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RESUMO

O tratamento para Artrite Reumatoide (AR) com inibidores de citocinas tem sido considerado
padréo-ouro nas ultimas décadas embora ainda ndo garantam a remissdo completa da doenca
ou da hiperalgesia, sabe-se que a Laserterapia de Baixa Intensidade (LBI) também é capaz de
atuar na expressdo das citocinas pro-inflamatérias, podendo ser assim, uma alternativa de
tratamento para a AR. Este trabalho teve como objetivo analisar os efeitos da LBI na fase
aguda de AR experimental sobre a nocicepcdo, sobre o nimero de células inflamatorias
(neutrdfilos, macrofagos, e linfocitos), e sobre a expressdo proteica de mediadores
inflamatérios  (TNF-o, IL-6, IL-10) no lavado e cartilagem articular de ratos. Foram
utilizados 49 ratos Wistar, machos, com idade aproximada de 90 dias e peso corporal
variando de 250 a 300 g. Os animais foram distribuidos aleatoriamente em 3 grupos, com 21
animais em cada grupo experimental (grupo Artrite Reumatoide - RA e o grupo tratado com
laser AR-LBI), e 7 animais no grupo controle. Cada grupo foi composto por 3 tempos
experimentais distintos de acordo com o tempo da eutanasia (6 horas, 24 horas e 48 horas).
Para a reproducéo da lesdo os animais foram submetidos a duas indugdes: a primeira consistiu
em uma infiltracdo subcutanea no dorso de cada animal (nos grupos AR e AR-LBI)
utilizando-se 500 pg de mBSA diluido em uma solucdo de 100 pL de Adjuvante completo de
Freund (CFA), e 100uL de PBS, esse procedimento foi repetido semanalmente por 21 dias.
No 28° dia, foi realizada uma inducdo intra-articular com 10 pg de mBSA diluido em 10uL
PBS, no espagco articular da pata direita traseira de cada animal. Ap6s a inducdo articular, deu-
se inicio ao tratamento no grupo AR-LBI, por meio do laser da marca DMC® modelo Photon
Laser Ill, com comprimento de onda de A 808 nm, meio ativo de Arsenieto de Galio e
Aluminio (AsGaAl), com poténcia de 50 mW (densidade de poténcia de 1,78 W/cm?), area do
feixe de 0,028cm? e aplicagdo sob a forma de dois pontos pelo método transcutineo nos
compartimentos medial e lateral da articulacdo, dose final foi de 2J, densidade de energia de
71,2 Jlcm?, e tempo 40s, por ponto. Ao final de cada periodo experimental (6 horas, 24 horas
e 48 horas) os animais foram submetidos a avaliacdo da nocicepcéo, seguido de extracdo do
lavado articular e da cartilagem articular, que foram encaminhados as analises de contagem
total e diferencial de células, e da expressdo proteica dos mediadores inflamatorios descritos.
Os resultados demonstram biomodulagdo da LBI principalmente na expressdo de neutréfilos e
macrofagos entre os grupos controle e AR, bem como nas citocinas IL-6 e IL-10,
contribuindo diretamente para a atenuacdo da hiperalgesia.

Palavras-chave: Artrite Reumatoide. Laser de Baixa Intensidade. Hiperalgesia. Citocinas.



ABSTRACT

Rheumatoid Arthritis (RA) treatment in the last decades has evolved medications with
cytokine inhibitors, which though they are today considered the gold standard in RA
treatment, still do not guarantee complete remission from the disease or from hyperalgesia,
and it is know that the Photobiostimulation (PBM) is also capable of acting on the expression
of pro-inflammatory cytokines, being in this way an alternative treatment for RA. This
research had as its objective the analysis and comparison of the effects of PBM in the acute
phase of experimental RA in terms of nociception, of the number of inflammatory cells
(neutrophils, macrophages, lymphocytes), and of the protein expression of inflammatory
mediators (TNF-a, IL-6, 1L-10), in the lavage and joint cartilage of rats. 49 male Wistar rats
were used, with an approximate age of 90 days and a body weight varying from 250 to 300g.
The animals were randomly distributed in 3 groups, with 21 animals in each experimental
group (Rheumatoid arthritis group — RA) and the group treated with PBM (RA-LLLT), and
with 7 animals in the control group. Each group was arrranged in three distinct experimental
periods according to the time of euthanasia (6 hours, 24 hours, and 48 hours). For the
reproduction of the lesion the animals were submitted to two inductions: the first consisted in
a subcutaneous infiltration in the dorsal of each animal (in the RA and RA-LLLT groups)
using 500 pg of mBSA diluted in a solution of 100 uL of complete Adjuvant de Freund
(CFA), and 100 pL of PBS, with this procedure being repeated weekly for 21 days. On the
28" day, an intrajoint induction was carried out with 10 pg of mBSA diluted in 10uL of PBS,
in the joint space of the right hind paw of each animal. After the joint induction, the treatment
on the RA-LLLT group began, using a DMC® brand Photon Laser 111, with a wave length of A
808 nm, active medium of Gallium Arsenide, and Aluminium (AsGaAl), with a potency of 50
mW (potency density of 1,78 W/cm?) and area of the beam 0,028cm?. The final dose was of
2J, the density of energy of 71,2 J/lcm?, and time of 40s by point. At the end of each test
period (6 hours, 24 hours, and 48 hours) the animals were submitted to an evaluation of their
nociception, followed by the extraction of joint lavage and joint cartilage, which were sent for
analysis of the total count and differential cells, and for protein expression of the
inflammatory mediators described. The results demonstrate biomodulation in the expression
of neutrophils and macrophages amongst the control group and RA, as well as in the

cytokines IL-6 and I1L-10, contributing daily to the attenuation of hyperalgesia by the PBM.

Key-words: Rheumatoid arthritis; Low Intensity Laser; Hyperalgesia; Cytokines.
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1 CONTEXTUALIZAGCAO

1.1 Artrite Reumatoide

A Artrite Reumatoide (RA) é uma doenca inflamatdria autoimune sistémica, cronica e
progressiva, que acomete articulagfes sinoviais, preferencialmente a membrana sinovial de
pequenas articulagdes das maos e dos pés, levando a destruicdo das articulacBes (Ossea e
cartilaginosa) e incapacidade (Figuras 1 e 2). Seus principais sintomas sdo dor cronica,
edema, rigidez e aumento da temperatura local em multiplas articulacdes e pode gerar grande
impacto na qualidade de vida e produtividade, levando a disturbios do sono e fadiga (1, 2,
3,4).

Artrite reumatoide
estagio avancado

Deformidades
no punho

Deformidade
do polegar

Desvio dos dedos em
direcdo oposta ao polegar

Deformidade dos dedos

em pascogo de cisne G | FADAM.

Figura 1. Apresentacéo clinica da doenca.
(Fonte: http://fisioterapiapersonalizada.files.wordpress.com/2012/05/ar17130.jpg. Acesso em 13/04/14
as19:50h).

Trata-se de uma condicdo frequente (1 a 2% da populacdo mundial, e na América
Latina varia de 0,4 a 1,6%), sendo sua ocorréncia observada em todos 0s grupos étnicos. Ha
nitido predominio no sexo feminino (2,5 a trés vezes em relacdo ao sexo masculino),
acometendo, sobretudo, pacientes entre a quarta e sexta década de vida, embora haja registro
em todas as faixas etarias (5, 6, 7,8).

A etiologia clara da AR nunca foi identificada. Existem, na literatura, achados que
relatam fatores genéticos, ambientais e de autoimunidade como determinantes no
desenvolvimento da AR (8). Os fatores genéticos predisponentes mais fortes sdo encontrados
nos anticorpos anti-proteinas citrulinadas (AAPCs) e ao Fator Reumatoide (FR) (9, 5, 10). Os


http://fisioterapiapersonalizada.files.wordpress.com/2012/05/ar17130.jpg
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AAPCs e o FR sdo anticorpos importantes na patogénese da doenga e marcadores de
diagnostico e progndstico. O FR ocorre comumente em doencas infecciosas e inflamatorias,
provavelmente refletindo ativagcdo autoimune nédo especifica e se apresenta em cerca de 80 %
dos pacientes com AR. Embora marcador sensivel para diagnostico, o0 FR ndo é especifico
para AR. Em contrapartida, os AAPCs sdo altamente especificos para a AR. Estes anticorpos
sdo dirigidos para proteinas contendo a citrulina e podem ser detectados em aproximadamente
80% dos soros de pacientes com AR com especificidade de 95% a 99%. Além disso,
aparecem precocemente durante a evolucdo da enfermidade, portanto sua deteccdo apresenta-
se bastante Gtil para auxiliar no diagnéstico da doenca, especialmente em suas fases iniciais
(11,12, 5, 13).

Articulacdes acometidas na artrite reumatoide

| ‘ . Articulacoes
interfalangeanas proximais

W%

\I
-
- N
, Articulacdes

. ' L4 / metacarpofalangeanas
s e

. 8
< i"n" !

Figura 2. Apresentacdo Clinica da Doenga. (Fonte: http://www.mdsaude.com/2010/02/artrite-reumatoide.html
Acesso em 13/04/14 as 19:52h).

A membrana sinovial é o alvo da resposta imune na AR. O revestimento sinovial
normal que envolve a cdpsula articular de articulagdes diartrodiais é caracterizado por fina
camada de células de linhagem fibroblastica, denominadas sinovidcitos e macrofagos. Com
AR, a o revestimento sinovial expande-se dramaticamente em associacdo com o crescimento
alterado de sinovidcitos para formar uma estrutura chamada "pannus". Neste cenario, 0

fibroblasto sinovial na AR se torna destrutivo e produz mediadores que degradam a


http://www.mdsaude.com/2010/02/artrite-reumatoide.html%20Acesso%20em%2013/04/14%20as%2019:52
http://www.mdsaude.com/2010/02/artrite-reumatoide.html%20Acesso%20em%2013/04/14%20as%2019:52
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cartilagem e articulagdes. Os diferentes fenotipos celulares (Figura 3) envolvidos nas
articulacdes (osteoblastos, osteoclastos, condrocitos, macrdéfagos, células B, Células T e
macrofagos) atuam de formas complexas distintas e inter-relacionadas na patogénese e
progressao das lesbes articulares na AR. Erosdo 6ssea subcondral, esclerose e degradacédo da
cartilagem articular so caracteristicas centrais das lesdes articulares na AR e levam a redugdo
do espago articular. Sinovite e osteite associadas a ativacdo dos osteoclastos e a degradacao
Ossea por metaloproteinases de matriz (MMPs) parecem preceder erosdes visualizadas por

ressonancia magnética ou radiografia (14,15).

- Osteoclast

Joint capsule Fibroblast
ial Macrophage
Syr;ovta Dendritic cell
membrane

T cell
— Plasma cell
— B cell

Joint space
L : | Extensive
Cartilage | £ % - angiogenesis
y [ #——f— Mast cell
Synoviocytes | | \X.| vl

Hyperplastic
synovial lining

Bone

Figura 3. Demonstragdo dos mediadores envolvidos na inflamacéo da Artrite Reumatoide: Em a) articulagdo
sem alteragdes; em b) articulagcdo com artrite reumatoide. Fonte:
http://www.ff.up.pt/toxicologia/monografias/ano0708/g9_metotrexato/artrite_reumatoide.html Acesso em
13/04/14 as 19:55h.

Além disso, o infiltrado inflamatorio, secreta grande quantidade de citocinas pro-
inflamatorias, como a interleucina 1 beta (IL-1B), o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e a
interleucina 6 (IL-6) e estimulam a ativacdo dos condrocitos e expressdao das MMPs
resultando em intenso processo inflamatorio e degradagdo de toda a articulacéo, incluindo o

fluido sinovial. Dessa forma, embora a AR seja classificada como artrite inflamatéria, a


http://www.ff.up.pt/toxicologia/monografias/ano0708/g9_metotrexato/artrite_reumatoide.html
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patologia sinovial sugere complexo processo que transforma a articulagdo em local de
inflamacéo persistente e destruicdo tecidual (Figura 4). Assim, vasta gama de processos

contribui para a fisiopatologia da AR, e eventualmente, levam a falha articular (15,10,5).

TNF-alpha
IL-1,6 &17

CTX-ll,C2C, ClIM

Figura 4. Celulas envolvidas na lesdo articular da artrite reumatdide incluem osteoblastos, osteoclastos,
condrdcitos, mondcitos/macréfagos, Celulas B, subconjuntos de células T (incluindo as células T reguladoras), e
fibroblastos, cada um com papéis complexos e distintos e inter-relacionados na patogénese e progressdo da AR
(Karsdal, 2011).

1.2 Células e Mediadores Inflamatorios na Artrite Reumatdide

As células e mediadores envolvidos na AR sdo variados e atuam desde o
desencadeamento e perpetuacdo da inflamacdo articular e dos seus sintomas até a destruicdo
da cartilagem.

Diversos estudos indicam que os macréfagos, por exemplo, estdo envolvidos na
fisiopatologia da inflamacéo articular na osteoartrite (OA), produzindo fatores de crescimento
tais como o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e citocinas inflamatérias como a
IL-1B e o TNFa, e que as citocinas produzidas por macréfagos podem amplificar inflamacao
em articulaces (16, 17, 18).

Em lesdes articulares como a AR, tanto em fases de agudizacdo como nas fases de
remissdo, os neutrofilos também parecem estar envolvidos no processo de manutencdo da
inflamacdo, modulando o ténus vascular através da vasodilatagio e o aumento da

permeabilidade vascular e, consequentemente, o edema. Atuam ainda na resposta
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inflamatoria, em adicdo a sua capacidade para apresentar antigenos, secretam citocinas e
prostaglandinas, e ainda mediadores responséveis pela fase tardia da inflamacgdo, como
espécies reativas de oxigénio (ROS), o que também culmina na destruicdo da cartilagem
articular (18,19).

Durante a inflamacdo articular, portanto, as células sinoviais produzem grande
quantidade de citocinas pro-inflamatorias como IL-1B, TNF- a e IL-6. De fato, a literatura
demonstra que citocinas como IL-1pB sdo capazes de comprometer a integridade da cartilagem
de articulacGes em processos inflamatorios cronicos como a AR e a OA. (20, 21, 22).

O TNF-a, por exemplo, € um dos principais mediadores inflamatérios, e é produzido
por diversos tipos celulares. Além disso, os efeitos bioldgicos observados apds a estimulagéo
in vitro ou in vivo com o TNF-a, decorrem de sua ligacéo a receptores especificos localizados
na membrana celular. Devido a sua interacdo com o sistema imune, esta citocina é capaz de
exacerbar os sinais e sintomas de doencas que sdo desencadeadas por alteragdes da resposta
imunolégica, como o llpus eritematoso e AR. Considerando os resultados que descrevem o
envolvimento do TNF-a na resposta inflamatoria cronica, esta citocina tem sido alvo de agao
de terapias anti-inflamatorias (23, 24, 25, 26).

A citocina interleucina 6 (IL-6) é envolvida em uma variedade de atividades
bioldgicas, entre as quais a de defesa do hospedeiro contra infeccdes e lesdes dos tecidos por
estimulagdo da resposta imune de fase aguda. Quando a homeostase dos tecidos é restaurada,
a sintese de IL-6 cessa. No entanto, a producdo continua e desregulada de IL-6 por populactes
distintas de células desempenha um papel patologico varias doencas. Na AR, esta citocina
parece estar envolvida na producdo de auto-anticorpos, inflamacédo local, degradacao Gssea e
sinais e sintomas inflamatorios cronicos (27, 28).

Em contrapartida, citocinas antinflamat6rias como a interleucina 10 (IL-10) podem
auxiliar no controle da inflamacédo e do dano articular provocados pela atuacdo primaria de

citocinas pré-inflamatdrias em AR (29).

1.3 Artrite Reumatoide e Hiperalgesia

A dor em pacientes com artrite inflamatdria tem sido atribuida a inflamacdao periférica,
sendo ela o principal motivo que leva os pacientes com artrite inflamatoria a procurar
cuidados com o especialista. Entre aqueles com AR, 68-88% relatam a dor como uma de suas
prioridades, e 90% deles, como uma de suas trés prioridades. O Colégio Americano de
Reumatologia publicou recentemente que "a dor é provavelmente o mais importante sintoma

relatado pelo paciente em reumatologia. ”
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O tratamento com drogas anti-reuméticas modificadoras da doenca (DMARDS) em
ensaios clinicos com pacientes de AR em estdgio inicial tem sido eficaz na redugdo dos
sintomas inflamatorios de dor, com diminuicdo de 2-4 pontos na EVA, Escala Visual
Analdgica. Entretanto, apesar da terapia com DMARD ser eficaz, estudos observacionais de
artrite inflamatdria indicam que muitos pacientes continuam a sofrer de dor moderada (30).

Dessa forma, apesar da dor representar uma variavel importante de como a doenca

pode estar influenciando a vida do paciente, o seu manejo ndo esta ligado a cura da doenca.

1.4 Tratamento
O tratamento atual da AR baseia-se desde a realizacdo de cirurgia de substituicdo total

da articulacdo, até a introducdo de novas classes de DMARDs, como as medicacdes
modificadoras da resposta biologica (terapia anti TNF-o, anti-IL-1f e anti- IL-6), que
suprimem a inflamagé&o.

Nas Ultimas duas décadas, a terapia para AR passou por intensas mudancas.
Tratamentos com medicamentos modernos, incluindo terapias inibidoras de citocinas, nédo
promovem a cura, mas visam melhorar os resultados a curto e longo prazo, através da
supressao da inflamacéo. A completa supressao da inflamacdo (remissdo clinica) € cada vez
mais viavel, e pode melhorar os resultados a longo prazo. Esses avancos, apesar de terem
melhorado a qualidade de vida de grande nimero de pessoas, ainda ndo sao disponiveis a toda
a populacéo, visto que sdo associados a despesas substanciais no ambito da salde, e ainda
assim, no entanto, 15% dos pacientes submetidos a artroplastia total do joelho podem
continuar a ter dor persistente e incapacitante, e até 25% dos pacientes que receberam terapia
anti-TNF ndo relatam nenhum beneficio significativo.

Vale ressaltar que o fator limitante a boa resposta terapéutica continua sendo o retardo
no diagndstico e na instituicdo do tratamento adequado, bem como a dificuldade de manejo da
medicacdo durante o acompanhamento do paciente. As terapias bioldgicas e cirurgia séo
reservadas para as pessoas com a doenca mais avancada ou grave, e para a maioria dos
doentes o controle da doenca depende de cocorticosterdides e DMARDs tradicionais (31, 4).
Nesse contexto, além das intervencdes farmacoldgica e cirdrgica, terapias convencionais tais
como fisioterapia, terapia ocupacional e programas abrangentes de reabilitacdo e autogestdo
séo intervencdes comumente usadas.

As lesbes cartilaginosas (traumaticas ou degenerativas) sdo doencgas ambulatoriais

comuns na pratica da Fisioterapia, e muitas vezes levam a perda da funcdo articular, aumento



17

da morbidade e diminuicdo da qualidade de vida dos pacientes acometidos. Na literatura, séo
citados diversos métodos e recursos para o atendimento de pacientes com lesGes
cartilaginosas para promover a reparacdo do tecido, dentre esses, a terapia a laser de baixa
intensidade (LBI).

1.5 Laserterapia de Baixa Intensidade

A LBI é uma forma de fototerapia que envolve a aplicacdo da luz laser de baixa
poténcia nos comprimentos de onda vermelho ou infravermelho para tratar diversas doencas.
A intensidade dos seus efeitos depende do metabolismo celular ou da condigdo clinica
tecidual antes da irradiacdo. As caracteristicas que diferem a luz laser de uma luz halégena
sdo: monocromaticidade, colimacao e coeréncia (32-39).

O termo Laser ¢ um acronimo para “Light Amplification by emission of radiation”
(amplificacdo da luz pela emissdo estimulada da radiacdo). A LBI é uma modalidade de
tratamento clinico que ndo produz efeito térmico sobre os tecidos, portanto, os efeitos
bioldgicos ndo podem ser atribuidos ao aquecimento, ou seja, a energia dos fotons absorvidos
ndo sera transformada em calor, mas, sim, nos efeitos fotoquimicos, fotofisicos e/ou
fotobioldgicos nas células e nos tecidos irradiados.

A interacdo da luz laser com os tecidos biolégicos € determinada pelo seu
comprimento de onda e pelas caracteristicas dpticas de cada tecido. Cada tipo de laser resulta
em luz de comprimento de onda especifico e cada comprimento de onda reage de uma
maneira diferente com determinado tecido (40). Em baixas intensidades de luz, predomina a
conversdo da energia absorvida por fotoreceptores enddgenos e também por moléculas
fotoaceitadoras ndo especializadas. A este fendmeno denominamos de biomodulagéo (41). Os
mecanismos da LBI sdo complexos, mas que essencialmente, ocorrem por meio da absorcéo
da luz no espectro visivel ou infravermelho por fotoreceptores dentro de componentes
subcelulares, resultando na ativacdo de enzimas da cadeia respiratdria, principalmente o
citocromo ¢ no interior da mitocondria ou da bomba de sédio-potassio (42).

Em 2003, Martin relatou que em nivel celular os citocromos podem ser definidos
como proteinas ou transferentes de elétrons que transportam a energia produzida para as
fungdes biologicas dos tecidos humanos. As enzimas citocromo c oxidase e Oxido nitrico
(NOS) tém sido particularmente responsabilizadas pela reacdo a estimulacédo pela luz laser. A
particular afinidade destas e de outras enzimas fotoreativas, aceleram suas funcdes na
presenca da LBI e provocam aumento de ATP e dxido nitrico (NO) no interior da molécula,

mudancas estas que acentuam o metabolismo celular e circulatorio (43).
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Afirmou-se entdo, que a LBI tem potencial para estimular a atividade enzimatica,
enquanto este aumento de energia, induz a aceleracéo da reproducdo do DNA mitocondrial e a
proliferacdo celular (40, 37).

As reacOes fotobioldgicas do laser terapéutico dependem da absor¢do de um
comprimento de onda especifico para ativacdo das moléculas fotoreceptoras, e que este efeito
fotobiologico natural significa que alguma molécula fotoreceptora deve absorver
primeiramente a luz utilizada para a irradiacdo do tecido. Esta absor¢édo de luz promove uma
excitacdo eletrbnica em nivel celular e provoca mudancas na propriedade redox destas
moléculas, consequentemente, a aceleracdo na transferéncia dos elétrons (reagdes primarias).
Apos o inicio destas reacOes, iniciam-se as rea¢fes secundarias em cascata em nivel celular,
como por exemplo, o acréscimo na sintese de DNA (44).

A radiacdo com LBI emitida no intervalo do espectro visivel ao infravermelho
proximo ativa os efeitos celulares por trés vias principais, embora seus efeitos ainda nédo
estejam completamente estabelecidos e compreendidos (45):

1. O mecanismo fotobioldgico de acdo via ativacdo da cadeia respiratoria, onde os
fotoreceptores realizam o controle sobre o nivel de ATP intracelular. Este evento pode
significar uma alteragdo no metabolismo das células.

2. Ativacdo e mudancas na propriedade redox dos componentes da cadeia respiratoria
nas células: a fotoexcitacdo de certos cromdfaros na molécula citocromo c oxidase influencia
a condicdo redox destes centros e, consequentemente, a taxa de escoamento dos elétrons no
interior da molécula.

3. Ativacdo indireta das células via liberacdo de mensageiros secundarios das células
ativadas diretamente: moléculas de oxigénio que reagem produzidas pelos fagocitos,
linfocinas e citocinas produzidas através de varias subpopulac@es de linfocitos, ou ainda, a
ndo producdo de macrofagos ou como um resultado da ndo fotdlise da hemoglobulina das
células sanguineas.

Diversos estudos experimentais in vivo, in vitro e clinicos tém demonstrado os efeitos
positivos da fotobioestimulacdo por meio da LBI em: proliferacdo celular, incremento da
microcirculacdo, neoformacdo vascular, estimulacdo da producdo de colageno pelos
fibroblastos e reparacdo Ossea. Entretanto, quando se trata de lesdes cartilaginosas o0s
resultados ainda sdo incipientes e controversos. Os resultados demonstram que tanto a
com a energia gerada. Portanto, os parametros utilizados afetam diretamente os resultados
(36, 46-55).



19

Alguns estudos confirmam o alivio da dor observada entre os pacientes com AR
tratados com LBI (56-60). Outros, ainda, relatam um mecanismo de ac&o anti-inflamatério da
LBI e efeitos analgésicos, normalizacdo da permeabilidade da membrana sinovial, aumento da
microcirculacdo tecidual, reducdo de edema, aumento da fibrose da membrana sinovial, e
aumento da sintese de proteinas das células sinoviais, uma sintese que indica um processo de
regeneracdo sinovial (36, 61, 62, 63). Entretanto, mais estudos sdo necessarios a fim de definir
um padrdo de tratamento com a LBI para determinar efeitos em longo prazo nos doentes com
AR (64, 65).

Nesse sentido, considerando o atual panorama de tratamento da AR, justifica-se,
portanto, a proposta de um estudo da acdo da LBI sobre modelo experimental de AR, devido:
ao tratamento medicamentoso conservador nao atuar na remissdo clinica da doenca e produzir
efeitos adversos indesejaveis, os tratamentos inibidores de citocinas ndo apresentarem
resultados totalmente satisfatérios e por ser um tratamento de alto custo e ainda, devido aos
efeitos positivos da fotobioestimulacdo obtidos por meio da LBI relatados pela literatura sobre
citocinas inflamatdrias em diversos tipos de tecido e modelos experimentais (66, 67), bem
como a ndo uniformizacdo de uma dosimetria adequada para a utilizacdo deste recurso, por
ser um tratamento de baixo custo, sem efeitos colaterais e de facil acesso. PropGe-se assim,

alternativa de tratamento ndo-invasiva e sem efeitos deletérios.
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2 OBJETIVO

Analisar os efeitos da LBI sob a nocicepcdo e processo inflamatério em modelo

experimental agudo de Artrite Reumatdide.

2.1 Objetivos Especificos

Analisar os efeitos da LBI sobre:
e A hiperalgesia mecanica na articulacgao;
e O numero de células totais e diferenciais no lavado articular do joelho;
e Os niveis de expressdo proteica por Ensaio Imunoenzimaético (ELISA) das citocinas:

- Interleucina 6 (IL-6), Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF-a) e Interleucina 10 (IL-10) no
lavado articular.
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3 METODO
3.1 Animais de Experimentacao

Foram utilizados 49 ratos (norvergicos albinus), de linhagem Wistar, machos com idade
aproximada de 90 dias com peso corporal variando de 250 a 300 gramas, provenientes do
Biotério da Universidade Nove de Julho - UNINOVE, mantidos em condic¢Bes controladas de
luminosidade e temperatura, com agua e alimentacdo ad libitum.

Todos os procedimentos experimentais foram submetidos a avaliacdo do Comité de
Etica da Universidade Nove de Julho (AN0020/2014) e estavam de acordo com as normas do
Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal — COBEA e aos padrdes de experimentacao
animal do International Council for Laboratory Animal Science.

3.2 Grupos Experimentais

Os animais foram distribuidos de forma aleat6ria em 3 grupos distintos, sendo:

Grupo Controle (C): Os animais ndo submetidos a lesdo, ou a LBI;

Grupo Artrite Reumatoide (AR): Os animais foram submetidos a lesdo, mas nao foram
tratados com LBI;

Grupo LBI 2J (AR-LBI): Os animais foram submetidos a leséo e tratados com laser de
baixa poténcia, com dose de 2J.

Os animais referentes aos grupos experimentais (AR e AR-LBI) foram distribuidos em
3 tempos experimentais distintos: 6horas, 24 horas e 48 horas. Nesses 2 grupos, portanto, 7

animais compuseram cada tempo experimental (Figura 5).

Amostra(n=
49)
I
[ 1 ]
Controle Ra L&l
(n=7] (n=21) (n=21)
- Ghoras | 6 horas
| 24horas  |fo 24horas
— d8horas | 4Bhoras

Figura 5. Composicao dos grupos experimentais e tempos experimentais.



22

3.3 Protocolo

3.3.1 Inducéo da Artrite Reumatoide Experimental

Os animais dos grupos AR e AR-LBI foram anestesiados antes de cada infiltracdo da
substancia indutora da lesdo com mistura de Ketamina (10%) e Xilasina (2%) por via i.p.,
numa dose de 87 e 13 mg/kg.

Apds o procedimento anestésico foi realizada uma infiltracdo subcutanea no dorso de
cada animal utilizando-se 500 pg mBSA diluido em solucéo de 100 puL de CFA, e 100uL de
PBS (Figura 6A). Esse procedimento foi usado para produzir reagdo autoimune, e repetido
semanalmente por 21 dias (3 semanas). No dia 28 (quarta semana) foi realizada inducdo no
complexo articular do joelho, com 10 pg de mBSA diluido em 10uL PBS (Figura 6B), apds
procedimento anestésico, na pata direita traseira de cada animal. (68). Apds a inducdo
articular, deu-se inicio ao tratamento no grupo LBI, bem como eutanésia de cada grupo, nos
devidos tempos experimentais. A sequéncia dos procedimentos experimentais pode ser vista

na Figura 7.

Figura 6: A Indugdo Sistémica; B: Inducéo Local.

ooDiaQe| peeBia o] [ Dialde | FooDia2ls o feiDia28i e
Tnducao Tnducao lﬁﬁc—ao Inducao Inducao

sistémi I sistémi . ‘ PRI . ,

([ 500 g mBSA ( S00pgmBSA ) [ 500 g mBSA (500 pug MBSA )
diluido em uma diluido em uma diluido em uma diluido em uma 10 g de mBSA
solugdo de 100 pL solugdo de 100 pL solucdo de 100 pL solugdo de 100 pL diluido em 10pL

de CFA, e 100uL de de CFA, ¢ 100uL de de CFA, e 100uL de de CFA, e 100pL de PBES.
L PBS. 3 PBS. JN PBS. L PBS. !

Figura 7. Linha do tempo da indugdo da AR.
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Apos as infiltragdes os animais foram colocados em gaiolas limpas, sendo cinco em
cada uma, com agua e racdo apropriada a vontade. Perdas amostrais durante o procedimento

foram substituidas para dar continuidade a pesquisa.

3.3.2 Aplicacéo da Laserterapia

No grupo tratado com LBI, foi utilizado o Laser da marca DMC® modelo Photon Lase
I1l, com comprimento de onda de A 808 nm, meio ativo de Arsenieto de Galio e Aluminio
(AsGaAl) e a aplicacdo se deu sob forma de dois pontos pelo método transcutaneo nos
compartimentos medial e lateral da articulagdo, com dose final de 2J (Figura 8A e B).

A escolha dos pardmetros (Tabela 1) foi pautada em estudos prévios do grupo de
pesquisa, principalmente a poténcia de saida, que demonstrou bons resultados em manejo do
processo inflamatdrio e reparo tecidual, bem como processo de regeneracdo da cartilagem

articular, em modelo experimental de OA (17, 18, 65).

Figura 8. A: Aplicagdo do Laser; B: Pardmetros do aparelho.

O tratamento foi iniciado logo apés a inducdo local (ou inducdo intra-articular), no
grupo experimental 2J, nos tempos experimentais relatados, totalizando 1, 2 ou 3 sessdes de

tratamento até a eutanasia de cada grupo.
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3.3.3 Eutanésia

Ao final de cada periodo experimental (6, 24 e 48 horas) os animais foram
identificados, pesados e posteriormente sacrificados administrando-se, Tiopental
(THIOPENTAX - Cristalia), dose de 100mg/kg por via intraperitoneal associado a lidocaina
10mg/ml (Xylestesin - Cristalia) (69).

Parametros de Tratamento com LBI

Frequéncia - Modo Continuo

Poténcia de Saida 50 mW

Densidade de Poténcia 1,78 W/cm?

Area do Feixe 0,028 cm?

Numero de Pontos 2

Local Compartimentos Medial e Lateral
(Pata Traseira Direita)

Método Transcutaneo

Energia/Ponto 2)

Tempo de Tratamento/Ponto 40s

Densidade de Energia 71,2 J/cm?

Energia Total / Terapia 4)

Tabela 1. Descri¢do dos Parametros de tratamento da LBI.

3.4 Avaliactes

3.4.1 Avaliacdo da Hiperalgesia com analgesimetro digital von Frey

Foi avaliada a hiperalgesia mecanica segundo método descrito por Cunha et al. (2008).
Para esta avaliacdo, os animais foram colocados, individualmente, em gaiolas de acrilico
transparente, apoiados sobre uma plataforma com fundo vazado, para permitir acesso a
superficie plantar (Figura 9A). Os animais foram inicialmente, habituados as gaiolas, por uma
hora, durante os 3 dias que antecederam os experimentos. No dia do ensaio, 0s animais foram
colocados na gaiola, 20 minutos antes do inicio de cada medida (70).

Para realizacdo da avaliacdo da hiperalgesia foi utilizado um analgesimetro digital
Insight Ltda (Ribeirdo Preto/Sp, Brasil) com capacidade de transdutor: 0,1 — 1000 gramas,
tempo de reacdo 1ms (Figura 9B). Assim, a avaliagdo consiste em transdutor de presséo
conectado a um contador digital de forca, expressa em gramas. O contato do transdutor de
pressdo com a area da superficie plantar foi realizado por intermédio de uma ponteira
descartavel de polipropileno com 0,5 mm de didmetro, acoplada a sua ponta do transdutor de
pressao.

Um examinador experiente e treinado aplicou a ponteira perpendicularmente com uma
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pressdo linearmente crescente na superficie plantar dos ratos, por dentre a plataforma com
fundo vazado, até que o animal produzisse uma reposta de retirada da pata.

Para esta avaliacdo foram realizadas trés medidas por animal, somente na pata traseira
direita (correspondente a pata onde foi realizada a inducédo local da AR), sendo realizada a
média aritmética dessas trés medidas para posterior analise estatistica.

A sala para realizagdo destes procedimentos foi caracterizada sem nenhum tipo de
interrupcdo sonora que agitasse 0s animais, SO estava presente um examinador responsavel
pela avaliacdo, ndo sabendo as respectivas alocagdes dos animais em seus grupos.

A avaliacdo da hiperalgesia foi realizada nos trés grupos (controle, AR e AR-LBI) e
em todos os periodos experimentais: 6 horas, 24 horas e 48 horas.

Figura 9. A: Gaiola de contencdo com suporte para avaliagdo da hiperalgesia; B: Analgesimetro digital

utilizado para a avaliagcdo da hiperalgesia.

3.4.2 Coleta de Material Bioldgico

Apds a eutanasia, foi realizada a tricotomia do joelho direito e o animal posicionado
em decubito ventral, prendendo-se as patas dianteiras e traseiras em abducdo. Desarticulou-se
a articulacdo coxo-femoral da pata direita traseira de cada animal, para posterior analise do
tecido cartilaginoso da articulagdo do joelho (esses foram imediatamente fixados por meio de
solucéo de formol tamponado a 10% e encaminhados para procedimentos histologicos), e foi
realizado ainda, procedimento para obtencdo do lavado articular sendo que a cavidade
articular foi lavada 2 vezes com 5ul de PBS contendo 1 mM EDTA e diluido posteriormente
em 90ul de PBS + EDTA. O material foi imediatamente centrifugado (300Xg/10min) e o
sobrenadante armazenado a —80°C para analise dos mediadores inflamatorios.
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3.4.3 Contagem Total e Diferencial de Células

Para quantificacdo de células inflamatérias, o lavado recuperado foi centrifugado a
1500rpm, durante 5 minutos, e o botdo celular ressuspendido em 200 ul de PBS. As células
totais foram entdo contadas em um hematocitometro (camara de Neubauer espelhada; 10 ul
foram utilizados, diluindo-se em solucdo de Turk 1:5). O restante do material do lavado
articular foi completamente utilizado para a contagem diferencial das células (neutrdfilos,
macrofagos e linfocitos). Para isso, o lavado articular foi processado em uma citocentrifuga
(Citocentrifuga BIO research, 450rpm por 6 minutos) e as laminas contendo o botdo celular
foram coradas com Diff Quick. Foram contadas 300 células por lamina como previamente
descrito (71, 72).

3.4.4 Analise da expressdo protéica (ELISA)

A dosagem das citocinas TNF-a e IL-1B das amostras do lavado articular foram
realizadas pelo teste imunoenzimatico (ELISA), seguindo instrucdes do kit comercial (R&D
System, EUA). Para tanto, placas de 96 pocos foram sensibilizadas com 100ul de anticorpo
monoclonal para TNF-a e IL-1 B foram diluidos em tampéo fosfato de sodio (0,2M, pH 6,5).
A seguir, 100ul das amostras devidamente diluidas ou dos padrdes das citocinas
recombinantes foram adicionados a placa, e deixadas por 18 h em temperatura de 4 °C. Para o
bloqueio, as placas foram lavadas com PBST (solu¢do PBS contendo 0,05% de Tween 20)
por 4 vezes e depois preenchidas com 300 pl/poco de solucdo de bloqueio (3% gelatina em
PBST, Sigma) a 37°C por 3 horas e submetidas a novo ciclo de lavagens. Apds lavagem,
100ul dos respectivos anticorpos biotinilados especificos de deteccdo para cada citocina
foram acrescentados e deixados por 1 h em temperatura ambiente. Apds lavagem das placas, o
volume de 100ul de estreptavidina — peroxidase foi adicionado e deixado por 1 h em
temperatura ambiente (22 °C) seguida de novas lavagens. A reacéo foi revelada pela adigéo de
100 pl/pogo da solugdo de 3.3°5.5’ tetrametilbenzidina (TMB) e interrompida pela adi¢do de
50 wl/pogo de acido sulfarico (2 N). A leitura foi realizada em espectrofotdmetro Espectra
Max plus 384 (Sunnyvale, CA, EUA) em comprimento de onda de 450nm com corre¢do a
570nm. As concentracdes das amostras foram calculadas a partir das curvas-padréo obtidas

com as citocinas recombinantes. O limite de deteccéo para TNF-a é de 1,95 pg/ml.
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3.5 Analise Estatistica

Os dados obtidos foram tabulados em Software Microsoft Excel 2007 e inicialmente
avaliados guanto a sua normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk, concluindo como resultado a
distribuicdo normal, foi aplicado o teste de analise de variancia Two-Way ANOVA e “post
hoc test” Bonferroni para comparacfes entre 0s grupos experimentais. Todos os dados foram
expressos como média + desvio-padrdo. Foi utilizado o Software GraphPad Prism 5. Foram
consideradas diferencas estatisticamente significativas, tomando-se como hipotese de
nulidade p<0,05.
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4 RESULTADOS

Os resultados da presente Tese serdo apresentados no formato de artigo. O estudo foi
intitulado “Anlalysis of Photobiostimulation effects on Inflammation and Hyperalgesia in
acute phase of experimental Rheumatoid Arthritis in rats” e foi submetido a publicacdo na

revista Osteoarthritis and Cartilage (Anexo A).

4.1 Contagem Total e Diferencial de Células

4.1.1 Contagem Total de Células

Os dados apresentados mostram a contagem total de células vidveis no lavado das
articulacbes, que foram contadas na camara de Neubauer. O grupo controle tinha menos
células (6,8 £ 0,5) do que o grupo AR (72,8 £ 5,3) e 0 grupo RA-LBI (32,3 £ 0,8).

4.1.2 Contagem Diferencial de Células (6 horas) OK.

Os dados obtidos pela contagem diferencial de células foram submetidos a teste
estatistico ANOVA two way e seguido de post hoc test Bonferroni, para a comparacdo de 6
horas apds o estabelecimento da lesdo (AR). O cruzamento estatistico da contagem diferencial
de macrdfagos quando comparado o grupo controle (16,0+ 1,5) com grupo AR (3,0+0,5) e
grupo AR- LBI (25,0 + 3,0), pelo post hoc test Bonferroni, obteve-se (p<0.001), ja na
comparacdo entre os grupos AR e AR-LBI obteve-se também para post hoc test Bonferroni
(p<0.001). Nos resultados para neutrdfilos também submetidos a mesma anélise estatistica
observou-se quando comparado o grupo controle (39,0+ 4,0) com grupo AR (79,0£6,8) pelo
post hoc test Bonferroni, obteve-se (p<0,001), e com grupo AR- LBI (47,0 £ 3,7), (p<0.01), ja
na comparacgdo entre 0s grupos AR e AR-LBI obteve-se (p<0.001). Ainda foi realizada a
contagem de linfécitos que quando comparamos o grupo controle (45,0+ 3,9) com grupo AR
(19,0+2,0) e grupo AR-LBI (28,0 £ 2,1), pelo post hoc test Bonferroni, obteve-se (p<0.001),
ja na comparacgdo entre os grupos com AR e AR-LBI obteve-se também para post hoc test
Bonferroni (p<0.001) (Figura 10).

4.1.3 Contagem Diferencial de Células (24 horas)
Os dados obtidos pela contagem diferencial de células foram submetidos a teste
estatistico ANOVA two way e seguido de post hoc test Bonferroni, para a comparacao de 24

horas ap0s o estabelecimento da leséo (AR). O cruzamento estatistico da contagem diferencial
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de macréfagos quando comparado o grupo controle (16,0+ 1,5) com grupo AR (22,0+2,0)
obteve-se (p<0.05) e na comparacdo entre controle e o grupo AR-LBI (76,0 + 6,2), pelo post
hoc test Bonferroni, obteve-se (p<0.001), ja na comparacdo entre 0s grupos AR e AR-LBI
obteve-se também para post hoc test Bonferroni (p<0.001). Nos resultados para neutrofilos
também submetidos a mesma andlise estatistica observou-se quando comparado o grupo
controle (39,0 4,0) com grupo AR (60,0+4,5) pelo post hoc test Bonferroni, obteve-se
(p<0.001), e com grupo AR-LBI (13,0 + 2,0), (p<0.001), ja na comparacao entre 0S grupos
AR e AR-LBI obteve-se (p<0.001). Ainda foi realizada a contagem de linfocitos que quando
comparamos o0 grupo controle (45,0+ 3,9) com grupo AR (18,0+2,0) e o grupo AR-LBI (11,0
+ 1,5), pelo post hoc test Bonferroni, obteve-se (p<0.001), j& na comparacao entre 0S grupos
AR e AR-LBI obteve-se também para post hoc test Bonferroni (p<0.001) (Figura 11).
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Figura 10: Analise do lavado articular 6 h apds a AR induzida com contagem diferencial que foi determinada em
preparacOes de cytospin coradas com Diff-Quik, para macréfagos, linfécitos e neutréfilos. ** p <0,01 *** p
<0,001 para o Bonferroni post hoc test quando comparada com o grupo controle. ## P <0,01 para o Bonferroni
post hoc test quando comparada com o grupo AR. Os resultados sdo expressos como média e +desvio padréo.

4.1.4 Contagem Diferencial de Células (48 horas)

Os dados obtidos pela contagem diferencial de células foram submetidos a teste
estatistico ANOVA two way e seguido de post hoc test Bonferroni, para a comparacéo de 48
horas apos o estabelecimento da lesdo (AR). O cruzamento estatistico da contagem diferencial
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de macrofagos quando comparado o grupo controle (16,0+ 1,5) com grupo AR (71,046,7) e
grupo AR-LBI (54,0 £ 4,5), pelo post hoc test Bonferroni, obteve-se (p<0.001). Nos
resultados para neutrofilos também submetidos a mesma analise estatistica observou-se
quando comparado o grupo controle (39,0 4,0) com os grupos AR (3,0+0,4) e com grupo
AR-LBI (2,0 £ 0,1), pelo post hoc test Bonferroni, obteve-se (p<0.001), j& na comparagao
entre os grupos AR e AR-LBI obteve-se (p>0.05) ou seja ndo se observou diferencga entre os
grupos. Ainda foi realizada a contagem de linfocitos que quando comparamos 0 grupo
controle (45,0+ 3,9) com grupo AR (26,0+2,1) pelo post hoc test Bonferroni, obteve-se
(p<0.001) e comparando o grupo controle com o grupo AR-LBI (44,0 = 3,9) obteve-se
(p>0.05) ou seja ndo se observou diferenca entre 0s grupos. Ja na comparagdo entre 0S grupos

AR e AR-LBI obteve-se também para post hoc test Bonferroni (p<0.001) (Figura 12).
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Figura 11: Andlise do lavado articular 24 h ap6s a artrite reumatoide induzida com contagem diferencial que foi
determinada em preparacgdes de cytospin coradas com Diff-Quik, para macréfagos, linfdcitos e neutrofilos. ** p
<0,01 *** p <0,001 para o Bonferroni post hoc test quando comparada com o grupo controle. ## P <0,01; ###

p<0.001 para o Bonferroni post hoc test para compara¢des com o grupo AR. Os resultados sdo expressos como
média e £ desvio padréo.
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Figura 12: Andlise do lavado articular 48 h apds a artrite reumatoide induzida com contagem diferencial que foi
determinada em preparacdes de cytospin coradas com Diff-Quik, para macréfagos, linfocitos e neutréfilos. *** p
<0,001 para o Bonferroni post hoc test quando comparada com o grupo controle. ### p<0.001 para o Bonferroni
post hoc test para comparacfes com o grupo AR. Os resultados sdo expressos como média e + desvio padrao.

4.2 Andlise da Expressao proteica (ELISA)

4.2.1 Expresséo proteica de IL-6

Na comparacao para expressdo proteica da interleucina -6 (IL-6) utilizando post
hoc test Bonferroni observamos: Na analise do periodo experimental 6 horas entre 0 grupo
controle (121.30+ 24.76 pg/ml) e os grupos AR (181.00 £ 26.5 pg/ml) observou-se diferenca
estatistica (p<0.001), comparando o grupo controle com o grupo AR-LBI (128.50+25.64
pg/ml) ndo foi observada diferenca estatistica (p>0.05). Ja na comparacao entre os grupos AR
e grupo AR-LBI foi observada diferenca estatistica (p< 0.01). Na analise 24 horas ap6s a
lesdo entre o grupo controle (121.30x 24.76 pg/ml) e os grupos AR (224.80 £ 31.2 pg/ml)
observou-se diferenga estatistica (p<0.001), comparando o grupo controle com o grupo AR-
LBl (142.63 £21.70 pg/ml) ndo foi observada diferenca estatistica (p>0.05). Na comparacdo
entre os grupos AR e grupo AR-LBI foi observada diferenca estatistica (p< 0.001). Na
comparacdo de 48 horas entre o grupo controle (121.30+ 24.76 pg/ml) e os grupos AR
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(255.89 * 33.3 pg/ml) observou-se diferenca estatistica (p<0.001), comparando o0 grupo
controle com o grupo AR-LBI (147.91 + 22.80 pg/ml) ndo foi observada diferenca estatistica
(p>0.05). Na comparacdo entre os grupos AR e grupo AR-LBI foi observada diferenca
estatistica (p< 0.001) (Figura 13).
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Figura 13: Comparacéo da média e desvio padrdo dos niveis de interleucina-6 em 6, 24 e 48 h obtido a partir de
lavado articular utilizando o ensaio imunoabsorvente ligado a enzima (ELISA) nos grupos controle, AR e AR-
LBI. ** Indica p <0,01; *** indica p< 0,001 pelo Bonferroni post hoc test para comparagdes com o grupo
controle; e ## indica p <0,01, ### indica p< 0,001, pelo Bonferroni post hoc test para compara¢fes com 0 grupo
AR.

4.2.2 Expressao proteica de TNF-a

Na anéalise estatistica da expressdo proteica de TNF-a utilizando post hoc test
Bonferroni, observamos: No periodo experimental 6 horas entre o grupo controle (12.26 + 4.4
pag/ml) e os grupos AR (27.40+ 6.0 pg/ml) observou-se diferenca estatistica (p<0.001),
comparando o grupo controle com o grupo AR-LBI (15.48+ 4.4 pg/ml) ndo foi observada
diferenga estatistica (p>0.05). Ja na comparagdo entre os grupos AR e grupo AR-LBI foi
observada diferenca estatistica (p< 0.001). Na andlise 24 horas apds a lesédo entre o grupo
controle (12.260 £ 4.456 pg/ml) e os grupos AR (28.12 + 3.2 pg/ml) observou-se diferenca
estatistica (p<0.001), comparando o grupo controle com o grupo AR-LBI (17.52 £ 3.0 pg/ml)
ndo foi observada diferenca estatistica (p>0.05). Na comparagdo entre os grupos AR e grupo
AR-LBI foi observada diferenca estatistica (p< 0.001). Na comparacdo de 48 horas entre o
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grupo controle (12.260 = 4.456 pg/ml) e os grupos AR (31.40+ 5.8pg/ml) observou-se
diferenca estatistica (p<0.001), comparando o grupo controle com o grupo AR-LBI (18.3+ 3.4
pg/ml) ndo foi observada diferenca estatistica (p>0.05). Na comparacao entre os grupos AR e

grupo AR-LBI foi observada diferenca estatistica (p< 0.001) (Figura 14).
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Figura 14: Comparacao da média e desvio padréo dos niveis de TNF-o em 6, 24 ¢ 48 h obtido a partir de lavado
articular utilizando o ensaio imunoabsorvente ligado a enzima (ELISA) nos grupos controle, AR e AR-LBI. ** p
<0,01; *** p< 0,001 pelo Bonferroni post hoc test para comparagdes com o grupo controle; e ##p<0,01, ### p<
0,001, pelo Bonferroni post hoc test para comparagdes com o grupo AR.

4.2.3 Expressao proteica de 1L-10

Na comparagdo para expressao proteica da interleucina - 10 (IL- 10) utilizando
post hoc test Bonferroni observamos: Na andlise do periodo experimental 6 horas entre o
grupo controle (137.7+ 19.7 pg/ml) e os grupos AR (59.70+ 16.46 pg/ml) e grupo AR-LBI
(93.1 + 12.3 pg/ml) foi observada diferenca estatistica (p< 0.001). J& na comparacao entre 0S
grupos AR e grupo AR-LBI foi observada diferenga estatistica (p< 0.01). Na analise 24 horas
apos a leséo entre o grupo controle (137.7+ 19.7 pg/ml) e os grupos AR (67.34+ 13.0 pg/ml)
observou-se diferenga estatistica (p<0.001), comparando o grupo controle com o grupo AR-
LBI (110.0 + 12.9 pg/ml) foi observada diferenca estatistica (p<0.05). Na comparacdo entre
0s grupos AR e grupo AR-LBI foi observada diferenca estatistica (p< 0.001). Na comparacao
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de 48 horas entre o grupo controle (137.7+ 19.7 pg/ml) e o grupo RA (79.40 + 14.6 pg/ml)
observou-se diferenca estatistica (p<0.001), comparando o grupo controle com o grupo AR-
LBI (137.0+ 14.0 pg/ml) nao foi observada diferenca estatistica (p>0.05). Na comparagao
entre os grupos AR e grupo AR-LBI foi observada diferenca estatistica (p< 0.001) (Figura

15).
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Figura 15: Comparagdo da média e desvio padrdo dos niveis de IL-10 em 6, 24 e 48 h obtido a partir de lavado
articular utilizando o ensaio imunoabsorvente ligado a enzima (ELISA) nos grupos controle, AR e AR-LBI.
*p<0,05; *** p< 0,001 pelo Bonferroni post hoc test para compara¢es com o grupo controle.

4.3 Avaliacéo da Hiperalgesia Mecanica

Na avaliacdo da hiperalgesia no periodo experimental de 6 horas entre 0 grupo
controle (28,42 + 1,0 g) e o grupo AR (21,32 + 2,7 g) observou-se diferenca estatistica (p
<0,001), entre o grupo controle (28,42 + 1,0 g) e o grupo AR-LBI (24,24 + 2,8 g), também
com diferenca estatistica (p< 0,01) e por fim, na comparacédo entre 0s grupos AR com o grupo
AR-LBI, observou-se diferenca significativa (p <0,05). No periodo experimental de 24 horas,
foram encontradas diferencas significativas (p <0,001) entre o grupo controle (28,42 + 1,0 g)
e 0 grupo AR (18,33 £ 10,4473 g), entre controle (28,42 + 1,0 g) e AR-LBI (22,15 + 0,5399 g),
com diferenca estatistica (p<0,05), e entre o grupo AR (18,33 + 0,4473 g) versus 0 grupo AR-
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LBI (22,15 + 0,5399 g), com diferenca estatistica entre os grupos (p<0,01). No periodo
experimental de 48 horas, foram encontradas diferencas significativas (p <0,001) entre o
Controle (28,42 + 1,0) e o grupo AR (18,19 £ 2,2 g), e entre o grupo AR versus AR-LBI

(26,28 + 0,9 g). Entre os grupos controle e RA-LBI ndo houve diferenca estatistica (Figura
16).
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Figura 16: A comparacdo da média e desvio padrdo da hiperalgesia no joelho antes e ap6s a inducgdo da artrite
reumatoide para os grupos Controle, AR e AR-LBI em 6, 24 e 48 horas. * p<0,05; ** p<0,01; *** p <0,001, pelo
teste de Bonferroni post hoc com as comparagdes contra limiar de pressdo controle. # p< 0,05; ## p <0,01 e ###
p <0,001, pelo teste de Bonferroni post hoc para comparagdes contra o grupo AR.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo teve como objetivo analisar os efeitos da LBI sob o processo
inflamatdrio e a nocicepcdo em modelo experimental agudo de AR, e obteve respostas
satisfatorias da fotobiomodulagdo em atenuagdo do numero de células inflamatdrias,
modulacdo da expressdo de citocinas pré e anti-inflamatérias, e promoveu melhora no limiar
nociceptivo, confirmando a hipotese de que a LBI pode ser uma alternativa eficaz em estagios
agudos de AR.

Os objetivos especificos preconizaram avaliar a acdo da LBI sobre o nuimero de
células totais e diferenciais no lavado articular do joelho, sobre os niveis de citocinas pro e
anti-inflamatorias e sob a nocicep¢do. A escolha dos desfechos deve-se ao fato de que, 0s
macrofagos e os neutrofilos ativados, sdo células-chave na producdo de citocinas
inflamatorias (73,74); que por sua vez, sdo responsaveis por eventos ligados a inflamacgéo
persistente e degradagéo articular (75), culminando nos sintomas cronicos da AR, sendo a
hiperalgesia a maior e mais frequente queixa.

Para responder os objetivos propostos, foi realizado um estudo experimental, no qual
foram determinados 3 grupos: um controle (sadio), um AR (com artrite reumatoide), e um
AR- LBI (com AR e tratado com LBI), avaliados em 3 tempos experimentais (6h, 24h, 48h).
A escolha dos tempos experimentais, é pautada na relacdo existente entre niveis aumentados
de citocinas como IL-1B, TNF-a e IL-6 em soro de pacientes com AR inicial e a apresentagédo
de anticorpos para AR, seguida de manifestacdes mais severas da doenca. Além disso, o
diagndstico e intervencdo precoces inibindo tais citocinas, retardam a progressdao da AR,
diminuem os procedimentos cirargicos e melhoram a qualidade de vida do paciente (76, 77).

O do modelo experimental de inducdo por meio de adjuvante foi o primeiro modelo
animal da AR a ser descrito e € sem davida, um meio eficaz no desenvolvimento da doenca, e
caracteriza-se por uma fase inflamatdria, seguida de destruicdo articular e anquilose, ou seja,
representam com fidelidade as manifestacdes da AR (78). J& o protocolo de tratamento com
LBI foi baseado em estudos prévios do nosso grupo de pesquisa, em modelo experimental de
osteoartrite, nos quais observou-se que a dose de 2 J com maior tempo de irradiagdo obteve
melhores resultados, diminuindo o influxo de células inflamatdrias, producdo de citocinas
inflamatdrias e a atividade de metaloproteinases de matriz (MMPs) (17,18,67).

Em busca de avaliar os efeitos da LBI sob a nocicepgdo, os animais foram submetidos
ao teste de hiperalgesia mecanica com uso de analgesimetro digital. Ja seus efeitos sob a

inflamacdo, foram avaliados por meio de contagem total e diferencial de células no lavado
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articular dos animais, e a avaliacdo das citocinas pro e antinflamatorias, foram dosadas através
de andlise da expressdo proteica (ELISA).

Os resultados para contagem total de células, demonstram que 0 grupo que apresentou
menor namero de células foi o grupo Controle, enquanto o maior nimero de células foi
encontrado no grupo AR, evidenciando intensa proliferacdo celular neste grupo. J& 0 grupo
AR-LBI, apresentou numero intermediario de células, sugerindo que a LBI foi capaz de
atenuar a migracao de células inflamatorias (18).

No tempo experimental de 6 horas observa-se grande influxo de neutréfilos,
principalmente no grupo AR-LBI, devido a lesdo, e ainda, a agdo moduladora da LBI, que
com apenas uma irradiacdo, diminuiu a proporcdo nao apenas de neutrofilos, como também
de linfocitos e macréfagos. Estudos prévios de nosso grupo de pesquisa, em modelo
experimental de osteoartrite, evidenciam que a LBI quando aplicada nos estagios iniciais,
previne a proliferacdo de células inflamatorias, e nesse sentido, pardmetros que se utilizem de
maiores tempos de irradiacdo, promovem melhores resultados (17,18).

Apdbs 24 horas de lesdo, notou-se que os niveis de neutrdfilos continuavam aumentados,
de modo que o grupo AR-LBI, permaneceu modulando a expressdo de neutréfilos. Sabe-se
que os neutrofilos sdo as células imunes mais abundantes em lavado de pacientes com AR
(79) e que vérios eventos na AR estdo associados a sua expressdo, cCoOmo: a exposicdo a
imuno-complexos, ao fator reumatoide e a citocinas, que contribuirdo para o ciclo de
inflamacéo e degradacdo cronica da cartilagem (80). Dessa forma, a modulacdo dos niveis de
neutrofilos pelo uso da LBI pode atenuar esses eventos.

Em 48 horas apds a lesdo, obtivemos os melhores resultados em relacdo a modulacéo da
LBI na expressao de células inflamatorias, de modo que neste tempo, apés 3 irradiacdes, o
grupo AR-LBI reduziu a propor¢do de macréfagos e neutréfilos a niveis mais baixos que no
grupo controle e ainda reduziu a expressdo de linfocitos em relacdo ao grupo AR. Esses
dados vao de encontro aos relatados por Dos Santos, et.al (2014), que compararam duas doses
(2 e 4 J) em modelo experimental de osteoartrtie, e também obtiveram diminui¢do do nimero
de neutrdfilos, sendo o grupo tratado com 2J (mesmo parametro utilizado em nosso estudo)
sua melhor dose. Ainda segundo os autores, para contagem diferencial de macréfagos, a LBI
foi diferente apenas do grupo leséo, ja em nosso caso, a LBI produziu melhores resultados no
tempo experimental de 6 e 48 horas, e ndo apenas em comparagdo ao grupo AR, como

também em relagdo ao controle (17).
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Nos 3 tempos experimentais, 0 grupo AR apresenta niveis elevados de linfécitos em
relagdo ao grupo controle, padrdo esse que corrobora com os dados da literatura, encontrando-
se linfocitos (T e B) ja nos estagios precoces da doenca (81).

As citocinas pro-inflamatdrias, por exemplo IL-1B, IL-6 e TNF-a, tem particular atuacao
na patogénese da AR, sendo esta ultima produzida pelos macréfagos ativados na membrada
sinovial inflamada e sdo alvos terapéuticos no tratamento da doenca nos ultimos anos, por
serem mediadoras de diversas alteracdes em AR, como: inducdo da producdo de outras
citocinas, bem como quimiocinas que atraem leucocitos, ativacdo de osteoclastos e
condrocitos e producdo de PGE2 (82, 75). Entretanto, o fato de ndo ser ainda uma intervencéo
aplicada a pacientes de longa data, seu alto custo e seu grande risco de infecgdes, sédo algumas
das motivacdes que tem justificado a manutencdo das DMCD convencionais (83, 84). Nesse
contexto, a LBI se encaixa como um tratamento convencional, ndo-invasivo, sem efeitos
adversos e com bons resultados em inflamacdo e hiperalgesia (85).

Nossos achados demonstram niveis aumentados de TNF-a e IL-6 no grupo AR em relagdo
ao grupo controle, o que reforca que o modelo utilizado é condizente com a literatura no que
se diz respeito a expressdo de tais citocinas pro-inflamatdrias na severidade e atividade da AR
(86). Em relacao aos efeitos da LBI, o grupo AR-LBI obteve diminuicdo nos niveis de IL-6
em todos os tempos experimentais (p<0.01 e p<0.001) em relacdo ao grupo AR, e também
dos niveis de TNF-a, entretanto esse resultado nio teve diferenca estatistica.

Sabe-se que a LBI é uma ferramenta muito utilizada nos Gltimos anos para atenuacéo da
expressdo de citocinas pro-inflamatérias (IL-1B, IL-6 e TNF-a, por exemplo) em diversos
tecidos e doengas, como nas doengas neuro-musculares (87, 88, 89), pulmonares (90, 91, 92),
tendinosas (93) e cartilaginosas (94, 18, 65, 67, 95), em estudos experimentais (in vivo e in
vitro) e ensaios clinicos (96, 97), achados estes que corroboram com nosso estudo.

Citocinas anti-inflamatérias como a IL-10, por sua vez, podem ser produzidas por
macrofagos e tem importante papel imuno-regulador na defesa e homeostase. Em pacientes
portadores de AR, existem achados apontando tanto niveis aumentados, quanto diminuidos de
IL-10 em pacientes portadores da doenca em comparacdo a individuos controle, sugerindo
que ha niveis de producdo desequilibrados de IL-10 na doenca, mas estes sdo insuficientes
para conter os efeitos das citocinas pré-inflamatorias. Portanto, a producdo dellL-10 pode ser
viavel no controle da inflamacdo e dano tecidual causado pela hiperatividade das citocinas
pré-inflamatorias (98, 99, 29).

Os resultados do presente estudo para IL-10, mostram niveis aumentados desta citocina,

do grupo AR-LBI em comparacdo ao grupo AR, e por sua vez, ndo apresenta diferenca
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estatistica em relacdo ao grupo controle no tempo experimental de 48h, sugerindo que apds 3
irradiacOes, o grupo AR-LBI produziu citocinas anti-inflamatorias em niveis de normalidade.
Outros estudos utilizando LBI reproduziram resultados semelhantes (101, 102) em diferentes
modelos experimentais.

Esse arsenal de mediadores envolvidos na AR, como as citocinas pro e anti-inflamatorias,
constituem uma ligagéo entre as lesdes celulares e o desenvolvimento de sinais e sintomas de
inflamacédo local e sistémica. Dentre tais sintomas, o maior e mais frequente em AR ¢ a
hipernocicepcdo, que afeta diretamente a funcdo e contribui indiretamente no impacto
psicologico e social da doenga (4, 16, 103).

Essa cascata de liberagdo de citocinas constitui uma ligacdo entre as lesbes e a liberagédo
de mediadores de hipernocicepcao primaria. Esse conceito permite entender porque a inibicao
de IL-1B ou TNF-a provoca analgesia experimental (por supressdo) e clinicamente (terapia
anti-TNT-a) (70, 103, 75). Poucos estudos foram encontrados sobre o efeito da LBI na
hiperalgesia em AR em condigfes que busquem explicar os mecanismos celulares e
moleculares envolvidos na nocicepcdo e na alteracdo do comportamento frente a ela. Destes,
os artigos clinicos apresentam metodologia divergente entre si, ou ainda apenas dados
subjetivos (63). Apesar disso, mesmo com poucos estudos comprovando a eficicia da LBI, a
hipotese de acdo analgésica da LBI permanece, devido aos seus efeitos bioldgicos conhecidos,
como a estimulagdo da produgdo de ATP mitocondrial, ativando fatores de transcrigdo e
proliferacdo celular (104).

Nos resultados referentes a nocicepcdo deste estudo, o grupo AR-LBI apresentou-se
diferente estatisticamente dos grupos controle e AR, nos tempos 6h e 24h, e no tempo
experimental de 48h, foi estatisticamente diferente apenas do grupo AR. Esses dados sugerem
que a LBI foi capaz de modular a hipernocicep¢do em AR, apds 3 irradiacdes, a niveis
semelhantes ao do grupo controle.

Por fim, este estudo pré-clinico, teve como objetivo investigar a acdo da LBI nas fases
iniciais de modelo experimental de AR, na atenuacdo da expressdo de mediadores
inflamatdrios e consequentemente, na hiperalgesia. Os resultados demonstram biomodulacédo
da LBI principalmente na expressdo de neutréfilos e macréfagos entre os grupos controle e
AR, bem como nas citocinas IL-6 e IL-10, contribuindo diretamente para a atenuagdo da
hiperalgesia.

Entretanto, sdo necessarios mais estudos experimentais e ensaios clinicos com rigor
cientifico, para elucidar os mecanismos pelos quais a LBI atua na modula¢éo dos mecanismos

celulares, moleculares e na hipernocicepgéo inerentes a AR.
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Diante do exposto, o estudo confirmou a hipdtese de que a LBI é capaz de atenuar a
resposta inflamatdria e nociceptiva em modelo experimental de AR, agindo em células
inflamatdrias, citocinas pro e antinflamatorias, e na nocicep¢do. Dessa forma, 0s objetivos
foram alcancados, e foi possivel realizar novas indagacOes a respeito da acdo da LBI,
redirecionando o foco de pesquisas futuras.

Tal investigacdo foi norteada pela agdo da LBI nos mecanismos inflamatdrios e
nociceptivos da doenca, permitindo inferéncias sobre o laser em diferentes mediadores. Por
meio dela, podemos reconhecer os efeitos da LBI através de um modelo experimental de AR,
uma doenca auto-imune, inflamatdria e incapacitante. A LBI tem sido alvo de estudo nos
ultimos anos, mas seus mecanismos e efeitos permanecem néo respondidos, 0 que promove
cada vez mais alternativas de pesquisa.

Sabe-se que clinicamente, é uma ferramenta valiosa em diversas doencas e condi¢fes
patoldgicas, e que em AR, ¢ eficaz no auxilio da dor, maior e mais frequente sintoma. Faz-se
necessario, entretanto, encontrar um padrdo de tratamento que ofereca a atenuacdo da
expressao de células e mediadores primarios, de forma a prevenir o desencadeamento da
lesdo, e 0s eventos primarios envolvidos na perpetuacao do processo inflamatdrio.

Sugere-se, assim, manutencdo de pesquisas que envolvam modelos experimentais,
para que dessa forma, se estabeleca um critério de tratamento que promova tais beneficios
com a fotobiomodulacéo, e feito isso, implementar protocolos de ensaios clinicos criteriosos,
de forma a beneficiar a populacao, o processo de reabilitacdo e a pesquisa cientifica.

Apesar dos resultados positivos da LBI nos mecanismos antinflamatérios e na
hipernocicep¢do demonstrados, existem limitagOes neste estudo que se atendidas, podem
responder questdes importantes, como: a agdo da LBI em AR nos receptores das citocinas (IL-
1B, IL-6, TNF-a), em NF-«f, fatores de quimiotaxia para neutrofilos (CINC-1),
Mieloperoxidase (MPQO), Cox 1 e 2.
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8 ANEXO A
O estudo intitulado “Anlalysis of Photobiostimulation effects on Inflammation and
Hyperalgesia in acute phase of experimental Rheumatoid Arthritis in rats” foi submetido a

publicacdo na revista Osteoarthritis and Cartilage.
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ANLALYSIS OF PHOTOBIOSTIMULATION EFFECTS ON INFLAMMATION AND
HYPERALGESIA IN ACUTE PHASE OF EXPERIMENTAL RHEUMATOID
ARTHRITIS IN RATS.

ABSTRACT

This experimental research had as its objective analyse the effects of Photobiostimation
(PBM) in the acute phase of experimental RA in terms of nociception, number of
inflammatory cells, and expression of inflammatory mediators (TNF-a, IL-6, I1L-10),
therapeutic targets of therapy with cytokine inhibitors. Forty-nine male Wistar rats were
randomly distributed in 3 groups: 7 animals in the control group, 21 in Rheumatoid Arthritis
group (RA) and 21 in treated group (RA-LLLT). Each group was evaluated in 3 distinct
experimental periods (6, 24 and 48 hours). For the reproduction of the injury the animals were
submitted to na Antigen-induced arthritis (AlA) with methylated bovine serum albumin
(mBSA) by two inductions: the first one consisted in a subcutaneous infiltration and the
second one was an intrajoint induction. After the joint induction, the treatment on the RA-
LLLT group began with: wave length of A 808 nm, output of 50 mW, area of the beam
0,028cm?, final dose of 2J and time of 40s by point. At the end of each experimental period,
the animals were submitted to an evaluation of their nociception, followed by the extraction of
joint lavage and cartilage, which were sent for analysis of the total count and differential cells,
and for protein expression of the inflammatory mediators described. The results demonstrate
biomodulation in the expression of neutrophils and macrophages amongst the RA and RA-
LLLT (p<0,001) at 6 and 48h, as well as the cytokine IL-6 in all experimental times,
contributing to the attenuation of hyperalgesia into control levels.

INTRODUCTION

Rheumatoid arthritis (RA) is an autoimmune disease that results in chronic, progressive
inflammatory disorders of the joints and surrounding tissues, finally leading to irreversible
joint damage. Diseases of the joints, such as RA and osteoarthritis, are characterized by
elevated levels of proinflammatory cytokines in the joints. (1, 2,3)

Cytokines regulate a broad range of inflammatory processes that are involved in the
pathogenesis of rheumatoid arthritis. In rheumatoid joints, it is well known that an imbalance
between pro- and anti-inflammatory cytokine activities induces autoimmune functions,
chronic inflammation, and thereby leads to joint damage. (4)

It is widely believed that changes in the concentration of inflammatory cytokines, amongst
which is interleukin-6 (IL-6) which has received much attention, are related to RA processes.
Growing evidence has indicated that IL-6 is present at very high levels in the serum and
synovial fluid of patients with RA, and increased IL-6 levels acelerate the recruitment of
inflammatory cells into the tissues and aggravates joint deterioration (1)

The infiltration and activation of monocyte/macrophages in the synovial joints is important in

the pathogenesis of inflammatory joint diseases such as rheumatoid arthritis (RA). The
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activated macrophages play a key role in the progression and regression of the inflammatory
processes by secreting various cytokines, growth factors, and proteases. (5) Of the cytokines
fundamental for the pathogenesis of joint inflammation and damage the most important is
TNFa (tumor necrosis factor-a), a primary cytokine of the cascade, which regulates
production of other pro-inflammatory cytokines in the rheumatoid synovial tissue. TNFa is
mostly produced by activated macrophages but it is also expressed by neutrophils, NK-cells,
endothelial cells, and activated lymphocytes. (6)

The proinflammatory cytokines TNF-o and IL-6 not only promote and maintain
inflammation, but also contribute to the generation and maintenance of inflammatory pain by
acting at nociceptive nerve cells. A large proportion of dorsal root ganglion neurons express
TNF receptors and receptor units for stimulation with IL-6. In addition, TNF and IL-6
sensitize joint nociceptors for mechanical stimulation, and thus directly contribute to
mechanical hyperalgesia, i.e., pain upon movement and pressure. The neutralization of TNF
causes a rapid decrease in mechanical hyperalgesia in inflammation models and in patients
with RA. (7, 8).

Persistent pain is a major symptom of arthritis such as human rheumatoid arthritis.
Inflammatory pain is caused by the activation and sensitization of primary afferent
nociceptive neurons (‘pain fibres') supplying the tissue (peripheral sensitization), and through
the activation and sensitization of nociceptive neurons in the central nervous system (central
sensitization). After sensitization, nociceptive neurons respond more strongly to mechanical
and thermal stimulation of the tissue, and their activation threshold is lowered (9).

In synovial fluid (SF) of the rheumatoid joint, the most abundant cells by far are neutrophils,
which comprise as much as 80% of all infiltrating cells, and are present in high numbers at
sites of bone deterioration. (10) The expression profiles of PMN-derived cytokines are similar
to those of monocytes/macrophages, major specialized phagocytes. Like monocytes, PMNs
are able to secrete proinflammatory cytokines. (11)

In the last decade, anti-TNF-a agents have been launched and licensed as the first biological
therapies for rheumatoid arthritis in clinical trials. Accordingly, TNF-o. has become a
promising target for drug screening and treatment strategies. (12) In effect, the TNF-a
blocker, alone or in combination with other drugs, shows a marked inhibition of arthritis and
delays joint deterioration. However, even so, the application of anti-TNF-o. monoclonal
antibodies is hindered by the risk of injection site reactions, infusional reactions, or infections.
(13)
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Accordingly, the search for therapies that reduce the expression of pro-inflammatory
cytokines withoutproducing major side effects has meant that photobioestimulation (PBM) by
means of lasers has assumed a prominent place in this scenario. It has been essential for the
reduction of cytokine expression in various clinical conditions and experiments into pain and
inflammation.

The term LASER means Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation. The laser
was developed in the 1960s, and is light with special proprieties including monochromaticity
and low divergence. (14) The red or near-infrared photons are absorbed in cytochrome and
oxidase (unit IV of the mitochondrial respiratory chain), thereby increasing mitochondrial
respiration and ATP production, and initiating signaling pathways mediated by reactive
oxygen species, nitric oxide, and cyclic AMP, ultimately leading to activation of several
transcription factors.(15) There is strong evidence for the efficacy of low level laser therapy
(LLLT) in anti-inflammatory effects (16,17,18), in inflammatory cell infiltration reductions
(19,20,21), in pain reduction (22,23), and in the reduction of levels of inflammatory
cytokines such as IL-1, IL-6, and TNF-a. (24, 25, 26).

Assuming that increased expression of pro-inflammatory cytokines is largely responsible for
outbreaks of various harmful events in RA, amongst these, bone and joint cartilage
degeneration, and with its being intimately connected with the main symptom of this disease,
pain, phothoterapy by low intensity laser has proven effective in reducing cytokine levels and
accordingly, pain. This study aimed to verify the low-intensity laser action on cytokines TNF
- alpha, IL-6 and IL-10, mechanical hyperalgesia as well as macrofages, neutrophils, and

lymphocytes in the synovial fluid and joint tissue of an experimental model of RA in rats.

MATERIALS AND METHOD

Experimental Animals

The experimental protocol was approved by our local ethics committee (AN 0020/2014) that
follows the guidelines of the Brazilian College of Animal Experimentation. A total of 49 male
Wistar rats were used for the study. Rats weighting 250-280 g were housed in cages with free
access to a standard laboratory diet and drinking water. Animals were kept in a 12:12-h light—
dark cycle in a temperature-controlled room. All experiments were designed to minimize

animal suffering and to use the minimum number necessary for valid statistical evaluation.

Experimental groups
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The animals were randomly distributed into 2 experimental groups of 21 animals each: The
injury group (RA), received induction but did not receive any treatment; and the low level
laser therapy group (RA-LLLT) was treated with LLLT at 2J. The control group (control) of 7
animals did not receive any kind of intervention. All the groups were evaluated 6, 24, and 48

hours post injury (five animals per group, at each experimental time point).

The animals from the RA and RA-LLLT groups were anesthetized before each infiltration of
the inductive substance for the lesion, with a mixture of Ketamine (10%) and Xilasina (2%),
in a dose of 87 and 13 mg/Kkg, via the peritoneum.

After the anesthetic procedure was realized, a subcutaneous infiltration on the dorsal of each
animal using 500 pg mBSA diluted in a solution of 100 pL of CFA, and 100pL of PBS was
given. This procedure is used to produce an autoimmune reaction, and was repeated weekly
for 21 days (3 weeks). On the 28" day (fourth week) an intra-joint induction with 10 pg of
mBSA diluted in 10puL PBS was given after the anesthetic procedure, in the joint space of the
right hind paw of each animal. (27). After the joint induction, the treatment on the LBI group
began, as well as the euthanasia of each group at the correct experimental times.

Low-level laser therapy

The LLLT device used was an Aluminium Gallium Arsenide (GaAlAs), a DMC® brand (Sao
Carlos / SP, Brazil) Model Photon Laser I1l. The animal was lightly immobilized during the
treatment period/irradiation. The application was performed by a transcutaneous point
method, manually irradiating the animal at an angle of 90° in relation to the area of the knee

joint. The parameters are presented in Table 1.

Phototherapy Parameters

Laser Output Frequency Continuous
Power Output 50 mW
Power Density 1,78 W/cm?
Spot Area 0,028 cm?
Number of points 2

Method Transcutaneo
Energy per point 2]
Treatment Time per Point 40s

Energy Density per Point 71,2 Jlcm?

Total Energy Delivered 4]
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Irradiation

Laser irradiation was applied transcutaneously at two points: medial and lateral compartments
of knee joint. Laser irradiation was performed 6h, 24h, and 48h after the induction, on the
right knee. Animals were immobilized by means of grip and were irradiated at an angle of 90°

to the surface of the tissue.

Von Frey Test

Based on the method described by Cunha et al. (2008) (28). it was performed before the
randomization of the three experimental groups, and during periods: 6, 24, and 48 hours.

For this evaluation, the animals were placed individually in transparent acrylic cages,
supported on a platform with a knockout background, to allow access to the plantar surface.
Cages were initially used for an hour, during the 3 days prior to experimentation. On the test
day, animals were placed in the cage 20 minutes before the start of each measurement.

To carry out the assessment of hyperalgesia a digital analgesymeter device (Insight Ltd;
Ribeirdo Preto / Sp, Brazil) with transducer capacity of 0.1 - 1000 grams, and a reaction time
of 1ms was used. The evaluation consists of a pressure transducer connected to a digital
counter, calibrated to measure force in grams. The contact pressure transducer on the area of
the plantar surface was carried out using a disposable polypropylene tip, 0.5 mm in diameter,
attached to the pressure transducer tip.

An experienced and trained examiner applied the tip perpendicularly, with linearly increasing
pressure on the mouse's plantar surface, from the platform to the leaked bottom, until the
animal responded by withdrawing its paw.

For this evaluation three measurements were taken per animal only on the left hind leg. The
arithmetic average of the three measurements was derived for statistical analysis. The room in
which these procedures were carried out, had no sound disturbance to affect the animals, and

only the examiner responsible for the evaluation was present.

Euthanasia

At the end of each trial period after 6, 24, and 48 hours, the animals were identified, weighed,
and subsequently euthanized by administering, a 100mg / kg (DL) dose of Thiopental
(THIOPENTAX - Cristalia) of intraperitoneally, associated with lidocaine 10 mg / ml
(Xylestesin - Cristalia). The articular cavity was washed with 1 ml physiologic serum in the

knee space, with the material being immediately centrifuged at 1,500 rpm/5 minutes, as
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previously described, and the supernatant was stored at -80°C for analysis of inflammatory
mediators. The knee tissue was then removed and stored in a freezer at -80°C for the ELISA

and Western Blotting studies to be subsequently carried out.

Total and differentiated cell counts

The articular synovium was washed by injecting 200 ul phosphate-buffered saline (PBS) in
the joint cavity, allowing the recovery a of a large quantity of washed material (usually
around 20 to 30 pl). The recovered lavage was centrifuged at 1,500 rpm for 5 minutes, and the
cell pellet was suspended in 200 ul PBS. Total cells were then counted in a hemocytometer
(Neubauer chamber, 10 pl; diluting solution, Turk’s solution 1:5). The remaining articular
material was washed thoroughly and used for the differential cell count (neutrophils,
macrophages, and lymphocytes). For this counting, the washed joint was processed in a
cytocentrifuge (Eppendorf, Hamburg, Germany) at 450 rpm for 6 minutes, and the slides
containing the cell pellet were stained with Diff-Quick. As shown in previous studies, 300

cells were counted on each slide (29).

Analysis of protein expression ELISA of IL-6, IL-10, and TNF-a

A IL-6, IL10, and TNF-a Kit was used as per the manufacturer’s instructions (R&D Systems,
Minneapolis, MN, USA). Briefly, 96-well plates were coated with 100 pL of the monoclonal
antibodies specific for the cytokines, anti-IL-6, IL-10, and TNF-a, that were diluted in a
sodium carbonate buffer (0.1 M, pH 9.6), and the plates were incubated at 4 °C for 18 h. To
block the plates, they were washed four times with phosphate-buffered saline containing 0.05
% Tween 20 (PBST), then filled with blocking solution containing 3% gelatin in PBST
(Sigma, St. Louis,MO, USA) (300 pL/well) and incubated at 37 °C for 3 h before being
subjected to a new washing cycle. Next, 100 uL of the appropriately diluted samples or
recombinant cytokine, was added.

The reaction was visualized by adding 3,3',5,5' tetramethylbenzidine solution (100 pL/well),
followed by the addition of 2 N sulfuric acid (50 pL/well) to halt the reaction. The plates were
read using a Spectrum Max Plus 384 spectrophotometer (Sunnyvale, CA, USA) at a
wavelength of 450 nm with correction at 570 nm. The concentrations of the cytokines in the
samples were calculated according to the standard curves obtained from the recombinant

cytokines.
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Statistical Analysis

For the molecular analysis, the data was tabulated using Microsoft Excel 2007 software and
initially assessed for normality using the Shapiro-Wilk test. Since a normal distribution was
observed, a Two-way ANOVA with Bonferroni post hoc test was used for comparisons
between experimental groups. All of the data is expressed as mean and standard deviation
values. The GraphPad Prism 5 Software program (GraphPad Software Inc., San Diego, CA,
USA) was used. Significant differences from the null hypothesis were considered to exist

when p <0.05.

RESULTS

Diferential Cell Counting (6 hours)

Data obtained from the differential cell count was submitted to statistical, two-way ANOVA
testing followed by Bonferroni post hoc test, for comparison 6 hours after the establishment
of the lesion (RA). With the statistical crossing of the differential macrophage count when
comparing the control group (16.0 = 1.5) with the RA (3.0 £ 0.5) and the RA-LLLT group
(25.0 = 3.0), using the Bonferroni post hoc test, (p<0.001) was obtained, while in comparisons
between the RA group and the RA-LLLT group using the Bonferroni post hoc test, (p<0.001).
The results for neutrophil counting was also obtained, crossing the control group (39,0+ 4,0)
with the RA group (79,0£6,8) using the Bonferroni post hoc test (p<0.001), and with RA-
LLLT group (47,0 £ 3,7), (p<0.01), in comparison between the groups with RA and RA-
LLLT, (p<0.001) was obtained. A further lymphocyte count was carried out, which, in
comparing the control group (45,0+ 3,9) with the RA group (19,0+2,0) and the RA-LLLT
group (28,0 £ 2,1), using the Boferroni post hoc test obtained (p<0.001), while in comparing
between the RA group and the RA-LLLT group, (p<0.001) was also obtained using the
Boferroni post hoc test. (Fig. 1A).

Diferential Cell Counting (24 hours)

The data obtained for the differntial cell count was submitted to a two-way, ANOVA
statistical test, followed by a Boferroni post hoc test, for comparision at 24 hours after the
establishment of the lesion (RA). With the statistical crossing of the differential macrophage
count, when comparing the control group (16.0 £ 1.5) with RA group (22.0 £ 2.5), (p<0.05)
was obtained, and in the comparison between the control group and RA-LLLT (76.0 £ 6.2),
using the Boferroni post hoc test, (p<0.001) is obtained, while in the comparison between the

RA groups and RA-LLLT group, using the Boferroni post hoc test, (p<0.001) was also
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obtained. In the results for neutrophils, also submitted to the same statistical analysis, when
comparing the control group (39.0 + 4.0) with the RA group (60.0 = 4.5) using the post hoc
Boferroni test, (p<0.001) was obtained, and with the RA-LLLT group (13.0 £ 2.0), (p<0.001).
In a comparison between the RA group and the RA-LLLT group (p<0.001) was obtained. For
the lymphocyte count, when comparing the control group (45,0« 3,9) with the RA group (18.0
+ 2.0) and the RA-LLLT (11.0 £ 1.5), the Boferroni post hoc test was also realized, obtaining
(p<0.001), while in the comparison between the RA group and RA-LLLT group, (p<0.001)

was also obtained using the Boferroni post hoc test (Fig.1B).
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Fig. 1. Analysis of joint wash with diferential cell counting realyzed in cytocentrifuge preparations stained with
Diff-Quik, for macrophages, lymphocytes and neutrophils. ** p <0,01 *** p <0,001 for the Bonferroni post hoc
test when compared to control group. ### p <0,001 for the Bonferroni post hoc test when compared to RA
group. Data shown are the mean + standard deviation. A: 6 hours after RA induction; B: 24 hours after RA
induction; C: 48 hours after RA induction.

Diferential Cell Counting (48 hours)
Data obtained from the differential cell count was submitted to two-way statistical ANOVA

testing, followed by the Boferroni post hoc test for comparison 48 hours after the
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establishment of the lesion (RA). With the statistical crossing of the differntial macrophage
count, when comparing the control group (16.0 £ 1.5) with the RA group (71.0 £ 6.7) and the
RA-LLLT group (54.0 + 4.5) using the Boferroni post hoc test, (p<0.001) was obtained. In the
results for the neutrophils, also submitted to the same statistical analysis, when comparing the
the control group (39.0 + 4.0) with the RA group (3.0 £ 0.4) and with the RA-LLLT group
(2.0 = 0.1), using the Boferroni post hoc test, (p<0.001) was obtained, while in the
comparison between the groups RA and RA-LLLT, (p>0.05) was obtained, that is to say, no
difference was observed between the groups. A further lymphocyte count was carried out
which, when comparing the control group (45.0 + 3.9) with the RA group (26,0+2,1) using
the Boferroni post hoc test, (p<0.001) was obtained, and in comparing the control group with
the RA-LLLT group (44.0 = 3.9) (p>0.05) was obtained, that is to say, no difference was
observed between the groups. In comparing between the groups with RA and the group RA-

LLLT, (p<0.001) was also obtained using the Boferroni post hoc test (Fig.1C).

Analysis of Protein Expression (ELISA)

Protein expression of 1L-6

In the comparison of protein expression of interleukin-6 (IL-6), using the Bonferroni post hoc
test, we observe: in the analysis of the 6 hours experimental period between the control group
(121.30+ 24.76 pg/ml) and the RA group (181.00 + 26.5 pg/ml) a statistical difference of
(p<0.001), while comparing the control group with the RA-LLLT group (128.50+25.64
pg/ml) a statistical difference was not found. In the comparison between the RA and RA-
LLLT groups, a statistical difference of (p<0.001) was observed. In the 24 hours analysis after
the lesion, between the control group (121.30+ 24.76 pg/ml) and the RA groups (224.80 *
31.2 pg/ml) a statistical difference of (p<0.001) was observed, while when comparing the
control group with the RA-LLLT (142.63 £21.70 pg/ml) group, no statistical difference was
observed (p>0.05). In comparison between the RA groups and RA-LLLT groups a statistical
difference of (p<0.001) was observed. In the 48 hours comparison between the control group
(121.30%+ 24.76 pg/ml) and the RA groups (255.89 + 33.3 pg/ml) a (p<0.001) statistical
difference was observed, while in comparing the control group with the RA-LLLT group
(147.91 £ 22.80 pg/ml), no statistical differnce was found (p>0.05). In comparing between the
RA and RA-LLLT groups a statistical difference of (p<0.001) was observed (Fig. 2).
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Fig. 2: Comparison of mean and standard deviation for interleukin-6 levels at 6h, 24h and 48h obtained from
joint wash using the enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) in the control group, RA and RA-LLLT. ** p
<0.01; *** p <0.001 for the Bonferroni post hoc test for comparisons with the control group; and ## p <0.01, ###
p <0.001, for the Bonferroni post hoc test for comparisons with the RA group.

Protein Expression of TNF-a

In the statistical analysis of the protein expression of TNF-a using the Bonferroni post hoc
test, we discovered: In the analysis of the 6 hours experimental period, between the control
group (12.26 + 4.4 pg/ml) and the RA groups (27.40x 6.0 pg/ml) a statistical difference of
(p<0.001) was observed, while in comparing the control group with the RA-LLLT (15.48+
4.4 pg/ml), no statistical difference was observed (p>0.05). In the comparison between the
RA and the RA-LLLT group a statistical difference of (p<0.001) was observed. In the
analysis 24 hours after the lesion, between the control group (12.260 + 4.456 pg/ml) and the
RA group (28.12 + 3.2 pg/ml) a statistical difference of (p<0.001) was found, while in
comparing the control group with the RA-LLLT group (17.52 £ 3.0 pg/ml) no statistical
difference (p>0.05) was observed. In the comparison between the RA and the RA-LLLT
groups a statistical difference of (p<0.001) was observed. In the comparision at 48 hours,
between the control group (12.260 = 4.456 pg/ml) and the RA group (31.40+ 5.8pg/ml) a
statistical difference of (p<0.001) was discovered, while in comparing the control group with
the RA-LLLT group (18.3+ 3.4 pg/ml) no statistical difference (p>0.05) was observed. In the
comparison between the RA and RA-LLLT groups a statistical difference of (p<0.001) was
observed (Fig. 3).
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Fig. 3: Comparisons of mean and standard deviation of the TNF-a. levels at 6h, 24h and 48 h obtained from joint
wash using the enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) in the control group, RA and RA-LLLT. *p<0.05;
**p <0.01; ***, p <0.001 for the Bonferroni post hoc test for comparisons with the control group.

Protein expression of 1L-10

In the comparison for protein expression of the interleukin — 10 (IL-10) using the Bonferroni
post hoc test, we found that: In the anslysis of the 6 hours experimental period, between the
control group (137.7+ 19.7 pg/ml) and the RA groups (59.70+ 16.46 pg/ml) and the RA-
LLLT group (93.1 £ 12.3 pg/ml) a statistical difference of (p<0.001) was observed. In the
comparison between the RA and the RA-LLLT groups a statistical difference of (p<0.001)
was discovered. In the 24 hours analysis after the lesion, between the control group (137.7%
19.7 pg/ml) and the RA group (67.34+ 13.0 pg/ml) a statistical difference of (p<0.001) was
observed, while in comparing the control group with the RA-LLLT group (110.0 + 12.9
pg/ml) a statistical difference of (p<0.05) was derived. In the comparison between the RA and
the RA-LLLT groups a statistical difference of (p<0.001) was observed. In the comparison at
48 hours, between the control group (137.7+ 19.7 pg/ml) and the RA group (79.40 £+ 14.6
pg/ml) a statistical difference of (p<0.001) was observed, while in comparing the control
group with the RA-LLLT group (137.0+ 14.0 pg/ml) no statistical difference (p>0.05) was
found. In the comparison between the RA and the RA-LLLT groups a statistical difference of
(p<0.001) was observed (Fig. 4).
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Fig. 4: Comparisons of mean and standard deviation of IL-10 levels at 6h, 24h and 48 h obtained from joint wash
using the enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) in the control group, RA and RA-LLLT. * P <0.05; ***
P <0.001 for the Bonferroni post hoc test for comparison with the control group.

Hyperalgesia evaluation

Hyperalgesia at the 6-hour experimental period mark was significantly different (p < 0.001)
from that observed at Control (34.63 + 0.8 g) in the RA group (17.58 = 0.3 g), RA-LLLT
(19.39 + 0.8 g). The RA group showed a significant difference (p < 0.001) compared to the
RA-LLLT group. Over the experimental period of 24 hours, significant differences were
found (p < 0.001) from the Control (34.63 £ 0.8 g) in the RA group (18.33 = 0.4473 g), RA-
LLLT (£ 0.5399 22.15 g), and significant differences (p < 0.001) were also observed among
the RA group (18.33 + 0.4473 @) and-RA LLLT (22.15 + 0.5399 g). In the experimental
period of 48 hours, significant differences (p < 0.001) from the Control (34.63 + 0.8) were
found in the RA (19.52 + 0.8732 @), and RA-LLLT (29 32 * 0.8565) groups. Significant
differences (p < 0.001) were also observed among the RA, and RA-LLLT (Fig. 5).
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Fig. 5: Comparison of mean and standard deviation of knee hyperalgesia before and after the induction of
rheumatoid arthritis for the control group, RA and RA-LLLT 6h, 24h and 48 hours. * p <0.05; ** P <0.01; *** P
<0.001, by the Bonferroni post hoc test with comparisons against pressure control threshold. # p <0.05; ## P
<0.01 and ### p <0.001 by the Bonferroni post hoc test for comparison against the RA group.
DISCUSSION

This study has as its objective the analysis of the effects of LBI on inflammatory
processes and nociception in an acute RA experimental model, given that in the precocious
stages of the disease there is an activation of inflammatory cells, contributing to persistent
inflammation and degeneration of the joints, as well as producing antibodies and cytokines,
and generating pain and deformity. The literature presents conflicting results, with few studies
directed towards the effects of LBI on nociception. In this sense, our results suggest positive
effects for LBI, in terms of a reduction of the expression of inflammatory cell numbers
(mainly neutrophils), a reduction of the production of pro-inflammatory cytokines, and an
attenuation of hyperalgesia,

The results for the total cell count, show that the group which presents a smaller
number of cells was the Control group, while the greatest number of cells was found in the
RA group, evidencing an intense cellular proliferation in this group. The RA-LLLT group in
their turn, presented a medium number of cells, suggesting that the LLLT was able to
attenuate the migration of inflammatory cells (20).

During the test period of 6 hours a great influx of neutrophils was observed, mainly in the
RA-LLLT group, due to the lesion, and further, the modulating action of the LLLT, which

with only one irradiation diminished the proportion not only of the neutrophils but also of the
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lymphocytes and macrophages. Previous studies from our research group, in an experimental
model for osteoarthritis, showed that LLLT, when applied in the initial stages prevents the
proliferation of inflammatory cells, and in this sense, parameters making use of longer
irradiation timeframes show better results (20).

After 24 hours of lesion, it is noted that the levels of neutrophils continued to be higher,
in such a way that the RA-LLLT group, remained modulating the expression of neutrophils. It
is known that the neutrophils are the most abundant immune cells in lavage from patients with
RA (30) and that various events in RA are associated with its expression, such as: exposure to
immune complexes, to the rheumatoid factor and cytokines, which contribute to the cycle of
chronic inflammation and degeneration of the cartilage (31). In this manner, the modulation of
neutrophil levels through the use of LLLT can attenuate these events.

In the 48 hours after the lesion, we obtained the best results in relation to modulation by
the LLLT of the expression of inflammatory cells, in such a way that in this period, after three
irradiations, the RA-LLLT group reduced the proportion of macrophages and neutrophils to
lower levels than in the control group and still reduced the expression of lymphocytes in
relation to the RA group. This data confirms that reported by Dos Santos, et.al (2014), which
compared two doses (2J and 4J) in an osteoarthritis test model, and also observed a reduction
in the number of neutrophils within the group treated with 2J (the same parameter used in our
study), its best dose. Further, according to these authors, in terms of the differential count of
macrophages, the LLLT was only different from the lesion group, while in our case, the
LLLT produced better results in the experimental periods of 6 and 48 hours, and not only in
comparison with the RA group, but also in relation to the control group (19).

During the three experimental periods, the RA group presented elevated levels of
lymphocytes in relation to the control group, a pattern which corroborated with the data from
the literature, encountering lymphocytes (T and B) already in the precocious stages of the
disease (32).

The pro-inflammatory cytokines, for example IL-1f, IL-6 e TNF-a, have a particular role
in RA pathogenesis, with the latter produced by activated macrophages in the inflamed
synovial membrane, being therapeutic targets in the treatment of the disease in recent years,
for their acting as mediators of diverse RA alterations, such as: induction of the production of
other cytokines, as well as chemokines that attract leukocytes, activation of osteoblasts and
chondrocytes, and the production of PGE2 (7, 33). However, the fact of still not having an
applied intervention for long term patients, its hight cost, and its high risk of infection, are

some of the motives that have justified the maintenance of the DMCD conventions (34, 35).
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In this context, the LLLT fits as a conventional, non-invasive treatment, without adverse
effects and with good results in inflammation and hyperalgesia (36).

Our findings show elevated levels of TNF-a and IL-6 in the RA group in relation to the
control group, which reinforces that the model used is coherent with the literature regarding
the expression of such pro-inflammatory cytokines in the severity and activity of RA (37). In
relation to the effects of LBI, the RA-LLLT group obtained a reduction in the levels of IL-6
across all experimental periods (p<0.01 and p<0.01) in relation to the RA group, and also in
relation to TNF-a levels, however this result did not have a statistical difference.

It is known that LLLT is a widely used tool in recent years for the attenuation of the
expression of pro-inflammatory cytokines (IL-1B, IL-6 and TNF-a, for example) in diverse
tissues and diseases such as in neuromuscular diseases (14, 38, 39), pulmonary (40, 41, 42),
tendon (43), and cartilage (44, 45, 25), in experimental studies (in vivo and in vitro) and
clinical trials (46, 47), findings which match those of our study.

Anti-inflammatory cytokines such as IL-10, in their turn, can be produced by
macrophages and have an important regulating role in defense and homeostasis. In patients
who carry RA, there exists findings pointing as much toward increased levels, as to reductions
in IL-10 in patients carrying the disease in comparison with control individuals, suggesting
that there are unequal levels of production of IL-10 in the disease, but these are insufficient to
contain the effects of the pro-inflammatory cytokines. Therefore, the production of delL-10
can be viable in the control of inflammationn and tissue damage caused by the hyperactivity
of pro-inflammatory cytokines (48, 49, 50).

The results of this study into I1L-10, show increased levels of this cytokine for the RA-
LLLT group in comparison with the RA group, and in its turn, does not present a statistical
difference in relation to the control group during the experimental period of 48 hours,
suggesting that after three irradiations, the RA-LLLT group produces anti-inflammatory
cytokines at normal levels. Other studies making use of LLLT reproduce similar results (51,
52) in different experimental models.

This arsenal of mediators such as pro and anti-inflammatory cytokines involved in RA,
constitute a connection between the cellular lesions and the development of signs and
symptoms of local and systemic inflammation. Amongst such symptoms, the significant and
most frequent in RA is the hypernociception, which directly affects general functioning and
contributes to the social and psychological impact of the disease (53, 54, 55).

The cascade of liberated cytokines constitutes a connection between the lesions and the

liberation of the mediators for primary hypernociception. This concept permits us to
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understand why the inhibition of IL-18 or TNF-a provokes experimental analgesia (by
suppressionn) and clinically (anti-TNT-o therapy) (28, 33). Few studies were encountered
regarding the effect of LLLT in hyperalgesia in RA, in contexts seeking to explain the cellular
and molecular mechanisms involved in the nociception and in the alteration of resultant
behavior. Of these, the clinical articles present themselves as being methodologically
divergent amongst themselves, or as still only presenting subjective data (55, 56). Despite
this, even with few studies showing the efficacy of LLLT, the hypothesis of analgesic action
of LLLT remains, due to its known biological effects, such as the stimulation of the
production of mitochondrial ATP, activating cellular proliferation and transcription factors
(57).

In the results of this study referent to nociception, the RA-LLLT group presented itself as
statistically different only from the RA group. This data suggests that LLLT was able to
modulate hypernociception in RA, after three irradiations to levels similar to the control
group.

Finally, this preclinical study had as its objective the investigation of the action of LLLT
in the initial phases of the experimental model for RA, in the attenuation of the expression of
inflammatory mediators and consequently, hyperalgesia. The results show biomodulation of
LLLT principally in the expression of neutrophils and macrophages between the control and
RA groups, as well as in the cytokines IL-6 and IL-10, contributing directly to the attenuation
of the hyperalgesia.

However, more experimental studies and clinical trials with scientific rigor are necessary,
to elucidate the mechanisms by which the LLLT acts in the modulation of the cellular,

molecular, and hypernociception mechanisms inherent in RA.

Perspectives and Limitations

Despite the positive results demonstrated for LLLT in the anti-inflammatory
mechanisms and in hypernociception, there exist limitations in this study, which if dealt with,
could respond to important questions, such as what the action of LLLT is in RA on the
cytokine receptors (IL-1p, IL-6, TNF-a), in NF k3, and in terms of factors of chemotaxis for
neutrophils (CINC-1), Mieloperoxidase (MPO), and Cox 1 and 2.
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