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RESUMO

A Artrite Reumatoide (AR) é uma doenca cronica inflamatoria, autoimune, sistémica
e progressiva, que leva a destruicao irreversivel da cartilagem e osso. Estudos
experimentais in vivo utilizando a terapia de fotobiomodulagédo tém demonstrado
efeitos positivos sobre a modulagéo do processo inflamatoério. Objetivo: Analisar os
efeitos da terapia por fotobiomodulagcéo na organizacéo celular e das propriedades
mecanicas da cartilagem de joelno em um modelo experimental de Artrite
Reumatoide induzida por colageno tipo Il. Metodologia: Um estudo piloto com 12
animais foi realizado para determinar os parametros de Colageno Il e Adjuvante de
Freund para a indugdo da AR. Na segunda fase do estudo vinte e cinco ratos
machos wistar, foram distribuidos em 5 grupos, CTL (controle), AR (artrite
reumatoide) com 7 dias (AR7) e 14 dias (AR14), além dos grupos tratados com PBM
em 7 dias (AR7+PBM) e 14 dias (AR14+PBM). Para a inducdo da AR, os animais
receberam 2 inje¢des intradérmicas da solucdo indutora da lesdo nos diasOe 7 e
apos 21 dias foi aplicada 32 dose na articulacdo dos joelhos. Para os grupos
tratados, a PBM (808nm; 2J; 50mW) iniciou no dia 21, imediatamente apés a ultima
inducdo. Resultados: Foi observada reducéao da Forca de Ruptura (Fruptura) e da
Deformacao maxima (Dmax) nos grupos com AR, além de alteracdes histologicas
como desorganizacao tecidual e presenca de infiltrado inflamatério. A PBM reduziu
as alteracdes biomecanicas provocadas pela AR e promoveu melhor organizacéo
histoldgica, evitando a progressao da doenca. Conclusao: O modelo de inducao da
AR pelo uso de Colageno Il e Adjuvante de Freund com 12 e 22 inducéo intradérmica
e 32 inducado no joelho foi eficaz na inducdo da AR apresentando sinais clinicos
caracteristicos da doenca. A PBM promoveu melhora nas caracteristicas
morfolégicas e funcionais, reduzindo o impacto na resisténcia da cartilagem e na
organizacao tecidual. A PBM aparece como uma importante terapia no tratamento

da AR com auséncia de efeitos colaterais conhecidos.

Palavras Chaves: Fotobiomodulagdo, Artrite reumatoide, Cartilagem, infiltrado

inflamatorio, propriedades mecanicas.



Abstract

Rheumatoid Arthritis (RA) is a chronic, autoimmune, inflammatory, progressive
disease that leads to irreversible destruction of cartilage and bone. Experimental in
vivo studies using photobiomodulation therapy have demonstrated positive effects
on the modulation of the inflammatory process. Objective: To analyze the effects of
photobiomodulation therapy on cell organization and the mechanical properties of
knee cartilage in an experimental model of Rheumatoid Arthritis induced by type Il
Collagen. Methodology: A pilot study with 12 animals was carried out to determine
the parameters of Collagen Il and Freund's Adjuvant for RA induction. In the second
phase of the study, twenty-five male wistar rats were divided into 5 groups, CTL
(control), RA (rheumatoid arthritis) with 7 days (AR7) and 14 days (AR14), in addition
to the groups treated with PBM in 7 days (AR7 + PBM) and 14 days (AR14 + PBM).
For RA induction, the animals received 2 intradermal injections of the lesion-inducing
solution on days 0 and 7 and after 21 days a 3rd dose was applied to the knee joint.
For the treated groups, PBM (808nm; 2J; 50mW) started on the 21st, immediately
after the last induction. Results: A reduction in Rupture Force (Fracture) and
maximum Deformation (Dmax) was observed in RA groups, in addition to histological
changes such as tissue disorganization and the presence of inflammatory infiltrate.
PBM reduced the biomechanical changes caused by RA and promoted better
histological organization, preventing the progression of the disease. Conclusion: The
model of RA induction using Collagen Il and Freund's Adjuvant with 1st and 2nd
intradermal induction and 3rd knee induction was effective in inducing RA with
clinical signs characteristic of the disease. PBM improved the morphological and
functional characteristics, reducing the impact on cartilage resistance and tissue
organization. PBM appears as an important therapy in the treatment of RA with no
known side effects.

Keywords: Photobiomodulation, Rheumatoid arthritis, Cartilage, Inflammatory

Process, mechanical properties.
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1- Contextualizacao

1.1- Artrite Reumatoide

A Artrite Reumatoide (AR) € uma doenca crénica inflamatéria autoimune
sistémica, e progressiva, que acomete articulagdes sinoviais, preferencialmente a
membrana sinovial de pequenas articulacdes, levando a destruicdo irreversivel
(6ssea e cartilaginosa). Seus principais sintomas sdo dor crbénica, edema, rigidez e
aumento da temperatura local em multiplas articulagbes essas intercorréncias
causam grande impacto na qualidade de vida e produtividade levando a distarbios
do sono e fadiga (-4,

A prevaléncia da AR é de 0,5 a 1% da populacdo mundial, e as mulheres séo
as mais afetadas. A AR pode ocorrer em qualquer idade, embora o aparecimento
seja mais frequente entre os 40 e 50 anos de idade. A etiologia e patogénese da
doenca permanecem desconhecidas ),

De maneira geral a artrite reumatoide acomete grandes e pequenas
articulagbes em associacdo com manifestacdes sistémicas como rigidez matinal,
edema das articulacdes, fadiga e perda de peso. Quando envolve outros 6rgaos, a
morbidade e a gravidade da doenca sdo maiores, podendo diminuir a expectativa
de vida em cinco a dez anos ©. A progressdo da AR, leva a incapacidade para
realizacdo das atividades de vida diaria bem como a profissional, causando impacto
econdmico significativo para o paciente e para a sociedade 7

A susceptibilidade genética, com varios fatores ambientais também
desempenha um papel critico na patogénese desta doenca, ativando o sistema
imune, gerando processos altamente complexos e coordenados, perpetuando
assim uma resposta autoimune (.

A membrana sinovial é o alvo da resposta imune na AR. O revestimento
sinovial normal que envolve a capsula articular de articulacdes diartrodiais é
caracterizado por uma fina camada de células de linhagem fibroblastica,
denominadas sinoviocitos e macrofagos. Com a AR, o revestimento sinovial
expande-se dramaticamente em associacdo com 0 crescimento alterado de
sinoviocitos para formar uma estrutura chamada "pannus". Neste cenario, 0
fibroblasto sinovial na AR se torna destrutivo e produz mediadores que degradam a
cartilagem e articulacoes. Os diferentes fenotipos celulares envolvidos nas

articulacbes (osteoblastos, osteoclastos, condrécitos, macrofagos, células B,



13

Células T) atuam de formas complexas distintas e inter-relacionadas na patogénese
e progressao das lesdes articulares na AR. Erosdo 0ssea subcondral, esclerose e
degradacdo da cartilagem articular sédo caracteristicas centrais das lesdes
articulares na AR e levam a reducéo do espaco articular &),

Entende-se que durante o processo patoldgico primario da AR, que ocorre
apos a ativacdo do sistema imunoldgico, as citocinas e as quimiocinas que séo
abundantes induzem a infiltracdo de imundcitos na sindévia levando a displasia de
sinovidcitos, e a diferenciacdo de osteoclastos (9.

Ainda ocorre o aumento de mediadores catabolicos, incluindo o fator de
necrose tumoral (TNF-a), da interleucina (IL) -1B, e metaloproteinases de matriz
(MMPs). Acredita-se que as citocinas ajudam a perpetuar a inflamagéo cronica na
AR, o TNF-a e a IL-1 sdo fundamentais na inflamacédo e nos danos que ocorrem
nas articulacdes, essas citocinas medeiam a destruicdo de ossos e cartilagens, sdo
responsaveis pela sintese e liberacdo excessiva das MMPs inflamatorias,
prostaglandinas e 6xido nitrico e inibe a producdo de componentes de matriz. Outra
citocina participante desse processo inflamatério na AR € a IL-6, seus niveis
encontram-se elevados no liquido sinovial, esse aumento € responsavel pelo
aumento do recrutamento de células inflamatérias 11-13),

Os autores Goedner et.al. ¥ e Burrage 1 consideram que AR é resultado
da acao auto reativa dos linfocitos T e B, levando a sinovite, infiltracao celular, e a
desorganizacdo de destruicdo e remodelacdo 6ssea. O sistema imunolégico do
corpo desencadeia uma cascata inflamatoria imunolégica autodirigida que culmina
na destruicédo das articulagdes. A patogénese da AR origina-se nos tecidos sinoviais
adjacentes as articulacdes e depois se espalha para a cartilagem.

Portanto o agente causador pode ser disseminado por todo o corpo, incluindo
as articulagdes. Como parte de uma resposta de defesa, os neutroéfilos inflamatorios
migram para o local e acabam degradando os componentes da matriz ao atacarem
0s organismos invasores. Os fragmentos dos componentes da matriz séo liberados
na circulacao, onde estimulam uma resposta autoimune em individuos suscetiveis.
Células do sistema imunolégico auto reativas abrigam as articulagbes e atacam
seus antigenos cognatos. Os macrofagos séo entdo recrutados para as articulacdes

onde eles liberam citocinas inflamatoérias, como IL-1, TNF-a (que exacerba muito
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mais o0 processo inflamatorio), juntamente com IL-6 e IL-8, e varios fatores de

crescimento (15.16),

1.2- Processo de degradacao da cartilagem

A acao das citocinas como IL-1, TNF-q, IL-6 e IL-8 induzem a expressao
das metaloproteinases de matriz (MMPs), sendo estas as responsaveis pela
destruicdo irreversivel da cartilagem, osso e tenddes nas articulacdes. A atividade
das MMP’s é regulada por inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMP’s). Em
condicbes patoldgicas os niveis elevados de MMPs excedem os das TIMP’s
tornando suas ag¢fes ineficientes. Fatores de crescimento na sindvia inflamada
dirigem a proliferacdo de fibroblastos sinoviais residentes, e essas células,
juntamente com os macrofagos recrutados e células imunes, formam uma grande
massa celular chamada pannus. O pannus invade e destréi a cartilagem, tendéo e
0sso0. Outros eventos durante a AR, como a degradacao do colageno, é mediado
principalmente pelas metaloproteinases, que sdo predominantemente responsaveis
pela destruicao do tecido conjuntivo. Mais especificamente, por duas familias dentro
da classe de metaloproteinases, uma desintegrina e metaloproteinase com motivos
de trombospondina (ADAMTS) e as metaloproteinases da matriz (MMPs), sao as
principais mediadoras da destruicdo da cartilagem na AR (15-17),

A cartilagem articular tem estrutura anatdémica Unica, caracterizada por
tecido avascular e aneural altamente estruturado, sua estrutura é lisa para facilitar
0 movimento articular e transmissao de cargas, possui baixa densidade celular e
matriz extracelular muito densa, sua capacidade de regeneracdo é limitada,
podendo levar a perda completa da funcéo articular (1819,

Com o passar do tempo pode ocorrer a erosdo da cartilagem em
determinadas areas, isso diminuird a capacidade biomecanica de distribuicdo de
carga (19),

Sabe-se que a cartilagem é composta principalmente por colageno tipo Il,
junto com o proteoglicano agrecano sao os dois principais alvos da degradacéao,
devido a essa destruicao de colageno Il ocorre a sua substituicao por fibrocartilagem
de colageno tipo | 5.
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Sendo os condrdcitos o unico tipo de células presentes na cartilagem
articular representa 1% do volume da matriz, e sdo responséaveis pela produgéo da
matriz extracelular complexa (MEC), incluindo colageno tipo Il e agrecano 1319,

Portanto o equilibrio adequado dos conteudos de agrecano e colageno
estabelecem a homeostase da cartilagem e desenvolve uma estrutura fisico-
quimica caracteristica para a distribuicdo de cargas e mobilidade. Entretanto,
citocinas como IL-1 e TNF-a, que sao produzidas por sinoviécitos ativados, células
mononucleares ou pela propria cartilagem articular, expressam significativamente a
expressdo do gene da metaloproteinase da matriz (MMP). As citocinas também
neutralizam as vias de sintese compensatéria de condrécitos que sdo necessarias
para restaurar a integridade da matriz extracelular degradada. Entdo a resposta dos
condrécitos as citocinas sdo reduzidas pela sintese irregular de agrecanos,
atrapalhando a integridade estrutural da cartilagem. Embora a AR tenha uma
variedade de causas complexas, a apoptose de condrécitos articulares,
especialmente no estagio avancado, tem sido sugerida como uma das principais

causas de AR (13.20.21)

1.3- Tratamento da Artrite Reumatoide

A AR causa grande impacto econdmico para a sociedade ??. Entre as
doencas autoimunes a AR € uma das mais relatadas, pois tem alta prevaléncia que
pode aumentar com a idade entre homens e mulheres, porém ndo existe um
consenso quando se trata da escolha de um tratamento ideal, o motivo esta
diretamente ligado a falta de evidéncias de qualidade. Estima-se um aumento da
incapacidade, morbidade e mortalidade associadas a AR, visto que existe um
crescimento da populagdo acima de 60 anos de idade 3,

Existe uma preferéncia clinica na escolha do tratamento da AR, muitos
iniciam o tratamento com o uso do Metotrexato na tentativa de reduzir a inflamacéo,
escolhendo o0 medicamento como primeira opgao.

Devida a complexidade e a lentiddo na sua regeneragédo, 0S recursos
utilizados como tratamento para reversdo do quadro de degradacdo néo
apresentam resultados eficientes, por isso novas estratégias sdo necessarias 7).

De acordo com Alves et.al. 0" é possivel encontrar outros tratamentos

capazes de diminuir a degradacao da cartilagem. Efeitos positivos da terapia com
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fotobiomodulacdo tém sido relatados em diversas situacdes clinicas e

experimentais, com bons resultados na modulagao danos articulares.

1.4- Terapia por Fotobiomodulacdo na Artrite Reumatoide

A teoria da emissdo estimulada em 1917 por Albert Einstein deu inicio a
investigacdo das propriedades terapéuticas do laser. Essa teoria se tornou
realidade em 1960, quando Theodore Maiman construiu o primeiro emissor de laser
de Rubi ®4), Basicamente, esse tipo de emissdo ocorre quando um conjunto de
atomos € excitado por um pulso elétrico ou de luz, dando inicio a uma emissao
espontanea de fotons. Essa emissdo quando no eixo de um cilindro em que ha
reflexdo provoca a emissdo de outros fétons idénticos aos incidentes e a partir
desse momento, com a mesma dire¢do, energia e comprimento de onda (5 26.27),

Laser é um acrénimo Light Amplification by Stimulated Emission of
Radiation que quer dizer amplificacdo da luz por emisséo estimulada de radiacao.
Os mecanismos de acdo sobre os tecidos sao atribuidos a capacidade de energia
da luz ser absorvida pelas células @4,

Varios estudos 1729 demonstraram que a terapia de fotobiomodulagdo tem
efeitos bioestimulantes ao nivel celular. O mecanismo de acao ocorre através da
absorcdo de fétons pelos croméforos moleculares especificos atuantes na cadeia
respiratoria mitocondrial, € um efeito da estimulacdo por comprimento de onda
especifico.

Presume-se que a luz tem a capacidade de alterar o metabolismo celular,
devido a absorgéo pela mitocondria e citocromo C oxidase. Inicialmente os efeitos
da interacdo entre o laser e o tecido biolégico podem provocar a liberacdo de
substancias, como a histamina, serotonina, bradicinina. As rea¢des enzimaticas
normais podem ser modificadas, sendo aceleradas ou ainda retardando tais
reacoes 4,

Esses efeitos melhoram a diferenca de potencial elétrico entre o interior e 0
exterior da célula. A biomodulacao de varios processos intracelulares por irradiagéo
com o laser de baixa intensidade tem sido bem estabelecida como o aumento da
respiracdo mitocondrial e sintese de ATP (29-32),

Entende-se que a terapia por fotobiomodulacdo possui a capacidade de

alterar varios processos biolégicos em modelos animais e em humanos,
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estimulando a cicatrizacdo de feridas e a sintese de colageno, promovendo o
processo de regeneracdo do musculo, apoés lesédo, diminui a resposta inflamatoria,
aumenta a neoformac&o de vasos sanguineos na ferida 833,

Essa irradiacdo com energia a laser produz efeitos bioldgicos, bioquimicos,
e fisiologicos e eventos proliferativos em varias enzimas, células, tecidos, 6rgaos e
organismos. A radiacéo a laser tem uma capacidade dependente do comprimento
de onda para alterar o comportamento celular ¢4, Possui propriedades reparadoras,
é considerada uma terapia segura para varias doencas e lesdes 9,

A terapia de fotobiomodulacéo traz varias vantagens no tratamento de muitas
doencas, esse recurso tem sido utilizado no tratamento de tendinopatias, lesdes
musculares, entre outras doencgas, proporcionando um reparo mais rapido do tecido
muscular podendo aliviar sinais clinicos e sintomas. Apresenta efeitos favoraveis na
modulacado do processo inflamatério com resultados relevantes na AR (29:36),

Outro efeito importante do laser de baixa intensidade é a capacidade de
influenciar a biologia ao nivel molecular, celular e tecidual, causando vasodilatagéo,
fator relevante para a inflamacéo articular, pois aumenta o suporte local de oxigénio
e contribui para a migracéo de células imunes G,

O uso dessa terapia foi introduzido aproximadamente a duas décadas atras
como um tratamento n&o invasivo alternativo para a AR 8.

De acordo com os parametros utilizados é possivel haver reducéo da dor,
inflamacédo, bem como a melhora funcional em articulagées reumatoides 9,

Estudos demonstram (529 resultados positivos com uso da terapia por
fotobiomodulacdo em varios eventos que ocorrem na AR como a capacidade de
diminuir o estresse oxidativo, modulacdo de citocinas inflamatérias e das
metaloproteinases.

No estudo de Alves et.al “0 obtiveram como resultado a diminuic&do da dor e
do processo inflamatério em modelo de AR, concluiu-se que o laser de baixa
intensidade com comprimento de onda de 780 nm é capaz de modular a resposta
inflamato6ria em modelo experimental de artrite reumatoide induzida por colageno
considerando a terapia eficaz tanto no estagio inicial quanto no tardio da doenca.

Em uma pesquisa realizada por Lin Zhang et.al “Y, a AR foi induzida em ratos
utilizando o modelo CIA, com objetivo de analisar os efeitos do laser diodo Ga-Al-

As com comprimento de onda de 830 nm, na expressdo génica do receptor de
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guimiocinas CXCR4 e seu ligante CXCL12, bem como sua expressao proteica na
membrana sinovial das articulagbes. Os pesquisadores encontraram como
resultados, a diminuicdo da producao de CXCR4 afetando o processo de transcricdo
em tecidos da membrana sinovial, sugeriu-se que este pode ser um dos
mecanismos moleculares usados para reduzir a inflamacéo e a dor por terapia de
fotobiomodulacédo na AR.

Em recente estudo Issa JPM et.al. 38, com o objetivo de investigar os efeitos
pos laser, mediados por trés comprimentos de onda, (660, 808 e 905 nm) em
modelos pré-clinicos de artrite aguda e crbnica, avaliando biomarcadores clinicos,
histoldgicos e anatdmicos previamente associado a inflamacao e o desenvolvimento
de artrite reumatoide, o grupo induziu em camundongos artrite cronica com BSA e
colageno bovino tipo I, enquanto para artrite aguda foi utilizado Zymosan dissolvido
em solucdo salina. Os animais foram tratados 3 vezes por semana, durante 4
semanas. Baseado nas analises estatisticas, histoldgicas, clinicas e
imunohistoquimicas, os autores concluiram que laser de baixa intensidade pode
promover efeitos anti-inflamatério e analgésicos na AR aguda e crbnica, pode
eliminar sinas clinicos e controlar a reabsor¢éo articular, porém é dependente do
namero de aplicacdes, comprimento de onda, formas de irradiagdo usadas, do
tecido e condicdes de tratamento, o melhor resultado foi nos grupos em que o laser
foi aplicado em dias alternados.

F.P. Carlos et.al. “3 adotou como protocolo o uso de zymosan dissolvido em
solugéo salina para induzir AR em ratos, a solucao foi aplicada na articulacéo do
joelho, os animais desenvolveram uma inflamacao articular aguda, em seguida
foram tratados com terapia de fotobiomodulacdo na 12 e 22 hora imediatamente
apos a inducéo, o comprimento de onda utilizado foi 660 nm, 0 grupo comparou o
tratamento com laser versus dexametasona. Foi avaliado o influxo de leucécitos, a
quantificacdo de concentracdo das interleucinas IL-1 e IL-6, total de fibras de
colageno, e atividade das MMPs 2 e 9. O grupo laser foi avaliado em dois
momentos, apos 6 e 12 horas. Os autores observaram que a radiagéo laser diminuiu
o influxo de leucécitos e a atividade das MMPs 2 e 9, sugerindo menor degradacéo
do colageno e concluiram que o laser fornece efeitos protetores para cartilagem

articular.
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No estudo de Dos Santos et.al. @9, recentemente foi verificado que a terapia
de fotobiomodulacao nas doses de 2 e 4 joules e comprimento de onda de 808 nm,
aplicado em dois pontos na articulacao do joelho de ratos em dias alternados, tem
efeitos benéficos e pode reduzir a peroxidacao lipidica, e aumentar a expressao das
enzimas antioxidantes Superoxido dismutase (SOD), Glutationa Peroxidase (GPx)
e Catalase (CAT) na AR induzida por colageno tipo Il associada ao adjuvante
completo de Freund.

A terapia de fotobiomodulacdo tem sido utilizada para auxiliar diversos
tratamentos devido aos seus efeitos e capacidade anti-inflamatorio, possui
propriedades reparativas e analgésicas, reduz a liberagdo de marcadores
inflamatoérios em diferentes distirbios musculoesquelético. Essa reducéo deve-se a
uma diminuicao inicial do fator de necrose tumoral (TNF-a), seguida da inibicao das
citocinas que estao envolvidas na inflamacéo aguda 449,

E possivel observar que o laser inibe a proliferacéo de células inflamatérias
como IL-1, IL-6 e TNF- a, demonstra ser uma alternativa anti-inflamatéria com
efeitos semelhantes aos anti-inflamatoérios ndo esteroidais (AINES) diminuindo e/ou
inibindo prostaglandina (PGE?2), cicloxigenase 2 (COX-2) e histamina (17:24),

Ainda regula negativamente as MMPs e melhora a producao de colageno
em diferentes tecidos, como cartilagem, musculo, tenddes, ossos e pele. E sugerida
gue laser tenha uma atuacéo no metabolismo neuroldgico, agindo na prevencéo de
processos degenerativos da cartilagem articular, essa terapia pode ser considerada
eficaz na interrupcdo da progressao de doencas, e na melhora do processo
inflamatdrio (“6).

Atualmente, h4 um crescente consenso de que varias citocinas pro-
inflamatorias que sdo produzidas por macréfagos sinoviais estimulados, sdo
parcialmente responsaveis por desencadear as alteracdes morfolégicas que séo
encontradas na cartilagem articular causada por MMPs. A literatura também
mostrou que a supressdo ou diminuicdo dessas citocinas (IL-18 e TNF-a) pode
aumentar a producao de citocinas anti-inflamatérias, como IL-10 @Y,

Recentemente Stancker et.al %), avaliaram os efeitos do laser de baixa
intensidade sozinho e em associacdo com injecao intra-articular de células tronco
mesenquimais, sobre o processo inflamatério em amostras in vivo e in vitro de

osteoartrite, foram analisadas as citocinas inflamatérias, metaloproteinases 1, 2 e
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13, Timps 1 e 2, Colageno Il, o grupo avaliou expressao génica, expressao proteica,
0s autores concluiram que uma combinacdo de PBM e injecdo intra-articular de
células tronco mesenquimais previne modificacdes degenerativas de colageno Il e
modula processos inflamatorios pela diminuicao de citocinas e MMPs em ratos OA.

Independente da doenca e do tecido tratado, os laser de baixa intensidade
tém demonstrado resultados positivos e muito promissores, principalmente quando
se trata de modulacdo do processo inflamatoério, na capacidade de reparacéo
tecidual bem como na diminuicdo de danos articulares. Estudos como de Alves et.al
(47), Hamblin (48), Silva Tomazoni et. al *®, investigaram a acdo do laser sobre o
processo inflamatério em doencas e tecidos diferentes, porém alcancaram
resultados positivos na modulacao da inflamacéo.

Achados na literatura @145 nas mais diversas situagdes clinicas,
comprovam a eficacia do laser de baixa intensidade em modular o processo
inflamatorio, além de ser um tratamento de baixo custo que ndo causa reacdes
adversas. Nesse sentido, considerando o atual panorama de tratamento da AR,
justifica-se, portanto, a proposta de um estudo da acdo da terapia com
fotobiomodulacdo sobre modelo experimental de AR, devido: ao tratamento
conservador ndo atuar na remissao clinica da doenca e produzir efeitos adversos
indesejaveis, ndo apresentar resultados totalmente satisfatérios e por ser um
tratamento de alto custo e ainda, devido aos efeitos positivos da fotobioestimulacao
obtidos por meio do laser de baixa intensidade relatados pela literatura sobre
citocinas inflamatérias em diversos tipos de tecido e modelos experimentais (4749,
bem como a ndo uniformizacédo de uma dosimetria adequada para a utilizacao deste
recurso, por ser um tratamento de baixo custo, sem efeitos colaterais e de facil
acesso. Propbe-se assim, uma alternativa de tratamento ndo-invasiva e sem efeitos

deletérios.
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2- OBJETIVO GERAL

Analisar os efeitos da terapia por fotobiomodulagdo na organizacao
celular e das propriedades mecanicas da cartilagem de joelho em modelo

experimental de Artrite Reumatoide induzida por Colageno Tipo Il.

2.1- Objetivos especificos

Avaliar o modelo experimental de indugcéo da AR pela indugéo transdérmica
seguida de injecéo local, no joelho de ratos utilizando colageno tipo Il e Adjuvante

de Freund na evolucéo da doenca;

Avaliar a forca maxima no momento da ruptura (Fruptura) e a deformacao
méaxima (Dmax) suportada pela cartilagem apds 7 e 14 dias da inducdo da artrite

reumatoide;

Verificar o efeito da terapia com fotobiomodulac&o sobre os valores da forca
maxima (Fruptura) e a deformagcdo maxima (Dmax) suportada pela cartilagem apés

7 e 14 dias da inducéao da artrite reumatoide;

Avaliar as alterac@es histolégicas, como a organizacado celular na cartilagem
do joelho na inducéo da artrite reumatoide e apos o tratamento utilizando terapia

com fotobiomodulacéo.
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3. MATERIAL E METODOS

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal (AN
2063120618— ANEXO 8) da Universidade Nove de Julho (UNINOVE) e os
experimentos foram realizados em conformidade com as diretrizes do Conselho

Nacional para o Controle de Experimentacao Animal (CONCEA).
3.1- Animais de experimentacao

Para o estudo foram utilizados 32 ratos (norvergicos albinus) 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
condicBes controladas de luminosidade e temperatura, com agua e alimentacdo ad

libitum.

3.2- Teste de dose eficaz para um modelo experimental de artrite

reumatoide

Para testar o modelo mais eficaz de AR, foram utilizados 12 animais para um
estudo piloto, distribuidos em 3 grupos com 4 animais cada; os grupos foram
subdividos para testagem de duas concentracdes diferentes de colageno Il. Foram
avaliados os seguintes fatores para a indugéo da artrite: concentracéo de colageno
(2 e 4 mg/ml), e local de administragéo, quantidade e intervalo das indugdes.

Tabela 1. Score clinico de sinais artriticos
1 = eritema e edema leve confinado ao meio das patas, ou articulacdo do
tornozelo.
2 = eritema e edema leve que se estende do tornozelo a pata.
3 = eritema e edema moderado que se estende desde o tornozelo até a
articulagdo metatarsica.

4 = eritema e edema severo envolvendo o tornozelo, patas e dedos.
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De acordo com a analise do indice de Artrite (IA), o edema da articulag&o foi
classificado usando uma escala de 0 a 4 para cada membro, pontuacao entre O e
méaximo de 16 por animal.
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Figura 1. Linha do tempo dos grupos estudados.
Os sinais artriticos das patas foram avaliados diariamente durante 21 dias
apos a ultima inducéo. Foi considerado positivo para AR score clinico = 2.



3.3- GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os animais foram distribuidos aleatoriamente nos seguintes grupos

experimentais:

24

- Grupo controle (CTL): Composto por 05 animais. Nao foi realizado nenhum

procedimento.

- Grupo artrite reumatoide (AR): Realizagéo da inducdo da artrite reumatoide em

10 animais, os animais foram divididos em 2 grupos, nos seguintes tempos

experimentais: 07 dias (AR7) e 14 dias (AR14). Nao receberam nenhum tratamento.

- Grupo AR + terapia com fotobiomodulacdo (AR+PBM): Realizacédo da inducéo

da AR em 10 animais, os animais foram divididos em 2 grupos nos tempos
experimentais de 07 dias (AR7+PBM) e 14 dias (AR14+PBM), o tratamento dos

animais foi realizado com terapia de fotobiomodulacédo, as irradiacbes foram

aplicadas em dias alternados.

Composicao dos grupos experimentais e tempos experimentais

25 animais
Grupoc Grupo AR
Controle total de 10
05 animais animais
07 dias 14 dias
n=0% n=0%

Figura 2. Fluxograma do estudo.

Grupo AR PEM
total de 10
animais

07 dias
n=05

14 dias
n=05%
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3.4- Modelo de artrite induzida por colageno (CIA)

O modelo CIA foi gerado de acordo com o estudo piloto, baseado em estudos
anteriores 259, O colageno tipo Il (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) foi dissolvido
em acido acético a 0,05 M a 4 mg/ ml, a substancia permaneceu a uma temperatura
de 4 ° C durante a noite, no dia seguinte a substancia foi emulsionada em adjuvante
completo de Freund CFA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). Vinte animais foram
anestesiados antes de cada infiltracdo da substancia indutora da lesdo, com uma
mistura de Quetamina (7%) e Xilazina (0,3%), em uma mistura de 2:1 utilizando-se
0,1 ml/100gr por via intraperitoneal. Depois de anestesiados 0s vinte animais foram
posicionados em decubito ventral, cada animal foi imunizado por injecao
intradérmica de 100 ul de colageno tipo Il na base da cauda + 100 pl no dorso, a
primeira inducéo foi realizada no dia 0. Ao sétimo dia o procedimento foi repetido,
0s animais receberam uma segunda dose intradérmica da substancia indutora da
lesdo. Apoés vinte e um dia a segunda inducgdo, foi realizada a ultima inducéo, a
aplicacao foi administrada na articulacdo, com 20 ul da solugcdo, em ambos joelhos

de cada animal.

3.5- Evolucgéo da artrite reumatoide

Os sinais artriticos das patas foram caracterizados por edema e eritema, a
avaliacdo foi diaria durante 21 dias apés a Ultima injecdo da solucéo indutora da
doenca. Para avaliar a incidéncia e a gravidade da artrite, as lesdes nas quatro
patas de cada rato foram classificadas por meio de um sistema de pontuacédo
artritico. A lesao foi classificada usando uma escala de 0 a 4 para cada membro, a
pontuacao foi entre 0 e maximo de 16 por animal. Os escores de gravidade foram
definidos da seguinte forma: 0, sem evidéncia de eritema e edema; 1, eritema e
edema leve confinado ao meio das patas, ou articulagao do tornozelo; 2, eritema e
edema leve que se estende do tornozelo a pata; 3, eritema e edema moderado que
se estende desde o tornozelo até as articulagbes metatarsicas; e 4, eritema e edema
severo envolvendo o tornozelo, patas e dedos. Score clinico = 2 foi considerado

positivo para AR.
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3.6- Tratamento com terapia de fotobiomodulacéo

O tratamento dos animais dos grupos AR+ PBM foi iniciado imediatamente
apos a ultima inducdo. Os animais foram imobilizados por contencgéo e irradiados a
um angulo de 90° @) em relacdo a superficie do tecido com laser por via
transcutanea em dois pontos: medial e lateral, ambos joelhos receberao tratamento.
Os animais do grupo RA PBM foram irradiados em dias alternados durante 20
segundos em cada ponto (total de 40 segundos em cada joelho). Foi utilizado o
Laser da marca DMC® modelo Photon Laser Ill, meio ativo de AsGaAl, poténcia de

50 mW, comprimento de onda de 808 nm.

A dosimetria e parametros estao resumidos na Tabela 2.

Figura 3. Aparelho utilizado para fotobiomodulacéo e local da aplicacdo da PBM.

Tabela 2. Parametros do laser de baixa poténcia utilizados parairradiacdo dos

grupos experimentais.

Comprimento de onda (nm) 808
Meio ativo AsGaAl
Poténcia Média (mW) 50
Feixe de area (cm2) 0.028
Densidade de Poténcia (W/cm2) 1.78
Energia em joules 2
Densidade de energia (J/cm2) 71.4

Tempo por ponto (segundos) 40
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3.7- Eutanasia

Os animais de cada grupo foram pesados, para administracdo de tiopental
(THIOPENTAX - Cristélia) dose de 100mg/kg (DL) e lidocaina 10mg/ml (Xylestesin
- Cristélia), a dose foi administrada por via intraperitoneal, o procedimento de
eutanasia foi imediatamente apds o ultimo dia de tratamento com PBM. O material

coletado foi imediatamente recolhido e armazenado em freezer -80°.

3.8- Analise biomecéanica

Os tecidos cartilaginosos foram testados imediatamente ap6s a remocao
para evitar qualguer influéncia de armazenamento. A cartilagem foi fixada a uma
maquina de ensaio de tracdo universal. O deslocamento da garra foi ajustado para
tensionar levemente a cartilagem. A distancia LO entre as garras foram medidas
antes de cada teste, seu valor médio foi calculado. Para evitar a secagem durante
o teste, a cartilagem foi imersa em uma solucéo isotdénica de NaCl a 0,9% (p / v).

O deslocamento foi controlado apds os ciclos de carga e descarga a uma
velocidade constante de 1 mm / min. Em cada ciclo, o deslocamento maximo
aplicado a cartilagem foi aumentado de 10% de LO e a forga de tragéo F foi liberada
até 0,1 N. A sequéncia foi repetida até a ruptura. O pré-condicionamento mecanico
foi realizado durante os primeiros ciclos do ensaio de compresséo ©b.

A partir do ensaio foi avaliada a forca maxima para a ruptura do tecido, bem
como a deformacdo maxima para o mesmo ponto de ruptura. Na relacao entre Forca
Méaxima e Capacidade de deformacédo, foi calculada a resisténcia do tecido

cartilaginoso.

3.9- Analise Histoldgica:

Preparacdo das secc¢des de cartilagem: Para o processamento histoldgico,
as cartilagens foram fixadas durante 24 horas em formol tamponado a 10% (pH 7,4).
Em seguida, as cartilagens foram desidratadas em solugbes com concentragao

crescente de alcool etilico (70%, 80%, 90%) num periodo de 90 minutos cada,
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passados trés vezes em alcool absoluto e trés vezes em Xilol (Reagen). A
impregnacao e inclusdo em parafina foram efetuadas em duas incubagdes durante
1 hora a 60°C. As cartilagens foram incluidas transversalmente com as por¢des
centrais do fragmento posicionadas mais externamente no bloco. Foram feitos 3
cortes por bloco de 5 ym de espessura no microtomo (Leica RM2125, Nussloch,
Alemanha). Os cortes foram colocados em laminas de microscopia e mantidos em
estufa a 37°C durante 12 horas. Entéo, foi realizada a coloragdo com hematoxilina-
eosina (HE) para exame histoldgico de rotina realizada sob microscopia de luz
convencional (Zeiss Axioplan 2, Alemanha). A andlise qualitativa dos cortes
histologicos corados com HE inclui uma descricdo da presenca de infiltrado
inflamatorio, degradacdo da matriz cartilaginosa, células de condrécitos e grupos

iISOgénicos.

3.10. Anélise Estatistica

Os dados encontrados foram distribuidos normalmente (teste de Shapiro
Wilk), e uma ANOVA de uma via com o teste post hoc de Tukey foi utilizado para
comparacdes entre cada grupo. Todos os dados foram expressos como a média *
desvio padrdo (SD). Foi utilizado programa de software GraphPad Prism 5
(GraphPad Software, San Diego, CA, EUA), e considerado significativo valores para
P <0,05.
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4- RESULTADOS

4.1- Modelo de Inducédo da Artrite Reumatoéide:

O modelo mais indicado para AR experimental no estudo foi com a
concentracdo de 4mg de colageno Il e 3 aplicacbes da solucao indutora da leséo.
O score clinico apresentado foi = 3.12 injegao de 100 pl no Dorso + 100 ul na base
da cauda, da solucao indutora de A, 22 Apos 7 dias receberam novamente injecao
de 100 pl dorso + 100 ul na base da cauda, da solucao indutora de AR., 32 Apés 21

dias, a injecao 20 pl na articulacéo do joelho, da solucéo indutora de AR

Figura 4B: Andlise qualitativa da morfologia do osso subcondral e da cartilagem:
Coloragcao com hematoxilina e eosina (HE). Aumento de 400X.
Limites irregulares entre tecido cartilaginoso e 6sseo. Cartilagem com a

presenca de lacunas vazias sem condroécitos (setas).
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4.2- Analise qualitativa da morfologia da cartilagem articular: Coloracdo com

hematoxilina e eosina (HE)

O grupo controle exibiu caracteristicas morfolégicas normais, como
esperado, foi observado condroécitos distribuidos uniformemente (setas), com
formato arredondado, presenca de matriz celular integra (figuras 5A e 5B).

Nos grupos lesionados apoés 7 dias, foi observado degradacédo das lacunas e
migracdo dos condrdcitos para o intersticio e retracdo celular (setas), indicando
inicio do processo apoptotico (figuras 5C e 5D). Apds 14 dias foi observado efeitos
semelhantes, porém com diminuicdo dos condrdcitos lacunares (setas) que
apresentaram cariblise e auséncia dos grupos isogénicos indicando desorganizacdo
tecidual (figuras 5E e 5F).

Nos grupos tratados com laser infravermelho, foi possivel observar a
permanéncia dos condrécitos nas lacunas (setas), menor grau de desorganizacéo
da matriz extracelular e manutencéo dos grupos isogénicos em 7 dias (figuras 5G e
5H). Apos 14 dias o efeito fotobiomodulatério foi semelhante ao observado em 7
dias, porém com a presenca de condrdcitos nas lacunas (setas) e no espaco

intersticial (figuras 51 e 5J).
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Controle

AR+PBM

o .. ..
o .. . .

Figura 5: Prancha histolégica demonstrando a cartilagem articular do grupo controle
em (A) e (B), artrite reumatoide apés 7 dias em (C) e (D), ap6s 14 dias em (E) e (F),
tratados com laser infravermelho apés 7 dias (G) e (H) e apds 14 dias em () e (J).
Aumento de 400X.

4.3- Propriedades Mecanicas — Teste de Compressao

Apds o0s ensaios ciclicos de compressdo mecanica das cartilagens na
Maquina Universal de Ensaio, foram avaliados Forca Maxima no momento da
ruptura da cartilagem (Fmax) em Newtons e a capacidade de deformacéo até o

momento da ruptura (Dmax) em milimetros.
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A figura (6) representa a For¢ca Maxima no momento da ruptura da cartilagem
nos grupos Controle (CTL e Artrite Reumat6ide em 7 dias (AR7) e 14 dias (AR14)
apos a inducéo da doenca.

Neste grafico, € possivel observar a reducdo significativa de Fmax no grupo
AR14 (130, 31+13), comparado aos grupos CTL (212,09+11) e AR7 (224,45%17).

N&o foi observada alteracdo no grupo AR7 em comparagao ao grupo CTL
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Figura (6): Grafico da Forca Maxima suportada pela cartilagem do joelho até o
momento de ruptura (Fmax) em ensaio ciclico de compressdo. Grupos Controle
Saudavel (CTL) e doente com 7 dias (AR7) e 14 dias (AR14) apés a inducdo da
artrite reumatoide. Média e Desvio Padrao. *** p<0,001 VS CTL.

O gréafico da figura (7) mostra as alteragbes na Forga Maxima no momento
da ruptura da cartilagem e compara o grupo saudavel (CTL) com os grupos com
artrite reumatoide induzida sem tratamento (AR7 e AR14) ou tratados com terapia
por fotobiomodulagéo (AR7+PBM e AR14+PBM).

N&o houve alteracdo de Fmax nos grupos AR7(224,45+17) e AR7+PBM
(203,06+4) quando comparado ao grupo CTL (212,09+11).
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Ambos os grupos AR14 (130,3t13) e AR14+PBM (167,8+10) apresentaram
reducdo de Fmax quando comparados ao grupo CTL (212,09+11). Porém, o grupo
artrite reumatoide tratado com PBM apresentou aumento de Fmax quando

comparado ao grupo doente e sem tratamento (AR14).
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Figura (7). Grafico da Forca Maxima suportada pela cartilagem do joelho até o
momento de ruptura (Fmax) em ensaio ciclico de compressdo. Grupos Controle
Saudavel (CTL) e doente ndo tratados com 7 dias (AR7) e 14 dias (AR14) e tratados
(AR7, AR14) ap6s a inducdo da artrite reumatoide. Média e Desvio Padrdo. ***
p<0,001 VS CTL; # # p<0,01 VS AR14.

Na figura (8) podemos observar as alteracdes da capacidade de deformacao
da cartilagem ap0s 7 e 14 dias da inducdo da artrite reumatoide.

No grafico, o grupo AR7 (1,43+0,08) e o grupo AR14 (1,2+0,09)
apresentaram reducéo de Dmax comparado ao grupo CTL (1,8+0,06).

A reducao da Dmax foi maior no grupo Artrite reumatoide com 14 dias.
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Figura (8): Grafico da Deformacédo Maxima suportada pela cartilagem do joelho até
0 momento de ruptura (Dmax) em ensaio ciclico de compressao. Grupos Controle
Saudavel (CTL) e doente com 7 dias (AR7) e 14 dias (AR14) apés a inducéo da
artrite reumatoide. Média e Desvio Padrao. ** p<0,01 VS CTL e #p<0,05 VS ARY7.

No gréfico da figura (9), foi avaliado a capacidade de deformacdo maxima
até o momento da ruptura da cartilagem (Dmax).

Todos os grupos com artrite reumatoide, com 7 ou 14 dias, tratados ou néao
com PBM, apresentaram reducdo da capacidade de deformacdo, quando
comparados s6 grupo CTL (1,8+0,06). O grupo AR14 (1,2+0,09) apresentou

significativa reducdo de Dmax quando comparado ao grupo AR7 (1,43+0,08).
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Figura (9): Grafico da Deformacdo Maxima suportada pela cartilagem do joelho até

0 momento de ruptura (Dmax) em ensaio ciclico de compressao. Grupos Controle

Saudavel (CTL) e doente ndo tratados com 7 dias (AR7) e 14 dias (AR14) e tratados

(AR7, AR14) apo6s a inducdo da artrite reumatoide. Média e Desvio Padrdo. **8

p<0,001 VS CTL e # #p<0,01 VS ARY7.



36

5- DISCUSSAO

O modelo de artrite reumatoide (AR) induzida por colageno Il em ratos tem
sido de extrema importancia para a compreensao dos mecanismos inflamatérios
nesta doenca ©@). Existe na literatura uma variedade de protocolos para aplicacéo
em modelos experimentais in vivo de AR, alguns utilizando apenas adjuvante
incompleto de Freund, principalmente para analisar a inflamacao na fase aguda,
enguanto outros trabalhos utilizam a associacéo do adjuvante completo de Freund
com colageno Il, podendo assim mimetizar a AR, desenvolvendo um modelo mais
préximo aos eventos ocorridos no humano, contudo a concentracdo ideal de
colageno Il e local da aplicacdo ainda ndo estd bem estabelecida na literatura, onde
sdo encontrados variacdes na dosagem destes compostos (3:29:50.52),

Este trabalho foi realizado em 2 etapas de estudo. A primeira etapa esta
relacionada ao desenvolvimento de um protocolo de indugéo de artrite reumatoide
a partir de modelos experimentais anteriores conhecidos, utilizando tanto colageno
tipo Il como adjuvante de Freund a fim de garantir a manifestacdo de eventos
clinicos mais préximos da doenca em humanos.

Para esta primeira etapa, foi realizado um estudo piloto para garantir um
modelo mais fidedigno, que fosse adequado para analises de alguns eventos na
fase mais tardia da AR. Desta forma, foi utilizado a injecédo de colageno tipo Il com
a concentracdo de 4 mg/ml, com duas aplicagbes intradérmicas no inicio do
experimento e outra injecao apds 21 dias, na articulagéo do joelho. No final desta
primeira série de eventos, conseguimos desenvolver neste estudo um modelo em
gue os sinais como edema nas articulacfes e eritema permaneceram durante todo
o tempo de avaliagdo. Também foi utilizado o indice de Artrite (I1A), para avaliacio
dos sinais de evolugcdo da doenca. Neste caso, 0 edema da articulacdo foi
classificado usando uma escala de 0 a 4 para cada membro, além de uma
pontuacdo com escala de 0 até 16 por animal e foi escolhido animais que
apresentassem score clinico = 3.

Estudos de artrite induzida por colageno (CIA) tém sido vitais para entender

0s mecanismos pré-inflamatérios que contribuem para a doenca 40:53),
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Para Rosloniec et al. 4 a artrite induzida por colageno tipo Il em modelo de
roedores (CIA) é um modelo autoimune amplamente estudado de artrite
reumatoide. Neste modelo, a artrite autoimune é induzida por imunizagdo com
colageno do tipo Il (Cll) emulsionado em adjuvante completo de Freund. Neste
modelo, os primeiros sinais de artrite aparecem aproximadamente 21 a 28 dias ap0os
a imunizacao.

O modelo CIA estabelece claramente uma reagao autoimune que pode levar
a uma poliartrite cronica e destruicdo da cartilagem. E vista como uma ferramenta
valiosa para estudar lesfes inflamatorias nas articulacdes. Esse modelo contribui
para o entendimento da génese da AR humana 9. O modelo apresentado neste
trabalho define que a inducéo da artrite reumatoide pode ser realizada a partir dos
seguintes parametros: 4mg/ml de colageno I, dissolvido em acido acético a 0,05 M
armazenado a uma temperatura de 4 ° C, overnight, emulsionada no dia seguinte

em adjuvante completo de Freund (CFA)

O modelo experimental proposto neste trabalho garante alteracfes tanto
morfolégicas quanto funcionais, indicadas pelas alteracbes apresentadas nos
grupos AR7 e AR14 em que foi observada alteracdo na organizacéo tecidual e
reducdo na resisténcia da cartilagem com progressdo destes sinais quando
comparamos os resultados de 7 e 14 dias do inicio do protocolo experimental. Estas
alteracdes histoldgicas corroboram com os achados de Huh et al, que avaliou a
evolucdo da AR em modelo animal, observando presenca de erosdes teciduais e
destruicdo tanto 6ssea como da cartilaginosa, além do progresso do processo
inflamatorio articular. Neste estudo o autor sugere que quimiocinas também seriam
produzidas pelos condrécitos, difundindo-se na matriz cartilaginosa afetando assim

as células sinoviais na AR (52),

Outros sinais clinicos importantes na avaliacdo da doenca € a presenca de
edema e eritema na regido das articulagbes. Contudo, seria importante avaliar
outros eventos como a hiperalgesia além de informacdes moleculares, como
marcadores de degradacdo de colageno, Metaloproteinases de Matriz e TNF-a, a
fim de compreender as relacdes entre degradacgéo do tecido cartilaginoso com seus

aspectos morfologicos e funcionais.
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A segunda etapa, sera apresentado a evolucdo da artrite reumatoide em 2
tempos experimentais (7 e 14 dias) e o efeito da terapia por fotobiomodulagéo,
usando laser com baixa intensidade e avaliando aspectos biomecéanicos a partir de
ensaios ciclicos de compressao na cartilagem do joelho do animal, além de anélises
morfologicos a partir de imagens histologicas da cartilagem corada com
Hematoxilina e Eosina.

Para esta segunda etapa foi observada que o0s animais com AR
apresentaram reducdo tanto na resisténcia da cartilagem ao teste ciclico de
compressdo como na capacidade de deformacéo da cartilagem, além de alteracéo
histolégicas como desorganizacdo celular e modificagcdo da matriz extracelular. A
terapia por fotobiomodulacéo, usando laser com baixa intensidade no comprimento
de onda de 808nm; 71,4J/cm? e poténcia de 50mW melhorou as propriedades
mecanicas das cartilagens, além de favorecer a organizacédo tecidual neste modelo
experimental de AR.

O ensaio mecanico ciclico de compressao permite avaliar a forca maxima
suportada pela cartilagem até sua ruptura. Este modelo foi adaptado de ensaios
biomecanicos descritos por Marcos et al, 2012 e Almeida-Mattos et al, 2017 em que
foi utilizado ensaios ciclicos de tracdo no tendao e de flexdo em tibia de ratos (559,
Nestes modelos o teste ciclico permite simular a atividade destes tecidos ao esforco
repetitivo. Neste estudo, apds o0s ensaios ciclicos de compressao, o grupo controle
(CTL) suportou cerca de 200N de forca até o momento da ruptura e préximo de
1,8mm de capacidade de deformacéo.

Ao avaliar as imagens histolégicas do grupo CTL, é possivel visualizar
condrocitos distribuidos de maneira uniforme com espaco entre as células, além de
auséncia de infiltrado inflamatério. A organizacdo da matriz também pode ser
observada. Esta distribuicdo celular e organizacdo do tecido cartilaginoso sao
fundamentais para suportar os impactos frequentes impostos pelos movimentos do
corpo neste tecido (13),

Ao analisar os grupos com artrite reumatoide induzida, é possivel observar
uma progressao da doenca quando comparamos as informacdes biomecanicas e
histolégicas nos grupos artrite reumatoide em 7 dias (AR7) comparado ao grupo
artrite reumatoide em 14 dias (AR14). Nao houve diferenca na forca maxima no

momento da ruptura para os grupos (AR7) quando comparado ao grupo CTL,
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contudo a capacidade de deformacao decai conforme a doenca evolui. Neste caso,
a deformacé@o é menor no grupo AR7 e reduz mais ainda no grupo AR14. Neste
altimo grupo é observado também reducao da for¢ca de ruptura.

Da mesma forma, as informacdes histoldégicas mostram um tecido com matriz
extracelular desorganizada, espacos celulares reduzidos e presenca de infiltrado
inflamatorio. A artrite reumatoide é conhecida por ser uma doenca crénica que reduz
significativamente a qualidade da cartilagem. Alguns estudos mostraram que a
progressao da AR esta relacionada com a desorganizacao tecidual e presenca de
infiltrado inflamatdrio 339, Da mesma forma, com a permanéncia do processo
inflamatério, ocorre a degradacdo do tecido devido ao aumento da atividade de
células de defesa (9. Foi evidenciado ainda a presenca de mediadores pro-
inflamatarios no tecido cartilaginoso na AR (10,

Atualmente, as terapias para a artrite reumatoide apresentam resultados
pouco eficientes. O principal tratamento para artrite reumatoide ainda € o
farmacolégico, com o uso de corticoides e medicamentos biolégicos que diminuem
a atividade do TNF-a, porém, os efeitos adversos pelo uso prolongados séo
preocupantes ©7),

Neste estudo utilizamos a terapia por fotobiomodulacdo (PBM) para o
tratamento da artrite reumatoide em modelo experimental induzido em ratos. A
escolha dos parametros de irradiacado (808nm, 2J, 50mW) estdo de acordo com
trabalhos anteriores descritos por Santos et al, 2017 em que foi utilizado parametros
similares para o tratamento de artrite induzida. A preocupacéo pela escolha da
dosimetria no uso de terapias por fotobiomodulacdo é fundamental, uma vez que a
falta de parametros dosimétricos para o uso do laser com baixa intensidade e LEDs
no tratamento da AR pode dificultar seu uso e aceitacdo pelos profissionais de
saude.

Nossos resultados demonstraram que a PBM foi efetiva na melhora da forga
suportada pela cartilagem apos 14 dias da inducdo da AR. Da mesma forma, a PBM
reduziu a progressao da doenca quando avaliamos seu efeito sobre a capacidade
de deformacgédo em 14 dias comparada ao grupo AR14 em que houve a progressao
da doenca. Da mesma forma as informacdes histolégicas mostraram melhor
organizacao celular e manutenc¢do do espaco entre os condroécitos, semelhantes ao

grupo controle (CTL). Estes resultados corroboram com o estudo de Hsieh et al, em
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que foi observado que a terapia por fotobiomodulacdo foi capaz de atenuar a
inflamacgdo da ARG9),

O laser de baixa poténcia tem demonstrado ser eficiente em diferentes
cumprimentos de onda, promovendo a recuperacao tecidual, diminuindo o dor e
reduzindo o processo inflamatério 8, Os resultados positivos estdo presentes em
condi¢cdes musculoesqueléticas e neuropaticas, podendo incluir lesGes tendineas
(59),

Para Naterstad et al. ®9, o mecanismo pelo qual a terapia por
fotobiomodulacdo estimula a producdo de colageno durante o0 processo
regenerativo ndo é claro, mas pode incluir alteracdes na regulacdo dos genes e / ou
modulacdo da acdo das enzimas envolvidas no metabolismo do colageno.

Stancker et. al. atribuiram as MMPs o papel na degradacdo da matriz
extracelular e descreveram as MMPs como responsaveis pelo inicio e progressao
aos danos a cartilagem. Porém quando foi avaliado os efeitos da terapia por
fotobiomodulacao nas citocinas pré-inflamatérias e metaloproteinases de matriz, foi
observado a regulacédo das MMPs 2 e 13, e aumento na expressao de colageno Il
(46), 0 que seria um fator importante para a protecéo da cartilagem.

Vale ressaltar que o presente estudo tem limitacdes, uma vez que, embora
os resultados funcionais e morfolégicos apontem para uma melhora estrutural da
cartilagem articular apés o tratamento por laser com baixa intensidade, este estudo
ndo avaliou a relacdo entre marcadores moleculares, importantes para o
conhecimento dos mecanismos de acao da terapia por fotobiomodulag¢do. Também,
nao foi avaliado e quantificado o colageno tipo Il, bem como a atividade das enzimas
relacionadas a sua degradacdo. Da mesma forma ndo foram descritos os tipos
celulares encontrados no infiltrado inflamatério. Neste caso, o conhecimento das
células presentes na inflamacéao seria fundamental para compreender o estagio da
doenca e a evolugdo da AR neste modelo experimental. Seria importante ainda
avaliar a AR em outros tempos, para saber se a PBM tem influéncia na fase
inflamatoria, na fase proliferativa e na de reparo.

A artrite reumatoide é uma doenca incapacitante que gera impacto na
qualidade de vida do individuo. O tratamento com terapia por fotobiomodulagéo néo
tem reacdes adversas conhecidas para este tipo de doenca e ainda apresenta

eficacia na modulacdo da progressdo da AR. A procura por uma terapia que seja
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eficiente na diminuicdo dos danos provocados pela AR na regido articular e que
reduza os efeitos colaterais provocados pelo uso de farmacos anti-inflamatorios,
ainda é um desafio. Entender e comprovar cientificamente os efeitos da terapia por
fotobiomodulacdo em todas as etapas da AR é fundamental para sua indicacdo e

uso pelos profissionais da area de saude.
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6- CONCLUSAO:

Podemos concluir que o modelo de inducdo da AR pelo uso de Colageno I
e Adjuvante de Freund com 12 e 22 inducéo intradérmica e 32 inducao no joelho foi
eficaz na inducdo da AR apresentando sinais clinicos caracteristicos da doenca. A
terapia por fotobiomodulagdo, (808nm; 2J; 50mW) promoveu melhora nas
caracteristicas morfolégicas e funcionais, reduzindo o impacto na resisténcia da
cartilagem e na organizacao tecidual. A PBM aparece como uma importante terapia

no tratamento da AR com auséncia de efeitos colaterais conhecidos.
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8- Anexos

8.1- Certificado da aprovacdo do comité de experimentacao animal — CEUA
(UNINOVE)

UNINOVE Comisséo de Etica no

. N N N N Uso de Animais
Universidade Nove de Julho

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Analise dos efeitos da terapia com fotobiomodulagdo sobre a atividade de condricitos e
cartilagem articular em modelo de artrite reumatoide in vitro e in vive®, protocolada sob o CEUA n? 2063120618 (o ocoo1w, sob a
responsabilidade de Paulo de Tarso Camillo de Carvalho ¢ equipe; Solange Almeida dos Santos - que envolve a produgaao,
manutencao efou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata {exceto o homem), para fins de pesguisa
cientifica ou ensino - esta de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho
de 2009, bem como com as normas editadas pele Conselho Macional de Controle da Experimentacao Animal {CONCEA), e fol
aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Nove de Julho (CEUA/UNINOVE) na reunido de 12/06/2018.

We certify that the proposal "Analysis of the effects of photobiemodulation therapy on chondrocyte and articular cartilage activity
in rheumatoid arthritis model in vitro and in vivo®, utilizing 51 Heterogenics rats (51 males), protocol number CEUA 2063120618 no
oseoals), under the responsibility of Paule de Tarse Camillo de Carvalho and team; Solange Almeida dos Santos - which involves
the production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human
beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15,
2009, as well as with the rules issued by the Naticnal Council for Control of Animal Experimentation {CONCEA), and was approved
by the Ethic Committee on Animal Use of the Nove de Julho University (CEUA/UNINGOVE) in the meeting of 06/12/2018.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)
Vigéncia da Proposta: de 07/2018 a 12/2019 Area: Cibéncias da Reabilitacio
Origem: Biotério - Unidade Vergueiro

Espécie: Ratos heterogénicos sexo: Machos idade: 4 a 10 semanas N: 51
Linhagem: Wistar Peso: 180a 3004q

Local do experimento: Sala de procedimentos do biotério da Unidade Vergueiro
S0 Paulo, 05 de maio de 2020
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