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RESUMO

A osteoartrite (OA) é uma doenca inflamatoria degenerativa da articulacdo, sendo que dos prin-
cipais sintomas sdo a diminuicao da capacidade funcional, dor e consequentemente a piora da
qualidade de vida do individuo afetado. Além disso, os tratamentos farmacoldgicos atuais para
OA tém como um dos efeitos colaterais alteragdes gastrintestinais indesejadas. Por esse motivo,
0 objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de duas terapias ndo farmacologicas: o treinamento
resistido (TR) associado ao laser de baixa intensidade (LBI) em modelo experimental de OA
em ratos na avaliagdo hemodinamica e no local da lesdo. Para tal, foram utilizados 40 ratos
machos Wistar com peso entre 200 e 280g e habilidade ao treinamento resistido, divididos em
cinco grupos sendo os grupos sedentarios: controle (C); osteoartrite (OA); osteoartrite + LBI
(OL); e treinados: osteoartrite + TR (OR); e OA + TR +LBI (ORL). A OA foi induzida por
injecdo de 20 pl (10u de 4% papaina e cisteina 0.03M) no espagco virtual intra-articular do joelho
direito. Os grupos OR e ORL foram submetidos a um protocolo de treinamento resistido em
escada associado ao LBI (660 nm, 5 mW, 2,5 J/cm?, 20 s, A= 0,04 cm?) durante 8 semanas. Os
resultados demonstraram que os grupos OR e ORL apresentaram menor peso corporal ao final
do protocolo de tratamento e melhora na capacidade funcional avaliada através do Teste de
esforco méximo em comparacdo aos grupos sedentarios. A avaliagdo hemodindmica mostrou
que a pressao arterial ndo revelou diferenca estatistica significante entre os grupos estudados e
a frequéncia cardiaca também avaliada através de registro hemodinamico apresentou-se dimi-
nuida no grupo ORL o que indica protecédo cardiovascular. O influxo leucocitario demonstrou
aumento de células no grupo OA o que ndo foi observado nos grupos OR e ORL. A anélise
histoldgica da membrana sinovial mostrou o efeito protetor do LBI associado ao TR em relacéo
a fibrose, diminuicdo de intenso processo inflamatério e edema. Os resultados deste trabalho
demonstraram que a associacgdo do laser de baixa intensidade com o treinamento resistido re-
velam-se eficiente como tratamento ndo farmacoldgico da osteoartrite, diminuindo o compro-

metimento sistémico e local da doenca.

Palavras chaves: Treinamento resistido, laser de baixa intensidade, osteoartrite, capacidade

funcional, Teste de esforgo méaximo, Hemodinamica, Pressdo arterial, influxo leucocitario.



ABSTRACT

Osteoarthritis (OA) is a degenerative inflammatory disease of the joint, and the main symptoms
are decreased functional capacity, pain and consequently worsening the quality of life of the
affected individual. In addition, the current pharmacological treatments for OA have as one of
the side effects unwanted gastrointestinal changes. Therefore, the objective of this study was to
evaluate the effect of two non-pharmacological therapies: resistance training (RT) associated
with the low intensity laser (LBI) in an experimental model of OA in rats at hemodynamic and
lesion site evaluation. For this purpose, 40 male Wistar rats weighing between 200 and 280 g
and resistance training were divided into five groups: the control group (C); Osteoarthritis
(OA); Osteo-arthritis + LBI (OL); And trained: osteoarthritis + TR (OR); And OA + TR + LBI
(ORL). OA was induced by injection of 20 ul (10p of 4% papain and 0.03M cysteine) into the
virtual intra-articular space of the right knee. The OR and ORL groups were submitted to a
LBI-associated ladder resistance training protocol (660 nm, 5 mwW, 2.5J/cm 2,20s, A=0.04
cm 2) for 8 weeks. The results showed that the OR and ORL groups presented lower body
weight at the end of the treatment protocol and improved functional capacity assessed through
the Maximum stress test in comparison to the sedentary groups. The hemodynamic evaluation
showed that blood pressure did not reveal a statistically significant difference between the stud-
ied groups and the heart rate also evaluated by hemodynamic recording was decreased in the
ORL group, which indicates cardiovascular protection. The leukocyte influence showed in-
creased cells in the OA group, which was not observed in the OR and ORL groups. The histo-
logical analysis of the synovial membrane showed the protective effect of LBI associated with
TR in relation to fibrosis, reduction of intense inflammatory process and edema. The results of
this work demonstrated that the association of the low-intensity laser with resistance training
proved to be efficient as a non-pharmacological treatment of osteoarthritis, reducing the sys-

temic and local involvement of the disease.

Key words: Resistance training, low intensity laser, osteoarthritis, functional capacity, Maxi-

mum stress test, Hemodynamics, Blood pressure, leukocyte influx.
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1. INTRODUCAO

Embora anteriormente tida como uma patologia degenerativa prépria do envelhecimento,
por desgaste da articulacéo, a osteoartrite (OA) esta sendo considerada mais recentemente como
uma doenca inflamatdria com risco de incapacidade funcional (1). A OA apresenta alta preva-
léncia, sendo considerada a doenca osteoarticular mais comum. E uma das principais causas de
morbidade na populacdo idosa, e esta associada a elevado custo social (2). A prevaléncia e
impacto como problema de salde publica tendem a aumentar com o envelhecimento da popu-
lacdo (3). Em geral quando sintomatico, o paciente apresenta dor recorrente ou constante pelo
resto de sua vida, e a incapacidade funcional tende a piorar lentamente ao longo dos anos (4,
5). Por esse motivo ha um grande e importante interesse pela busca de tratamentos para osteo-
artrite. Atualmente ndo ha cura para a OA, entdo busca-se estratégias terapéuticas sdo essenci-
almente destinadas para: educagéo do paciente, controle da dor e melhora da funcdo articular,

minimizando a incapacidade.

1.1 Caracterizacdo da osteoartrite

A literatura ja mostrou que a osteoartrite (OA) é caracterizada por processo inflamatério
articular degenerativo, que envolve as estruturas da matriz cartilaginosa e consequentemente a
cartilagem hialina das superficies articulares; comprometendo a funcéo (6). A utilizacdo do su-
fixo “ite” ao invés do sufixo “ose” (osteoartrose) ocorreu apds a compreensdo de que o0 pro-

cesso inflamatdrio dessa doenga € o que determina a degradacao da cartilagem (6)

A OA resulta tanto de eventos mecéanicos quanto bioldgicos que desequilibram a sintese
das células na matriz extracelular da cartilagem e do 0sso subcondral. A doenca pode ser inici-
ada por fatores tais como genéticos, metabolicos e traumaticos, levando a alteracbes morfol6-
gicas, bioquimicas, moleculares e biomecanicas tanto das células quanto da matriz extracelular,
as quais resultam em fibrilacdo, ulceracdo e perda da cartilagem articular e remodelacéo e es-

clerose do osso subcondral, com formagéo de ostedfitos (7).

Ha evidéncias que a progressdo da OA também ocorre pela inflamacdo da membrana
sinovial, influenciando na producéo de enzimas degenerativas. Ainda, as alteracdes da mem-
brana sindvial e do 0sso subcondral estdo associados com os sintomas, e podem contribuir para

lesGes da cartilagem (8, 9).
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Os fatores de risco para o desenvolvimento de OA decorrem do estilo de vida, obesidade

e 0 processo de envelhecimento fisioldgico acompanhado da diminui¢do da for¢a muscular,

situacOes essas que predispdem ao organismo do individuo a vulnerabilidade para o surgimento

e progressao da OA (10) (fig.1).

Sexo

Fatores gencticos

Fatores metabdlicos

Fatores hormonais

Idade

Fatores

sistémicos

Peso corporal

Fatores
mecénicos
locais

Lesdes adquiridas

Fatores ocupacionais

Praticas esportivas
Fatores nutricionais

Etnia Forca muscular

Fig.1 Fatores de risco biolégicos e mecénicos para desenvolvimento da OA.

Devido a isto, a OA nos Estados Unidos é a segunda maior causa de incapacidade ocu-
pacional em homens acima de 50 anos, superada apenas pela doenga coronariana e ocorre em
10% do sexo masculino e 13% da populacdo feminina com 60 anos de idade ou mais, com
estimativa financeira de encargos de mais de US $ 478.000,00 anualmente (11). No Brasil, a
prevaléncia da doenca é de 6% a 12% dos adultos, e em mais de um terco das pessoas com 65
anos ou mais. A OA respondeu por 18,6% dos 1.398.266 beneficios concedidos pelo Instituto
Nacional do Seguro Social (INSS) de janeiro a outubro de 2005 (12). Sua prevaléncia e impacto
como problema de saude pablica tendem a aumentar com o envelhecimento da populacéo, e é
umas das doengas em foco relacionada a alteragdo da articulagcdo. Na Europa, cerca de 20% de
dor cronica esta relacionada com a OA (12, 13, 14, 15, 16).

Essa prevaléncia é o resultado da OA apresentar lesdes bem localizadas e focais, indi-
cando na maioria das vezes, uma maior sobrecarga mecanica na superficie da articulagao. Ini-
cialmente ocorre a degradacao das fibras de colageno tipo Il, localizadas na superficie articular.
A medida que a doenga progride, as lesoes se estendem progressivamente (17). De acordo com
a gravidade do processo, existe a perda de areas mais profundas, resultando na exposi¢do do
0sso subcondral (18, 19).

A degradacdo e remodelacdo da matriz extracelular da cartilagem (MEC) ocorrem
quando existe desequilibrio nas atividades de algumas proteases, em particular das metalopro-

teinases de matriz (MMPs), que degradam os constituintes da MEC. A progressao lenta da OA
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é explicada pela intensa atividade tanto pelos catabdlicos (degradacdo condrécitos) como ana-
bolicos (tentativa de reparo dos condrocitos) (20, 21, 22).

Ainda que a OA envolva a articulagdo como um todo, a cartilagem € considerada o
tecido central na fisiopatologia da doenca. A cartilagem é um tecido hipocelular, e os condro-
citos representam apenas 1 a 2 % de seu volume total. Sua matriz extracelular abundante é
altamente hidratada e especialmente diferenciada para adaptar-se as funcdes biomecéanicas do
tecido. Mais de 70% do peso da cartilagem € agua, e mais de 90% do seu peso seco corresponde

aos principais componentes de sua matriz extracelular (MEC) (23).

Diversas outras moléculas fazem parte da organizacdo da MEC da cartilagem, e incluem
colagenos e proteina de ligacdo, dentre outras (23). A MEC da cartilagem articular apresenta
ndo apenas um papel estrutural, mas seus elementos interagem com receptores da superficie dos

condrdcitos, regulando a funcdo dos mesmos.

A cartilagem ndo € inervada e, ndo pode ser a fonte da dor. Varios estudos tém demons-
trado a presenca de fibras nervosas aferentes na capsula articular, sindvia, peridsteo, 0sso sub-
condral, ligamentos e tendBes que podem detectar tanto estimulos mecanicos normais como

nocivos e que podem promover a dor na Osteoartrite (24).

1.2 Osteoartrite e dor

Dor é a manifestacdo clinica central da OA e a principal razdo pela qual os individuos
afetados procuram por assisténcia médica. Sendo assim, o tratamento da OA é essencial-
mente o tratamento da dor. Contudo, 0s mecanismos envolvidos na dor articular no caso
de OA precisam ser mais compreendidos. Uma das dificuldades na interpretagdo da dor na
OA é a falta de correlacdo observada entre lesdo estrutural e sintoma. Sabe-se que pessoas
com alteraces radiograficas compativeis com OA apresentam dor quanto comparado com

individuos sem esse tipo de alteracdo (25).

Numa situacédo de inflamacéo articular, as fibras nervosas apresentam alterag0es agudas
e transitorias em resposta a inflamagéo resolvendo-se em poucas horas (24, 26). Sabe-se
que o sistema nervoso atua nao apenas como um despertador no processo de nocicepgéo,
transmitindo um sinal do tecido lesionado ao centro de dor, mas participa na persisténcia
da dor atraves do desenvolvimento de mudancas funcionais ou envolve o aumento na efi-

cacia da conducgdo sinaptica, ou sensibilizacdo, através de alteragdes na localizacdo. Em
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uma situacao de dor, os eventos agudos podem desencadear mecanismos de sensibilizacdo
do sistema nervoso periférico, na medula espinhal levando a dor crénica. Essa conducéo

sinaptica pode ser de curta duracdo, persistir ou mesmo ser irreversivel. (27, 28).

Os movimentos na OA pode ser considera um exemplo alodinia mecénica (29). Algu-
mas observagdes em pacientes tém sugerido a participacdo do sistema nervoso na génese
da dor na OA, o que poderia explicar a frequente dissociacéo entre lesdo estrutural e sin-
toma (30).

Dentre os diversos estudos que confirmam a presenca de dor em osteoartrite estudos
histoldgicos realizados em pacientes com edema 6sseo na ressonancia magnetica mostra-
ram alteracdes de remodelamento 6sseo além de fibrose e areas de osteonecrose (31). A
presenca de espessamento sinovial, sugerindo sinovite, bem como a presenga de edema
articular, também tem relagcdo com dor em pacientes com OA de joelhos (24). Por isso a
necessidade de tratar a dor e inflamacdo local sem causar outros efeitos colaterais € de

grande importancia.

1.3 Osteoartrite e inflamacéao

Atualmente a inflamacéo é considerada central na fisiopatologia da OA (32). O carater
multifatorial da doenca ja foi enfatizado, onde estresse mecanico em associacao a alteracdes
inflamatorias, agindo em um individuo levam a um estado de insuficiéncia da articulagdo. A
caracterizacdo de mediadores inflamatorios, tais como citocinas e metaloproteinases da matriz,
oferece o desenvolvimento de farmacos especificos capazes de bloquear a evolucao natural da
doenca (33).

Algum grau de sinovite esta presente desde as fases iniciais da OA. Acredita-se que essa
sinovite seja secundaria a liberacdo de fragmentos da matriz extracelular da cartilagem no li-
quido sinovial, e que a inflamagdo da membrana sinovial, com a producdo de mediadores in-
flamatorios leva a mais degradacao da cartilagem. A sinovite na OA se caracteriza por hiper-
trofia e hiperplasia, angiogénese, e infiltracdo por células inflamatdrias que incluem macrofa-
gos, linfocitos B e linfocitos T (34). A presenca de leucdcitos constitui importante fonte de
citocinas. Ainda, no ambiente articular inflamado, existe uma populacao residente e de células

migradas capazes de iniciar e progredir ainda mais a leséo tecidual.
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A complexa resposta inflamatdria na OA comecou a ser entendida com a identificagdo
de vérios mediadores inflamatorios nas articulacdes afetadas (6, 16). Das citocinas envolvidas,
liberadas por leucdcitos, a IL- 1 é uma das principais citocinas implicada na sua patogénese,
seus efeitos patoldgicos incluem: inibicdo da proliferacdo de condrocitos e da sintese de cola-

geno tipo Il da matriz extracelular (35).

Segundo a literatura, a inflamacdo da membrana sinovial pode estar associada ao pro-
gresso das lesdes da cartilagem, onde possiveis fragmentos formados pela protedlise poderiam

provocar a inflamacdo sinovial, aumentando a degradacdo da cartilagem (36).

As caracteristicas inflamatorias que a membrana sinovial pode apresentar sdo: espessa-

mento da camada interna, hipertrofia, formacao de agregados linféides e angiogénese (37, 38)
(Fig. 2).

MORMAL

Fig. 2 Joelho saudavel (esquerda) e joelho com OA (direita). Inflamacdo mediada por citocinas; degradacéo
dos tecidos adjacentes a luz articular, que consistem em sinévia, musculo, tenddes, ligamentos, tecido adiposo e

0ss0 subcondral (38).

Uma indicagdo no tratamento convencional da OA ¢é a utilizacdo de medicamento anti-
inflamatorio ndo esteroidais (AINES), entretanto o uso continuo desse medicamento, em médio

e longo prazo surte efeitos colaterais indesejaveis, principalmente no trato gastrointestinal (39).

Sendo assim, a busca a prevencdo e alternativa ao tratamento da OA é uma continua
preocupacdo na medicina e demais areas de saude, com o intuito de propor tratamentos efetivos
e/ou complementares aos ja existentes, minimizar efeitos colaterais o que trara importancia para

a melhoria de qualidade de vida dessa parcela da populagdo acometida da OA (40, 41).
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Dentre as opcdes de tratamento ndo farmacoldgico e ndo invasivo que esta sendo estu-
dada na OA destaca-se a atividade fisica e a fotobiomodulacdo utilizando o laser de baixa in-
tensidade (LBI) ou o diodo emissor de luz (LED).

1.4 Laser de baixa intensidade (LBI)

A palavra laser ¢ uma sigla do inglés “Light Amplification by Stimulated Emission of
Radiation”, e significa “Amplificagdo da Luz por Emissdo Estimulada de Radiacdo” (42). Po-
demos classificar o Laser em dois grupos: Laser de Alta Poténcia (cirurgico) e o laser de baixa
intensidade (LBI): O Laser de Alta Poténcia apresenta alta densidade de energia resultando em
dano ao tecido que receba a aplicacdo, promovendo o efeito cirlrgico, pois oferece precisao no
corte tecidual, retirada de tumores entre outros. O laser de baixa intensidade (LBI) pode ser
empregado como tratamento porque atua no metabolismo celular mitocondrial, pois esta tem

caracteristicas cromdforas, situagdo que influencia na funcéo celular (43).

Karu et al (1988) afirma que o LBI ndo atua somente na mitocéndria, mas também na
membrana celular regulando a bomba de sédio e potassio aléem dos canais de célcio (44).Dessa
maneira, a terapia com LBI é considerada um recurso bioestimulante em tecidos, por meio de
seus efeitos fisioldgicos no meio intracelular contribuindo ao aumento de producéo de energia

e regeneracdo a consequentemente cicatrizacao (45) (Fig. 3).
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Fig. 3 Esquema da acéo do LBI A luz é absorvida pela membrana celular, com a¢&o na mitocdndria e liberagdo
de adenosina trifosfato (ATP), 6xido nitrico (NO), espécie reativa de oxigénio (ROS) e sinalizacdo no nicleo
celular. A partir dai aumenta sintese de DNA e RNA gerando efeito analgésico, cicatrizante e anti-inflamatério
(46).
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Estudos indicam que o sucesso da terapia com LBI e seus respectivos efeitos é depen-
dente do comprimento de onda, poténcia, dose e tempo aplicados (47). A aplicagdo em baixa
poténcia (1 a 500 mW), comprimento de onda com espectro vermelho ou proximo ao infraver-
melho (600 — 1.000 nm) e irradiacéo entre 0.001 e 5 W/cm?, contribui para a regeneragao teci-
dual, reducdo de inflamacgdo e efeito analgésico, sem apresentar efeitos térmicos (48, 49).
Quanto maior o comprimento de onda, maior sera a absorc¢ao da luz por estruturas mais profun-
das. (Fig. 4).

532nm  585nm 694nm  755nm 800nNmM

DERME

HIPODERME Vv

Fig. 4: Comprimentos de onda do LBI terapéutico. Imagem adaptada (49)

1.5 LBI na osteoartrite

Estudos em modelos experimentais mostram procedimentos que mimetizam a inflama-
cao e que a aplicacdo do LBI leva a resultados significantes em ac¢des anti-inflamatérias (50,

51). Os principais efeitos obtidos com terapia de LBI em doencas reumatologias séo:

e Efeito Analgésico: estimula a producdo de endorfinas e serotoninas, que atuam
como inibidores da sensacao dolorosa;

e Efeito Cicatrizante: Aumenta a producédo de fibroblastos e fibras de colageno,
acelerando a cicatrizagéo;

e Efeito Anti-inflamatorio: Diminui o influxo de células provenientes do sistema
imunoldgico (leucdcitos, macrdéfagos e linfocitos) e diminui rapidamente o

edema melhorando a mobilidade (52).
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A irradiacdo LBI produz efeitos como o estimulo da vasodilatacdo, produzindo uma
microcirculacdo local a qual beneficia o aporte de oxigénio e eliminagdo dos catabdlitos, e fa-
vorece tambem, o aporte de elementos defensivos, dai deduz-se sua capacidade anti-inflamato-
ria (53).

Foi demonstrado em modelo de OA, no qual a enzima papaina foi injetada na articulacéo
do joelho do rato, ocorreu a degradacéo da cartilagem e promoveu uma inflamacdo, e nos gru-
pos irradiados com LBI ocorreu diminuicéo significativa no influxo leucocitario, aumento da
angiogénese, quantidade de epitélio escamoso e diminuicao da fibrose na articulagéo (54). Além
dos efeitos anti-inflamatério, o LBI tem capacidade de atuar sobre os nervos, reduzindo a trans-

missao da dor e ativando os receptores opidides endégenos (55).

Em outro modelo experimental, o LBI foi utilizado em artrite inflamatdria induzida por
zymozan em joelho de ratos (56). Foram comparadas as doses de aplicacdo do LBI nos grupos
tratados com LBI e comparado ao grupo controle tratado com dexametasona. Os resultaram
mostraram que maior tempo de tratamento com LBI, diminuiu o edema e prostaglandina E2
(PGE2) tendo apresentado um resultado similar ao tratamento convencional (dexametasona)
(56). Ademais, nosso grupo de pesquisa demonstrou que o LBI é eficaz em reduzir o edema,
migracao leucocitaria, hiperalgesia e citocinas inflamatdrias como o IL-1 e IL-6 em modelo de

artrite induzida por zymosan (17).

Neste presente estudo o LBI foi usado com objetivo de efeitos analgésico e efeitos anti-
inflamatdrios locais, dentre outros. Como complemento ao tratamento buscou-se a atividade

fisica moderada que, neste estudo é o treinamento fisico resistido.

1.6 Treinamento fisico resistido

O exercicio fisico pode ser utilizado como uma das ferramentas ndo farmacoldgica e
eficiente para promoc¢do e manutengdo da saude. Entre os beneficios de sua pratica estdo me-
Ihorias cardiorrespiratdrias, osteomioarticulares, metabdlicas as quais promovem melhoras fun-
cionais ao organismo (57). Diversas adaptacoes fisiologicas sdo induzidas pelo treinamento fi-
sico (TF), as quais ocorrem desde os primeiros dias de treinamento (adaptag0es de curto prazo),
como podem levar meses (médio prazo) e adaptacdes que normalmente podem levar até anos

para que ocorram (longo prazo) (58).
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Estas alteragdes ndo ocorrem exatamente da mesma forma em todos os individuos, pois
deve-se atentar a individualidade de cada sujeito e do tipo de exercicio realizado. Existem pro-

tocolos de TF que diferem entre si frente a intensidade, volume e modalidade de exercicio.

Estudos apontam uma relacdo direta entre melhor qualidade de vida, prevencéo de do-
encas e a pratica regular de exercicio fisico, em contrapartida, mostram a forte relacéo entre o
estilo de vida sedentario e doencas como a obesidade, diabetes, hipertensdo entre outros (59).
Os programas de TF podem promover adaptacdes em varios sistemas organicos, tais como o
aparelho locomotor, cardiaco e imunoldgico pois as alteragdes do TF reforcam a comunicagao
entre esses sistemas (60). Neste sentido, o efeito positivo do TF em varias doencas ja foi reco-
nhecido, e um estilo de vida que inclui atividade fisica oferece protecdo contra muitas doencas,
além de atuar de forma terapéutica no tratamento de varias condicdes fisiopatoldgicas (59, 61,
62).

A atividade fisica em geral também pode ser utilizada como terapia ndo invasiva na OA.
Sua pratica pode otimizar a lubrificacdo articular, manter bom nivel de forca muscular, diminuir

a dor, melhorar a amplitude de movimento articular e diminuir a resisténcia articular (63).

Dentre os diversos tipos de exercicios fisicos, destaca-se o treinamento resistido (TR),
realizado contra resisténcia, sendo esta promovida por equipamentos especificos, também im-
plementos como elasticos e molas de diversas tensdes e cargas variadas e ou proprio peso do
corpo. O treinamento resistido, também chamado de treinamento de forca, envolve a ativacao
voluntaria de musculos esqueléticos especificos contra alguma resisténcia externa que é forne-
cida pela prépria massa corporal, implementos, pesos livres ou maquinas especificas (64). Este
treinamento também desenvolve um importante papel na reabilitacdo de muitas doencas, bem
como diabetes, artrite reumatolégicas, auxilia também para a melhoria da capacidade de marcha
e de qualidade de vida de pacientes idosos, com parkinson, com doenca arterial obstrutiva pe-
riférica e ainda pode promover a prevencdo e diminui¢do da massa 6ssea e muscular em paci-

entes idosos e em mulheres no periodo da menopausa, entre outras (65, 66, 67, 68).

Atualmente, a atividade fisica é prescrita para pacientes com OA, situagcdo oposta ao
procedimento de imobilidade prescrita para este tipo de doenca décadas atras (69, 70). Em es-
pecifico, 0 TR vem ganhando destaque nos ultimos anos no tratamento de pacientes com OA,
pois estes apresentam cerca de 15-18% de prejuizo de forga muscular no inicio da doenca, 0
TR é eficaz em diminuir a progresséo da doenga (71). Isso ocorre porque 0 TR tem como efeito

a melhora da amplitude de movimento, da forca muscular, melhora da funcgdo e contribui ao
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bem-estar organico. Assim, o TR contribui na promogéo da prevencéo e/ou reabilitacdo da ca-
pacidade funcional e deambulagéo, contribuindo para a saude geral (72, 73). Entre as a¢fes que
se agravam por falta de atividade fisica, a exemplo das doencas cardiovasculares (74), o exer-
cicio fisico terapéutico é recomendado em diretrizes da Sociedade Americana do Coracéo,

como intervengdo ndo farmacoldgica para o tratamento da OA (75, 76).

Estudos com protocolos de treinamento de 8 semanas confirmam a melhoria nos sinto-
mas de OA de joelho e aumento da capacidade muscular. Toma et al (2016) avaliaram a gravi-
dade da dor do joelho dos pacientes em uma escala numérica durante o protocolo de treinamento
de 8 semanas (exercicios aerébicos de baixo impacto, fortalecimento muscular, mobilizacdo
articular entre outros) pacientes com treinamento apresentaram melhora da capacidade funcio-
nal comparado aos pacientes sedentarios. No estudo de Miller et al (2013) foi observado que a
dor diminuiu cerca de 59% nos pacientes com OA de joelho e melhora na capacidade funcional
dos mesmos. (77, 78).

Ainda, esta acdo terapéutica dos exercicios pode se estender a melhora da funcéo fisica
e reducdo de peso corporal, € evidenciado na literatura como um recurso essencial utilizado por
98% dos fisioterapeutas. Porém, anteriormente ou associado a atividade fisica, existe a neces-

sidade de se realizar recursos com intuito de alivio da dor (79).

1.7 LBI associado a atividade fisica

Ferraresi et al (2011) estudaram o efeito do LBI sobre o desempenho muscular no trei-
namento de for¢a em jovens voluntarios do sexo masculino. Foi observado uma melhora na
capacidade de carga maxima de pacientes e melhoria do desempenho muscular (80). Ainda, o
LBI aplicado no quadriceps de mulheres idosas foi capaz de aumentar o nimero de repeticdes

de flexdo do joelho apds um protocolo de fadiga (81).

Segundo a literatura, o LBI promove melhor morfologia da fibra muscular, o que pode
ter contribuido para a melhoria do desempenho muscular nos ratos treinados e tratados com
LBI em comparagdo com os animais somente treinados (82). Ademais, Youssef et al (2016)
afirmaram, que associac¢do do LBI com treinamento fisico é mais eficaz do que o treinamento

fisico isolado no tratamento de pacientes mais velhos com OA de joelho (83). Conforme o
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exposto acima, o LBI pode constituir um recurso terapéutico para melhorar o desempenho mus-
cular associada ao exercicio fisico em atletas, idosos, pessoas de todas as idades. Estes benefi-

cios promovem melhor desempenho, menor ocorréncia de lesdes e dores musculares.

Considerando que a OA de joelho é uma das principais doencas de articulagéo e a quarta
doenca a determinar aposentadoria na atualidade de acordo a previdéncia social além de ter
como tratamento os anti-inflamatorios cujo efeitos colaterais causam alteracdes gastrintestinais
sérias, as estratégicas terapéuticas que visam a reducdo de inflamac&o local e alteracGes sisté-
micas sdo consideradas de grande valia. Todavia, os efeitos do TR associado ao LBI ainda néo
foram estudados em modelo experimental de OA com o propoésito de avaliar pressao arterial,
frequéncia cardiaca, inflamacao e degradacao local com a certeza de auséncia dos efeitos cola-

terais.

Sendo assim, esta pesquisa avaliou a associagéo do LBl e 0 TR em modelo experimental
de OA. Visando testar a hipdtese de um tratamento para a OA néo invasivo e nao farmacologico

para melhora da funcdo organica e prevencdo da mesma.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar os efeitos do treinamento fisico resistido associado ao laser de baixa intensidade em

modelo experimental de osteoartrite em rato.

2.2 Especifico
Avaliar alteracdo local da articulacdo do joelho do rato, sendo elas:

e Influxo leucocitéario;

e Degradacao articular;

Avaliar possiveis alteracGes sistémicas do organismo do rato com OA, sendo elas:

e Capacidade funcional;
e Ganho de peso;

e Analise Hemodinamica: Presséo arterial e frequéncia cardiaca

3. HIPOTESE

Avaliamos a hipotese de que as associagdes de terapias ndo farmacoldgicas podem ser
eficazes para a melhora da capacidade fisica e funcional dos ratos, diminuindo a dor atraves do

efeito analgésico do LBI o que facilita a realizacéo de atividade fisica.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Local

Esta pesquisa foi realizada no Laboratdrio de Fisiologia Translacional e no Laboratorio
Geral da Universidade Nove de julho. Todos os procedimentos experimentais foram submeti-
dos & avaliagdo e aprovados pelo Comité de Etica no uso de animais da Universidade Nove de
Julho — CEUA / UNINOVE n° AN 009/2014.

4.2 Animais

Foram utilizados ratos machos Wistar provenientes do Biotério da Universidade Nove
de Julho, mantidos em condigdes controladas de luminosidade de 12 horas, alternados entre
claro e escuro, numa temperatura adequada aos ratos com alimentacdo e agua ad libitum. Os
animais foram alojados e colocados em caixas plasticas padrao (370x260x170 mm) com trés a

quatro ratos por caixa (fig.5).

Fig. 5. Caixas plasticas para comportar os animais e medidor de temperatura da sala de animais.

Fotos aline da silva

4.3 Sequéncia experimental

Os grupos do modelo experimental seguiram a sequéncia abaixo, consideramos o tempo
de treinamento fisico resistido durante 8 semanas (fig.6)
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4.4 Randomizacao

Os ratos foram randomizados de forma aleatoria em 5 grupos (N= 8 em cada grupo).
Esses animais foram avaliados durante as 8 semanas, sendo realizado o Teste de esforco ma-
ximo na 1°,4° e 8° semana do protocolo experimental seguido da cirurgia de canulagéo, regis-
tros, coleta de materiais bioldgicos e eutanasia (fig.7).



27

Jepnope ogdepesBap 2
[BIAOUIS BUBIQIAW BP
SIBLIOJRI0R]| SasIRUY
gIseueIny
sonsiBay
oede|nues ap efunny

BIP ( ‘9PepISUsIU| BXIeg J9ZeT 4 ‘0SUBISIP JO ‘OWIXew 031053 8p 81sa L INTL

|

WAL
[

vavos3 W3 OAILSIS3Y OLNJWVNIFYL

I epelsa e oederdepy

| A

58 6l ] &5 Br 113 | 14 g
ll.l.l-\ el 4 Al .w 0, " " " al e ._.ﬂ...m_nw.—u.
b0 e 10
! |
LETS LLETS
] -
EIP ol 2 oF

*»1 OU 3[onuod odius ou BUNES OBINJOS
ap OEMNPUI 2 “NIPE0)SO EP OEINPUT

Fig 6. Sequéncia experimental do presente estudo



28

{ SEDENTARIO { TREINADO
| |
, [ I I I 1 ) ]
Cor(‘e”o OA oL OR ORL
(N = 8) (N=8) (N=8) (N=8) (N=8)

Fig. 7 Composicdo dos grupos experimentais

CONTROLE (C): Ratos submetidos a indugdo de 20 pL de solucédo salina estéril no
joelho direito. O grupo C foi utilizado em normalidade para ajudar a comparar a gravi-

dade da OA nas analises da membrana sinovial e joelho dos ratos.

OSTEOARTRITE (OA): Ratos submetidos a inducdo de 20 uL de papaina + cisteina
no joelho direito. O grupo AO foi utilizado para avaliar a gravidade da osteoartrite (OA)
para melhor compreensdo das analises deste estudo.

OSTEOARTRITE E LBI (OL): Ratos submetidos a inducdo de 20 pL de papaina +
cisteina no joelho direito. O grupo OL foi utilizado para avaliar a gravidade da osteoar-

trite (OA) tratada somente com LBI para melhor compreensédo das analises deste estudo.

OSTEOARTRITE E TR (OR): Ratos submetidos a inducdo de 20 uL de papaina +
cisteina no joelho direito. O grupo OR foi submetido ao treinamento fisico resistido
(TR). Esse grupo foi utilizado para avaliar a gravidade da osteoartrite (OA) tratada so-

mente com o TR para melhor compreensao das analises deste estudo.

OSTEOARTRITE, LBI E TR (ORL): Ratos submetidos a inducdo de 20 pL de papaina
+ cisteina no joelho direito. O grupo ORL foi submetido ao treinamento fisico resistido
(TR) associado ao LBI. Esse grupo foi utilizado para avaliar a gravidade da osteoartrite
(OA) tratada com as duas terapias (TR e LBI) para melhor compreensdo das anélises

deste estudo.
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4.5 Adaptacdo a escada

A adaptacédo a escada e ao TR foi realizada na sala de treinamentos fisicos do biotério
da Universidade Nove de Julho. A adaptacao foi realizada em escada propria para ratos com 52
degraus e uma caixa na parte superior, coberta com um pano, pois 0s animais tem habito noturno

e 0 espago escuro é confortavel para os animais descansarem entre as subidas (84).

Durante o periodo de adaptacdo ao TR em escada, os ratos foram colocados nos degraus
inferiores e adaptados ao ato de escalar, sem carga na cauda ou recompensa de alimento, 4gua
ou brinquedos. O Unico incentivo para a subida foi um toque com mao na da cauda do animal
para que o mesmo escalasse a escada. Cada rato teve 2 minutos de descanso entre cada subida.

Foi considerado adaptado apds escalar 5 vezes consecutivas (84, 85).

4.6 Inducéo da osteoartrite

Os ratos dos grupos OA, OL, OR e OLR ap6s a randomizacdo receberam uma injecao
intra-articular de 20 pL de uma solucéo de 4% papaina dissolvida em 10 mL de solucdo salina
estéril, acrescido de 10 pl de cisteina a (0.03M) no joelho direito. Esse procedimento foi reali-
zado no primeiro dia e repetido no 4° e 7° dia, logo, foram realizadas trés aplicacfes de papaina

e cisteina (10).

Esse procedimento foi realizado usando anestesia geral por via intraperitoneal com uma
mistura de ketamina 80 mg/kg (hospira. Lake Forest, IL, USA) e xilazina 20 mg/kg (Lloid, Ic,
Sherondoa, IA, USA).

Para realizar a inducdo de OA, a regido anterior do joelho de cada animal foi tricotomi-
zada, posicionada em flexdo a 90°, localizando o espaco virtual intrarticular, posicionou-se a
agulha perpendicular ao aplicador com o bisel voltado a frente, pressionou-se até transpassar o
tenddo patelar e injetou-se a mistura no espaco virtual intra-articular fémur tibial. Os ratos do

grupo controle receberam 20 pl de injecdo de solucdo salina estéril no joelho direito (fig 8).
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Trés aplicagoes de 20 pL de uma solugdo (4%
papaina dissolvida em 10 ml de solugdo salina
estéril Cisteina a 0.03M) no joelho direito do rato.

1° dia, 4° dia e 7° dia

Fig. 8 Procedimento para inducdo da OA. Foto Aline da Silva

4.7 Terapia com laser de baixa intensidade

Foi utilizado o equipamento (MM Optics ®) de laser de baixa intensidade, semicondutor
Aluminium Gallium Indium Phosphide — InGaAIP (fig. 5). Os parametros utilizados estdo na
tabela 1.

Para a aplicagdo do laser, os animais foram posicionados em uma mesa em decubito
ventral e a perna traseira foi imobilizada manualmente. O feixe do laser foi aplicado perpendi-
cularmente (90°) encostando na pele do joelho direito de cada rato. O grupo controle e OA
receberam o mesmo procedimento com o aparelho de laser desligado. A irradiacdo ocorreu no
inicio e no fim da semana (duas vezes por semana) durante as 8 semanas, antes do TR. A men-
suracdo da poténcia Gtica do laser ocorreu usando-se um calibrador multifuncional (modelo
1835 C, Newport Corporation, Irvine, CA) (fig 9).

Fig. 9 Equipamento de terapia LBI
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Tabela 1: Parametros do laser de baixa intensidade

Meio Ativo InGaAIP
Comprimento de onda 660 nm
Poténcia de Saida 5mwW
Densidade de Potencia 0,125 W/cm?
Densidade de Energia 2,5 Jlcm?
Area do feixe 0,04 cm?
Tempo de irradiagédo 20 segundos

4.8 Treinamento resistido

Ap0s 48 horas da inducdo de osteoartrite, todos 0s ratos passaram por nova adaptacéo a

escada.
4.8.1 Teste de esforco maximo (TEM)

Para realizar o teste de esforgco maximo (carga maxima), utilizou-se a mesma escada da
adaptacdo. Os pesos utilizados como carga foram montadas com pesos de chumbo, conectados
a base da cauda de rato. O teste foi iniciado com uma carga inicial de 75% do peso corporal,
que foi progressivamente aumentada por um adicional de 15% do peso do corpo nas seguintes
subidas até que o rato ndo conseguisse subir toda a escada, sendo assim foi determinado a carga
maxima. A partir do teste de esfor¢co maximo foi calculado um percentual de 40 — 60% para o

animal treinar durantes as proximas semanas (84, 85).

4.8.2 Protocolo de treinamento fisico resistido

O protocolo de treinamento fisico resistido foi realizado durante 2 meses, 5 dias por
semana, com intensidade moderada (40-60% da carga maxima normalizada). Os ratos realiza-
vam 15 subidas por sessdo, 1 min de intervalo entre as subidas. Apds o teste intermediario
realizado na 4° semana, a prescri¢édo foi ajustada de acordo com os novos valores obtidos no

teste de carga maxima (84,85) (fig.10).
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Tabela 2: Protocolo do treinamento fisico resistido

Semanas Porcentagem da carga do TEM
1° 40%
2° 40-50%
3° 40-50%
4° 50%
5° 40-50%
6° 50%
7° 50-60%
8° 60%

Fig. 10 Rato em treinamento

Foto Aline da Silva

4.9 Canulagéo

Apds 48 horas do protocolo de teste de esforco maximo final (TEM), os ratos foram
anestesiados com ketamina - xilazina (80:40 mg/kg, I.p) com introducdo de cateter de polieti-
leno com ponta de canulas de Tygon (4 cm de PE-08 ligado a 2cm de PE-50) diretamente na

artéria carétida direita, para analisar as medidas da presséo arterial e frequéncia cardiaca.

Apos a implantagdo firme e correta da canula, estas foram transpassadas subcutanea-
mente na regido do dorso cervical do rato, fixando-as com fio de algodao (fig. 11). As canulas
foram preenchidas com solucdo fisioldgica e fechadas com pinos de aco até o registro que acon-
teceu 24 horas ap6s (85). Durante esse periodo de espera, 0s ratos permaneceram em caixas
individuais com alimento a agua ad libitum e a canula ndo atrapalha os ratos se locomoverem

na caixa.
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Fig. 11 Imagem adaptada (85). Pode se observar a localizagéo da artéria carétida
4.10 Analise da pressdo arterial — registros

Os registros hemodinamicos foram realizados 24 horas ap0s a cirurgia de implante de
cateteres na artéria cardtida com os ratos conscientes na sala de registros. Essa sala apresenta
um ambiente silencioso o que foi propicio para a tranquilidade dos ratos. Com o animal cons-
ciente e livre movimentacao durante o registro, a canula foi conectada a um transdutor de sinal
(Kent Instrumental, EUA) e durante 30 minutos a pressao arterial e frequéncia cardiaca foram
gravadas em computador equipado com conversor analdgico digital (CODAS, 2 kHz frequéncia
de amostragem, Dataq Instruments, EUA) (fig. 12).

Fig. 12 Processo de andlise hemodinamica dos ratos Imagem 1: Preparo dos materiais para a realizagdo da
cirurgia de canulagdo em cada rato. Imagem 2: Conexdo entre a canula que esta no dorso do rato e o transdutor
de pressdo arterial (85). Imagem 3: Computador de registro dos animais que apresenta o sistema de registro de
pressao arterial; bem como o registro na tela do computador. Imagem 4: Inicio da analise do registro hemodina-

mico realizado pelo programa Windag. Fotos aline da silva
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4.11 Influxo leucocitario articular

Ap0s o registro de cada rato, os mesmos foram anestesiados e foi retirado o lavado ar-
ticular, através de duas injecdes, totalizando 400 pL, de solucdo salina com objetivo de quanti-
ficar e classificar as células infiltradas no joelho. O lavado articular foi centrifugado a 800 rpm
por 6 minutos. Depois disso, o precipitado celular foi ressuspenso em 300 pl de PBS, uma
fracdo de 20 pl foi utilizada para determinacdo das células totais em camera de Neubauer
(fig.13).

!\a' > § — =Om Cj)

Fig. 13 Esquema de retirada de lavado para quantificacdo do influxo leucocitario

4.12 Analise histologica

Imediatamente apos coleta do lavado articular, com os ratos ainda eutanasiados reali-
zou-se retirada de amostra de sindvias que foram acondicionadas para fixacdo em paraformal-
deido 10% para a conservacao das mesmas. Utilizando protocolo operacional padrdo as amos-
tras foram desidratas com banhos sistematicos de etanol a 70% a concentracdo crescente até

absoluto, seguiu-se com banhos sistematicos em xilol.

As inclusdes das amostras macroscépicas foram realizadas em paraplast a 58°. Foram
utilizados cortes histologicos de 5 um foram feitos em quadruplicatas. As ldminas foram cora-
das com hematoxilina e eosina (corantes especificos para evidenciar caracteristicas estruturais
do tecido em um microscopio de luz) (86). Esta técnica permite verificar a histoarquitetura da

membrana sinovial da articulacdo do joelho, obtendo assim os dados morfoldgicos.

Outras, laminas em duplicatas foram coradas com Pricossirius red, seguindo por xildis,
montagem com laminulas, secagem e analise em microscopio de luz. A coloragédo por Picosi-
rius red e anélise sob luz polarizada foi realizada para avaliar a alteracdo de coladgeno (86). Foi
utilizado o Microscopio LEICA DMLS (lente 20x / 0.65 e filtro DFC) e programa LEICA
QWIN PLUS V 3.5.1. (Switzerland Ltda). Para a quantificacdo de colageno foi utilizado pro-
grama ImageJ. O Picosirius Red foi utilizado para acompanhar a distribuicdo de colageno em

cada grupo (23).
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5. Eutanasia

Ao término da retirada de materiais biologicos dos ratos foram anestesiados com Keta-
mina e Xilazina, procedemos com a suplementacdo de duas vezes o volume utilizado para anes-
tesia (dose elevada de anestésicos). Procedimentos e métodos de eutanésia se pautam no Guia
de Brasileiro de Boas Praticas com Animais de Experimentacdo do Conselho Federal de Medi-

cina Veterinaria e da Resolucdo 1.000 de 11 de maio de 2012.

6. Estatistica

Os dados obtidos foram tabulados em Software Microsoft Excel 2016. A normalidade foi
verificada no GraphPad Instat software. Os dados entdo foram expressos como media + erro pa-
drdo da média. A analise de variancia (ANOVA) de um caminho seguida do teste de Turkey
foi usado para comparar 0s grupos e o nivel de significancia estabelecido foi de p< 0,05. Os
programas estatisticos utilizados para andlise dos dados deste estudo foram GraphPad InStat

versdo 3.01 e o software GraphPad Prisma 5.


https://en.wikipedia.org/wiki/GraphPad_InStat
https://en.wikipedia.org/wiki/GraphPad_InStat
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7. RESULTADOS QUANTO A ACAO SISTEMICA
7.1 Peso Corporal

Efeito do protocolo de tratamento com LBI e TR no ganho de peso dos ratos com osteo-

artrite.

A figura 14 apresenta a evolucdo do peso corporal dos ratos no inicio e ao final do
experimento. No inicio do protocolo, quando os animais foram randomizados em seus respec-
tivos grupos para posterior indugdo de OA, o peso corporal foi semelhante entre 0s grupos.
Todos os grupos tiveram aumento de peso corporal no final do treinamento que foi significati-
vamente maior que seu peso inicial. Os grupos C, OL, OR e ORL apresentaram peso corporal
final menor comparado ao peso corporal final do grupo OA. O grupo OR e ORL final apresen-

tou um peso menor comparado ao peso final do grupo OL (fig.14).

Peso corporal
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Fig. 14 Efeito do LBI e TR no ganho de peso em modelo experimental de OA. O peso de cada rato foi avaliado
todas as semanas e estdo representados graficamente os pesos iniciais e 0s pesos registrados ao final do periodo de
tratamento. Os dados representam a média de 8 animais/grupo- *p<0.001 comparado com 0 peso inicial de cada
grupo; #p<0.001 comparado com o peso final do grupo OA; $p<0.001 comparado com o peso final do grupo OL
(ANOVA).
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7.2 Capacidade Funcional

Efeito do tratamento com LBI e TR sobre o Teste de Esforco Maximo (TEM), na OA

experimental.

A figura 15 representa a capacidade funcional avaliada através do teste de esforco ma-
ximo inicial, intermediario e final. Todos os grupos apresentaram maior capacidade funcional
ao final do protocolo em relacéo ao inicio do protocolo. Os grupos OR final e ORL final apre-
sentaram maior capacidade funcional ao final em comparagdo ao grupo OA. Ratos do grupo
OR e ORL tiveram aumento na capacidade funcional em comparagdo aos grupos sedentarios
(OA e OL) na 42 semana de treinamento e ao final do exercicio de resisténcia. (Fig. 15). Devido
as variacdes no valor de peso corporal entre os animais estudados, foi realizada uma normali-

zagdo da carga maxima inicial e final utilizando a seguinte formula (fig. 16):

Carga maxima normalizada = carga da ultima subida completa/ peso corporal x 100

Teste de esforco maximo
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Fig.15 Efeito do LBI e TR no teste de esforco maximo (TEM) em modelo experimental de
OA. O TEM de cada rato foi avaliado no inicio do treinamento, na quarta semana e na oitava semana do treina-
mento e estdo representados graficamente como TEM inicial, intermediério e final. Os dados representam a média
de 7-8 animais/grupo *p<0,05 comparado com ao TEM inicial de cada grupo; #p<0,05 comparado com 0 TEM
intermediario de cada grupo ¢p<0,05 comparado com ao TEM final do grupo OA. ¥ p < 0,05 comparado ao TEM
final do grupo OL (ANOVA).
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Fig.16 Efeito do LBI e TR no teste de esforco maximo (TEM) normalizado em modelo
experimental de OA. O TEM de cada rato foi avaliado no inicio do treinamento, na quarta semana e na oitava
semana do treinamento e estdo representados graficamente como TEM inicial e final. Os dados representam a
média de 7-8 animais/grupo *p<0,05 comparado com ao TEM inicial de cada grupo; grupo ¢p<0,05 comparado
com ao TEM final do grupo AO; ¥ p < 0,05 comparado ao TEM final do grupo OL (ANOVA).
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7.3 Anélise Hemodinamica

Efeito do tratamento com LBI e TR sobre a Avaliacdo Hemodinamica em modelo ex-

perimental de OA.

Através da analise dos registros hemodindmico de 30 minutos que foram realizados nos
ratos, com frequéncia de amostragem de 2000 Hz, pode-se obter os resultados referentes a fre-
quéncia cardiaca (FC) e pressdo arterial (PA). A figura 17 apresenta resultados significante e
demonstrou reducdo na frequéncia cardiaca dos grupos OR e ORL em relagdo aos grupos se-
dentérios. A figura 18 apresenta a analise da pressdo arterial sistolica e diastdlica e ndo mostra
diferenca estatistica entre os grupos estudados. A figura 19 apresenta a pressdo arterial dos

grupos estudados neste presente estudo e ndo mostra diferenca estatistica entre 0s mesmos.
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Fig. 17 Efeito do tratamento com LBI e TR sobre a Avaliacdo Hemodindmica em modelo experimental de
OA. A Frequéncia Cardiaca dos grupos do presente estudo. O grupo C, submetido a indugdo de solu¢do salina; o
grupo com OA induzida por papaina e cisteina e sedentéario; o grupo OL com OA induzida tratada com LBI; o
grupo OR com OA induzida tratada com TR; o grupo ORL com OA induzida e associacdo de TR e LBI; valores
em média = SEM. # p < 0,05 em relagdo ao grupo C; * p < 0,05 em relagéo ao grupo OA. BPM (Batimentos por
minuto), (n=7-8) Tukey.
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Fig. 18 Efeito do tratamento com LBI e TR sobre a Avaliacdo Hemodinadmica (Pressdo arterial diast6lica
sistélica e) em modelo experimental de OA. Média da Pressdo Arterial Sist6lica e diastolica dos grupos estuda-
dos. O grupo C, submetido a indugéo de solucdo salina; o grupo com OA induzida por papaina e cisteina e seden-
tario; o grupo OL com OA induzida tratada com LBI; o grupo OR com OA induzida tratada com TR; o grupo ORL
com OA induzida e associacdo de TR e LBI. Milimetros de merctrio ao quadrado (mmg?), (n =7-8).
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Fig. 19 Efeito do tratamento com LBI e TR sobre a Avaliagdo Hemodinamica (Pressdo arterial) em modelo
experimental de OA. Média da Pressdo Arterial dos grupos estudados. O grupo C, submetido a indugéo de
solugdo salina; o grupo com OA induzida por papaina e cisteina e sedentério; o grupo OL com OA induzida tratada
com LBI; o grupo OR com OA induzida tratada com TR; o grupo ORL com OA induzida e associacdo de TR e
LBI. Milimetros de mercurio ao quadrado (mmg?), (n =7-8).
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8. RESULTADOS QUANTO A ACAO LOCAL

8.1 Influxo Leucocitario

Efeito do tratamento com LBI e TR sobre o influxo de leucécitos totais na cavidade arti-
cular.

A figura 20 apresenta a andlise do lavado articular, que teve objetivo de quantificar as
celulas totais infiltradas no processo inflamatorio. Com isso pode-se observar que o grupo OL
(186,6 + 39,9 x 10%), bem como os grupos treinados OR (127,5 + 7,7 x 10%) e ORL (79,2 + 19,2
x10%) apresentaram inibigdo significativa do influxo de leucdcitos total para a cavidade articular
em relagdo ao grupo OA (565,5 + 32,8 x 10%).

Influxo leucocitario
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Fig. 20 Efeito do LBI e TR na reducéo do influxo leucocitario totais na cavidade articular dos ratos em
modelo experimental de OA. Os ratos receberam a indu¢do de OA ou solugdo salina. O TR foi realizado em
escada durante 12 semanas. O tratamento com o LBI foi aplicado duas vezes por semana, sempre antes da sessdo
de TR, no inicio e fim do ciclo de 5 dias. ** p<0,01 e *** p<0,001.
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8.2 Analise Histologica de Amostras da Membrana Sinovial.

Efeito do tratamento com LBI e TR e seu efeito na andlise das membranas sinoviais

de cada grupo coradas com HE em modelo experimental de OA.

A Figura 21 apresenta a membrana sinovial coradas em HE. O grupo C apresentou a
membrana sinovial mais integra em relacdo ao grupo OA. Na imagem do grupo OA pode — se
observar uma desorganizacdo do tecido da membrana sinovial, formacdo de edemas (seta
verde), areas sem tecidos e células inflamadas em forma de nddulos (seta branca). A imagem
do grupo OL demonstra melhor organizacdo tecidual e com menos areas sem a presenca de
tecido. A imagem do grupo OR, assim como a imagem do grupo ORL revela um avancado
processo de organizacgdo. Essas imagens foram tiradas através de uma camera acoplada ao mi-

croscopio em objetiva de 40 x.
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Fig. 21 Efeito do LBI associado ao TR e seu efeito na analise das membranas sinoviais de cada grupo coradas
com HE. O grupo C apresentou a membrana sinovial integra. O grupo OA apresentou desorganizacdo do tecido
da membrana sinovial, intenso processo inflamatdrio em forma de nddulos (representado por seta branca), edema
(representado por seta verde). O Grupo OL demonstrou diminuigdo de edema e processo inflamatério mostrando
aparéncia melhor em relacdo ao grupo somente OA. Os grupos OR e ORL apresentaram uma organizacdo do
tecido da membrana sinovial, diminuicdo do intenso processo inflamatério em relagdo aos grupos sedentarios.
Todas as fotos foram tiradas em uma escala |- 50 um-I e objetiva de 40 x.
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8.3 Analise e quantificacdo de colageno

Efeito do Tratamento do LBI e TR em Cortes Histoldgicos de Amostras de Membrana

Sinovial dos Grupos do Protocolo Coradas com Pricosirius red.

As figuras 22 e 23 apresentam a membrana sinovial corada com Pricosirius red. O grupo
C apresentou uma organizacéo tecidual da membrana sinovial com birrefringéncia em verme-
Iho. O grupo OA mostrou grande presenca de coldgeno em fibras de cor amarelada (fibrose)
que foi predominante em relacéo ao grupo C. O grupo OL apresentou uma quantidade menor
de cor amarelada o que indica diminuicdo de fibrose. Os grupos OR e ORL foram os grupos
que visualmente apresentaram caracteristicas mais semelhantes ao grupo C (organizacdo do

tecido sinovial). Todas as fotos foram tiradas em uma escala |— 50 um -| e objetiva de 40 X.
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Fig. 22. Efeito do Tratamento do LBI e TR em Cortes Histol6gicos de Amostras de Membrana Sinovial dos
Grupos do Protocolo Coradas com Pricosirius red sob luz polarizada. O grupo C apresentou uma organizacdo
tecidual na membrana sinovial com cor em vermelho de tecido sinovial. O grupo OA mostrou a presenc¢a de muito
colageno em fibras grossas e cor amarelada (fibrose) predominante em relagéo ao grupo C. O grupo OL apresentou
uma quantidade menor de cor amarelada o que indica diminuigdo de fibrose. Os grupos OR e ORL foram os grupos
que visualmente apresentaram caracteristicas mais semelhantes ao grupo C (organizacédo do tecido sinovial). Todas
as fotos foram tiradas em uma escala |- 50 um 4 e objetiva de 40 x.



47

PRICOSIRIUS RED

o 154

o

> #

\©

o

© 104

]

©

&

o

g 5

C

O I I

Q. 0' T T
c OR ORL

Fig 23. Efeito do Tratamento do LBI e TR em Cortes Histoldgicos de Amostras de Membrana Sinovial dos
Grupos do Protocolo Coradas com Pricosirius red sob luz polarizada quanto a quantificacdo de colageno.
Resultados da quantificagdo de 13 imagens por rato, com medidas de perimetro padronizadas utilizando mensura-
¢ao por pixels realizada em software Image J. Os valores em percentuais expressos como média + E.p.m de 8
animais C (controle), OA (Osteoartrite), OL (Osteoartrite + laser), OR (osteoartrite + treinamento resistido), ORL
(osteoartrite + treinamento resistido + laser) * p<0,001 em relacéo ao grupo OA, * p<0,05 em relagéo ao grupo C.
(ANOVA).
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9. DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou a eficicia da associa¢do do TR e LBI na agédo sistémica
através da diminuic&o significativa de peso em comparacgéo ao grupo sedentario OA, 0s grupos
treinados também apresentaram melhora na capacidade funcional e diminuicdo da frequéncia
cardiaca de repouso comparados aos grupos sedentarios. Na acdo local, o grupo ORL presentou
uma melhora significativa no processo inflamatorio quando comparado com o0s grupos tratados
com as terapias individuais. Os resultados histologicos também revelaram e confirmaram a efi-
cacia da associacdo de TR e LBI diminuiu a degradacdo do tecido de colageno neste modelo
experimental quando comparado aos grupos tratados com as terapias individuais.

Avaliamos a hipotese de que as associacOes de terapias ndo farmacoldgicas, como o LBI
e 0 TR podem ser eficazes para a melhora da capacidade funcional dos ratos e principalmente
o efeito analgésico do LBI contribuindo ao sistémica do treinamento resistido. Para esse fim,
utilizamos OA induzida por uma solucao de papaina 4% + cisteina 0,03 mol/L. A inducéo da
OA por meio da papaina, uma enzima proteolitica, foi escolhido por ser uma técnica bem di-
fundida em publicagdes cientificas e mimetiza a patologia da OA (10). Neste sentido, o estudo
de Han et al., (2012) na qual foi utilizado 2%, 5% e 10% de papaina com 0,03 mol/L de cisteina
na regido intra-articular de joelhos de coelhos foi observado inflamacéo sinovial, fibrilagdo e
degeneracdo da cartilagem, avaliado pela anélise histoldgica e lavado articular. Ainda, no es-
tudo de Murat et al. (2007) utilizaram 4% de papaina com 0,03 mol/L de cisteina em ratos e
verificaram que todos os joelhos induzidos apresentaram irregularidade e fibrilagdo na camada
superficial pela analise histologica. O uso da bioestimulacédo por laser de baixa intensidade €
um recurso terapéutico amplamente utilizado em condicdes clinicas, foi utilizado neste trabalho
devido aos seus efeitos terapéuticos na OA experimental com foco na melhora do processo
inflamatorio, capacidade funcional, e analises hemodinadmicas na diminuicéo da frequéncia car-

diaca de repouso e normotensao da pressdo arterial dos grupos (87, 88).

Ao avaliarmos o ganho de peso dos animais, observamos que todos os animais tiveram
aumento de peso no final do protocolo em relacéo ao inicio do protocolo experimental, no en-
tanto os animais que treinaram tiveram ganho de peso menor que 0s grupos sedentarios, esses
resultados sé@o semelhantes a estudos (89, 90) que apresentam perda de peso com atividade
fisica, situacdo que contribui a menor sobrecarga articular. Além disso, ja foi demonstrado que
0 aumento de peso causa descargas biomecanicas elevadas nas articulagdes bem como o au-
mento de tecido adiposo relacionado ao sedentarismo estéo relacionadas com disfun¢Ges mus-

culares, risco de doengas cardiovasculares, OA entre outras (89. 90).
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Sendo assim, o treinamento fisico é uma estratégia importante para a alteracdo deste

quadro, contribuindo para a melhora da OA.

Com isso nossos resultados demonstraram que 0s grupos treinados tiveram uma maior
capacidade funcional em relacéo aos grupos sedentarios, esta observagéo se da pelo fato do TR
estimular a movimentacao e promover ganho de forca através do aumento das cargas no qual o
animal e submetido. Esses resultados estdo de acordo com a literatura pois mostra que a ativi-

dade fisica com TR aumenta a melhora da capacidade funcional dos individuos (84).

A dor é um sintoma comum em doencas osteoarticulares, especialmente na OA, muito
mais prevalente do que a rigidez e incapacidade (91). NA literatura ja foi demonstrado que o
treinamento fisico € um recurso importante para tratamento de OA por alcancar a reducdo da
dor e melhora da capacidade funcional (92). Ademais, a LBI pode ser uma abordagem alterna-
tiva ao rapido alivio da dor na artrite (93). Sugere — se que neste estudo o LBI contribuiu na
diminuicdo de dor local para que os animais treinados com LBI conseguissem subir a escada
com uma elevada carga pois 0 mesmo promove analgesia (17). Ao realizar a atividade fisica,

neste estudo os ratos apresentaram diminuicéo de peso corporal.

Nossos resultados apresentaram efeitos melhores no grupo com a associacao do LBl e
TR promovendo uma regulacdo fisioldgica aumentada resultando na regulacdo do organismo
quanto ao processo inflamatério local e melhora da capacidade funcional. A literatura também
mostrou que em uma associacdo de LBI e treinamento fisico o grupo com as duas terapias
também teve um efeito melhor do que LBI sozinho (80). Nesse sentido, uma meta-anélise de
22 ensaios clinicos randomizados a qual 668 pessoas estavam no grupo de terapia a laser e 565
pessoas no grupo de placebo mostraram a eficacia desta alternativa confirmando resultados de
estudo clinico precedentes relatados que LBI pdde ser uma alternativa aos anti-inflamatérios

ndo esteroidais (94).

Ao avaliarmos o efeito da OA no local de inflamagao observamos aumento significativo
de leucocitos na cavidade articular em relacdo ao grupo controle, o que confirma o processo
inflamatorio local. Além disso, verificamos reducéo significante na contagem dos leucdcitos
totais no lavado articular dos grupos tratados com LBI, TR isolados e principalmente nos grupos
tratados com a associacdo das terapias mostrando melhor eficacia do que as terapias tratadas
individualmente. Nossos resultados demonstraram claramente que a radiacdo LBI diminui o
influxo leucocitario retirado do lavado articular. Esse resultado confirma o que a literatura ja

descreveu em relacdo ao efeito anti-inflamatério do LBI (54). Neste sentido, varios estudos
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demonstram a reducdo de leucdcitos pela laserterapia em modelo experimental de artrite indu-
zida por zymosan (17), carragenina (51) e osteoartrite induzida por papaina (54). O presente
trabalho é a primeira demonstracdo de um protocolo de tratamento da OA de joelho com a

associacdo de LBI e treinamento resistido.

A avaliacdo histoldgica da membrana sinovial mostrou uma melhor organizagdo das
fibras nos grupos treinados em relacéo ao grupo OA, mostrando o efeito protetor do LBI asso-
ciado ao TR em relacdo a melhora da arquitetura da membrana sinovial. Ainda, observamos
uma reducdo do processo inflamatdrio pela reducdo de edema e numero de leucdcitos, esses
resultados estdo de acordo com dados ja demonstrado na literatura (39). Ainda, neste estudo
houve uma melhor organizacéo da estrutura do coldgeno no grupo tratado com laser. Assim
demonstrando o efeito da bioestimulacdo com LBI no processo de reparacdo da membrana si-

novial.

A frequéncia cardiaca de repouso neste presente modelo experimental (LBI e TR) apre-
sentou-se diminuida no grupo ORL o que indica uma protecdo cardiovascular, uma vez que

individuos com OA crdnica pode ter alteracGes cardiovasculares ao longo dos anos (12)

Este estudo também demonstra que o TR tem um efeito positivo sobre a OA medido
através da frequéncia cardiaca de repouso e da pressao arterial comparando os grupos treinados
ao grupo OA. O grupo ORL mostrou menor frequéncia cardiaca de repouso e vai ao encontro
dos resultados obtidos em estudos anteriores (77).

Devido ao crescimento da empregabilidade do LBI e relevante importancia que tem tido
nos tratamentos atualmente, procuramos estabelecer a dose do LBI para analisar os seus efeitos
sobre o processo inflamatério no nosso estudo experimental, sendo que a escolha da dose mos-
trou atenuacao do processo inflamatorio geral com reduces significativas das células inflama-

torias no protocolo experimental e podemos observar os efeitos na membrana sinovial.

Dessa maneira, nossos resultados sugerem que um programa de TR moderado associado
ao LBI pode exercer resultados favoraveis no equilibrio hemodinamico cardiovascular, melho-

rar a capacidade funcional, e atuar na prote¢éo da articulacdo acometida por osteoartrite.
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10. INTERPRETACAO E RESUMO DOS RESULTADOS

e Os grupos que tiveram tratamento com o laser de baixa intensidade ou treinamento re-
sistido ou a associagdo das terapias apresentaram diminuicdo de peso corporal signifi-
cante em relacdo ao grupo OA. O grupo controle apresentou peso corporal similar ao
grupo tratado com LBI.

e Os grupos com treinamento resistido apresentaram melhora na capacidade funcional

comparado com grupos sedentarios.

e O tratamento com LBI assim como o TR apresentou resultados comparativos signifi-

cantes o que indica normotenséo da pressao arterial neste modelo experimental.

e A frequéncia cardiaca de repouso neste modelo experimental apresentou-se diminuida

no grupo OR e ORL o que indica uma protegéo cardiovascular.

e Os grupos que tiveram tratamento com o laser de baixa intensidade ou treinamento re-
sistido ou a associacdo das terapias apresentaram uma melhora no processo inflamatorio

significante em comparacgéo ao grupo OA.

e O presente estudo demonstrou a eficacia da associacdo do TR e LBI na degradacdo do

tecido de colageno neste modelo experimental.

¢ O treinamento fisico resistido neste estudo revela efeitos fisiol6gicos positivos aos gru-
pos que tiveram a terapia pois os mesmos foram submetidos a irradiacdo com LBI sem
efeitos colaterais dos anti-inflamatérios atualmente utilizados. Sendo assim, essa associa-

cdo € uma alternativa para o tratamento farmacoldgico existentes.
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11. CONCLUSOES

A associacdo do TR moderado associado ao LBI pode promover efeitos benéficos a
capacidade funcional, ganho de peso, diminuicéo da frequéncia cardiaca, regulacdo do intenso
processo inflamatorio local, diminuicdo do deposito de colageno e diminuicdo da alteracéo es-

trutural avaliada através da histologia da membrana sinovial.

12. LIMITACOES PERSPECTIVAS

Com perspectivas futuras pretende-se associar em um proximo trabalho o treinamento
combinado (treinamento aerobio + treinamento resistido + LBI em ratas ooforectomizadas) uma

vez que a OA de joelho acomete grande parte da populacédo de mulheres em fase de menopausa.

Pensa — se inda associar o Diodo emissor de luz (LED) ao treinamento resistido ou as-

socia-lo ao treinamento aerdbio com esteira ou natacao.
Realizar a analise dos aspectos autondmicos realizados durante o registro de cada rato.

Analisar se a quantidade de racdo influencia na diminuicéo e/ou ganho de peso dos gru-
pos uma vez que o grupo OA apresenta diminui¢do de locomocao na caixa durante o periodo

de protocolo do estudo, mas tem ganho de peso.

Classificar as células presentes no lavado articular proveniente do processo inflamatoério
local diferenciando-as em polimorfonucleares ou mononucleares com base em critérios de mor-

fologia celular. Dosar citocinas presentes no lavado articular.

In vitro, cultivar as células presentes na cartilagem e capsula articular de joelho com OA

e trata-las com fotobiomodulacdo em diferentes doses.

Em humanos associar treinamento resistido (molas, elasticos, escada, entre outros) com
o LBI e/ou LED pois ndo apresentam efeitos colaterais e confirmado que a qualidade do trata-

mento € melhor do que as terapias individuais.
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ANEXO

Aprovacao do comité de ética em uso animais CEUA / UNINOVE n° AN 009/2014

UNINOVE
e
Untressta s do b

Protocolo de Pesquisa referente ao Projeto n® AN009/2014

Titulo do Projeto: Avaliagdo do Treinamento Aerobico, Resistido e Combinado Associado ao Laser
de Baixa Poténcia em Artrite.

Y ai
lIOriontadorMm:otod«PaulaAlvosaaSiiva 1

Objetivos: Avaliar e comparar os efeitos do treinamento fisico aerobico, resistido e combinado associado ao laser de
baixa poténcia em artrite. Especificos: 1 - Avaliar o efeito do treinamento fisico aerobico associado ao laser de baixa
poténcia em artrite na degradagéo articular no que se refere ao influxo inflamatorio, colageno e metaloproteinases
(MMP - 2 e 9); 2 - Avaliar o efeito do treinamento fisico resistido associado ao laser de baixa poténcia em artrite na
degradagao articular no que se refere ao influxo inflamatério, colageno e metaloproteinases (MMP - 2 e 9); 3 — Avaliar
o efeito do treinamento fisico combinado associado ao laser de baixa poténcia em artrite na degradagao articular no
que se refere ao influxo inflamatorio, colageno e metaloproteinases (MMP - 2 e 9); 4 — Avaliar os efeitos do treinamento
fisico associado ao laser de baixa poténcia em artrite nas alteragbes sistémicas hemodinamicas e autondmicas,
alteragdes de mediadores inflamatorios (TNF, IL-1, IL-6 e IL-10) e capacidade funcional.

INDUGAO A ARTRITE

Ratos randomizados receberdo uma injegao (agulha calibre 30 e seringa de 1 ml) intra-articular de 1 mg de
Zymosan ' © (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, USA) dissolvida em 50 i de solugZo salina estéril no joelho
jireito. O procedimento sera realizado usando anestesia geral por via intramuscular com uma mistura de ketamima
30 mg/kg (hospira. Lake Forest, IL, USA) e xilazina 20 mg/kg (Lloid, Ic, Sherondoa, A, USA). Ratos randomizados
yara controle receberdo injegdo de solugdo salina estéril. Para procedimento da injego, a articulago do joelho
ecebera tricotomia, posicionada em flexdo a 90°, localiza-se o tenddo patelo-tibial, posiciona-se a agulha
mmMmomeam,mmwmomemam
imosan-salina ou salina no espago virtual intra-articular fémur tibial. Indugdo acompanhada por docentes e
wofissionais do biotério.

ERAPIA LASER DE BAIXA POTENCIA ek
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Semecondutor Gaks Theraiase DMC® Os parkmebios 3 serem uizados serdo comprmento de 585 am, 20 wW &
poténcia, dose de 4 Jieny e tempo de 15 segundos
TREINAMENTO FISICO

TF aerobaco de nfensidade moderada sera realzado usando equipamento estewa (imbramed) Os ammas. Que
realizardo o exercicio receber3o adaptago de cinco dias (10 midia a 0.3 kmvh). seguido de proMocoio de iesie de
esforgo, 48 horas apos a indugao de artrite. Resultados serdo utiizados para DIescri3c 30 exerttn Com DENOCZAco
de cinco sessdes por semana e duragao de um més Ocormera a quantiicagao da medhora da capacidade fisca atraves
da mensuragdo do VO, Para protocolo de TF resistido procederemos conforme descrito em publicacio recents € 20
TF combinado associaremos os protocolos. O TF tera acompanhamento de docente

O material coletado sera distribuido Para a realizag3o dos seguintes procedimentos = histologia coloracao de
Hematoxilina e eosina e Picosirius Red red .Quantificagdo das citocinas IL-1 E IL-6 por meio do teste ELISA
Contagem diferencial de leucocitos. Zimografia de proteinas das MMP . Avaliagdo hemodinamica e autonbmica.

Animais (procedéncia, raga, linhagem, nimero de animais, peso, sexo): Ratos norgergicus albinos linhagem
Wistar machos (N=66) com peso entre (250 — 280g) procedentes do biotério da UNINOVE

Condigoes de alojamento e nutrigao:
Os ratos serdo alocados em caixas plasticas padréo (370x260x170 mm) com trés a quatro ratos, com alimento e agua

ad libitum. Provenientes e alojados no biotério da Universidade Nove de Julho, com controle de temperatura (26°C)
e ciclos de 12 horas alternados entre claro e escuro.

Medidas para evitar estresse e/ou dor nos animais: nao declaradas

Procedimento Anestésico e/ou Analgésico (incluir dose e vias dudnlnkw
Injegdo via intramuscular com uma mistura de ketamima mmmﬁu«f orest, IL
Lioid, Ic, Sheronc ‘.,.lA.USA)- = el
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conhecimento.

Data de inicio: 06/2015
Data de término: 12/2016

Apresentado a este Comité para analise ética, foi considerado:

(X) Aprovado, sendo que este projeto devera permanecer arquivado por 05 (cinco) anos nesta Secretaria.

() Com pendéncia, devendo o Pesquisador encaminhar as modificagdes sugeridas, e iniciar a coleta de dados
somente apos a aprovagao do projeto por este Comité.

() Nao-Aprovado

Comentarios:

- Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar a0 CEUA-UNINOVE, o relatorio final sobre a pesquisa (Lei P
0 Uso Cientifico de Animais - Lei N° 11.794 -8 de outubro de 2008).

Sdo Paulo, 14 de abril de 2015
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