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Resumo

Introducao. A doenga pulmonar obstrutiva cronica é uma enfermidade respira-
toria caracterizada pela presenca de obstrucao cronica do fluxo aéreo e manifes-
tacao inflamatoria. Objetivo. Verificar o efeito da laserterapia de baixa poténcia
no tratamento da inflamagdo pulmonar. Metodologia. Utilizou-se 30 ratos, divi-
didos em trés grupos de dez animais: grupo controle (recebeu apenas ar ambien-
te); grupo DPOC e grupo DPOC+laser (expostos a fumaca de cigarro durante 45
dias, sendo o grupo DPOC+laser tratado durante 12 dias com laser 904nm). Para
analise dos resultados foi realizada histopatologia. Resultados. O grupo controle
apresentou espagos aéreos normais com distor¢ao arquitetural periférica do pul-
mao, o grupo DPOC demonstrou um enfisema acentuado, areas de atelectasias
e destruicdo das paredes alveolares. O grupo tratado houve uma regressao de
enfisema acentuado para discreto. Conclusao. Na anélise realizada, a inflamacao
pulmonar induzida pelo cigarro pode ser comprovada e a laserterapia de baixa
poténcia mostrou-se eficaz na atenuagao da inflamacao.

Descritores: Inflamagdo pulmonar; Histologia; Terapia a laser de baixa poténcia.

Abstract

Introduction. The chronic obstructive pulmonary disease is a respiratory disease
characterized by chronic airflow obstruction and inflammatory manifestation.
Objective. To investigate the effect of low level laser therapy in the treatment
of pulmonary inflammation. Methodology. We used 30 rats divided into three
groups of ten animals: control group (received only room air), group COPD and
COPD + laser (exposed to cigarette smoke for 45 days with group COPD + laser
treated for 12 days with 904nm laser). For data analysis was performed histopa-
thology. Results. The control group had normal air spaces with architectural dis-
tortion of the peripheral lung, COPD group showed a marked emphysema, areas
of atelectasis and destruction of alveolar walls in the treated group there was a
regression from mild to severe emphysema. Conclusion. Through the analysis
performed pulmonary inflammation induced by cigarette can be proved, and the
low level laser therapy was effective in reducing inflammation.

Key words: Histology; Pulmonary inflammation; Therapy low power laser.
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Introducdo

O Consenso da Sociedade Brasileira de
Pneumologia e Tisiologia (SBPT), publicado em
2004, definiu a Doenca Pulmonar Obstrutiva
Cronica (DPOC) como uma enfermidade respi-
ratéria prevenivel e tratdvel com manifestacdes
sistémicas e que se caracteriza pela presenca de
obstrugao cronica do fluxo aéreo, que nao € to-
talmente reversivel, e associada a uma resposta
inflamatéria anormal a inala¢do de fumaca de
cigarro e outras particulas e gases toxicos. A
DPOC ¢é uma das principais causas de morbi-
dade e mortalidade em todo o mundo. Muitas
pessoas sofrem dessa doenga ha varios anos e
morrem prematuramente a partir dela ou de
suas complicacdes.!

Nao se conhece a real prevaléncia da
DPOC em nosso meio. Os dados de prevaléncia
no Brasil, obtidos até o momento, sdo de ques-
tiondrios de sintomas, que permitem estimar a
DPOC em adultos maiores de 40 anos em 12% da
populagdo, ou seja, 5.500.000 individuos.?

Segundo a American Thoracic Society, os da-
dos de morbidade incluem consultas médicas,
visitas a setores de emergéncia e hospitaliza-
¢oes. Em funcdo da DPOC, a morbidade aumen-
ta com a idade, sendo maior nos homens do que
nas mulheres. As taxas de admissdo sdo altas
para pacientes com nivel socioeconémico baixo.
A morbidade tende a aumentar no futuro, nao
somente pelas mudangas de habito, mas também
por conta do envelhecimento populacional.’

A DPOC também esta associada aos efeitos
sistémicos, tais como a inflamacao sistémica e a
disfungdo muscular esquelética. A evidéncia de
inflamacao sistémica inclui presenca de estresse
oxidativo sistémico, concentragdes anormais de
citocinas circulantes e ativacdao das células in-
flamatérias. A evidéncia da disfun¢do muscular
esquelética inclui a perda progressiva de mas-
sa muscular esquelética e a presenca de varias
anomalias bioenergéticas. Tais efeitos sistémicos
possuem consequéncias clinicas importantes,
pois contribuem para a limitagdo da capacidade

fisica do paciente e, dessa forma, para o declinio
da condicao de saide na DPOC.*

Todas as mudancas promovidas pela in-
flamacao (aumento da produgdo de muco, con-
tracdo da musculatura lisa das vias aéreas e
destruigado alveolar) levam a obstrucao de vias
aéreas, inadequacgdo da relagdo ventilagao-
perfusao, hiperinsuflacdo pulmonar estdtica e
dinamica e sdo responsaveis pelo aparecimen-
to de sintomas relacionados a manifestagdo
clinica da enfermidade. As principais células
inflamatodrias envolvidas na fisiopatologia da
DPOC sao os neutréfilos, macrofagos e linfo-
citos CD8. Os mediadores inflamatdrios mais
envolvidos nesse processo sao fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a), leucotrieno B4 (LTB4) e
interleucina 8 (IL-8). Esse aspecto fisiopatolo-
gico é muito importante na diferenciagdo do
diagnéstico entre DPOC e asma, pois sado re-
presentados por células e mediadores infla-
matorios distintos.®

A acdo anti-inflamatéria do laser esta as-
sociada a funcdo de aceleragao da microcircu-
lagdo local, ocasionando alteracdes de pressao
hidrostética capilar, promovendo a redugao do
edema e elimina¢ao do acimulo de catabdlitos
intermedidrios, aumenta ainda a mitose dos
tecidos elevando a celularidade da regiao irra-
diada, caracterizando o efeito cicatricial sobre
as lesdes.

Os tratamentos propostos para a DPOC
até hoje sdo baseados na redugao da mortalida-
de, atenuacdo dos sintomas e ainda com objeti-
vo de obter melhora funcional e na qualidade
de vida. Alguns autores®”? propdem o uso de
antibidticos, broncodilatadores, corticoides, oxi-
genioterapia e reabilitacao pulmonar. Necessita-
se, portanto de uma terapia efetiva em favor da
satide de tantos pacientes com DPOC.

Tendo em vista o cardter inflamatodrio cro-
nico que a DPOC apresenta e as propriedades
anti-inflamatérias da laserterapia de baixa po-
téncia (LBP), vé-se a possibilidade, nesse traba-
lho, de promover a DPOC pela inala¢ao de fuma-
¢a de cigarro e, posteriormente, fazer as analises
histopatoldgicas e celulares no que diz respeito



a elementos que demonstrem a existéncia da
DPOC, e a atuacao da LBP, nesse mecanismo in-
flamatoério, como uma alternativa terapéutica.

Metodologia

Aspectos éticos

Os animais foram manipulados segundo
padrées estabelecidos pelos Principios Eticos na
Experimentagdo Animal, adotados pelo Colégio
Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA)
e aprovados pelo Comité de Ftica em Pesquisa
da Universidade do Vale do Paraiba — UNIVAP
(Protocolo n° A013CEP/2009) e pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Faculdade Santo Agostinho
(Protocolo n° 190/09).

Tipos de pesquisa
Estudo de carater experimental, descritivo,
e qualitativo.

Delimita¢do do universo

Grupos de ratos (rattus novergicus, linha-
gem Wistar) machos (12 — 15 semanas, no inicio
do experimento e 20 semanas no final; 250 — 300
g) adquiridos do Biotério Central da Faculdade
Santo Agostinho — FSA (Teresina — PI). Os ani-
mais foram selecionados de forma aleatdria;
ap6s quarentena (sete dias) foram mantidos em
gaiolas e em um ciclo de 12 h claro/escuro com
livre acesso a d4gua e ragdo padrao.

Aparelhos

Utilizou-se laser semicondutor de bai-
xa intensidade da marca BIOSET® modelo
PHYSIOLUX DUAL, diodo arseneto de galio
(AsGa), com poténcia de 25W e comprimento de
onda de 904 nandémetros irradiando uma area de
0.785 cm? cada ponto com densidade de energia
de 7 J/cm?.

Figura 7: Aparelho e caneta Laser

Grupos experimentais

Os ratos foram divididos em trés grupos
sendo cada grupo constituido por dez animais
(n = 10), organizados da seguinte forma: gru-
po controle (ao final do experimento restaram
apenas 8 animais); grupo DPOC; grupo DPOC
+ laser. No grupo controle, os animais foram ex-
postos apenas as condigdes de ar ambiente; no
grupo DPOC, a fumaca de cigarro por inalagao;
no grupo DPOC + laser, a fumaga de cigarro por
inalagdo e tratados com laser apds o estabeleci-
mento da inflamagdo pulmonar.

Inducdo da inflamacdo

A inducdo da resposta inflamatéria pul-
monar se deu pela inalagdo de fumaca de ci-
garro comercial (13,0 mg de alcatrdo, 1,10 mg de
nicotina, 10 mg de monéxido de carbono), onde
os animais foram fumantes passivos, inalando
a fumagca de 14 (quatorze) cigarros por dia para
cada dupla, 6 (seis) dias por semana, durante 45
dias, com intervalos de 15 (quinze) minutos en-
tre um cigarro e outro. Em outros trabalhos, a
inflamacao pulmonar pode ser confirmada com
10, 20, 30, 60 dias e seis meses de inalagao de
fumaca de cigarro.’> 1

Os animais foram colocados em dupla em
uma caixa de madeira, com dimensdes estabe-
lecidas por Valenga; Porto', com adaptagdes na
camara de inalagdo, que teve as seguintes medi-
das: 40 cm x 30 cm e 25 cm de altura, dotada de
quatro orificios na tampa, um em cada lateral de
30 cm, onde se acoplaram os cigarros, totalizan-

do seis orificios (Higuza 10).
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Protocolo de tratamento

Apos os 45 dias de exposicdo a fumaga
de cigarro, os ratos foram submetidos a LBP
durante 12 dias. A aplicagdo se deu em trés
pontos na face frontal: um na regido da cari-
na e outros dois no centro de cada hemitérax
(Mguma 9), cada ponto totalizou um tempo de
dois minutos e dezoito segundos (determina-
do pelo aparelho), uma vez ao dia. Antes da

aplicacdo da LBP, foi realizada a tricotomia na

regido tordcica (Figura 8).

Figura 8: Tricotomia da regido tordcica

-\

(a) (b) (c)

Figura 9: Pontos de aplicag¢édo da LBP (a-
carina, b- hemitérax esquerdo, c- hemitérax
direito)

Eutandsia

Todos os animais foram sacrificados no
mesmo dia, inclusive o grupo que iniciou o
fumo com 15 dias de antecedéncia em relagao
ao grupo DPOC. O sacrificio foi realizado com
hiperdosagem de anestésico (tiopental 300mg/
Kg) e os pulmdes foram retirados, para analise
posterior.

Avaliagdo histologica

Para a avaliacdo histolégica, reservou-se o
pulméo direito dos cinco animais restantes de
cada grupo que foram conservados em formol a
10 % para, entdo, serem realizados os cortes de
parénquima pulmonar com espessura de 5um e
corados com hematoxilina e eosina (HE). Apos
a preparacdo das laminas, foi realizada uma
andlise histopatolégica qualitativa, visual com
auxilio de microscépio 6ptico e baseado na con-
centracdo de células inflamatérias na regido afe-
tada, realizada por um patologista, classificando
a inflamacdo pulmonar em trés categorias: leve,

moderada e intensa.

Resultados e discussdo

A doenga pulmonar obstrutiva cronica
(DPOC) é caracterizada como uma doenga infla-
matoria das vias respiratdrias, do parénquima e
dos vasos pulmonares, lenta, progressiva e irre-
versivel levando a obstrugdo do fluxo expirato-
rio, secundaria a bronquite crénica ou ao enfise-
ma pulmonar.’

Para Rufino'”, a inflamagdo estd rela-
cionada ao fumo e possui duas etapas: a ini-
cial, que aconteceria no epitélio e na submu-
cosa, com participagdo de neutroéfilos e de
macroéfagos; e a tardia, com a participagdo adi-
cional dos linfécitos.

Em relacdo a cortes histolégicos do pul-
mao, o enfisema se refere a distensao e a conflu-
éncia dos alvéolos, formando sacos aéreos maio-
res, que sdo ineficientes para trocas gasosas."®

Imagens da histologia (Higuea 12) apre-
sentam um padrdo estrutural bem delimitado
no grupo controle com preservacgao dos espagos
aéreos. Lagente * afirma que o enfisema prova-
velmente resulta quando a fumaca de cigarro
causa um extenso e continuado recrutamento de
células inflamatoérias que liberam enzimas pro-
teoliticas sobre a matriz extracelular. Em seu es-
tudo encontrou um padrao histolégico com es-
pessamento de septo e espagos aéreos, redugdo



et (f)

Figura 10: Camara para inalagéo do cigarro (a- vista lateral, b- vista superior, c- vista
diagonal, d- visGo interna, e, {- disposi¢cdo dos animais nas divisérias

Figura 12: Laminas com coloragéo do HE com aumento de 16x40. a- grupo controle (espacos
alveolares bem delimitados, sem espessamento e infiltrado septal); b- grupo DPOC (aumento
dos espacos alveolares com destruicdo evidente das paredes alveolares) ; c- grupo laser 904nm
(distor¢do arquitetural discreta com espessamento septal acentuado e presencga de eosindfilos)

de fibras coldgenas e elasticas em paralelo a um
aumento de macréfagos alveolares.

Dados mostrados na Tabela1 evidenciam
a presenca de distorcao arquitetural periférica
do pulmao e mononucleares no grupo contro-
le, com caracteristicas de enfisema discreto.
Dados encontrados em um trabalho compa-
rando a resposta inflamatéria em ratos jovens
(<3 meses) e idosos (>18 meses) sugerem que a
questdo da idade é um dos principais fatores
que influenciam a suscetibilidade a estimu-

los inflamatérios do pulméao e dano tecidual
subsequente.”” Entretanto neste estudo os ra-
tos sdo considerados jovens e ndo existem da-
dos na literatura que expliquem a existéncia
de enfisema discreto nesse grupo especifico.
Valenga® encontrou em pulmoes de controle
a condigdo de espacos aéreos tamanho normal
com septos finos onde ocasionais macréfagos
alveolares foram observados.

Em nosso estudo, o grupo DPOC encon-
tra-se com um enfisema acentuado associado
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Tabela 1: Andlise histopatolégica dos grupos estudados

Dist_orgéo Espessamento . Infiltraqo_ Células presen-
Achados Grupos Arqu_ltetural septal inflamatorio tes Outros
(Enfisema) septal
Controle
Lobo superior + (P) - - - -
Lobo médio +(P) - - - -
Lobo inferior +(P) + (F) + Mn -
DPOC
Lobo superior +++ + (F) + Mn -
Lobo médio +++ - ++ (atelectasia) Mn Atelectasia
Lobo inferior +++ + + Mn -
Laser 904 NM
Lobo superior + +++ (C) ++ Mn c/ eosinéfilos -
Lobo médio + +++ (C) ++ Mn ¢/ eosinofilos -
Lobo inferior + +++ (C) ++ Mn c/ eosinéfilos -

Legenda: + (Discreto); ++ (Moderado); +++ (Acentuado); C (congestao); E (edema); Mn (mononucleares); P

(periférico); F (focal).

a areas de atelectasias em lobo médio, além
de mononucleares. Nas imagens das laminas
histolégicas (Miguea 12), percebe-se uma des-
truigdo das paredes alveolares evidente, carac-
teristica de enfisema pulmonar pela distorgao
arquitetural acentuada. Um estudo anterior®
descreveu o enfisema também de acordo com
um patologista pelo aumento anormal perma-
nente dos espacos aéreos distais ao bronquio-
lo terminal, acompanhado de destruicao dos
septos alveolares.

Em seu estudo D’hulst", também provo-
cou o enfisema através da inala¢do da fumaca
de cigarro e encontrou na histologia alargamen-
to do espaco aéreo significativo. Fusco?, utili-
zando papaina encontrou aumento de espagos
alveolares, com ruptura de septos alveolares, sa-
tisfazendo critérios morfoldégicos de reprodugao
do enfisema pulmonar.

O grupo que foi tratado com LBP ndo evi-
dencia uma reestruturagdo completa e demons-
tra um aumento do espessamento septal e no
infiltrado inflamatério em relagdo ao grupo ex-
posto e ndo tratado. Entretanto encontra-se com
melhor aspecto e com um enfisema discreto de-
tectado pela patologista, o que demonstra uma
regressao de enfisema acentuado (grupo DPOC)

para discreto (grupo tratado com LBP). Um dado
curioso € a presenga de mononucleares com fre-
quentes eosinodfilos. A evidéncia cientifica da
participacdao dos eosindfilos na inflamagao da
DPOC é recente.”?

Na DPOC, alguns trabalhos®* tém de-
monstrado sua presenca nas exacerbagdes,
bem como nas fases de estabilidade da doenca,
através de bidpsias, lavado broncoalveolar e es-
carro. Ao contrario do proposto anteriormente
pela literatura, varios trabalhos tém enfatiza-
do a presenga de eosindfilos na agudizacao da
DPOC, confirmando esses dados, alguns auto-
res® demonstraram, em bronquiticos cronicos,
o aumento de quimiotdxicos para eosindfilos:
eotaxina, protefna quimiotdxica para mondci-
to 4 (MCP4 — monocyte chemoattractant protein) e
RANTES (regulated on activation, normal T —cell
expressed and secreted). Tais achados sugerem si-
milaridade entre a inflamagao na asma brénqui-
ca e na exacerbacdo da bronquite crénica.

Varios autores®?, verificaram impor-
tantes efeitos anti-inflamatoérios e analgésicos
da terapia laser de baixa poténcia. A terapia
com esse tipo de laser pode ser efetiva em
mediar os sintomas do processo inflamatorio,
por meio da estabilizacdo da membrana celu-



lar pela normalizacdo das concentragdes de
calcio, s6dio e potdssio, contribuindo com a
reparagao celular; da vasodilatacao, pelo au-
mento do transporte de oxigénio e nutrientes
para as células danificadas, facilitando a re-
moc¢ao dos restos celulares; aceleragdao da ati-
vidade dos leucécitos; crescimento da sintese
de prostaglandina, por conta da conversdo das
prostaglandinas PGG2 e PGH2 periosideos em
prostaglandina PGI2 que possui agdo vasodi-
latadora e anti-inflamatéria; diminuicdo da
interleucina I; aumento da resposta dos linfé-
citos, afetando beneficamente toda a resposta
linfatica; estimulo a angiogénese de capilares
linfaticos e sanguineos, por induzir o aumento
de 6xido nitrico e de fatores do crescimento
que contribuem com esse processo, levando a
um aumento na capacidade de aderéncia celu-
lar, e reparacdo tecidual.?®

Os achados de Naves® mostram que a LBP
tem um efeito significativo sobre os neutroéfilos
reduzindo-os no LBA tanto 6 horas quanto 12
horas apés a irradiacdo, corroborando com os
nossos resultados.

Um estudo realizado em humanos com
diagnostico de asma bronquica evidenciou que a
LBP influenciou positivamente no sistema imu-
ne desses pacientes, diminuindo a quantidade
de linfécitos T supressores, de linfécitos B e di-
minuicdo da T helper / T supressor.®

Conclusado

Entende-se a partir das andlises realiza-
das que a inflamagdo pulmonar por inalagdo
do cigarro pode ser comprovada e que a laser-
terapia de baixa poténcia atenuou o processo
inflamatério agindo diretamente na cessagao do
processo inflamatério, porém ndo regredindo
a destruicdo arquitetural do parénquima pul-
monat. Portanto, nota-se a necessidade de no-
vos estudos que possam corroborar com esses
resultados, podendo futuramente fundamentar
a utilizagao da LBP no tratamento de pacientes
com DPOC.
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