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Resumo: A inflamag&o pulmonar crdnica como a
asma é uma condicdo com alto grau de morbidade e
mortalidade. E caracterizada pela broncoconstrigo.
A presenga de células inflamatorias no lavado
broncoalveolar também caracteriza a asma, e
geralmente acompanha a gravidade da doenga. A
exposi¢do a essas células inflamatdrias causa lesdo
pulmonar, e isso estimula o tecido das vias aéreas a
remodelagdo. A remodelacdo reduz a luz das vias
aéreas, contribuindo para a reducédo do fluxo de ar.
Diversos mediadores quimicos liberados pelos
eosindfilos na vigéncia da asma como, por
exemplo, as interleucinas- (IL-) 4, 5 e 13
contribuem para 0  desencadeamento e
desenvolvimento da asma. Esses mediadores
quimicos induzem aumento da permeabilidade
vascular, o que causa edema; e contribuem para a
perpetuacdo da asma com remodelamento das vias
aéreas caracterizado pela secre¢cdo de muco e
colageno. Devido ao alto custo, direto e indireto, do
tratamento da asma, e a diversidade de efeitos
colaterais da terapia farmacol6gica convencional,
novas terapias vém sendo desenvolvidas,
principalmente aquelas com efeito terapéutico na
broncoconstricdo e no edema; e que apresentem
poucos efeitos colaterais, como por exemplo, a
laserterapia. Dessa forma, o presente estudo
caracterizou 0 mecanismo de acdo antiinflamatoria
do laser de baixa poténcia (LBP) em modelo
experimental de asma alérgica. Os resultados
indicam que o LBP reduziu a broncoconstricéo.
Além disso, o0 LBP reduziu os seguintes marcadores
inflamatorios: o ndmero de eosindfilos no lavado
broncoalveolar, a producdo de muco e colageno, a
permeabilidade vascular, a concentracdo de IL-4,
IL-5 e IL-13, e as alteracOes histolégicas. Por fim,
no presente modelo experimental de inflamacéao
pulmonar alérgica, o LBP se apresenta como uma
terapia ndo invasiva capaz de controlar a
reatividade brénquica e a inflamacéo.
Palavras-chave: asma, broncoconstricdo, eosinofilia,
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Abstract:  Chronic pulmonary inflammation and
asthma is a condition with high morbidity and
mortality. It is characterized by bronchoconstriction.
The presence of inflammatory cells in the
bronchoalveolar lavage also features asthma, and
usually accompanies the disease severity. Exposure to
these cells causes inflammatory lung injury, and this
stimulates the tissue remodeling of the airways. The
laser reduces remodeling of the airways, thus
contributing to the reduction of air flow. Several
chemical mediators released by eosinophils in the
presence of asthma as, for example, interleukin-(IL-) 4,
5 and 13 contribute to the onset and development of
asthma. These chemical mediators induce increases in
vascular permeability which causes edema; and
contribute to the perpetuation of asthma with airway
remodeling characterized for secretion of mucus and
collagen. Due to high costs, direct and indirect, of the
treatment of asthma, and the diversity of side effects of
conventional drug therapy, new therapies are being
developed, especially those with a therapeutic effect on
bronchoconstriction and edema; and exhibit few side
effects, such as laser therapy. Thus, the present study
characterized the mechanism of anti-inflammatory
action of low level laser in an experimental model of
allergic asthma. The results indicate that laser reduced
bronchoconstriction. In addition, the laser reduced
inflammatory markers following: the number of
eosinophils in bronchoalveolar lavage, sputum
production and collagen vascular permeability, the
concentration of IL-4, IL-5 and IL-13, and the
histological changes. Finally, in this experimental
model of allergic pulmonary inflammation, laser is
presented as a non-invasive therapy can control the
inflammation and bronchial hyperresponsiveness.
Keywords: asthma, bronchial reactivity, vascular
permeability, airway remodeling, laser therapy.

Introducéo

Dentre as doencas pulmonares obstrutivas que
afetam um grande contingente de pessoas no mundo, a
asma ocupa lugar de destaque. A consequéncia social
da asma se agrava se adicionarmos aos valores
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despendidos, o grau de absenteismo escolar no trabalho
e piora na qualidade de vida dos pacientes asmaticos
[1].

A asma é caracterizada pela presenca no pulmao, de
células inflamat6rias, mediadores pré-inflamatorios,
expressdo de moléculas de adesdo, hiperreatividade
brénquica e remodelamento das vias aéreas. Dentre as
células envolvidas na inflamacdo destacam-se
mastocitos, eosindfilos e linfocitos, mas principalmente
pela presenca de eosinofilos no sangue, nos alvéolos e
nos brénquios. Células estruturais das vias aéreas
(musculatura lisa, fibroblastos e epitélio) também
produzem mediadores importantes para a persisténcia
da inflamacéo [2].

Com o crescente avanco de estudos sobre a base

molecular da asma, novas terapias vém sendo
desenvolvidas, principalmente aquela com efeito
terapéutico sobre a inflamagdo pulmonar e na

exacerbacdo da resposta contratil das vias aéreas, e que
apresentem poucos efeitos colaterais. A laserterapia de
baixa poténcia é promissora em preencher todos esses
requisitos.

Diversos autores tem demonstrado o efeito do
LBP em estudos clinicos com individuos asmaéticos e
com portadores de bronquite cronica [3]. Esses autores
evidenciam o efeito antiinflamatério do LBP na
complacéncia pulmonar, na melhora da resposta ao
corticosterdide, reducdo na recorréncia da crise
asmatica e nos dias de hospitalizagdo. Além disso, o
uso do LBP pode ser realizado em atendimento
ambulatorial de forma ndo invasiva [4].

Apesar dos estudos descritos na literatura sobre o
efeito antiinflamatério do LBP na inflamagao pulmonar
[5], a maioria dos estudos se ocupa em investigar o
efeito do laser na inflamagdo pulmonar aguda. Dessa
forma, estudos que avaliem o efeito do LBP sobre a
broncoconstricdo e a inflamagdo pulmonar crénica sdo
pertinentes.

No que diz respeito ao efeito do LBP sobre a
broncoconstrigdo, o LBP reduz a hiperreatividade das
vias aéreas através redugdo de prostantides no lavado
broncoalveolar e no parénquima pulmonar em modelo
de endotoxemia [6]. Além disso, nds reportamos que 0
LBP restaura a capacidade de relaxamento do bronquio
[7]. No tocante a inflamacdo pulmonar aguda, o LBP
reduz a permeabilidade vascular e o influxo de
neutr6filos por um mecanismo no qual a IL-1p ¢é
importante. Ainda nesse sentido, a laserterapia reduziu
a lesdo endotelial pulmonar e atenuou o edema
pulmonar [8].

Tomados em conjunto o efeito do LBP, é razoavel
sugerir que a laserterapia atenue a broncoconstricdo e a
inflamacdo na asma alérgica experimental. A interagdo
da radiacdo laser com células e mediadores
inflamatérios, que atualmente ainda ndo esté elucidada,
pode ser o principal eixo do mecanismo de acdo desta
terapia, e merece ser investigada.
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Materiais e métodos

Animais — Camundongos Balb-c machos (25-30 g)
provenientes do Biotério Central da Universidade Nove
de Julho. Os animais foram mantidos em gaiolas
(5/gaiola) com livre acesso a dgua e alimentacdo. Os
animais foram anestesiados com Quetamina (20 mg/kg,
i.p.) e Xilazina (100 mg/kg, i.p.).

Indugdo da Asma — Os animais foram sensibilizados
com 10 pg de ovoalbumina (OVA) durante sete dias.
Decorridos 14 dias da sensibilizagéo, os animais foram
submetidos a broncoprovocacdo inalatdria com OVA.
Para tanto, os animais foram expostos a inalagdo de
OVA durante 15 minutos em caixa plastica acoplada a
um  nebulizador. Decorridas 24 horas da
broncoprovocacdo, a reatividade bronquica e a
inflamacdo foram mensuradas.

Parametros de Irradiacdo — Laser de diodo com
poténcia de 30 mW e comprimento de onda de 660 nm
irradiando uma area de 0.785 cm? com densidade de
energia de 5.4 J . Os animais foram irradiados 5
minutos, 1, 6 e 12 horas apds a broncoprovocagdo. A
poténcia do laser foi calibrada com a utilizagdo de um
potencidmetro (Newport Multifunction Optical Meter
model 1835C). A estabilidade do laser durante a
irradiacdo foi avaliada com um coletor de luz com
reflexdo parcial (4 %). O LBP aplicado sobre a pele na
regido do brénquio principal.

Reatividade brénquica — Os bronquios foram
retirados e montados para registro das contragdes
isométricas. Para tanto, foi usado um sistema
multicanal de tecido isolado, acoplado a um sistema de
aquisicdo, analise e estocagem de dados. Curvas
concentragdo-resposta @ metacolina foram construidas
para a anélise da reatividade brénquica

Avaliacdo de eosindfilos — O LBA obtido foi
centrifugado, por 10 minutos a 1500 rpm. O
sobrenadante foi desprezado e o botdo celular foi
ressuspenso em 1 ml de PBS. A contagem das células
totais foi realizada em camara de Neubauer.
Permeabilidade vascular pulmonar (Edema
pulmonar) — A veia jugular canulada para a
administracdo de azul de Evans (AE; 20 mg/kg) 30 min
antes da analise da permeabilidade. Apos esse periodo,
os pulmdes foram perfundidos com solucdo salina. O
pulmdo foi homogeneizado em salina, incubado com
formamida e centrifugado. O sobrenadante foi
determinado por um espectrofotémetro em 620 nm. A
concentragdo de AE no homogenato de pulmédo foi
calculada através de uma curva padrio (ug de AE por
pulmio).

Quantificagdo da producdo de muco e colageno —
As secrecdes dos pulmdes foram coradas com
hematotoxilina/eosina, e as células produtoras e muco
ou coladgeno foram coradas com &acido periddico de
Schiff e picrossirius, respectivamente.

Determinacdo de mediadores inflamatorios — Os
mediadores inflamatérios IL-4, IL-5, IL-13 foram
quantificados por leitor de ELISA em aliquotas do
sobrenadante do LBA.
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Histologia pulmonar — Os cortes histologicos foram
corados com hematoxilina-eosina, e quantificados em
aumentos de 400X em 10 campos microscopicos
aleatdrios e ndo coincidentes.

Analise Estatistica — Os resultados foram avaliados
estatisticamente através da Analise de Variancia
(ANOVA) e do Teste de Comparacbes Mudltiplas
Tukey-Kramer. Os resultados foram considerados
significativos quando p<0.05.

Resultados

Nossos resultados mostram que o modelo de asma
alérgica experimental adotado no presente estudo foi
caracterizado pelos sinais clinicos de broncoconstricdo
exacerbada e inflamacdo pulmonar com a presenca de
infiltrado eosinofilico, secrecdo de mediadores pré-
inflamatorios e remodelamento das vias aéreas. Os
animais ndo alérgicos ndo apresentaram tais
caracteristicas. Os resultados indicam que o LBP foi
capaz de reduzir de forma siginicativa a
hipereatividade  brénquica frente ao estimulo
colinérgico em animais alérgicos quando comparado
com animais alérgicos mas néo tratados com LBP. De
fato, a resposta contratil bronquica méxima de animais
alérgicos foi de 1,91+0,15 ¢/100 mg de brénquio)
quando comparado com animais do grupo controle
(1.05+0.15 ¢g/100mg de tecido). Quando os animais
alérgicos foram tratados com LBP, a resposta contratil
brénquica maxima foi 1,33+0,15 ¢/100 mg de
brénquio). Além disso, o LBP reduziu o ndmero de
eosindfilos no LBA (Tabela 1), a producdo de muco e
coldgeno (Tabela 2), a permeabilidade vascular (Tabela
3) e aconcentracdo de IL-4, IL-5 e IL-13 (Tabela 4).
Vale ressaltar que o LBP ndo interferiu na reatividade
brénquica e na resposta imune de animais néo alérgicos
(1.1+0.15 ¢/100 mg de brénquio).

Tabela 1: Células Inflamatdrias (10° células/mL)

Total Monocito | Neutofilo | Eosinofilo
controle | 5,3+0,02 | 4,30+1,10 | 0,5+0.20 | 0,5040,20
Laser 5,1+0,03 | 4,80+0.03 | 0,40+0,03 | 0,40+0,20
OVA 45,143,2 | 30,0£3.1 | 18.0+1,10 | 5,50+0,22
OVA+L | 22,0+1,3 | 18,0+1.10 | 8,0+1,10 | 1,5040,25
Tabela 2: Concentra¢do de muco e coldgeno
Muco Colégeno
Controle 2,10+0,25 1,5440,25
Laser 2,10+0,22 1,1540,22
OVA 25,70+1,10 17,55+1,10
OVA+L 8,40+1,50 1,47+0,20

Tabela 3: Edema Pulmonar

Controle 8,15+2,50
Laser 8,10+2,50
OVA 45,80+3,10
OVA+L 18,40+2,55
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Tabela 4: Concentracdo de mediadores inflamatérios

IL-4 IL-5 IL-13
Controle | 1,05+0,20 | 18,50+3,5 5,10+1,50
Laser 1,0+0,21 33,0+3,55 5,0+1,50
OVA 7,40+0,50 | 175,0+10.10 | 45,0+2,10
OVA+L | 3,53+0,55 | 92,40+10,55 | 11,30+1,55
Discusséo

No presente estudo, nosso grupo demonstrou o
efeito da laserterapia na asma alérgica experimental. A
estratégia de tratamento adotada neste modelo
experimental revela que o LBP pode controlar a
exacerbacdo da reatividade brénquica e ainflamag&o
pulmonar quando administrado de forma intercalada e
ndo invasiva. Dessa forma, quando os animais
receberam 3 irradiagdes apds o desafio antigénico, o
LBP restaurou a reatividade bronquica a niveis de
controle.

No que diz respeito a celularidade no LBA ap6s o
desafio antigénico, nossos resultados evidenciam o
aumento do numero de eosinéfilos. Os resultados
mostram que o efeito antiinflamatorio do LBP sobre o
namero de eosinofilos parece melhorar a sua eficacia
no decorrer do processo inflamatorio. Essa informagéo
é importante, pois existe uma estreita relacéo entre os
eosindfilos e a broncoconstricdo através da sinalizagdo
de IL-13. Vale ressaltar que os eosindfilos estdo
diretamente associados ao remodelamento das vias
aereas em diversas situagdes.

Alguns estudos tém avaliado a inflamagdo
pulmonar com énfase especial ao remodelamento das
vias aéreas. O remodelamento das vias aéreas requer
proliferagdo celular, aumento da deposicéo de proteinas
de matriz celular, espessamento da membrana basal,
producdo de coldgeno, aumento da secre¢do de muco.
Nossos resultados mostram que a laserterapia atenuou a
secrecdo de muco e a produgdo de colédgeno apds o
desafio antigénico.Admitindo essa condigdo, e
considerando o efeito do LBP sobre a eosinofilia no
LBA de animais alérgicos, é razoavel supor que o
efeito do LBP sobre a producdo de colédgeno e a
secreca0 de muco seja uma resposta secundaria
advinda do efeito da laserterapia sobre o nimero de
eosindfilos no LBA de animais apds o desafio
antigénico.

O edema pulmonar caracterizado pelo aumento da
permeabilidade vascular pulmonar ap6s o desafio
antigénico apresenta uma resposta significativa no
grupo de animais alérgicos e tratados com LBP. Isso
significa que o LBP reduziu o edema pulmonar durante
0 periodo estudado. Isso pode explicar porque o LBP
age diferentemente sobre cada sinal inflamatorio da
asma experimental.

No sentido de dar inicio a compreensdo de qual
sinalizacdo celular é a responsavel pelos efeitos
benéficos do laser de baixa poténcia, alguns dos
principais mediadores inflamatérios que modulam a
inflamac&o pulmonar alérgica foram investigados como
possiveis candidatos a alvo da laserterapia. O presente
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estudo mostra que o LBP é capaz de reduzir a
concentragdo de mediadores inflamatérios importantes
no desencadeamento e manutencdo da asma alérgica. E
conhecido que a IL-4 promove a sintese local e
sistémica de IgE, e regula a eosinofilia das vias aéreas.
A IL-4 estimula ainda as células produtoras de muco,
fibroblastos e estd relacionada com o remodelamento
das vias aéreas. Nossos resultados mostram que o LBP
foi eficiente em reduzir a concentragdo de IL-4 e de IL-
5 no LBA de animais alérgicos. O efeito do LBP sobre
a concentracdo de IL-5 se faz importante, visto que a
IL-5 regula a liberacéo de eosinofilos da medula dssea,
aumentando a sinalizagdo quimiotaxica no trato
respiratorio. Ainda no que se refere ao efeito do LBP
sobre os mediadores inflamatdrios que modulam a
asma, um ponto de destaque foi que a laserterapia
reduziu de forma eficaz a concentracdo de IL-13. Isso
porque alguns autores evidenciaram que animais
tratados com anticorpo monoclonal anti-I1L-13
apresentaram reduc&o significativa da broncoconstri¢éo
na asma alérgica. Esse resultado nos faz supor que o
efeito do LBP em restaurar a reatividade brénquica
pode ser devido ao marcante efeito da laserterapia
sobre a IL-13. Dessa forma, nossos resultados apontam
para o fato de que o efeito antiinflamatério do LBP
sobre a hiperreatividade bronquica, a inflamacéo
pulmonar e o re modelamento das vias aéreas se deve a
reducéo da secrecdo de IL-4, IL-5 e IL-13.

Conclusao

O conjunto das informacg®es a respeito da sinalizacdo
celular que culmina no efeito benéfico da laserterapia
contribuird de forma bastante significativa para a
escolha da abordagem terapéutica do LBP, e ainda
quais as associagdes com a terapia farmacoldgica
convencional podem de fato caracterizar o LBP como
uma promissora terapia auxiliar no tratamento das
afeccdes pulmonares alérgicas.
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