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RESUMO

Introducdo: Artrite reumatoide (AR) é uma doenca inflamatdria autoimune caracterizada por
degeneragédo crbnica das articulagcdes sinoviais, compreendendo um conjunto de processos
inflamatorios simétricos que afetam essas articulagdes e estruturas periarticulares. A Terapia a
Laser de Baixa Intensidade (LBI) é um procedimento terapéutico amplamente utilizado no meio
clinico, tendo em vista seus efeitos bioldgicos no tecido de maneira ndo térmica e sendo uma
opcao terapéutica eficaz e com menos efeitos colaterais. Apesar dos efeitos clinicos ja relatados
em diversos estudos, seu mecanismo de acdo e parametros dosimétricos ndo sao totalmente
compreendidos, havendo grande divergéncia sobre dose e efeito. Objetivos: Avaliar o efeito
do laser terapéutico de baixa intensidade (904 nm) nas doses de 1J e 5J em modelo experimental
de artrite. Metodologia: Os animais foram distribuidos em 5 grupos de 6 animais cada. No
primeiro grupo (Salina) foi administrado apenas 0,9% de salina estéril. Grupo que recebeu
agente flogistico (Zymosan); Grupo Laser 1(recebeu a injecéo de agente flogistico e tratamento
com Laser 1J/cm?2 (L1) e Grupo Laser 5 (L5- recebeu agente flogistico e tratamento com Laser
5J/cm?), grupo (Dexa) foi pré tratado meia hora antes com dexametasona induzida
intraperitoneal 4mg/kg e posteriormente submetido a indugdo da artrite. Foram avaliados
variacdo de volume de pata, avaliacdo da dor (nocicepcao), avaliacdo da destruicdo articular
(HE), espessura da cartilagem (Azul de Toluidina) e quantificacdo do colageno total
(picrossirius). Resultados: Obtivemos redugdo do edema e melhora estatistica na redugdo da
dor, sendo eficaz na dose de 1j/cm2. Na analise morfoldgica, foi obtido reducdo na destruicdo
articular, reducdo na espessura da cartilagem e aumento na quantidade total de colageno, sendo
mais efetivo na dose de 5j/cm2. Concluséo: A partir dos resultados expostos podemos sugerir
que a terapia Laser de Baixa Intensidade na dose de 1J/cm? tem acdo mais significativa na fase
aguda da doenca, no que se refere a sinais classicos do processo inflamatério, edema e dor.
Enquanto a dose de 5J/cmz, apesar de ser eficaz na fase aguda é no estagio cronico da doenca
que apresenta resposta significativa, quando avaliado sua ac¢do na cartilagem articular e seus

componentes.

Palavras-chave: Laser. Artrite. Inflamacéo.



ABSTRACT

Introduction: Rheumatoid arthritis (RA) is an autoimmune inflammatory disease characterized
by chronic degeneration of the synovial joints, comprising a set of symmetric inflammatory
processes that affect these joints and periarticular structures. Low Intensity Laser Therapy (LBI)
is a therapeutic procedure widely used in the clinical environment, considering its biological
effects on the tissue in a non-thermal way and being an effective therapeutic option and with
fewer side effects. Despite the clinical effects already reported in several studies, its mechanism
of action and dosimetric parameters are not fully understood, with great divergence on dose and
effect. Objectives: To evaluate the effect of low intensity therapeutic laser (904 nm) at doses
of 1J and 5J in an experimental model of arthritis. Methodology: The animals were distributed
in 5 groups of 6 animals each. In the first group (Saline), only 0.9% of sterile saline was
administered. Group that received phlogiston agent (Zymosan); Laser Group 1 (received the
injection of flogistic agent and treatment with Laser 1J / cm? (L1) and Group Laser 5 (L5
received flogistic agent and treatment with Laser 5J / cm 2), group (Dexa) was pretreated half
an hour before with paw volume variation, pain evaluation (nociception), evaluation of joint
destruction (HE), thickened cartilage (Toluidine Blue), and quantification of total collagen
(picrossirius) Results: We obtained reduction of edema and a statistical improvement in the
reduction of pain, being more effective in the dose of 1j / cm2. Conclusion: From the results
presented, it can be suggested that low-intensity laser therapy at a dose of 1J / cm?2 has the
highest total amount of collagen, being more effective in the dose of 5j / cm2. Will be more
significant in the acute phase of the disease, as regards the classic signs of inflammation,
swelling and pain. While the dose of 5J / cm?, despite being effective in the acute phase is in

the chronic stage of the disease that is present a significant response.

Keywords: Lasers. Arthritis. Inflammation.
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1 INTRODUCAO

Artrite reumatoide (AR) € uma doenga inflamatoria autoimune caracterizada por
degeneragédo cronica das articulagcdes sinoviais, compreendendo um conjunto de processos
inflamatorios simétricos que afetam essas articulacdes e estruturas periarticulares. Apresenta
diversas manifestacGes sistémicas que comprometem a membrana sinovial, a qual representa o
sitio inflamatdrio primario da artrite, com sinais de hiperplasia celular e de processo
inflamatorio, configurando a sinovite. Quando essa condi¢do ndo é tratada, pode apresentar
destruicdo articular progressiva, com perda cartilaginosa e dssea, deficiéncia funcional e
complicacdes sistémicas (CROSS et al., 2014).

A prevaléncia da AR é cerca de 1% da populacdo mundial, quando comparada ao sexo
masculino as mulheres séo trés vezes mais acometidas. A doenca tem como caracteristica ser
heterogenia e sua ocorréncia é observada em diversos grupos, sendo os primeiros sintomas da
AR descritos entre 0s 40 e os 60 anos, em individuos com a idade inferior a 45 anos as mulheres
apresentam maior prevaléncia (VAZ et al., 2013).

A terapia da AR tem sido focada na desaceleracao da progressao degenerativa da doenca
por meio do uso de medicamentos anti-inflamatorios ndo-esteroidais (AINES), corticosteroides,
drogas modificadoras do curso da doenca (DMARDS), drogas imunossupressoras, usadas
sozinhas ou em combinacdo (SMOLEN et al., 2017). Embora efetivos no tratamento da AR,
estes medicamentos podem causar sérios efeitos colaterais tais como Ulceras gastrointestinais,
problemas cardiovasculares, nefrotoxicidade, toxicidade pulmonar e cirrose (CHOUDHARY
etal., 2015; RUSCITTI et al., 2017). Portanto, torna-se importante identificar outras estratégias
de tratamento para um efeito anti-inflamatério. Neste contexto, a terapia com laser de baixa
intensidade (LBI) poderia ser considerada uma alternativa ndo farmacoldgica promissora no
tratamento da AR devido a sua acdo anti-inflamatéria (SHAKOURI. et al., 2010; TIM et al.,
2016).

O LASER (Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation) funciona com a
amplificacdo de luz por emisséo estimulada de radiacdo e foi utilizado pela primeira vez em
1960. Seu uso tem sido adotado, por exemplo, no campo da periodontia, por conta de seus
efeitos benéficos adjuvantes no tratamento periodontal convencional. Quando a irradiacdo do
LASER atinge células ou tecidos, os valores da densidade de energia e 0 comprimento de onda
podem fazer diferenca biolégica (AHN et al., 2014). Nos Gltimos anos, a terapia com LASER

vem se tornando um agente terapéutico promissor no tratamento de varias condigdes
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musculoesqueléticas e inflamatorias, tais como a artrite, as tendinopatias, a dor de
garganta, a dor lombar e a fadiga muscular devido & sua capacidade de estimulacdo da
cicatrizacao 6ssea, modulacdo do processo inflamatorio e efeitos de alivio da dor (ALMEIDA
etal., 2014).

O efeito do laser de baixa intensidade esta baseada sobre sua a¢do no tecido que esta
relacionada a possibilidade de inibir o aparecimento de fatores quimiotaxicos nos estagios
iniciais da inflamacéo, de interferir com os efeitos dos mediadores quimicos induzidos pela
inflamacao, inibir a sintese das prostaglandinas, alguns efeitos benéficos foram observados com
0 uso terapéutico de laseres de baixa intensidade (LOPES, 2008). O efeito analgésico justifica-
se, pelo carater anti-inflamatdrio, por interferéncia na mensagem elétrica, pelo estimulo a
liberacdo de R-endorfina, por evitar a reducdo do limiar de excitabilidade dos receptores
dolorosos, pela eliminacdo de substancias algogenas e pelo favorecimento do equilibrio
energético local (ENWEMEKA, 2004).

Na literatura ndo existe consenso sobre a poténcia e a densidade do laser mais efetivos
na terapia da AR, e portanto ndo ha ainda padronizagédo nos protocolos empregados. Segundo
Guirro e Weis (2009), a densidade de energia ou dose deve ser calculada precisamente para
estabelecer diretrizes de tratamento em lesGes especificas. O laser pode possuir varios efeitos
de acordo as dosagens escolhidas: efeito analgésico — de 2 a 4J/cmz; efeito anti-inflamatério —
de 1 a 3J/cmz; efeito regenerativo — de 3 a 6J/cm?; efeito circulatério— de 1 a 3J/cm2.

Assim sugerir parametros para tratamento com o laser de baixa intensidade é
controverso, devido as diferentes repostas provocadas pelos diferentes tipos de laser, em
diferentes doses e comprimentos de onda, variando seus efeitos de acordo com o quadro
patologico. Fazem-se necessarios estudos que busquem padronizar o tipo, a dose e o
comprimento de onda a serem utilizado em diferentes condi¢es patoldgicas para assim fazer
uma dose resposta do laser a ser utilizada. Desta forma se justifica a investigacdo dos efeitos
do laser de baixa poténcia (904nm), nos parametros propostos, em modelo de artrite induzida,
pela falta de evidencias cientificas que avaliem os beneficios dessa modalidade de laser em
parametros inflamatorios, acdo antioxidante, via do 6xido nitrico e na morfologia da cartilagem

articular.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1. Artrite Reumatoide

A artrite reumatoide (AR) é uma doenca inflamatoria crénica e progressiva
caracterizada por inflamacdo sinovial e hiperplasia, producdo de auto anticorpos e destruicdo
de cartilagem e 0sso. Na AR, a membrana sinovial é transformada em um tecido inflamatério
hipertréfico, em consequéncia do influxo de células inflamatorias, incluindo mondcitos, células
T e B oriundas da circulacdo sanguinea e células sinoviais residentes hiperplasicas. Essa doenca
pode afetar 1% da populacdo mundial e pode chegar a 5% dependendo do grupo e da faixa
etaria estudada. No Brasil, estudos de prevaléncia mostram uma variagdo de 0,2 a 1% em
adultos, e esta associada com morbidade significativa e aumento da mortalidade em regibes
desenvolvidas do mundo (ANDRADE et al., 2016).

A principal caracteristica da AR a inflamacdo, que ocorre como uma resposta do tecido
a injuria celular e caracteriza-se por um fendbmeno complexo dindmico e mediado que visa
destruir, diluir ou isolar o agente nocivo desencadeando uma serie de eventos que tentam curar
e reconstituir o tecido danificado. Quando ocorre um estimulo nocivo no organismo sdo
acionados os mecanismos de defesa, respostas imunes inatas e adquiridas. A imunidade inata
utiliza células fagociticas (neutrofilos, monécitos macrofagos), células que liberam mediadores
inflamatorios (basofilos, mastocitos e eosinofilos) e células “natural killer”, ja a imunidade
adquirida envolve a proliferacdo de células do tipo linfécitos T e B, quando os receptores de
superficie dessas células se ligam aos antigenos (DELVES; ROITT, 2000). Os macrofagos
secretam um amplo espectro de mediadores, incluindo enzimas hidroliticas, lipidios bioativos,
quimiocinas e citocinas, além de espécies reativas do oxigénio (ROS) resultando no estresse
oxidativo, que é uma condicdo caracterizada pelo aumento da resposta oxidante, devido ao
aumento da producdo de (ROS), sem o aumento equivalente da resposta antioxidante
(GORDON, 2007). Diversas subpopulacdes celulares produzem citocinas durante a inflamacéo
sinovial e 0 padréo desta producdo pode variar de acordo com o estagio da doenca (figura 1).
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Figura 1. Desenho esquematico representando as citocinas e células imunes envolvidas na AR. (DOS ANJOS,
2016).

Outra importante caracteristica do tecido inflamatério sinovial é a degeneracdo de
estruturas adjacentes, como cartilagem e 0sso. A formacgdo do pannus sinovial é causada por
diferentes processos, dentre eles: a proliferacdo de células sinoviais semelhantes a fibroblastos
e sinoviocitos, angiogénese, acumulo de macréfagos, linfocitos e migracdo de ceélulas
polimorfonucleares para o tecido sinovial. Além disso, as interacdes célula-célula entre
sinovidcitos, linfdcitos e mondcitos levam a producdo de diversos mediadores inflamatérios e
a producdo de grandes quantidades de colagenase, que sdo enzimas que causam danos diretos
ao tecido articular (TRAWITZKI et al., 2016). As manifestacGes podem ser divididas em
articulares e extra articulares, a manifestacdo articular pode ser revestida na sua fase inicial,
porém a sinovite persistente e ndo controlada determina destruicdo 6ssea e cartilaginosa, assim
caracterizando a fase cronica (DEODHAR et al., 2016).

Existem varias articulagdes sinoviais que podem ser afetadas pela AR. O acometimento
destas articulacbes estd presente em 80-90% das pessoas que apresentam AR, sendo as
articulac6es do tornozelo (como a talocrural e a subtalar) observada em 10-20% (MICHELSON
et al., 1994). O desenho esquematico abaixo (figura 2) representa a anatomia dssea e articular

do pé e tornozelo comparada de humano e camundongo.
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Figura 2-Anatomia dssea e articular do pé e tornozelo humano (A) e da pata de rato (B). Adaptado de
HELLIWELL et al., 2011.

O tratamento de pacientes com AR é baseado na administracdo de medicamentos anti-
inflamatdrios modificadores da doenca (DMARDS), como metotrexato e agentes inibidores de
IL-1B e TNF-o. Porém, a recidiva da doenca ativa e 0 aumento concomitante da dor articular
ndo é incomum. Outros farmacos usados s&o os corticosteroides e anti-inflamatdrios, entretanto
os anti-inflamatdrios tem perdido seu papel como primeira op¢do farmacoldgica do tratamento
devido seu efeito limitado, incapacidade de modificar o curso da doenca a longo prazo e por
conta de seus efeitos colaterais toxicos, em especial o cardiaco e gastrointestinal. Ja os
corticosteroides sdo eficazes na supresséo da inflamagéo e diminuigéo da destruicéo articular,
quando utilizado no periodo inicial da doenca, entretanto o uso na fase tardia deve ser moderado
devido aos seu significantes danos colaterais (SMOLEN; ALETAHA; REDLICH, 2012).

Novas terapias tém sido investigadas a fim de reduzir ou evitar os danos colaterais,
assim, um método de tratamento promissor € o uso do laser de baixa intensidade. Ao longo das
ultimas décadas, esse recurso foi introduzido como alternativa ndo invasiva para o tratamento
da artrite reumatoide, por propiciar reacdes fotoquimicas favoraveis a resolucdo do processo
inflamatdrio e dano tecidual, contudo existem controvérsias sobre as doses e potencias e seus

mecanismos efetores ndo sdo completamente conhecidos (BROSSEAU et al., 2005).

2.2. Fotobiomodulagéo
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O termo LASER é um acronimo para Light Amplification by Emission of Radioation
(Amplificacdo da Luz pela Emisséo Estimulada da Radiagao), nisto, algumas caracteristicas Ihe
concernem, visto que difere da luz normal ou ambiente, como monocromaticidade, colimacéo
e coeréncia (ALBERTINE, 2002). Estas caracteristicas também se fazem dependentes de outros
fatores para produzir efeitos estimulantes de forma correta, no caso o comprimento de onda,
dose e intensidade da luz utilizada na radiacdo. Para a emissdo do LASER também se considera
o material que compreende o diodo, sendo ele composto de varios elementos quimicos, assim
sendo, alguns comprimentos de onda LASER utilizado por fisioterapeutas sdo HeNe
(632.8nm), Ga-Al-As (805 ou 650nm) e Ga-As (904nm) (GUIRRO; WEISS, 2009).

A partir do desenvolvimento do laser em 1960, houve um interesse por parte da
comunidade cientifica, a fim de investigar essa tecnologia e suas possiveis aplicacdes nas areas
da Biologia, Medicina e Odontologia. O entendimento das interacdes da luz laser com os tecidos
bioldgicos parte dos mesmos principios basicos da interacdo da luz com a matéria em geral, ou
seja, a radiacéo pode ser refletida, transmitida, absorvida e/ou espalhada. A luz laser, por outro
lado, tem caracteristicas préprias, tais como alta monocromaticidade e coeréncia temporal e
espacial (que leva a conhecida capacidade de colimacéo desta luz). A monocromaticidade vem
do fato dos sistemas lasers emitirem luz em uma banda estreita de frequéncias. A coeréncia
temporal indica que as diferentes ondas mantém relagéo fixa entre as respectivas fases, no
tempo. A coeréncia espacial é dependente da geometria do sistema laser, que em geral origina
um feixe com relacdo também fixa entre as fases espaciais das ondas. As caracteristicas de
coeréncia sdo, na maioria dos lasers, muito maiores que em fontes tradicionais de luz.
(RIBEIRO, 2016).

Os lasers terapéuticos mais usados na praticas clinicas e laboratorial encontram-se em
uma faixa espectral variada entre o visivel e infravermelho, com destaque para o de Hélionebnio
(He-Ne), na faixa visivel, e os de arseneto de galio (Ga-As) e arseneto de galio e aluminio (Ga-
Al-As), também denominados de semicondutores ou diddico, com emissdo na faixa do
infravermelho ou visivel. O intervalo espectral mais utilizado se encontra entre 0s
comprimentos de onda de 630 e 940nm (nandmetro), constituindo a chamada “janela
terapéutica” para tecidos bioldgicos (KITCHEN, 2003). De acordo com Lopes (2008), os
processos fisiologicos estimulados pela fotobiomodulacdo podem se manifestar, clinicamente,
em trés modos: (I) diretamente na célula — produzindo um efeito primario ou imediato, que
aumenta o metabolismo celular, ou a sintese de endorfinas e diminuindo a liberacdo de

transmissores nociceptivos, como a bradicinina e a serotonina; (II) na estabilizagcdo da
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membrana celular — clinicamente, observa-se uma acdo estimulativa e analgésica dessa terapia,
havendo também um efeito secundario ou indireto do aumento do fluxo sanguineo e da
drenagem linfatica (dessa forma, constata-se uma acdo mediadora do laser na inflamacdo); e
(111 na ativacdo do sistema imunoldgico — efeitos terapéuticos gerais ou tardios. A figura a
seguir apresenta esquematicamente os tipos de dispositivos terapéuticos de luz, possiveis
comprimentos de onda e a poténcia de saida maxima (KARU, 2003)

Poténcia
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Figura 3. Comprimento de onda (A, nm) e poténcia maxima de saida (mW) de Lasers e LEDs utilizados na terapia
Laser de Baixa Intensidade. Fonte: KARU, 2003.

A acdo do LBI esta baseada na absorc¢do da luz pelas células, nas quais modulam reacdes
bioquimicas e estimulam a atividade mitocondrial. Esses efeitos tanto podem acelerar a sintese
de DNA, RNA e de proteinas regulatdrias do ciclo celular, promovendo assim tanto proliferacdo
, quanto aumentar a producdo de ROS, o que poderia desencadear alteracbes em enzimas
responsaveis pelos mecanismos de reparo do DNA e consequentemente, danos subletais e até
mesmo irreversiveis no DNA (FONSECA et al., 2015; SERGIO et al., 2012).

Pesquisas recentes tém demostrado que os efeitos do LBI em celulas animais podem ser
representados por uma parabola. Com o aumento da energia os efeitos estimulantes sobre a
célula sdo diminuidos gradualmente e, quando o limiar € atingido, os efeitos inibitérios sobre
as células emergem (WANG et al., 2014). A inibicdo celular causada pelo LBI em doses
elevadas tem sido relatada em diversos trabalhos, esses pesquisadores relacionaram a apoptose
celular pela via mitocondrial com os seguintes eventos celulares: (i) geracdo imediata de ROS
mitocondrial, (ii) despolarizagdo mitocondrial e (iii) ativacdo de caspase-3, levando assim a

morte celular. Porém, outros mecanismos para ativacdo da via mitocondrial e consequente
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permeabilizacdo da membrana da mitocondria, também podem estar envolvidos no processo
apoptético induzido por LBI em doses elevadas, como ativacdo de Bax e inibicdo de Akt pela
proteina glicogénio sintase quinase 33 (HUANG et al., 2011).

A resposta bifasica em relacdo a dose, que pode ser explicada pela lei de “Arndt-
Schulz”, tem seu principio afirmando que um fraco estimulo acelera ligeiramente a atividade,
e estimulos mais fortes aumentam ainda mais essa atividade, até que um pico seja atingido e
um estimulo mais forte ainda podera suprimir a atividade, ou seja se a luz aplicada ndo é de
irradiancia suficiente ou o tempo de irradiacdo é demasiado curto, entdo ndao ha nenhuma
resposta. Se a irradiancia é muito alta ou tempo de irradiacdo € muito longo, em seguida, a
resposta pode ser inibida (MARTIUS, 1923). Entdo, por meio dessa dosagem bifésica, foi
demonstrado que ndo existem parametros de irradiacao e dose ideais ainda estabelecidos, estes
provavelmente ainda irdo variar de acordo com a doenga, superficie da mucosa ou pele
(variando nas camadas celulares e profundidades a partir da superficie de aplicacdo) e fatores
individuais associados ao paciente (HUANG, 2011).

2.3 Fotobiomodulacéo e Processo Inflamatério

Terapias utilizando LBI tém demonstrado resultados interessantes no controle do
processo inflamatério, através da reducdo da dor, do edema e promovendo o reparo dos tecidos
lesionados (ALBERTINI et al., 2007). Outra vantagem que vem sendo descrita é quantidade
minima de efeitos adversos observados em diversas terapias medicamentosas. A hipdtese de
reducdo da duracdo da fase aguda inflamatéria e estimulacdo da reparacdo tecidual foi
inicialmente elaborada para explicar o alivio da dor obtido com o tratamento com o laser.
Embora a eficicia anti-inflamatdria do tratamento com laser de baixa poténcia seja controversa
para alguns autores, estudos tém demonstrado efeitos no nivel de prostaglandinas E2 (PGE?2),
importante marcador inflamatdrio, e na formacéo do edema articular, tanto in vitro (SAKURAI
et al., 2000) quanto in vivo (ALBERTINI et al., 2004).

A utilizacdo de LBI é sugerida como alternativa em curto prazo para redugéo da dor e
da rigidez matinal na AR (BROSSEAU et al., 2005), entretanto estudos recentes reportaram
resultados diversos sobre a terapia. Meireles e et al (2010) aplicaram LBI (A= 785 nm, dose de
3 J/cm2 e poténcia de 70 mW) na mao de pacientes com AR e ndo observou efeitos positivos
relacionados a diminuigéo da dor ou rigidez articular. Em outro estudo, Castano e et al (2007)
aplicaram LBI (A= 810 nm, dose de 3-5 J/ cm2 e poténcia de 5-50 mW) em joelho de ratos com

AR induzida e observaram diminui¢do do edema articular, relacionando com a diminui¢édo do
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nivel de prostaglandina (PGE2). J& Alves e et al (2013), também utilizando articulacdo do
joelho de ratos com AR induzida, aplicaram LBI (A= 780 nm, dose de 7,7 J/cm2 e poténcia de
22 mW) e observaram que o laser foi eficaz na modulacdo inflamatdria, ao diminuir, entre
outros, 0 numero de células mononucleares inflamatorias, 0 exsudato proteico, a hemorragia
medular, a hiperemia e a necrose.

Matera et al. (2003) demonstraram a efic&cia da acéo antiinflamatdria e analgésica da
LBI sobre os tecidos, onde sua irradiacdo estimula as mitocondrias celulares, promovendo um
aumento na producdo de ATP intracelular; favorece a producdo de acido araquiddnico e a
transformacdo de prostaglandina em prostaciclina, justificando sua agdo antiedematosa e
antiinflamatdria; promove aumento da endorfina circulante (beta endorfina) proporcionando o
efeito analgésico na dor ndo inflamatéria. ALBERTNI et al. (2002) propds investigar o efeito
da LTBI no processo inflamatério agudo, em modelo classico de edema de pata em ratos. O
edema foi induzido por injecdo suplantar de carragenina, o volume da pata foi mensurado antes
da indugdo do edema e apds intervalos de uma hora, num total de quatro horas utilizando
hidroplestimdgrafo. A irradiacdo laser baseou-se em diferentes 23 protocolos para determinar
densidade de energia, periodo e taxa de repeticdo. Os resultados demonstraram que a densidade
de energia para obter o efeito anti-inflamat6rio com laser de AsGaAl é de 1 J/cm2 e 2,5 J/cm?,
reduzindo o edema em 27% e 45,47%, respectivamente.

Andrade et al. (2016) em seu estudo, analisou a dose resposta do laser de baixa poténcia
na producdo de oxido nitrico pelos macréfagos, utilizando poténcia de 30, 50 e 100 mW, para
duracgdes de 10, 30 e 60 s, produzindo um total de nove combinacgdes de energia de densidade
,11, 18, 32, 36, 54, 64, 107 (50 mW-60 s), 107 (100 mW-30s) e 214 J / cm2 , em seu resultado
sugere que é necessario doses mais elevadas para estimular uma maior producéo de NO, que a
LBI pode ser uma ferramenta resposta imunoldgica, colaborando com a resposta anti-
inflamatdria produzida por macréfagos. Martins et al. (2006) descreveram um efeito inibitorio
do LBI (650 nm — 2,5 mW) sobre a migracédo de leucocitos (neutrofilos) para o espaco pleural
no modelo de pleurisia em camundongos induzida por carragenina, com densidades de energia
de 1J/cm2,2,5J/cm2 e 5 J/cm2 aplicadas na 12, 22 e 32 hora ap6s a inducao inflamatdria. Boschi
(2008) em seu estudo sobre o efeito anti-inflamatorio da terapia laser de baixa poténcia (660
nm) na pleurisia em ratos, observou que o laser de 660 nm induziu um efeito anti-inflamatorio
caracterizado por inibicdo do influxo leucocitario total e diferencial, proteina total, NO, IL-6,
IL-10 e TNF-0, mas mantendo altamente dependente da dose. Nessas condigdes, o tratamento

a laser com 2,1 joules foi mais eficaz do que 0,9 joule e 4,2 joules.
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Outras fungdes do laser de baixa poténcia (632,8nm), em modelo experimental de
osteoartrite, € 0 aumento na produgdo de mucopolissacarideos, 0s quais sdo responsaveis por
manter as fibras de colageno juntas e assegurar a integridade da cartilagem, também aumenta a
producdo de proteinas de chogue preservadoras dos condrdcitos da cartilagem sinovial. De
acordo com Haapala et al. (2001), o laser melhora as caracteristicas histopatol6gicas da
cartilagem, o que é de extrema importancia em casos de sinovite, visto que o componente
inflamatdrio é importante na patogénese da lesdo da cartilagem articular.

Gum, Reddy, Bittel e Enwemeca (1997), descreveram um acrescimo de 23% na
concentracdo de coldgeno em tenddes de coelhos tratados com o LBI quando comparados ao
grupo controle. O aumento da concentracdo de colageno foi correlacionado com a melhora da
cicatrizacdo. Ainda Reddy, Bittel e Enwemeca (2001) utilizaram o laser durante cinco dias por
semana, durante trés semanas em peles de pé de ratos diabéticos. Nesse estudo, o laser acelerou
o reparo tecidual, sendo evidente o incremento a sintese de colégeno.

Lin et al. (2004) avaliaram a cartilagem articular, em seu estudo observaram em joelhos
de coelhos que receberam injecdo intra-articular de solucdo de papaina, usaram a LBI no
comprimento de onda 632 nm e poténcia de 3w/cm?, aplicada trés vezes na semana por 8
semanas, observando na cartilagem a presenca de proteinas que previnem a morte de
condrdcitos. Gottlieb et al. (2006) aplicaram o laser com comprimento de onda de 692,6 nm
nas doses de 1j/cm?e 4j/cm? na cartilagem articular de joelhos de coelhos submetidos a lesdo
no ligamento, observaram o aumento da sintese de proteoglicanas nos animais irradiados com
a maior densidade de energia.

Outros dados relatados por Pallota et al. (2012), utilizando um laser de comprimento de
onda de 810nm apontam uma reducdo na contagem de neutréfilos nos tratamentos com doses
de 3J, 6J e 10J, 3h apos a inducdo da inflamacdo no joelho de ratos, ndo havendo o mesmo
efeito para o grupo tratado com 1J. Por outro lado, estudos demonstram que em doses menores
h& maior reducdo de citocinas e de migracdo de células inflamatérias (ALMEIDA et al., 2014)

Desta forma, tendo conhecimento desses resultados, fica claro que ha muito a ser
pesquisado para compreender os efeitos da Fotobiomodulagdonos pardmetros sugeridos, visto
gue em outros comprimentos de ondas, poténcias e doses diferentes apresentaram resultados
positivos no processo inflamatdrio, como reducdo de mediadores inflamatérios. Assim o laser
de 904nm pode apresentar uma agéo anti-inflamatoria em modelo experimental de artrite em
camundongo interferindo diretamente na liberacdo de mediadores inflamatorios, via do oxido

nitrico e na morfologia da cartilagem, tudo isso podendo variar de acordo com a dose aplicada.
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2.4. Modelo Experimental da Artrite

Atualmente existem diversos modelos experimentais, cada qual com suas
peculiaridades. Modelos experimentais de AR n&o autoimunes tém sido utilizados com o
objetivo de caracterizar o processo inflamatorio associado as articulagdes, incluindo a formacao
de edema articular, migracdo de leucdcitos, incapacitacdo articular (PENIDO et al., 2006).

Neste estudo, foi utilizado o modelo de artrite induzida por zimosan, que é caracterizado
por uma reacdo inflamatoria articular restrita a articulacdo estimulada com zimosan
(monoartrite). As particulas de zimosan atuam como ativadores locais da via alternativa do
complemento, disparando a ativacdo local do sistema imune inato, levando a secrecdo de
enzimas lisossomais no interior da cavidade sinovial. Ao ser fagocitado preferencialmente por
mondcitos e macréfagos, ligando-se aos receptores TLR2 (do inglés, toll-like receptor 2), o
zimosan leva, dentre outros: a ativacdo celular, liberacdo de hidrolases lisossomais, espéecies
reativas de oxigénio e producdo de citocinas (ex.:TNF-a).

Em consequéncia disso, a injecdo de zimosan na articulagdo produz um quadro de
sinovite erosiva grave, que durante a fase aguda é caracterizado por um aumento significativo
da permeabilidade vascular e do influxo celular, predominantemente neutréfilos, para a
cavidade estimulada (PENIDO et al., 2006). Posteriormente, ocorre uma sinovite progressiva
caracterizada pelo acumulo predominante de células mononucleares e intensa proliferacdo de
fibroblastos assemelhando-se ao pannus reumatoide caracteristico do quadro degenerativo de

sinovite cronica reumatdide de pacientes com AR.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos
3.2 Geral

Comparar o efeito da Fotobiomodulacdo (904 nm) nas doses de 1J e 5] em modelo

experimental de artrite.
3.3 Especificos

» Analisar histologicamente a acdo do LBI na destruicdo articular causado pela artrite.
» Investigar o efeito do LBI em fibras de colageno e na espessura da cartilagem.
» Descrever a acdo do LBI sobre a hiperalgesia.

» Auvaliar o efeito do LBI no edema induzida pela fase inicial.
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4.MATERIAL E METODOS

4.1 Animais
Foram utilizados 60 camundongos Swiss Mus musculus femeas, com 8 a 10 semanas de

vida, pesando entre 25 e 30g, fornecidos pelo Biotério de Manutengdo de animais destinados a
Experimentacdo do departamento de Morfofisiologia Veterinaria CCA/UFPI. Foram alocados
em ambiente sob temperatura controlada de 25+2°C com ciclo claro/escuro (12/12h) com
comida e &gua ad libitum, os animais foram acondicionados numa sala especial (apenas para
habitagdo dos mesmos) em gaiolas. Todos os experimentos foram realizados de acordo com o
Guia para Cuidados e Uso de Animais de Laboratério (National Institute of Health, Bethesda,
MD, USA) e foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do
Piaui sob protocolo n°.406/17. (ANEXO 1)

4.2 Delineamento Experimental

Representacio Esquemadtica do delineamento experimental

Edema Dor Morfologia
Sal Sal Sal
Zym ’ Zym ’ Zym ’
Las 1 Las 1 Las 1
Las 5 Las 5 Las 5
Dexa Dexa Dexa
Tratamento com o Laser Tratamento com o Laser Tratamento com o Laser

l l .

A partir da 5 hora, sendo tratado
a cada 24 horas somente nos
grupos Las 1J e Las 5]

g Avaliagdo Von Frey ‘Eutana’sia no 5 dia de tratamento |
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A cada hora somente nos A cada hora somente nos
grupos Las 1) e Las 5] grupos Las 1) e Las 5J

1h  2h  3h  ah sh Remoc¢do da articulacdo
1 Avaligdo foi feita entre a 4 ¢ 5 hora l
l Material para a Histologia
Eutanasia na 5 hora Eutandsia na 4 hora e Imunohistoquimica

Figura 4. Representacéo esquematica do delineamento experimental
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4.3 Inducéo da Artrite

A artrite experimental foi induzida em camundongos através da injecdo de 200ug de
zymosan (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, USA) dissolvido em 10uL de solugdo
salina esteéril, na regido da articulacdo talocrural (esquerda) do membro posterior (DOS ANJOS,
2016).

4.4 Grupos experimentais

Os animais foram distribuidos em 5 grupos de 6 animais cada. No primeiro grupo
(Salina) foi administrado apenas 0,9% de salina estéril; os grupos ( Dex, Zym, Las 1 e Las 5)
receberam inducdo por injecdo talocrural de 200pg de zymosan (Sigma Chemical Company,
St. Louis, MO, USA) dissolvido em 10uL de solugdo salina estéril, na regido da articulacdo
talocrural (esquerda) do membro posterior; os grupos (Las 1) e (Las 5) foram submetidos a
inducdo da artrite como descrito anteriormente e comitantemente tratados com LBI com dose
de 1J/cm2 e 5J/cmz2, nas primeiras cinco horas e para analise morfolégica a cada 24 horas ( fase
crénica) foi utilizado o tratamento com laser terapéutico de baixa poténcia AsGa de
comprimento de onda de 904 nm, o grupo (Dexa) foi pré tratado meia hora antes com
dexametasona induzida intraperitoneal 4mg/kg e posteriormente submetido a inducdo da artrite
como descrito anteriormente.

Tabela 1. Grupos experimentais

SAL- Grupo que recebeu apenas salina estéril

DEXA- Grupo pré tratado com a dexametasona meia hora antes + zymosan

ZYM- Grupo que recebeu apenas a inducdo de zymosan e néo foi tratado

LAS1- Administracdo do zymosan + tratamento com o laser na dose de 1J/cm?

LAS5- Administracdo do zymosan + tratamento com o laser na dose de 5J/ cm?

Adm. Ind. Zyme Salina ~ TT laser 1 TTlaser1  TTlaser1 TT laser 1
Dexa TT laser 1 e 5J e5J e5J e 5 esl
Eutanasia

Oh 30 min lh 2h 3h 4h 5h
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Figura 5. Cronograma experimental usado para edema e avaliagdo da dor. Trinta minutos antes da inducgdo da
artrite com o Zymosam, foi administrado a Dexametasona como pré tratamento no grupo DEXA. Ap6s 30 min da
aplicacdo da Dexametasona, foi administrado uma solugdo salina no grupo SAL, e 0 Zymosam nos seguintes
grupos ZYM, DEXA, LAS 1J, LAS 5J. Em seguida os grupos LAS 1J e LAS 5J, receberam tratamento com o
laser de baixa intensidade a cada hora até a 5 hora onde sofreram a eutanasia e foram coletadas amostras para

analise dos 5 grupos.

Ind Zym TT laser 1 TT laser 1 TT laser 1 TT laser 1 TT laser 1
Dex e Sal ebJ e5J e5J] e5J e5J
| Eutanasia
Oh 5h 29h 53h 77h 101h

Figura 6. Cronograma experimental usado para a anélise morfolégica. Foram administrados o zymosan nos grupos
(ZYM, LASL, LAS 5), solucdo salina no grupo (SAL) e dexametasona no grupo (DEXA), apds 5 horas foi iniciado
0 tratamento com irradiacdo de laser nos grupos LAS 1 e LAS 5. O tratamento ocorreu a cada 24 horas até o quinto
dia para posterior eutanasia, onde foram coletadas amostras para analise dos 5 grupos.

4.4 Tratamento com o Laser

O equipamento Laser AsGa de baixa intensidade (Gallium Arsenium, KLD Biosistemas
Equipamentos Eletronicos Ltda., Brasil; Modelo LLT 0107), operando em comprimento de
onda em 904nm foram usados em todo o experimento para irradiacdo das patas dos animais. Os
parametros do laser sdo os seguintes: frequéncia de 80 Hz, poténcia de 50mW, tempo de
irradiacdo de 12 e 60s, area irradiada de 0,01cm?; o qual corresponde a dose de 1J/cm2 e 5J/cm2,
energia total do tratamento foi de 0,078J na dose de 1J/cm2 e de 0,384J na dose de 5J/cm2. A
poténcia Optica do laser foi calibrada usando um Medidor Optico Multifuncional Newport
(modelo 1835-C).

Quadro 1- Parametros utilizados na Terapia com o Laser de Baixa Intensidade

PARAMETROS GRUPO LAS 1 GRUPO LAS5
Comprimento de Onda (hm) 904 904

Tipo de Laser Diodo AsGa AsGa
Frequéncia (Hz) 80 80

Poténcia (mW) 50 50

Tempo de Irradiacdo (s) 12 60
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Area irradiada (cm?) 0,01 0,01
Dose (J/cm?) 1 5

4.7 Eutanésia

Todos os animais foram submetidos a eutanasia de acordo com o protocolo descrito,
sendo utilizado doses de cetamina e xilazina. Injecéo intraperitoneal de solugdo de Cetamina
(concentracdo 10%, dose 320mg/kg) e Xilazina (concentracdo de 2%, dose 30mg/kg), conforme
resolucdo n°37 do CONCEA.
4.8 Analise

4.8.1 Avaliacdo do efeito antinociceptivo

A analise comportamental do efeito nociceptivo acarretado pelo Zymosan foi realizada
pelo método de determinacdo da hipernocicepcao articular, utilizando-se o teste de Von Frey
eletronico. Para a realizacdo do teste, os animais foram colocados em gaiolas plasticas, com
fundo de arame, para permitir acesso as patas. Os animais foram colocados nas gaiolas 30
minutos antes do inicio dos testes, para adaptacdo comportamental. Neste experimento, uma
medida de pressao eletronica ira ser mensurado através de um transdutor de pressdo adaptado
por um cabo a um contador digital de for¢a (em gramas) (Insight Equipamentos Ltda., Ribeirdo
Preto, Brasil). O contato do transdutor de pressdo a pata foi realizado por meio de uma ponteira
descartavel de polipropileno com éarea de 4.15 mm? que permite avaliar a hipernocicepcéo
articular. Uma forca perpendicular crescente foi aplicada na area central da superficie plantar
do membro posterior direito dos animais, para inducéo da regido talocrural, seguida da retirada
da pata. O aparelho de medida de pressao eletronica registra automaticamente a intensidade da
forca aplicada quando o membro ¢é retirado. O teste foi repetido até a obtencdo de trés medidas
subsequentes. Os animais foram submetidos a analise da sensibilidade dolorosa na 5 hora no

primeiro dia, correspondente a fase aguda. (PINTO et al., 2010)

4.8.2 Avaliacdo do edema articular

O volume articular dos animais foi mensurado com um pletismémetro (PanLab LE
7500) antes da injecdo do estimulo inflamatorio (tempo zero). O volume da articulacdo foi
avaliado 1, 2, 3 ,4 e 5 horas ap0s a inje¢do do zymosan. Foram utilizados esses tempos de
medicédo ja que o pico do edema induzido por zymosan ocorre na 3% h apés a injecdo desse
estimulo. O edema foi calculado como a variagéo de volume, isto é, a diferenga entre o volume
em um determinado tempo ap6s o estimulo e o volume da pata antes do estimulo inflamatério

(tempo zero).
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Entdo, meia hora depois de cada mensuragdo, 0s grupos experimentais foram tratados com
Laser, com os parametros ja citados. Depois da quarta hora, 0s animais foram sacrificados como
descrito no topico eutanasia.

A avaliacdo da variacdo de volume articular foi calculado como a inibicdo
percentual relativa do volume da pata dos controles tratados com salina usando a formula
sequinte (CHAVES, 2013):

(vt=vo0)control—(Vt-V0)tratado
(Vvt=vO0)controle

%inibicdo do edema = X 100 . Em que Vo é o volume

basal e Vt é o volume final mensurada nos tempos ja indicados.

4.8.3 Analise Histopatoldgica e Morfométrica

Para a analise Histopatologica e Morfométrica, apés a eutanasia dos animais, as
articulacGes talocrural de ambos 0os membros posteriores foram removidas, lavadas em agua
destilada estéril para retirada do excesso de sangue e dissecadas. Durante a disseccao, a pele foi
retirada, bem como as falanges, a regido da articulagdo talocrural foi fixada em paraformaldeido
tamponado 4%, pH 7,4, durante 24 horas, em seguida passaram por um processo de
descalcificacdo utilizando acido nitrico a 4% durante 1 semana, em seguida conservacdo em
alcool a 70%, lavados e submetidos a desidratacdo gradual crescente com solucgdes alcoolicas
ascendentes de 30%, 50%, 70%, 90% em intervalos de uma hora cada e por fim no alcool
absoluto por uma hora e meia. O processo de diafanizacédo foi feito em xilol | por 45 minutos e
em xilol Il por mais 45 minutos, inclusdo em parafina liquida para banho | durante 15 a 20
minutos a 80°C e parafina liquida para inclusdo Il a 80°C. Quando derretida e resfriada a
parafina, a mesma foi aparada em um bloco posteriormente cortado com lamina de ago pelo
microtomo (LUPETEC®, MRP09). A desparafinizacao foi feita com xilol I por 7 minutos e
mais 3 minutos com xilol 1l. Seguiu-se a hidratacdo com alcool absoluto por 7 minutos, alcool
90%, 75%, 50%, 30%, agua destilada | e &gua destilada Il por dois minutos cada.

Na analise histopatologica foi realizado um estudo-cego e randomizado, por um
histopatologista experiente, de forma a avaliar a severidade da artrite, por meio dos aspectos
relativos a arquitetura da cartilagem, foram realizados trés cortes com 7um de espessura de

cada amostra

4.8.4 Coloragdo em Hematoxilina e Eosina

As laminas contendo os cortes histoldgicos foram mergulhadas em solucdo de

Hematoxilina por 40 segundos, lavadas em agua corrente, e posteriormente mergulhadas em
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Eosina por 30 segundos. Em seguida, as laminas foram desidratadas em uma sequéncia
alcodlica (70, 80, 95, 100%), mergulhadas em xilol e montadas com laminulas em Béalsamo do
Canada. Esta coloracdo nos permite uma visualizacao geral de todo o tecido (KIERNAN, 1981).
Foi realizada uma analise descritiva quanto a presenca de alteragdes no céndilo mandibular,
disco articular, tecido retrodiscal e osso temporal. As analises foram realizadas por um Gnico
examinador treinado e, trés cortes por articulagdo foram avaliados.

A destruicdo Ossea / cartilaginosa foram determinadas usando uma escala graduada,
como: nenhum sinal de inflamagdo ou degeneracdo recebeu uma pontuacdo de 0, pequena
inflamag&@o com hiperplasia do revestimento sinovial de 1, infiltracdo de células inflamatdrias

e a destruicdo de cartilagens / 0ssos receberam uma pontuacdo de 2 a 4 (CHEN et al., 2013).

4.8.5 Coloragédo em Picrossirius

O método se baseia na utilizacdo do Sirius Red em associacdo com o acido picrico. O
Sirius Red é um corante fortemente acido que se liga aos aminoacidos basicos presentes na
molécula de colageno. A molécula longa do Sirius Red exibe uma orientacéo paralela ao longo
eixo da molécula de colageno, aumentando sua birrefringéncia natural, quando observada sob
luz polarizada (JUNQUEIRA; BIGNOLAS; BRENTANI, 1979). Os componentes fibrilares,
contendo moléculas orientadas de colageno, aparecem como estruturas brilhantes e com cores
de interferéncia, que variam do verde ao vermelho, contra um fundo escuro, quando analisadas
em microscépio de luz polarizada. As regiGes contendo feixes de fibras colagenas espessas
(compactadas) e organizadas exibem coloracdo predominantemente avermelhadas e maiores
absorbancias, ao passo que, as regides que possuem colageno menos compactado e organizado,
apresentam coloragao verde e menores absorbancias (VIDAL; MELLO; PIMENTEL, 1982).

Neste método, as laminas foram desparafinizadas em xilol, desidratadas em uma bateria
de alcodis, coradas por aproximadamente 15 minutos em Picrosirius e lavadas em agua
corrente. Em seguida, receberam coloragdo de fundo em Hematoxilina de Harris por 5 minutos.
Foram novamente lavadas em agua corrente, desidratadas em alcool, diafanizadas em xilol e

montadas em balsamo do Canada.

4.8.6 Coloragdo em Azul de Toluidina

O azul de toluidina (AT) é um corante basico que tem forte afinidade pelo grupamento
sulfato dos Glicosaminoglicanos sulfatados presentes nos proteoglicanos (PGs). As regides com
elevadas concentracOes de PGs exibem intensa metacromasia, ou seja, sdo coradas em violeta,

diferentemente da cor normal do corante. A coloragéo foi realizada com AT 0,5% em 5% de
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Borax (0,125 g/25 mL de agua deionizada). As ldaminas foram deixadas na solugdo corante por
10 minutos, em seguida, desidratadas em sequéncia alcodlica (70, 80, 95, 100%), mergulhadas
em xilol e montadas com laminulas em Balsamo do Canada. As analises foram realizadas por
um unico examinador treinado e, trés cortes por articulacdo foram avaliados, para calcular a
espessura utilizou a maior area da regido articular, fazendo a media, o programa image J para o

processamento da imagem

4.8.7 Andlises Estatisticas

Os resultados quantitativos foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM)
e, para os dados qualitativos como os escores histologicos foram expressos pela mediana *
minimo e méaximo.

Foi realizado teste de normalidade Shapiro Wilk, os resultados que obedecerem a uma
distribuicdo paramétrica foram analisados pela Andlise de Variancia (ANOVA) e pelo teste de
Student Newman-Keuls como post hoc teste através do programa GraphPad Prism verséo 6.0.
Os dados obtidos a partir da analise histolégica foram nalisados por estatistica ndo-paramétrica
utilizando teste de Kruskal-Wallis seguido de Dunn’s (comparagdes multiplas). Para todas as

analises sera considerado significativo quando p < 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Avaliagéo do efeito sobre o edema articular induzido por Zymosan

A administracdo de zymosan aumentou o volume da articulacdo por um periodo de
aproximadamente 4 horas. A formacdo do edema se deu rapidamente depois da injecdo de
zymosan e o volume da articulagdo aumentou significativamente em todos 0s quatros grupos
dentro da primeira hora em relagdo ao grupo salina. No grupo zymosan o edema apresentou um
aumento exponencial na primeira hora e muito significativo na terceira hora e logo apods
diminuiu. Na primeira hora, ambos grupos Laser 1J e 5] mostraram medidas similares de
volume do edema. No pico do edema que se da na terceira hora, o grupo controle negativo
apresentou variacdo de volume de edema em 0,045+0,022 ml; nos grupos L1 foi de 0,028+0,010
ml e L5 de 0,038+0,022 ml, equivalentes, respectivamente a uma reducéo de 48% e 16% em
comparagao ao grupo zymosan. Observa-se que na terceira hora o Laser de 1J ndo apresentou

diferenca significativa quando comparado ao grupo dexametasona.

Haisl,].l"orrlamo = Sdim
—k— MI
0.08 -+ Dexanetasom
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Variagao do valune ()

Tenpo (horas)

Figura 7. Avaliacdo do Edema articular induzido por zymosan.

Legenda: Os animais foram tratados com laser na dose de 1 e 5 J/cm? ap6s a administracdo do zymosan na
articulagdo. O volume da articulagdo foi medido no tempo 0 e ap6s 1, 2, 3,4 e 5 horas seguintes no pletismémetro.
O tratamento com laser na dose de 1J/cm? foi mais eficiente na reducdo do edema quando comparado ao grupo
zymosan no pico da terceira hora. Os resultados séo expressos com média +/- S.E.M. *P<0,05 comparado com

controle negativo.
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5.2 Avaliagdo do efeito do laser sobre o efeito antinociceptivo

A avaliacdo foi realizada entre a quarta e quinta hora ap6s a inducdo da artrite pelo
zymosan , seguindo o protocolo descrito, 0 grupo zymosan se mostrou com o limiar de dor
alterado, mostrando a efetividade da indugio da artrite, os grupos laser 1J cm? e laser 5J cm? se
mostraram eficazes no aumento do limiar da dor, sendo capazes de diminuir 0 comportamento
nociceptivo causado pela artrite, apresentando uma reducéo de 30 % e 42 % , laser 5J cm? e
laser 1J cm? respectivamente na sua resposta grama/forca, na Gltima avaliagdo os grupos Laser

1 e 5 ndo apresentaram diferenca estatistica ( Figura ) .
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Figura 8. Avaliacao nociceptiva induzida por zymosan.

Legenda: Os animais foram tratados com laser na dose de 1 e 5 J/cm? apds a administracdo do zymosan na
articulaco. A avaliacéo foi realizada entre a quarta e quinta hora, em intervalo de 15 minutos. Os resultados foram
comparados com o grupo controle negativo.

5.3 Avaliagdo do efeito do laser na cartilagem articular

Os resultados mostram que os animais do grupo salina apresentaram menores
pontuacOes de escores microscopicos para parametros avaliados (Figura 9), o grupo que recebeu
a injecdo de zymosan apresentou uma pontuacdo de escores de 1,2 = 0,2. O laser mostrou
diminuicdo dos pardmetros em comparagdo ao grupo carragenina quando tratados nas duas
doses de 1 e 5J/cm? e os escores tiveram medias 2,2+0,2 e 2,8+0,2 respectivamente,
apresentando diferenca estatistica somente o grupo da dose de 5 joules (figura 9) caracterizando
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um efeito protetor da cartilagem, quando comparado ao grupo 5 J/cm2 ao grupo Dexa (2,8+0,2)
vs (2,8+0,2), o grupo laser 5 J/cm2 ndo apresentou diferenca estatistica (Figura 9 e 10).

Tabela 2. Efeito da Fotobiomodulag&o nas doses de 1 e 5(J/cm? sobre a cartilagem articular no
modelo de artrite experimental.

Grupos Sal Dexa Zym Laserterapia (J/cm?)
Experimentais

1 5
Degeneracéo 1,0 2,0 4,0 3,0 2,0
Articular (2,0 0) (3,0+1,0) (4,0+3,0) (3,0+2,0) (2,0£1,0)

Os dados foram representados mediatEPM e foram analisados por meio do One way ANOVA seguido pelo teste de Kruskal—
Wallis (dados ndo paramétricos) e pos teste de Dunn’s. Onde # p<0,05 vs grupo salina e *** p<0,05 vs grupo Zym.

i =N
1
+H

w
1

Scores da Cartilagem (0 - 4)

Zym Ls1 Ls5 Dexa

Figura 9. Efeito do Laser na dose 1 e 5J/cm? nos escores de degeneracéo articular.

Legenda: Os escores foram mensurados ap6s a inducdo da artrite. A avaliagdo de escores microscopicos foi
realizada conforme proposto por Chen et al., 2013. Os grupos laser 1 e 5J/cm2 mostraram uma reversdo do quadro
degenerativo em comparagdo ao grupo zymosan. *Indica P <0,05 comparado com o grupo salina. #P <0,05

comparado com 0 grupo zymosan.
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Figura 10. Regido da articulacdo dos diferentes grupos: A) Grupo salina, demonstrando tecido cartilaginoso
normal com condroblasto apontado pela ponta da seta e espaco sinovial (SS); B) Grupo Zym ilustrando
descontinuidade da superficie cartilaginosa com perda de continuidade (seta) com osso adjacente (B); O tratamento
com Laser 1 em C) e Laser 5 em D) reduziu as alteragGes histoldgicas causadas pelo zym, com preservagdo da
superficie cartilaginosa e continuidade com osso adjacente (B); O tratamento com Laser melhorou, para dose de 5
(p <0,05) e para dose de 1 (p< 0,05), o escore de cartilagem em comparagdo ao grupo Zym. Todas as
fotomicrografias estdo com 600x de aumento original e coradas com hematoxilina e eosina. SS, espago sinovial;
B, 0sso.
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5.4 Avaliacdo do efeito do laser na quantificacdo do colageno

A coloracdo por meio do Picrossirius Red é uma das técnicas comumente utilizada para
andlise quantitativa da porcentagem de colageno, principalmente, durante o processo
inflamatorio. Baseado nisto, nesta pesquisa, pode-se observar a presenca de colageno na
articulacdo em todos os grupos, com uma diminuicdo estatisticamente significativa, para o
grupo Zym quando comparado ao grupo salina (31,76+5,78); (95,91+10,64) respectivamente,
salina p<0,05).

Além disso, pode-se notar que houve a reversao deste quadro, observando o aumento
estatisticamente significativo, na porcentagem de coldgeno nos grupos tratados com a
Fotobiomodulagdo nas doses de 1 e 5 (J/cm?) quando comparado ao grupo Zym (62,86+5,37),
(31,76£5,78); (85,21+6,15); (31,76+5,78) respectivamente. E como esperado, pode -se
observar, que houve um aumento estatisticamente significativo no grupo Dexa quando
comparado ao grupo Zym (28,6+30.0) vs (78.0+£38,8), salina p<0,05 (Figura 11 e 12).

Tabela 3. Efeito da Fotobiomodulagéo sobre a porcentagem de fibras de colageno.

Grupos Sal Dexa Zym Laserterapia (J/cm?)
Experimentais

1 5
Porcentagem 100,00 86,82 28,64 62,58 92,22

de colageno  (95.91£10,64)  (79,15¢6,17)  (31,7645,78)  (62,865,3) (85,21+6,15)
total

Os dados foram representados media+EPM e foram analisados por meio do One way ANOVA seguido pelo teste de Kruskal—
Wallis (dados ndo paramétricos) e pos teste de Dunn’s. Onde # p<0,05 vs grupo salina e *** p<0,05 vs grupo Zym.
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Figura 11. Efeito das doses de 1 e 5(J/cm? sobre a porcentagem de fibras de colageno no modelo de artrite
experimental. Onde *p<0,05 vs grupo salina e # p<0,05 vs grupo Zym
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Figura 12. Regido da articulagdo dos diferentes grupos mostrando a expressao de coladgeno: A) Grupo salina,
demonstrando a quantidade de colageno normal ; B) Grupo Zym ilustrando aumento da quantidade de expresséo
de colageno; O tratamento com Laser 1 em C) e Laser 5 em D) reduziu a expressdo de coladgeno; E) Tratamento

com a dexametasona. O tratamento com Laser melhorou, para dose de 5 (p <0,05) e para dose de 1 (p< 0,05)
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5.5 Avaliagdo do efeito do laser na espessura da cartilagem articular

Os resultados apresentam a medicdo linear da espessura da cartilagem articular que
durante o processo inflamatorio se mostra aumentado (figura 14), assim pode-se observar o
espessamento da regido articular (figura 13) para o grupo Zym quando comparado ao grupo
salina (519,2+79,6); (142,7+£20,5) respectivamente, salina p<0,05). Também foi observado uma
reducdo na espessura da regido articular nos grupos tratados com a Fotobiomodulacéo nas doses
de 1 e 5 (J/cm?) quando comparado ao grupo Zym (519,2+79,6), (323,3+58,6); (519,2+79,6);
(199,2+38,15) respectivamente.

Tabela 4. Efeito da Fotobiomodulacao nas doses de 1 e 5(J/cm? na avaliagio da medida linear
quantificando a espessura da cartilagem no modelo de artrite experimental.

Grupos Sal Dexa Zym Laserterapia (J/cm?)
Experimentais
1 5

Espessura da 148,2 156,9 452,8 281,5 166,2
Cartilagem (142,7+£20,5)  (179,0+21,5) (519,2+79,6)  (323,3+58,6) (199,2+38,15)

Os dados foram representados mediatEPM e foram analisados por meio do One way ANOV A seguido pelo teste de Kruskal-
Wallis (dados ndo paramétricos) e pds teste de Dunn’s. Onde # p<0,05 vs grupo salina e *** p<0,05 vs grupo Zym.

Mensurag3o Linear
§ 8 8 8

?

Figura 13. Efeito da Fotobiomodulagéo de baixa poténcia nas doses de 1 e 5(J/cm? sobre espessura da cartilagem

articular no modelo de artrite experimental. Onde *p<0,05 vs grupo salina e # p<0,05 vs grupo Zym.



39

Figura 14. Regido da articulacéo dos diferentes grupos mostrando a espessura da superficie: A) Grupo salina,
demonstrando tecido cartilaginoso normal ; B) Grupo Zym ilustrando aumento do espessamento da regido articular
indicado pela linha, além da presenca da destrui¢do dssea indicada pela seta (B); O tratamento com Laser 1 em C)
e Laser 5 em D) reduziu as alterag@es histoldgicas causadas pelo zym, com preservagéo da superficie cartilaginosa
e continuidade com osso adjacente (); E) Tratamento com a dexametasona. O tratamento com Laser melhorou,

para dose de 5 (p <0,05) e para dose de 1 (p< 0,05)
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6 DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo mostraram que o LASER apresentou resultados
positivos na modulagdo do edema e a hipernocicep¢do, também revertendo a destruicdo
articular e estimulando a producao de fibras de colageno, dados obtidos quando comparados 0s
grupos tratados (LAS 1 e LAS 5) com o grupo que recebeu a inducgéo da artrite (Zym), enquanto
que apresenta o efeito semelhante ao grupo previamente tratado com o farmaco anti-
inflamatorio (Dexa). Além disso apds 101 horas, se observa uma reversdo do quadro na dose
de 5 joules/cm?, diferente quando é analisado no tempo de 5 hora, onde a dose de 1 joule/cm?2
demonstrou ser mais efetiva, fenémeno esse que pode ser justificado pela lei de Arndt Schultz.

Na modulacdo do edema, os grupos de animais tratados com o laser obtiveram
resultados semelhantes ao grupo onde foi administrado a dexametasona apds a 12 hora depois
da inducdo inflamatdria. Esse processo de modulacdo do edema inflamatério é explicado por
Albertini (2007), por Bjordal (2010) e Andrade (2014), como um complexo conjunto de fatores
envolvendo a inibi¢do da exsudacao e de proteinas totais como IL-6 e 0 TNF-alfa, aumento na
microcirculacdo local, controle dos niveis de trifosfato de adenosina (ATP), promocéo da
angiogénese, da vasodilatacdo, inibicdo dos mediadores inflamatdrios (prostaglandina E2

(PGE2), efeitos antioxidantes e a diminuicdo do influxo de células inflamatorias.

A aplicacdo da radiacdo é capaz de reduzir a inflamagdo aguda e periférica, pois,
segundo Prianti et al.(2014), o uso do LASER de baixa intensidade é capaz de diminuir a
expressdo de ciclo-oxigenase-2 (COX-2), tanto a nivel periférico quanto centralmente,
diminuindo a liberacdo de prostaglandina E2 (PGE2), o que confirma os resultados do presente
estudo, sugerindo que o LASER de baixa intensidade atua na modulacdo do processo
inflamatorio, que por sua vez levou a uma redugdo do edema. Entre 0s mecanismos associados
a diminuicdo do processo inflamatorio, os geralmente atribuidos ao LBI séo a ativacdo da

microcircula¢do, aumento da permeabilidade vascular e drenagem linfatica (MESTER, 2013).

Em estudo desenvolvido por Erthal et al.(2016), um edema da pata teve a indugédo
promovida pela histamina, o tratamento com LASER reduziu a formacéo do edema de pata em
11% aos 30 minutos ap6s a inducdo da inflamacdo, evidenciando a eficacia do LASER no
controle e reducdo do edema produzido pela inducédo da inflamac&o. Outro estudo mostrou que
o tratamento com laser de baixa intensidade (LBI) foi eficaz para reduzir a migracdo de

neutrofilos para os pulmdes, bem como para inibir a secrecdo de citocinas pré-inflamatorias,
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mostrando o efeito benéfico do laser no tratamento de doenca pulmonar obstrutiva crénica
(MORAES et al, 2018).

Borato et al. (2008) em seu estudo, utilizando um LASER de comprimento de onda de
808 nm, com poténcia de 100 mW e doses de 20 J/cm?, 50 J/cm? e 100 J/cm? sobre a regi&o dos
gastrocnémios, avaliou os efeitos de trés doses de LASER na dor e nos edemas imediatos;
demonstraram que os efeitos do LASER de baixa intensidade ndo foram significativos para a

reducdo da dor e houve aumento do edema.

Corroborando com os dados obtidos neste trabalho, varios outros grupos ja abordaram
a capacidade de LBI na modulagido de artrite reumatoide por alguns mecanismos anti-
inflamatorios. Em um trabalho realizado por DOS ANJOS et al. (2017) foi mostrado que o LBI
promove a apoptose em células polimorfonucleares na articulacdo, o que poderia incluir em um
desses mecanismos. Além disso, o LBI pode reduzir os niveis de citocinas no local da
inflamacdo e modificar quantitativamente populagdes de linfonodos de células T, devido a
fotobioestimulagdo promovida por essa terapia, que acelera as atividades celulares levando a
uma resolucao mais rapida da inflamacdo (DOS ANJOS et al., 2018; PERRETT]I, et al., 2017).

Neste estudo também foi mensurado a hipernocicepcdo da articulacdo inflamada,
utilizando uma versdo eletrénica do teste de filamentos de von Frey, em que a for¢a necessaria
para gerar uma retirada comportamental € automaticamente gravada por um medidor eletrénico
de pressdo. Observou-se que o grupo Laser 1J e laser 5 J mostrou uma reducdo gradual da
hipernocicepcao na fase inicial.

A hipotese para explicar este efeito é bloquear a inibi¢do/conducéo neural, um indicador
do potencial do laser de baixa poténcia, para efeitos de alivio da dor (COTLER, 2015). Inibicdo
neural seria prevenir a transmissdo sinaptica a partir da pele para o cérebro, que em Gltima
analise conduz a supressdo de sensibilizacdo central e esta associada com a reducédo da dor em
longo prazo (PEREIRA et al., 2017). Além de que, ap06s induzir a artrite no joelho de ratos
adultos jovens, Felizatti et al. (2019) concluiram que a utilizacdo de fototerapia foi capaz de
reverter as les@es teciduais produzidas em seu modelo. Sendo apresentado um grande potencial
na recuperacao de condic¢des agudas. O que corrobora com os achados.

Merigo et al.(2015), usando LASER de baixa intensidade (650 nm, 31 J/cm?) para o
tratamento de pds-operatorio, observou que houve uma reducdo do processo inflamatorio e da
dor, de modo que acelerou o tempo de cura. llieva (2016) em seu trabalho procurou avaliar o

efeito laser na melhora da fungédo em pacientes com oestoeartrite de joelho, os resultados
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demonstraram forte efeito imediato, cumulativo e duradouro (por trés meses) da terapia a laser
na dor na osteoartrite do joelho, que indica que a Fotobiomodulagdo poderia ser uma nova e
promissora possibilidade no tratamento da osteoartrose do joelho.

No trabalho de Desidera et al. (2015) foi induzido a artrite na ATM do rato, os resultados
demosntraram a agédo do laser de baixa intensidade, que reduziu a alodinia mecanica, avaliada
pelo teste de von frey, reduzindo a atividade de MMP-2 e MMP-9 no génglio trigeminal. Karvat
et al. (2015) descreveu que os comprimentos de onda de 670 nm e 830 nm produziram alteracédo
na hipernocicepcdo em joelhos de ratos, quando avaliados com pressdo local, sendo que 670
nm mostrou reducdo precocemente. Quando a pressdo foi realizada distal (regido plantar),
apenas 830 nm diminuiu a hipernocicepgao.

Masoumipoor et al. (2014) observaram em animais submetidos a modelo de compresséao
de nervo isquiatico, que 4 J/cm2, tanto no comprimento de onda de 660 quanto no de 980 nm
foram efetivos em reduzir os limiares algicos em ratos, contudo, o comprimento de onda
compreendido na faixa do vermelho apresentou melhores resultados. Panhoca et al. (2013)
relatam que em pacientes com disfuncdo temporomandibular, LEDs na faixa do vermelho
(630+£10 nm) e infravermelho (850+10 nm) foram igualmente eficazes em reduzir o quadro
algico e aumentar a abertura oral.

De acordo com Memis et al. (2018) os efeitos da artrite na cartilagem, assim como a
espessura da regido e a producédo de colageno, s6 podem ser avaliadas em um fase cronica da
condicdo patoldgica, assim foi necessario realizar uma fase cronica da artrite, afim de descrever
os resultados histomorfologicos, sendo esses positivos nas doses de 5 joule/cmz, de forma mais
significativa, 1 joule/cm?, causando um efeito positivo na regido articular, na espessura da
cartilagem articular e fibras de colageno.

Nos cortes corados com HE observou-se que 0s grupos tratados com o laser de 1 e 5
joules/cm?, exibiram menores alteracbes morfolégicas em comparacdo ao grupo zymosan,
sendo mais significativo na dose de 5 joule/cm?. Esse resultado corrobora com o encontrado
por Lemos et al. (2016) utilizou em seu estudo a dose de 20j/cm?, descrevendo um efeito
positivo dos grupos, apresentando aspectos menos severos da destruigdo articular, como
hiperplasia da membrana sinovial e infiltrado inflamatério crénico.

Estudos experimentais utilizaram diferentes agentes para inducdo da artrite, e
observaram efeitos positivos do LPB, aplicado nas dosagens entre 3 e 225 J/cm? . Dentre 0s
efeitos, foram destacados a reducdo do numero de células inflamatérias, menor hiperplasia

sinovial, maior organizacao e distribui¢do das fibras colagenas e angiogénese (BARRETTO et
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al., 2013; CASTRO et al., 2015; LEMOS et al., 2016). Nestes estudos citados, 0s tratamentos
com LBP foram iniciados imediatamente ou apds 24h da inducdo de injuria articular e
prosseguiram até 7 dias.

Estudos experimentais realizados na articulacéo do joelho, também corroboraram com
nossos resultados ao demonstrarem efeitos significativos do LPB sobre a artrite induzida,
promovendo reducdo das alteracfes morfoldgicas articulares na fase cronica (ALVES et al.,
2014; ISSA et al., 2017). Nesses experimentos as doses variaram entre 2,5 e 142 J/cm2.

Em cortes corados com picrossirius, contagem de colageno total, demonstramos que 0s
grupos tratados com o laser de baixa intensidade nas doses de e 1 e 5 joules/cm? apresentaram
maior agregacdo de fibras de colageno, quando comparados ao grupo zymosan, sendo mais
significativo na dose de 5 joule/cm2,

Gupta et al. (2014), investigaram o efeito terapéutico do laser de baixa intensidade (904
nm, 0,7 mW, 100 Hz, J 0,4) como um tratamento ndo-invasivo de feridas em ratos. Eles
encontraram cicatrizacdo mais rapida, reducdo da inflamacdo (histologia), diminuicdo da
expressdo de TNF-a e NF-kB e expressao regulada para cima de metaloproteinases de matriz-
2 e 9 em comparacdo com o grupo controle. Sendo, que o estudo também mostrou aumento nos
processos de liberacdo e da biossintese de colageno pré celulares apds tratamento com laser
904 nm.

Nos cortes histologicos corados com azul de toluidina, observou-se uma redugdo no
espessamento da regido articular nos grupos tratados com o laser de baixa intensidade,
mostrando significancia estatistica quando comparado ao grupo zymosan, sendo mais
significativo na dose de 5 joule/cm?.

Em outros estudos o tratamento com o LBP levou a uma tendéncia de reducdo da
espessura na regido articular, contudo, diferenca estatistica foi observada apenas para a dose de
20J/cm? (TEIXEIRA; REHER; REHER, 2008; KALPAKCI et al., 2011). A regido articular
submetido a um processo inflamatorio, responde aumentando de forma desordenada a sua
espessura, como forma de adaptacao as condigdes biomecéanicas, conforme destacaram outros
estudos (WANG et al., 2012; LEMOS et al., 2015; LEMOS et al., 2016).

Santos (2012) observou um aumento na espessura da cartilagem articular do rato
submetido a OA tratados com o laser de 685 nm e dose de 50 joules/cm?, 0 autor descreveu que
no periodo experimental de 5 semanas o laser retardou o espessamento do tecido, uma vez que
a superficie articular dos animais tratados foi semelhante ao grupo que néo sofreu a inflamagé&o.

Discordando dos nossos resultados Bayat et al. (2007), encontraram o0 aumento da espessura da
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cartilagem ap0s a irradiacdo do laser 632 nm na dose de 13 joules/cm? em um modelo
experimental de OA.
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7 CONCLUSAO

A partir dos resultados expostos podemos sugerir que a terapia Laser de Baixa
Intensidade na dose de 1J/cm? tem agdo mais significativa na fase inicial, no que se refere a
sinais classicos do processo inflamatorio, edema e dor. Enquanto a dose de 5J/cmz?, apesar de
ser eficaz na fase inicial, demonstra que na avaliacdo de 101 horas este apresenta uma resposta
significativa, quando avaliado sua acdo na cartilagem articular e seus componentes. Podemos
assim, sugerir que o efeito da Fotobiomodulacdo é dose-dependente e que menores doses,
dentro de uma janela terapéutica de energia, podem ter melhores efeitos na inflamagéo aguda,
ou, que doses maiores podem ter efeitos melhores em fases tardias. Além de tudo, o Laser atua
como recurso anti-inflamatorio eficiente, uma vez que € de facil aplicacdo, ndo invasivo e

relativamente barato.
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outubro d2 2008, do Decreto n® 6,883, de 15 de julho de 2008, & com as normas editadas pelo
Conselho Macional de Centrole de Experimentacéo Animal (CONCEA). e foi Aprovade pela
Comissdo de Etca no Uso de Animaiz (CEUAUFPN da Universidade Federal do Piaui, em
Heumaso na prasents data 06042018,

Finalidads | { )Ensing (X Pesquisa Cientifica
WigEncia da Aulonzagae Abril (2018 a Julhod 2019

Espécie/Linhagemiraca 1. Camundengos heterogénicos’ Swiss
| 2. Rato heterogénicol wistar -
[ MY de Animais 1. 100
! | 2.133
Peso/ Idade | 1. 25-35 g/ 30 dias
| 2. 180-220g/ 30 dias
Saxn 1. Fémeas
2. Machos
Origam Biotério Central da UFPI.

Teresing, 06 de Abril de 2018
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