efetoras. Macrófagos M1 produzem mediadores como 

TNF-α, IL-1β e IL-6, favorecendo a amplificação da resposta inflamatória, enquanto 

macrófagos M2 secretam IL-10, TGF-β e fatores de crescimento envolvidos nos 

processos de reparação tecidual.8,11,12 

Na lesão pulmonar aguda induzida por LPS, essa alternância funcional se reflete 

também na dinâmica temporal do infiltrado celular. Nas primeiras horas após o insulto, 
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predominam neutrófilos, cuja rápida mobilização caracteriza a fase inicial e mais 

agressiva da inflamação pulmonar. À medida que o processo evolui, especialmente entre 

48 e 72 horas, observa-se uma transição gradual para um infiltrado predominantemente 

composto por macrófagos, que passam a exercer funções associadas à contenção do dano 

e ao início da resolução inflamatória.14–19 Essa evolução temporal característica está 

ilustrada na Figura 3, a qual sintetiza o padrão clássico descrito na literatura, destacando 

o pico neutrofílico precoce e o subsequente predomínio de macrófagos na fase tardia da 

LPA. 

Figura 3. Evolução temporal do infiltrado celular na lesão pulmonar aguda induzida por LPS. 

Representação esquemática do padrão clássico descrito na literatura, evidenciando o pico de neutrófilos 

entre 24 e 48 horas após o insulto e o subsequente predomínio de macrófagos/monócitos nas fases mais 

tardias (48–72 horas), período associado ao início dos mecanismos de resolução da inflamação. A curva 

ilustra valores relativos e não dados experimentais do presente estudo.  

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

Essa dinâmica é particularmente relevante para a interpretação dos resultados do 

presente estudo, uma vez que as análises foram conduzidas 72 horas após a administração 

de LPS, período em que se espera, de acordo com o modelo, maior participação de 

macrófagos no microambiente pulmonar. Nessa fase mais tardia, o padrão de citocinas 

produzido tanto no pulmão quanto na circulação desempenha papel decisivo na 

manutenção ou resolução do processo inflamatório. A IL-6, por exemplo, é uma citocina 

pleiotrópica central na fisiopatologia da LPA/SDRA e frequentemente utilizada como 

marcador de gravidade, estando associada a pior prognóstico e maior risco de 

mortalidade. Nas fases iniciais da inflamação, seus níveis podem aumentar de maneira 

acentuada, contribuindo para a ativação endotelial, indução de proteínas de fase aguda e 

amplificação da resposta inflamatória sistêmica.24 
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A IL-17A, produzida principalmente por linfócitos T CD4+ Th17, mas também 

por outras populações, inclusive neutrófilos, estimula a liberação de IL-6 e IL-8 (CXCL8) 

por fibroblastos, células epiteliais e endoteliais, promovendo quimiotaxia intensa de 

neutrófilos para o tecido pulmonar. Além disso, aumenta a permeabilidade do epitélio 

alveolar, favorecendo o extravasamento de plasma e o desenvolvimento de edema 

alveolar, características típicas da LPA. Dessa forma, a IL-17A integra um eixo pró-

inflamatório que sustenta a inflamação neutrofílica e a lesão pulmonar. 24–26 

Entre os mediadores iniciais, TNF-α e IL-1β figuram como citocinas-chave após 

a exposição ao LPS, induzindo ativação endotelial, expressão de moléculas de adesão, 

produção de quimiocinas e desorganização da barreira alvéolo-capilar. A IL-8, por sua 

vez, é uma das principais quimiocinas neutrofilotrópicas, responsável por atrair e manter 

neutrófilos no espaço alveolar; em modelos murinos, quimiocinas como CXCL1/KC e 

CXCL2/MIP-2 exercem função análoga. Em conjunto, TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-8 e IL-

17A mantêm um ambiente pró-inflamatório que contribui para a injúria estrutural do 

pulmão. 29 

Em contrapartida, a IL-10 atua como reguladora negativa dessa resposta. 

Produzida por macrófagos, células T regulatórias e neutrófilos com perfil mais resolutivo, 

reduz a síntese de citocinas pró-inflamatórias (como TNF-α, IL-1β e IL-6), diminui a 

expressão de moléculas de adesão e limita a ativação de células efetoras. Na LPA, níveis 

adequados de IL-10 associam-se à atenuação da injúria pulmonar, à menor infiltração 

neutrofílica e à promoção da resolução. Dessa forma, o balanço entre citocinas pró-

inflamatórias (TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-8, IL-17A) e anti-inflamatórias (IL-10), aliado à 

plasticidade funcional dos neutrófilos entre perfis M1 e M2, é determinante para o curso 

da lesão pulmonar aguda induzida por LPS. 30–33 

 

1.4 LESÃO PULMONAR AGUDA: TRATAMENTO CONVENCIONAL 

Apesar dos avanços na compreensão da LPA, as opções terapêuticas permanecem 

limitadas, sendo a ventilação mecânica o principal método utilizado. Embora tenha como 

objetivo reduzir a Lesão Pulmonar Induzida pelo Ventilador (VILI), a ventilação 

mecânica pode agravar a resposta inflamatória e contribuir para a falência múltipla de 

órgãos. Em casos graves, pode ser necessária a ECMO (Oxigenação por Membrana 



29 
 

Extracorpórea), que substitui temporariamente a função pulmonar, reduzindo os 

parâmetros ventilatórios e mitigando o risco de VILI. Outra estratégia é o posicionamento 

em prona, que melhora a ventilação-perfusão e a oxigenação arterial. 37–44 

No entanto, o tratamento farmacológico é restrito e, até o momento, não existem 

medicamentos específicos que tratem ou previnam diretamente essa condição. As 

intervenções farmacológicas focam na atenuação da inflamação, redução do edema 

pulmonar e melhora dos mecanismos de reparo. O uso de corticosteroides é controverso: 

embora alguns estudos indiquem redução no tempo de ventilação mecânica, não há 

benefício consistente sobre a mortalidade. Dessa forma, terapias alternativas que reduzam 

a inflamação e melhorem a função pulmonar sem efeitos colaterais significativos tornam-

se altamente relevantes. 45–48 

 

1.5 NOVAS PERSPECTIVAS COM A TERAPIA COM FOTOBIOMODULAÇÃO 

Nesse contexto, a Terapia com Fotobiomodulação (TFBM) surge como uma 

estratégia coadjuvante segura, não invasiva e sem efeitos adversos conhecidos, 

apresentando resultados promissores em diferentes condições inflamatórias, incluindo 

doenças que acometem o sistema respiratório. A fotobiomodulação consiste na aplicação 

terapêutica de radiação eletromagnética não ionizante, geralmente nas faixas do visível e 

do infravermelho próximo (400–1100 nm), com o objetivo de modular processos 

biológicos celulares e teciduais de forma dose-dependente. Do ponto de vista físico, a luz 

é composta por fótons, cuja energia é inversamente proporcional ao comprimento de onda 

(E = hc/λ), de modo que diferentes comprimentos de onda transportam quantidades 

distintas de energia e, consequentemente, apresentam padrões específicos de interação 

com os tecidos biológicos. 49,50 

No espectro visível, que se estende aproximadamente de 400 a 700 nm, 

comprimentos de onda menores (azul e violeta) possuem maior energia, porém sofrem 

maior absorção superficial por cromóforos como melanina e hemoglobina. Em 

contrapartida, comprimentos de onda maiores, situados nas regiões do vermelho e do 

infravermelho próximo, apresentam menor absorção e espalhamento relativo, 

favorecendo maior penetração tecidual e tornando-se mais adequados para aplicações 

terapêuticas em tecidos profundos. Quando a luz incide sobre um tecido biológico, ela 
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pode ser refletida, absorvida ou espalhada, sendo esses fenômenos governados pelas 

propriedades ópticas do meio, como índice de refração, coeficiente de absorção e 

coeficiente de espalhamento, além da arquitetura celular, da densidade vascular e do 

conteúdo de água e lipídios. Em tecidos biológicos altamente heterogêneos, a propagação 

da luz ocorre predominantemente por múltiplos eventos de espalhamento, caracterizando 

um regime de transporte difusivo de fótons, em oposição à propagação balística observada 

em meios homogêneos. 49–51 

Como consequência desse comportamento óptico, a intensidade luminosa decai 

exponencialmente com a profundidade, conforme descrito pela Lei de Beer–Lambert 

modificada para meios turvos. Estima-se que a irradiância diminua aproximadamente 

uma ordem de grandeza a cada centímetro de tecido atravessado, o que impõe limitações 

físicas à profundidade de ação da TFBM e reforça a importância da escolha adequada dos 

parâmetros ópticos. Comprimentos de onda na faixa do vermelho, como 635 nm, 

apresentam profundidade de penetração física estimada em até 5–6 mm na pele. No 

entanto, a profundidade terapeuticamente efetiva definida como a região onde a densidade 

de fótons permanece suficiente para induzir respostas celulares fotoresponsivas situa-se 

tipicamente entre 1 e 3 mm. Nessa região, a energia luminosa absorvida é capaz de ativar 

cromóforos celulares específicos, sendo a citocromo c oxidase, localizada na cadeia 

respiratória mitocondrial, considerada o principal fotoreceptor envolvido nos efeitos da 

fotobiomodulação.51–53 

A absorção dos fótons por esse complexo enzimático promove alterações 

conformacionais que facilitam o transporte de elétrons, elevam o potencial de membrana 

mitocondrial e aumentam a eficiência da fosforilação oxidativa, culminando em maior 

produção de ATP. Paralelamente, observa-se a liberação transitória de óxido nítrico (NO) 

ligado à citocromo c oxidase, o que contribui para a melhora da respiração mitocondrial 

e da perfusão tecidual. Além disso, ocorre uma modulação controlada da produção de 

espécies reativas de oxigênio (EROs), que, em níveis fisiológicos, atuam como segundos 

mensageiros em vias de sinalização intracelular. Esses sinais biofísicos e bioquímicos 

ativam cascatas de transdução que envolvem fatores de transcrição como NF-κB, AP-1 e 

Nrf2, resultando na regulação da expressão gênica associada à inflamação, ao estresse 

oxidativo, à sobrevivência celular e ao reparo tecidual. De forma crítica, os efeitos da 

TFBM seguem uma resposta bifásica dependente da dose, descrita pela lei de Arndt–
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Schulz, na qual doses baixas de energia promovem efeitos estimuladores, enquanto doses 

excessivas podem resultar em efeitos inibitórios ou ausência de resposta biológica. 49–53 

Diferentemente de terapias baseadas em aquecimento, os efeitos da TFBM 

ocorrem predominantemente por mecanismos fotoquímicos e fotobiológicos, com 

mínima contribuição térmica. Isso é garantido pelo uso de baixas densidades de potência 

(geralmente < 500 mW/cm²), evitando elevação significativa da temperatura tecidual e 

assegurando que os efeitos observados sejam atribuídos à interação direta da luz com 

estruturas celulares sensíveis. O desenvolvimento de fontes luminosas altamente 

controláveis, como LASERs (Amplificação da Luz por Emissão Estimulada de Radiação) 

e LEDs (Diodos Emissores de Luz), permitiu a padronização de parâmetros como 

comprimento de onda, irradiância, fluência (J/cm²), tempo de exposição e área irradiada, 

aumentando a reprodutibilidade e a eficácia terapêutica da TFBM.51–53 

Estudos demonstram que a TFBM em baixa intensidade exerce efeitos diretos 

sobre as células, modulando a permeabilidade de membranas, a função mitocondrial, a 

produção de ATP e a síntese de proteínas estruturais, como colágeno e elastina. Além 

disso, a terapia apresenta propriedades anti-inflamatórias, antioxidantes e 

antimicrobianas, promovendo a redução da liberação excessiva de citocinas pró-

inflamatórias, o aumento de mediadores regulatórios, como a IL-10, e a restauração do 

equilíbrio redox celular. Esses efeitos culminam em melhorias significativas na função 

celular, na regeneração tecidual e na resolução da inflamação.53 

No contexto da inflamação pulmonar aguda, evidências recentes demonstram que 

a fotobiomodulação exerce efeitos não apenas locais, mas também sistêmicos, modulando 

a ativação, o recrutamento e o fenótipo funcional de células imunes provenientes de 

compartimentos como o sangue periférico e, principalmente, a medula óssea. Observou-

se a regulação de citocinas centrais da resposta inflamatória, como IL-17A e IL-6, 

sugerindo que a TFBM pode interferir precocemente em eixos inflamatórios 

fundamentais, reprogramando funcionalmente as células antes de sua migração para o 

pulmão.54 

Em uma série de investigações conduzidas pelo nosso grupo, demonstramos de 

forma consistente que a terapia com fotobiomodulação exerce um efeito anti-inflamatório 

e imunomodulador robusto em diferentes contextos de doenças respiratórias. Em modelos 

experimentais de asma, observamos que a TFBM promoveu a redução do número total 
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de células inflamatórias no fluido do lavado broncoalveolar (LBA), com diminuição 

específica de eosinófilos, associada à queda das citocinas IL-4, IL-5 e IL-13 e ao aumento 

da IL-10, indicando uma mudança do perfil inflamatório para um padrão mais resolutivo. 

Esses efeitos refletiram-se estruturalmente na redução da produção de muco e da 

deposição de colágeno nas vias aéreas e, funcionalmente, na melhora da elastância 

pulmonar estática e dinâmica, reforçando a capacidade da TFBM de conter a inflamação 

e atenuar o remodelamento brônquico.56,57 

No contexto da Lesão Pulmonar Aguda (LPA) induzida por LPS, Oliveira Jr. et 

al. (2014) utilizaram camundongos BALB/c submetidos à administração de LPS por via 

orotraqueal ou intraperitoneal para induzir modelos de síndrome do desconforto 

respiratório agudo de origem pulmonar e extrapulmonar. Um protocolo de 

fotobiomodulação foi aplicado uma hora após o estímulo inflamatório, com aplicações 

sucessivas de laser em contato direto com a pele na região da traqueia e dos lobos 

pulmonares. Os resultados demonstraram redução significativa da inflamação pulmonar 

em ambos os modelos, evidenciada pela diminuição do número total de células e de 

neutrófilos no LBA e no parênquima pulmonar, bem como pela queda dos níveis de IL-

1β, IL-6, CXCL1/KC e TNF-α no LBA e no soro.57 

Além da aplicação local, a TFBM também pode ser direcionada a estruturas 

vasculares, possibilitando a entrega sistêmica de sinais fotobiológicos capazes de modular 

a resposta inflamatória e oxidativa em órgãos distantes do sítio de irradiação, ampliando 

seu potencial terapêutico em condições inflamatórias complexas e sistêmicas. 

 

1.6 TERAPIA COM FOTOBIOMODULAÇÃO SISTÊMICA: FUNDAMENTOS E 

ABORDAGEM TRANSCUTÂNEA 

Nessa modalidade de TFBM, a luz é direcionada para regiões arteriais 

superficiais, permitindo a interação direta com células sanguíneas e com o endotélio 

vascular, o que desencadeia efeitos que se propagam para diferentes órgãos e tecidos. 

Diversos termos têm sido utilizados para descrever essa abordagem, como 

fotobiomodulação sistêmica, fotobiomodulação vascular, irradiação sanguínea por laser 

e ILIB (Intravascular Laser Irradiation of Blood), além de denominações relacionadas à 

fotobiomodulação sistêmica transcutânea. Essa estratégia tem sido investigada como 
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terapia adjuvante no manejo de condições crônicas de natureza inflamatória, 

cardiovascular, metabólica e respiratória, com potencial impacto sobre sintomas, 

biomarcadores inflamatórios/oxidativos e qualidade de vida. 49–57 

Historicamente, a ILIB foi desenvolvida no contexto de doenças cardiovasculares, 

em razão de efeitos descritos sobre a reologia sanguínea, a microcirculação e o tônus 

vascular. Na forma clássica, o procedimento era realizado por via intravenosa, com 

inserção de fibra óptica em veias periféricas, o que demandava maior complexidade 

técnica e ambiente controlado, além de limitar sua aplicabilidade em cenários de rotina 

clínica. Com o avanço tecnológico e a melhor compreensão dos mecanismos de interação 

luz/tecido, surgiram protocolos não invasivos de fotobiomodulação sistêmica, baseados 

na irradiação transcutânea de artérias superficiais, especialmente em regiões como artéria 

radial, carótida e outras áreas de fácil acesso, com relatos de efeitos biológicos 

comparáveis aos observados com a técnica intravascular, porém com maior segurança e 

facilidade de aplicação. 49–57 

Na abordagem transcutânea, aproveita-se a relativa permeabilidade da pele e dos 

tecidos subcutâneos à luz na faixa do vermelho (aproximadamente 630–670 nm), emitida 

por LASERs ou LEDs em modo contínuo. A ideia central é que, ao incidir sobre grandes 

vasos superficiais, a energia luminosa interaja com elementos celulares do sangue 

(hemácias, leucócitos e plaquetas) e com o endotélio vascular. Esse contato repetido e 

distribuído de células circulantes com o estímulo fotobiológico sustenta a hipótese de um 

efeito sistêmico progressivo, capaz de influenciar o estado redox, o metabolismo celular 

e a sinalização inflamatória em múltiplos tecidos. 50–54 

Do ponto de vista molecular, a literatura descreve que respostas fotobiológicas 

sistêmicas podem envolver aumento da biodisponibilidade de óxido nítrico, modulação 

de vias associadas ao estresse oxidativo e ajustes em perfis de citocinas pró e anti-

inflamatórias. Além disso, são frequentemente citados efeitos sobre perfusão tecidual, 

microcirculação e homeostase endotelial, elementos com papel transversal em diferentes 

doenças inflamatórias crônicas. Esse conjunto de mecanismos gerais ajuda a explicar por 

que a fotobiomodulação vascular tem sido explorada em cenários além do eixo 

cardiovascular, alcançando também áreas como distúrbios metabólicos e doenças 

respiratórias com componente inflamatório sistêmico. 49–57 
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Em modelos experimentais, uma estratégia análoga é empregada por meio da 

irradiação transcutânea da cauda de roedores, região rica em vasos superficiais. Esse 

desenho é amplamente utilizado como equivalente conceitual à irradiação de artérias 

periféricas em humanos e permite investigar de forma controlada os efeitos da TFBM 

sistêmica sobre células circulantes, sinalização imune e comunicação entre 

compartimentos hematopoéticos e tecidos-alvo. Essa lógica experimental é especialmente 

relevante quando o objetivo é avaliar se a luz pode modular não apenas a inflamação do 

órgão diretamente acometido, mas também a dinâmica de mobilização celular e 

mediadores sistêmicos associados ao curso da doença. 55–58 

Estudos como o de Silva et al. (2019) utilizaram um modelo de LPA induzida por 

LPS em ratos e aplicaram TFBM sistêmica por irradiação transcutânea da cauda com luz 

vermelha (660 nm), mostrando redução de marcadores inflamatórios pulmonares, 

incluindo menor recrutamento de neutrófilos no LBA, redução de MPO e diminuição de 

citocinas pró-inflamatórias.58 

Na perspectiva translacional, o interesse por abordagens sistêmicas de TFBM 

também se relaciona ao potencial de aplicação em cenários clínicos que exigem 

intervenções de baixo custo, repetíveis e pouco invasivas, especialmente como adjuvantes 

a terapias convencionais. Mesmo reconhecendo que os protocolos e parâmetros variam 

amplamente entre estudos, a consistência conceitual da proposta agir sobre o sangue e o 

endotélio para gerar repercussões orgânicas amplas tem sustentado o crescimento dessa 

linha de pesquisa. 49–57 

Considerando o potencial da fotobiomodulação em modular a inflamação e o 

estresse oxidativo, tanto de forma local quanto sistêmica, torna-se relevante avaliar seus 

efeitos em modelos de injúria pulmonar que reproduzam de forma fidedigna os eventos 

observados na LPA humana. Nessa direção, investigar a TFBM sistêmica em paralelo à 

aplicação local permite ampliar a compreensão sobre o alcance biológico da terapia e 

sobre seus possíveis impactos na comunicação entre medula óssea, sangue e pulmão, 

especialmente em modelos experimentais que envolvem mobilização hematopoiética e 

recrutamento inflamatório intenso. 47–58 

 

 



35 
 

1.6 JUSTIFICATIVA 

A lesão pulmonar aguda representa uma condição complexa e multifatorial, na 

qual a resposta inflamatória intensa compromete a integridade da barreira alveolar, 

culminando em edema, alterações de troca gasosa e disfunção respiratória. Entre os 

modelos experimentais disponíveis, a indução por lipopolissacarídeo (LPS) administrado 

por via orotraqueal destaca-se por reproduzir, de maneira controlada e reprodutível, os 

principais eventos celulares e moleculares observados nas formas agudas de lesão 

pulmonar, permitindo a investigação detalhada das vias inflamatórias associadas à 

ativação de receptores de reconhecimento padrão, como o TLR4, e à subsequente 

liberação de mediadores pró-inflamatórios – eventos centrais no desenvolvimento da LPA 

e da SDRA.12–18 A terapia com fotobiomodulação (TFBM) tem se destacado como uma 

estratégia terapêutica promissora, com efeitos anti-inflamatórios, antioxidantes e 

moduladores da resposta imune já demonstrados em diferentes modelos de lesão 

pulmonar.54–57 No entanto, ainda há lacunas importantes quanto à comparação entre a 

aplicação local, direcionada diretamente ao parênquima pulmonar, e a aplicação 

sistêmica, capaz de promover efeitos imunomodulatórios à distância por meio da 

mobilização de células e mediadores circulantes. 

No modelo de LPA induzida por LPS, o ponto de 72h corresponde a uma fase 

intermediária da resposta inflamatória, em que o pico inicial de influxo neutrofílico já 

ocorreu, mas ainda há intensa atividade de mediadores pró-inflamatórios e participação 

crescente de citocinas regulatórias. Avaliar os efeitos da TFBM nesse momento pode 

ajudar a esclarecer se a terapia é capaz não apenas de atenuar o pico agudo, mas também 

de modular a fase de transição entre inflamação persistente e início de resolução, 

especialmente no contexto do eixo medula–sangue–pulmão. Diante disso, este estudo 

propõe avaliar e comparar os efeitos da TFBM local e sistêmica sobre a inflamação 

pulmonar aguda induzida por LPS, com ênfase na modulação da resposta inflamatória, 

na mobilização de células inflamatórias entre compartimentos (pulmão, sangue e medula 

óssea) e em alterações bioquímicas associadas à dinâmica inflamatória. A compreensão 

desses efeitos poderá contribuir para o esclarecimento dos mecanismos de ação da TFBM 

na regulação da inflamação pulmonar e fundamentar o desenvolvimento de estratégias 

terapêuticas não farmacológicas, seguras e de baixo custo, voltadas à atenuação da 

inflamação dessa condição tão importante. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

Avaliar os efeitos da fotobiomodulação local e sistêmica sobre a modulação da 

resposta inflamatória e a mobilização celular em um modelo experimental de lesão 

pulmonar aguda induzida por lipopolissacarídeo. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

● Quantificar o total de células inflamatórias presentes no lavado broncoalveolar 

(LBA), medula óssea e sangue periférico. 

● Realizar a contagem diferencial de células do LBA e no sangue periférico, 

identificando os tipos celulares predominantes (neutrófilos, macrófagos e 

linfócitos). 

● Analisar o perfil de mediadores no sobrenadante do LBA e do lavado femoral, 

bem como no soro incluindo: TNF-α, IL-1β, IL-6, CXCL1, IL-10 e IL-17. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 ANIMAIS 

Foram utilizados 41 camundongos Black-C57 fêmeas adultas (~20g) provenientes 

do biotério de criação da Universidade Nove de Julho e foram mantidos no biotério de 

experimentação da mesma Universidade sob condições controladas de umidade (50%-

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

amostral foi realizado com base em estudos anteriores. 49-54-77 Os experimentos foram 

aprovados pelo CEUA/UNINOVE através do parecer nº 4192080525 (ID 000491). 

 

3.2 INDUÇÃO DA LESÃO PULMONAR AGUDA PELA ADMINISTRAÇÃO 

SISTÊMICA DE LIPOPOLISSACARÍDEO (LPS) 

Camundongos Black-C57 fêmeas adultas (~20g) foram submetidas à 

administração orotraqueal de lipopolissacarídeo 10 µg/animal; (Lipopolysaccharides 

from Escherichia coli O26:B6). A dose escolhida foi baseada em trabalhos anteriores 

49,50,57,58. Após 3 dias da administração de LPS as análises foram realizadas. Os animais 

foram eutanasiados com anestesia (quetamina + xilazina 100 e 10 mg/Kg; ip) seguida de 

exsanguinamento da aorta abdominal. 
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3.3 TRATAMENTO COM LASER 

TABELA 2 – PARÂMETROS LASER LOCAL 57, 62–65 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1 – Potência radiante média 30 mW 

2 – Comprimento de onda 660 nm 

3 – Tempo de exposição 60 segundos/ponto 

4 – Pontos irradiados 3 Pontos locais (traqueia, lobo pulmonar E/D) 

5 – Método de irradiação Local 

6 – Localização anatômica Trato pulmonar 

7 – Ritmo de irradiação Pontual 

8 – Número de tratamentos 1 Dia, três aplicações 

9 – Propriedades ópticas do tecido Tecido sadio – camundongo Black-C57 

10 – Área do feixe no alvo 0,03 cm2 

11 – Irradiância no alvo 1000 mW cm2 

12 – Exposição radiante 60 J/cm2 

13 – Energia radiante 5,4 J 
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TABELA 3 – PARAMETROS LASER SISTÊMICO 57, 62–65 

 

Os camundongos foram irradiados com laser em três sessões consecutivas, 

iniciadas 1 hora após a administração orotraqueal do LPS (Lipopolysaccharides from 

Escherichia coli O26:B6). Cada sessão foi realizada com intervalos de 1 hora entre si, 

totalizando três aplicações. 

O laser foi aplicado em contato direto com a pele, na região correspondente ao 

aparelho respiratório, abrangendo a traqueia e os lobos pulmonares direito e esquerdo, 

conforme descrito em estudos anteriores. 49,50,54,55,57 

Além disso, um segundo grupo experimental foi submetido à terapia de 

fotobiomodulação sistêmica, com irradiação vascular na região caudal (área da artéria da 

cauda) e um terceiro grupo com terapia combinada de TFBM local e sistêmica, durante 

60 segundos, utilizando exatamente os mesmos parâmetros dos grupos tratados 

localmente. 

1 – Potência radiante média 30 mW 

2 – Comprimento de onda 660 nm 

3 – Tempo de exposição 60 segundos 

4 – Pontos irradiados 1 Ponto sistêmico (artéria caudal) 

5 – Método de irradiação Sistêmico 

6 – Localização anatômica Artéria caudal 

7 – Ritmo de irradiação Pontual 

8 – Número de tratamentos 1 Dia, três aplicações 

9 – Propriedades ópticas do tecido Tecido sadio – camundongo Black-C57 

10 – Área do feixe no alvo 0,03 cm2 

11 – Irradiância no alvo 1000 mW cm2 

12 – Exposição radiante 60 J/cm2 

13 – Energia radiante 1,8 J 
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3.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

Utilizou-se um total de 41 camundongos, divididos em cinco grupos 

experimentais, conforme descrito abaixo: 

• Grupo Basal (N = 5): camundongos não manipulados. 

• Grupo LPS (N = 6): camundongos submetidos à administração orotraqueal de 

LPS (Lipopolysaccharides from Escherichia coli O26:B6). 

• Grupo LPS + Laser Local (Referido como LPS + Laser L) N = 10: camundongos 

submetidos à administração de LPS e tratados com fotobiomodulação local na 

região torácica. 

• Grupo LPS + Laser Sistêmico (Referido como LPS + Laser S) N = 10: 

camundongos submetidos à administração de LPS e tratados com 

fotobiomodulação sistêmica na região caudal. 

• Grupo LPS + Laser Local e Sistêmico (Referido como LPS + Laser C) N = 10: 

camundongos submetidos à administração de LPS e tratados com 

fotobiomodulação combinada (local e sistêmica). 

Total: N = 41 animais. 

 

3.5 CRITÉRIOS DE INCLUSÃO/EXCLUSÃO 

Animais que morreram durante o período de desenvolvimento do protocolo foram 

excluídos. 

 

3.6 RANDOMIZAÇÃO 

Alocação aleatória de animais nos determinados grupos. 

 

3.7 CEGAMENTO 

Sem necessidade de cegamento devido a natureza das intervenções. 

 

 



41 
 

3.8 CONTAGEM E DIFERENCIAÇÃO DE CÉLULAS PRESENTES NO 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 foi 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. O 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.  

 

3.9 DETERMINAÇÃO E DIFERENCIAÇÃO DO NÚMERO DE LEUCÓCITOS  

A quantificação e diferenciação das células do sangue foi feita através dos 

seguintes métodos: 

• Contagem global de leucócitos em câmara de Neubauer (Solução de Turk): 

 

Para a contagem global de leucócitos, foi coletado 20 µL de sangue total e diluído 

em 380 µL da solução de Turk, obtendo uma diluição final de 1:20 (1 parte de sangue 

para 19 partes de diluente). 

Em seguida, uma lamínula foi fixada sobre a câmara de Neubauer, e a mistura 

diluída foi utilizada para preencher as câmaras laterais por capilaridade. 

Após o repouso de 1 a 2 minutos, foi realizada a contagem total de leucócitos nos 

4 quadrantes como observado na figura 3. 
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Figura 3. Câmara de Neubauer – Contagem Global de Leucócitos 

 

O resultado final (número total de leucócitos por mm³ de sangue) foi obtido pela 

seguinte relação: 

Leucócitos/mm³= Número de células contadas x fator de diluição 

                                  Volume da câmara contada (em mm3) 

 

Como cada quadrante grande possui 0,1 mm³, e foram contados 4 quadrantes 

(totalizando 0,4 mm³), o fator de correção aplicado é: 

Diluição = (20) 

Volume total contado (0,4)  

 

Assim, o número total de leucócitos é calculado multiplicando-se o total de células 

contadas por 20, correspondendo ao fator de correção da contagem, e não à diluição da 

amostra, que permanece sendo 1:20. 

 

• Contagem diferencial de leucócitos:  

 

Após a confecção do esfregaço sanguíneo o mesmo foi corado utilizando o 

Panótico Rápido, seguindo as instruções do fabricante. 

50 
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3.10 CONTAGEM DE CÉLULAS PRESENTES NO LAVADO FEMORAL 

As células da medula óssea foram obtidas a partir da lavagem da cavidade femoral. 

Decorridos 72h da administração do LPS os animais foram anestesiados e sacrificados 

por dessangramento (secção da aorta abdominal). O fêmur esquerdo foi retirado e com o 

auxílio de uma pinça foi mantido sobre um tubo de eppendorf. Em seguida o canal 

medular foi perfundido com PBS (1,5 ml) utilizando uma seringa plástica. A suspensão 

medular obtida foi homogeneizada com o auxílio de uma pipeta automática e centrifugada 

a 1.500 rpm por 10 min. O sobrenadante foi desprezado e as células ressuspensas em 1ml 

de PBS e contadas em câmara de Neubauer. 

 

 

Figura 4. Procedimento Lavado Femoral; O fêmur esquerdo é retirado e depois perfundido com uma 

seringa contendo 1,5ml de PBS, após a coleta o mesmo é centrifugado a 1.500 rpm por 10min, para 

obtenção do sobrenadante. 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

3.11 QUANTIFICAÇÃO DE CITOCINAS E QUIMIOCINAS (LBA, LAVADO 

FEMORAL E SORO) 

A quantificação dos mediadores inflamatórios foi realizada nas amostras de 

sobrenadantes do Lavado Broncoalveolar, do lavado femoral (medula óssea) e do soro do 

sangue periférico. 

Foram avaliadas as seguintes citocinas e quimiocinas: 

● TNF-α, IL-1β, IL-6, CXCL1, IL-17 e IL-10. 

As dosagens foram realizadas por meio de ensaio imunoenzimático (ELISA), 

utilizando kits comerciais específicos (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA), de 

acordo com as instruções do fabricante. As leituras foram feitas em duplicata para cada 
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amostra, e os resultados expressos em picogramas por mililitro (pg/mL), a partir de curvas 

padrão obtidas com citocinas recombinantes. 

 

 

3.12 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.5.01. 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 

 

4.1 TRATAMENTO COM FOTOBIOMODULAÇÃO ATENUA A 

INFILTRAÇÃO CELULAR NO LBA EM MODELO DE LESÃO PULMONAR 

AGUDA INDUZIDA POR LPS 

A Figura 5 mostra que o grupo LPS apresentou um aumento significativo no 

número total de células recuperadas no lavado broncoalveolar (LBA) em comparação ao 

grupo BASAL. 

Em contrapartida, os grupos tratados com a terapia com fotobiomodulação local 

(LPS + LASER L), sistêmica (LPS + LASER S) e combinada (LPS + LASER C) 

apresentaram uma redução significativa na contagem celular total em relação ao grupo 

LPS. 
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Figura 5. Efeito do tratamento com fotobiomodulação local, sistêmica e combinada sobre a infiltração 

celular no lavado broncoalveolar (LBA) em camundongos com inflamação pulmonar aguda induzida 

por LPS. Camundongos com inflamação pulmonar aguda induzida por LPS foram tratados com laser 

aplicado localmente, sistemicamente ou de forma combinada. Animais não submetidos à indução 

inflamatória foram utilizados como controle (grupo BASAL). A contagem total de células do lavado 

broncoalveolar (LBA) foi realizada 3 dias após a indução. Os dados representam a média ± erro padrão da 

média (SEM) de 5 animais por grupo. ***P < 0,001 em relação ao grupo Basal; ΦP < 0,001 em relação ao 

grupo LPS (ANOVA/Student–Newman–Keuls). 
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4.2 TRATAMENTO COM FOTOBIOMODULAÇÃO REDUZ A PROPORÇÃO 

DE NEUTRÓFILOS, MACRÓFAGOS E LINFÓCITOS NO LAVADO 

BRONCOALVEOLAR EM MODELO DE LESÃO PULMONAR AGUDA 

INDUZIDA POR LPS 

 

Na Figura 6 observa-se que o grupo LPS apresentou um aumento estatisticamente 

significativo nos três tipos celulares avaliados presentes no LBA, neutrófilos (painel A), 

linfócitos (painel B) e macrófagos (painel C) em relação ao grupo BASAL. 

Em contraste, os grupos tratados com a TFBM local (LPS + LASER L), sistêmica 

(LPS + LASER S) e combinada (LPS + LASER C) apresentaram redução significativa 

na proporção de neutrófilos, linfócitos e macrófagos quando comparados ao grupo LPS. 
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Figura 6. Efeito dos tratamentos com laser (local, sistêmico e combinado) sobre o diferencial de 

células no pulmão, neutrófilos (painel A), linfócitos (painel B) e macrófagos (painel C), em 

camundongos com inflamação pulmonar induzida por LPS. Camundongos com inflamação pulmonar 

aguda induzida por LPS foram tratados com laser aplicado localmente, sistemicamente ou de forma 

combinada. Animais não submetidos à indução inflamatória foram utilizados como controle (grupo Basal). 

A contagem diferencial de células no pulmão foi realizada 3 dias após a indução da inflamação. Os dados 

representam a média ± erro padrão da média (SEM) de 5 animais por grupo. ***P < 0,001 em relação ao 

grupo Basal; ΦP < 0,001 em relação ao grupo LPS (ANOVA/Student–Newman–Keuls). 
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4.3 TRATAMENTO COM FOTOBIOMODULAÇÃO REDUZ O NÚMERO 

TOTAL DE LEUCÓCITOS CIRCULANTES EM MODELO DE LESÃO 

PULMONAR AGUDA INDUZIDA POR LPS 

A Figura 7 mostra que o grupo LPS apresentou aumento significativo no número 

total de leucócitos circulantes em comparação ao grupo BASAL. 

Por outro lado, os grupos tratados com TFBM local (LPS + LASER L), sistêmica 

(LPS + LASER S) e combinada (LPS + LASER C) apresentaram redução na contagem 

total de leucócitos em relação ao grupo LPS, atingindo valores próximos aos observados 

no grupo BASAL. 
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Figura 7. Efeito dos tratamentos com laser (local, sistêmico e combinado) sobre o total de células no 

sangue, em camundongos com inflamação pulmonar induzida por LPS. Camundongos com inflamação 

pulmonar aguda induzida por LPS foram tratados com laser aplicado localmente, sistemicamente ou de 

forma combinada. Animais não submetidos à indução inflamatória foram utilizados como controle (grupo 

Basal). A contagem total de células no sangue foi realizada 3 dias após a indução da inflamação. Os dados 

representam a média ± erro padrão da média (SEM) de 5 animais por grupo. *P < 0,05 em relação ao grupo 

Basal; θP < 0,01 em relação ao grupo LPS (ANOVA/Student–Newman–Keuls). 
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4.4 TRATAMENTO COM FOTOBIOMODULAÇÃO MODULA O PERFIL 

LEUCOCITÁRIO NO SANGUE PERIFÉRICO EM MODELO DE LESÃO 

PULMONAR AGUDA INDUZIDA POR LPS 

 

A Figura 8 mostra que o grupo LPS exibiu aumento significativo na proporção de 

neutrófilos presentes no sangue periférico em comparação ao grupo BASAL. 

Por outro lado, os grupos tratados com a terapia de fotobiomodulação local (LPS 

+ LASER L), sistêmica (LPS + LASER S) e combinada (LPS + LASER C), apresentaram 

uma redução significativa de neutrófilos (painel A) em relação ao grupo LPS.  

Já em relação aos linfócitos (painel B) e monócitos (painel C) não houveram 

diferença estatisticamente significante entre os grupos avaliados. 
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Figura 8. Efeito dos tratamentos com laser (local, sistêmico e combinado) sobre o diferencial de 

células no sangue periférico, neutrófilos (painel A), linfócitos (painel B) e macrófagos (painel C) em 

camundongos com inflamação pulmonar induzida por LPS. Camundongos com inflamação pulmonar 

aguda induzida por LPS foram tratados com laser aplicado localmente, sistemicamente ou de forma 

combinada. Animais não submetidos à indução inflamatória foram utilizados como controle (grupo Basal). 

A contagem de diferencial de células no sangue foi realizada 3 dias após a indução da inflamação. Os dados 

representam a média ± erro padrão da média (SEM) de 5 animais por grupo. ***P < 0,001 em relação ao 

grupo Basal, ***P < 0,01 em relação ao grupo Basal; ΦP < 0,01 em relação ao grupo LPS 

(ANOVA/Student–Newman–Keuls 
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4.5 TRATAMENTO COM FOTOBIOMODULAÇÃO RESTABELECE A 

CELULARIDADE MEDULAR EM MODELO DE LESÃO PULMONAR AGUDA 

INDUZIDA POR LPS 

 

A Figura 9 mostra que o grupo LPS apresentou redução significativa no número 

total de células recuperadas no lavado femoral em comparação ao grupo BASAL, 

indicando diminuição da celularidade medular após a indução inflamatória pulmonar por 

LPS. 

Em contrapartida, os grupos tratados com TFBM local (LPS + LASER L), 

sistêmica (LPS + LASER S) e combinada (LPS + LASER C) apresentaram aumento 

significativo na contagem total de células no lavado femoral em relação ao grupo LPS. 
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Figura 9. Efeito do tratamento com fotobiomodulação local, sistêmica e combinada sobre a 

celularidade medular em camundongos com inflamação pulmonar aguda induzida por LPS. 

Camundongos com inflamação pulmonar aguda induzida por LPS foram tratados com laser aplicado 

localmente, sistemicamente ou de forma combinada. Animais não submetidos à indução inflamatória foram 

utilizados como controle (grupo Basal). A contagem total de células do lavado femoral foi realizada 3 dias 

após a indução da inflamação. Os dados representam a média ± erro padrão da média (SEM) de 5 animais 

por grupo. ***P < 0,001 em relação ao grupo Basal; ΦP < 0,001 em relação ao grupo LPS; θP < 0,01 em 

relação ao grupo LPS (ANOVA/Student–Newman–Keuls). 
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4.6 TRATAMENTO COM FOTOBIOMODULAÇÃO MODULA O PERFIL DE 

MEDIADORES NO LAVADO BRONCOALVEOLAR EM MODELO DE LPA 

INDUZIDA POR LPS 

 

Na figura 10, painel A, em relação as citocinas avaliadas no LBA, o grupo LPS 

apresentou aumento significativo de IL-1β em relação ao BASAL. 

No painel B, o LPS também elevou expressivamente os níveis de IL-17A em 

comparação ao BASAL. Apenas os grupos Laser Sistêmico (LPS + LASER S) e Laser 

Combinado (LPS + LASER C) apresentaram redução significativa dessa citocina. 

No painel C, o LPS induziu aumento pronunciado de IL-6, e, diferentemente dos 

resultados anteriores, todos os grupos tratados com a TFBM, LPS + LASER L, LPS + 

LASER S E LPS + LASER C reduziram significativamente essa citocina em relação ao 

grupo LPS. 

Na figura 11 painel A, o LPS aumentou significativamente TNF-α, e novamente 

todos os grupos tratados com a terapia com fotobiomodulação apresentaram redução 

desse mediador pró-inflamatório. 

No painel B, em relação a CXCL1, o grupo LPS apresentou um aumento 

importante dessa quimiocina em relação ao grupo BASAL, por outro lado, os grupos que 

receberam a TFBM, tanto local, sistêmico e combinado apresentaram uma redução 

significativa em relação ao grupo LPS. 

No painel C, IL-10 aumentou no grupo LPS, entretanto, apenas os grupos 

sistêmicos (LPS + LASER S) e combinado (LPS + LASER C) apresentaram elevação 

adicional dessa citocina regulatória. 
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Figura 10. Efeito do tratamento com fotobiomodulação local, sistêmica e combinada sobre liberação 

de mediadores pró-inflamatórios, IL-1b (painel A), IL-17A (painel B) e IL-6 (painel C), presentes no 

fluido do lavado bronco alveolar em camundongos com inflamação pulmonar aguda induzida por 

LPS. Camundongos com inflamação pulmonar aguda induzida por LPS foram tratados com laser aplicado 

localmente, sistemicamente ou de forma combinada. Animais não submetidos à indução inflamatória foram 

utilizados como controle (grupo Basal). Os dados representam a média ± erro padrão da média (SEM) de 5 

animais por grupo. **P < 0,01 em relação ao grupo BASAL; ***P < 0,001 em relação ao grupo BASAL; 

ΔP < 0,05 em relação ao grupo LPS θP < 0,01 em relação ao grupo LPS (ANOVA/Student–Newman–

Keuls). 
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Figura 11. Efeito do tratamento com fotobiomodulação local, sistêmica e combinada sobre liberação 

de mediadores pró-inflamatórios e anti-inflamatórias, TNF-a (painel A), CXCL1 (painel B) e IL-10 

(painel C), presentes no fluido do lavado bronco alveolar em camundongos com inflamação pulmonar 

aguda induzida por LPS. Camundongos com inflamação pulmonar aguda induzida por LPS foram 

tratados com laser aplicado localmente, sistemicamente ou de forma combinada. Animais não submetidos 

à indução inflamatória foram utilizados como controle (grupo Basal). Os dados representam a média ± erro 

padrão da média (SEM) de 5 animais por grupo. **P < 0,01 em relação ao grupo BASAL; ***P < 0,001 

em relação ao grupo BASAL; ΔP < 0,05 em relação ao grupo LPS θP < 0,01 em relação ao grupo LPS 

(ANOVA/Student–Newman–Keuls). 
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4.7 TRATAMENTO COM FOTOBIOMODULAÇÃO INDUZ ALTERAÇÕES 

ESPECÍFICAS NO PERFIL DE MEDIADORES NA CIRCULAÇÃO 

PERIFÉRICA EM MODELO DE LESÃO PULMONAR AGUDA INDUZIDA POR 

LPS 

 

Na figura 12, painel A, em relação as citocinas avaliadas no soro, não foram 

observadas diferenças significativas de IL-1β entre os grupos. 

No painel B, referente à IL-17A, igualmente não foram observadas diferenças 

estatisticamente significativas entre os grupos. 

No painel C, observou-se que o grupo LPS apresentou um aumento expressivo de 

IL-6 em relação ao grupo BASAL. Entre os grupos tratados, apenas o protocolo 

combinado (LPS + LASER C) promoveu redução significativa de IL-6 em comparação 

ao grupo LPS, enquanto os tratamentos local e sistêmico não apresentaram diferenças em 

relação ao grupo inflamado. 

Na figura 13 painel A, o grupo LPS apresentou aumento significativo de TNF-α 

em relação ao BASAL. Entretanto, nenhum dos tratamentos com fotobiomodulação 

reduziu essa citocina de forma estatisticamente significativa no soro. 

Por fim, tanto CXCL1 (painel B) quanto IL-10 (painel C) não apresentaram 

diferenças significativas entre os grupos. 
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Figura 12. Efeito do tratamento com fotobiomodulação local, sistêmica e combinada sobre liberação 

de mediadores pró-inflamatórios, IL-1b (painel A), IL-17A (painel B) e IL-6 (painel C), presentes na 

circulação periférica em camundongos com inflamação pulmonar aguda induzida por LPS. 

Camundongos com inflamação pulmonar aguda induzida por LPS foram tratados com laser aplicado 

localmente, sistemicamente ou de forma combinada. Animais não submetidos à indução inflamatória foram 

utilizados como controle (grupo Basal). Os dados representam a média ± erro padrão da média (SEM) de 5 

animais por grupo. ***P < 0,001 em relação ao grupo BASAL; ΔP < 0,05 em relação ao grupo LPS 

(ANOVA/Student–Newman–Keuls). 
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Figura 13. Efeito do tratamento com fotobiomodulação local, sistêmica e combinada sobre liberação 

de mediadores pró-inflamatórios, e anti-inflamatórias, TNF-a (painel A), CXCL1 (painel B) e IL-10 

(painel C), presentes na circulação periférica em camundongos com inflamação pulmonar aguda 

induzida por LPS. Camundongos com inflamação pulmonar aguda induzida por LPS foram tratados com 

laser aplicado localmente, sistemicamente ou de forma combinada. Animais não submetidos à indução 

inflamatória foram utilizados como controle (grupo Basal). Os dados representam a média ± erro padrão da 

média (SEM) de 5 animais por grupo. ***P < 0,001 em relação ao grupo BASAL. (ANOVA/Student–

Newman–Keuls). 
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4.8 TRATAMENTO COM FOTOBIOMODULAÇÃO MODULA 

EXPRESSIVAMENTE O PERFIL DE MEDIADORES NO LAVADO FEMORAL 

EM MODELO DE LPA INDUZIDA POR LPS  

 

Na figura 14, painel A, em relação as citocinas avaliadas no lavado femoral, foi 

observado um aumento significativo de IL-1β no grupo LPS em relação ao BASAL. Entre 

os grupos tratados, apenas o protocolo combinado (LPS + LASER C) foi capaz de reduzir 

significativamente a IL-1β. 

No painel B (IL-6), o grupo LPS apresentou um aumento acentuado dessa citocina 

enquanto todos os tratamentos locais (LPS + LASER L), sistêmico (LPS + LASER S) e 

combinado (LPS + LASER C) promoveram redução significativa em comparação ao 

grupo LPS.  

O painel C (IL-17A) mostrou aumento significativo da citocina no grupo LPS em 

comparação ao grupo BASAL. Entre os grupos tratados, os protocolos sistêmicos 

sistêmico (LPS + LASER S) e combinados (LPS + LASER C) reduziram IL-17A de 

forma importante. 

Já na figura 15 painel A (TNF-α), constatou-se aumento expressivo no grupo LPS 

em relação ao BASAL. Contudo, nenhum dos grupos tratados apresentou redução 

significativa. 

No painel B (CXCL1), não houveram diferenças significativas entre os grupos. 

Por fim no painel C (IL-10), observou-se aumento significativo nos três grupos 

que receberam a TFBM, tanto local (LPS + LASER L), quanto sistêmico (LPS + LASER 

S) e combinado (LPS + LASER C). 
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Figura 14. Efeito do tratamento com fotobiomodulação local, sistêmica e combinada sobre liberação 

de mediadores pró-inflamatórios, IL-1b (painel A), IL-17A (painel B) e IL-6 (painel C), presentes na 

medula óssea em camundongos com inflamação pulmonar aguda induzida por LPS. Camundongos 

com inflamação pulmonar aguda induzida por LPS foram tratados com laser aplicado localmente, 

sistemicamente ou de forma combinada. Animais não submetidos à indução inflamatória foram utilizados 

como controle (grupo Basal). Os dados representam a média ± erro padrão da média (SEM) de 5 animais 

por grupo. *P < 0,05 em relação ao grupo BASAL; ***P < 0,001 em relação ao grupo BASAL; θP < 0,01 

em relação ao grupo ΔP < 0,05 em relação ao grupo LPS; ΦP < 0,001 em relação ao grupo LPS 

(ANOVA/Student–Newman–Keuls). 
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Figura 15. Efeito do tratamento com fotobiomodulação local, sistêmica e combinada sobre liberação 

de mediadores pró-inflamatórios e anti-inflamatórias, TNF-a (painel A), CXCL1 (painel B) e IL-10 

(painel C), presentes na medula óssea em camundongos com inflamação pulmonar aguda induzida 

por LPS. Camundongos com inflamação pulmonar aguda induzida por LPS foram tratados com laser 

aplicado localmente, sistemicamente ou de forma combinada. Animais não submetidos à indução 

inflamatória foram utilizados como controle (grupo Basal). Os dados representam a média ± erro padrão da 

média (SEM) de 5 animais por grupo. ***P < 0,001 em relação ao grupo BASAL; θP < 0,01 em relação ao 

grupo ΔP < 0,05 em relação ao grupo LPS; ΦP < 0,001 em relação ao grupo LPS (ANOVA/Student–

Newman–Keuls). 
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5 DISCUSSÃO 

 

A lesão pulmonar aguda induzida por LPS constitui um dos modelos 

experimentais mais relevantes para compreender a fisiopatologia da inflamação 

pulmonar, caracterizada por uma resposta imune exacerbada e pela desregulação dos 

mecanismos de defesa, levando a um dano tecidual difuso. A instilação orotraqueal de 

lipopolissacarídeo é amplamente consolidada por mimetizar, de forma controlada, a fase 

pulmonar da sepse, frequentemente associada ao desenvolvimento de lesão pulmonar 

aguda em humanos, que pode evoluir, nos casos mais graves, para a síndrome do 

desconforto respiratório agudo. Contudo, é importante destacar que nem toda SDRA é 

causada por sepse, e nem toda sepse evolui para SDRA, embora a sepse represente a 

principal causa da síndrome. 16,17,21–28 

O delineamento experimental adotado teve como objetivo não apenas validar o 

modelo de LPA, mas investigar se a aplicação da fotobiomodulação durante a instalação 

da resposta inflamatória poderia modular a fase aguda e favorecer precocemente a 

transição para um perfil resolutivo, avaliado no ponto temporal de 72 horas pós-indução. 

Embora esse estudo utilize como referência conceitual e metodológica o trabalho clássico 

de Oliveira Jr. et al. (2014), importantes diferenças experimentais distinguem de forma 

clara ambas as investigações e reforçam o caráter original da abordagem que aqui 

apresentamos.57 

Enquanto o trabalho de referência avaliou dois modelos distintos de LPA um 

pulmonar e outro extrapulmonar, nosso estudo concentrou-se exclusivamente na indução 

pulmonar direta por via orotraqueal, aprofundando a análise de marcadores celulares e 

moleculares não explorados anteriormente. 57 

Outra diferença importante está no protocolo da terapia com fotobiomodulação. 

Oliveira Jr. et al. aplicaram laser infravermelho próximo (830 nm), mantendo três 

aplicações locais em três pontos ao longo de uma janela de uma hora após a indução, com 

intervalos de uma hora entre os tratamentos, totalizando três irradiações, e análises 

realizadas 24 horas após o LPS/tratamentos. 57 

Aqui avaliamos três esquemas distintos de aplicação laser local, sistêmico e 

combinado utilizando 660 nm, com parâmetros dosimétricos otimizados especificamente 
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para este modelo. Além disso, a linha temporal é completamente diferente, com análises 

realizadas 72 horas após o LPS. Essa variação temporal altera profundamente a fase 

inflamatória analisada, pois o estudo de 2014 captura um momento ainda dominado por 

neutrófilos, enquanto o presente estudo avalia uma fase mais tardia, caracterizada pela 

predominância de macrófagos e início da transição resolutiva.54,57 

Essa diferença é essencial para interpretar os achados a seguir, uma vez que as 

alterações celulares observadas refletem exatamente essa fase intermediária, na qual parte 

da resposta aguda já foi desencadeada, mas a resolução ainda não está plenamente 

estabelecida. 

No grupo LPS, observou-se aumento maciço da celularidade total no LBA, o que 

é compatível com intenso recrutamento leucocitário para o espaço alveolar. 

Paralelamente, houve queda acentuada da celularidade medular femoral e leucocitose 

periférica, refletindo uma inflamação ainda ativa em 72h, corroborando com a ativação 

sistêmica, em que a medula óssea é estimulada temporariamente para sustentar o influxo 

maciço de leucócitos ao foco da inflamação. Esse padrão também foi observado em 

modelos sépticos com LPS intraperitoneal, como no estudo de da-Palma-Cruz et al. 

(2018), no qual o LPS reduziu a celularidade medular em 3 e 7 dias, acompanhado pelo 

aumento de células no BAL.54
 Também se alinha a modelos de LPA, em que moduladores 

farmacológicos da via NF-κB evidenciados por Shi et al. (2021), foram capazes de reduzir 

o infiltrado inflamatório pulmonar e edema justamente ao interferir em eixos centrais da 

ativação imune sistêmica. 60 

Contudo, a TFBM, independentemente da via de aplicação, modulou de forma 

coordenada os três setores biológicos avaliados. No pulmão, todos os protocolos de 

TFBM reduziram significativamente o número total de células recuperadas no LBA, 

sugerindo diminuição do influxo leucocitário para o espaço alveolar.  Vale destacar que 

essa redução esteve associada a um perfil celular mais próximo do grupo basal, com 

menor participação de neutrófilos, linfócitos e macrófagos nos grupos que receberam a 

TFBM, o que pode indicar uma atenuação no estado inflamatório no pulmão.  

No sangue periférico, o grupo LPS exibiu uma leucocitose associada a uma 

neutrofilia compatível com inflamação sistêmica ainda ativa em 72 h.  
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Diferentemente do que observamos no grupo LPS os grupos que receberam a 

TFBM, apresentaram uma redução dessa neutrofilia bem como a inversão da leucocitose 

para valores aproximados do grupo basal, indicando uma tendência de reequilíbrio 

hematológico. Esse padrão indica que a TFBM não apenas atenua o recrutamento 

exacerbado de leucócitos no foco inflamatório, mas também pode modular a liberação 

medular e o tráfego de células circulantes. Além disso, para que ocorra a resolução efetiva 

nos tecidos, a cessação do recrutamento de neutrófilos deve ocorrer em conjunto com o 

recrutamento e a diferenciação de macrófagos com perfil resolutivo, capazes de promover 

eferocitose de neutrófilos apoptóticos, remover detritos teciduais e secretar mediadores 

regulatórios, contribuindo para a restauração da homeostase. 61,62 

E na medula óssea, o LPS promoveu queda acentuada da celularidade femoral, 

compatível com esgotamento transitório das reservas hematopoiéticas em função da 

mobilização intensa de leucócitos para o sangue e o pulmão. Entretanto, todos os 

protocolos de TFBM, tanto no protocolo local quanto nos protocolos sistêmico e 

combinado reverteram esse quadro, promovendo recuperação significativa da 

celularidade medular, o que pode sugerir a preservação do microambiente hematopoiético 

e redução da pressão inflamatória sistêmica.  

Todos esses achados observados também estão em paralelo com outros modelos 

de inflamação pulmonar aguda induzida por LPS em que a TFBM exerceu importantes 

efeitos anti-inflamatórios, reforçando a nossa hipótese em que a TFBM atua não apenas 

sobre o foco inflamatório pulmonar, mas também sobre o eixo medula→sangue→pulmão 

como um todo, característica central do presente estudo.54,57,58,63–65 

Em modelos clássicos de inflamação pulmonar induzida por LPS, diversos 

estudos já demonstraram que a terapia com fotobiomodulação é capaz de atenuar 

marcadores centrais de injúria aguda, incluindo a redução da celularidade total no lavado 

broncoalveolar, da infiltração neutrofílica, além de diminuir o extravasamento 

microvascular e promover melhora morfofuncional das vias aéreas. 57,67,68  

No compartimento pulmonar por exemplo, Aimbire et al. (2008) demonstraram 

que a irradiação torácica com laser vermelho (660 nm) atenuou a inflamação induzida por 

LPS em ratos, reduzindo de forma significativa a atividade de MPO e a permeabilidade 

microvascular avaliada por extravasamento de Evans blue, além de diminuir a 

celularidade no lavado broncoalveolar nos diferentes tempos analisados.69–71 De forma 
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complementar, em um modelo de inflamação pulmonar por aerossol de LPS, Mafra de 

Lima et al. (2010) observaram que a TFBM também diminuiu edema e permeabilidade 

microvascular, reduziu o influxo e a ativação de neutrófilos no LBA (incluindo MPO) e 

atenuou mediadores como TNF-α e IL-1β, além de modular de ICAM-1 no pulmão, 

reforçando o impacto da TFBM sobre eventos-chave da fase aguda da LPA.72–74 

Além da abordagem local descrita, Silva et al. (2019) demonstraram, em um 

modelo de LPA induzida por LPS em ratos, que a TFBM sistêmica aplicada na cauda foi 

capaz de reduzir o recrutamento neutrofílico no LBA, a infiltração celular no pulmão e a 

leucocitose periférica.58 

Um ponto adicional de comparação é o estudo de Oliveira Jr. et al. (2014) que 

avaliou camundongos BALB/c submetidos a modelos pulmonar (orotraqueal) e 

extrapulmonar (intraperitoneal) de LPS. Os autores observaram redução de neutrófilos no 

LBA e no parênquima pulmonar, além de menor expressão de IL-1β, IL-6, CXCL1/KC e 

TNF-α tanto no LBA quanto no soro, sugerindo um efeito anti-inflamatório da TFBM 

independente da origem do estímulo endotoxêmico. 

Reconhecendo que, em 72h, a manutenção ou o declínio do recrutamento celular 

depende do balanço entre mediadores pró-inflamatórios, quimiotáticos e regulatórios, 

investigamos a liberação de IL-1β, IL-6, IL-17A, TNF-α, CXCL1 e IL-10 no fluido do 

LBA, no soro e na medula óssea. Esse painel de citocinas foi definido com base em 

estudos anteriores, por refletir eixos críticos da LPA induzida por LPS e por permitir 

avaliar se a TFBM, nessa fase intermediária, favorece a contenção de sinais associados 

ao recrutamento neutrofílico e a emergência de mediadores relacionados ao início da 

transição resolutiva. Vale destacar que a inclusão do soro e da medula óssea amplia essa 

interpretação, permitindo avaliar, respectivamente, a persistência de mediadores 

circulantes e a possibilidade de modulação do microambiente hematopoiético e da 

mobilização celular pela TFBM.49,57,58,69–74 

A IL-1β exibiu um padrão fortemente dependente do setor biológico avaliado. No 

LBA por exemplo, a administração de LPS promoveu um aumento importante dessa 

citocina, e sua manutenção se manteve nos grupos tratados, sugerindo uma possível 

menor responsividade terapêutica nesse ponto temporal (72h), especialmente quando 

comparada a janelas precoces em que a TFBM reduz IL-1β no lavado e marcadores 

associados ao influxo neutrofílico. No soro, por outro lado, não foram observadas 
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diferenças significativas de IL-1β entre os grupos, achado esse que é compatível com o 

caráter transitório da resposta sistêmica ao LPS e com a menor sensibilidade desse setor 

para captar modulação tardia desse mediador. Já na medula, embora a IL-1β também 

tenha aumentado com LPS, apenas o protocolo combinado reduziu significativamente 

esse mediador, sugerindo que a reversão da ativação inflamatória medular em fase 

intermediária possa exigir a soma de efeitos locais e sistêmicos. 

Esse comportamento, dependente do tempo e do setor, é corroborado por estudos 

em janelas mais precoces. Como visto por Aimbire et al. (2008), a irradiação em modelo 

de inflamação pulmonar por LPS reduziu IL-1β no BAL e parâmetros associados à 

permeabilidade e à atividade de MPO na fase aguda do processo. De modo semelhante, 

Oliveira Jr. et al. (2014) demonstraram redução de IL-1β no BAL e também no soro em 

modelos pulmonares e extrapulmonares avaliados em uma janela mais precoce do que a 

nossa (24h). Assim, a diferença temporal pode contribuir para explicar por que a IL-1β 

pulmonar não foi revertida no nosso desenho de 72h, enquanto a modulação na medula 

permaneceu mais restrita ao tratamento combinado.57,70,75 

Por outro lado, IL-17A apresentou o padrão mais coerente, com uma modulação 

dependente de estímulo sistêmico. No LBA o grupo LPS apresentou um aumento 

importante dessa citocina, refletindo o papel do recrutamento excessivo de leucócitos para 

o pulmão, já nos grupos tratados com a TFBM apenas os protocolos sistêmico e 

combinado reduziram IL-17A. No lavado femoral, esse mesmo padrão foi reproduzido, 

enquanto no soro não foram observadas diferenças entre os grupos. Esses resultados 

sugerem que, em 72h, a IL-17A dependa mais de circuitos sistêmicos e medulares. A 

redução apenas com os protocolos sistêmico e combinado no LBA e na medula sugerem 

que a TFBM precisa atuar sobre fontes extrapulmonares para enfraquecer os sinais que 

mantêm o recrutamento neutrofílico nessa fase. Essa interpretação é compatível com o 

conceito de TFBM sistêmica modulando células circulantes antes da chegada ao órgão-

alvo, como visto por Alonso et al. (2021) Do mesmo modo, em ALI por LPS com 

irradiação sistêmica pela cauda, da Silva et al. (2019) observaram redução de IL-1β, IL-

6 e IL-17 no pulmão, reforçando a ideia de que a TFBM sistêmica pode atenuar eixos 

inflamatórios ligados à manutenção do recrutamento neutrofílico.58–76 

Em relação à IL-6 e ao TNF-α, ambas mostraram alta sensibilidade no pulmão, 

porém com algumas limitações de detecção sistêmica tardia. A IL-6 aumentou no grupo 
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LPS nos três setores e, interessantemente, foi reduzida por todos os protocolos com 

TFBM local, sistêmica e combinada no pulmão e na medula, e essa modulação de IL-6 

acompanhou a queda da celularidade inflamatória nos grupos tratados, especialmente no 

LBA e no lavado femoral, entretanto, no soro apenas a TFBM combinada gerou redução 

significativa.  

Tal achado pode sugerir que, em 72h, a IL-6 sérica seja menos sensível à 

modulação do que a IL-6 no LBA e na medula, podendo exigir uma intervenção mais 

ampla para que se observe uma redução detectável nas análises. Isso fica mais claro 

quando comparamos com estudos em janelas agudas, nos quais a TFBM foi capaz de 

modular de forma mais extensa o eixo inflamatório. Cury et al. (2015) por exemplo, 

observaram redução de mediadores inflamatórios pulmonares após LPS com TFBM 

aplicada em fase precoce, sem prejuízo funcional, enquanto Mafra de Lima et al. (2009) 

descreveram queda de citocinas pró-inflamatórias, como TNF e IL-1β, em modelos de 

inflamação aguda por LPS. Já Oliveira Jr.et al. (2014) relataram redução de IL-6 tanto no 

LBA quanto no soro em 24 h, reforçando nossa hipótese de que o tempo de análise 

interfere diretamente na detecção de efeitos sistêmicos.57,64,73 Esses dados podem sugerir 

que, em janelas intermediárias como a nossa, a queda de IL-6 no soro tende a depender 

de um grau de modulação mais robusto e integrado, como o observado no protocolo 

combinado, ao passo que LBA e medula permanecem mais responsivos mesmo a 

estímulos isolados. 

O TNF-α seguiu uma lógica semelhante. Houve aumento importante no grupo 

LPS no pulmão, no sangue e na medula, condizente com uma inflamação ainda ativa, 

entretanto, apenas no pulmão observamos redução consistente com a TFBM em todos os 

protocolos, sem quaisquer alterações significativas no soro e na medula em 72h. Essa 

diferença entre os setores é coerente com o fato de o TNF-α ser produzido por múltiplos 

tecidos em contextos de inflamação sistêmica induzida por LPS, o que torna mais difícil 

a detecção de um efeito sistêmico tardio. Em modelos agudos, por exemplo, Aimbire et 

al. (2006) demonstraram redução dose-dependente da TFBM em TNF durante a 

inflamação pulmonar, enquanto Mafra de Lima et al. (2011) mostraram que a TFBM pode 

modular o TNF por mecanismos associados a cAMP em macrófagos alveolares em 

janelas mais precoces. Em conjunto, tais achados reforçam a ideia de uma alta 

responsividade local do TNF-α no pulmão à TFBM, em contraste com a maior dificuldade 
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de modulação dos níveis sistêmicos em fases intermediárias como a avaliada neste estudo. 

69,74 

No caso da CXCL1, o padrão observado foi bem alinhado com o foco da 

inflamação pulmonar aguda induzida por LPS. No LBA, o grupo LPS apresentou um 

aumento importante dessa quimiocina, enquanto todos os protocolos com TFBM (local, 

sistêmico e combinado) reduziram significativamente seus níveis. Vale frisar que esse 

comportamento acompanha o aumento de IL-6, IL-17A e da celularidade inflamatória no 

LBA, reforçando o papel da CXCL1 como parte do eixo que sustenta o recrutamento 

neutrofílico no sítio-alvo da injúria. Esse padrão dialoga com estudos anteriores em 

modelos de injúria pulmonar por LPS tratados com TFBM, que descrevem redução de 

quimiocinas e do influxo celular no BAL, embora nem todos relatem modulação uniforme 

de todas as quimiocinas, sugerindo que o impacto sobre a via quimiotática pode depender 

do modelo experimental, dos parâmetros de irradiação e da janela temporal analisada. No 

nosso contexto de 72h, a ausência de diferenças significativas de CXCL1 no soro e na 

medula reforça a interpretação de que o efeito da TFBM sobre essa via é mais evidente 

no pulmão do que em níveis sistêmicos, contribuindo principalmente para conter o 

influxo celular local.57,73,74 

Por fim, a IL-10 reforçou de forma clara o papel do componente sistêmico. No 

LBA, embora o LPS tenha elevado essa citocina, apenas os grupos sistêmico e combinado 

exibiram aumento adicional; na medula, o mesmo padrão se repetiu, enquanto no soro 

não houve diferenças entre os grupos. Esse comportamento é coerente com estudos em 

modelos de lesão pulmonar aguda, nos quais a fotobiomodulação se associa ao aumento 

de IL-10, à redução de mediadores pró-inflamatórios e à perda de efeito protetor na 

ausência desse mediador, além de modular ao longo do tempo a mobilização celular e o 

perfil de interleucinas.54,57,77 

Considerando que a instilação de LPS pode gerar alterações funcionais e 

estruturais duradouras, como mostrado por Tsikis et al. (2022) em avaliações de dias a 

semanas, nossos dados reforçam a relevância de expandir análises futuras para janelas 

tardias, investigando se a modulação integrada precoce do eixo 

medula→sangue→pulmão pela TFBM impacta não apenas citocinas e celularidade, mas 

também desfechos de remodelamento e recuperação do parênquima. 78 
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Do ponto de vista translacional, é importante enfatizar que pacientes com LPA 

frequentemente apresentam comorbidades, uso concomitante de múltiplas drogas e 

condições hemodinâmicas e infecciosas complexas que não são completamente 

reproduzidas em modelos experimentais baseados apenas em LPS. Assim, embora esse 

modelo seja altamente informativo para compreender e modular eixos inflamatórios 

específicos, a extrapolação para cenários clínicos deve considerar a heterogeneidade de 

curso, etiologia e gravidade observada na prática. 

Vale destacar que algumas limitações devem ser reconhecidas neste estudo. Em 

primeiro lugar, a análise foi realizada em um único tempo experimental, o que impede 

conclusões sobre fases muito precoces, como analisadas por Oliveira Jr. et al (2014) ou 

muito tardias da inflamação e da resolução, como as investigadas por Cury et al. (2015) 

da-Palma-Cruz et al. (2018) e Tsikis et al. (2022) Também não avaliamos marcadores 

fenotípicos de macrófagos (M1/M2), histologia pulmonar, angiogênese nem parâmetros 

funcionais respiratórios, que poderiam confirmar diretamente a transição para um perfil 

mais resolutivo e a preservação estrutural do parênquima pulmonar. Além disso, embora 

tenhamos evidenciado modulação relevante de citocinas e do componente medular, não 

exploramos em detalhe vias intracelulares como NF-κB e STATs, que poderiam 

aprofundar o conhecimento entre a sinalização sistêmica, a reorganização do ambiente 

hematopoiético e a modulação do microambiente pulmonar. 54,57,64,78 

Em termos funcionais, nossos achados em 72h indicam que a TFBM, 

especialmente nas modalidades sistêmica e combinada, atua menos como um bloqueio 

do início da resposta aguda e mais como um “freio” da inflamação persistente, ao reduzir 

o recrutamento de células inflamatórias para o pulmão, atenuar a ativação medular e 

favorecer um eixo mais regulatório mediado por IL-10, ao mesmo tempo em que modula 

simultaneamente mediadores no pulmão e na medula óssea. Esse padrão sugere 

interferência direta no eixo medula–sangue–pulmão que sustenta a continuidade do 

recrutamento leucocitário, apontando para um mecanismo integrado de modulação 

inflamatória em fase intermediária da LPA. 

Adicionalmente, quando comparamos o desempenho entre as estratégias 

terapêuticas utilizadas em nosso estudo, observamos um perfil consistente: a TFBM 

sistêmica mostrou efeitos globalmente superiores à aplicação local isolada, enquanto o 

protocolo combinado apresentou desempenho ligeiramente superior ao sistêmico e 
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claramente melhor do que o local. Esse padrão é observado na modulação de eixos 

inflamatórios em múltiplos compartimentos. Em particular, a IL-17A citocina associada 

à sustentação de circuitos pró-recrutamento e amplificação inflamatória foi reduzida 

apenas pelos protocolos sistêmico e combinado, tanto no LBA quanto no lavado femoral. 

Vale destacar que apenas esses dois protocolos elevaram IL-10 no LBA, indicando um 

deslocamento do microambiente pulmonar para um perfil mais regulatório no próprio 

órgão-alvo da injúria.  

Por fim, a vantagem do tratamento combinado torna-se mais evidente pela sua 

capacidade de atingir marcadores que não foram modulados nas demais abordagens, 

sendo o único protocolo capaz de reduzir a IL-1β no lavado femoral e de modular a IL-6 

no soro um achado particularmente relevante, já que, nesse setor, somente a intervenção 

combinada demonstrou efeito detectável. Em conjunto, esses resultados reforçam que a 

integração entre a modulação local do microambiente pulmonar e a intervenção sistêmica 

sobre compartimentos hematopoiéticos/circulantes amplia o alcance biológico da TFBM 

e pode representar a forma mais eficiente de interferir na dinâmica inflamatória que ainda 

se sustenta em 72h.  

Mesmo que exista uma literatura abundante sobre a fisiopatologia e o tratamento 

da LPA, as implicações na prática clínica ainda são limitadas. Assim, as direções futuras 

da pesquisa devem se concentrar em propor novas terapias direcionadas para essa 

condição tão devastadora, uma vez que as intervenções farmacológicas atuais se 

concentram principalmente na atenuação da resposta inflamatória nas fases iniciais, na 

redução do edema ou no suporte aos mecanismos de reparo, sem oferecer uma solução 

efetiva e integrada para a complexa dinâmica intercompartimental que sustenta a 

progressão da injúria. 
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6 CONCLUSÃO 

Nossos resultados mostraram que a TFBM foi capaz de atenuar a inflamação 

pulmonar aguda induzida por LPS em 72h, modulando de forma coordenada o eixo 

medula–sangue–pulmão. Observamos redução do infiltrado inflamatório e de mediadores 

como IL-6, TNF-α e CXCL1 no LBA, além de efeitos seletivos sobre IL-1β, IL-17A e 

IL-10 na medula óssea, especialmente nos protocolos sistêmico e combinado, sugerindo 

interferência na mobilização e na reprogramação de células provenientes de 

compartimentos de reserva. Assim, a fotobiomodulação vem mostrando resultados 

consistentes como estratégia adjuvante na LPA, com potencial para integrar o controle 

local da inflamação pulmonar à modulação sistêmica da resposta imune. Ainda assim, 

permanece a necessidade de explorar diferentes janelas temporais, parâmetros de 

irradiação e desfechos estruturais e funcionais para que, no futuro, esse tratamento possa 

ser consolidado e transposto com segurança para o cenário clínico. 
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