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RESUMO

A Artrite Reumatoide (AR) € uma doenca crénica inflamatéria, autoimune,
sistémica e progressiva, que leva a destruicdo irreversivel da cartilagem e 0sso.
Estudos experimentais in vivo e in vitro utilizando a terapia por fotobiomodulacao
tém demonstrado efeitos positivos sobre a modulagéo de fatores que causam a
progressao da doenca. O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da terapia
por fotobiomodulagéo no tratamento da Artrite Reumatoide (AR) induzida in vitro
e in vivo, em relacdo aos aspectos celulares, bioquimicos e funcionais. A
Metodologia aplicada na etapa in vitro recuperou condrécitos derivados de
cartilagem com Artrite Reumatoide induzida. Os condrdcitos foram cultivados em
placas de 96 pocos, considerados condrdcitos saudaveis (CD) ou derivados de
cartilagens com AR induzida, nédo tratada (NT) ou tratada com PBM em
diferentes parametros, comprimento de onda 810nm, 2J de energia e 35, 50,
100mW de poténcia e foi avaliada a proliferacédo celular. Na etapa in vivo foram
utilizados 25 ratos machos Wistar, distribuidos em grupos, CTL (controle), AR
(Artrite Reumatoide) e AR + PBM. Para a inducado da AR, foi utilizado 3 injecBes
da solucao (CIA) indutora da lesédo nos dias 0, 7 e apds 21 dias da ultima inducéo.
Para os grupos que receberam tratamento por PBM (808nm; 2J; 100mW) a
irradiacdo iniciou imediatamente apos a ultima inducdo. Foi avaliada a forca
(Fmax) e deformacé&o méaxima (Dmax) suportada pela cartilagem até o momento
da ruptura. E realizada a quantificacdo da expressao génica das Més 2, 9 e 13.
Os resultados da avaliagao da proliferacéo celular, demonstrou que o grupo NT
apresentou reducao da proliferacdo celular apds 48h. Os grupos irradiados com
as poténcias de 35mW e 100mW apresentaram aumento da proliferacéo celular.
Foi observado aumento da proliferacdo dos condrécitos com AR tratados com
PBM e reducdo da Fmax e Dmax nos grupos com AR. A PBM reduziu as
alteracdes biomecanicas provocadas pela AR e a expressdo das MMPs 2,9 e 13
evitando a progressdo da doenca. Conclusédo: A PBM promoveu melhora nas
caracteristicas funcionais e bioquimica, reduzindo o impacto na resisténcia
cartilagem e reducédo da expressao de MMPs. Os comprimentos de onda 810nm
na energia de 2J foram eficientes no aumento da proliferagdo celular e
manutenc¢ao da viabilidade. Sugerindo ser uma importante terapia no tratamento

da artrite reumatoide com auséncia de efeitos colaterais conhecidos.



Palavras Chaves: Fotobiomodulacéo. Artrite Reumatoide.

Metaloproteinases. Condrécitos. Propriedades Mecéanicas.



Abstract

Rheumatoid Arthritis (RA) is a chronic inflammatory, autoimmune,
systemic and progressive disease that leads to irreversible destruction of
cartlage and bone. In vivo and in vitro experimental studies using
photobiomodulation therapy have shown positive effects on the modulation of
factors that cause disease progression. The objective of this work was to evaluate
the effects of photobiomodulation therapy in the treatment of induced
Rheumatoid Arthritis (RA) in vitro and in vivo, in relation to cellular, biochemical
and functional aspects. Methodology applied in the in vitro step recovered
cartilage-derived chondrocytes with induced Rheumatoid Arthritis. Chondrocytes
were cultured in 96-well plates, considered healthy chondrocytes (CD) or derived
from cartilages with induced RA, untreated (NT) or treated with PBM at different
parameters, wavelength 810nm, 2J energy and 35, 50, 100mW of power and cell
proliferation was evaluated. In the in vivo step, 25 male Wistar rats were used,
divided into groups, CTL (control), RA (Rheumatoid Arthritis) and RA + PBM. For
the induction of RA, 3 injections of the lesion-inducing solution (CIA) were used
on days 0, 7 and 21 days after the last induction. For groups that received PBM
treatment (808nm; 2J; 100mW) irradiation started immediately after the last
induction. The strength (Fmax) and maximum deformation (Dmax) supported by
the cartilage until the moment of rupture were evaluated. The quantification of the
gene expression of MMPs 2, 9 and 13 is performed. Results: The results of the
evaluation of cell proliferation showed that the NT group showed a reduction in
cell proliferation after 48 hours. The groups irradiated with powers of 35mW and
100mW showed increased cell proliferation. Increased proliferation of RA
chondrocytes treated with PBM and reduced Fmax and Dmax were observed in
RA groups. PBM reduced the biomechanical changes caused by RA and the
expression of MMPs 2,9 and 13, preventing disease progression. Conclusion:
PBM promoted an improvement in the functional and biochemical characteristics,
reducing the impact on cartilage resistance and reducing the expression of
MMPs. The 810nm wavelengths at 2J energy were efficient in increasing cell
proliferation and maintaining viability. Suggesting that it is an important therapy

in the treatment of rheumatoid arthritis with no known side effects.



Key Words: Photobiomodulation. Rheumatoid Arthritis.
Metalloproteinases. Chondrocytes. Mechanical Properties.
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1. CONTEXTUALIZACAO

1.1 Artrite Reumatoide

A artrite reumatoide (AR), é uma doenca autoimune de etiologia e
patogénese pouco esclarecida, atinge cerca de 0,5 a 1% da populacdo mundial,
€ caracterizada por inflamacdo crénica redicivante. A destruicdo 6ssea e a
degradacéao da cartilagem sao os dois principais componentes do dano articular
caracteristico da AR, € altamente prevalente, causando impacto na qualidade de
vida do individuo, na vida profissional, e prejuizo econémico para sociedade 3.
Embora o aparecimento seja mais frequente entre os 40 e 50 anos de idade a

AR pode ocorrer em qualquer idade 4.

E uma doenca predominante em mulheres, os individuos com AR
apresentam manifestacdes como, rigidez matinal, edema das articulacdes,
fadiga e perda de peso, podendo também resultar em incapacidade funcional,
essa variedade de sintomas causa distlrbios do sono para essa populacgéo.
Inicialmente acomete uma articulagdo, porém com a progressdo da doenca

varias articulacdes podem ser atingidas 2°.

Alguns fatores tais como ambientais, suscetibilidade genética,
imunoldgicos, nutricionais, estresse oxidativo, agentes hormonais, e doencas
infecciosas contribuem para a ocorréncia da doenca. O sistema imune € ativado,
gerando processos altamente complexos e coordenados, perpetuando assim

uma resposta autoimune &°.

Acredita-se que as espécies reativas de oxigénio (EROs) também sédo
fatores de risco e aceleradores de doencas autoimunes, visto que existe uma
estreita relacdo entre o estresse oxidativo e essas doencas. A producdo de
EROs aumenta cinco vezes em pacientes com AR quando comparados a
individuos saudaveis %11, Os radicais livres sdo mensageiros secundarios em
resposta imunolégica celular em AR. A exposicao de células T pode perpetuar a
resposta imune anormal. Os radicais livres podem degradar diretamente a

cartilagem articular, atacando os proteoglicanos e inibindo a sua sintese 1214,
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Pode-se afirmar que o principal sitio inflamatério primério na AR € a
membrana sinovial, mostrando hiperplasia celular. Em condi¢cbes saudaveis, a
membrana sinovial é formada por poucas camadas de células de sinoviécitos
semelhantes a macrofagos (= células do tipo A) e sinoviécitos semelhantes a
fibroblastos (= células do tipo B) 6,

Sabe-se que a face interna da membrana sinovial é delicada e esta em
contato com a cavidade intra-articular, na AR ocorre a invasdo de uma grande
guantidade de células imunes nessa estrutura, levando a proliferacéo celular,
neovascularizacdo e formacdo de foliculos linfoides germinativos. Muitas
citocinas responsaveis por regular a comunicacao celular sdo expressas na
membrana sinovial, estando diretamente envolvidas em processos imunoldgicos
nos casos de AR 8. Mudancas na funcédo das células T e B e uma producéo
anormal de citocinas e anticorpos foram reconhecidas como processos
presentes na AR. O revestimento sinovial expande-se dramaticamente em
associacdo com o crescimento alterado de sinoviocitos para formar uma
estrutura chamada "pannus”. Neste cenario, o fibroblasto sinovial na AR se torna

destrutivo e produz mediadores que degradam a cartilagem e articulacdes 16,

Os diferentes fenoétipos celulares envolvidos nas articulagbes
(osteoblastos, osteoclastos, condrécitos, macréfagos, células B, Células T e
macrofagos) atuam de formas complexas distintas e inter-relacionadas na
patogénese e progressdo das lesdes articulares na AR. Erosdo o6ssea
subcondral, esclerose e degradacdo da cartilagem articular sdo caracteristicas
centrais das les@es articulares na AR e levam a reducdo do espaco articular.
Sinovite e osteite associadas a ativacdo dos osteoclastos e a degradacdo 6ssea
por metaloproteinases de matriz (MMPs) parecem preceder erosdes

visualizadas por ressonancia magnética ou radiografia 1718,

Além da proliferacdo de sinovidcitos, a articulagdo, incluindo o liquido
sinovial, exibe intensa inflamacéao que resulta da interagédo de células B, células
T, macréfagos e neutrofilos, todos operando localmente para produzir citocinas
e outros mediadores pré-inflamatérios 6. Muitas citocinas estdo envolvidas no

processo destrutivo da AR e sédo apontadas como as responsaveis em perpetuar
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a inflamacéao cronica levando a um desequilibrio entre a acdo das citocinas pro-

inflamatdrias sobre as anti-inflamatdrias 19-2%-

Acredita-se que o fator de necrose tumoral (TNF-a) e a interleucina 1 (IL-
1) sejam as citocinas responsaveis pela inflamacéo e dano articular que ocorre
na AR. O TNF- a desempenha um papel principal na cascata de citocinas na AR,
controlando a producéo de IL-1 e outras citocinas pro-inflamatorias, incluindo IL-
6 e IL-8. Em contrapartida a IL-1 n&o induz a expressao de TNF- a, embora afete
a liberacdo de IL-6 e IL-8. Ambas sintetizam e liberam metaloproteinases,
prostaglandinas e 6xido nitrico, e medeiam a destruicdo da cartilagem e 0sso,

devido aos altos niveis dessas citocinas encontradas no fluido sinovial 2°.
1.2 Cartilagem Articular e Condrécitos

A cartilagem articular (CA) € um tecido bem organizado, funcional e
desempenha importante papel na locomo¢do humana, é considerada como
estrutura anatbmica Unica, é avascularizada, possui matriz extracelular (MEC)
densa e regeneracdo limitada 21?2, As células presentes na CA sdo os
condrdcitos, que representam 1% do volume da matriz, e séo responséaveis pela

producédo da MEC, incluindo colageno tipo Il e agrecano 2324,

Possui propriedades biomecéanicas, combinando rigidez a compressao, e
resisténcia ao cisalhamento, a carga € distribuida mantendo baixa friccao e

propriedades de desgaste 2425,

Esse tecido quando esta saudavel € capaz de suportar as cargas impostas

ao longo da vida 2.

Porém no processo de envelhecimento a cartilagem fica mais fina e perde
progressivamente sua integridade fisica e mecéanica em individuos mais velhos

26, A degradacéo da cartilagem é refletida pelo estreitamento do espaco articular
3

Um dos primeiros sinais de degradacdo da CA é o amolecimento e
rugosidade do tecido, isso acontece devido a ruptura da rede de colageno. O

colageno Il junto com o proteoglicano agrecano sdo os dois principais alvos da
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degradacdo 2728, Lesbes da cartilagem articular, sejam traumaticas ou de
degeneracdo, geralmente resultam na formacdo de fibrocartilagem
mecanicamente inferior, devido a fraca resposta de cicatrizacdo intrinseca do
tecido. Quando o colageno Il é destruido, ocorre a substituicdo desse colageno
por uma fibrocartilagem de colageno tipo | que possui propriedades funcionais
diferentes ao do tipo Il 2829,

Nota-se que uma das principais caracteristica da AR € a degradacao
excessiva que leva a perda progressiva de proteinas da matriz e integridade
articular, uma vez destruida a cartilagem ndo pode ser reparada 2230, Os
sinoviécitos contribuem para a producao local de citocinas, que sdo as moléculas
mediadoras de inflamacdo e enzimas proteoliticas que degradam a matriz
extracelular. A sindvia na AR se transforma em um tecido invasivo hiperplasico

repleto de células imunocompetentes 3.

Enquanto os condrdcitos sdo as células arredondadas localizadas nas
lacunas da matriz, responsaveis pela sintese, renovacéao e estabilidade da MEC,
originam de células tronco mesenquimais por meio de uma série de vias de

diferenciagéo 2.

Os condrécitos anabolizam e catabolizam macromoléculas da MEC
enguanto a matriz, por sua vez, mantém um estado de equilibrio dinamico entre

o ambiente celular e a estrutura da cartilagem 32.

Portanto para que ocorra a manutencdo da matriz cartilaginosa é
fundamental a sobrevivéncia dos condrocitos, o numero reduzido dessas células

leva a degeneracdo da CA 33,
1.3 Mediadores inflamatérios na AR

As células e mediadores envolvidos na AR séo variados e atuam desde o
desencadeamento e perpetuacéo da inflamacao articular e dos seus sintomas
até a destruicdo da cartilagem. Diversos estudos indicam que os macroéfagos,
por exemplo, estdo envolvidos na fisiopatologia da inflamacao articular,
produzindo fatores de crescimento tais como o fator de crescimento endotelial

vascular (VEGF) e citocinas inflamatérias como a IL-1B8 e o TNFa, e que as
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citocinas produzidas por macrofagos podem amplificar inflamacdo em

articulagées 34-36,

Em lesdes articulares como a AR, tanto em fases de agudizacdo como
nas fases de remissdo, os neutrofilos também parecem estar envolvidos na
perpetuagdo da inflamacdo, modulando o ténus vascular através da
vasodilatacao e o aumento da permeabilidade vascular e, consequentemente, 0
edema. Atuam ainda na resposta inflamatoria, em adicao a sua capacidade para
apresentar antigenos, secretam citocinas e prostaglandinas, e ainda mediadores
responsaveis pela fase tardia da inflamacao, como espécies reativas de oxigénio
(ROS), o que também culmina na destruicdo da cartilagem articular 36:37,

Na AR, os sinoviécitos e macrofagos produzem citocinas que sao
responsaveis pelos danos nas articulacbes. Elas inibem a sintese de

proteoglicanos e colageno e aumentam sua degradacgéo “.

Também ativam metaloproteinases (MMPs) e colagenases, que sdo
enzimas proteoliticas que levam a destruicdo da cartilagem. As MMPs sao
secretadas por fibroblastos sinoviais e condrdcitos. Sao células especializadas
que residem nas superficies das articulagcdes e sdo 0s principais componentes
da via de destruicdo do tecido da cartilagem. A atividade das MMPs é regulada
para baixo e inibida pelos inibidores teciduais da metaloproteinase (TIMPs). As
MMPs atuam como mediadores principais da reabsorcdo de cartilagem, 0sso,
liguido sinovial e tecido mole adjacente, que ocorre como parte da destruicao
patoldgica do tecido articular, a MMP3, é apontada como a principal enzima
produzida pelos sinoviécitos, seu nivel é significativamente mais alto nos fluidos

sinoviais de AR 2438,

Estima-se que as citocinas pré-inflamatérias, como in IL-1 3, IL-6 e TNF-
a, estimulam as manifestagcdes articulares da AR por meio do aumento da
infiltracdo de células inflamatdrias, particularmente células T, células B e

macréfagos, e erosdo 6ssea *8,

Com a ativacao de células T, o resultado é a producao de autoanticorpos
e liberacdo de TNF-a e IL-6; em consequéncia, ocorre a manifestacao articular
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e extra articular da AR. As citocinas quimiotaticas, denominadas quimiocinas,
gue atraem linfcitos, mondcitos e neutroéfilos, possuem atividade quimiotatica e

desempenham um papel significativo na destrui¢éo do tecido e na sinovite 43,

Para Zhou, R. et. al. 22 existem evidéncias indicando que a IL-6 apresenta
niveis elevados no liquido sinovial em individuos com AR, e esse aumento,
consequentemente leva ao aumento de recrutamento de células inflamatérias
para os tecidos, agravando a destruicao articular. E embora a AR tenha uma
variedade de causas complexas, a apoptose de condrdcitos articulares,
especialmente no estagio avancado, tem sido sugerida como uma das principais
causas de AR.

E segundo Hsieh, et. al. 3 o TNF-a é o principal regulador dominante das

outras citocinas pré-inflamatérias.

De acordo com Smolen, et. al. ° as citocinas e quimiocinas levam a
inducdo e agravamento da resposta inflamatéria quando células endoteliais séo
ativadas e células imunes atraidas para se acumularem no compartimento

sinovial.

1.4 Terapia por Fotobiomodulacao

1.4.1 Caracteristicas gerais

A teoria da emissédo estimulada em 1917 por Albert Einstein deu inicio a
investigacdo das propriedades terapéuticas do laser. Essa teoria se tornou
realidade em 1957, por dois cientistas americanos, Charles Townes e Arthur
Achawlow, e em 1960, com a construcdo do primeiro emissor de laser a Rubi por
Theodore Maiman 2°. A luz do raio laser apresenta propriedades especificas que

se diferenciam da luz incandescente, é uma radiacédo eletromagnética .

Basicamente, esse tipo de emisséo ocorre quando um conjunto de atomos
€ excitado por um pulso elétrico ou de luz, dando inicio a uma emissao
espontanea de fotons. Essa emissao quando no eixo de um cilindro em que ha
reflexdo provoca a emisséo de outros fotons idénticos aos incidentes e a partir

desse momento, com a mesma direcdo, energia e comprimento de onda 4042,
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O Laser (amplificacdo da luz por emissdo estimulada de radiacdo) &
composto por uma cavidade 6ptica ressonante, diferentes tipos de meios ativos,
como solidos, liquidos ou gasosos, nos quais ocorrem processos de geracao de

luz por meio da passagem de uma corrente elétrica 3.

Os fétons dos lasers de baixa intensidade penetram profundamente no
corpo através da pele, masculos, tenddes, ligamentos, nervos e até mesmo

0ss0s, identificam e atingem areas dolorosas e danificados 4.

A interacdo da luz com o tecido depende dos parametros como
comprimento de onda e dose, também das propriedades épticas do tecido 3. A
acdo sobre os tecidos é atribuida a capacidade de energia da luz ser absorvida

pelas células %°.

Diversos estudos 1:39:41.4346.47 re|ataram os efeitos bioestimulantes ao nivel
celular da terapia por fotobiomodulagdo. O mecanismo de agdo ocorre atraves
da absorcdo de fotons pelos cromoforos moleculares especificos atuantes na
cadeia respiratoria mitocondrial, € um efeito da estimulacéo por comprimento de
onda especifico. A biomodulacdo de varios processos intracelulares por
irradiagao com o laser de baixa intensidade tem sido bem estabelecida como o
aumento da respiracdo mitocondrial e sintese de ATP.

Sabe-se que, maioria dos cromoforos celulares estdo localizados na
mitocondria, portanto, a interacdo luz-célula é essencialmente interacdo luz-
mitocondria. A absorcdo de fotons modifica a configuracdo molecular dos
fotorreceptores, a alteracdo € resultante de suas propriedades com a possivel
consequéncia de uma cascata de sinalizacéo. A luz tem a capacidade de alterar
o metabolismo celular, devido a absorcdo pela mitocondria e citocromo C

oxidase 4849,

Quando as células-alvo absorvem os fétons, ocorre uma cascata de
eventos bioquimicos, a energia é incorporada em uma molécula com a finalidade
de aumentar a energia cinética, ativa e desativa enzimas, ou pode alterar as
propriedades fisicas ou quimicas das macromoléculas principais. Com isso a

proliferacdo celular € melhorada. Acontece também uma cascata de efeitos
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metabdlicos com mudancgas fisiologicas que resultam em melhor reparo do

tecido, resolucdo mais rapida da resposta inflamatéria e reducdo da dor 460,

Acredita-se que efeitos derivados de reagfes primarias sdo amplificados
e transmitidos para outras partes da célula, gerando fisiol6gicos, como
alteracdes na permeabilidade da membrana celular levando a mudangas
intracelular nos niveis de calcio, aumento do metabolismo celular, sintese de
DNA e RNA, proliferacdo de fibroblastos, ativacéo de linfocitos T, macréfagos e

mastocitos, aumento da sintese de endorfinas e diminui¢do da bradicinina 3.

Outros efeitos importantes da terapia por fotobiomodulagdo € a
capacidade de vasodilatacdo, fator relevante para a inflamacéo articular, pois
aumenta o suporte local de oxigénio e contribui para a migracdo de células
imunes, possui propriedades reparadoras, € considerada uma terapia segura

para varias doencas e lesGes 51753,

A radiagdo de lasers de baixa intensidade emitida no intervalo do espectro
visivel ao infravermelho proximo ativa os efeitos celulares por trés vias principais,
embora seus efeitos ainda ndo estejam completamente estabelecidos e

compreendidos %

1. O mecanismo fotobioldgico de acao via ativacdo da cadeia respiratoria,
onde os fotorreceptores realizam o controle sobre o nivel de ATP intracelular.

Este evento pode significar uma alteracdo no metabolismo das células.

2. Ativacdo e mudancas na propriedade redox dos componentes da
cadeia respiratéria nas células: a fotoexcitacdo de certos cromoéforos na
molécula citocromo c¢ oxidase influencia a condi¢cdo redox destes centros e,

consequentemente, a taxa de escoamento dos elétrons no interior da molécula.

3. Ativacéo indireta das células via liberacao de mensageiros secundarios
das células ativadas diretamente: moléculas de oxigénio que reagem produzidas
pelos fagocitos, linfocinas e citocinas produzidas através de varias
subpopulacdes de linfcitos, ou ainda, a ndo producdo de macrofagos ou como

um resultado da né&o fotolise da hemoglobulina das células sanguineas.
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1.4.2 Terapia por fotobiomodulacao na AR

A terapia por fotobiomodulagédo (PBM) tem inUmeros beneficios, possui
capacidade de aumentar a microcirculagdo, melhorar o metabolismo tecidual,

ativacdo da angiogénese, regeneracéo de nervos 515255,

Possui efeitos favoraveis na modulacdo do processo inflamatorio,
eficiéncia na reducdo da dor, estimulo na geracdo de colageno, resultados

relevantes na AR 51,

Aproximadamente duas décadas atras a terapia com fotobiomodulacéo foi
introduzida como um tratamento nao invasivo alternativo para a AR. De acordo
com os parametros utilizados € possivel reduzir a dor, inflamacao, bem como

alcancar a melhora funcional em articulagées reumatoides 3856,

Muitos estudos demonstraram .5456-59 resultados promissores com o uso
da PBM em varios eventos da AR, foi possivel comprovar a capacidade dessa
terapia em diminuir o estresse oxidativo, modular as citocinas inflamatorias e
MMPs.

Lin Zhang et.al ¢ realizaram uma pesquisa com o objetivo de avaliar os
efeitos do laser diodo Ga-Al-As com comprimento de onda de 830nm, na
expressao génica do receptor de quimiocinas CXCR4 e seu ligante CXCL12,
bem como sua expressao proteica na membrana sinovial das articulacdes. Para
iISSo 0s pesquisadores desenvolveram AR em animais utilizando o modelo CIA.
Os resultados obtidos pelo grupo foi, a diminuicdo da producdo 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

inflamacé&o e a dor com a terapia por fotobiomodulagéo na AR.

No estudo de Carlos F. P., et. al. ® os autores adotaram protocolo de
inflamacgéo articular aguda, desenvolvida com o uso da substancia zymosan
dissolvida em solucédo salina. O tratamento dos animais com PBM teve inicio
imediatamente apos a indugéo na 12 e 22 hora, o comprimento de onda utilizado
foi 660nm. O tratamento com PBM foi comparado com o uso de dexametasona.

Foi analisado o influxo de leucocitos, a quantificacdo de concentracdo das
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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 radiacao laser diminuiu o influxo de leucdcitos e a atividade
das MMPs 2 e 9, sugerindo menor degradacéo do colageno e concluiram que o
laser fornece efeitos protetores para cartilagem articular.

Alves et.al > concluiram que a PBM é capaz de modular resposta
inflamatoria em modelo experimental AR induzida por colageno, os efeitos do
laser de baixa intensidade, com comprimento de onda de 780nm é eficaz nos

estagios iniciais e tardios da doenca.

Em outra pesquisa realizada por Dos Santos et. al. * 0 modelo de AR foi
desenvolvido com colageno Il dissolvido em acido acético e emulsionado com
Adjuvant Completo de Freund, os animais receberam 2 injecdes intradérmica +
sistémica com a solugéo aplicadas na cauda, e uma terceira injecdo aplicada
diretamente na articulacdo do joelho. Foi verificado que a terapia de
fotobiomodulac&o nas doses de 2 e 4 joules e comprimento de onda de 808nm,
aplicado em dias alternados, reduz a peroxidacdo lipidica, e aumenta a
expressdo das enzimas antioxidantes Superdxido dismutase (SOD), Glutationa
Peroxidase (GPx) e Catalase (CAT) na AR.

Estudos de Neves, M. et. al. 6 utilizaram no estudo uma amostra
composta por 128 ratos. O objetivo foi investigar se o tratamento com PBM e
exercicios fisicos poderiam modular o processo inflamatério e avaliar se o
tratamento iria refletir no retorno da funcionalidade periférica em um modelo de
artrite induzida por adjuvante completo de Freund (CFA) em ratos. Foram
realizadas avaliacbes de incapacidade articular e nocicepcéo. A laserterapia
aumentou o limiar nociceptivo do periodo inflamatorio cronico, teve efeito positivo
na modulacdo do processo inflamatério, reduzindo a migracdo de leucdcitos,
além de auxiliar no retorno da funcionalidade periférica por reduzir a
incapacidade articular em modelo de artrite reumatoide induzida por CFA em

ratos.

Issa JPM et. al. 62 investigaram os efeitos da PBM, com trés comprimentos

de onda, (660, 808 e 905nm) em modelos de artrite aguda e crbnica. Os
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biomarcadores clinicos, histolégicos e anatdmicos previamente associado a
inflamacdo e o desenvolvimento de AR foram avaliados pelo grupo, que
induziram em camundongos artrite crénica com BSA e colageno bovino tipo Il, e
para artrite aguda foi utilizado Zymosan dissolvido em solucdo salina. O
tratamento com PBM teve a duracéo total de 4 semanas. Baseado nas analises
estatisticas, histoldgicas, clinicas e imunohistoquimicas, os autores concluiram
gue PBM pode promover efeitos anti-inflamatorio e analgésicos na AR aguda e
cronica, eliminando sinas clinicos e controlando a reabsorcao articular, porém é
dependente do numero de aplicacbes, comprimento de onda, formas de
irradiacdo usadas, tipo de tecido e condi¢des de tratamento, o melhor resultado

foi nos grupos em que o laser foi aplicado em dias alternados.

Com objetivo de avaliar o perfil de citocinas e células imunes apos a PBM
em modelo de artrite, Dos Anjos et.al 83 desenvolveram artrite em camundongos
C57BL. Foram quantificadas as citocinas por ELISA e os niveis relativos de
citocinas de mMRNA por gRT-PCR realizadas com tornozelo artritico; macrofagos,
células dendriticas, células natural killer, linfécitos CD4 +, CD8 +, Treg e
proteinas coestimuladoras e ainda no linfonodo proximal por citometria de fluxo.
Os dados revelaram diminuicdo em todos os niveis de citocinas apés a PBM e
alteracdo nos niveis relativos de mRNA, dependendo da densidade de energia
utilizada. A PBM aumentou as células imunes analisadas no linfonodo, bem
como a expressdo de proteinas coestimuladoras em macréfagos e células
dendriticas. Treg TCD4 + e TCDS.

1.4.3 Terapia por fotobiomodulacao nos moduladores

inflamatorios

Encontramos na literatura estudos clinicos e experimentais que
apresentam efeitos benéficos do uso da PBM no alivio de sintomas como rigidez
matinal e dor em pacientes com AR. A PBM é uma terapia nao invasiva, possui
propriedades biofisicas e bioldgicas, que séo eficazes na reducdo do processo

inflamatdrio .63,
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E sugerido por Dos Anjos et.al %3 que os efeitos positivos da PBM na AR
estédo relacionados a diminuicdo de prostaglandina (PGEZ2), numero de células

inflamatorias, exsudato de proteina, hemorragia espinhal, hiperemia e necrose.

Observa-se através do uso dessa terapia as alteracdes nos niveis
relativos de mRNA, de citocinas pro e anti-inflamatérias, na reducéo de IL-18, IL-
6 e TNF-a, a PBM acelera a resolugéo por meio da fotobioestimulacéo de células
imunes %3, A inibicdo de ciclooxigenase também é relatada como justificativa para

modulacéo da inflamacé&o pelo uso da PBM ©2,

A PBM ainda é eficaz na modulag&o de outros mediadores inflamatorios,
como CINC-1, VEGF, MMP-3, MMP-9 e TIMP-2, bem como no aumento da
producado de colageno durante as diferentes fases do processo de regeneracao
tecidual, favorece a fase de proliferacéo e remodelacéo . Isso acontece em

tecidos como, cartilagem, musculo, tenddes, ossos e pele ©°.

Varias citocinas proé-inflamatérias que sdo produzidas por macrofagos
sinoviais estimulados, sdo parcialmente responsaveis por desencadear as
alteracdes morfolégicas que sdo encontradas na cartilagem articular causada
por MMPs. A literatura também mostrou que a supressao ou diminuicdo dessas
citocinas (IL-1B8 e TNF-a) pode aumentar a produgdo de citocinas anti-

inflamatdrias, como 1L-10 ©6,

Stancker et.al > pesquisaram a agédo da PBM sozinha e/ou associada a
injecdo intra-articular de células tronco mesenquimais, sobre o processo
inflamat6rio em amostras in vivo e in vitro, realizaram andlises de expressao
génica, expressdo proteica de metaloproteinases 1, 2 e 13, Timps 1 e 2,
Colageno I, os grupos tratados com PBM sozinho ou em combinacéo de injecéo
intra-articular de células tronco mesenquimais, conseguiu prevenir modificacdes
degenerativas de colageno Il e modulou o processo inflamatérios pela

diminuicao de citocinas e MMPs.

Percebe-se através dos estudos que, independentemente da doenca e do
tecido a ser tratado, 0 uso da terapia com fotobiomodulacdo alcanca resultados

positivos e muito promissores, 0s resultados séo evidentes principalmente
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quando se trata de modulagéo do processo inflamatdério, reparagéo tecidual e na
diminuicdo de danos articulares. Os autores Hamblin ¢/, Alves et.al 8 e Silva
Tomazoni et.al ®°, avaliaram a capacidade da PBM em modular o processo
inflamatério em doencas e tecidos diferentes, os pesquisadores encontraram
resultados semelhantes em relacdo ao uso do laser de baixa intensidade no
tratamento da inflamacéo, os resultados foram positivos nos estudos.

Encontra-se na literatura diversos achados %% em situacdes clinicas,
comprovando a eficacia da terapia com fotobiomodulacdo em modular o
processo inflamatorio, reduzir os danos articulares, € um tratamento de baixo
custo. Considerando os tratamentos disponiveis atualmente da AR, justifica-se,
a proposta de um estudo sobre a acéo da terapia com fotobiomodulac&o sobre
modelo experimental de AR, devido: ao tratamento conservador ndo atuar na
remissdo clinica da doenca e produzir efeitos adversos indesejaveis, ndo
apresentar resultados totalmente satisfatorios e por ser um tratamento de alto
custo e ainda, devido aos efeitos positivos da fotobioestimulacdo obtidos por
meio do laser de baixa intensidade relatados pela literatura sobre citocinas
inflamatérias em diversos tipos de tecido e modelos experimentais >, bem
como a nédo uniformizacédo de uma dosimetria adequada para a utilizacédo deste
recurso, por ser um tratamento de baixo custo, sem efeitos colaterais e de facil
acesso. Propfe-se assim, uma alternativa de tratamento ndo-invasiva e sem

efeitos deletérios.
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OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Analisar os efeitos da terapia por fotobiomodulacdo em relacdo a

proliferacdo celular e propriedades mecanicas da cartilagem de joelho em

modelo experimental de Artrite Reumatoide induzida por Colageno Tipo II.

2.2 Objetivo Especifico

Avaliar os efeitos da terapia por fotobiomodulacdo considerando
diferentes poténcias (35, 50 e 100mW) e comprimento de onda de 810nm,
energia de 2J na proliferacdo de condrécitos oriundos de com AR
induzida.

Avaliar o efeito da terapia por fotobiomodulacdo considerando o
comprimento de onda de 808nm, poténcia de 100mW e 2J de energia
sobre a forca maxima (Fmax) e a deformacédo maxima (Dmax) suportada
no momento da ruptura em cartilagens de animais com AR induzida apos
07 e 14 dias da ultima inducao;

Verificar a relagdo da forca maxima (Fmax) e a deformacdo maxima
(Dmax) em cartilagens de animais com AR induzida e tratados com
terapia por fotobiomodulacédo apds 14 da ultima inducéo;

Avaliar o efeito da terapia por fotobiomodulacdo considerando o
comprimento de onda de 808nm, poténcia de 100mW e 2J de energia
sobre os niveis de expressao génica por PCR das metaloproteinases 2, 9
e 13, em cartilagens de animais com artrite reumatoide induzida apés 14

dias da ultima inducéo.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Geral

3.1.1 Animais de experimentacao

Para o estudo (in vivo e in vitro) foram utilizados o total de 37 ratos 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 condi¢cdes controladas de luminosidade e temperatura,

com agua e alimentacéao ad libitum.

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

0 Controle de Experimentagéo Animal (CONCEA).

|
0

IN VITR!
12 animais

[—;I [

]

IN VIVO
25 animais

|
cD AR CTRL AR AR+PBM
6 animais 6 animais 5 animais 10 animais 10 animais
AR7 AR14 AR7+PBM AR14+PBM
S animais 5 animais S animais S animais

Figura 1. Fluxograma do estudo.

3.1.2 Modelo de Artrite Induzida por Colageno (CIA)

O modelo CIA foi gerado baseado em estudos anteriores °. 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 e seis animais foram
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anestesiados antes de cada infiltragdo da substancia indutora da leséo, com uma
mistura de Quetamina (7%) e Xilazina (0,3%), de 2:1 utilizando-se 0,1 ml/100gr
por via intraperitoneal. Depois de anestesiados os animais foram posicionados
em decubito ventral, cada animal foi imunizado por injecdo sistémica +
intradérmica de 100 ul de colageno tipo Il na base da cauda + 100 pl no dorso,
a primeira inducdo foi realizada no dia 0. Ao sétimo dia o procedimento foi
repetido, os animais receberam uma segunda dose da substancia indutora da
lesdo. Apos vinte e um dias da segunda inducao, foi realizada a ultima inducéao,
a aplicacao foi administrada na articulagao, com 20 pl da solugcdo, em ambos os
joelhos de cada animal.

3.1.3 Evolucao da Artrite Reumatoide

Os sinais artriticos das patas foram caracterizados por edema e eritema,
a avaliacao foi diaria apos a ultima injecao da solucédo 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 pontuacdao artritico. A lesédo
foi classificada usando uma escala de 0 a 4 para cada membro, a pontuacéo
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 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 as articulagdes metatarsicas;
e 4, eritema e edema severo envolvendo o tornozelo, patas e dedos. Score

clinico = 2 foi considerado positivo para AR 772,

0 = sem evidéncia de eritema e edema.

1 = eritema e edema leve confinado ao meio das patas, ou articulagdo 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
articulagao metatarsica.

4 = eritema e edema severo envolvendo o tornozelo, patas e dedos.

Quadro 1. Score clinico de sinais artriticos.
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3.1.4 Equipamentos utilizados para terapia por

fotobiomodulacao.

Foram utilizados dois equipamentos para a terapia por fotobiomodulagéo
no estudo, sendo eles, o Laser da marca DMC®, modelo Thera Lase, meio ativo
de AsGaAl, nas poténcias 35, 50 e 100mW e comprimento de onda 810nm no
experimento in vitro e o Laser da marca DMC® modelo Photon Lase Ill, meio
ativo de AsGaAl, poténcia de 100mW e comprimento de onda de 808 nm no

experimento in vivo.

Thera Photon
Comprimento de onda (nm) 810 808
Meio ativo AsGaAl | AsGaAl
Poténcia média (mW) 35-100 | 100
Feixe de area (cm?) 0.028 0.028
Densidade de poténcia (W/cm?) |1.78 1.78
Energia em joules (J) 2 2
Densidade de energia (J/cm?) 71.4 71.4
Tempo por ponto (segundos) 67 - 20 20

Tabela 1. Parametros dos lasers utilizados.

3.2 ETAPA /N VITRO

3.2.1 Experimentacao in vitro

Foram utilizados doze ratos Wistar machos divididos em dois grupos, (CD)
condrdcitos derivados de cartilagem saudaveis e (AR) condrdcitos derivados de
cartilagem com artrite reumatoide, para doacdo de cartilagem e extracdo dos
condrécitos. As células foram obtidas a partir das cartilagens dos joelhos direito

e esquerdo.

Os animais foram distribuidos aleatoriamente nos seguintes grupos

experimentais:
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e Grupo Condrécitos Saudaveis (CD): Composto por 06 animais. Nao foi

realizado nenhum procedimento.

e Grupo Artrite Reumatoide (AR): Composto por 06 animais. Realizacdo da

inducao da Artrite Reumatoide.

3.2.2 Inducao da artrite reumatoide (AR) etapa in vitro

A inducédo da Artrite Reumatoide foi descrita no item 3.1.2. Apos 14 dias
da ultima inducéo, os animais foram eutanasiados com hiperdose de anestésico
associado (Cloridrato de Quetamina e Xilazina) e as cartilagens dos joelhos

foram dissecadas e removidas para cultivo celular.

Inducdo da Artrite Reumatoide e
Recuperac¢ao de Condrdcitos.

Eutanasia 14 dias

12 Indugdo 22 Indugdo 32 Indugido
Dias 0 7 dias 28 dias I 1dia i 14 dias
Inducgdo intradérmica Inducdo intra- Avaliacdo didria do Cultivo celular
e sistémica articulagao indice artritico.

Figura 2. Curso temporal da Inducdo da Artrite Reumatoide e recuperacao de

condrocitos para experimentagao “in vitro”.

3.2.3 Evolucao da artrite reumatoide modelo in vitro

A avaliacdo dos sinais artriticos das patas foi descrita no item 3.1.3.
Score clinico = 2 foi considerado positivo para AR 7172

3.2.4 Extracao e cultivo dos condrécitos

As extracdes dos condrocitos das cartilagens dos animais com Artrite
Reumatoide (AR) foram realizadas ao final da fase da indugcdo, conforme
identificado na Fig. 3, utilizando protocolos previamente estabelecidos por

Gosset et.al. 2 e Chen et.al. 4. Os joelhos foram abertos com bisturi estéril e
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auxilio de pincas. Foi realizada a disseccdo do 0sso e a cartilagem subjacente
foi removida, lavada com PBS (NaCl 140mM; KCI 2,5mM; NaHPO4 8mM;
KH2PO 1,4mM; pH 7,4) para remover o sangue residual e transferida para placa
de petri estéril preenchida com 25 mL de PBS. O PBS foi removido da placa de
petri e adicionado 50 mL de tripsina 0,25% e colocada na incubadora, durante
45 minutos a 37 °C sob agitagdo. A tripsina foi descartada e foi adicionado 50
mL de meio contendo soro (10% de FBS) e a placa de Petri foi submetida a cinco
minutos de incubacgéo. O meio de cultura foi descartado e 40 mL de meio fresco
(com FBS) adicionado. Foi preparada uma solucéo de colagenase: dissolvido 25
mg de colagenase em 10 mL de PBS. O meio de cultura da placa foi descartado
e a solucéo de colagenase adicionada com 100 pL de penicilina/estreptomicina.
A placa com as cartilagens foi tampada e permaneceu na incubadora durante a
noite a 37 °C. A solugcdo com a cartilagem digerida foi transferida da placa de
petri para um tubo falcon e centrifugada a 1.500 RPM (RCF= 367,92 g) por oito
minutos. O sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspendido em 50
mL de solucdo tampdo de lavagem. A contagem de células foi realizada com
trypan blue e determinou-se o numero de células de acordo com a secdo. Em
cada frasco T17 as células foram semeadas (5x106 células) e adicionados 25
mL de meio DMEM (Meio de cultura Dulbecco modificado por EAGLE) com FBS
e penicilina/estreptomicina (100ug/mL de penicilina e 100ug/mL de

estreptomicina). O meio de cultivo foi trocado trés vezes por semana.

Figura 3. Células de Condrocitos. (A - Condrocitos em aumento de 40X e
B — Condrdcitos em aumento de 100X).
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3.2.5 Protocolo experimental para os ensaios in vitro

O subcultivo de condrécitos foi realizado quando a monocamada dessas
células atingiu 90% da etapa de subconfluéncia. A partir desta etapa, o
sobrenadante foi removido e as células lavadas com PBS e tratadas com solucéo
de tripsina 0,25% durante 3 minutos a 37°C para o0 descolamento dos
condrdcitos. As garrafas foram lavadas com meio DMEM inativacdo enzimatica.
A seguir, toda solucéo foi recuperada em tubo falcon e centrifugadas a 1200 rpm
a 20°C por 5 minutos (Centrifuga Excelsa 4-280R, Fanem, Sao Paulo, SP,
Brasil). Foi realizada nova contagem das células em camara de Neubauer,
coradas com azul de Trypan (0,4%) e os ensaios de cultura com viabilidade
maior que 95% foram utilizadas no experimento. As células viaveis foram
transferidas para placa de 96 pocos, 1x104 células/poco e mantidas em uma
estufa por 24 horas, com atmosfera imida de 5% de CO2 a 37°C, para adesao
ao meio. Os pocos foram marcados para diferenciar os grupos. Apés o término
desta etapa, as células foram irradiadas com Laser de Baixa intensidade, nos
parametros indicados na Tabela 1 e descrito no item 3.1.4.

3.2.6 Tratamento por terapia de fotobiomodulacao in vitro

Os condrdcitos foram incluidos em placas de 96 pocos, na disposicao
indicada na Figura 4. Foi utilizado o Laser da marca DMC®, modelo Thera
Lase, meio ativo de AsGaAl, nas poténcias 35, 50 e 100mW, nos respectivos

tempos 67s, 40s e 20s e comprimento de onda de 810nm.

Apés 48h da irradiacdo, a cultura foi interrompida e o material foi

direcionado para testes de proliferacéo celular.
Os grupos experimentais foram descritos como:
e CD: Cultivo de condrdcitos derivados de cartilagens integras.

e AR: Cultivo de condrocitos derivadas de cartilagens com Artrite
Reumatoide induzida.
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¢ AR tratado: Grupo irradiado com Laser 810nm; 2J nas poténcias de 35,
50 e 100mW.
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AR = Condracitos derivados de cartilagens com Artrite Reumatoide.
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Figura 4. Organizagdo dos condrdcitos na placa de 96 pocgos. Condrocitos
saudaveis (CD) ou derivados de animais com Artrite Reumatoide (AR). As

células foram irradiadas com 810nm, 2 Joules e 35, 50 e 100mW.

3.2.7 Ensaio de descolamento celular

Quarenta e oito horas apo6s o tratamento dos condrécitos com Laser de
baixa intensidade, as placas foram separadas e as células recuperadas para 0s
ensaios a seguir: - O meio de cultura dos pogos foram removidos e lavados com
100 pL de PBS, por 2 vezes. Em seguida foram adicionados 50 pL do reagente
Cristal Violeta e as células foram incubadas por mais 15 minutos a 37 °C.
Terminado o tempo de incubacdo, as placas foram lavadas em agua corrente
para a remocao completa do azul do cristal. Em seguida foram adicionados 100
pL de metanol para ressuspender e solubilizar o precipitado. Por fim, foi realizada
a leitura da absorbancia a 540 nm com auxilio de um leitor de Elisa (2020,

Anthos, Eugendorf, Austria).
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3.3 ETAPA /N ViVo.

3.3.1 Experimentacao in vivo

Os animais foram distribuidos aleatoriamente nos seguintes grupos

experimentais:

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

e Grupo Artrite Reumatoide (AR): Realizacdo da inducdo da Artrite
Reumatoide em 10 animais, os animais foram subdivididos em 2 grupos,
nos seguintes tempos experimentais: 7 (AR7) e 14 dias (AR14) e nao
receberam nenhum tratamento.

e Grupo AR + terapia com fotobiomodulacdo (AR+PBM): Realizacdo da
inducdo da AR em 10 animais, os animais foram subdivididos em 2 grupos
nos tempos experimentais de 07 dias (AR7+PBM) e 14 dias (AR14+PBM),

0s animais foram irradiados em dias alternados.

IN VIVO

25 animais

CTRL AR

5 animais 10 animais

AR+PBM

10 animais

Figura 5. Fluxograma do estudo in vivo.
3.3.2 Inducao da artrite reumatoide (AR) etapa in vivo

A inducao da Artrite Reumatoide foi descrita no item 3.1.2.
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3.3.3 Evolucao da artrite reumatoide etapa in vivo

A avaliagdo dos sinais artriticos das patas foi descrita no item 3.1.3. Score

clinico 2 2 foi considerado positivo para AR 7172,
3.3.4 Tratamento por terapia de fotobiomodulacao in vivo

O tratamento dos animais dos grupos AR+PBM foi iniciado imediatamente
apos a ultima inducdo. Os animais foram imobilizados por contencéo e irradiados
a um angulo de 90° °, em relacédo a superficie do tecido com laser por via
transcutdnea em dois pontos: medial e lateral, ambos joelhos receberam
tratamento. Os animais do grupo AR+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 Lase Ill, meio ativo de AsGaAl,

poténcia de 100mW, comprimento de onda de 808nm (ltem 3.1.4).
3.3.5 Eutanasia

Os animais de cada grupo foram pesados, para administracao de tiopental
(THIOPENTAX - Cristalia) dose de 100mg/kg e lidocaina 10mg/ml (Xylestesin -
Cristalia), a dose foi administrada por via intraperitoneal, o procedimento de
eutanasia foi realizado ao final de cada tempo experimental. O tecido

cartilaginoso foi coletado para analise.
3.3.6 Analise biomecanica

Os tecidos cartilaginosos foram testados imediatamente apds a remocéao
para evitar qualquer influéncia de armazenamento. A cartilagem foi fixada a uma
maquina de ensaio de tracdo universal. O deslocamento da garra foi ajustado
para tencionar levemente a cartilagem. A distancia LO entre as garras foi medida
antes de cada teste e seu valor médio foi calculado. Para evitar a secagem
durante o teste, a cartilagem foi imersa em uma solucéo isotbnica de NaCl a
0,9% (p / v). O deslocamento foi controlado apods os ciclos de carga e descarga
a uma velocidade constante de 1 mm / min. Em cada ciclo, o deslocamento

méaximo aplicado a cartilagem foi aumentado 10% de LO e a for¢a de tracéo F foi
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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 2.

A partir do ensaio foi avaliado a forca maxima para a ruptura do tecido,
bem como a deformac¢do maxima para o mesmo ponto de ruptura. Na relacdo
entre Forgca Maxima e Capacidade de deformacao, foi calculada a resisténcia do
tecido cartilaginoso.

3.3.7 Expressao de transcritos génicos para MMP2, MMP9 e
MMP13

Os tecidos congelados, foram pesados e homogeneizados em
Trizol®Reagent para extracdo do RNA total conforme instru¢es do fabricante.
Em seguida, 200 pl de cloroformio foram adicionados ao homogenato, e a
mistura foi agitada vigorosamente por 15 seg. Em seguida, a mistura foi mantida
em temperatura ambiente por 5min. As amostras foram centrifugadas por 15min,
12000xg a 4°C. A fase aquosa resultante de cada amostra foi transferida para
um tubo Eppendorf de 1,5ml estéril e adicionados 500 ul de isopropanol para a
precipitacdo do RNA. As amostras foram mantidas em temperatura ambiente por
10 min, e novamente foram centrifugadas (12000xg/4°C/10min). Os
sobrenadantes foram retirados, e os pellets de RNA foram lavados com 1ml de
etanol 75% (preparado com &gua tratada com dietilpirocarbonato, DEPC,
0,01%). As amostras foram novamente centrifugadas (12000xg/4°C/10 min), e
0s sobrenadantes foram descartados. Os pellets secaram ao ar livre, foram entéo
ressuspensos com 50 pl de dgua DEPC e armazenados a -80 ° C até a

realizacdo da Transcricdo Reversa.

As quantificacdes das amostras de RNA total foram realizadas utilizando
o aparelho NanoDrop ND-2000 espectrofotometro (NanoDrop Products,
Wilmington, DE, USA), com leitura em filtro de 260nm. Foram utilizadas apenas

amostras livres de contaminantes e de proteinas (A260/A280 = 1,8-2,0).
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3.3.8 Analise 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 valor
para P <0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 RESULTADOS /N VITRO
4.1.1 Avaliacao da proliferacao celular

O gréfico da figura 06 mostra a proliferacéo de condrécitos originados de
cartilagens de animais com artrite reumatoide, 48 apos o inicio do cultivo em
placas de 96 pocos. Os condrdcitos derivados de cartilagens com AR foram
divididos em grupos sem tratamento (NT) ou irradiados com Laser de baixa
intensidade no comprimento de onda de 810 nm e 2 Joules de energia, em 3
diferentes poténcias (35, 50 ou 100mW). No gréfico é possivel observar que o
grupo NT apresentou reducéo da proliferacdo quando comparado ao grupo CD.
Todos os grupos com células derivadas de cartilagens com Artrite Reumatoide
induzida e irradiadas em diferentes poténcias, apresentaram aumento na
proliferacdo celular guando comparados ao grupo NT. As células irradiadas com
35 mW e 100 mW apresentaram o maior aumento na proliferacéo celular, quando
comparada ao grupo CD e NT.
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Figura 06. Grafico de proliferacdo de condrécitos. Gréafico do
descolamento celular e avaliacédo da taxa de proliferacéo, avaliada por marcacao
com Cristal Violeta, 48 horas ap6s o inicio do cultivo de Condrécitos. Valores
expressos em média e desvio padrao. Grupos: Controle com células saudaveis

(CTL) ou células com artrite reumatoide sem tratamento (NT) ou tratado com
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PBM (810nm, 2J) em poténcias de 35mW, 50mW ou 100mW. ** p<0,01 e ***
p<0,001 VS CTL e # # # p<0,001 VS AR.

4.2 RESULTADOS /N VIVO

4.2.1 Propriedades mecanicas

O gréafico da figura 7 mostra a Forca de Compressao Maxima suportada
pela cartilagem, no momento da ruptura do tecido, durante ensaio ciclico de
compressdo. Nao foram observadas diferencas em Fmax nos grupos com AR
induzida quando comparado com o grupo CTL. Somente ap6s 14 dias, ambos
0s grupos AR e AR+PBM apresentaram redugdo em Fmax quando comparados
ao grupo CTL. O grupo AR+PBM apresentou aumento de Fmax quando

comparado ao grupo AR.
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Figura 7. Gréfico de Fmax Grupos 7 e 14 dias NT e Tratamento. Grafico
da Forca de Compressdo Méaxima (Fmax) no momento da ruptura, durante
ensaio ciclico, nos tempos de 7 e 14 dias ap0s a inducao da Artrite Reumatoide
(AR). Grupos: Controle (CTL; Artrite Reumatoide (AR) e Artrite reumatoide
tratado com Laserterapia (AR+PBM). Valores apresentados: Média e Desvio
Padréo. ** p<0,01 e *** p<0,001 VS CTL e # # p<0,01 VS AR.
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O grafico da figura 8 mostra a Deformagdo méaxima (Dmax) suportada pela
cartilagem, no momento da ruptura do tecido, durante ensaio ciclico de
compressdo. Ambos os grupos AR e AR+PBM apresentaram redu¢cdo em Dmax
guando comparados ao grupo CTL. O grupo AR em 14 dias apresentou reducéo
de Dmax, quando comparado ao AR em 7 dias.
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Figura 8. Grafico de Dméax Grupos 7 e 14 dias NT e Tratamento. Grafico
da Deformacdo Maxima (Dmax) no momento da ruptura, durante ensaio ciclico
de compressao, nos tempos de 7 e 14 dias ap06s a inducao da Artrite Reumatoide
(AR). Grupos: Controle (CTL); Artrite Reumatoide (AR) e Artrite reumatoide
tratado com Laserterapia (AR+PBM). Valores apresentados: Média e Desvio
Padrdo. *** p<0,001 VS CTL e # p<0,05 VS AR (7 dias).

O gréfico da figura 9 mostra a relacdo entre a For¢ca maxima e Deformacéo
maxima no momento da ruptura da cartilagem, no ensaio de ensaio mecanico

ciclico de compresséo, apés 14 dias do inicio da indug&o da doenca.

Foi observado que o grupo com Artrite Reumatoide (AR14) induzida,
apresentou reducao tanto na Fmax como na Dmax, distanciando do grupo CTL,

quando comparado ao grupo AR14+PBM.
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Figura 9. Grafico da relagédo entre Fmax e Dmax, 14 dias ap6s a indugéo
da Artrite Reumatoide, em ensaio mecéanico de compressao ciclica. Grupos:
Controle (CTL); Artrite Reumatoide (AR14) e Artrite reumatoide tratado com
Laserterapia (AR14+PBM). Valores apresentados: Média e Desvio Padrdo. ***
p<0,001 VS CTL e # p<0,05 VS AR.

4.2.2 Expressao de transcritos génicos (PCR)

No grafico da figura 10, é apresentado a expressdo génica de
metaloproteinase de matriz 2 (MMP2) na cartilagem de animais com artrite

reumatoide induzida ap6s 14 dias da ultima inducéo.

Foi observado aumento na expressdao de MMP2 no grupo AR quando
comparado ao grupo CTL. O grupo com artrite reumatoide e irradiado com
laserterapia (AR+PBM) apresentou reducdo da expressao de MMP2 quando

comparado ao grupo AR.
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Figura 10. Grafico da expressédo génica relativa de MMP2 em cartilagens
de joelho de ratos, 14 dias ap6s a indugcdo da artrite reumatoide. Grupos
Experimentais: Controle (CTL); Artrite Reumatoide (AR) e Artrite reumatoide
tratado com Laserterapia (AR+PBM). Valores apresentados: Média e Desvio
Padrdo. * p<0,05 e *** p<0,001 VS CTL e # # # p<0,001 VS AR.

No grafico da figura 11 é apresentado a expressao génica de
metaloproteinase de matriz 9 (MMP9) na cartilagem de animais com artrite

reumatoide induzida apo6s 14 dias da ultima inducéo.

Foi observado aumento na expressdao de MMP9 no grupo AR quando
comparado ao grupo CTL. O grupo com artrite reumatoide e irradiado com
laserterapia (AR+PBM) apresentou reducédo da expressao de MMP9 quando

comparado ao grupo AR.
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Figura 11. Grafico da expresséao génica relativa de MMP9 em cartilagens
de joelho de ratos, 14 dias apos a inducdo da artrite reumatoide. Grupos
Experimentais: Controle (CTL); Artrite Reumatoide (AR) e Artrite reumatoide
tratado com Laserterapia (AR+PBM). Valores apresentados: Média e Desvio
Padrdo. *** p<0,001 VS CTL e # # # p<0,001 VS AR.

O gréfico da figura 12 mostra a expressao génica de MMP13 na cartilagem

de animais com artrite reumatoide induzida ap6s 14 dias da ultima induc&o.

Similarmente aos resultados de MMP2 e MMP9, a expressao de MMP13
no grupo AR também foi aumentada quando comparada ao grupo CTL. O grupo
com artrite reumatoide e irradiado com laserterapia (AR+PBM) novamente

apresentou reducao da expressdo de MMP13 quando comparado ao grupo AR.
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Figura 12. Gréfico da expresséo génica relativa de MMP13 em cartilagens
de joelho de ratos, 14 dias ap6s a indugcdo da artrite reumatoide. Grupos
Experimentais: Controle (CTL); Artrite Reumatoide (AR) e Artrite reumatoide
tratado com Laserterapia (AR+PBM). Valores apresentados: Média e Desvio
Padréo. * p<0,05 e *** p<0,001 VS CTL e # # # p<0,001 VS AR.
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5. DISCUSSAO

O tratamento para artrite reumatoide tem sido amplamente estudado, uma
vez que esta doenca pode levar a incapacidade funcional, porém os tratamentos
disponiveis sdo onerosos, além disso causam reacgdes adversas tornando os
resultados insatisfatorios ’>. Neste estudo, foi observado a progresséo da doenca
em todos os aspectos avaliados do grupo artrite reumatoide (AR), em
contrapartida a PBM nos parametros utilizados no estudo atingiu resultados
positivos significativos, foi observado o aumento tanto na resisténcia da
cartilagem ao teste ciclico de compressdo, forca maxima suportada até o
momento da ruptura (Fmax), como na capacidade de deformacdo maxima
suportada até a ruptura (Dmax) das cartilagens nos animais com artrite
reumatoide induzida comparado aos animais saudaveis. A terapia por
fotobiomodulacao, (808nm; 2J; 100mW) promoveu melhora das caracteristicas
funcionais, reduzindo o impacto na resisténcia da cartilagem, na analise de
expressao génica houve a reducdo da expressao das MMPs 2, 9 e 13 e ainda

ocorreu 0 aumento da proliferacdo de condrécitos.

Sabe-se que a artrite reumatoide € uma doenca autoimune, caracterizada
por uma inflamacéo crénica, levando a destruicdo irreversivel da cartilagem,
0ssos e tecidos adjacentes 1°0, Neste estudo utilizou-se o modelo CIA (artrite
induzida por coldgeno) para desenvolver artrite reumatoide em ratos Wistar. O
modelo CIA foi adaptado de acordo com os estudos de Dos Santos et.al (2017),
a dose de colageno foi aumentada, amplificando assim a resposta inflamatoria.
Foi realizado no total trés inducdes usando Colageno Il e Adjuvante Completo
de Freund com 12 e 22 inducgéo intradérmica e sistémica, e 32 indugéo no joelho.
Este modelo foi escolhido devido a eficacia na apresentacao dos sinais clinicos
caracteristicos da doenca *.

No presente estudo foi realizado o ensaio mecanico ciclico de
compresséo, uma vez que ele permite a avaliacdo da forga maxima suportada e
a deformacéo maxima suportada pela cartilagem até o momento de sua ruptura.
Este modelo foi adaptado de ensaios biomecanicos descritos por Marcos et.al,

2012 em que foi utilizado ensaios ciclicos de tracdo no tendao e de flexdo em
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tibia de ratos 76. Neste modelo é possivel realizar a simulacdo da atividade
destes tecidos ao esforco repetitivo, uma vez que a AR reduz de maneira
significativa a capacidade de resisténcia da cartilagem. Existe na literatura
diversos trabalhos que avaliaram propriedades mecanicas em outros tecidos
biolégicos como tenddo e pele 7677 mas ndo foram encontrados estudos que
avaliaram a Fmax e Dmax, assim como a expresséo génica das MMPs 2, 9 e 13
em cartilagem articular reumatoide induzida por colageno. Outras analises nao
encontradas na literatura foram a avaliacdo da acéo de diferentes poténcias da
PBM na proliferacéo e viabilidade de condroécitos derivados de cartilagem com

artrite reumatoide.

Foi avaliado a proliferacao celular, utilizando os seguintes parametros de
irradiacdo: comprimento de onda 810nm, poténcia (35; 50 e 100 mW) e energia
de 2 Joules. Esta etapa faz parte do projeto inicial que inclui a utilizacao de varios
parametros de irradiacao a fim de buscar aquele que mais apresenta resultados
positivos para proliferacdo de condrécitos. Apesar da melhora significativa em
todas as poténcias utilizadas, foi escolhida para etapa in vivo 100 mW, por ser a
poténcia fixa em boa parte dos equipamentos utilizados na prética clinica. Os
resultados demonstraram que a PBM aumenta a proliferacdo dos condrdcitos.
Recentemente Tim, C.R et.al (2021), comprovaram o aumento da proliferacao
de condrécitos com o uso da PBM com energia de 1,4 J em um modelo
experimental de osteoartrite, e sugeriu-se que a PBM é um tratamento eficaz
para o tecido articular em degeneracdo, e os resultados indicaram possivel

retorno a homeostase do tecido e efeitos condroprotetores da PBM 72,

O tratamento farmacologico ainda € o mais utilizado para artrite
reumatoide, com o uso de corticoides e medicamentos biolégicos para a
diminuicdo da atividade do TNF-a, entretanto, os efeitos adversos pelo uso
prolongado sdo preocupantes ‘8. Diante disso, aumenta-se cada vez mais a
busca de tratamentos auxiliares e o uso da PBM é um deles ¢’. O uso do laser
de baixa intensidade vem se mostrando mais eficiente em diferentes parametros,
por ser capaz de promover a recuperacao tecidual, diminuir a dor e reduzir o
processo inflamatério 6777, Este estudo demonstrou que a terapia por PBM

promoveu a melhora da Fmax e Dmax mesmo com a progressao da AR. As
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propriedades mecanicas dos tecidos biolégicos sdo testes funcionais
importantes, no caso deste trabalho foi observado que com a evolucdo da
doenca de 7 para 14 dias ocorreu prejuizos das propriedades mecanicas

reduzindo a resisténcia da cartilagem, principalmente Fmax.

Outros estudos j& comprovaram que a PBM promove a melhora das
propriedades mecanicas de diferentes tipos de tecidos 7%, Amadio et.al (2021)
demonstraram que a pele dos animais hipoprotéico tratado com PBM era mais

resistente a tracdo aplicada, e sua deformacéo era mais lenta ”’.

De acordo com os resultados encontrados nos testes Fmax e Dmax, a
progressdo da doenca leva a perda de resisténcia do tecido cartilaginoso
aumentando a degradacdo, estes achados estdo relacionados com o aumento

da expresséo das MMPs &,

Ao serem analisadas a expressao das metaloproteinases de matriz 2,9 e
13, uma vez que alguns estudos (Stancker et.al., 2018; Burrage et.al., 2006)
demonstraram que a inibicdo destas enzimas pode reduzir a degradacao do
colageno e por consequéncia da cartilagem articular e do osso subcondral 2855,
Os resultados apresentados estdo de acordo com os estudos citados, com a
progressdo da doenca houve o aumento da expressdo de todas as MMPs
analisadas 2, 9 e 13, e quando a PBM foi aplicada foi observado a diminuicdo da

expressao destas enzimas.

Essas MMPs formam um grande grupo de enzimas que medeiam a
degradacdo das proteinas extracelulares da cartilagem, resultando perda da
integridade da cartilagem, desempenhando assim um importante papel na

progresséo da degeneracéo do tecido articular 557980,

Para Malemud (2019), a MMP-13 é uma das enzimas responsaveis pela
degradacédo do colageno intersticial e tém relevancia particular na cartilagem
articular em AR, porque degrada agressivamente o colageno tipo Il. Além disso,
altos niveis de MMP-13 foram encontrados em tecidos artriticos 8. Para Marcos
et.al (2014), o aumento significativo da MMP-13 pode ter consequéncias
importantes na degradacdo do colageno e em seu processo de cicatrizacéo .
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E as MMP-2 e MMP-9 tém como alvo a membrana basal, e clivam o colageno IV

eV 28|83.

O tratamento com da PBM proposto neste estudo foi capaz de reduzir a
expressado das MMP-2, MMP-9 e MMP-13, sugerindo diminuicdo do processo
degradativo, os parametros e protocolo para a irradia¢do foi escolhido de acordo
com os estudos realizados anteriormente 137:5 a irradiacéo foi realizada em dias

alternados utilizando energia de 2 J.

Como observado anteriormente, as MMPs degradam o tecido articular
28,5578 com reflexo direto na reducéo de suas propriedades mecéanicas. A perda
de material articular € um problema para os pacientes com esta doenca, que
podem acometer a regido 6ssea sendo muitas vezes incapacitante 132884, Neste
sentido, terapias que auxiliem ndo s6 na reducao do processo inflamatério, mas
também da proliferacéo celular sdo importantes para o reparo tecidual. Neste
estudo a AR reduziu a proliferacéo dos condrdcitos, depois foi observado que a
PBM aumentou a proliferacdo celular nos 3 parametros utilizados. Estes
resultados sugerem que a PBM nao s6 reduz o processo inflamatorio e de
degradacdo tecidual causado pelo aumento das MMPs, como também auxilia no
reparo articular pelo aumento da proliferacdo de condrécitos. Anteriormente foi
realizado um estudo histolégico que demonstrou que o uso da PBM proporciona
melhor organizacdo celular e manutencdo do espaco entre os condrdcitos

semelhantes ao tecido saudavel.

Vale ressaltar que o presente estudo tem limitagdes, considerando que a
AR é uma doenca com caracteristicas autoimunes, seria importante em estudos
posteriores avaliar o processo imunolégico desta doenca, neste modelo
experimental. Estudos com a associacdo de terapias farmacoldgicas

(glicocorticoides e Anti-TNF-a) e PBM também devem ser realizados.

Até o momento, a PBM mostrou-se uma importante terapia para o controle
do processo inflamatério e reducdo da degradagédo da cartilagem em modelo

experimental de artrite reumatoide.
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6. CONCLUSAO

Conclui-se que a terapia por fotobiomodulacao foi eficiente no aumento
da proliferacdo dos condrécitos nas diferentes poténcias utilizadas. A PBM
melhora as propriedades mecanicas Fmax e Dmax e reduz as expressodes das
MMP-2, MMP-9 e MMP-13 em cartilagens de animais com artrite reumatoide

induzida.
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