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RESUMO

A artrite aguda do joelho é a desordem da articulagdo comum, e sua
prevaléncia aumenta em paralelo com o aumento da idade, € uma das mais
freqUentes causas de dor, perda da funcao e afastamento das atividades laborativas
em adultos. Muitos tratamentos sdo utilizados no tratamento da dor associada a
artrite reumatoide. Drogas anti-inflamatdrias ndo esterdidais (NSAIDs), drogas anti-
reumatodides entre outros, causam efeitos adversos, quando usadas por periodos
prolongados, e nao sao efetivos em varios pacientes. Por esse motivo, € incessante
a busca de novas terapias para o tratamento da mesma. A terapia nao invasiva e
fisiologica, como a terapia laser de baixa poténcia (LBP), pode ser importante na
manutengao da inflamagéao e dor articular a longo termo.

O tratamento com o LBP tem sido introduzido na pratica clinica para tratar
afeccdes inflamatérias. No entanto, o mecanismo de agdo do efeito do LBP em
processos inflamatoérios ndo esta totalmente elucidado.

Dessa maneira, a proposta deste trabalho foi estudar os efeitos do tratamento
fototerapéutico na artrite aguda induzida por zymosan, em joelhos de ratos, no que
diz respeito a acdo do laser e LED na migracao de células inflamatérias para a
cavidade articular, na liberagdo de mediadores pré-inflamatérios e
metaloproteinases. O tratamento com laser (660 nm), imediatamente, 12 e 2%h apos
indugao inflamatéria inibiu significativamente a o influxo de leucdcitos para a
cavidade articular, a liberagdo das citocinas IL-1 e IL-6 e também a expressao de
metaloproteinases-2 e 9. Sendo que o tratamento com LED (640 nm) diminuiu o
influxo de leucdcitos, a expressao de metaloproteinase, mas nao a liberagdo das
citocinas inflamatérias. Estes resultados demonstraram que os laser 685nm e LED
tém um efeito anti-inflamatério em artrite induzida por zymosan, no entanto o LED

nao apresentou reducgao de citocinas pro-inflamatérias.

Palavras-chave: Inflamacao; artrite; laser de baixa poténcia; LED.



1A

ABSTRACT

The acute arthritis of the knee is a common joint disorder, and its prevalence
increases in parallel with increasing age, is one of the most frequent causes of pain,
loss of function and removal of work activities in adults. Many treatments are used to
treat pain associated with rheumatoid arthritis. Nonsteroidal anti-inflammatory drugs
(NSAIDs), anti-rheumatic drugs among others, cause adverse effects when used for
prolonged periods, and are not effective in many patients. For this reason, it is the
incessant search for new therapies to treat the arthritis. The physiological and
noninvasive therapy, such as low level laser therapy (LLL), may be important in
maintaining the inflammation and joint pain long term.

Treatment with LLL has been introduced in clinical practice to treat
inflammatory conditions. However, the mechanism of the effect of LLL in
inflammatory processes is not fully elucidated.

Thus, the aim was to study the effects of phototherapeutic treatment in acute
arthritis induced by zymosan in the rat knee, looking to migration of inflammatory
cells into the joint cavity, the release of proinflammatory mediators and
metalloproteinase. Treatment with laser (660 nm) immediately, 1%' and 2h after
induction of inflammation significantly inhibited the influx of leukocytes into the joint
cavity, the release of IL-1 and IL-6 and also the expression of matrix
metalloproteinase-2 and 9. The treatment with LED (640 nm) decreased the influx of
leukocytes, the expression of metalloproteinase but had no effect on the release of
inflammatory cytokines. These results showed that the 685nm laser and LED have
an anti-inflammatory effect in arthritis induced by zymosan, however the LED is not

effective in reducing pro-inflammatory cytokines.

Keywords: inflammation, arthritis, low level laser, LED.
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Contextualizacao

1. Contextualizagao

1.1- Inflamagao articular aguda

Os disturbios musculos-esqueléticos como a artrite, atingem a maior parte
populacdo, e representam um problema de ordem mundial . Os maiores sintomas
sd0 edema limitacdo da amplitude de movimentos e dor 2.

As causas desta patologia s&o desconhecidas, sendo assim denominada com
multifatorial, dentre alguns fatores que podem influenciar seu aparecimento destaca-
se:

a
b
C
d

) Idade (quanto maior a idade maior € a incidéncia);

) Sobrecarga articular por sobrepeso;

) Dano ou instabilidade na articulagado provocada por exercicio exagerado;
)

Pd&s—cirurgico articular

1.2- CONSIDERAGOES GERAIS SOBRE A INFLAMAGAO ARTICULARE
TERAPIA MEDICAMENTOSA

A articulacdo é constituida por duas superficies Osseas, recobertas pela
cartilagem articular, ligamentos e membrana sinovial (capsula fibrosa), a qual
delimita a cavidade preenchida pelo liquido sinovial. A membrana sinovial é
constituida por sinoviécitos do tipo A (macrofagos sinoviais) e do tipo B (fibroblastos
sinoviais), além de vasos sanguineos e nervos sensoriais. A cartilagem articular é
composta, predominantemente, pela matriz extracelular (colagenos, proteoglicanos e
acido hialurdnico) e pelos condrécitos >.

Em modelos experimentais de inflamacao articular, verificou-se que o tecido
sinovial inflamado apresenta intenso infiltrado celular, caracterizado principalmente
por células polimorfonucleares, como neutréfilos, na fase aguda, e por linfocitos e
macrofagos células mononucleares que se apresentam principalmente em uma fase
crénica * °. A mobilizacdo destas células é mediada principalmente por citocinas
como (IL-1, -2, -6), fator de necrose tumoral (TNF-a), interferon-y, (INF-y), fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF), o fator de transformacéo de
crescimento-a. (TGF-a ) e o éxido nitrico (NO) ® 7 8 ainda tem sido demonstrado
correlagao destas citocinas com as metaloproteinases (MMPs) cujo o papel central e

a degradacao do tecido colageno presente na capsula articular e na cartilagem
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articular °.

Anti-inflamatorios n&o hormonais (AINEs) tem sido usados, de varias formas. A
cada ano, cerca de 129 bilhdes de comprimidos de aspirina sdo consumidos no
mundo e, em pessoas idosas, contribui para 100.000 admissdes hospitalares e
16.500 mortes por ano, devido a complicagbes relacionadas com o trato
gastrointestinal. Por outro lado a literatura salienta ainda que, em processos

articulares crénicos, o laser e capaz de reduzir a dor.

2- INTERLEUCINA-1 (IL-1)

A interleucina-1 (IL-1) foi inicialmente descrita como um pirogénio enddgeno.
Esta citocina possui duas formas moleculares: IL-1a e IL-1B, ambas com peso
molecular proximo de 17KDa e apresentam cerca de 30% de homologia estrutural
entre si. Embora as duas formas de IL-1 sejam produtos de genes distintos, ligam-se
aos mesmos receptores de superficie celular (IL-1R tipo | e tipo Il) e sdo produzidos
em resposta a varios estimulos, que incluem o LPS e outros produtos bacterianos
além de citocinas como o TNF e o INF-y para revis&o vide ' " 12,

A IL-1 é sintetizada por fibroblastos, queratindcitos, células de Langerhans,

» 13 células endoteliais e leucdcitos. As agdes

linfécitos T e B, células “natural killer
bioldgicas da IL-1 sdo multiplas e diversificadas. O principal efeito biolégico desta
citocina € mediar o processo inflamatoério. A IL-1 induz febre por sua agao direta
sobre o centro termorregulador do hipotalamo, mediada pelo aumento de sintese e
liberagdo de PGE,. Ainda, aumenta a sintese e secregao de proteinas de fase aguda
pelos hepatocitos e promove acumulo de granuldcitos, particularmente de
neutroéfilos, nos sitios de inflamacao, através do aumento da expressao de moléculas
de adesdo nas células endoteliais. A IL-1 causa edema e induz a producido de
quimiocinas como a IL-8 e de outras citocinas como o TNF-a e a IL-6 para revis&o

vide 10, 11,12, 14, 15.
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2.1- INTERLEUCINA-6 (IL-6)

A interleucina-6 (IL-6) € uma glicoproteina de peso molecular de 26 kDa e,
historicamente, recebeu varias designagdes, como interferon beta 2, fator de
crescimento de hibridoma, fator de crescimento de plastocitoma, fator estimulador de
células B-2 e fator estimulador de hepatécitos, os quais refletem o amplo espectro
de atividades bioldgicas a ela relacionadas ™ '°.

Esta citocina é produzida por varios tipos celulares como leucécitos,
mastdcitos, células endoteliais, fibroblastos e células tumorais. A IL-6 participa de
diferentes mecanismos de defesa como a resposta imune, reagdes de fase aguda e
hematopoiese. Portanto, as principais atividades bioldgicas desta citocina envolvem
a diferenciacdo dos linfécitos B em plasmodcitos e consequente producdo de
imunoglobulinas (IgM, IgG e IgA), ativacéo de linfocitos T, indu¢do da produgéo de
IL-2 e do receptor da IL-2 por estas células, proliferagcdo de células progenitoras
hematopoiéticas e sintese de proteinas de fase aguda (para revis&o vide'®.

A IL-6 ndo é sintetizada pelas células em condi¢cdes basais, mas a sua
expressao é rapidamente induzida em processos inflamatorios. Algumas citocinas
como a IL-1 e TNF-o induzem a produgdo da IL-6 '® ', Além disso, a IL-6
desempenha papel na indugdo e propagacao da resposta inflamatéria, pois esta
relacionada a atividade pirogénica e ao aumento da expressao de moléculas de
adesdo ICAM-1 em células endoteliais. Por outro lado, a IL-6 contribui também para
a resolugao dos processos inflamatérios, modulando negativamente a producao de

IL-1 e TNF-q, para revisdo vide '® '8,

3. METALOPROTEINASE

As MMPs (matrix metalloproteinases) sdo um grupo de enzimas dependentes
de zinco '° sintetizadas pela sindvia traumatizada e pelos condrdcitos na cartilagem
articular na doenca degenerativa 20 Este grupo de enzimas pode ser dividido em
estromelisina, colagenases e gelatinases '* ?°; as quais as colagenases (MMP-1,
MMP-8 e MMP-13) quebram a triplahélice de colageno intersticial; as gelatinases
(MMP-2 e MMP-9) que atuam degradando o colageno e as estromelisinas degradam
as proteoglicanas %°.

A sintese de estromelisina (MMP-3) e colagenase (MMP-1) pelos condrécitos e



Contextualizacao

sinovidcitos € estimulada por mediadores inflamatérios como a interleucina-1 e fator

de necrose tumoral alfa (TNFa) ?'

enquanto inibidores teciduais de MMP (TIMPs)
controlam a destruicdo de tecido conectivo por bloqueio da acdo de enzimas
ativadas e por prevenir ativagdo de proenzimas °.

As enzimas tém papel de homeostase do tecido conectivo. Na doenca articular,
elas podem ser responsaveis pela degradacdo dos componentes da matriz

extracelular da cartilagem como o colageno e as proteoglicanas °.

4- LASER DE BAIXA POTENCIA

A palavra LASER é um acrémio de “Light Amplification by Stimulated Emission
of Radiation”, ou seja, amplificagdo da luz por emissao estimulada de radiagéo, a
qual ndo € ionizante. As caracteristicas que diferenciam a luz laser das outras fontes
luminosas sdo monocromaticidade, colimagdo, coeréncia espacial e temporal. A
monocromaticidade significa que a luz laser emitida apresenta apenas um unico
comprimento de onda, o qual é definido pelo meio ativo e pela refletivilidade dos
espelhos do laser. A maioria dos lasers apresenta feixes colimados, isto €, com um
minimo angulo de divergéncia. A coeréncia € a sincronicidade das ondas de luz,
onde as ondas propagam-se com a mesma fase no espago e no tempo. 2 224,

Os laseres sao divididos em: Lasers de Baixa Poténcia (LBP) (Lasers né&o-
cirurgicos ou LLLT - Low Level Laser) e Lasers de Alta Poténcia (LAP) (Lasers
cirdrgicos ou HILT — High Intensity Laser) %°.

O principio basico da laserterapia € a capacidade de alterar o comportamento

celular, na auséncia de aquecimento %°.

A radiacdo com o LBP promove
modificacdes ou efeitos na zona irradiada ou zona circundante. Esta radiacido faz
com que a energia possa provocar mudangas nas moléculas, que por sua vez,
promoveriam respostas biolégicas .

Estudos mostram, que a forma de energia utilizada pelas células é o ATP; as
células absorvem os fotons e transformam sua energia em ATP, que é entéo
utilizado para gerar processos metabalicos, sintetizar DNA, RNA, proteinas, enzimas
e outros produtos necessarios para reparar ou regenerar os componentes celulares
e restaurar a homeostase. Ainda, a irradiagcao laser exerce um estimulo sobre as
mitocondreas celulares provocando um aumento na producdo de adenosina

trifosfato (ATP) no interior das células e consequente aceleracdo da mitose. Assim,
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ocorrera um aumento do consumo de oxigénio e ativagdo da respiragao celular,
eliminando as atividades anaerdbicas ocorridas em um processo inflamatério 22 2% %
nubia. O incremento de ATP, favorece também, o aporte energético para funcdes
importantes como o transporte da membrana, sintese de proteinas e contracao
muscular %°.

Pesquisas tém demonstrado que as radiacbes laser de baixa poténcia

apresentam efeitos antiinflamatorios 3' + 3% 3% 34 3% 36, 37, 38, 39

e efeitos analgésicos e
que o maior poténcial clinico de aplicacdo para o LBP é o tratamento de uma
variedade de doencas autoimunes e inflamatdrias, tais como, artrite reumatoide,
gota, pelurisia e peritonite *°. Apesar de existir uma grande quantidade de estudos
mostrando os efeitos do LBP sobre as células, vale ressaltar que as informacdes
sobre 0 mecanismo de agdo do laser sobre os tecidos biolégicos, ainda ndo séo

conclusivas, portanto estudos adicionais sao necessarios.

4.1- LIGHT EMITTING DIODE (LED)

O LED (Light Emitting Diode) € um diodo emissor de luz, que quando
energizado emite luz ndo coerente. E uma luz que permite a sua utilizacdo sem que
haja a necessidade de filtros Opticos coletores. Sdo dispositivos semicondutores,
apresentam grande eficiéncia de conversdao de energia elétrica em Optica,
dissipando pouca poténcia. Tem como caracteristica principal, conduzir a corrente
elétrica em um Unico sentido *'.

A terapia com LED em baixa poténcia pode gerar efeitos semelhantes aos
obtidos com a terapia LBP (Laser de Baixa Poténcia). O aumento da atividade
celular, tanto em divisdo como em sintese, tém sido relacionados ao comprimento
de onda e com a dose, e nao especificamente a fonte de luz. Este deve possuir uma
energia suficiente para produzir reagdes moleculares. A fotobiomodulagado tem como
caracteristica a possibilidade de aplicacdo em varios métodos terapéuticos
empregando diferentes fontes emissoras de luz *2.

Atualmente os LEDs estdo sendo investigados na area biologica como uma
alternativa para as terapias que utilizam laser de baixa poténcia (LBP), tendo em
vista 0 seu baixo custo, praticidade e baixo consumo de energia **.

Ainda que varios estudos atestem o efeito benéfico da terapia com LED,

somente 0 nosso estudo sobre artrite em joelho, tratada com LED, foi publicado até
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o momento **. O desenvolvimento desta terapia poderia contribuir nos sistemas de
saude publicos e particulares, otimizando o processo de reabilitacdo de pacientes

através de uma terapia de baixo custo.

5- INFLAMAGAO ARTICULAR AGUDA E TERAPIA DE BAIXA POTENCIA (TBP)

Muitos tratamentos s&o utilizados no tratamento da dor associada a artrite.
Drogas anti-inflamatorias ndo esterdidais (NSAIDs), drogas anti-reumatoides entre
outros, mas os efeitos adversos quando usadas por periodos prolongados ndo séao
efetivos em varios pacientes ** *. No entanto, a terapia néo invasiva e fisioldgica,
como a TBP, pode ser importante na manutencéo da dor a longo termo.

Os mecanismos que envolvem a efetividade do TBP para a melhora da dor na
artrite inflamatdria n&do esta clara. Um efeito direto supressivo da radiagao de 830 nm
na condugao neural in vitro foi observado e pode contribuir para o alivio da dor pela
TBP #. Um estudo in vitro demonstrou que a radiacdo de 830 nm inibiu a produgao
de PGE;, o maior mediador inflamatério, por fibroblastos da gengiva, sugerindo que
o mesmo efeito pode ocorrer em sinovidcitos “®. Alem disso, um estudo in vivo,
usando modelo de artrite em ratos, mostrou que usando a radiacédo de 810 nm
reduziu o edema da junta, correlacionando com a reducdo dos niveis de PGE, *°.
Ademais, foi demonstrado que a TBP diminui os niveis de citocinas inflamatdrias,
como o TNF-a e IL-1p em inflamacéo aguda °.

Poucos trabalhos na literatura mostram os mecanismos envolvidos no efeito
anti-inflamatorio do laser e do LED. Campana®’ estudaram o processo inflamatério
através do modelo de artrite reumatoide, e observaram que a TBP normalizou os
niveis plasmaticos de fibrinogénio e PGE; e através do estudo histolégico induziu a
involugao granulomatosa.

Nosso laboratério, estudando a Inflamagéao articular no joelhos de rato induzida
por zymosan mostrou que o laser foi efetivo na reversao da hiperalgesia e capaz de
reduzir significativamente o aumento da permeabilidade vascular, o edema, e a
migragéo de células para a cavidade articular. O LED na mesma dosagem do laser
causou uma diminuicéo do influxo leucocitario para o foco de lesdo *.

Apesar dos inumeros trabalhos realizados na area de inflamagao, os
mecanismos de agdo da TBP nos diversos tecidos e nas diversas patologias, bem

como na inflamac&o articular, ainda n&o estdo esclarecidos 2, justificando estudos
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adicionais.
Assim sendo, com este projeto de pesquisa, desenvolver-se-a procedimentos
para o estudo dos mecanismos da TBP sobre a inflamagao articular, em joelhos de

ratos, induzidos por zymosan (zy).
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6. Objetivo:

6.1- Geral: O objetivo geral deste estudo visa compreender e comparar 0s
efeitos do laser e do LED de baixa poténcia sobre suas a¢des na inflamacao aguda
de joelho.

6.2- Especifico:

Investigar os efeitos do Laser e LED de baixa poténcia, na artrite de joelho, no que
se refere:

- Migracgéao de leucécitos para a cavidade articular;

- a liberagao de citocinas IL-1B e IL-6;

- liberagdo das metaloproteinases matriciais MMP-2 e MMP-9 no lavado

articular.
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7. MATERIAL E METODOS

7.1- Animais:

Para este experimento utilizamos 100 ratos da raga Wistar, com
aproximadamente 250 — 270 g. Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas de
370x260%x170 mm com trés a quatro ratos por cada, abastecidas com ragao e agua

ad libidum e mantidos em ciclo de claro escuro por 12 h.

7.2- Protocolo experimental:
Os ratos foram divididos em 5 grupos com 5 animais por grupo:
Grupo 1: controle;
Grupo 2: zymosan;
Grupo 3: Zymosan + laser 680 nm;
Grupo 4: zymosan + LED 635 nm;

Grupo 5: Dexametasona.

7.3- Dexametasona:
A dexametasona foi utilizada como droga antiinflamatéria, a qual foi

52, 53

administrada na dose de 4 mg/kg , via i.p., na primeira hora antes indu¢ao da

reacao inflamatoria, no grupo 05.

7.4- Terapia com Laser e LED:

O tratamento foi realizado com a utilizagdo do laser de baixa poténcia,
semicondutor (modelo Twin laser® MMOptis, Sado Carlos, S.P. Brazil) e LED
(laboratério de instumentagao biomedica, unicastelo).

Tabela 1 — Protocolo de irradiagao laser e LED

Parametros Valores do Laser | Valores do LED
Comprimento de onda 660 nm 640 nm
Densidade de energia

(DE) 2,5 Jlcm? 2,5 Jlcm?
E 0,1 2,0
Poténcia 10 mW 96 mW
Tempo 10" 21"
Area Irradiada 0,04 cm? 0,8 cm?
Aplicacao Ponto unico Ponto unico
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O aparelho laser e LEDs foram cedido gentiimente pelo professor Dr. Carlos José de
Lima do Ilaboratério de Instrumentagcdo Optobiomédica do Universidade
UNICASTELO. A irradiacao laser e LEDs foram realizadas, imediatamente, primeira
e terceira hora apds a administragdo do zymosan ou salina (controle). As dose foram
escolhidas com base em estudos prévios do nosso laboratério que mostraram um
efeito benéfico da terapia de baixa poténcia, como antiinflamatério, na artrite

induzida por zymosan*.

7.5- Protocolo de eutanasia:

Os animais foram mortos em atmosfera de CO2.

7.6- Inducao da reacao inflamatéria na cavidade articular:

Os animais foram submetidos a anestesia com Ketamina (30mg/Kg)
associada a Xilazina (5 mg/Kg) por via intraperitoneal. Apés tricotomia, foi realizada
a dissecacgao dos joelhos dos animais até o plano subcutaneo, para a administragao
intra-articular (i.a.) de 50 pL de solugao fisioldgica apirogénica ou zymosan (1 mg em
50 pL de salina), o grupo controle recebeu injecdo de salina apirogénica no mesmo
volume. Apds determinados intervalos de tempo, o lavado articular foi coletado apés
duas injecdes de 400 uL de tampao fosfato-salina, pH 7,2 (PBS), contendo 5 Ul/mL
de heparina. A seguir, o lavado articular foi centrifugado a 800 rpm por 6 minutos. O
precipitado celular e o sobrenadante foram separados e guardados em freezer -80
até o momento de uso. Todos os procedimentos cirurgicos foram conduzidos de
acordo com o The guide for the care and use of laboratorial animals (DHEW
Publication, Bethesda, MD, EUA, 1980). Todos os esforgos foram empregados para
minimizar o sofrimento dos animais e limitar o seu numero necessario as

investigacoes.

7.7- Coleta e contagem de leucécitos:

Os leucdcitos recrutados para a cavidade articular, foram quantificados apds a
indugado da reagao inflamatdria, como descrito no item 7.6. Apds 6 horas da injegao
do zymosan ou salina, os animais foram sacrificados. Foi realizada a dissecagao dos
joelhos com a retirada do ligamento patelo-tibial para a exposicdo da superficie
externa da membrana sinovial. O lavado articular foi coletado da cavidade da

articulagdo do joelho apds duas injegcbes totalizando 400 yL de tampéo fosfato-
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salina, pH 7,2 (PBS), contendo 5 Ul/mL de heparina. A seguir, o lavado articular foi
centrifugado a 800 rpm por 6 minutos. Depois disso, o precipitado celular foi
ressuspenso em PBS para determinacdo das células totais em hemocitdmetro de
Neubauer, em microscopio de luz, apds diluicdo em liquido de Turk. A contagem
diferencial de leucécitos foi realizada em laminas feitas em citocentrifuga e coradas
com Instant-Prov. Foram contadas pelo menos 100 células, classificadas como
polimorfonucleares ou mononucleares, com base em critérios de morfologia

convencional.

7.8- Quantificagdao das concentragdes de interleucina-6 (IL-6) e IL-13:

Os lavados articulares foram coletados 1, 3 e 6 horas apds a injecdo do
zymosan ou solugao fisioldgica apirogénica, para a determinacédo de IL-6 e IL-1P.
Apos a centrifugagéo do lavado articular, a 1000 rpm por 2 minutos, o sobrenadante
foi coletado para a determinagado dos niveis de IL-6 e IL-1B, conforme descrito por >*.
Em resumo, placas de 96 pogos foram sensibilizadas com 50 uL do anticorpo de
captura (anti- IL-1B ou anti-IL-6), diluidos em PBS, e incubadas por 2 horas, a 37°C.
Apoés esse periodo, os sitios livres foram bloqueados com 200 uL de tampao de
bloqueio, contendo gelatina 3% em PBS e as placas incubadas por 18 horas, a 4°C.
Apoés lavagem da placa com PBS/Tween20 0,05%, 50 uL de amostras ou padrdes
(recombinantes) foram adicionados em cada pogo e as placas incubadas por 1 hora,
a 37°C. A placa foi lavada com de PBS/Tween20 0,05% e a ligacéo a IL-6 ou IL-13
foi detectada pela adicdo do anticorpo de captura biotinilado, diluido em PBS-
gelatina 1% (5 ug/mL, 50 uL/pogo), seguido de incubagao por 1 hora a 37°C. Apos
lavagem da placa, 50 pL de avidina-fosfatase alcalina, na diluigdo de 1:15000 em
PBS-gelatina 1%, foram adicionados e incubados por 1 hora a temperatura
ambiente, lavando-se em seguida. Para a revelagao, foi utilizado o substrato
cromoégeno p-nitrofenil fosfato (200 uL/mL), diluido em 1:5 em TRIS-HCI ph 9,8 1 M
e salina 0,5 M. A absorbancia foi determinada em leitor de ELISA (Labsystems
Multiscan) a 405 nm e os resultados confrontados a uma curva padréo efetuada com
IL-6 ou IL-1B recombinante para a determinacdo da concentragcdo de cada citocina,

representada em ng/mL.
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7.9- Determinagao da atividade das metaloproteinases matriciais MMP-2 e
MMP-9:

Para a realizagdo da zimografia de proteinas, aliquotas com 3ul de soro foram
submetidas a eletroforese sob condi¢des nao redutoras (100V a 40C) em gel de
poliacrilamida a 8%, contendo 0,1% de gelatina. Apds a eletroforese, os géis foram
lavados em Triton X-100 2,5%, duas vezes por 15 minutos. Posteriormente, os géis
foram novamente lavados duas vezes com o tampao Tris-HCI 50Mm pH 8,4 por
cinco minutos, sendo em seguida incubados por 14 horas a 370C no mesmo tampéo
contendo 5Mm de cloreto de calcio e 1uM de cloreto de zinco. Apds a incubagao, os
geis foram corados com Comassie Brilhant Blue 0,25%, possibilitando a visualizag&o
da atividade gelatinolitica das MMP -2 e —9. As bandas de proteinas obtidas na
zimografia foram digitalizadas, convertidas em bandas escuras sobre um fundo claro
e analisadas por densitometria. A atividade gelatinolitica das bandas das
metaloproteinases —2 e —9. As imagens dos géis foram digitalizadas e analisadas

pelo software de dominio publico Image J.

7.10- Histopatolégia das sinévias

Apos a coleta do lavado articular sinovial, a sindvia foi coletada e fixada em
formol a 10% seguindo-se do processamento por método de rotina até a inclusdo em
blocos de parafina. A desidratacido e outras etapas do tratamento tiveram como
objetivo a extragdo da agua dos tecidos pela submersdo dos mesmos em banhos
com concentragdo crescente de etanol a 70% até absoluto. Este solvente foi entédo
submetido por xilol, substancia miscivel com o meio de inclusdo. Desta forma, os
tecidos tornaram-se translucidos, razdo porque esta etapa foi denominada
diafanizacdo ou clareamento. Por ultimo, foi realizado inclusdo dos fragmentos
mergulhados em parafina. Os cortes teciduais foram colocados em moldes
retangulares formando blocos que foram subsequentemente seccionados por
navalhas de aco de microtomo de 4um visando coloracdo por hematoxilina-eosina

(H&E) e picrosirius red.
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7.11- Analises Estatisticas

Os resultados foram expressos por meio da estatistica descritiva
média + E. P. M. (erro padrdo médio). Os dados foram submetidos ao teste de
normalidade de Shapiro-Wilk e, vista a normalidade dos mesmos, submeteram-se
analise de Variancia (ANOVA) para médias independentes. Para analise de
Variancia significante, aplicamos o pds teste de contraste entre médias de Tukey.

Em ambos os testes o nivel critico de significancia aceito foi de menor ou igual 0,05.
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Ratos Wistar

Grupo controle negativo

Grupo controle positivo

Grupos Tratados

Salina

Zymosan

Grupo Laser+salina

Grupo LED+salina

Grupo Dexametasona+tsalina

Grupo Laser+Zymosan

Tempos de
> investigagao
(3, 6, 12 horas)

Grupo LED+Zymosan

Grupo Dexametasona+Zymosan | /

Lavado articular dosagem de:
> IL-1B
> IL-6

>

Células:
» Contagem total;
» Contagem diferencial.

'Membrana Sinovial
>

Figura: 1- Delineamento do protocolo de experimentos

Histopatologia
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8. Resultados do Artigo

Resultados publicados na Revista Terapia Manual, v. 9, p. 773-778, 2011.

8.1- Efeito da aplicagcdo do laser ou LED sobre o influxo de leucécitos na
inflamacgao articular aguda induzida por zymosan.

O infiltrado leucocitario na cavidade articular foi avaliado no tempo de 6 h
apos a injegao de 1 mg/kg de zymosan. O tratamento com o laser na dose de 2,5
Jicm? imediatamente, 12 e 2 2 hora apds induzida a artrite inibiu, de forma
significante (p< 0,05) o influxo de leucdcitos medido na 62 hora de artrite, sendo que
o influxo causado pelo zymosan foi de 2.156 + 504 x 10°/mL e o laser de 685 nm 451
+ 131 x 10°/mL (Fig. 2A), sendo 79% menor em relagdo ao grupo nao tratado.

A aplicagdo do LED 640 nm na mesma dose usada para o laser inibiu
significativamente (p< 0,05), o influxo de leucdcitos sendo de 615 + 116 x 10%/mL na
artrite induzida por zymosan (Fig. 2A) sendo 71% menor em relagdo ao grupo néo
tratado.

A administragdo da dexametasona na dose de 4 mg/kg, via i.p., na primeira
hora antes de induzir a reacao inflamatdria, inibiu de forma significante (p< 0,05) o
influxo de leucdcitos, medido na 62 hora de inflamacgao articular, sendo de 513 + 80 x

10%/mL, (Fig. 2A), sendo 76% mais eficaz em relagdo ao grupo nao tratado.

8.2- Efeito da aplicagcao do laser ou LED sobre o influxo de células
mononucleares (MN) e polimorfonucleares (PMN) na inflamagao articular
aguda induzida por zymosan.

Quanto a contagem diferencial de leucdcitos observou-se uma diminui¢cado
significante (p<0,05) de células PMN com o tratamento do laser na dose de
2,5J/cm?, imediatamente, primeira e segunda hora ap6s induzida a artrite, sendo de
564 + 245 x 10°/mL (61% mais eficaz que o grupo zymosan), enquanto o grupo
zymosan apresentou 1.457 + 347 x 10°/mL. Houve uma diminuigao das células MN
de 178 + 73 x 10°/mL (70% mais eficaz que o grupo zymosan) comparado ao grupo
zymosan 598 + 150 x 10°/mL (Fig. 2B).
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A aplicacdo do LED na mesma dose usada para o laser inibiu
significativamente (p<0,05), as células PMN (337,9 + 80 x 10°/mL) e as células MN
(263,7 + 44 x 10°/mL) na inflamagao articular induzida por zymosan (Fig. 2C), sendo
77% e 56% mais eficaz em relagdo ao grupo zymosan.

A administracdo da dexametasona na dose de 4 mg/ Kg, via i.p., na primeira
hora antes de induzir a reagao inflamatéria, inibiu de forma significante (p<0,05), o
influxo de células e PMN (412 + 115 x 103/mL) e MN (126,6 + 24 x 103/mL) sendo

71% e 79% mais eficazes em relagdo ao grupo zymosan (Fig. 2C).
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Figura 2- Efeito do laser 660 nm, LED 640 nm e dexametasona na reducao do Influxo
de leucécitos para a cavidade articular de ratos induzido pela injecdo de Zy. Os
animais receberam injecao i.p. de 1 mg/kg de zymosan. A dexametasona foi utilizada como
controle antiinflamatério. (A) leucécitos totais, (B) polimorfonucleares (PMN) e (C)
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mononucleares (MN). Os resultados estdo expressos como média + E.P.M. de 5 animais.
#p< 0,05 em relagao a salina e *p< 0,05 em relagao ao grupo zymosan (ANOVA).

8.3- Efeito do tratamento laser ou LED de baixa poténcia sobre a liberagao de
IL-6 na inflamagao articular aguda induzida por zymosan.

As concentragdes de IL-6 foram avaliadas no exsudato articular livre de
células, 3 horas apos a injecédo i.a. de zymosan ou salina estéril (controle). O
tratamento com laser diminuiu a liberacédo de IL-6, apresentando o mesmo efeito da
Dexametasona (Fig. 3). O tratamento com o LED nao foi eficiente para causar uma
diminuicdo da producdo de IL-6 no exsudato articular, coletado apds a injecdo de

zymosan nos periodo estudado com a mesma densidade de energia empregada do

laser (Fig. 3).
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Figura 3- Efeito do tratamento laser e LED de baixa poténcia sobre a liberagao de IL-6
na inflamagao articular induzida por zymosan. Os animais foram injetados i.a. com os
zymosan (1 mg/kg) ou salina (controle). As concentragdes de IL-6 foram avaliadas por EIA
em sobrenadante de lavado articular coletado 3 h apds a injecao de zymosan. O tratamento
com laser ou LED foi na dose de 2,5 J/cm? imediatamente, 12 hora e 22 hora, ap6s a injegao
de zymosan. Cada valor representa a média + E.P.M. de 5 animais. *p< 0,05 comparado
com o grupo zymosan, # comparado com o controle (ANOVA).
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8.4- Efeito do tratamento laser ou LED de baixa poténcia sobre a liberagao de

IL-1B na inflamacgao articular aguda induzida por zymosan.

Da mesma maneira, as concentracoes de IL-1B3 foram avaliadas no exsudato
articular livre de células 3 horas apds a injecéo i.a. de zymosan ou salina estéril
(controle). O tratamento com laser diminuiu a liberagado de IL-1B, apresentando o
mesmo efeito da Dexametasona (Fig. 4). O tratamento com o LED nao foi efetivo
para causar uma diminuicdo da producido de IL-1B no exsudato articular, coletado
apos a injecdo de zymosan nos periodo estudado com a mesma densidade de

energia empregada no laser. (Fig. 4).

/0,1ml

L1

0.0 LED
Controle Zy Laser Dexa
salina 660nm ©40nm
3 horas

Figura 4- Efeito do tratamento laser e LED de baixa poténcia sobre a liberagao de IL-
1B na inflamacgao articular induzida por zymosan. Os animais foram injetados i.a. com os
zymosan (1 mg/kg) ou salina (controle). As concentragdes de IL-1f3 foram avaliadas por EIA
em sobrenadante de lavado articular coletado 3 h, o tratamento com laser ou LED foi na
densidade e energia de 2,5 J/icm? imediatamente, 12 hora e 22 hora, apds a injecdo de
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zymosan. Cada valor representa a média + E.P.M. de 5 animais. *p< 0,05 comparado com o
grupo zymosan, # p< 0,05 comparado com o controle (ANOVA).

8.5- Analise histopatolégica das sindvias

8.5.1 Representacgao histologica de sinévia 6 h apds injegao i.a. de salina
ou zymosan:

As Figuras 5A e B mostram o corte histolégico da sindvia de animal injetado
apenas com salina, em que se observam células com aspecto normal. As Figuras 4B
e C mostram o corte histolégico de animal que recebeu injecao de zymosan no qual
as visualizagdes das laminas apresentaram um intenso influxo leucocitario para a
sindvia e alteragdo da fibra colagena. Uma diferengca marcante é observada na
sindvia de ratos que foram tratados com zymosan, em que se observam fibras

separadas e irregulares (Fig. 5D).

Picrosirius
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Figura 5—- Demonstracdao histolégica da sinévia de ratos. (A e B) Sindvia de animal
injetado com solugao salina apirogénica e corados com H&E ou Picrosirius, apresentado
aspecto normal (C e D) Sindvia de animal injetado com zymosan, mostrando influxo de
células inflamatdrias (seta) e alteracao nas fibras colagenas (A e C corados com H&E), (B e
D corados com Picrosirius). Aumento 40x.

8.5.2 Representacao histolégica do tratamento laser ou LED de baixa

poténcia, 6 horas apoés a indugao da inflamacao:

A andlise histolégica das sindvias, 6 horas ap6s a injegcdo de zymosan e o
tratamento com laser ou LED revela que houve uma diminuicdo de células
inflamatérias (Fig. 6A, C e E). As fibras colagenas apresentam-se com aspecto
integro, embora um pouco separadas (Fig. 6B, D e F). Os resultados obtidos com o
tratamento laser e LED foram semelhantes entre si e foi similar ao tratamento com a

dexametasona.

H&E Picrosirius
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Figura 6- Corte histolégico de sinévia de 6 h apés a injecdo de zymosan e tratamento
com laser ou LED. (A e B) Sindvia de animal tratado com laser; (C e D) Sindvia de animal
tratado com LED; (E e F) Sindvia de animal tratado com dexametasona. Nota-se que houve
uma diminuicdo da migracdo de células inflamatérias para a sindvia (setas). As fibras
colagenas estdo com aparéncia integra, embora ainda tenha desorganizagao das fibras. (A,
C e E corados com H&E), (B, D e F corados com Picrosirius). Aumento 40x.

8.5.3 Representagdo histolégica do tratamento laser ou LED de baixa
poténcia, 12 horas apés indugao da inflamacao:

A analise histolégica das sindvias, 12 horas apos a injegdo de zymosan e o
tratamento com laser ou LED revela que ainda apresenta células inflamatdérias no
local de inje¢gdo do zymosan, no entanto em menor quantidade quando comparada
com o grupo 6 h (Fig. 7A, C e E). As fibras colagenas apresentam-se com aspecto
integro, embora um pouco separadas evidenciando a formacéo de edema (Fig. 7B,
D e F). Os resultados obtidos com o tratamento laser e LED foram semelhantes
entre si e foi similar ao tratamento com a dexametasona.

H&E Picrosirius

Dexametasona nexametasénal
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Figura 7- Corte histolégico de sinévia de 12 h apds a injegdo de zymosan e tratamento
com laser ou LED. (A e B) Sindvia de animal tratado com laser. (C e D) Sindvia de animal
tratado com LED. (E e F) Sindvia de animal tratado com dexametasona. Nota-se que houve
uma diminuicdo da migracdo de células inflamatérias para a sindvia (setas). As fibras
colagenas estdo com aparéncia integra, embora ainda tenha desorganizagao das fibras. (A,
C e E corados com H&E), (B, D e F corados com Picrosirius). Aumento 40x.

8.6- Atividade de gelatinase no sobrenadante de lavado articular

Foi realizada a atividade gelatinolitica presente nos sobrenadantes do lavado
articular em diferentes tempos de tratamento (3, 6 e 12 horas), de todos os grupos
experimentais estudados, cada faixa representa um conjunto de oito amostras dos
diferentes grupos. As massas moleculares que proporcionaram hidrolise da gelatina
foram de aproximadamente 66 kDa sugerindo a forma ativa da MMP-2, e 86 kDa,
indicando a forma ativa da MMP-9.

A andlise de densitometria dos géis para MMP-9 e MMP-2 foi determinada
somando-se a densidade Optica integrada obtida (expressos em unidades

arbitrarias) pelas trés bandas (pro-enzima, intermediaria e forma ativa).

8.6.1 — Atividade de MMP-9 apés a indugao da inflamagao e tratamentos

com Laser ou LED.

O sobrenadante coletado de animais injetados com salina apirogénica e
tratados ou ndo com o laser, LED ou dexametasona, ndo apresentaram banda
caracteristica de MMP-9 nos tempos estudados (Fig. 8A).

Observamos que no periodo de 3 h houve uma liberagdo de MMP-9 no lavado
articular, significativamente diferente do controle, no entanto, os diferentes
tratamentos utilizados neste estudo nao inibiram essa liberagao (Fig. 8B).

O sobrenadante coletado 12 h apds a injegdo do zymosan, apresentou banda
mais intensa do que aquelas de sobrenadante coletados 6 h apdés a indugao da
inflamagéo (Fig. 8A e B). O tratamento com o laser ou LED apresentaram uma
diminuicao significativa da liberacdo de MMP- 9, tanto no periodo de 6 quanto no de
12 h apos a injegcao de zymosan. Nao houve diferencga estatistica entre os diferentes

tratamentos utilizados no estudo.
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Figura 8- Efeito do laser, LED sobre a concentragcao de proteinase (gelatinase) MMP-9
coletada do lavado articular apés inflamagao induzida zymosan. O lavado articular foi
coletado 3, 6 e 12 h apos a indugdo da inflamagédo e dos tratamentos com laser, LED ou
dexametosona, conforme material e métodos. (A) Eletroforese represetnativa (n=3) de
amostras de lavado articular. (B) Intensidade das bandas de MMP-9, quantificads por
densitometria das bandas. #p< 0,05 em relagcado a salina e *p< 0,05 em relagdo ao grupo
zymosan, (ANOVA seguido de teste de Tukey).
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8.6.2 — Atividade de MMP-2 apés a inducgao da inflamagao e tratamentos
com Laser ou LED.

Da mesma forma que a MMP-9, o sobrenadante coletado de animais
injetados com salina apirogénica e tratados ou ndo com o laser, LED ou
dexametasona, ndo apresentaram banda caracteristica de MMP-2 nos tempos
estudados (Fig. 9A). A atividade gelatinolitica de MMP-2 para o tratamento 3 horas
nao apresentou resultados significantes (dados ndo mostrados).

A figura 8B demonstra que o tratamento com laser e LED aplicado apds a
injegdo de zymosan reduziu significativamente o nivel de atividade da protease
MMP-2 da mesma forma que a dexametasona (p[! 0,05) nos tempos 6 e 12 horas
(fig. 9B).
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Figura 9- Efeito do laser, LED e dexametasona sobre a concentragao de proteinase
(gelatinase) MMP-2 coletada do lavado articular apds inflamagao induzida zymosan. O
lavado articular foi coletado 3, 6 e 12 h apds a inducéo da inflamacao e dos tratamentos com
laser, LED ou dexametosona, conforme material e métodos. (A) Eletroforese representativa
(n=3) de amostras de lavado articular. (B) Intensidade das bandas de MMP-9, quantificadas
por densitometria das bandas. #p< 0,05 em relagao a salina e *p< 0,05 em relagédo ao grupo
zymosan, (ANOVA seguido de teste de Tukey).



27
Resultados




27
Discusséo

9- DISCUSSAO

A artrite € uma doencga inflamatéria e degenerativa das articulagbes, sendo a
principal causa de afastamento das atividades laborativas e piora na qualidade de
vida, nas populacdes ocidentais °°.

O processo inflamatério que ocorre na atrite pode ser melhorado quando os
principais eventos que o desencadeiam como, por exemplo, migragéo, proliferagao
celular e produgdo de citocinas, dentre outros, sdo modulados. O tratamento
normalmente utilizado na artrite sdo drogas anti-inflamatéria n&o esterdidais
(NSAIDs), drogas anti-reumatoéides entre outros, que ndo apresentavam eficacia no
tratamento da artrite de joelho a médio e longo prazo, sendo seu efeito analgésico

restrito aos dias iniciais do tratamento, e causando efeitos adversos °¢ #°.

Diversos estudos 47+ %7 13 58, 59

evidenciaram que intervengdes terapéuticas
utilizando a laser terapia de baixa poténcia (TBP) apresentam-se como importante
alternativa para a modulagdo do processo inflamatério, cicatrizacdo e controle da
dor, na artrite de joelho com agdo prolongada, devido ao incremento da
revascularizagdo, da energia em forma de adenosina trifosfato (ATP) as células de
reparo, a proliferacdo de fibroblastos e a inibicdo de mediadores quimicos da
inflamacao.

No presente trabalho, e diante dos principais fatores envolvidos no processo
inflamatorio agudo de joelho e dentre os varios modelos experimentais existentes, foi
escolhido o modelo de indugdo de inflamagdo aguda por zymosan que € um
polissacarideo derivado da parede do fungo Saccharomyces cerevisiae, que

segundo Rocha et al.?°

0 zymosan promove sinovite erosiva grave em uma fase
aguda, e aumento de permeabilidade vascular e migragao celular. Ainda, Cassin et
al.,®" também mostra em estudo, que o zymosan é capaz de causar incapacitagao.

A terapia a laser foi introduzida como uma alternativa de tratamento néao
invasivo para o tratamento da artrite cerca de 20 anos atras, mas a sua eficacia
ainda é controversa. Ademais, os mecanismos envolvidos no efeito antiinflamatorio
induzido pela terapia laser ndao estdo estabelecidos. Neste estudo, investigamos o
uso da terapia a laser e LED de baixa poténcia para o tratamento da artrite

inflamatoria induzida por zymosan, em ratos, enfocando aspectos da fase aguda.
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Um evento importante da resposta inflamatéria € a migragdo de leucocitos
para o foco inflamatdrio. Leucdcitos circulantes — neutréfilos, linfocitos, mondcitos e
eosindfilos — migram, seletivamente e em numero significativo, para o tecido

inflamado %% .

Nos estagios iniciais de uma resposta inflamatéria aguda, ha
acumulo predominantemente de neutréfilos . Estas células representam a primeira
linha de defesa do organismo e apresentam uma alta capacidade fagocitaria e
microbicida para a eliminagao e/ou neutralizagdo do agente agressor. Os leucocitos
mononucleares sao observados na fase mais tardia dessa resposta e em processos
cronicos . A infiltracdo de leucdcitos polimorfonucleares (neutréfilos) em tecidos
inflamados € um sinal da reagdo inflamatoéria aguda e também reflete uma resposta
imunoldgica primaria a invasdo de patdgenos .

Os efeitos do Laser e LED de baixa poténcia foram avaliados quanto a
migragéo celular para a articulagdo do joelho do rato. Vale ressaltar que, a maioria
dos estudos avalia o influxo celular na sindvia, ao passo que nos o fizemos no
lavado articular. Ademais, as células presentes na sindvia da artrite induzida por
zymosan sao predominantemente linfomononucleares, enquanto que os
polimorfonucleares predominam no lavado articular .

Para verificar se o laser e o LED eram capazes de reduzir a migragéo de
leucdcitos para a cavidade articular, avaliamos esse efeito no tempo de 6 h apds a
injecao de zymosan, periodo em que ocorre o pico de influxo de neutrdéfilos para a
cavidade articular ®’. Nossos resultados demonstraram claramente, que a radiagdo
laser e LED na mesma dosagem diminuem a migragao de leucdcitos na sexta hora
de inflamagao, quando aplicados imediatamente, 12 e 22 hora apds a inducdo da
artrite inflamatédria, em joelho de ratos. Em outro modelo experimental, também foi
observado uma reducdo do influxo leucocitario na fase inicial de pleurisia induzida
por carragenina em ratos apos trés aplicagdes do LLLT-660nm, com dose de
2,1J/cm? mais eficaz que as doses 0,9 e 4,2J/cm? °8. Resultados semelhantes foram
descritos na literatura ®°. Entretanto no mesmo estudo foi observado um discreto
aumento em relacdo as células mononucleares quando tratadas com radiacdo
Laser. Quanto as células mononucleares, o nosso estudo utilizou comprimento de
ondas e densidade de energia menores que o trabalho realizado por Rodney et al.®®;
no presente estudo, o comprimento de ondas e densidade de energia utilizadas agiu
de forma inibitoria em relagdo a estas células inflamatorias, e a substancias

utilizadas para inducdo da artrite também s&o diferentes podendo propiciar
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comportamentos diferentes. A influéncia da dosimetria, ou seja, dos parametros de
irradiagdo como poténcia, intensidade, densidade de energia e tempo de irradiagéao
tem sido bastante discutidos na literatura e a dosagem ideal ainda nao esta
esclarecida 4% 707" 72,

A migracéo/influxo de células inflamatdrias sdo fatores que determinam o
curso da artrite. Além disso, é observada a producao de citocinas inflamatérias como
IL 1-B que sdo substancias responsaveis pela progressao da doenga e cronificagao
do processo. A literatura afirma que estas citocinas podem modular a expressao de
metaloproteinases as quais tem o papel de regular o equilibrio entre célula e matriz;
quanto ocorre um desequilibrio da expressao destas enzimas consequentemente

3.7 relatam que a IL-6,

temos destruicdo da cartilagem articular. Diversos autores
envolvidas na fisiopatologia da artrite também potencializa a osteoclastogénese.

No modelo experimental empregado nesse estudo, para o grupo de 3 horas,
utilizando o LASER com dose 2,5 J/cm?, obtivemos diminuicdo da express&o de IL-6,
apresentando o mesmo efeito da dexametasona. A reducdo desta citocina pode
sugerir diminuicdo de atividade de osteoclastos provocando menos destruigao
6ssea. No entanto, o tratamento com o LED utilizando a mesma dose (2,5 J/cm?),
nao foi efetivo para causar uma diminuicdo da produgdo de IL-6 no exsudato

articular. Xavier °

utiizando o LED com dose de 7,5 J relatou diminuigdo da
expressao de IL-6. Esta observacado nos leva a formular a hipétese de que a baixa
dose de energia utilizada na radiagéo LED, nao influenciou nos niveis de IL-6 locais.

Do mesmo modo, dosamos os niveis de concentragdo da citocina IL-13 no
exsudato articular 3 horas apés a indugao da artrite e dos tratamentos. O tratamento
com Laser utilizando dose 2,5 J/cmz, inibiu a expressao de IL-1B, demonstrando
efeitos iguais do tratamento com dexametasona. A literatura @ também menciona os
resultados inibitérios para a liberacédo de IL-1, porém utilizando dose de energia de
1J, menor que a empregada no presente estudo. O tratamento com o LED néo foi
efetivo para causar uma diminuicdo da producao de IL-1B no exsudato articular. O
fato do LED néao ter causado a diminuigdo da liberagao das citocinas IL-6 e IL-1 B
nao descarta a possibilidade do LED com dosagem diferente da que utilizamos pode
ser efetiva. Uma hipotese que deve ser testada em estudos futuros.

No estudo histologico, observamos que houve uma diminuigdo das células
inflamatédrias para a sindvia dos animais, no periodo de 6 e 12 horas apds a indug¢ao
da artrite, o que confirma os achados dos ensaios de migragéo celular coletados no
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lavado sinovial. Ainda, observamos uma melhora na organizagdo das fibras
colagenas. Dados semelhantes foram encontrados por Amano et al. 3 que trataram
14 pacientes com OA de joelho utilizando laser (780 nm; 10 mW de poténcia; 80 s
por ponto irradiado em 6 pontos do joelho, uma vez ao dia, durante 6 dias). Ao
analisarem a membrana sinovial histologicamente, observaram diminuicdo do
infiltrado inflamatario.

As metaloproteinases (MMPs) s&do uma familia de enzimas responsavel pela
degradacdo da matriz e sua reorganizacdo. Sao produzidas na forma inativa
(proenzima), sendo posteriormente ativadas sob a acdo da plasmina. Tém a seu
cargo a destruigdo articular (osso e cartilagem) "®. As acdes de metaloproteinases e
de citocinas (IL-1, IL-6 e TNF-a) sédo responsaveis pelos sinais inflamatérios que
ocorrem e pela degradacao da cartilagem.

As MMPs degradam varias proteinas da matriz extracelular quebrando-as em
suas ligagbes peptidicas especificas e sao expressas em varios tipos celulares e
tecidos, incluindo células da musculatura vascular lisa, endotélio, fibroblastos e

células inflamatorias 7’

. Por terem propriedades potencialmente destrutivas, as
MMPs sao sintetizadas como pro-formas, enzimaticamente inativas e denominada
de zimogénios ®.

As evidéncias indicam que as MMPs participam da destruicado articular
através da degradacgao de proteinas da matriz extracelular da cartilagem articular,
destruindo o tecido conectivo. Esta destruicdo estda associada a formacédo e
proliferagdo do “pannus” articular, constituido por macrofagos e fibroblastos sinoviais
ativados, que liberam metaloproteinases matriciais, principalmente colagenases,
gelatinases e estromelisinas ’°. As metaloproteinases exibem diferentes
especificidades pelos substratos da matriz extracelular. Assim, a MMP-2 e MMP-9
processam principalmente, os colagenos do tipo IV e V e do tipo | fibrilar denaturado
(gelatina) %°. A MMP-9 pode também aumentar a liberacdo de TNF-a pela célula,
influenciando no aumento da inflamagao, conduzindo ao enfraquecimento das fibras
de colageno aumentando as chances de ruptura dessas fibras®'. Neste sentido, a
inibicdo da MMP-9 poderia ser uma boa opg¢ao para reduzir a degradagcao da matriz
extracelular em casos de artrite.

Neste estudo avaliamos o efeito do laser e LED n a produ¢cdo de MMP-2 e 9
no lavado articular, e observamos que houve uma diminui¢do significativa dessas

metaloproteinases no periodo de 6 e 12 horas apds os tratamentos. Alem disso,
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verificamos que todos os tratamentos utilizados neste estudo inibiram de forma
semelhante a produgao de MMP-2 e 9. Essa diminuicdo da produ¢cdo de MMP-2 e 9
deve estar relacionada com a diminui¢do do processo inflamatério observado neste
estudo.

Neste trabalho, mostramos alguns efeitos da irradiacdo laser e LED no
processo inflamatério do joelho de ratos, induzido por zymosan. Dentre ele, uma
diminuicdo da migragao de leucdcitos para a cavidade sinovial, demonstrada tanto
no liquido sinovial quanto na sinovia. A irradiacao laser foi semelhante a irradiagao
LED para reduzir o processo inflamatério, com excec¢ao da inibicdo da liberacdo das
citoxinas IL-1p e IL-6.

Considerando os resultados obtidos através deste estudo, podemos
considerar o laser e o LED como uma ferramenta para ser usada no tratamento de
processos inflamatérios, como a inflamagao aguda de joelho.

Porém, é necessario analisar novas investigacbes, visando, estudo com
varias doses de irradiagao, diferentes comprimentos de onda para que seja possivel

0 emprego desse tipo de terapia em aplicagdes clinicas.
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10. Conclusao

*.
°

7
°o

A radiacdo laser 660, e LED 640 nm (ambos operando com 2,5J/cm?), foram
eficiente em reduzir o influxo leucocitario para a zona de lesao, e inibir ativacao
de proteases (gelatinase) sugerindo menor degradacao do tecido colageno.

A radiagdo laser 660 nm (operando com 2,5 J/cm?) administrados
imediatamente, na primeira e segunda hora apds a indugao da inflamagao por
zymosan no joelho de ratos, foi eficiente em reduzir a produgéo das citocinas IL-
6 e lI-1B, na a cavidade articular.

A radiagdo LED operado com a mesma densidade de energia que o laser, ndo
foi eficaz em reduzir a produgdo das citocinas IL-6 e II-1B, para a cavidade

articular.
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UNINGVE Comissio de Etica no Uso de Animais- CEUA — UNINOVE
Y T RS Av. Francisco Matarazzo, 612 — Prédio C — Térreo

Univorsidade Nove do: Julho ceual@uninove.br

Protocolo de Pesquisa referente ao Projeto n® 0025/201 Ireapresentado3avez.

Titulo do Projeto: Estudo dos mecanismos moleculares envolvidos na
atividade antiinflamatéria da terapia fotodindmica na artrite induzida por
Zymosan

Orientador(a): Prof®. Dr”. Stella Regina Zamuner

LAluno: Fernando Pereira Carlos

Objetivos:

Gerais: Compreender e comparar os efeitos do laser ¢ do LED de baixa poténcia sobre
suas agOes em ce¢lulas inflamatorias, com énfase ao sinovidcito, células de maior fonte de
mediadores inflamatérios que contribuem para a inflamagfo e dor na artrite reumatéide.
Especificos: Investigar os efeitos do Laser e LED de baixa poténcia, na artrite de joelho, no que
se refere: Expressdo génica da citocina TNF-a; liberagdo de citocinas IL-1[3 e IL-6 e, liberacdo
das metaloproteinases matriciais MMP-2 e MMP-9 no lavado articular.

M¢étodos: Protocolo experimental

Dois dos objetivos especificos foram eliminados do projeto (analise da produgio de NO e a
determinacgio da expressdo protéica de iNOS), acatando a sugestfio proposta pelo comité.
Quanto ao item 5.2 (Protocolo experimental) a nova proposta determina: “Os ratos serdo
divididos em 5 grupos com 5 animais por grupo: Grupe 1: controle; Grupo 2: zymosan; Grupo
3: Zymosan + laser 680 nm; Grupo 4: zymosan + LED 635 nm; Grupo 5: Dexametasona. Num
total de 25 animais para cada protocolo experimental. Serfio realizados 3 protocolos
experimentais diferentes:

- Dosagem de IL.-1 e IL.-6 em 3 tempos experimentais diferentes (3, 6 e 12 hs), serfio necessarios
75 animais (25 para cada tempo experimental)”. “- Expressdo génica do fator de necrose
tumoral e determinagdo das metaloproteinases matriciais, em 3 tempos diferentes (3, 6 € 12 h),
serfio necessdrios 75 animais (25 para cada grupo experimental).”

Animais (procedéncia, raca, linhagem, niimero de animais, peso, sexo):
Procedéncia: Biotério da Uninove.

Rag¢a/linhagem: ratos da raga Wistar

Numero de animais: 150

Na proposta anterior os tempos de analise da dosagem de IL-1 ¢ IL-6 eram 1, 3 e 6 horas e na
proposta atual de 3, 6 e 12 horas. Sugiro dois tempos, como 3 e 12 horas, evitando o sacrificio
de 25 animais a mais. A proposta anterior para determinagdo génica e de metaloproteinas
determinava 4 tempos (1, 3, 6 e 12 horas). Na proposta atual, um dos tempos (de 1 hora) foi
retirado. Portanto, o projeto poderia ser executado com a redugfio de 25 animais (devido as
multiplas andlises) para 125 animais no total.

Justificado em carta anexada ao processo.

Peso: 250 -270 g
Sexo: Macho.
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Condi¢des de alojamento e nutricdo: Os animais serdo mantidos em gaiolas coletivas de
370%260%170mm com trés a quatro ratos por cada, abastecidas com ragéo e agua ad libidum e
mantidos em ciclo de claro escuro por 12 h.

Medidas para evitar estresse e/ou dor nos animais: Os animais néo precisam ficar em jejum.

Procedimento Anestésico e/ou Analgésico (incluir dose e vias de administracdo): Os animais
serdio submetidos  anestesia com Ketamina (30 mg/Kg) associada a Xilazina (5 mg/Kg) por via
intraperitoneal.

Descrever a concentragio de cada droga de acordo com o fabricante e marca. Esclarecer
como a droga ser4 ministrada numa dilui¢fio final associada em mg/Kg. Descrever quanto
tempo leva o procedimento invasivo, pois as doses aplicadas sao para curta duragao.

No projeto é descrito “Ap0s tricotomia, sera realizada a disseca¢io dos joelhos dos animais
até o plano subcutineo, para a administragdo intra-articular”.

Justificado em carta anexada ao processo.

No formulario em PDF consta como procedimento NAO INVASIVO (corrigir). No mesmo
documento é citado como anestésico Hidrato de cloral e no projeto a anestesia ¢ a associagdo de
cloridrato de xilazina e quetamina (esclarecer essa inconformidade).

Alterado no formulario.

Eutandsia: Ttem 5.5. Protocolo de eutandsia: Os animais serdio mortos em atmosfera de CO,. O
proponente atendeu as exigéncias do comité.

Pertinéncia e valor cientifico do estudo proposto: A pesquisa propnsta é pertinente para a
compreensio do mecanismo de ac¢do mﬂamatorla.

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 (relacionar), devendo o Pesquisador encaminhar as modificagdes sugeridas, e
iniciar a coleta de dados somente apés a aprovagio do projeto por este Comité.

() Nao-Aprovado

Sao Paulo, 19 de outubro de 2011

\m CAMG. \W\A&,h Q E/ ,a/

P of Dra. Maria Antonietta Leitio Zajac)

Pres:dente da Comissdo de Etica no Uso de
Animais da Universidade Nove de Julho
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Fisioterapia Manipulativa

T REVISTA

Andreoli

Artigo Driginal
« Mndlise qualitativa sequnde a perspectiva de profissionais fisiokerapeutas das coractersticas b*ornecanmas 2 estratégias de
movimento adotadas por hemiolégicos durante ateste Timee "Up and Ga'.

» [feito aoudo da trés Leenices de alongamento musouler sobre o torque flexor do joeiho.

= Avaliacho do risco de quedas de idosas atvas submetidas a treinemento ce equilibrio com haste vineatozia.

= |nterieréncia da pratica de atividade fisica habitual na postura de ovens.

= Correlacio de um protocolo fotogrametrico de avalisgao postural com os sintomas algicos da caluna verlsbeal adto-relatadas por
estagiarios de fisioterapia.

= Confiabilidade dos testes especiais pare diacnostion de Lendinopatia do supra-espinhose,

» Efeito da terapia LED (Light Emitting Dindel na mignecrose e edema induzidos pelo veneno da sarpente Bothrops jararaca, no
mlseUln gastrasnemio.

» Relacan entre pressan inspiratonia nasal e pressio inspiratoria maxma em paciantes com distealia miotonics,

» Aplicagan da bola terapéutica na evelugao do eguilibrio em pacientes hemiparéticos.

= Yalidagio do teste de flexibilidade da coluna lombar proposto por Adrichem e Korst,
Comunicacao Breve ;

s Artropatia de Charcol — Atualizagao.
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Artigo Original

Ffeito da terapia LED (Light Imitting Diodc) na
mionccrose ¢ edema induzidos pelo veneno
da serpente Bothrops jararaca, no misculo
gastrocnémio.

Effect of LED (Light Emission Diode) therspy on edema lormation and myonecrosis induced by
Bolhrops jararaca snake venom, on galrocnemius muscle.

Daniel Bulgarellii®!, Ana Marla Barbosa''!, Fernando Pereira Carlos'", Silvia Fernanda Zamuner™, Carlos
José dae Lima'™!, Stella Regina Zamuner®,

Resumo

Introduclo: O envenenamento causado pela serpente Bothrops jararaca induz, de modo geral, um quadro fisiopa-
tolégico caracterizado por reacBes locals imediatas, com hemorragia, mionecrose, edema e dor, que ndo & revertido
pela tratamento com o antiveneno, Objetivo: Meste trabalho avaliou-se & capacidade da terapia LED l[Uﬂ‘ﬂf Emitiar
Diede) para diminuir o edema e a mionecrose causada pelo veneno de B. jararaca. Método: Foram utilizados camun-
dongos Swiss machos injetados com veneno de B, jararaca (2 mg/kg) no misculo gastrocnémio. O edema fol avaliado
nos tempos 3 ¢ 24 h apds a injegdo do veneno ou salina. O aumento do edema fol expresso come a diferenga do volu-
me da peso dmido e peso seco, dos musculos tratados com o veneno, comparado com o volume do musculo contrala-
teral {controde). A mionecrose foi avaliada através da quantificacBo da enzima creating quinase no tempa de 3 h e da
andlise histoldgica dos miscules 3 e 24 h apds a injecdo do veneng, Os animails foram tratados com os LEDs (LED in-
fravermelho, poténcia de 120 mw, A 945 nm, densidade de energia de 4 )fcm?, tempo de irradiacio de 38 5 e drea of
1,2 em¥; LED vermelho pobéncia de 110 mW, A 635 nm, densidade de energia de 4 Jem2, tempo de irradiacdo de 41
s e area de 1,2 cm®) nos tempos: imediatamente & 2 horas apos a inje;do do veneno. Resultados: O edema muscu-
lar causado pelo veneno de B, jararaca fal significativamente reduzido pelos dois tratamentos utilizados: LED verme-
Iho 20 e 11% & LED infravermetho: 29 e 19%, as 3 e 24 h respectivamente, quando comparado com oS animais tra-
tados com o venena, O tratamento com o LED ndo modificou a mionecrose causada pelo veneno. Conclusbes: A te-
rapia LED foi eficaz em reduzir o edema muscular, no entanto, a mionecrose nio foi afetada pelo trataments com os
LEDs. Desta maneira, a terapia com o LED pode contribuir, a0 menos em parte, como uma alternativa 2o tratamento
atual, adicionado a terapla disponivel com antivenenos, ndo efetiva cantra o5 efeitos locaiks.

Palavras-chave: Bothrops fararaca, mionecrose, edema, terapia LED,

Abstract

Introduction: Envenoming caused by Bathrops jararaca venom Induces, In general, a physiopatalogic reaction char-
acterized by Immediate local reactions, with hemorrhage, mionecrosis, edema and pain, which are not reverted by the
treatment with antivenenom, Objetive: In this work, it was evaluated the capacity of LED {Light Emition Diode) ther-

* Artigo recebido em 12 de maio de 2010 e aceito em 02 de junho de 2010,

1 Universidade Vale do Paraiba - UNIVAR, S8a José das Campos, SP Brasil.

2 Programa de pas-graduacio em Cléncips da Reabllitaclo da Univerdidade Nove de Julho - UNINOVE, SEs Paulo, 5P, Brasil,
3 Instituto de Cléncias Biomédicas, Universidade de SEo Paulo - USP, So Paulo, SP, Brasil.

4 Universidade Camnilo Castelo Branco - UNICASTELD, Sha Paulo, SF, Brasil.

Endereco para correspondéncia:
Prof. Dra. Stefla Reging Zamuner. Avenida Francisco Matarazzo, 612 - .iu.guﬁ Branca. CEP 05001-100. SSo Paulo, SP, Brasil, Tel: 11
3665 9125, E-mall; stelly, re@uningee. br,

Ter Man, 2010; B{37):217-223
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Terapla LED ma milonecrose induzida poe venena,

apy to diminish the edema formation and mionecrosis, caused by Bothrops jararaca venom. Methods: Swiss mice had
beean infected with 8. jararaca venom (2 ma/kg) in the gastrocnemius muscle, Edema was cvalusted at 3 and 24 h
after the injection of the venom or saline. The increase on edema formation was expressed as the difference between
the humid and dry weight, of the muscles injected with the poison, compared with the volume of the contralateral mus-
che {control). Mionecrosis was evaluated through the quantification of the creatine kinase enzyme at 3 h and by histo-
logic analysis of the muscla, 3 and 24 h after the injection of the venom. The animals had been treated with the LED
{infra-red: power of 120 mW, A 945 nm, density of energy of 4 Jfem?, time of irradiation of 38 s and area of 1,2 cmi;
Fed LED: power of 110 mW, b 635 nm, density of energy of 4 Jfcm 2, time of irradiation of 41 s and area of 1,2 o)
applied: immediately and 2 h aftér the venom injection. Results: Muscular edema caused by the 8. (araraca venom
was significantly reduced by the two treatments: Red LED: 20 and 11% and infrared LED: 29 and 19%, to Fand 24 h
respectively, when compared with the animals treated with venom. The treatment with the LED did net modify the mi-
onecrosis caused by the venom. Conclusion: LED therapy was efficlent in reducing muscular edema, however, mion-
ecrosis was not affected by these treatment, In this way, the LED therapy can contribute, at least in part, 5 an alter-
native sdded to the available therapy with antivenoms, which are not effective against the local effect.

Keywaords: Bothrops jararaca, myonecrosis, edema, LED therapy,

INTRODUGAD

Os acidentes causados por
sarpentes  pegonhentas  consti-
twem  importante  problema de
Salde Plblica em regibes tropicals
do munde, Mo Brasil, 8 morbidade
anual ¢ cerca de 15 por 100,000
habitantes o aproximadamente
80% desses acidentes estio asso-
cados ao envensnamaonto peld es-
pécle Bothrops 1,

Kamiguti et al., 1986 A.5. Ka-
migutl, 5. Matsunaga, M. Spir, L.5.
Sano-Marting and L. Nahas, Altera-
tions of the blood coagulation Sys-
tem after accidental human ingLu-
lation by Bothvops feravaca venom,
Braz. J. Med. Bigl, Res. 19 (2)
{1986), pp. 199-204, View He-
cord in Scopus | Cited By in Sco-
pus (17}

Os acidentes ofidicos de maiar
oecorréneia no Brasi s8o causados
por serpentes Bothrops jararaca™,
O veneng dessas serpentes induz,
de modo geral, um guadro fisio-
patoldgice caractérizado por re-
acdes lochis imediatas, com he-
maTagia, misnecrose, edema e
dort¥, além de efeitos sistémicos,
cam alteragies da coagulacdo san-
gquinea, do sistema cardiovascu-
lar, levanda ao chogue hipovolémi-
co, bem como & insuficiéncia renal
aguda em casos mais graves®l. A
necrose muscular ¢ um sério pro-
blema causado por ackdentes com

T Man, J000; B{IT)217-222

serpentes Botrdpicas e pode re-
sultar e&m perda da fungdo do te-
cido do membro afetado™. A mio-
necrose causada por venenos bo-
tropicos pade ocorrer pela acia in-
direta, como consequéncia da de-
gradagio de vasos Sanguineos & is-
quemia causada por metalaprotei-
nases, ou por um efelto direto de
miotoxinas com estrutura de fosfo-
lipase A, na membrana plasmatica
do musculo esqueldtico™.

0 tratamento utilizado no aci-
dente por serpentes do género Bo-
throgs & a soroberapia com antive-
neno botrdpice policspecifico, Ape-
sar de este tratamento ser efeti-
w0 contra os efeitos sistémicos, po-
dendo prevenir a morte, a adminis-
tragio do antiveneno nio neutrali-
za 0 efeito local causado por esses
wanenos™ SHL Algumas alternati-
wais e5t80 sendo investigadas com o
propdsito de diminuir 8 reaclo local
do envenenamento botrdpice, como
o uso de plantas medicinas! i,
algumas substincias como hepa-
rina e polidnions, bem como
a terapia a laser de balxa potén-
cia (TLBP) 740, a4 TLBP tem sido
usada na clinica para promover
efeitos antiinflamatbrios, alivio da
dar e acelerar & regeneracio de be-
cidos hesados!'™,

Devido a0 elevado custo dos
dispositives emissores de  laser,
estho sendo investigados os efeitos

de fotoblomoduladores  alternabi-
wos, como a hui LED (disdo emissor
de luz), que diferencia do laser de
baixa poténcia através da coerén-
cia do feixe do luz emitido, Assim,
o objetivo deste estudo fol avaliar
o5 efeitos da terapia LED em dois
comprimentos de onda (vermelho
@ infravermelho) na mionecrose e
edema  muscular, induzidos pelo
visneno botal da serpente Bothrops
Jararaca, no musculo gastrocnémio
de camundongos, através de en-
sabos in viva,

MATERIAL E METODOS

Animais

Foram utilizados camundon-
gos Swiss machos, pesando entre
22-25 g, provenientes do Bioté-
rio da Anilab [Animais de Labora-
tério) Paulinia, S&o Paulo. Os ani-
mais foram pré-tratados com anti-
parasitdnios e mantidos com agua
e alimentacdo ad Mbitun, mantidos
om sala com temperatura & umida-
de constante (24°C - 60%), com
ciclo claro/escuro (1212 horas).

Protocalo de Etica

A condugdo cientifica desta
pEsguisa seguiu as normas e regis-
tros da resolugdo CNS 196/96 do
Conselhe Nacional de Etica em Pes-
guisa (CONEP) e fol realizada sob
aprovacho pelo Comitd de Etica
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Danlel Bulgarelll, Ana M, Barbosa, Fernanda P. Carlos, Silvia F. Zamuner, Carlos ). Lima, Stefla R, Zamuner, m

em Pesquisa (CEP) da UNIVAP n®.
AZ3/CEP/2008.

Veneno

O wveneno total liofilizade de
Bathrops jararaca foi gentilmen-
te cedido pelo Prof. Dr. José Carlos
Cogo do Serpentario do CEN (Cen-
tro de Estudos da Naturera) da
UNIVAP. O wveneno, licfilizado, fol
mantido a 10°C e preparado {p/fv})
em soluclo estéril de Nall 0,9%,
no momento do uso,

Protocolo de eutanasia

Os animais foram anestesia-
dos com 10 mg/kg de Xilazina (Vir-
baxyl 2% injetavel; 0,1 mg/kai.p)
+ 100 mg/kg de Ketamina {Dopa-
len injetdvel; 1 mifKg i.p.). Em se-
guida, sob o cfeito do anestésico,
foi administrado over dose de Clo-
reto de Potidssio a 10% (intracar-
diaco).

Procedimento experimental

Foram uwtilizados 60 camun-
dongos, divididos aleatoriamen-
te. Foi feita anti-sepsia local e tri-
cotomia para exposicio do mos-
culo gastrocnémio, Os animais re-
ceberam inoculacio intramuscu-
lar (i.m.) de veneno total de Bo-
throps jararaca, na dose de 2 mgf
kg, na salidncia média do miscu-
lo gastrocnémio direito & o mus-
culo esquerdo (controle) recebeu
o mesmo volume de solugdo sali-
na apirogénica, em volume cons-
tante de 50 pL. Os animais foram
sacrificados nos tempos de 3 ¢ 24
horas apds a injecdo do veneno ou
salina.

Terapia com LED vermelho e in-
fravermelho

Os animals foram posiciona-
dos em uma mesa em decubito
ventral @ a perna traseira fol Imo-
bilizada manualmente onde o feixe
de luz do LED foi aplicado perpen-
dicularmente (90°) a uma distancia
de 1 cm do local da injecdo do ve-
neno ou saling, na pele tricotomi-
zada da saliéncla média do miscu-

lo gastrocnémio. Os animais foram
divididos em 3 grupos, onde o pri-
meiro grupo recebeu a inocula-
clo do veneno sozinho; o segun-
do grupo a terapia com o LED im-
fravermelho & o terceiro grupo fol
tratado com o LED vermelho. A
aplicacio do LED foi feita imedia-
tamente & 2 horas apés a injecio
do veneno. As doses do LED (figura
1) foram escolhidas com bases em
estudos prévios mastrando o efei-
to bendfico da fototerapla de baixa
poténcial™™, O grupo controle rece-
beu o mesmo tratamento, porém
com ¢ parelho desligado, Os apa-
relhos LEDs {SANSEN Tecnologia,
SP Brasil) foram gentilmente cedi-
dos pelo professor Dr. Carlos José
de Lima do laboratdrio de Imstru-
mentacao Optobiomeédica da UNI-
CASTELO.

Quantificacdo do edema mus-
cular

Para determinar o edema
muscular, o veneno de B, fararaca
(2 mog/kg dissolvido em 50 pl) foi
injetado no musculo gastrocnémio
direito do camundongo, ag mesma
tempa, o misculo contralateral fol
injetado com o mesmo volume de
salina apirogénica. Apds 3 e 24 h
da injecdo do veneno ou salina,
o musculo fol retirade. Ambos os
musculos foram pesados e o edema
fol expresso como a porcentagem
do aumento no peso do misculo
injetado com o veneno comparado
cam o misculo contralateral®,

Determinacdo da atividade mio-
toxica

Para a determinacio da quan-
tificagio da mionecrose plasmati-
ca, grupos de camundongos foram
injetados  wvia intramuscular, no
misculo gastrocnémio, com salina
ou 2 mg/kg de veneno de B. fara-
raca dissolvidos em 50 pl de solu-
¢do salina. Os camundongos foram
anestesiados ¢ 0 sangue fol cole-
tado pela via caudal 3 horas apds
a injecao do veneno, em tubos he-
parinizados. Esse tempo fol esco-

Ihido, pois é quando os niveis de
creating quinase (CK) sdo maxi-
mos no sangue dos animaks Injeta-
dos o veneno de diversas espécies
de Bothrops. A atividade creatino-
quinase foi determinada através do
Kit diagnostico (LABTEST CK-NAC).
A leitura foi feita através de espec-
trofotémetro (Spectra MAX (A 190,
340 nm}. A atividade CK foi expres-
sa em unidades por litro (U/L), no
qual uma unidade & definida como
a quantidade de enzima gque pro-
duz 1 nmol de NADH por minuto
nas condigies do experimentat ™,

Andlise histologica

Para avaliar o indice de mio-
necrose induzide pelo veneno, fol
utilizado o exame histologico do
tecide muscular. Trés e 24 horas
apoés a injecdo do veneno ou solu-
cho salima, os misculos foram re-
tirados para processamento histo-
Idgico. De modo resumido, apds
serem enxaguadas com PBS (solu-
cdo tampdo fosfato), as amostras
foram fixadas em solucdo forma-
lina 10% por 24 horas, desidrata-
das em séries de alcool, embebida
em parafina, fracionada em 5 pm
e corada com Hematoxilina e Eo-
sina {H&E).

Analise estatistica

Os resultados foram expres-
zos como média £ erro padrio
{E.PM.,}). Foi empregada a andlise
de varidnca (ANOVA) seguida por
comparagbes miltiplas pelo méto-
do de Tukey. O nivel de significin-
cia adotado fol de 0,05 (p=0,05).

RESULTADOS

Efeito da aplicacdo do LED
vermelhe e infravermelho no
edema muscular induzide pelo
veneno de Bothrops jararaca

0 efeito do tratamento com
o LED wermelho e infravermelho
sobre o edema Induzido pelo vene-
na B. jararaca foi avaliada no pe-
riodo de 3 e 24 horas apds sua in-
jecao. Os resultados demonstram
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que os LEDs reduzem significati-
vamente o edema muscular nos
dois periodos de tempo estudados
(figura 1A). No tempo de 3 horas
houve uma redugdo do edema na
ordem de 29% e 20% para o LED
infravermelho e vermelho, respec-
tivamente (figura 1A). No tempo
de 24 horas a reducdo do edema
ficou em torno de 19% para o LED
infravermelho e 11% para o LED
vermelho (figura 1B). O tratamen-
to com o LED infravermelho cau-
sou uma melhor eficacia sobre a
formagdo de edema guando com-
parado com o LED vermelho.

Efeito da aplicagdo do LED ver-
melho e infravermelho na quan-
tificacao de mionecrose induzi-
da pelo veneno de Bothrops ja-
raraca

O tratamento com a terapia
LED ndo modificou a liberagdo de
CK induzida pelo veneno de B. ja-
raraca no tempo de 3 horas (figu-
ra 2A). No entanto, uma pronun-
ciada atividade hemorragica foi ob-
servada as 3 horas, evidenciada
pela presenca de massas de eri-
trécitos (Figura 3B), a hemorragia
teve um comeco rapido ocorrido
com apenas alguns minutos, a jul-
gar pela observagdo macroscopica.
A extensdo da mionecrose aumen-
tou nas amostras coletadas 24 h.
A micrografia do musculo contro-
le apresenta células com estrutura
normal, como fibras regulares, de-
finida pelos fasciculos musculares
e membrana intacta (figura 3A).
As alteracoes locais agudas induzi-
das pelo veneno de B. Jararaca, no
tempo de 24 h, sao mostradas na
figura 3C. A fase degenerativa in-
clui a aparéncia de &reas necroti-
cas do tecido muscular que ocor-
re ja as 3 horas de injecdo do ve-
neno (dados ndo mostrados). A fi-
gura 3C mostra consideraveis alte-
rages nas fibras do musculo gas-
trocnémio 24 horas apos a injecdo
i.m. do veneno de B. jararaca. As
mudancas incluem congestdo vas-
cular, hemorragia, edema e perda
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Terapia LED na mionecrose induzida por veneno.

da definicdo do fasciculo muscular.
Pode ser observado na figura 3D
que o tratamento com o LED, no-
vamente, ndo foi efetivo para di-
minuir a mionecrose induzida pelo
veneno. No entanto, a hemorragia
esta diminuida no muasculo tratado
com o LED.

DISCUSSAO

0s acidentes ofidicos de maior
ocorréncia no Brasil sdo causados
por serpentes Bothrops jararaca,
representando 90% das ocorrén-
cias e € a representante mais im-
portante do ponto de vista da gra-
vidade e incidéncia de acidentes
em humanos,

0 veneno de B. jararaca causa
efeitos locais e sistémicos. As prin-
cipais alteracoes induzidas pelo ve-
neno de B. jararaca em camundon-
gos sdo a hemorragia e edema‘®,
Esse veneno contém potentes me-
taloproteases hemorragicas?h,
as quais s8o responsaveis pela he-
morragia local, mionecrose!®! e
inflamagao®. No presente traba-
lho, o veneno de B. jararaca cau-
sou edema muscular evidenciado
nao apenas pelo edema, mas tam-
bém pela intensa hemorragia, o
gue corrobora dados de Teixeira et
al.2%, que observaram a formacgao
de edema muscular que durou por
varios dias. Estudos experimentais
demonstraram que o edema indu-
zido pelo veneno de B. jararaca
tem origem inflamatéria, mediado
principalmente por metabdlitos do
acido aracdonico?*#® e que meta-
loproteases contribuem para esse
efeitota?),

Tabela 1 - Protocolo de irradiagio LED.

Em contrate com o grande
efeito edematogénico observado,
o veneno de B. jararaca ndo indu-
ziu uma atividade miotdxica, refle-
tida pela falta de aumento de CK
plasmatico, quando comparado
com outras espécies botrdpicas®,
0O veneno de B. jararaca contém
pouca guantidade de miotoxinas
com estrutura de fosfolipase A,,
que sdo abundantes e constituem
o principal componente miotdxi-
co de venenos de outras espécies
botropicas®®. A literatura demons-
tra que o veneno de B. jararaca
induz miotoxicidade devido a acdo
de metaloproteases hemorragicas,
provavelmente pela isquemia gera-
da como conseqliéncia da degrada-
¢do de microvasosi?,

A terapia a laser de baixa po-
téncia (TLBP) tem sido usada como
uma alternativa no tratamento de
inflamacgdes, dores e processos de
regeneragdo de tecidos(**3#). Além
disso, varios estudos t&ém demons-
trado que a TLBP também pode ser
uma alternativa para o tratamento
do envensnamento por serpentes
botrépicas!®t?), Assim, neste traba-
Iho avaliamos a capacidade do LED
vermelho e infravermelho em redu-
zir o edema e a mionecrose causa-
da pelo veneno de B. jararaca.

O tratamento com os LEDs foi
eficiente em reduzir o edema mus-
cular induzido pelo veneno de B. ja-
raraca. Dados semelhantes foram
encontrados por Barbosa et al.'?,
que demonstraram a reducdo sig-
nificativa do efeito edematogénico
induzido pelo veneno de B. jarara-
cussu e tratados com a TLBP. Esses

Parametros

Comprimento de onda
Densidade de energia (DE)
Poténcia

Tempo

Area Irradiada

LED vermelho LED Infravermelho
Valores Valores
635 nm 945 nm
4 Jfem? 4 1fem?
110 mw 120 mw
41 3B
1,2 cm? 1,2 cm?
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to do LED em processos edemato-
génicos. £ possivel que, no nosso
modela experimental, o LED tenha
uma agdo pelo mesmo mecanismo
que o laser de baixa poténcia redu-

autores sugerem que a inlbigado do
efeito edematogénico & devido a
inibig3o da PGE, via reduclo de ci-
cleoxigenase-2. Nao existemn dados
na literatura demonstrando o efei-

A LI
ER8 VB + LED nfravermaho
N EE VE) + LED vermabo

B 3 horas
“.
E 0.z .
T
i [ ET
[N S—

24 horas

Figura 1 - Efeito da terapia LED no edema muscular induzido pelo veneno de
8. jararach. Os camundongos foram injetados .m. no misculo gastroendmio direito
oo 2 kg de veneno de 8. fararoca (WB)), dissolvido em 50 pl de solucEo salina, Os
animais receberam irradiacio com o LED vermelha & mfravermelho imediatamente &
2 haras & o edema muscular ol avaliado 3 horas (A) & 24 hores (B) apds a Infecio do
venens, *P<(,05 comparado com o grupo vensns,

- VE
20005 B VB + Led infravermelho
i g ZA V8 + LED vermsiho
=2 1500
o
2
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E
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(5]
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Figura 2 - Efeita da terapla LED na quantificacio da rionecrose induzida pelo veneno
de B. jararace, O camundondgas feram injetados i.m, fo mosculo gastrocnémio direito
com 2 mgfkg de veneno de B, jararaca (VB]), dissotvido em 50 pl de soluglo salina.
O animais recebesam Irradiagho com o LED wermelho e infravermelho imediatamente
e 2 horas apés a injecho do veneno ou salina. Apés 3 horas o sangue fol coletade o
atividade CK el determinada, Cada ponte representa a média 5.E.M. de 5 animais. As
direrencas entre o grupo weneno.e o trtamento com a terapla LED ndo forarm signifi-
cativaz (p=0.05),

nd
%)
frard

zindo o5 niveis de PGE,, uma hipd-
tese que precisa ser verificada em
estudos futuros.

Em contraste com o que fol
descrito em milscule injetado com
o venena de B, mogjeni'® ou cam
o veneno de 8. jararacussy'tT, no
qual a TLBP fol eficaz em reduzir
o efeite mionecrdticn, o LED ndo
fol eficaz em reduzir @ mionecro-
se causada pelo veneno de 8. fa-
raraca, Essa diferenca pode estar
associnds & componentes distin-
tos presentes nos venenas estuda-
dos, uma ver que 05 venenos de
B. moojeni e B. fararacussu apre-
sentam mais componentes mionea-
criticos, como as fosfolipases A,
13 o veneno de B, jardraca pos-
sul mals componentes hemaorra-
gicas, como as metaloproteases.
Neste sentide, estudos de Teixei-
ra et al."™, demonstraram que a
regeneracdo muscular apds a in-
jecdo do veneno de B. fararaca &
prejudicado devido a um Inade-
guada suplementa sanguines pelo
drastico dano na microvasculatu-
ra, sugerindo que uma melhora na
régeneracio muscular depende de
uma bem sucedida revasculariza-
gao. E possivel que o LED seja efi-
caz na regeneragio do masculo in-
jetado pelo veneno de B, jararaca
& pericdes mais tardios de que
05 estudados neste trabalho, hi-
potese que precisa ser tratada em
estudos futuros.

Em concusdo, o wveneng de
B. jararacd induz alteragdes lo-
caks caracterizadas por proeminen-
te hemorragia, edema & mioneoro-
se moderada em areas no qual a
microvasculatura ol drasticamen-
te afetads, O tratamento com o
LED fol eficaz em reduzir o edema
muscular, no entanto, a mionecro-
s ndo fol afetada pelo tratamen-
tocom o LED. Desta maneira, a te-
rapia com @ LED pode comtribuir,
a0 menos em parte, com a melho-
ria do tratamento atual, adiciona-
do a terapla disponivel com antive-
nenos, nao efetiva contra os efei-
bos locais.
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Figura 3 - Aparéncia histoldgica do miscule gastrocnémic 3 e 24 h apds a injeclo do veneno de B,
jmraraca & terapla com o LED, (A) controle salina apresentando fibras normals; (B) misculo 3 h apas &
injeglo do venena de 8, Jaravaca (2 mgfkg), apresentande hemorragia intensa; (C) musculo 24 h apds
a injecio do veneno e (D) misculo injetado veneno de B. jeraracs e tratado com o LED. Hemorragia
(seta), necrose (estrela). Bars 40 pm.
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