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Resumo

Introdugao: A DPOC é hoje um grande desafio para a satde ptblica, sendo a
quarta causa de morte no mundo e com projegdes de torna-se a terceira. Objetivo:
Avaliar a acdo anti-inflamatéria do laser na preservacao da estrutura alveolar e
diminuicao dos neutréfilos. Método: Utilizaram-se cinco grupos de oito animais:
grupo controle; grupo canula; grupo laser; grupo DPOC (recebeu instilacao de
papaina) e grupo DPOC+laser. Para analise dos resultados foram realizados LBA
e histopatoloégico. Resultados: Os resultados foram submetidos a analise de va-
riancia (ANOVA). O LBA demonstrou um aumento significativo no nimero de
neutréfilos no grupo DPOC, quando comparado ao controle e ao DPOC+laser.
Na analise histopatolégica, o DPOC apresentou elevado grau de hialinizagao,
congestdo e colabamento alveolar, o que néo foi encontrado nos demais grupos.
Conclusao: Os efeitos fotobiomoduladores do laser se mostraram eficazes na pre-
vengao do enfisema pulmonar.

Descritores: DPOC; Laser; Neutroéfilos.

Abstract

Introduction: COPD is now a major challenge for public health, it is the fourth
leading cause of death in the world and projected to be the third. Objective: To
assess the anti-inflammatory action of the laser in the preservation of alveolar
structure and decreases in neutrophils. Methods: We used five groups of eight
animals: control group, group cannula; laser group, the COPD group (received
papain instillation) and COPD + laser. For analysis of results were performed
BAL and histopathological. Results: Results were submitted to analysis of vari-
ance (ANOVA). BAL showed a significant increase in the number of neutrophils
in the COPD group compared to the control group and the COPD+laser group.
In the histopathological analyses, COPD group showed a high degree of hyalin-
ization, congestion and alveolar collapse, which was not found in other groups.
Conclusion: Fotobiomodulation effects of laser proved effective in the preven-
tion of lung emphysema.

Key words: COPD; Laser; Neutrophils.
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Introducéo

O enfisema pulmonar é uma doenga pul-
monar obstrutiva crénica (DPOC) que se carac-
teriza pela dilatacdo dos espagos aéreos distais
aos bronquiolos terminais'. Essa dilata¢ao oca-
siona progressiva limitacdo do fluxo aéreo, o
que gera incapacidades fisicas e piora da quali-
dade de vidaZ®.

A DPOC é hoje um grande desafio para
a sadde publica®. No mundo, estima-se que é
a quarta maior causa de morte*. Na América
Latina, as mortes atribuidas a doenca aumen-
taram 65% na ultima década’. No Brasil, ndo se
conhece a sua real prevaléncia devido aos dife-
rentes critérios diagnésticos®, mas nos Estados
Unidos da América (EUA) ela é a quarta maior
causa de morte com estimativa para tornar-se a
terceira em 2020°.

A aparéncia histoldgica classica do enfise-
ma é a perda das paredes alveolares com conse-
quente destruicao de porgdes do leito capilar. As
pequenas vias aéreas (inferiores a 2 mm de dia-
metro) se mostram estreitas, tortuosas e nume-
ricamente reduzidas. Além disso, elas possuem
paredes finas e atrofiadas"2.

Uma hipétese atual para o desenvolvimen-
to do enfisema é a liberacdo pelos neutréfilos de
grandes quantidades de enzima lisossomal elas-
tase. Essa liberacao causa a destruicao da elasti-
na e do coldgeno tipo IV, que sdo fundamentais
para a estruturacdo e a integridade alveolar'. A
elastase tem efeito similar ao da enzima proteo-
litica extraida da fruta e seiva da papaia (Carica
papaya), por esse motivo a papaina € utilizada
para o desenvolvimento experimental do enfise-
ma pulmonar”8.

O fumo é um fator importante para o de-
senvolvimento do enfisema, pois estimula os
macrofagos a liberarem substancias quimioatra-
tivas de neutréfilos, como o C5a, e reduz a ati-
vidade dos inibidores da elastase. Além disso,
exacerba a marginacdo de leucdcitos no pulmao'.

A neovascularizagdo e a rapida epiteliza-
¢do sdo importantes na reestruturacao do pul-
mao enfisematoso. Um dos meios atualmente

conhecidos de conseguir neovascularizagdo e
rapida epitelizagdo é utilizando o efeito foto-
biomodulador do laser de baixa poténcia®'. Os
fétons desse laser geram energia quimica e ciné-
tica no interior da célula com baixa produgao de
calor'®™, o que aumenta a sintese de ATP e con-
duz para normaliza¢do da fungao celular. Célcio
é liberado das mitocondrias, devido a intensifi-
cacao do seu gradiente protonico dentro do ci-
toplasma, o que gera reparagdo, migragao e pro-
liferagdo celular, sintese de acido ribonucleico
(sigla em Inglés, RNA, ribonucleic acid), deoxyri-
bonucleic acid (DNA) e proteinas®. Além disso,
ocorre a reducdo de mediadores inflamatérios,
como o tumor necrosis factor-alpha (TNF-a), o que
reduz a inflamacdo e aumenta a capacidade me-
canica do diafragma®.

Muitas doengas pulmonares sdo ocupa-
cionais e relacionadas a polui¢do do ar. A uti-
lizagdo de compostos inorganicos, como carvao
mineral e silica, em diversos setores industriais
e a maior quantidade dos poluentes atmosfé-
ricos tem levado ao aumento das doencas pul-
monares, como as ambientais e as obstrutivasl.
Diversos estudos vém sendo realizados para
obtencao de éxito no tratamento desse tipo de
enfermidade. Tem-se investido em exames diag-
nosticos mais precoces e em formas alternativas
de tratamento. Um tipo de tratamento nao me-
dicamentoso que tem se mostrado promissor é
o realizado pelo laser de baixa poténcia. Com o
objetivo de avaliar esse tratamento na prevencao
do enfisema pulmonar, realizou-se este ensaio
experimental.

Metodologia

O estudo foi desenvolvido no laboraté-
rio de histopatologia do Centro de Ciéncias da
Satde da Universidade Estadual do Piaui (CCS/
UESPI), no periodo de agosto de 2010 a margo
de 2011 e foi aprovado pelo Comité de Etica e
Pesquisa da Facid, protocolo n°. 204/10.

Céanulas na traqueia foram utilizadas
como via de acesso ao pulmao. Para determi-



nar o tamanho da canula e o melhor local para
a incisao, dois animais foram sacrificados com
tiopental -300 mg/kg, ip para dissecagdo tra-
queal. Os procedimentos de anestesia foram
realizados com ketamina —100 mg/kg, ip e xi-
lazina -20 mg/kg, ip. Apds a anestesia foi feita
uma incisdo longitudinal na regido cervicoven-
tral, assim a traqueia foi exposta (Figura 1-b)
e canulada (Figura 2-a). A canula foi suturada
interna e externamente para que o animal ndo
realizasse a decanulagdo e nem causasse lesao

de traqueia.

Figura 1: (a) — Oculos de protecéo, laser
acoplado a fibra éptica (detalhe) e estojo
com fibras épticas descartdaveis. (b) —
Localizacgéo da traqueia

Foram utilizados 42 ratos (Rattus norvegi-
cus, albinus, Wistar) machos, com trés meses de
vida e peso médio de 300 g + 20 g provenien-
tes do Biotério do CCS/UESPI. Foram forma-

dos cinco grupos de oito animais, divididos da
seguinte forma: grupo controle; grupo canula;
grupo laser; grupo DPOC; grupo DPOC + laser.
Os animais componentes de cada grupo foram
tratados da seguinte forma: no grupo controle,
ndo receberam nenhum dos tratamentos men-
cionados; no canula, somente a canula; no laser,
foram apenas irradiados; no DPOC, receberam
papaina e, no grupo DPOC + laser, os ratos fo-
ram irradiados apds a instilagao de papaina.

A indugdo do enfisema pulmonar foi rea-
lizada por meio de uma tnica instilagao de so-
lucdo de papaina. A dosagem foi estabelecida
modificando-se o determinado por Fusco® em
seu modelo experimental. Foram instilados 0,05
ml por animal em uma concentracdo que asse-
gurasse 2,5 mg/kg (correspondente a 0,75 mg de
papaina por animal), pela traqueostomia, em in-
fusdo, por aproximadamente dois minutos.

Para a estratégia de tratamento do enfi-
sema pulmonar, foi utilizado laser 660 nm MM
OPTICS (Figura 1-a) e dose de 7J/cm? o tempo
foi calculado automaticamente pelo aparelho
por meio de seletores de densidade de poténcia.
Para a irradiagao do laser, foi utilizado fibra 6p-
tica plastica MMO 1 X 0,4 mm (Figura 1-a). Nos
grupos laser e DPOC+laser, o laser foi aplicado
acoplado a canula traqueal de modo que a fibra
otica flexivel de sua extremidade ultrapassasse a
sua angulacao (Figura 2-b). Nos dois grupos, os
animais foram irradiados uma vez ao dia, pela
manha, durante cinco dias consecutivos inician-
do 24 horas ap0s a instilacdo da papaina. Esse
inicio rdpido do tratamento objetivou prevenir
alteracOes, na maioria irreversiveis, do enfisema
avancgado.

Para a quantificagdo dos neutréfilos, reali-
zou-se lavado broncoalveolar (LBA) no sexto dia
do experimento. Quatro animais de cada gru-
po foram sacrificados e foi feita uma nova inci-
sao longitudinal na regido cervicoventral para
exposicao e canulagdo da traqueia com o tubo
flexivel de um escalpe. Foram ejetados 20 ml de
PBS (Solucdo Salina Fosfatada Tamponada) no
pulmao e aplicada uma massagem local, pos-
teriormente foram aspirados 10 ml de secrecao
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Figura 2: (a) - Wistar traqueostomizado.
(b) - Demonstrac¢do da aplicagéo do laser
em um animal anestesiado

pulmonar. O LBA obtido foi centrifugado por 20
minutos a 1500 rpm. O sobrenadante foi despre-
zado e o botdo celular aspirado por pipeta para
a realizagdo do esfregaco, que foi corado com o
método May Grnwald - Giensa. A contagem das
células totais das laminas foi realizada em ca-
mara de Neubauer™.

No mesmo dia do LBA, foi realiza a ne-
cropsia dos pulmdes dos quatro animais res-
tantes de cada grupo. Para a conservacao, utili-
zou-se formol a 10%. Os pulmdes tiveram seus
l6bulos separados, cortados com espessura de 5
um, corados com hematoxilina e eosina (HE) e
analisados em microscopio 6ptico. Para analise
histopatoldgica, considerou-se o grau de hialini-
zagado, congestao e colabamento alveolar.

Os resultados foram submetidos a andlise de
variancia (ANOVA) e, em seguida, ao teste Duncan.

n¢do de enfisema pulmonar

As anadlises estatisticas foram conduzidas utili-
zando o GraphPad Software V. 4, GraphPad Instat-
TM (2005). Os resultados foram expressos como a
média * erro-padrao da média (EPM). Valores de
p<0,05 foram considerados significativos.

Resultados e discussdao

Os resultados encontrados, em termos de
neutroéfilos no LBA e presenca de alteragdes his-
topatologicas, estdo demonstrados na Figura 3 e
na Tabela 1.

120 -
p<0,05 p<0,05

100 -

80 -

60 -

40

N — z
0 . [—— . . = .

Controle Canula DPOC Laser DPOC+Laser

Neutréfilosno LBA (X10°)

Figura 3: Contagem de neutréfilos no LBA
de ratos. ANOVA seguida de Duncan

Tabela 1: Andlise histopatolégica dos
grupos estudados

Grupos Hialinizacao Congestao Colabameto
Achados alveolar
Controle - - -

Canula - - -

DPOC +++ +++ +++
Laser - - -
DPOC + Laser + + +

- (Ausente); + (Discreto); ++ (Moderado); +++
(Acentuado).

Dados do LBA (Figura 3) mostraram uma
diferenca significativa (p<0,05) no nimero de
neutréfilos, quando comparados os grupos
DPOC, DPOC+laser e controle. Resultados se-
melhantes foram encontrados em um estudo de
Alves', realizado com 30 ratos divididos em trés

ConScientiae Saude, 2012:11(1):53-59.



grupos, dos quais dois foram expostos a fumaca
de cigarro durante 45 dias, e um deles foi trata-
do com laser 670 nm.

Verifica-se que, em relagdo ao controle, o
nimero de neutr6filos é bem mais abundante
no DPOC, representando 920 x 20, o que indica
a presenga de inflamagdo, e no grupo tratado
com laser esse valor reduz para 250 x 20, mos-
trando que o laser exerceu funcao anti-infla-
matdria ao proporcionar a redugao dessas célu-
las, pois entre os grupos DPOC e DPOC+laser, a
reducao foi significativa (p< 0,05). Os neutro6fi-
los sdo as células mais encontradas no LBA de
pacientes com DPOC' 1,

A Tabela 1 demonstra que o grupo DPOC
apresentou acentuado grau de hialinizagado, con-
gestdo e colabamento alveolar. Em contrapar-
tida, o grupo DPOC+laser apresentou apenas
discretamente tais achados. Esses resultados se
assemelham aos encontrados por Oliveira ao
realizar o tratamento de ratos com DPOC utili-
zando laser 904 nm, em que a andlise histopato-
l6gica no grupo DPOC demonstrou um enfise-
ma acentuado, areas de atelectasias e destruicao
das paredes alveolares e a do grupo tratado
mostrou uma regressio de enfisema acentuado
para discreto.

Dados do LBA e da anélise histopatol6-
gica demonstram, ainda, que a presenga da
canula ndo ocasionou agdo inflamatéria sig-
nificativa, pois os resultados encontrados sao
semelhantes as do grupo controle. Outro re-
sultado semelhante ao controle foi o encontra-
do no grupo laser. Isso ocorre porque é neces-
sario que o tecido biolégico esteja de alguma
forma em desequilibrio homeostatico, ou seja,
alguns autores relatam que o laser de baixa po-
téncia ndo tem efeito sobre células ou tecidos
que nao possuem algum tipo de alteragdo fi-
siopatolégica®.

A acdo anti-inflamatéria do laser pode ser
facilmente observada ao analisar-se as fotos da
andlise histopatolégica (Figura 4). Verifica-se
uma &drea de contato expressivamente maior no
grupo tratado e diminuicdo da congestao, o que
otimiza de maneira significativa a fungao res-

ConScientiae Saude, 2012;11(1):53-59.

piratoria. Essa resposta anti-inflamatdria ocorre
porque o laser atua inibindo a a¢do dos IL-15 e
TNF-e, o que interrompe a quimiotaxia celular
para o pulméao®, principalmente na fase inicial
do processo inflamatério®. Essa resposta do fo-
tobiomodulador também foi verificada por vé-

rios outros autores?*-%,

X & S S

Figura 4: Ldminas com coloragéo de HE com
aumento de 5X10. (a) Grupo DPOC (aumento
dos espagos alveolares, colabamento
alveolar, congestdo, hialinizagéo e presenca
de células inflamatérias); (b) — Grupo
DPOC+Laser

Conclusado

Tendo por base as andlises realizadas, ve-
rifica-se que os efeitos fotobiomoduladores do
laser se mostraram eficazes na prevencgao do en-
fisema pulmonar.
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