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RESUMO 

 

Atualmente estamos diante de uma pandemia que continuamente ocasiona altos 
índices de mortes e consequências econômicas e psicossociais catastróficas e 
incontáveis. Desta forma, este período exige uma rápida busca de procedimentos 
viáveis que possam nos permitir o uso de ferramentas clínicas seguras e não invasivas 
como métodos profiláticos ou mesmo adjuvantes no tratamento do COVID-19, 
constituindo assim, um importante desafio à clínica médica. As evidências mostram 
que a terapia de fotobiomodulação (PBMT) mostra-se atenuar o processo inflamatório 
e reduzir distúrbios respiratórios semelhantes à lesão pulmonar aguda (LPA), 
complicações associadas às infecções, como o ocasionado pelo novo Coronavírus 
(SARS-CoV-2). Dessa forma, o objetivo do presente estudo foi avaliar a influência da 
PBMT a laser no comprimento infravermelho no tratamento da LPA, uma das 
principais complicações críticas da infecção por COVID-19, em modelo experimental 
de ratos. Vinte e quatro ratos Wistar machos foram alocados aleatoriamente em três 
grupos experimentais (n = 8): Controle (CG); LPA (LPA); LPA tratado com laser 
(LPAL). Para o tratamento, utilizou-se um equipamento laser (808 nm; 30 mw; 1,8 J) 
aplicados em três pontos (região anterior da traquéia e nas regiões ventrais do tórax, 
bilateralmente) no período de 1 e 24 horas após a indução da LPA. Para avaliação do 
tratamento realizou-se análises histopatológica descritiva, escore de lesão pulmonar, 
análise do número de células inflamatórias, expressão de interleucina 1 β (IL-1β) e 
níveis de interleucina 10 (IL-10). Nos resultados, foi possível observar que o 
tratamento reduziu os infiltrados inflamatórios, houve espessamento do septo alveolar 
e o escore de lesão pulmonar quando comparado ao grupo LPA. Além disso, a PBMT 
a laser apresentou menor imunoexpressão de IL-1β, entretanto, não alterou os níveis 
de IL-10 pulmonar. Assim, pode-se concluir com esse estudo experimental que a 
PBMT a laser infravermelho foi eficiente em atenuar a LPA, uma das principais 
complicações do COVID-19, visto que foi capaz de reduzir o processo inflamatório, 
assim como aumentar a produção de citocinas anti-inflamatória.  
 

Palavras-chave: Fotobiomodulação; fototerapia; laser de baixa intensidade; lesão 

pulmonar aguda, covid 19. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

ABSTRACT 

 

Today we are facing a pandemic that continually causes high rates of deaths and 
catastrophic and countless economic and psychosocial consequences. Thus, this 
period requires a rapid search for viable procedures that can allow us to use safe and 
noninvasive clinical tools as prophylactic or even adjuvant methods in the treatment of 
COVID-19, thus constituting an important challenge to the medical clinic. Evidence 
shows that photobiomodulation therapy (PBMT) is shown to attenuate the 
inflammatory process and reduce respiratory disorders similar to acute lung injury 
(ALI), complications associated with infections, such as that caused by the new 
Coronavirus (SARS-CoV-2). Thus, the aim of this study was to evaluate the influence 
of laser PBMT on infrared length in the treatment of ALI, one of the main critical 
complications of COVID-19 infection, in an experimental model of rats. Twenty-four 
male Wistar rats were randomly allocated into three experimental groups (n = 8): 
Control (CG); LPA (LPA); LASER-treated LPA (LPAL). For the treatment, a laser 
equipment (808 nm; 30 mw; 1.8 J) was applied at three points (anterior region of the 
trachea and in the venereal regions of the thorax bilaterally) in the period of 1 and 24 
hours after lpa induction. Descriptive histopathological analysis, lung injury score, 
analysis of the number of inflammatory cells, interleukin 1 β (IL-1β) and interleukin 10 
levels (IL-10) were performed for treatment evaluation. In the results, it was possible 
to observe that the treatment reduced inflammatory infiltrates, there was thickening of 
the alveolar septum and the pulmonary injury score when compared to the LPA group. 
In addition, laser PBMT showed lower immunoexpression of IL-1β, however, it did not 
alter the levels of pulmonary IL-10. Thus, it can be concluded with this experimental 
study that infrared laser PBMT was efficient in attenuating ALI, one of the main 
complications of COVID-19, since it was able to reduce the inflammatory process, as 
well as increase the production of anti-inflammatory cytokines. 
 
Keywords: Photobiomodulation; phototherapy; low intensity laser; acute lung injury, 
covid 19. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A literatura mostra que em 1918, o mundo foi tomado de pânico e apreensão 

com a "gripe espanhola" ocasionada pelo vírus influenza H1N1. Esta pandemia 

originou-se em um momento em que não havia antibióticos e a medicina era, 

essencialmente, um campo em desenvolvimento (JESTER et al., 2018). O alto poder 

de propagação do vírus associado a superlotação em recintos mal iluminados e mal 

ventilados aumentaram os riscos associados à infecção (SPINNEY, 2018).  

Na pandemia atual causada pelo novo Coronavírus (SARS-CoV-2), a maioria 

das pessoas infectadas foram a óbito devido complicações relacionadas à doença 

como: lesão pulmonar aguda (LPA) e síndrome do distúrbio respiratório agudo (SDRA) 

(STEFFENS, 2020; SANTIAGO et al., 2020).  

Essas informações inspiraram interesse renovado na compreensão da doença 

LPA/ SDRA após a infecção, porque os casos fatais de COVID-19 são comumente 

associados a insuficiência respiratória devido a presença dessa doença (LIU et al., 

2020). 

Como um termo clínico, a LPA foi previamente definida junto com SDRA pela 

classificação de consenso norte-americano-europeu de 1994. Ambos preencheram 

critérios clínicos e radiográficos e foram diferenciados pela relação da pressão arterial 

de oxigênio pela fração de oxigênio inspirado (PaO2/FiO2), inferior ≤ 300 mm Hg na 

LPA e ≤ 20 mm Hg na SDRA (HUGHES; BEASLEY, 2017). Um novo consenso em 

2012, publicou a ''Definição de Berlim'' atualizou e categorizou o termo clínico SDRA 

como leve, moderada e grave com base em uma relação PaO2/ FiO2 inferior a 300, 

200 e 100 mm Hg, respectivamente, e assim termo clínico LPA foi substituído por 

SDRA leve (BERNARD et al., 1994; FERGUSON et al., 2012; HUGHES; BEASLEY, 

2017). 

De maneira geral, caracteriza-se pelo início rápido de insuficiência respiratória 

após lesões pulmonares diretas ou indiretas (ASHBAUGH et al., 1967; HUGHES; 

BEASLEY, 2017; MOWERY et al., 2020). No início, a fase aguda da LPA/SRDA, 

identifica-se o dano alveolar difuso (DAD) e formação de membranas hialinas ricas 

em proteínas. Nesse processo há um influxo de células inflamatórias, com destaque 

aos neutrófilos, característica importante da LPA, visto que essas células são os 

principais perpetradores da inflamação. A ativação excessiva e/ou prolongada de 

neutrófilos contribui para a destruição da membrana basal e aumento da 
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permeabilidade da barreira alveolar-capilar, resultando em edema intersticial e 

alveolar (WARE; MATTHAY, 2000; MOWERY et al., 2020; JOHNSON et al., 2010). 

Ainda, os neutrófilos também liberam vários mediadores pró-inflamatórios como as 

citocinas, interleucina (IL) IL- 1, IL- 6, IL-8 e fator de necrose tumoral do tipo α (TNF-

α), que atuam estimulando a inflamação e eventual fibrose, além de promoverem a 

quimiotaxia e a ativação de mais células inflamatórias, liberação de oxidantes, 

proteases, leucotrienos e outras moléculas pró-inflamatórias que contribuem para a 

lesão do epitélio (LANG et al., 2002). O processo inflamatório instalado leva à morte 

das células epiteliais alveolares dos tipos I e II e à inativação de surfactantes, 

diminuindo a complacência pulmonar (WARE; MATTHAY, 2000). Assim, esses 

biomarcadores encontrados no epitélio e endotélio e que estão envolvidos nas 

cascatas inflamatórias e de coagulação predizem morbidade e mortalidade na LPA. 

As evidências clínicas atuais sugerem que alguns pacientes com COVID-19 podem 

apresentar uma síndrome de tempestade de citocinas que ocasionam lesão do 

parênquima pulmonar. 

A restauração da função pulmonar normal é baseada na redução do edema, 

depuração de células inflamatórias e reparo da barreira alveolar, entre outros. Nesse 

contexto, o tratamento da LPA é um problema clínico, visto que as terapias disponíveis 

muitas vezes ainda são ineficazes. Abordagens adicionais foram integradas à terapia, 

como ventilações mecânicas com baixo volume, posição prona e oxigenação por 

membrana extracorpórea, além de diversas estratégias farmacológicas. No entanto, 

esses tratamentos exigem custos elevados e não são suficientemente eficazes (FAN 

et al., 2018).  

Com a alta prevalência e a taxa de mortalidade ainda inaceitavelmente elevada, 

a LPA/SDRA ainda se qualificam como crise médica. Dessa forma, terapias mais 

inovadoras precisam ser desenvolvidas com objetivo de atenuar o processo 

inflamatório e aumentar os mecanismos de reparo do pulmão. 

A terapia de fotobiomobulação (PBMT) a laser de baixa intensidade e díodos 

emissores de luz (LEDs), é baseada nos efeitos da luz nos tecidos danificados e tem 

sido apontada como ferramenta promissora para o tratamento de doenças 

inflamatórias pulmonares (MIRANDA et al., 2015; SILVA MACEDO et al., 2016; IUS 

et al., 2002; AIMBIRI et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2014; SILVA et al., 2014; da-

PALMA_CRUZ et al., 2018). Têm sido mostrado que a PBMT, em condições de 

afecções pulmonares, é capaz de reduzir um complexo proteico que controla a 
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transcrição do DNA (NF-kB), o influxo celular de neutrófilos, bem como a síntese de 

citocinas pró-inflamatória (IL-1β, IL-6, TNF-α), aumentar as defesas imunológicas e 

antioxidantes, atenuando estresse oxidativo (DE VASCONCELOS et al., 2020; 

AIMBIRE et al., 2008; DE LIMA et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2014). 

Desta forma, embora haja alguns trabalhos mostrando o efeito positivo do laser 

de baixa intensidade em alterações pulmonares, algumas questões referentes a lesão 

pulmonar na sepse ainda não são conhecidos. Em particular, há carência de estudos 

na literatura investigando o efeito da PBMT a laser no comprimento de onda 

infravermelho no tratamento de distúrbios pulmonares. Nesse contexto, foi levantada 

a hipótese de que a PBMT a laser infravermelho, poderia modular a resolução do 

processo inflamatório e favorecer o reestabelecimento da homeostasia pulmonar, 

constituindo-se em um tratamento adequado e eficaz a ser utilizado na prática clínica. 

Nesse sentido, evidências celulares perante esse cenário seriam de grande valia para 

compreender com exatidão os benefícios da utilização desta abordagem terapêutica 

no tecido pulmonar, particularmente porque as evidências são escassas nessa área 

de conhecimento. Usando um modelo experimental de LPA através de um modelo de 

ligadura e perfusão cecal (CLP) realizamos um estudo focando na análise 

histopatológica e secreção de citocinas inflamatórias. 

 

2 OBJETIVOS  

 

O objetivo do presente estudo foi avaliar a influência da PBMT a laser no 

comprimento de onda infravermelho no tratamento da LPA, uma das principais 

complicações críticas da infecção por COVID-19, em modelo experimental de ratos.  

 

3 REVISÃO DA LITERATURA 

 

Uma das pandemias mais devastadoras já registradas na história da 

humanidade que matou milhões de pessoas em todo mundo foi causada pelo vírus 

influenza H1N1 em 1918, conhecida popularmente como “gripe espanhola” 

(JOHNSON; MUELLER, 2002). As estimativas sugerem que a gripe espanhola tenha 

levado a uma mortalidade de aproximadamente 50 a 100 milhões de pessoas em todo 

mundo (JESTER et al., 2018). Nos anos de 1957 e 1968 mais de 3 milhões de vidas 
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foram perdidas com a pandemia da influenza asiática H2N2 e H3N2 “influenza de 

Hong Kong”, respectivamente (CENTERS FOR DISEASE CONTROL, 2004). Mais 

recentemente, a pandemia do Coronavírus da Síndrome Respiratória Aguda Grave 

(SARSCoV) em 2002 e do Coronavírus da Síndrome Respiratória do Oriente Médio 

(MERS-CoV) em 2012, resultou em aproximadamente 300.000 mortes (HOPKINS, 

2020).  

Atualmente, com mais de 9 milhões de casos confirmados e mais de 484.000 

mortes em todo o mundo em apenas seis meses, o novo Coronavírus (SARS-CoV-2) 

COVID-19 vêm causando, além do alto índice de mortalidade a cada minuto, 

incontáveis consequências econômicas e psicossociais catastróficas mundiais (OMS, 

2020).  

Desta forma, a busca frenética por ferramentas clínicas disponíveis para conter 

a pandemia e dar esperança a bilhões de infectados vêm mobilizando o mundo. 

Enquanto isso, o distanciamento social, o uso de máscaras faciais e a busca de novos 

medicamentos e vacinas, estão sendo praticados para mitigar a pandemia 

(STEFFENS, 2020).  

Relatos iniciais apontam claramente que o distúrbio respiratório agudo foi a 

principal causa de morte pelo coronavírus na China, sendo a lesão pulmonar aguda 

(LPA) e a síndrome do desconforto respiratório agudo (SDRA) uma das complicações 

crítica da infecção por COVID-19 (GUO et al., 2020). Dessa forma, a pandemia de 

SARS-CoV-2 inspirou interesse renovado na compreensão dos conceitos e 

fisiopatologia da insuficiência respiratória causada pela LPA/SDRA (LIU et al., 2020). 

 

3.1 SÍNDROME DO DESCONFORTO RESPIRATÓRIO AGUDA (SDRA) E LESÃO 

PULMONAR AGUDA (LPA) 

 

Em 1967, Ashbaugh e colaboradores foram os primeiros a usar a expressão 

síndrome do desconforto respiratório aguda (SDRA) caracterizada por “dispneia 

grave, taquipneia, cianose refratária à oxigenoterapia, perda de complacência 

pulmonar e infiltração alveolar difusa observada na radiografia de tórax”. Essa 

síndrome clínica foi baseada em um coorte de 12 pacientes (dos quais 7 morreram) 

que necessitaram de ventilação mecânica com pressão positiva. O início da síndrome 

foi aguda e a maioria dos pacientes não apresentava história de doença pulmonar. Os 

exames histológicos desses pacientes revelaram membranas de hialina nos alvéolos 



21 
 

 

com atelectasia microscópica e hemorragia intra-alveolar semelhante à síndrome do 

desconforto respiratório infantil (BELLANI et al., 2016). 

Quatro anos após, Petty (1971) e Ashbaugh (1967) descreveram a chamada 

"síndrome do desconforto respiratório do adulto", após observação de 40 casos de 

pacientes com lesão pulmonar causada pelo mecanismo direto (trauma torácico, 

aspiração) ou indireto (pancreatite, sepse) e, em alguns casos, foi atribuída à 

ventilação mecânica. Apesar das inúmeras etiologias, a resposta fisiopatológica do 

pulmão foi uniforme, de início agido e a resolução abrangia uma ampla gama de 

resultados, sendo que em alguns pacientes, a recuperação foi rápida e completa e em 

outros resultaram em uma incapacidade permanente secundária à fibrose intersticial. 

Em 1994, após décadas de diferentes definições, o American-European 

Consensus Conference Committee recomendou a adoção de uma definição de 

consenso para LPA e / ou SDRA. Essa definição requer três critérios: início agudo de 

infiltrados pulmonares bilaterais difusos por radiografia de tórax; pela relação da 

pressão de oxigênio pela fração de oxigênio inspirado PaO2/FiO2 ≤300 para LPA e 

≤200 para SDRA; e uma pressão de oclusão da artéria pulmonar (PAWP) ≤18 ou 

nenhuma evidência clínica de hipertensão atrial esquerda (BERNARD et al., 1994). 

As vantagens principais desta definição foram a simplicidade da aplicação clínica e a 

capacidade de quantificar a gravidade da lesão pulmonar, entretanto apresentava 

desvantagens devido à grande variabilidade na PAWP baseado no quadro clínico de 

cada paciente. 

Na tentativa de tornar a definição puramente objetiva, a “Definição de Berlim” 

foi sugerida em 2012. Essa definição substituiu a LPA por SDRA leve, moderada e 

grave conforme definido pela relação PaO2 / FiO2 (leve ≤ 300 mm Hg, moderada ≤ 

200 mm Hg e grave ≤ 100 mm Hg) (BERNARD et al., 1994; FERGUSON et al., 2012). 

Assim, essa definição chega ao ponto de que SDRA e LPA são a mesma 

doença em escala progressiva. A criação de uma definição comum permitiu aos 

pesquisadores trabalhar a partir de um ponto de partida comum que deu início a uma 

era de pesquisa clínica significativa, levando a melhores resultados para os pacientes 

(HUGHES; BEASLEY, 2016; MOWERY et al., 2020). 

A incidência de LPA / SDRA tem sido difícil de avaliar devido às definições não 

uniformes, variações etiológicas, variação geográfica, documentação inadequada e 

sub-reconhecimento da entidade da doença (JOHNSON et al., 2010). 
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A descrição original da LPA associava a disfunção pulmonar a etiologias 

predisponentes, como trauma, pneumonia e pancreatite, entretanto, estudos 

epidemiológicos descrevem as doenças antecedentes mais comuns como sepse, 

pneumonia, aspiração, trauma, pancreatite, transfusões de sangue de grande volume 

e inalação de fumaça ou gás tóxico. Sepse grave e múltiplas transfusões de sangue 

têm sido associadas à maior incidência de LPA (SHEU et al., 2010; MOWERY et al., 

2020). 

As causas podem ser essencialmente colocadas em 2 grandes grupos. Eles 

podem ser agrupados em causas pulmonares diretas (infecções virais e/ou 

bacterianas, contusão pulmonar ou lesão por inalação) ou causas indiretas (trauma, 

queimaduras, sepse e múltiplas transfusões de sangue). Embora os grupos possam 

ter diferentes incidências de desenvolvimento de LPA, não há uma associação clara 

com a taxa de mortalidade.  Sabe-se que a sepse está associada à maior taxa de 

mortalidade, enquanto os diagnósticos não infecciosos, como traumas graves, 

apresentam um risco significativamente menor de morte (JOHNSON et al., 2010; 

MOWERY et al., 2020). 

Liu et al., 2020 descreve em um recente trabalho que alterações patológicas 

conhecidas como dano alveolar difuso nas células endoteliais e epiteliais é uma 

característica crítica da lesão pulmonar aguda na LPA/SDRA decorrente do novo 

coronavírus. No entanto, a patogênese da LPA/SDRA após a infecção por SARS-CoV-

2) permanece amplamente desconhecida.  

A literatura mostra que a partir de estudos histológicos de LPA/SDRA, 

observou-se um DAD e essa alteração patológica prossegue consistentemente por 

meio de fases discretas, mas sobrepostas: uma fase exsudativa precoce (aguda), uma 

fase proliferativa subaguda (em organização) e uma fase fibrótica tardia (WARE; 

MATTHAY, 2000). 

Resumidamente, a fase aguda (1 - 6 dias) é caracterizada por um influxo de 

neutrófilos, macrófagos e glóbulos vermelhos nos alvéolos, desenvolvimento inicial de 

uma membrana hialina distinta revestindo os espaços alveolares, edema alveolar e 

intersticial, além de hemorragia alveolar aguda que também pode estar presente. Na 

fase proliferativa e subaguda (7 - 14 dias), as células endoteliais e os pneumócitos 

sofrem necrose, as membranas hialinas amadurecem conforme o DAD continua e o 

tecido de granulação se desenvolve nos espaços alveolares. Ademais, os 

pneumócitos do tipo II demonstram acentuada reatividade e tornam-se hiperplásicos 
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(na tentativa de estabelecer os alvéolos). Na fase fibrótica tardia (após 14 dias), pode 

surgir metaplasia escamosa, (podendo mimetizar carcinoma) e o tecido de granulação 

pode levar à fibrose (conforme o colágeno é depositado por fibroblastos). Na fase de 

resolução tardia ou fibrótica, há fibrose de colágeno densa e hialinização das paredes 

alveolares (WARE; MATTHAY, 2000; MOWERY et al., 2020; JOHNSON et al., 2010). 

É importante destacar que os estágios ocorrem sobrepostos, em vez de em 

uma forma cronológica estrita, visto que em amostras de biópsia de pacientes com 

LPA observam-se várias fases simultaneamente. Para pacientes que sobrevivem à 

SDRA, muitos casos se resolvem com dano pulmonar mínimo; no entanto, os 

pacientes podem desenvolver vários graus de danos permanentes que mimetizam as 

alterações encontradas na doença pulmonar em estágio terminal (JOHNSON et al., 

2010; MOWERY et al., 2020). 

Com relação a patogênese da LPA, sabe-se que ela é um distúrbio de 

inflamação aguda que causa a ruptura das barreiras endoteliais e epiteliais do pulmão. 

A membrana alveolar-capilar é composta pelo endotélio microvascular, interstício e 

epitélio alveolar. As características celulares da LPA incluem perda da integridade da 

membrana alveolar-capilar, migração excessiva de neutrófilos para o epitélio e 

liberação de mediadores citotóxicos pró-inflamatórios. A perda precoce da integridade 

vascular pulmonar permite o influxo do fluido rico em proteínas no espaço intersticial 

e, em seguida, nos alvéolos. (SHEU et al., 2010; MOWERY et al., 2020). 

Normalmente, as células epiteliais alveolares do tipo I e do tipo II formam 

junções herméticas entre si, regulando seletivamente o fluxo de fluido através da 

barreira epitelial. Secundariamente a essa migração em massa de células 

inflamatórias (com destaque aos neutrófilos), o epitélio lesado resulta em aumento da 

permeabilidade durante a fase aguda da lesão pulmonar e permite a deposição de 

fluido de edema rico em proteínas no espaço alveolar. A lesão das células epiteliais 

favorece a formação do edema e de evacuação desse edema, além da perda da 

produção de surfactante, diminuindo a complacência pulmonar geral (WARE; 

MATTHAY, 2000). 

Ainda, as citocinas pró-inflamatórias como o fator de necrose tumoral do tipo α 

(TNF- α), interleucina (IL) como as IL-1β, IL-6, IL-8 e IL-18, liberados por células 

inflamatórias, são as mais estudadas e correlacionam-se com a morbidade e 

mortalidade da LPA/SDRA (LANG et al., 2002). 
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Com a alta prevalência e a taxa de mortalidade ainda inaceitavelmente alta, a 

LPA/SDRA ainda se qualifica como crise médica. Para pacientes que sobrevivem à 

fase aguda de LPA, é evidente que a qualidade de vida a longo prazo é afetada 

adversamente (WARE; MATTHAY, 2000). 

O tratamento da lesão pulmonar aguda é baseado em estratégias ventilatórias 

(ventilações mecânicas com baixo volume; oxigenação por membrana extracorpórea) 

e não ventilatórias (posição prona). Até o momento, os avanços mais significativos no 

tratamento de suporte de pacientes com lesão pulmonar têm sido associados a um 

melhor manejo do ventilador e uma variedade de melhorias em cuidados intensivos. 

Ensaios clínicos mostraram que um grande número de estratégias farmacológicas (o 

uso de surfactante exógeno, óxido nítrico inalado, prostaglandina E1 intravenosa, 

glicocorticóides, cetoconazol, lisofilina, N-acetilcisteína e proteína C ativada) não 

foram eficazes na redução da mortalidade (FAN et al., 2018). Dessa forma, terapias 

mais inovadoras precisam ser desenvolvidas com objetivo de reduzir a mortalidade/ 

morbidade causada pela LPA, assim como melhorar os resultados clínicos e a 

recuperação dos pacientes. 

Mais especificamente ao COVID-19, diversas drogas antivirais comumente 

usadas como os inibidores da neuraminidase (oseltamivir, peramivir, zanamivir e 

outros), aciclovir, o corticosteróide - metilprednisolona e ribavirina vêm sendo 

testadas, entretanto os dados sobre as eficácias das mesmas ainda são inconclusivas 

a curto prazo (GUO et al., 2020). Desta forma, acredita-se que os danos causados 

pelo vírus podem ser mitigados com uma terapia adjuvante que atinja todos os órgãos, 

logicamente com um interesse especial no sistema respiratório (ENWEMEKA, 2020).  

 

3.2 TERAPIA POR FOTOBIOMODULAÇÃO 

 

Relatos científicos nos mostram que o tratamento através da luz, terapia por 

fotobiomodulação, têm sido preconizado como uma ferramenta eficaz usada para 

minimizar os impactos da LPA/SDRA nas pandemia de 1918 e de outras epidemias 

(HOBDAY; CASON, 2009), entretanto esta terapêutica foi, por muitas vezes 

negligenciada (ENWEMEKA et al., 2020). 

 É possível observar evidências que demonstram claramente o potencial da luz 

solar (helioterapia) na redução da mortalidade e morbidade relacionadas à gripe 

H1N1. Hobday e Cason, (2009), evidenciaram que pacientes diagnosticados com 
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infecções graves quando expostos à terapia solar, ao ar livre, se recuperavam mais 

rápido do que aqueles tratados em ambientes fechados. Além disso, os autores 

relataram que a luz solar preveniu a contaminação entre os pacientes e entre os 

profissionais da área da saúde (ENWEMEKA et al., 2020).   

Desde então, a helioterapia, ou seja, tratamento através da luz solar começou 

a se tornar uma prática clínica comum e popular, fato evidenciado pelos efeitos 

positivos para o tratamento não apenas de alguns distúrbios respiratórios, como 

exemplo da tuberculose, mas também para o tratamento de lesões tegumentares 

como feridas cutâneas, acne vulgar, psoríase e a icterícia, além de doenças que 

acometem o sistema nervoso central, como a depressão (SNELLMAN et al., 1993; 

BENEDETTI et al., 2001; ROELANDTS, 2002; HOBDAY; DANCER, 2013).  

Com o passar dos anos, esta terapêutica foi sendo adaptada e substituída por 

lâmpadas que geravam luz a partir do quartzo, vapor de mercúrio e outras fontes e, 

na década de 60, o desenvolvimento de uma variedade de tecnologias emissoras de 

luz por lasers e o subsequente surgimento dos diodos emissores de luz (LEDs) 

revolucionaram a fototerapia dando origem à laserterapia ou terapia laser de baixa 

intensidade, atualmente conhecida como terapia por fotobiomodulação, do inglês, 

photobiomodulationtherapy (PBMT) (ENWEMEKA, 2020).  

A PBMT emprega a utilização de recursos a lasers e LEDs na faixa do vermelho 

ou infravermelho próxima do espectro de radiação eletromagnética, atérmico, não 

ionizante, e não invasiva, provou ser um tratamento eficaz e com poucos efeitos 

colaterais em comparação com outras terapias prescritas para doenças inflamatórias 

e traumáticas (KARU et al., 2013).  

Essa terapia geralmente usa dispositivos na faixa de potência de 1 e 500 mW, 

a fim de promover a regeneração do tecido e a redução da inflamação e da dor. A luz 

é tipicamente de largura espectral estreita e contempla o espectro do vermelho ao 

infravermelho próximo (600 – 1000 nm), com uma densidade de potência entre 1 e 

5000 mW / cm2 (HUANG et al., 2011; CHUNG et al., 2012). 

A PBMT parece aumentar o fluxo de elétrons através da cadeia respiratória na 

mitocôndria, como resultado da interação de fótons com o citocromo C oxidase, 

levando ao aumento da produção de Adenosina trifosfato (ATP) e de espécies reativas 

de oxigênio (ROS). Como consequência desse desequilíbrio de sinalização redox, 

diversos fatores de transcrição podem ser ativados, levando a uma resposta gênica 

massiva e direcionada à resolução da inflamação e promoção do reparo tecidual. Além 
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disso, a PBMT também pode afetar a sinalização intracelular por meio da homeostase 

do cálcio, do óxido nítrico (NO), ou das cascatas de fosforilação de outras proteínas 

celulares (KARU et al., 2013; HAMBLIN; NELSON; STRAHAN, 2018). 

Esses efeitos na sinalização intracelular podem levar a vários efeitos biológicos, 

demonstrados tanto em ensaios clínicos quanto em modelos experimentais 

(OSTRONOSOVA, 2006; AIMBIRE et al., 2008; KASHANSKAIA et al., 2009; DE LIMA 

et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2014). 

Do ponto de vista clínico, a PBMT é utilizada para atingir três objetivos 

principais: promover o reparo, aliviar a inflamação associada a distúrbios traumáticos 

ou inflamatórios e como analgésico, particularmente para o tratamento de dor 

relacionada a doenças inflamatórias ou neurológicas (HAMBLIN; NELSON; 

STRAHAN, 2018). Essas aplicações clínicas têm um forte suporte de modelos 

experimentais. Em nosso grupo, demonstramos que a PBMT é capaz de reduzir a 

resposta inflamatória após lesão muscular esquelética (ASSIS et al., 2013), articular 

(ASSIS et al., 2018) e melhorar a angiogênese em retalhos cutâneos (MARTIGNAGO 

et al., 2019), levando a resultados favoráveis na regeneração tecidual. 

Atualmente, a PBMT tem sido proposta para o tratamento de distúrbios 

respiratórios (IUS et al., 2002; AIMBIRI et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2014; SILVA et 

al., 2014; MIRANDA et al., 2015; SILVA MACEDO et al., 2016; da-PALMA_CRUZ et 

al., 2018; DE VASCONCELOS et al., 2020). Dentre as doenças inflamatórias em que 

a PBMT apresenta efeito benéfico, a bronquite crônica (IUS et al., 2002), pneumonias 

(AMIROV, 2002) e a asma (OSTRONOSOVA, 2006; KASHANSKAIA et al., 2009) 

aguda vêm ganhando destaque em alguns estudos clínicos devido ao fato de a PBMT 

ter sido associada ao alívio dos sinais clínicos dos sintomas tardios e precoces das 

doenças. 

Dados experimentais emergentes mostram que a PBMT é capaz de reduzir o 

edema de vias aéreas, inflamação pulmonar, distúrbios respiratórios agudos, fibrose 

pulmonar e outras complicações respiratórias (de LIMA et al., 2011; BROCHETTI et 

al., 2017; de BRITO et al., 2020).  

O estudo desenvolvido por Lima et al. (2010), mostrou que a PBMT a laser no 

comprimento de onda vermelho (650 nm), aplicada em um modelo de indução de 

inflamação pulmonar em ratos, reduziu o influxo de neutrófilos, quantidade de 

citocinas pro-inflamatórias TNF-α e IL-1β no pulmão e no lavado broncoalveolar, assim 

como inibiu o edema pulmonar.  
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Brochetti et al. (2017), identificou através de achados histopatológicos que os 

animais que foram tratados com luz no espectro vermelho (660 nm) apresentaram um 

menor número de células inflamatórias nos alvéolos e reduziram a produção de 

colágeno, otimizando a elasticidade pulmonar estática e dinâmica. Utilizando o mesmo 

modelo experimental Brito et al. (2020), recentemente mostrou que a luz no espectro 

infravermelho (780 nm) também foi capaz de reduzir citocinas pré-inflamatórias e 

aumentar a secreção de IL-10, citocina pro-inflamatória, de fibroblastos e 

pneumócitos. Outro aspecto interessante deste trabalho é que os autores verificaram 

que a PBMT foi capaz de reduzir significativamente a expressão do fator de 

crescimento transformador do tipo β (TGF-β), grande responsável por deposição de 

colágeno no parênquima pulmonar, ocasionando a fibrose do órgão. Ademais, 

recentes resultados clínicos indicam que pacientes com doença pulmonar obstrutiva 

crônica e outros com asma brônquica e alergia melhoraram significativamente após o 

tratamento com PBMT (АКСЕНОВА; БУРДУЛИ, 2016; YUSUPALIEVA; 

SAVTCHENKO, 2017). Outros grupos confirmaram esses resultados em um modelo 

experimental semelhante conforme descritos na tabela 1. 

Em suma, os relatos supracitados sugerem que a PBMT têm o potencial de 

reduzir algumas das complicações críticas das infecções por coronavírus relatadas, 

isto é, inflamação pulmonar e fibrose pulmonar. 

No entanto, mesmo após décadas de pesquisas contínuas, algumas questões 

ainda permanecem em relação ao efeito da PBMT nos pulmões inflamados. Portanto, 

neste trabalho, abordamos algumas dessas questões não resolvidas. O comprimento 

de onda utilizado difere de outros grupos. Aplicamos PBMT no comprimento de onda 

infravermelho apenas duas vezes, imediatamente após a indução e 24 horas após 

LPA, mimetizando um tratamento precoce. Acredita-se que o comprimento de onda 

utilizado possa ter uma maior penetração e assim, conseguindo irradiar uma maior 

área do tecido pulmonar. Em segundo lugar, avaliamos a morfologia do tecido e 

citocinas inflamatórias, uma característica proeminente neste modelo experimental.  
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Tabela 1 – Síntese de dados obtidos em publicações referente ao uso da PBMT em distúrbios pulmonares 

Autor/Ano Tipo de estudo Doença/Modelo 
Comprimento de 

onda (nm) 
Resultados encontrados 

Amirov et al. 2002 Experimento in vivo Pneumonia 
Laser vermelho (nm 

não informado) 

Reduziu a permeabilidade da membrana celular, 

aumentou as concentrações de ferro e cromo no soro 

sanguíneo, melhorou a microcirculação. 

Aimbire et al. 2005 
Modelo experimental 

em camundongos 
Lavado broncoalveolar Luz vermelha 685 nm 

Aumentou o efeito anti-inflamatório na hiper-

reatividade, no lavado broncoalveolar e no influxo de 

neutrófilos (avaliado pela atividade de MPO) associado 

com a inibição de metabolitos derivados da COX-2. 

Aimbire et al. 2006 
Experimento em 

camundongos 
Inflamação Pulmonar Luz vermelha 650 nm 

Diminuiu significativa a atividade de TNF-α no grupo 

que recebeu o tratamento laser ou clorpromazina 

comparado com o grupo não tratado.  

 

Aimbire et al. 2007 
Experimento em 

camundongos 

Lesões hemorrágicas 

induzidas por complexo 

imune em pulmão 

Luz vermelha 650 nm Reduziu o índice hemorrágico e atividade de MPO 

Aimbire et al. 2008 
Experimento em 

camundongos 
Inflamação Pulmonar Luz vermelha 660 nm 

Atenuou os níveis de mRNA de Bcl- xL e A1 em 

neutrófilos pulmonares.  

 

Mafra et al. 2009 
Experimento em 

camundongos 
Inflamação Pulmonar Luz vermelha 685 nm 

Reduziu a permeabilidade vascular, número de 

neutrófilos do tecido pulmonar e diminuiu TNF- no 

tecido 

Mafra et al. 2009 
Experimento em 

camundongos 
Inflamação Pulmonar Luz vermelha 650 nm Diminuiu o edema pulmonar, o influxo e a ativação de 

neutrófilos, TNF-α e IL-1β no pulmão e no 
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lavabobrocoaveolar (LBA), assim como o tratamento 

com dexametasona.  

 

De Lima et al.2010 
Experimento em 

camundongos 

Inflamação Pulmonar 

Aguda 
Luz vermelha 660 nm 

Inibiu o edema pulmonar e o dano ao citoesqueleto 

endotelial, bem como o influxo e ativação de neutrófilos, 

reduziu o TNF-α e IL-1β, no pulmão e no BALF, impediu 

a regulação positiva de ICAM-1 do pulmão. 

Lima et al.2010 Experimento in vivo 
Inflamação Pulmonar 

Aguda 
Luz vermelha 650 nm 

Inibiu o edema pulmonar e os danos 

no citoesqueleto endotelial, reduziu o TNF-α e IL-1β, no 

pulmão e LBA 

Mafra et al. 2009 
Experimento em 

camundongos 
Inflamação Pulmonar Luz vermelha 660 nm 

Diminuiu o número de neutrófilos e os níveis de TNF-α 

no lavado broncoalveolar dos grupos estimulados com 

LPS 

Mafra et al. 2009 
Experimento em 

camundongos 
Inflamação Pulmonar Luz vermelha 660 nm 

Diminuiu a atividade de mieloperoxidase, do influxo de 

neutrófilos, da quantidade de proteína e da expressão 

de mRNA de TNF-α, enquanto houve aumento da 

expressão de mRNA de IL-10. 

De Lima et al.2011 
Experimento em 

camundongos 

Inflamação Pulmonar 

Aguda 
Luz vermelha 660 nm Atenuou o influxo de neutrófilos e o TNF no BALF, 

aumentou o cAMP e reduziu o mRNA do TNF-α.  

De Lima et al.2011 Camundongos 
Inflamação Pulmonar 

Aguda 
Luz vermelha 660 nm 

Reduziu o edema (80,1 ± 41,8 µg g −1 de peso seco), 

influxo de neutrófilos (0,83 ± 0,02 × 10 6  células ml −1 ), 

atividade de MPO (2,91 ± 0,60) e TNF (153,0 ± 21,0 pg 

mg −1 de  tecido ) no pulmão quando comparados com os 

respectivos grupos de controle. Aumentou a IL ‐ 10 

(0,65 ± 0,13) no pulmão de animais submetidos a i ‐ I / 

R. Reduziu o nível de TNF ‐ α em RPAECs quando 

comparado com o grupo i ‐ I / R 

De Lima et al. 2013 Ratos Inflamação Pulmonar  Luz vermelha 660 nm 

Reduziu nitidamente o edema, influxo de neutrófilos, 

atividade de MPO e expressão de mRNA de ICAM-1, a 

formação de ROS e aumentou de forma oposta a 

concentração de GSH no pulmão dos grupos i ‐ I / R 
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Miranda et al. 2015 Ratos Inflamação Pulmonar Luz vermelha 660 nm 
Eliminou a inflamação pulmonar neutrofílica induzida 

por FA por uma redução das citocinas inflamatórias e 

degranulação dos mastócitos.  

Rigonato et al. 2015 
Camundongos 

C57BL 

Fibrose Pulmonar 

Idiopática 
Luz vermelha 660 nm 

Reduziu o impacto da FPI mediado pela modulação da 

inibição de citocinas pró-inflamatórias e aumentou a 

expressão do PCNA 

Oliveira et al. 2014 Camundongos 
LPS Pulmonar e 

Extrapulmonar 

Luz infavermelha 830 

nm 
Reduziu significativamente a inflamação pulmonar e 

extrapulmonar na SDRA induzida por LPS 

Brochetti et al. 2017 Experimento in vivo Fibrose Pulmonar 
Luz vermelha 

(660 +/- 20 nm) 

Reduziu o número de células inflamatórias no espaço 

alveolar 

Costa et al. 2017 Camundongos Lesão Pulmonar Aguda LED vermelho 

Reduziu o influxo de neutrófilos e os níveis de 

interleucinas 1β, 17 A e fator de necrose tumoral-

α; além de níveis aumentados de interferon γ no fluido 

broncoalveolar 

Da Cunha et al. 2018 Camundongos 
Doença Pulmonar 

Obstrutiva Crônica 
Luz vermelha 660 nm 

Reduziu significativamente o número de células 

inflamatórias e a secreção de citocinas pró-

inflamatórias, como IL-1 β, IL-6 e TNF- α no líquido do 

lavado broncoalveolar (LBA) e diminuiu a deposição de 

colágeno e também a expressão do receptor P2X7 

purinérgico.  

Da Silva et al. 2018 Ratos LPA e SDRA 
Luz vermelha   605 

nm 

Alterou os níveis relativos de mRNA em genes 

envolvidos no processo apoptótico e fragmentação de 

DNA em células inflamatórias e alveolares após lesão 

pulmonar aguda induzida por lipopolissacarídeo. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 LOCAL E ANIMAIS DE EXPERIMENTAÇÃO 

 

Este estudo foi aprovado pelo Comitê Experimental Uso de Animais da 

Universidade Brasil (CEUA nº 2000090). Todo o manuseio de animais e os 

procedimentos cirúrgicos foram realizados estritamente de acordo com os Princípios 

Orientados para o Uso de Animais de Laboratório. Durante todo o procedimento 

experimental os animais permaneceram em gaiolas apropriadas de polietileno padrão, 

em condições ambientais controladas sob temperatura de (22 ± 2 °C), períodos de 

claro-escuro de 12 horas, e com livre acesso à água e ração própria comum. Utilizou-

se 24 ratos machos Wistar (pesando 300 ± 20 g).  

 

4.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS 

 

Os animais foram distribuídos aleatoriamente nos seguintes grupos 

experimentais (n = 8):  

- Grupo Controle (CG): nenhuma intervenção cirúrgica e nenhum tratamento. 

- Grupo LPA (LPA): indução da LPA  

- Grupo LPA tratado com Laser (LPAL): indução da LPA e tratados com laser 

 

4.3 MODELO EXPERIMENTAL DE LESÃO PULMONAR AGUDA (LPA) 

 

Realizou-se a técnica de ligadura e perfusão cecal (CLP) para a indução da 

sepse (Langet al., 2007). Para isso, os animais foram anestesiados, via 

intraperitoneal, com a associação de ketamina (80 mg/kg) e xilazina (20 mg/kg). Em 

seguida, os animais foram submetidos à laparotomia mediana, com extensão de 2 a 

3 cm e o ceco foi identificado. Utilizando-se a manobra digital, para o preenchimento 

do conteúdo do ceco, em sentido proximal. A ligadura total oclusiva do ceco foi feita 

na região central da porção do ceco entre a junção ileocecal e a porção apical e 

utilizou-se um paquímetro para a padronização. Dando sequência, duas punções 

foram feitas na superfície antimesentérica do ceco ligado com uma agulha de calibre 

de 22 G e por meio de compressão leve o material fecal foi exposto na cavidade 

abdominal. O ceco foi umedecido com soro fisiológico aquecido a 30 ºC reintroduzido 
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na cavidade abdominal. A incisão foi suturada e limpeza local foi realizada. No período 

pós-operatório, os animais foram mantidos em analgesia de horário (morfina 4/4 

horas; 5 mg/kg) e em ambiente aquecido a fim de evitar hipotermia. Cabe salientar 

que este é um modelo experimental de sepse leve/moderado que induz a LPA. 

Figura 1– Esquema representativo do modelo experimental de LPA através de sepse 

por ligadura e perfusão cecal (CLP) 

 

Fonte: Adaptado de KREIMER et al., (2005) 

 

4.4 PROTOCOLO DA PBMT A LASER  

 

Para o tratamento, foi utilizado um equipamento de laser de baixa intensidade 

(Photon laser II, DMC® equipamentos Ltda, SP, São Carlos, Brasil) com os seguintes 

parâmetros de irradiação: 808 nm, GaAlAs, emissão contínua, potência de saída de 

30 mW, área do feixe de 0.028 cm2, dose de 65 J/cm², energia de irradiação pontual 

de 1.8 J, respectivamente e tempo de irradiação de 60 segundos. O tratamento foi 

realizado pela técnica pontual com contato, 1 e 24 horas após a cirurgia (totalizando 

2 sessões) em 3 pontos, sendo eles a região anterior da traqueia e nas regiões 

ventrais do tórax, bilateralmente, logo abaixo das costelas (Figura 2). 
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Figura 2 – Esquema representativo da aplicação do protocolo de PBMT a laser 

 

Fonte: Autor 

 

4.5 PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS  

 

Os animais foram submetidos à eutanásia com dose letal de anestésico (três 

vezes o valor de anestésicos previamente estipulados para a anestesia do animal) ao 

término do período experimental (2 dias após a indução da LPA). Verificou-se a 

ausência de batimento cardíaco e da frequência respiratória para constatar a morte 

de cada animal. Em seguida, os pulmões foram retirados, sendo que o lado esquerdo 

foi armazenado para realização do processamento histológico e o lado direito para 

análise de ELISA. 

 

4.6 ANÁLISES  

4.6.1 Análise histológica descritiva 

 

Os pulmões permaneceram em soluções de formaldeído a 10% para a fixação 

durante 24 horas. Posteriormente, foram lavados em água corrente por 24 horas. Na 

sequência, passaram por desidratação em solução crescente de álcool etílico a 70%, 

90% e 100% (1 hora). Após os banhos de desidratação, foi iniciada a diafanização 
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das peças em solução de álcool/xilol (1:1) por 1 hora e, a seguir, em 2 banhos de xilol 

puro, também por 1 hora cada banho. Logo depois, as peças foram incluídas em 

parafina e cortadas por meio de um micrótomo rotativo (Leica SP 1600). 

Foram confeccionadas lâminas histológicas com cortes de 5 μm de espessura. 

Essas lâminas foram coradas com corante Hematoxilina e Eosina (H.E., Merck) para 

avaliação da inflamação pulmonar. As lâminas foram analisadas em microscópio de 

luz (Axiostar plus, Zeiss, Alemanha) com objetiva de 20X. As avaliações foram 

realizadas de acordo com estudo de Zhai et al. (2015), por dois pesquisadores 

treinados, e a identificação de cada lâmina foi coberta com uma fita adesiva com o 

intuito de não haver um conhecimento prévio do avaliador sobre qual grupo estava 

sendo avaliado, evitando-se, assim, qualquer possibilidade de indução nos resultados 

obtidos. Ao término da análise, a fita foi retirada e o resultado anotado no respectivo 

grupo.  

 

4.6.2 Análise da lesão pulmonar   

 

Utilizou-se o sistema de graduação histopatológico para tecido pulmonar 

proposto pela Sociedade Americana Torácica para análise da lesão pulmonar 

(MATUTE-BELLO et al., 2011). Para a avaliação utiliza-se uma escala de 0 a 2 pontos 

para cada critério: A) Neutrófilo do espaço alveolar; B) Neutrófilo do espaço intersticial; 

C) Presença de membrana hialina; D) presença de débris no espaço alveolar; E) 

espessamento do septo alveolar.  Ao final, calcula-se o escore de lesão pulmonar 

através da seguinte fórmula: Escore: [(20×A) + (14×B) + (7×C) + (7×D) + 

(2×E)]/(número de campos × 100). Utilizou-se as lâminas coradas com HE e a mesma 

foi realizada por 2 avaliadores cegamente treinados. Cabe ressaltar que o sistema 

avalia o grau (através de escore) que corresponde à gravidade da lesão pulmonar, ou 

seja, quanto maior a pontuação, maior o dano pulmonar. Ainda, os cortes histológicos 

foram avaliados por toda sua extensão em um microscópio de luz com um aumento 

de 400X. 
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4.6.3 Análise do número de células inflamatórias 

 

Para a análise morfométrica do número de células (mononucleares e 

polimorfonucleares) presentes no infiltrado inflamatório no espaço peribronquiolar foi 

utilizando um microscópio ótico comum e as células foram quantificadas utilizando o 

software Image J. Foram mensurados 3 campos de cada corte, totalizando 30 

avaliações por grupo (em aumento de 400X).   

 

4.6.4 Análises de expressões proteicas por imunoistoquímica 

 

Para a análise semi-quantitativa de imunoistoquímica as lâminas serão 

imunocoradas para detectar a expressão de IL-1β. Após a desparafinização e 

hidratação dos cortes foi realizado o bloqueio da peroxidase endógena, em que os 

mesmos serão incubados em solução a 30% de peróxido de hidrogênio. As lâminas 

serão incubadas com anticorpos primários por 30 min na diluição de 1:150 (polyclonal 

rabitt anti-rat, Sta Cruz biotechnology, California, USA). Após lavagem em PBS, será 

aplicado o anticorpo secundário (ABC kit, PK-6200, Vector laboratories, Burlingame, 

CA, USA) na diluição 1:5 por 30 minutos. Em seguida os cortes serão novamente 

lavados em PBS e corados com diaminobenzidina (DAB, SK-4100, Vector 

laboratories, Burlingame, CA, USA) por 30 minutos. Por fim, será realizada a coloração 

por hematoxilina e montagem das lâminas. Para o controle negativo os anticorpos 

primários serão omitidos. A análise semi-quantitativa de imunohistoquímica será 

desenvolvida de acordo com Alves et al. (2020).  Em seguida, será realizada a captura 

de 10 imagens por lâmina de cada animal para a quantificação da imunohistoquímica. 

 

4.6.5 Quantificação de citocinas do pulmão (ELISA) 

 

A citocina IL-10 foi dosada a partir de homogenato de tecido pulmonar. As 

dosagens foram feitas por ELISA, com kit da R&D Systems (Minneapolis, MN, USA). 

Placas de 96 poços foram adsorvidas com anticorpo de captura monoclonal anti-

citocina de rato, diluído em PBS por 12 h. Em seguida, as placas foram lavadas com 

solução de PBS contendo 0.05% de Tween 20. Os sítios inespecíficos foram 

bloqueados com PBS contendo 1% de BSA (soro albumina bovina – Sigma) por 1 h. 

A placa foi lavada para remoção da solução de bloqueio. Em seguida, as amostras 
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(100 ml) e os padrões foram colocados nos respectivos poços e incubados por 2 h. 

Ao final do período, as placas foram lavadas. O anticorpo de detecção foi adicionado, 

conjugado a peroxidase, e incubado por 2 h. As placas foram lavadas novamente. Ao 

final das lavagens, foi adicionado o substrato da peroxidase, tetrametilbenzidina, 

deixando reagir por 15 a 20 min. Ao final da incubação, foi adicionada solução de 

parada (H2SO4 – 2N). As citocinas foram quantificadas pela leitura da absorbância 

(450 nm) usando leitor de placas Spectramax (Molecular Devices, Sunnyvale, CA). Os 

resultados foram expressos em picograma de antígeno por ug de proteína.  

 

4.7 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Para análise dos dados utilizou-se as técnicas descritivas, na forma de médias 

e desvios-padrão. O teste de normalidade de Shapiro-Wilk’s foi utilizado para todas 

as variáveis. Nos casos em que houve distribuição normal da amostra, as 

comparações entre os grupos foram feitas utilizando ANOVA com post hoc de Tukey. 

Nos casos não paramétricos, o teste de Kruskall-Wallis com post hoc de Dunn foi 

adotado. As análises foram realizadas no software GraphPad Prism, versão 6.01(San 

Diego CA, EUA). Para as conclusões das análises estatísticas foi utilizado o nível de 

significância de 5 % (p ≤ 0,05).  

 

5 RESULTADOS  

 

5.1 OBSERVAÇÃO GERAL DOS ANIMAIS EXPERIMENTAIS 

 

No presente estudo, dois animais morreram no período de recuperação do 

procedimento cirúrgico. Os demais animais não apresentaram nenhum tipo de 

intercorrência durante o período experimental. 

 

5.2 ANÁLISE HISTOLÓGICA DESCRITIVA 

 

As imagens representativas dos cortes de tecido pulmonar estão apresentadas 

na Figura 3. A análise histopatológica, o grupo GC revelou sacos alveolares revestidos 

por epitélio simples pavimentoso epiteliais e macrófagos alveolares. Os grupos LPA e 
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LPAL demonstraram alterações morfológicas caracterizadas por intenso infiltrado 

inflamatório celular, edema na área intersticial e espessamento do septo alveolar. 

Entretanto, no grupo LPAL foi observado um menor espessamento do septo alveolar 

e reduzido infiltrados inflamatórios em relação ao grupo LPA.  

 

Figura 3 - Fotomicrografias representativas da análise morfológica das secções 

transversais do pulmão 

 

Presença de processo inflamatório (asteriscos). Septo alveolar (seta); Grupo Controle 

(GC); Grupo LPA (LPA); Grupo LPA tratado com Laser (LPAL). (HE; 20 μm) 

 

5.3 ESCORE DA LESÃO PULMONAR 

 

Os valores do escore de lesão pulmonar estão ilustrados na Figura 4. Foi 

possível observar um escore significativamente maior no grupos LPA em comparação 

com a LPAL (p = 0,0041) e GC (p = 0,039). Nenhuma diferença foi observada entre 

os grupos GC e LPAL. 
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Figura 4 - Análise do escore da lesão pulmonar 

 

 

 

Grupo Controle (CG); Grupo LPA (LPA); Grupo LPA tratado com Laser (LPAL).  

*LPA vs GC (0,039); # LAP vs LPAL (0,0041) 

 

5.4 NÚMERO DE CÉLULAS INFLAMATÓRIAS 

 

Os resultados da análise referente número de células inflamatórias estão 

demonstrados na Figura 5. Foi observado um número significativamente maior de 

células inflamatórias no grupos LPA quando comparado aos grupo GC (p=0,0036), e 

LPAL (0,0284). Nenhuma diferença adicional foi observada. 
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Figura 5 - Análise morfométrica do número de células inflamatórias 

 

 

 

Grupo Controle (CG); Grupo LPA (LPA); Grupo LPA tratado com Laser (LPAL).  

*LPA vs CG (0,0036); # LAP vs LPAL (0,0284) 

 

5.5 NÍVEIS DE IL-10 

 

Na Figura 6 pode ser observado os resultados dos níveis de IL-10. Não houve 

diferença estatística dos níveis de IL-10 entre os grupos analisados. 
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Figura 6 - Análise dos níveis de IL-10 

 

 

 

Grupo Controle (CG); Grupo LPA (LPA); Grupo LPA tratado com Laser (LPAL) 

 

5.6 EXPRESSÃO DE IL-1β 

 

A figura 7A apresenta os resultados da avalição da imunoexpressão da citocina 

IL-1β. Foi possível observar que todos os grupos LPA (LPA e LPAL) tiveram células 

imunomarcados para IL-1β. Além disso, a análise semiquantitativa exibiu menor 

expressão de IL-1β em GC (p < 0,0001) e LPAL (p = 0,0341) quando comparado com 

LPA (Figura 7B). 
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Figura 7 - Análise da expressão de IL-1β 

 

Fotomicrografias representativas da imunoexpressão de IL-1β; B) Resultados do 

escore da expressão de IL-1β; Grupo Controle (CG); Grupo LPA (LPA); Grupo LPA 

tratado com Laser (LPAL). *LPA vs CG (<0,0001); # LAP vs LPAL (p = 0,0341) 

 

6 DISCUSSÃO 

 

O presente estudo teve o intuito de avaliar a influência da PBMT a laser na fase 

aguda da LPA em modelo experimental de ratos. Os principais resultados mostram 

que o tratamento com laser foi eficaz em atenuar o infiltrado inflamatório, reduzir o 

espessamento do septo alveolar e o escore de lesão pulmonar. Além disso, a PBMT 

a laser reduziu a imunoexpressão de IL-1β, entretanto, não alterou os níveis de IL-10 

pulmonar. 

A LPA continua sendo um desafio clínico prevalente e os métodos utilizados 

para o tratamento, muitas vezes ainda são insuficientemente compreendidos. Para 

investigar os complexos mecanismos celulares e moleculares acionados por 

diferentes tipos de tratamentos, modelos animais têm sido utilizados, sendo da técnica 

de ligadura e punção cecal (CLP), o mais frequentemente utilizado para indução de 
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LPA decorrente da sepse. Neste modelo, a sepse se origina de um foco infeccioso 

polimicrobiano inserido dentro da cavidade abdominal, seguida pela translocação 

bacteriana para o compartimento do sangue, ocasionando uma resposta inflamatória 

sistêmica, que afeta os pulmões e desencadeia um quadro de LPA. Um requisito deste 

modelo é que ele seja executado com alta consistência para que se possa obter 

resultados reproduzíveis (RITTIRSCH et al, 2009).  

Em humanos, a LPA é definida baseado no conjunto bem definido de 

parâmetros clínicos desenvolvidos por: início agudo, evidência radiológica de 

infiltrados pulmonares bilaterais difusos, uma proporção da PaO2 / FIO2 menor que 

300 (BERNARD et al., 1994). No entanto, para a avaliação da LPA induzida em 

modelo animal, não é prático usar esses mesmos critérios, pois os parâmetros 

utilizados não são diretamente traduzidos, visto que os dispositivos necessários para 

essas mensurações são custosos e de difícil acesso, além do fato de que essas 

mensurações podem ser incompatíveis com o projeto de muitos sistemas 

experimentais. Como abordagem alternativa para o diagnóstico da LPA em animais, 

vêm sendo utilizados critérios histopatológicos semelhantes aos observados em 

humanos com LPA e os correlatos patológicos da LPA são definidos por: dano alveolar 

difuso, caracterizado por infiltrados inflamatórios, septos alveolares espessados e 

deposição de membranas hialinas (MATUTE-BELLO et al., 2011). 

A análise histológica do presente estudo condiz com os critérios de diagnóstico 

de LPA estabelecidos por Matute-Bello et al. (2011), visto que nos animais que foram 

submetidos ao modelo de CLP apresentaram alterações morfológicas caracterizada 

por intenso infiltrado inflamatório, edema intersticial e espessamento do septo 

alveolar. Resultados similares formam observados no estudo de Yin et al. (2000), os 

quais verificaram, a ocorrência de uma lesão grave no tecido pulmonar, caracterizada 

por hemorragia alveolar difusa, espessamento das paredes alveolares e aumento de 

células inflamatrias, 48 horas após a indução CLP. Curiosamente, no presente estudo, 

após o tratamento com PBMT a laser em vias aéreas inferiores, os animais 

apresentaram reduzido infiltrados inflamatórios e menor espessamento do septo 

alveolar quando comparado aos não tratados. Ainda, é conhecido que o aumento de 

células inflamatórias, em especial os neutrófilos, é a via comum para essa perda de 

integridade vascular independente na LPA. Quando ocorre um insulto, os neutrófilos 

se acumulam na microvasculatura pulmonar e são ativados levando à liberação de 

vários mediadores tóxicos, incluindo proteases, espécies reativas de oxigênio, 
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citocinas pró-inflamatórias e moléculas pró-coagulantes, o que resulta em aumento da 

permeabilidade vascular e subsequente instalação do edema (SHEU et al., 2010; 

MOWERY et al., 2020). Na análise morfométrica no presente estudo, do número de 

células inflamatórias, observou-se um menor número das mesmas no grupo tratado 

com PBMT. Baseado nesses achados, infere-se que a PBMT a laser foi capaz de 

reduzir os mediadores e sinais inflamação do tecido pulmonar, atenuando o DAD. 

 Ainda, com relação ao escore de lesão pulmonar proposto pela American 

Thoracic Society (MATUTE-BELLO et al., 2011), observou-se que os animais tratados 

com PBMT apresentaram menor pontuação quando comparado ao grupo LPA. É 

importante destacar que esses achados se correlacionam com os achados 

histopatológicos do presente estudo, sugerindo que a terapia foi eficiente em atenuar 

os danos do parênquima pulmonar observados na fase aguda da LPA. 

 Com relação à terapia utilizada, a eficácia da PBMT no tratamento de afecção 

do trato respiratório vêm sendo demostrada desde a época dos estudos de Finsen, 

1901, onde o autor mostrou recuperação significativa mais rápido de pacientes com 

infecções pulmonares quando submetidos ao tratamento com fototerapia. Além disso, 

a prática empírica mostrou que a luz exerce efeitos positivos no tratamento de asma, 

bronquite e pneumonias aguda e crônica (AMIROV, 2002; ERKINOYNA, 

TULKUNOYNA, 2006; OSTRONOSOVA, 2006). Embora haja evidências de que a 

PBMT impulsou reabilitação desses pacientes, ainda existe uma lacuna na literatura 

com relação aos mecanismos de ação e parâmetros ideais de tratamento, 

principalmente perante a modulação do processo inflamatório decorrente da LPA. 

Como citado anteriormente, a fisiopatologia da LPA está associada ao aumento 

expressivo de citocinas inflamatórias. Biomarcadores envolvidos nas cascatas 

inflamatórias e de coagulação, encontradas no epitélio e endotélio predizem 

morbidade e mortalidade na LPA, com destaque para IL-1β, ativada por várias células 

inflamatórias. É conhecido que a ativação de IL-1β, gera um aumento significativo da 

síntese de outros fatores pró-inflamatórios, contribuindo assim para a gravidade da 

DAD. Alguns estudos experimentais mostram que a PBMT no comprimento de onda 

vermelho é capaz de modular o processo inflamatório pulmonar (AIMBIRE et al., 2005; 

AIMBIRE et al., 2008; LIMA et al., 2011). Lima et al., (2010) e Lima et al., (2011), 

utilizando um modelo experimental de inflamação pulmonar por instilação de LPS em 

ratos, demostraram que o laser 685 nm, 24 horas após a indução da inflamação, foi 

capaz de minimizar a inflamação pulmonar e lesão endotelial, evidenciado por uma 
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redução na permeabilidade vascular, edema pulmonar, ativação de neutrófilos no 

tecido pulmonar e diminuição do TNF-α e IL-1β.  Recentemente, de Cunha et al., 2018 

mostraram que a PBMT minimizou significativamente o número de células 

inflamatórias e a secreção de citocinas pró-inflamatórias, como IL-1β, IL-6 e TNF-α no 

líquido do lavado broncoalveolar (LBA) em modelo experimental de doença pulmonar 

obstrutiva crônica. No presente estudo, foi observado que a PBMT reduziu a 

expressão proteica local das citocinas pro-inflamatória IL-1β, inferindo e que a PBMT 

promoveu a modulação do processo inflamatório e atenuou a progressão da 

severidade da lesão pulmonar. 

Vários mediadores antiinflamatórios também estão presentes no meio alveolar 

na LAP, incluindo as citocinas IL-10. Essa citocina anti-inflamatrias podem modular 

uma resposta inflamatória na LPA, minimizando o recrutamento de neutrófilos e a 

síntese de citocinas pró-inflamatórias, especialmente TNF-α e IL-1β, além de atuarem 

de maneira protetora do tecido pulmonar. Há evidência indicando que IL-10 é uma 

potente citocina anti-inflamatria e pode desempenhar um papel crucial na limitação da 

imunopatologia da hospedeira durante a LPA ao controlar a ativação de linfócitos T 

(LEECH et al., 2017). Contudo, é demonstrado que o estresse oxidativo sistêmico é 

responsável pela redução dos níveis desta citocina, resultando em uma amplificação 

da resposta inflamatória pulmonar (HOTCHKISS et al., 2016).  Utilizando o mesmo 

modelo experimental do presente estudo, Assis et al. (2018) evidenciaram que a 

terapia PBMT foi eficiente em aumentar a atividade de IL-10 do tecido muscular em 

fases iniciais do processo (48 horas após indução de sepse). Interessantemente, no 

presente estudo, não foi possível observar alterações na expressão dessa citocina 

anti-inflamatóoria após o tratamento de PBMT. Baseado nesses fatos, pode-se inferir 

que os parâmetros da PBMT usados não foram capazes de oferecer energia suficiente 

para induzir a liberação de IL-10 no período experimental estudado. 

Assim, baseado nos resultados observados no presente estudo, pode-se 

sugerir que o comprimento de onda infravermelho foi capaz de induzir uma resposta 

tecidual adequada capaz de modular os sinais de processo inflamatório agudo 

pulmonar existente. A atenuação do recrutamento de células inflamatórias 

comprovada no presente estudo e a redução de IL-1β, provavelmente está associada 

com a diminuição de danos no parênquima pulmonar, e, consequentemente, redução 

de lesões pulmonares que ocorrem durante a LPA.  
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Desta forma, este estudo fornece importantes informações sobre o efeito da 

PBMT a laser no comprimento de onda infravermelho como coadjuvante do 

tratamento da LPA.  

Ainda, como parte do esforço contínuo de mobilizar todas as ferramentas 

clínicas com potencial para aliviar o COVID-19 e minimizar sua disseminação, esse 

estudo oferece razões convincentes para explorar os efeitos potenciais do 

comprimento de onda infravermelho na contínua luta contra doenças ocasionadas por 

COVID-19.  Entretanto, é necessário investirmos urgentemente, através de estudos 

experimentais e clínicos controlados e randomizados, com intuito de validar se esse e 

outros espectros de luz poderiam ser benéficos na luta contínua contra doenças por 

coronavírus que parece desafiar os sistemas de saúde em todo o mundo.  

 

7 CONCLUSÃO 

 

Nesse estudo apresentamos evidências de que apenas duas aplicações de 

PBMT a laser no comprimento de onda infravermelho é capaz de reduzir a inflamação 

em um modelo experimental de LPA, uma das principais complicações críticas da 

infecção por COVID-19. Esse fenômeno ocorre por meio da atenuação do influxo de 

células inflamatórias e inibição da secreção de citocina pro-inflamatória, levando a 

uma diminuição do dano pulmonar. Este tipo de evidência experimental é necessária 

para o desenho de outros ensaios clínicos envolvendo o uso de PBMT em distúrbios 

respiratórios semelhantes às complicações associadas às infecções pelo coronavírus. 
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