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RESUMO

ADoenca Pulmonar Obstrutiva Crénica (DPOC)
caracteriza-se pela limitagdo cronica e persistente do
fluxo de ar. Geralmente é progressiva e resulta em uma
resposta inflamatéria andmala das vias aéreas e do
parénquima pulmonar. E uma doenca ocasionada pela
exposicdo a fumaca do cigarro, a exposicao
ocupacional e & combustdo de biomassa, isso devido a
uma dilatacdo dos espagos aéreos distais nos
bronquiolos terminais. O processo inflamatério crénico
a exposicdo do cigarro pode promover alteragcdes como
bronquite crénica, bronquiolite respiratdria, e ainda
causar destruicdo do parénquima pulmonar, resultando
no enfisema pulmonar. A melhora do estado geral em
salde tem sido uma preocupagdo constante em o todo
mundo, para isso, diversas terapias alternativas tém
sido inseridas, dentre elas destaca-se o laser e a
natacéo.

PALAVRAS-CHAVE: Inflamacdo pulmonar; DPOC;
Laserterapia; Natac&o.

ABSTRACT

Chronic Obstructive Pulmonary Disease (COPD) is
characterized by chronic and persistent airflow
limitation. It is usually progressive and results in an
abnormal inflammatory response of the airways and
lung parenchyma. It is a disease caused by exposure to
cigarette  smoke, occupational exposure and
combustion of biomass, this is due to a dilation of the
distal air spaces in the terminal bronchioles. The
chronic inflammatory process to cigarette exposure can
promote changes such as chronic bronchitis, respiratory
bronchiolitis, and even cause destruction of the lung
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parenchyma, resulting in pulmonary emphysema. The
improvement of the general health status has been a
constant concern worldwide, for this reason, several
alternative therapies have been inserted, among which
the laser and swimming stand out.

KEYWORDS: Pulmonary inflammation; COPD; Laser
Therapy; Swimming.

1. INTRODUCAO

A Iniciativa Global para a Doenca Pulmonar
Obstrutiva Cronica, publicado em 2018, definiu a
Doenga Pulmonar Obstrutiva Cronica (DPOC) como
uma limitagdo cronica e persistente do fluxo de ar,
geralmente progressiva e que resulta em uma resposta
inflamatoria anémala das vias aéreas e do parénquima
pulmonar. Esse mal é ocasionado pela exposicdo a
fumaca do cigarro, exposicdo ocupacional e combustéo
de biomassa, 0s quais provocam uma dilatagdo dos
espacos aéreos distais nos bronquiolos terminais?.

A DPOC pode ser classificada em enfisema
pulmonar, que é o aumento anormal dos espacos aéreos
distais em relacdo ao brénquio terminal, e em bronquite
cronica, que é uma condi¢do caracterizada pela
secrecdo excessiva de muco na arvore broénquica®. A
DPOC, atualmente, é um problema de salde de grande
relevancia, ndo apenas pela sua alta prevaléncia, mas
devido as comorbidades relacionadas a este quadro, o
que eleva as taxas de mortalidade®*.

A DPOC gera alteragbes extrapulmonares
significativas para 0 organismo, tais como a
desnutricdo, inflamagdo sistémica, perda da massa
muscular, depressdo, descondicionamento fisico,
disfuncédo diafragmatica e musculatura periférica. Desta
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forma, gera um impacto negativo na qualidade de vida
dos pacientes®®,

O tabagismo é considerado a causa mais comum de
morte evitavel no mundo, pois aumenta o risco de 6bito
por doencas como cancer, doenca isquémica do
coragdo, DPOC, entre outras’.

A exposicao cronica a fumaca de cigarro prejudica
0 transporte  mucociliar, provoca  alteracdes
metaplasicas da mucosa respiratéria, com aumento no
nimero e tamanho de células caliciformes e
consequente aumento de secregdo nas vias aéreas®.

A melhora do estado geral em salde tem sido uma
preocupacdo constante em todo mundo. Diversas
terapias alternativas tém sido inseridas, dentre elas
destaca-se a Terapia a Laser de Baixa Intensidade
(TLBI) e a Natacéo.

A TLBI vem sendo utilizada clinicamente desde
1981 no tratamento de pacientes com patologias
inflamatorias. E uma abordagem relativamente nova e
promissora, com baixo custo, ndo invasiva e com
varios feitos biomoduladores para o organismao®.

A natacdo tem se mostrado muito eficaz como
recurso terapéutico no tratamento de pacientes com
acometimentos respiratorios®®.

Sendo assim, 0 estudo em questdo proporciona para
a sociedade e a comunidade cientifica novos dados a
respeito das alteragbes do cigarro sobre o sistema
respiratério, e com terapias alternativas, promovendo
acdo anti-inflamatoria, tanto da TLBI como da natacéo.
Diante desse aspecto, esse estudo objetiva analisar o0s
efeitos anti-inflamatérios da TLBI (904nm) isolado e
associado a natacdo em Rattus norvegicus por meio da
inflamacdo pulmonar induzida pela fumaca de cigarro
em modelo experimental.

2. MATERIAL E METODOS

Universo dos Animais e Distribuicdo dos
Grupos Experimentais

Trata-se de um estudo do tipo experimental,
descritivo, comparativo e quantitativo. Foram
utilizados 24 Rattus norvegicus, da linhagem Wistar,
machos, com 12-15 semanas, pesando 300-350 gramas,
adquiridos no biotério de uma instituicdo de ensino
superior. Os animais foram mantidos em ambiente
higienizado, em temperatura ambiente entre 20 a 24°C,
sendo acondicionados em gaiolas forradas com palha e
mantidos em um ciclo de 12 horas claro/escuro com
livre acesso a 4gua e racao.

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em 4
grupos, compostos por 6 animais cada um. A divisdo
ocorreu da seguinte forma:

Grupo Controle (GC): animais expostos apenas as
condicBes de ar ambiente.

Grupo Exposto a Fumaga do Cigarro (GEFC):
animais expostos a fumaga de cigarro por inalagao
passiva sem tratamento.

Grupo Exposto a Fumaga do Cigarro + Terapia a
Laser de Baixa Intensidade (GEFC+TLBI): animais
expostos a fumaca de cigarro por inalagdo passiva e
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apos o periodo estabelecido tratados com a TLBI.

Grupo Exposto a Fumaca do Cigarro e tratado com
a Terapia a Laser de Baixa Intensidade e associado com
a Natacdo (GEFC+TLBI+N): os animais foram
expostos a fumaca do cigarro por inalagcdo passiva,
tratados com a TLBI apds o estabelecimento da
inflamacdo pulmonar, e em seguida, aplicado o
protocolo de natacéo.

Inducao da Inflamacéo Pulmonar

A inducdo da inflamacéo se deu através da inalagdo
da fumaca do cigarro comercial (alcatrdo 5 mg,
nicotina 0,5mg e mondéxido de carbono 5mg), em que
0s animais dos grupos expostos foram fumantes
passivos, inalando a fumaca de 10 cigarros por dia,
durante 5 dias na semana. Assim, cada protocolo teve
duracéo de 20 minutos durante 30 dias. Durante todo o
experimento foi utilizada a mesma marca e lote do
cigarro. Os animais foram expostos a fumaga em uma
caixa de madeira cujas medidas foram 100x44x44 cm,
com circulacdo de ar.

Aplicacdo da Terapia a Laser de Baixa
Intensidade

Apos 30 dias de exposicdo a fumaca do cigarro, 0s
animais do GEFC+TLBI e do GEFC+TLBI+N, foram
submetidos a aplicacdo do Laser Physiolux Dual, diodo
arseneto de galio (AsGa), com comprimento de onda
de 904 nm, poténcia de 25 W, dosagem de 3 J/cm? com
duracdo de um minuto e nove segundos para cada
ponto. A forma de aplicagdo foi de contato pontual,
formando um &ngulo de 90°, em trés segmentos na face
frontal do térax, sendo um ponto na regido da carina e
outros dois no centro de cada hemitorax. Antes do
protocolo da TLTBI foi realizada a tricotomia na regido
tordcica dos animais. A caneta do laser foi protegida
por um papel filme transparente.

Protocolo de Natacao

Trés animais, por vez, do grupo GEFC+TLBI+N
foram submetidos ao exercicio fisico, em uma bacia
com capacidade de 80L e contendo &gua na
temperatura de 30 £ 1°C. O protocolo de tratamento
teve inicio no primeiro dia apds a aplicacdo do laser,
prolongando-se por 5 dias na semana com duracgdo de
13 minutos por dia, no total de 10 dias.

Analise do Lavado Broncoalveolar (LBA)

Para a quantificacdo dos neutrdfilos, realizou-se o
LBA. Foram selecionados trés animais de cada grupo,
que foram anestesiados por dose de ketamina
(100mg/kg) e xilazina (10mg/kg). Em seguida, foi
realizada uma incisdo longitudinal na regido
cervicoventral para exposicdo e canulacdo da traqueia
com o tubo flexivel de um escalpe. Foram ejetados 20
mL de soro fisioldgico nos pulmdes e aplicadas
massagens circulares em ambos hemitérax para lavar o
espaco bronco alveolar, sendo posteriormente,
aspirados 10 mL de secrecdo pulmonar.
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Eutanasia e Andlise Histologica

Todos o0s animais foram sacrificados com
hiperdosagem de anestésico tiopental sddico 300mg/Kg
para a realizacdo da analise histolégica. A referida
analise pulmonar foi realizada no modelo de
inflamagdo sistémica. Para tanto, o lobo pulmonar
inferior esquerdo foi separado e submetido ao processo
de fixacdo, permanecendo em formol a 10% por 48
horas para, entdo, serem realizados os cortes de
parénquima pulmonar com espessura de Spum e corados
com hematoxilina-eosina (HE). Apds o preparo e
obtencdo das laminas, foi realizado o registro
fotografico digital da imagem microscopica de cada
amostra e a contagem das células inflamatorias,
utilizando-se um aumento padrdo de 400x, que foi
transferida para o Software Image J, versdo 1,47.

Anédlise Estatistica e Procedimentos Eticos

Os dados foram tabulados em planilha eletrdnica
Microsoft Office Excel 2016 e analisados no programa
IBM Statistical Package for the Social Sciences verséo
20.0. Os resultados obtidos foram submetidos a analise
de variancia (ANOVA) e, em seguida, ao teste Kruskal
Wallis, e para o pos-teste, aplicou-se 0 Mann-Whitney,
com a adocdo de nivel de significancia de p < 0,05.

O presente estudo foi iniciado ap6s a submissédo e
aprovacao pela Comisséo de Etica no Uso de Animais -
CEUA do Centro Universitario UniFacid, em
conformidade ao Colégio Brasileiro de Experimentacdo
Animal, conforme a Lei Federal n°® 11.794 sob o
protocolo de nimero 07/2017.

3. RESULTADOS

De acordo com os achados apresentados no grafico
01, por meio das células inflamatorias presentes LBA,
verifica-se que houve diferenca significativa entre os
grupos do estudo, destacando-se o0s leucécitos e
linfocitos, com p=0,046 e p=0,049, respectivamente.

V.32 n.1,pp.07-11 (Set - Nov 2020)

diferenca significante (p=0,117).

Analisando os linfocitos na tabela 01, houve um
declinio significativo no grupo GEFC+TLBI em
comparacgdo ao grupo GEFC (p=0,049), porém, quando
se associou a natacdo, houve um aumento significativo
destas células.

Dados da contagem total de células inflamatdrias
encontradas nas fotomicrografias do lobo pulmonar
(Gréafico 02), mostram que houve uma diminuicéo
significativa de células inflamatorias quando se
comparam oS grupos GEFC+TLBI e o0s
GEFC+TLBI+N (p=0,001) em relacdo ao GEFC.
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Figura 2. Comparagdo das células inflamatérias encontradas nas
fotomicrografias do lobo pulmonar nos grupos: GC, GEFC,
GEFC+TLBI e GEFC+TLBI +N. Teste Kruskal Wallis.

Comparando os protocolos de tratamento dos
grupos estudados por meio das células totais pelas
fotomicrografias, este estudo obteve resultado
significativo com variancia de p=0,004 entre 0s grupos,
porém, o laser isolado apresentou reducéo significativa
destas células, ao se comparar com 0 grupo exposto,
mas quando ele foi associado & natagdo, ndo promoveu
reducdo significativa dessas células inflamatorias,
segundo a tabela 01.

Tabela 1. Comparagdo entre os grupos de tratamentos do
GEFC+TLBI e GEFC+TLBI +N. Pés-teste Mann-Whitney.
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GEFC+TLBI 0,013 0,004 1,000
GEFC+TLBI+N 0,010 0,004 0,631 1,000

Figura 1. Comparacéo das células inflamatérias presentes no lavado
broncoalveolar nos grupos: GC, GEFC, GEFC+TLBI e GEFC+TLBI
+N. Teste Kruskal Wallis.

O gréafico acima mostra a contagem de neutrdfilos
do LBA em ratos dos quatros grupos participantes da
pesquisa, mostrando proporcBes mais elevadas destas
células nos grupos GEFC+TLBI e no GEFC+TLBI+N
em comparacdo ao grupo GC e ao GEFC, ndo havendo
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A Figura 03 apresenta os aspectos qualitativos do
processo inflamatério em ratos pela fumacga do cigarro,
tratados com a TLBI isolado e associado & natacdo. E
possivel observar que no grupo GEFC+TLBI e
GEFC+TLBI+N houve uma redugdo do processo
inflamatdrio, devido uma maior diminuicdo das células
inflamatdrias, quando comparado com o grupo GC e ao
GEFC.
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Figura 3. Fotomicrografias de células totais em cortes
representativos das alteragdes. GC: sem alteragbes significativas.
GEFC: observa-se uma extensa area de infiltrado inflamatério. Em
comparacdo area de infiltrado inflamatério, observa-se uma menor
quantidade no grupo GEFC+TLBI em relagdo ao grupo
GEFC+TLBI+N.

4. DISCUSSAO

O LBA é o procedimento mais confiavel para
quantificar a abundancia de neutrofilos, pois estas
células migram diretamente dos capilares para o espaco
alveolar!. Estudos com animais, em especial ratos ou
camundongos, demonstram que a exposi¢do a fumaca
de cigarros, de forma passiva, por menor tempo
possivel, ja e capaz de estimular células inflamatérias
que podem ocasionar inflamagGes pulmonares
associadas ao enfisema??.

Conforme estudo de Fonseca et al*, com 24 ratos
divididos em trés grupos de 8 animais, dois destes
grupos induzidos a DPOC, por meio da dose Unica de
instilacdo de papaina 0,2 mg/kg, e o terceiro grupo
tratado com laser 660 nm, com poténcia de 10 W, na
dose de 12,5 J/cm? por 20 segundos/ponto por 15 dias,
foi possivel verificar diminui¢do no numero de células
inflamatérias no LBA do grupo tratado com
laserterapia, quando comparado com 0S outros grupos
do estudo.

O resultado encontrado na reducéo dos linfdcitos no
grupo GEFC+TLBI, vai de acordo com o descrito por
Pessoa et al'?, em que a TLBI foi aplicada em ratos,
divididos em trés grupos, sendo: grupo controle, grupo
DPOC e o grupo DPOC + Laser. Ainda, no estudo
citado, houve uma diminuicdo significativa (p=0,05)
dos linfocitos comparados com o grupo da DPOC. As
respostas inflamatérias levam o aumento das células
envolvidas durante este processo, a fim de gerar
homeostasias para o organismo, dentre elas, estéo:
macréfagos, neutrdfilos e linfocitos,

O resultado encontrado neste estudo, é semelhante
ao relatado na literatura, em que os autores obtiveram
uma reducdo significativa das células inflamatorias
encontradas nas fotomicrografias do parénquima
pulmonar quando se comparam 0s grupos lesdo e
tratado (p= 0,05) com o controle®.

Observa-se que o grupo GEFC+TLBI apresentou
significativa reducdo de células inflamatérias em
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relacio ao grupo GEFC+TLBI+N e mesmo
comportamento em relacdo ao ndmero de células
inflamatérias comparado ao GC e ao GEFC.
Considerando nimero de células inflamatérias, esse
resultado associa-se com o estudo de Pieta'>, em que
houve uma reducéo das células inflamatdrias ao aplicar
a TLBI. Moraes et al.*também encontraram a reducéo
do infiltrado inflamatério por meio da TLBI em
comparagdo com o grupo nao tratado.

5. CONCLUSAO

A TLBI isolada € eficaz na atenuacdo do infiltrado
inflamatorio, e quando associado a natagdo, ndo houve
diferenca significativa. Além disso, o recurso néo
substitui o0 tratamento medicamentoso, entretanto,
poderd ser aplicada como um novo mecanismo na
intervengdo da DPOC.
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