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RESUMO 

 

A laserterapia de baixa potência tem sido usada clinicamente para tratar 

processos inflamatórios. O objetivo deste trabalho foi avaliar a influência da 

laserterapia de baixa potência na formação de edema e na modulação da 

expressão gênica de receptores de cininas. Os animais foram divididos em 

quatro grupos: A1  (controle – salina), A2 (carragenina), A3 (carragenina + 

laser 660nm) e A4 (carragenina + laser 684nm). O edema foi medido por um 

pletismômetro. O  tecido subplantar foi coletado para quantificar a expressão 

de RNAm para cinina por meio PCR em tempo real. A laserterapia de baixa 

potência com comprimento de onda 660 nm e 684 nm, dose de 7.5 J/cm2 

administrada 1 hora após injeção de carragenina foi capaz para promover a 

redução do edema induzido pela carragenina. No grupo A2, a expressão do 

receptor B1 apresentou aumento significativo quando comparado com grupo 

controle. A expressão do RNAm para receptores B1 apresentou diminuição 

significativa após a aplicação de laserterapia de baixa potência de 660nm e 

684nm. A expressão do RNAm dos receptores de B2 de cininas também 

diminuiu após aplicação de laserterapia de baixa potência. Não houve 

diferença significativa entre os diferentes comprimentos de onda. Nossos 

resultados sugerem que a expressão de ambos receptores de cininas é 

modulada por laserterapia, contribuindo assim com seus efeitos 

antiinflamatórios. 

 

 

 

 

 

Palavras-chave: Inflamação Aguda; Laserterapia De Baixa Potência; 

Receptores De Cininas. 



ABSTRACT 

 

Low level laser therapy (LLLT)  has  been   used  clinically in order to treat 

inflammatory process. The  aim  this  work was evaluated the effects of low 

level laser therapy  in  volume  edema and modulates kinin receptors mRNA 

expression. Experimental groups were designed as followed: A1 (control-

saline), A2 (carragenina), A3 (carragenina+laser 660nm) e A4 

(carragenina+laser 684nm). Edema was measured by a plethysmometer. 

Subplantar  tissue was collected for kinin receptors mRNA quantification by 

Real time-PCR. LLLT of both 660 and 684 nm wavelengths administrated 1 h 

after carrageenan injection was able to promote the reduction of edema 

produced  by  carrageenan. In the A2 group, B1 receptor expression presented 

a significantly increase when LLLTs 660 or 684 nm wavelength. Kinin B2 

receptor  mRNA  expression  also  diminished after laser irradiations. Our 

results suggest that expression of both kinin receptors is modulated by LLLT, 

possibly contributing to its anti-inflammatory effect. 
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1. INTRODUÇÃO 

A palavra LASER é um acrônimo de Light Amplification by Stimulated 

Emission of Radiation, a qual pode ser traduzida por amplificação da luz por 

emissão estimulada  de  radiação. O primeiro laser, construído por Mainman 

em 1960, foi o de Rubi1.  

A utilização do laser nas áreas biomédicas surgiu como conseqüência 

natural  de suas propriedades e se iniciou com o aproveitamento de seus 

efeitos térmicos. Os lasers de alta potência são capazes de vaporizar e 

coagular  tecidos biológicos, oferecendo  um  campo cirúrgico sem 

sangramento e com certo grau de esterilização2. 

Outro  campo de estudo nas áreas biomédicas é o da aplicação dos 

lasers de baixa intensidade. O princípio básico da laserterapia é que a 

irradiação com comprimentos  de  onda específicos tem a capacidade de 

alterar o  comportamento  celular na ausência de aquecimento. O laser 

estimula processos biológicos e, por isso, esse fenômeno foi inicialmente 

chamado de bioestimulação3. A bioestimulação é um termo genérico para 

qualquer estímulo, agente ou ação que produzam resposta fisiológica com 

aumento da atividade funcional4. Como foi comprovado que doses altas de 

laser  podem  inibir  atividades celulares, este termo – bioestimulação – não 

tem sido utilizado. Hoje, o tratamento com laser em baixa intensidade é 

nomeado por uma gama variada de palavras como terapia laser, terapia com 

laser em baixa intensidade, laser em baixa intensidade, lasers “frios”, nomes 

que fazem menção às suas propriedades fotoquímicas5.  

Os efeitos terapêuticos da laserterapia de baixa intensidade têm sido 

estudados desde 19606. Um dos pioneiros na pesquisa com laser em baixa 

intensidade foi Endre Mester em Budapeste, Hungria, que publicou o 

primeiro trabalho em 1967, no qual mostrou efeitos benéficos deste recurso 

na pele de camundongos2. Depois disso outros estudos mostraram que 

laserterapia afeta a cicatrização tecidual, possuindo ações antiinflamatórias 

e analgésicas. Entretanto, diferentes estudos têm mostrado a eficácia desse 

tratamento, particularmente na dor da inflamação, o mecanismo o qual a 

irradiação produz analgesia e efeitos antiinflamatórios permanece incerto. 
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Estudos anteriores a 1980 sugeriram que a radiação por laser poderia 

promover alívio nos neurotransmissores, assim como a serotonina ou β-

endorfina. Mais tarde, foi proposto que radiação por laser poderia produzir 

biomodulação das atividades enzimáticas, fotoquímicas e fotofisiológicas. 

Esses estudos nos forneceram a base da teoria para o desenvolvimento de 

muitos outros que concluíram que a radiação por laser produzia alguns 

efeitos analgésicos e antiinflamatórios6. 

A laserterapia de baixa intensidade é uma nova terapia que inclui a 

aplicação de baixa potência monocromática e luz coerente para lesões7. Ela 

tem sido usada clinicamente desde 1981 no tratamento de pacientes com 

patologias inflamatórias, e administrada com diferentes comprimentos de 

onda do espectro visível e próximo ao infravermelho, incluindo HeNe (632,8 

nm), GaAIAs (650, 805 ou 820 nm) e GaAs (904 nm)8. 

Essa terapia é também usada para tratar dor muscular, embora os 

mecanismos biológicos dos resultados benéficos observados permaneçam 

incertos9. A capacidade da laserterapia de baixa intensidade para reduzir a 

duração da inflamação aguda10 e acelerar a reparação de tecido em tendões e 

músculo lesionados foi proposta por Aimbire e colaboradores11. Lubart e 

colaboradoresn  sugerem que a laserterapia de baixa intensidade pode 

promover mudanças  no  estado de redução celular, que tem papel 

fundamental na sustentação da atividade celular, promovendo processos 

fotobioestimulativos9. 

A inflamação  é  uma  resposta inespecífica  do corpo  a  várias lesões, e 

é essencialmente uma resposta protetora que inicia o processo de reparação 

tecidual. A  reação  inflamatória  envolve  interações complexas entre as 

células inflamatórias  (neutrófilos,  linfócitos  e  monócitos/macrófagos) e 

células vasculares (células endoteliais e células da musculatura lisa)9. 

Segundo Phillips e colaboradores a resposta inflamatória ocorre no 

tecido conjuntivo vascularizado, no plasma, nas células circulantes, nos 

vasos sanguíneos e nos componentes extravasculares do tecido conjuntivo, 

manifestando pelos sinais clínicos, de dor, calor, rubor e edema. Kumar e 

colaboradores relataram que o edema inflamatório é a marca registrada da 
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inflamação aguda; este fenômeno associado ao aumento da pressão 

hidrostática secundária à vasodilatação, resulta em uma acentuada perda de 

líquidos e a um acúmulo no tecido intersticial, o que caracteriza o edema. 

Ainda, conforme Garcia-Leme e colaboradores, o processo inflamatório é 

desenvolvido e mantido graças à liberação de mediadores químicos solúveis 

(aminas vasoativas, citocinas, fator de ativação plaquetária, radicais 

superóxidos e derivados do ácido araquidônico)12. 

A resposta fisiológica que ocorre imediatamente após um estímulo 

agressivo  é tida como a fase precoce (0-1h) em oposição ao o que ocorre 

entre as 5-6h após a lesão, na qual as células  inflamatórias se acumulam no 

local. Existem evidências para um número  de   diferentes fatores que tem 

papel importante  na  modulação  da  resposta  inflamatória  e  também na fase        

da inflamação aguda. Na fase precoce, moduladores como histamina, 5-

hidroxipitamina   e  bradicinina modulam  a resposta inflamatória. Durante a 

fase tardia, prostaglandinas, COX-2 e neutrófilos contribuem para a resposta 

inflamatória12. O  processo  inflamatório  induz  o aumento da sensibilização 

dos nociceptores mecânicos, térmicos e estimuladores químicos, o qual 

manifesta a inflamação e a dor6. 

A bradicinina  é  nonapeptídio  que  exerce  suas  ações, em 

concentração nanomolar, após interagir com receptores específicos da 

membrana plasmática de células-alvo. Sua  meia-vida no plasma é inferior a 

um minuto, sendo rapidamente inativada por cininases teciduais. Descoberta 

em 1948, em meio a experimentos com o veneno de Bothrops jararaca, esse 

agente gerado no plasma mostrou importante ação hipotensora arterial. Em 

1977, Regoli iniciou o estudo de receptores específicos da bradicinina e, em 

1980, em conjunto com Barabé, propôs a “hipótese dos dois receptores”, 

sugerindo que as ações da bradicinina são mediadas por dois receptores 

distintos, denominados B1 e B2
13. 

A bradicinina  é  constituinte  do sistema calicreína-cinina, do qual 

também participam procalicreínas, calicreínas teciduais e plasmática, 

cininogênios, cininases e enzimas conversoras de cininas. Em resumo, 

procalicreínas  dão  origem   às    calicreínas  que, por  sua  vez,   agem   sobre 
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cininogênios liberando cininas; aminopeptidases convertem precursores de 

bradicinina  em bradicinina; cininases degradam tanto a bradicinina quanto 

seus precursores13.  

Apesar das  cininas  participarem  da    regulação  de sistemas 

fisiológicos, são mais conhecidas suas  ações  na  doença: choque, asma, dor 

e muitas formas de inflamação envolvem a mediação desses peptídeos. 

Cininas podem evocar os sinais cardinais da  inflamação  (dor,   edema,  rubor 

e calor) e estão próximas do topo da cascata de mediadores envolvidos no 

processo inflamatório. Na doença, a bradicinina é produzida quando lesão 

vascular expõe polissacarídeos  sulfatados carregados negativamente, 

ativando o sistema de contato  da  coagulação. A bradicinina é liberada 

também quando há oxigenação tecidual inadequada em decorrência de 

perfusão tecidual deficiente.  Na lesão  tecidual ou infecção, acúmulo, 

aderência e ativação de neutrófilos, soma outros mediadores ao local de 

inflamação, potencializando a ação das cininas14. 

 Quando o estímulo provoca a lesão tecidual, há  o   desencadeamento 

de processo inflamatório seguido de reparação. As células lesadas liberam 

enzimas de seu interior, que no ambiente  extracelular  degradam ácidos 

graxos de cadeia longa e atuam sobre os cininogênios, dando origem à 

formação de cininas. A calicreína é uma  enzima  proteolítica que é ativada 

pela inflamação e outros efeitos químicos ou físicos sobre o sangue ou os 

tecidos. Ao ser ativada, a calicreína atua imediatamente sobre o cininogênio, 

liberando a cinina denominada calidina, que é, assim, convertida em 

bradicinina por enzimas teciduais. Uma vez formada, a bradicinina provoca 

intensa dilatação arteriolar  e  aumento  da  permeabilidade capilar, 

contribuindo para a propagação da reação inflamatória14. 

Receptores B1 e B2 de  cininas  possuem papel central na patofisiologia 

da inflamação7,15,16.  O  receptor  B2 de cininas é expresso de forma 

constitutiva,  enquanto receptor B1 de cininas é fracamente expresso na 

maioria dos tecidos sob condições basais, mas fortemente expresso na 

inflamação.     O      receptor     B2     de      cininas    parece   estar     envolvido  
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preferencialmente  na  fase  precoce  e o receptor B1 induzível nas fases 

tardias da inflamação17,18. 

De  nosso   conhecimento,  há  poucos, se  algum,  trabalhos investigando 

se a  laserterapia  afeta a expressão de cininas in vivo. Dentro deste contexto, 

o presente estudo  foi  então desenhado para avaliar o envolvimento das 

cininas nas  propriedades  antiinflamatórias da laserterapia de baixa 

intensidade  aplicada  em diferentes comprimentos de onda  (660 nm e 684 

nm) no edema de pata induzido pela carragenina, um modelo clássico de 

resposta inflamatória aguda. 
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

2.1 LASER DE BAIXA POTÊNCIA  

A terapia  com  laser de baixa potência utiliza porções do espectro 

visível  e  infravermelho  de  luz. As primeiras pesquisas foram feitas com 

lasers   de  rubi,  argônio e hélio-neônio que estão no espectro visível4,19,20. 

Mais recentemente, os lasers de diodo semicondutor de arseneto de gálio 

(GaAs) e arseneto de gálio  e  alumínio (GaAlAs) no espectro infravermelho 

tem se tornado mais populares. Inicialmente eram utilizados lasers com 

potência  de até 1 mW, mas com o desenvolvimento da tecnologia os 

aparelhos  passaram  a  ter  potências entre 10 a 90 mW, o que diminui o 

tempo de aplicação21,22. 

O laser de hélio-neônio (He-Ne) é o mais antigo dos lasers e surgiu na 

década de 70. Emite   ondas  de luz no espectro visível, geralmente em torno 

de 630 nm. Trabalha em modo contínuo, mas pode ser utilizado também no 

modo  pulsado.  Sua  potência  é de 1 a 10 mW e pode ser aplicado 

diretamente  ou  através  de fibras ópticas. A profundidade de penetração é de 

6 a 10 mm, dependendo de sua potência23. 

O diodo semicondutor  de  arseneto  de gálio (GaAs) surgiu na década 

de 80. Possui comprimento de onda de 904 nm no espectro infravermelho e 

usualmente  trabalha no modo pulsado, este modo penetra mais 

profundamente nos tecidos chegando a alcançar 30 a 50 mm23. 

O diodo semicondutor de arseneto de gálio e alumínio (GaAlAs) tem 

comprimentos  de  onda  de 780 a 870 nm, sua luz é invisível e está no 

espectro infravermelho. Alguns GaAlAs possuem comprimento de onda no 

espectro  vermelho.  O modo de operação é contínuo na maioria dos 

aparelhos, sua profundidade de penetração é de 20 a 30 mm, tornou-se 

popular por ser um aparelho pequeno, leve e com custo razoável23. 

Esses  lasers  semicondutores  possuem o mecanismo de 

funcionamento  um  pouco  diferente  da maioria dos lasers, pois trabalham 

com  pólos positivo e negativo, sendo a radiação emitida pelas laterais, como 

se fosse um “sanduíche”21. 
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Para que se obtenha a resposta biológica adequada  é  necessário 

atingir a dose ótima de radiação, o comprimento de onda correto e  o número 

de aplicações suficientes para produzir efeito.  Os  seguintes parâmetros 

devem ser observados: escolha do comprimento de onda, densidade de 

energia (dose) e densidade de potência (intensidade). A  potência  do  laser  é 

o valor dado pelo fabricante em watts (W). A densidade de potência é a 

potência de saída de luz por unidade de área medida  em  watts  por 

centímetro quadrado (W/cm2). A densidade de energia, também chamada de 

dose, é a quantidade de energia por unidade de área transferida ao tecido, 

expressa em joules por centímetro quadrado (J/cm2)2. 

Das propriedades da luz laser, a colimação não parece   ser   crucial 

para causar os efeitos do laser visto que  é  rapidamente  degradada  ao 

passar pelos tecidos (efeito de espalhamento). A monocromaticidade parece 

ser vital, pois os efeitos nas células  são  causados  por  comprimentos  de 

onda de uma estreita faixa do espectro da luz. Os lasers em baixa potência 

estão numa faixa do espectro que não  é  absorvida por muitos componentes 

do organismo e, por isso, possuem maior profundidade de penetração. 

Comprimentos de onda mais longos são mais resistentes ao espalhamento e 

penetram mais nos tecidos. A luz vermelha  do  laser  de  He-Ne penetra 0,5 a 

1 mm antes de perder 37% de sua intensidade, enquanto que a luz 

infravermelha do laser de GaAlAs penetra mais de 2 mm antes de perder a 

mesma quantidade de energia. A terapia a laser envolve usualmente 

exposições de 4 J/cm2, o que significa uma penetração de 0,5 a 2,5 cm 

podendo atingir nervos, músculos e articulações5. 

Os mecanismos biomoleculares da ação do  laser  de  baixa potência 

são bem diferentes dos mecanismos térmicos do laser de alta potência. O 

evento inicial que ocorre é a absorção da luz por moléculas do tecido alvo as 

quais são chamadas de cromóforos. Outras moléculas fotossensitivas são a 

clorofila na fotossíntese e a rodopsina na visão. Os citocromos, enzimas da 

cadeia respiratória presentes nas mitocôndrias das células, responsáveis por 

converter ADP em ATP e fornecer energia para a célula e dirige o seu 

metabolismo  (síntese  de  proteínas, replicação, motilidade celular, 

manutenção   do  potencial   da   membrana),  são   fotossensíveis.   Assim,    a  
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energia do laser é  absorvida e convertida em energia para a célula 

(ATP)15,24,25. 

A ação dos lasers em baixa potência nos tecidos ocorre dentro de um 

espectro limitado da luz de comprimentos  de  onda  de  600 a 900 nm, os 

quais possuem níveis de energia e absorção  relevantes. No espectro entre 

500 e 1200 nm, não há uma molécula específica  que absorva toda a energia 

do laser, como, por exemplo, a hemoglobina e melanina interagem com 

comprimentos de onda de 500 nm do laser de argônio. Toda energia é 

absorvida por esses pigmentos  e  a luz não atinge outras áreas do tecido. 

Esse intervalo de 500 a 1200 nm  é chamado  de “janela óptica” dos tecidos, 

por não haver moléculas de absorção  específica  para  esses comprimentos 

de onda, o tecido permite a livre passagem e espalhamento dos raios 

vermelhos e infravermelhos dos lasers  em baixa potência até que cheguem 

aos citocromos das mitocôndrias1,15,24,25. 

Nenhum  efeito  colateral  foi  observado com o uso de lasers no 

espectro vermelho e infravermelho, pois seus fótons   são   de  baixa  energia e 

não causam ionização, causam somente excitação e calor23. 

 

2.2 LASERTERAPIA DE BAIXA POTÊNCIA EM MODELOS DE 

INFLAMAÇÃO AGUDA 

Albertini e colaboradores, usando o  modelo  de  inflamação  induzido 

por carragenina, demonstraram pelo uso de laserterapia de baixa potência, 

uma diminuição na evolução do edema quatro horas após a injeção de 

carragenina no músculo  subplantar.  Esses autores mostraram que a 

irradiação com laser falhou na inibição do edema em animais 

adrenalectomizados, indicando que a laserterapia de baixa potência 

possivelmente exerce seus efeitos  antiinflamatórios  estimulando a liberação 

de hormônios adrenocorticosteróides8. 

A carragenina é um polissacarídeo amplamente utilizado para induzir 

resposta inflamatória aguda em animais experimentais, uma vez que induz a 

liberação  de   diferentes   mediadores     inflamatórios     como   a     histamina,  
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bradicinina,  prostaglandina e ânions superóxidos16. O uso da carragenina 

como agente irritante para induzir inflamação em pata de rato foi introduzido 

por Winter e colaboradores,  tornando-se  um dos métodos mais populares 

para o teste de drogas e avaliação de novas terapias antiinflamatórias17,18. 

Recentemente,  nosso  grupo  demonstrou  uma diminuição na 

quantidade de RNAm para COX-2 em músculo subplantar retirado de ratos 

tratados com carragenina seguido de irradiação  de laser de baixa potência 

uma hora após a injeção de carragenina7. Nesses animais, a expressão de 

COX-2 e o volume do edema foram reduzidos pela laserterapia de baixa 

potência 4h após a injeção de carragenina. Além disto, Albertini e 

colaboradores  demonstraram a redução  (de 30 - 40%)  no  conteúdo de 

RNAm das citocinas TNF-α, IL-1β e IL-6 3 h após a irradiação com laser em 

músculo subplantar coletado de rato tratado com carragenina. Este efeito 

diminutivo da expressão do RNAm destas moléculas foi observado usando 

tanto laser de comprimento de onda de 660nm  ou 684nm  quatro  horas após 

a indução da inflamação aguda. Estes resultados demonstraram que 

laserterapia de baixa potência apresenta uma ação antiinflamatória que 

possivelmente modula fatores de transcrição  ligados  à expressão de RNAm 

de COX-2 e de citocinas pró-inflamatórias15.  

Lopes-Martins e colaboradores sugeriram que laserterapia de baixa 

potência administrada 1-3 horas após  a indução  da  inflamação em um 

modelo de pleurite aguda  induzida  por  carragenina, reduz significativamente 

a migração das células inflamatórias6. 

Aimbire e colaboradores administraram laserterapia de baixa potência 

em modelos de pleurite induzidas por Rabbit antiserum ovalbumin (BSA) 

mostraram a redução da expressão dos níveis de TNF-α no lavado 

broncoalveolar após a irradiação11.  

Ferreira e colaboradores analisaram os efeitos analgésicos da 

laserterapia  de  baixa  potência  com o laser de He-Ne no processo 

inflamatório agudo induzido por  carragenina, e mostraram que a irradiação 

com dose de 2.5 J/cm2 produz analgesia e  diminui  o volume do edema 

quando aplicado 1, 2 e 3 horas após a injeção de carragenina, inibindo a 
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sensibilização  dos  nociceptores  no  processo  inflamatório, 

conseqüentemente diminuindo a dor26. 

Os receptores de cininas B1 e B2 desempenham papel importante na 

patofisiologia da inflamação7,15,16. O receptor de cininas B2 é amplamente e 

constitutivamente expresso, enquanto o receptor B1 é pouco expresso na 

maioria dos tecidos em condições basais, porém tem a sua expressão 

fortemente aumentada durante processos inflamatórios. Os receptores B2 

constitutivos são conhecidos por estarem  preferencialmente envolvidos na 

fase inicial da inflamação e o receptor B1 induzível na fase mais tardia17,18. 

O envolvimento do receptor B1 no modelo inflamatório induzido por 

carragenina tem sido demonstrado. Costa e colaboradores demonstraram os 

efeitos antiinflamatórios de um antagonista seletivo  não peptídico para 

receptor de cininas B1, SSR240612 na inflamação pleural induzida por 

carragenina em camundongos, reduzindo a contagem de células totais e 

neutrófilos27. 

A relação entre a inflamação induzida por carragenina e o receptor de 

cininas B2 também foi também sugerida.  As  propriedades antinociceptivas e 

de inibição  de  edema  do  antagonista não peptídico do receptor de cininas 

B2, NPC18884, na hiperalgesia induzida pela carragenina foram 

demonstradas28. Usando o modelo de inflamação pleural induzida por 

carragenina, Saleh e colaboradores demonstraram  a  inibição dose-

dependente da exsudação e do conteúdo celular total e diferencial causado 

pela injeção intrapleural de carragenina29. 
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3. OBJETIVO 

O objetivo deste  estudo  foi  verificar a influência da laserterapia de 

baixa potência na formação do edema e na expressão gênica dos receptores 

de B1 e B2 de cininas  em  modelo   experimental de inflamação aguda em 

ratos. 
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4. RESULTADOS 

Artigo publicado em: International Immunopharmacology, 2008 

 

F Bortone, HA Santos, R Albertini, JB Pesquero,  MS Costa, JA Silva Jr. 
Low level laser therapy modulates kinin receptors mRNA expression in the 
subplantar muscle of rat paw subjected to carrageenan-induced 
inflammation. International Immunopharmacology, v 8, p 206-210, 2008. 
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                       PERSPECTIVAS FUTURAS 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

5. PERSPECTIVAS FUTURAS 

Analisar a influência da   laserterapia  de baixa potência na modulação 

da expressão de  outros  componentes  do Sistema Calicreína-Cininas, como 

as calicreínas  plasmática  e  tecidual e o cininogênio, bem como de efetores 

do Sistema Renina-Angiotensina em modelo de inflamação aguda induzido 

pela carragenina. 
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LASERTERAPIA DE BAIXA POTÊNCIA MODULA A EXPRESSÃO GÊNICA 

DE RECEPTORES DE CININAS EM MODELO EXPERIMENTAL DE 

INFLAMAÇÃO AGUDA EM RATOS 

Bortone F1; Santos HA2; Albertini R3; Pesquero JB4; Costa MS3; Silva JA Jr1* 
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RESUMO 

A laserterapia  de  baixa potência tem sido usada clinicamente no 

tratamento de processos inflamatórios. Neste trabalho, avaliamos se a 

laserterapia de baixa potência altera a expressão do RNA mensageiros dos 

receptores de cininas na inflamação induzida por carragenina em edema em 

pata de ratos. Grupos experimentais foram separados como segue: A1 

(Controle salina), A2 (carragenina somente),  A3  (carragenina + laser 660nm) 

e A4 (carragenina + laser 684 nm). O edema foi medido por meio de um 

pletismômetro. O  tecido  subplantar  foi coletado para a quantificação do 

mRNA de  receptores de cininas feita por Real Time-PCR. A laserterapia de 

660 e 684 nm foi administrada 1h após  a  injeção  de carragenina e mostrou-

se capaz de promover a redução do edema produzido pela carragenina. No 

grupo A2, a expressão do receptor B1 apresentou um aumento significativo 

quando comparado ao grupo controle. A expressão RNAm do receptor B1 de 

cininas  diminuiu  significativamente após a irradiação com laserterapia de 

baixa potência  com  comprimento  de  onda de 660 ou 684 nm. A expressão 

de RNAm  do  receptor  B2 de cininas também diminuiu após a duas 

irradiações. Nossos resultados sugerem que a expressão gênica dos 

receptores de cininas é modulada pela laserterapia de baixa potência, o que 

possivelmente contribui para seu efeito antiinflamatório. 
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1. INTRODUÇÃO 
 
A laserterapia de  baixa  potência (LLLT) é uma  nova  terapia que envolve 

a aplicação de luz de baixa potência monocromática e mesma amplitude em 

ferimentos e lesões [1]. A LLLT tem sido utilizada em tratamentos de dores 

musculares e apesar dos resultados benéficos observados, o mecanismo 

biológico permanece desconhecido [2]. A capacidade da LLLT em reduzir a 

duração da fase aguda da inflamação [3] e acelerar a reparação tecidual nos 

tendões e lesões musculares foi proposta [4]. Lubart e colaboradores  

sugeriram que  a  LLLT pode  promover  mudanças  no  estado  de  redução-

oxidação celular, desempenhando papel essencial na sustentação das 

atividades  celulares,  e promovendo o processo fotobioestimulativo [5]. 

Durante muitos anos, tem sido proposto que a laserterapia de baixa potência 

(LLLT) pode amenizar a dor, o inchaço e a inflamação associada a várias 

formas de artrite.  Recentemente,  Castano  colaboradores demonstraram que 

a LLLT foi altamente eficaz  no  tratamento  da  artrite inflamatória em ratos, 

que tiveram injeção de zymosan nas juntas dos joelhos com a finalidade de 

induzir artrite inflamatória. Os mecanismos por trás do alívio da dor clínica 

observada após a LLLT são pouco claros e pode envolver uma ação 

antiinflamatória [7,8]. 

Bjordal e colaboradores demonstraram que a LLLT é capaz de modular o 

processo inflamatório de maneira dependente da dor e pode ser usada para 

reduzir significativamente a  dor  inflamatória  aguda em abordagens clínicas 

[8]. 

A carragenina é um polissacarídeo amplamente utilizado para induzir 

resposta inflamatória aguda em animais experimentais, uma vez que induz a 

liberação  de diferentes mediadores inflamatórios como a histamina, 

bradicinina, prostaglandina e anions superóxidos [9]. O uso da carragenina 

como um agente irritante para induzir inflamação em pata de rato foi 

introduzido por Winter e colaboradores, tornando-se um dos métodos mais 

populares para o teste de drogas e avaliação de novas terapias 

antiinflamatórias [10, 11]. 
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Albertini e colaboradores usando o modelo de inflamação induzido por 

carragenina  demonstraram  pelo  uso  de LLLT uma diminuição na evolução 

do edema  quatro  horas  após a injeção de carragenina no músculo 

subplantar. Esses autores mostraram que a irradiação com laser falhou na 

inibição do edema em animais adrenalectomizados, indicando que a LLLT 

possivelmente  exerce  seus  efeitos  antiinflamatórios  estimulando a liberação 

de hormônios adrenocorticosteróides. 

Recentemente, nosso  grupo  demonstrou uma diminuição na quantidade 

de RNA mensageiro (RNAm) para COX-2 em múculo subplantar retirado de 

ratos tratados com carragenina seguido de LLLT uma hora após a injeção de 

carragenina [13]. Nesses animais, a expressão de COX-2 e o volume do 

edema foram reduzidos pela LLLT 4h após a injeção de carragenina. Além 

disto, Albertini e colaboradores demonstraram a redução (de 30 - 40%) no 

conteúdo  de RNAm das citocinas TNF-α, IL-1β e IL-6 3 h após a irradiação 

com laser em músculo subplantar coletado de rato tratado com carragenina. 

Este efeito  diminutivo  da  expressão do RNAm destas moléculas foi 

observado usando tanto LLLT de comprimento de onda de 660nm ou 684nm 

quatro horas após a indução da inflamação aguda [14]. Estes resultados 

demonstraram que LLLT apresenta uma ação antiinflamatória que 

possivelmente modula fatores de transcrição  ligados  à expressão de RNAm 

de COX-2 e de citocinas pró-inflamatórias.  

Os receptores de cininas B1 e B2 desempenham papel importante na 

patofisiologia da inflamação. O receptor de cininas B2 é amplamente e 

constitutivamente expresso, enquanto o receptor B1 é pouco expresso na 

maioria dos tecidos em condições basais, porém tem a sua expressão 

fortemente aumentada durante processos inflamatórios. Os receptores B2 

constitutivos são conhecidos  por  estarem preferencialmente envolvidos na 

fase  inicial  da inflamação e o receptor B1 induzível na fase mais tardia [18, 

19]. 

O envolvimento do receptor B1 no modelo inflamatório induzido por 

carragenina  tem  sido  demonstrado.  Costa e colaboradores demonstraram os  

 

40



 

 

efeitos antiinflamatórios de um  antagonista seletivo não peptídico para 

receptor de cininas B1, SSR240612 na inflamação pleural induzida por 

carragenina em camundongos, reduzindo as contagens de células totais e 

neutrófilos [20]. 

A relação entre a inflamação induzida por carragenina e o receptor de 

cininas B2 também foi também  sugerida.  As propriedades antinociceptivas e 

de inibição de edema do  antagonista  não  peptídico  do receptor de cininas 

B2, NPC18884, na  hiperalgesia  induzida pela carragenina foram 

demonstradas [21]. Usando o modelo de inflamação pleural induzida por 

carragenina,  Saleh  e colaboradores demonstraram a inibição dose-

dependente da exsudação e do conteúdo celular total e diferencial causado 

pela injeção intrapleural de carragenina [22]. 

Pelo nosso conhecimento há poucos, se algum, estudo investigando se a 

LLLT afeta a expressão de receptores de cininas in vivo. Neste contexto o 

presente estudo foi  desenvolvido  para  avaliar  o  envolvimento das cininas 

nas propriedades antiinflamatórias da aplicação de LLLT em diferentes 

comprimentos  de  onda (660 e 684nm)  no  edema de pata de rato induzido 

por carragenina,  um  modelo clássico para resposta de inflamação aguda. A 

fim de  estudar  os  mecanismos antiinflamatórios pela LLLT, nós 

determinamos o volume  de  edema  e  a expressão de RNAm de receptores 

de cininas. 

 

2. MATERIAIS E MÉTODOS 

Animais 

Todos os  experimentos  foram realizados de acordo com as diretrizes 

da Universidade do Vale do Parnaíba para o cuidado animal (protocolo nº 

A034/2006/CEP). Os experimentos foram realizados usando 32 ratos Wistar 

machos (150-200g)  com comida e água ad libitum proveniente da Casa 

Central   do   Animal   do  Departamento  de  Pesquisa  e  Desenvolvimento  da 
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Universidade Vale do Paraíba. Todos os ratos foram colocados em gaiolas 

comuns divididos randomicamente em grupos de oito. 

 

Irradiação a Laser 

Laser  de  diodo com potência de 30mW e comprimento de onda tanto 

de 660nm (modelo: Laser unit, Kondortech) ou 684nm (modelo Theralase) 

foram usados.  As  medidas  espectroscópicas  executadas em ambos os 

lasers não mostraram alteração térmica para o laser de 660nm. O laser de 

684nm  mostrou uma alteração de 0.4 nm no comprimento de onda na 

condição de operação de frio para quente. O poder óptico foi calibrado 

utilizando-se  Newport Multifunction Optical Meter (modelo 1835C). O raio de 

luz iluminou uma área de  0.785cm2 resultando em uma dosagem de energia 

de 7.5 J/cm2. 

Grupos Experimentais  

O grupo  experimental  consistiu  de 32 ratos Wistar machos divididos 

em quatro grupos: A1  (Controle - salina),  A2 (carragenina),  A3 (Carragenina 

+ laser 660nm) e A4 (Carragenina + laser 684nm). Os ratos receberam uma 

injeção subplantar (0,5mg/pata) de carragenina (Sigma) ou salina (animais 

controle)  na  região  subplantar  da pata esquerda sob anestesia com 

halotano. Os animais  dos  grupos  A3  e A4 foram irradiados uma hora após a 

inflamação induzida por carragenina. 

 

Procedimentos Experimentais 

Os animais  foram  sacrificados  por  decapitação quatro horas após 

cada tratamento e os músculos subplantares foram rapidamente dissecados, 

imediatamente  congelados  em  nitrogênio  líquido  e armazenados a -80º C 

até a extração do RNA.  
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PCR Quantitativo em tempo Real  

O RNA total foi isolado dos músculos subplantares por auxílio do 

reagente  TRIzol (Gibco BRL, Gaithersburg, MD),  de  acordo  com  protocolo 

do fabricante. O RNA foi submetido à digestão com DNase I, seguido de 

transcrição reversa para cDNA, como previamente descrito [19]. A reação de 

polimerase em cadeia (PCR) foi realizado em Sistema de Detecção de 

Seqüência 7000 (ABI Prism, Applied Biosystems, Foster City, CA) usando kit 

de reação SYBRGreen (Applied Biosystems). Os iniciadores (primers) 

utilizados para a quantificação de  RNAm para receptor de cininas B1 foram: 

iniciadores  para  B1 senso 5′-CCAGGGTTCGTCATCACTATCTG-3′ e 

antisenso 5′-GCAAAAGGAAGAAGGACAAGACTAA-3′ (Gen-BankTM número de 

acesso NM_030851)  e   iniciadores   para   quantificação   de   RNAm   para  o 

receptor  B2  de  cininas   senso 5′-CCCTTCCTCTGGGTCCTCTT-3′ e 

antisenso 5′-CAGAACACGCTGAGGACAAAGA-3′ (Gen-BankTM número de 

acesso NM_173100.1). Iniciadores para �-actina senso (GenBankTM número 

de acesso J00691) 5′-AAGTCCCTCACCCTCCCAAAAG-3′ e antisenso 

(GenBankTM  número  de acesso V01217) 5′-AAGCAATGCTGTCACCTTCCC-

3′ foram também usados.  O gene  da   �2-microglobulina  de rato  foi usado 

como um segundo padrão interno para quantificação gênica (GenBankTM 

número de acesso AF072097): iniciadores senso  5′-

TGTCTTTCAGCAAGGACTGG-3′ e antisenso 5′-

GATGCTGCTTACATGTCTCG-3′. 

Valores  quantitativos da transcrição dos receptores de cininas B1 e B2, 

β-actina e β2-microglobulina foram obtidos do número limiar de ciclos (Ct), 

onde o aumento do sinal associado com o crescimento exponencial dos 

produtos  de  PCR  começa a ser detectado. Curvas de acompanhamento 

foram geradas ao final de cada corrida para assegurar a uniformidade do 

produto. O nível  relativo   da  expressão  do  alvo  gênico  foi  normalizado com 

base  na  expressão  de  RNAm  de  β–actina ou  β2-microglobulina como 

controles  endógenos.  Valores  de  ∆Ct foram determinados subtraindo a 

média do valor de Ct  das  amostras  da média de Ct do controle interno β-

actina  e  β2-microglobulina.   Como   é   incomum  o   so  de ∆Ct devido a esta  
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característica logarítmica, o parâmetro 2-∆Ct foi utilizado para expressar os 

dados da  expressão  relativa [23]. Os  resultados  foram expressos como 

razão  relativa  da  soma  dos níveis de transcrição β-actina e β2-

microglobulina como controles internos. 

 

3. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Os  dados foram examinados pela análise de variância (ANOVA) seguido 

do teste de comparações múltiplas Tukey-Kramer post hoc para determinar 

diferenças entre os grupos. Os resultados foram considerados significativos 

quando p < 0,05. 

  

4. RESULTADOS 

Efeito da LLLT no edema induzido pela carragenina. 

A fim de estudar o efeito da LLLT no edema da pata, inicialmente 

analisamos o volume  do edema quatro horas após a injeção de carragenina, 

de acordo  com  Albertini e colaboradores [13]. Um inchaço pronunciado da 

pata de rato em animais que receberam carragenina foi observado quando 

comparados com o grupo controle (Figura1).  A irradiação com laser 

administrada uma hora após a injeção de carragenina foi capaz de promover 

uma  redução  do edema induzido pela administração da carragenina (p < 

0,05). Este  efeito  foi  similar utilizando comprimentos de onda de 660 e 

684nm. 
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Figura 1: Volume do edema determinado quatro horas após a inflamação induzida por 
carragenina em pata de rato. As condições experimentais foram descritas em materiais e 
métodos. Os dados são mostrados como média+/- desvio padrão (n=8). A análise estatística 
mostrou valor de p menor que 0,05 comparando grupos A1 e A2( **) e comparando A3 e A4 
com grupo A2 (*) 

 

Efeito da LLLT na expressão de receptores de cininas em pata de rato 

A expressão de RNAm de receptor B1 de cininas apresentou um 

aumento significativo na pata de rato edematosa (A2: 1.8±0.2, p<0.001) 

quando  comparada  ao  grupo  controle (A1: 0.3±0.1). (Figura2). Patas de 

ratos  inflamadas irradiadas com laser tanto de comprimento de onda de 

660nm (A3) ou 684nm (A4) apresentaram uma menor expressão do RNAm 

para receptor B1 de cininas (0.3±0.2 e 0.5±0.3, respectivamente, p<0.05) 

comparados com animais tratados somente com carragenina. Usando um 

segundo controle endógeno (β2-microglobulina), a expressão de RNAm para 

cininas B1 foi similar aos dados  obtidos  após  normalização  de RNAm para β-

actina (dado não mostrado).  A expressão de RNAm para receptor B1 de 

cininas é relevante em modelos de inflamação, uma vez que sua indução é 

modulada por citocinas como IL-1β e TNF-α. De maneira interessante, a 

expressão de receptores B1 de cininas parece estar aumentada nas mesmas 

condições descritas para as enzimas  pró-inflamatórias  ciclooxigenase-2 

(COX-2) e óxido nítrico sintetase induzível (iNOS).  Desta forma, os estímulos 

(e também  as  vias  de  sinalização  celular)   que  mostram  a capacidade    de 
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aumentar  a  expressão  de  receptores B1 foram os mesmos reconhecidos 

para estimulação  do  aumento  da expressão de COX2 e iNOS (para revisão 

da importância do receptor B1 de cininas em processos inflamatórios e 

dolorosos, veja Calixto e colaboradores [25]). Além disso, nós recentemente 

mostramos que a expressão  de  RNAm  para COX2 foi também diminuída 

após LLLT concomitantemente com a expressão de receptores de cininas 

observada aqui [13]. Outras evidências farmacológicas sugerem que o 

aumento da expressão de receptores B1 no  edema  em pata de rato seguido 

da injeção intradérmica de IL-1β e TNF-α envolve a ativação da proteína 

quinase C, tirosina quinase ou MAP-quinases  e  do  fator  de transcrição NF-

kB [26]. Foi demonstrado  ainda  que  bloqueadores  específicos para NF-kB 

são capazes de prevenir  o  aumento  da  expressão de receptor B1 tanto in 

vitro [27, 28] quanto in vivo [26, 29]. 

Nenhuma diferença significativa foi observada entre o controle 

(A1:7.4±1.2) e A2 (9.3±1.0; p<0.13), com  relação à expressão de receptores 

de cininas B2, entretanto a expressão de  RNAm  para  receptores  B2 de 

cininas também diminuiu nos grupos A3 e A4 (2.6±0.6 e 3.5±1.1, 

respectivamente, p<0.05)  em diferentes experimentos usando tanto β-actina 

ou β2-microglobulina como padrão interno. A relação entre a inflamação 

induzida por carragenina e o receptor de B2 é também sugerida. As 

propriedades antinoceptivas e inibidoras de edema do antagonista não 

peptídico  de  receptor B2  de  cininas,  NPC 18884, na hiperalgesia induzida 

por carragenina  foi  demonstrada  [21].  Usando o modelo de inflamação 

pleural  induzida por  carragenina  em  camundongos, Saleh et al. demonstrou 

a inibição  dose-dependente  da exsudação e o conteúdo celular total e 

diferencial causado pela injeção intrapleural de carragenina. 
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Figura 2: Efeito  da LLLT na expressão gênica dos receptores de cininas B1 e B2. As 
condições  experimentais  foram  descritas  em  materiais e métodos. A  análise foi realizada 
por Real  Time  PCR.  Grupos A1 (Controle salina), A2 (Somente carragenina), A3 
(Carragenina  e  laser  660nm) e A4 (Carragenina e laser 684nm). Os dados relacionados 
foram expressos  como  média+/- desvio  padrão (n=8).  A análise estatística mostrou valor de 
p menor que 0,05 comparando grupos A1 e A2(**) e comparando A3 e A4 com grupo A2 (*) 

 

Surpreendentemente  após  o tratamento com carragenina e 

laserterapia, a expressão de RNAm de receptor B2 de cininas ainda 

apresentava níveis mais baixos de expressão que o grupo A1 (controle), 

sugerindo um possível envolvimento de um modulador transcricional. Este 

dado  foi  validado  usando  β-actina ou β2-microglobulina como controle 

gênico endógeno. Apesar de receptor de cininas B2 ser expresso 

constitutivamente em um grande número de células, a expressão gênica é 

regulada  durante  o  desenvolvimento  nos rins e sistema cardiovascular e 

após  nascimento  em  alguns estados patológicos como o diabetes e 

hipertrofia  cardíaca por substâncias como AMP cíclico, glicose, 

glicocorticóides,  e  estrógeno, dentre outros que modulam a expressão de 

RNA mensageiro, níveis protéicos e receptores membranares B2 de cininas em 

tecidos. Baptista e colaboradores sugerem que o elemento silenciador clássico 

presente    na  região  regulatória  do  promotor  do  gene B2  de  cininas 

poderia  ser   um   dos   mecanismos   no   qual   o   gene  tem  sua  expressão  
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diminuída a nível transcricional, tanto em condições patofisiológicas como 

fisiológicas [30].  No  entanto, outras investigações precisam ser realizadas 

para clarear os dados adquiridos. 

Estes são os primeiros dados mostrando a redução da expressão de 

RNAm  de  receptores  de cininas após LLLT, usando um modelo de 

inflamação tradicional. Em conjunto, estes resultados sugerem que a 

expressão de receptores de cininas B1 e B2 é modulada pela LLLT, 

possivelmente contribuindo para seus efeitos antiinflamatórios. Além disto, a 

LLLT pode ser uma nova terapia alternativa no tratamento de doenças 

inflamatórias. 
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