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RESUMO

A artrite reumatoide (AR) é uma doenga crbnica, autoimune, sistémica e progressiva,
que causa danos irreversiveis as articulagdes. O tratamento tradicional é
farmacolégico, com uso de anti-inflamatérios, porém efeitos adversos séao
observados. A terapia por fotobiomodulagdo (PBM) esta associada ao controle do
processo inflamatoério e doloroso, sendo uma opg¢ao para o tratamento da AR. O
objetivo deste trabalho foi estudar o efeito da PBM no processo doloroso, a partir da
alodinia mecéanica, no controle do reparo tecidual, observando aspectos histologicos
pela proporgao de colageno, e funcionais, pela avaliagdo biomecanica da cartilagem,
em modelo experimental de AR induzida em ratos. Metodologia: Ratos Wistar
machos foram distribuidos em 5 grupos: sem AR (CTL) ou com AR, sem tratamento
(NT) ou tratados com Fotobiomodulagdo com aplicacdo local no joelho (PBM),
tratados com Dexametasona (DEX) ou com terapia associada (PBM+DEX). Depois
de anestesiados, os animais foram induzidos a AR com injecdes de Colageno Tipo Il
e adjuvante de Freund. Os animais foram tratados 3 vezes por semana durante 1
més com PBM (808nm; 4J; 100mW) ou Dexametasona intraperitoneal. O teste de
alodinia mecanica foi realizado 1 vez por semana. No final do tratamento, os animais
foram eutanasiados e a cartilagem recuperada e armazenada para analises
biomecanicas e morfolégicas. Resultados: Todos os grupos com AR demonstraram
reducao da resisténcia e da capacidade de deformacao (p<0,001) comparados ao
CTL. Somente o grupo PBM apresentou melhora na capacidade de deformagao
comparado ao grupo NT. Todos os grupos tratados apresentaram aumento na
propor¢cao de colageno total comparado ao grupo NT (p<0,05). O grupo PBM
apresentou melhora na alodinia mecanica na 3% semana, comparado ao grupo NT
(p<0,01). Conclusao: A PBM irradiada de forma local promove manutengdo da
propor¢cao de colageno com melhora da capacidade de deformagdo tecidual. O
tratamento associado PBM+DEX manteve melhora na propor¢do de colageno,
porém, sem efeito adicional nas propriedades mecanicas ou na sensibilidade a dor
pelo teste de alodinia mecanica.

Palavras-chave: fotobiomodulagdo, artrite reumatoide, cartilagem, colageno,

propriedades mecanicas.



ABSTRACT

Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic, autoimmune, systemic, and progressive
disease that causes irreversible joint damage. The conventional treatment is
pharmacological, typically involving anti-inflammatory drugs, though these are often
associated with adverse effects. Photobiomodulation therapy (PBM) has been linked
to the modulation of inflammation and pain and represents a potential therapeutic
alternative for RA. This study aimed to evaluate the effects of PBM on pain
modulation—through mechanical allodynia—tissue repair, assessed by collagen
proportion, and functional recovery, evaluated via biomechanical analysis of
cartilage, in an experimental model of RA induced in rats. Methodology: Male Wistar
rats were divided into five groups: healthy controls without RA (CTL), RA-induced
without treatment (NT), RA treated with PBM applied locally to the knee (PBM), RA
treated with dexamethasone (DEX), and RA treated with a combination of PBM and
dexamethasone (PBM+DEX). RA was induced using injections of type Il collagen
and Freund’s adjuvant. Treatments were administered three times per week for one
month: PBM (808 nm; 4 J; 100 mW) applied locally or intraperitoneal
dexamethasone. Mechanical allodynia was assessed weekly. At the end of the
treatment, animals were euthanized, and cartilage was harvested for biomechanical
and histological analyses. Results: All RA groups showed a significant reduction in
resistance and deformation capacity compared to the CTL group (p < 0.001). Only
the PBM group exhibited a significant improvement in deformation capacity
compared to the NT group. All treated groups showed an increased proportion of
total collagen compared to the NT group (p < 0.05). The PBM group was the only one
to show consistent improvement in mechanical allodynia across all time points
compared to the other RA groups (p < 0.01). Conclusion: Local PBM irradiation
promotes the maintenance of collagen proportion and improves the tissue’s
deformation capacity. While combined PBM+DEX therapy maintained the collagen
proportion, it did not provide additional benefits regarding mechanical properties or
pain sensitivity as assessed by the mechanical allodynia test.

Keywords: photobiomodulation, rheumatoid arthritis, cartilage, collagen, mechanical

properties.
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1. INTRODUGCAO

A Artrite Reumatoide (AR) € uma doenca inflamatoria cronica, sistémica e
progressiva, com alta incidéncia, que acomete 0,5 a 1% da populagdo mundial, e
que pode chegar a 5% dependendo do grupo e da faixa etaria estudados, mais
comum no sexo feminino, numa proporgao de 2,5-3:1, e, sobretudo em pessoas
entre a 42 e a 62 décadas de vida, mas que pode acontecer em qualquer idade, sem

distingao de etnias (1-3).

Os principais sintomas da doencga, que causa destruicdo éssea e cartilaginosa
irreversiveis, sdo dor crénica, edema, aumento de volume articular, rigidez e
aumento da temperatura local em varias articulagbes. Cursa, também, com
problemas de sono e sensagao de fadiga, prejudicando a qualidade de vida e a
produtividade (1,4-6). A progressédo da AR leva a redugdo da capacidade em
realizar as atividades diarias e profissionais, causando danos financeiros para o

paciente e para a sociedade (7).

A dor é o sintoma mais comum da AR, presente em 97% dos pacientes com a
doengca em estagio inicial, e a dor intensa € o motivo da primeira consulta para
90,4% dos pacientes. Nao ha duvidas em relagao ao papel do processo inflamatério
na origem da dor; no entanto, a dor relatada pelos pacientes ndo apresenta
correlacdo com a atividade inflamatéria avaliada pelos médicos e, entre pacientes
em remissao, a gravidade da dor ndo estd associada de forma significativa a

atividade inflamatéria da doencga (8).

Na artrite reumatoide, mesmo na auséncia de inflamacao local persistente ou
de evidéncias de destruicdo tecidual nas articulagcbes acometidas, observa-se uma
reducao do limiar de dor nos tecidos adjacentes. Essa sensibilidade dolorosa pode
irradiar-se para regides cefalicas, caudais e contralaterais a articulagéo inicialmente
afetada. A ampla disseminagédo da hiperalgesia observada nesses casos sugere a
participacdo de mecanismos centrais de modulacido da dor, indicando que a
persisténcia do quadro algico pode estar mais relacionada a sensibilizagdo central
do que a ativagao periférica de nociceptores (8).
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A AR é uma das doengas autoimunes mais relatadas. Apesar de ser mais
comum entre a 42. e a 6 décadas, pode ocorrer em qualquer faixa etaria (9,10).
Além de fatores ambientais, a susceptibilidade genética também desempenha um
papel importante no desenvolvimento desta doenga. Na presenga dessa
susceptibilidade genética, e na presenca de fatores ambientais patogénicos, pode
ocorrer a ativagao do sistema imunoldgico, desencadeando processos altamente
complexos e coordenados, e que perpetuam uma resposta autoimune (5), cujo alvo,

na AR, € a membrana sinovial, em seguida proliferando na cartilagem articular.

Na AR, componentes da matriz sado liberados na circulagdo, desencadeando
reagcao autoimune em organismos susceptiveis. As células auto-reativas do sistema
imunoldgico, em seguida, envolvem as articulagbes e atacam seus antigenos
correspondentes. Ocorre, entdo, o recrutamento de macrofagos para as
articulagdes, onde liberam citocinas inflamatérias, incluindo IL (interleucina)-1, TNF
(fator de necrose tumoral) -a (que exacerba ainda mais a inflamacéo), IL-6, IL-8 e
fatores de crescimento (11,12). As MMPs (metaloproteinases de matriz) também tém
sua expressdo induzida pelas citocinas, sendo as grandes mediadoras da
degradagao de colageno e agrecano (13), danificando o tecido conjuntivo, sendo
responsaveis pela destruicdo irreversivel de tenddes, osso e cartilagem nas

articulacdes.

O colageno tipo Il é o principal componente da cartilagem hialina, e possui
pouca capacidade de regeneracgéao. As fibrilas de colageno tipo Il formam a estrutura
da cartilagem, e apods sua destruicdo, sdo substituidas por fibrocartiagem de
colageno tipo | (11), reduzindo sua capacidade de permitir movimento quase sem
atrito, e influenciando diretamente em sua capacidade de neutralizar as forgas de
compressao produzidas durante o uso da articulagdo, promovendo reducido da

resisténcia mecanica e da capacidade de deformacgao da cartilagem articular (13).

Mesmo sendo uma das doengas autoimunes mais relatadas, devido a
escassez de evidéncias, ndo ha consenso em relacdo ao melhor tratamento (14,15).
Além das medidas terapéuticas para controle sintomatico, como o uso de
analgésicos centrais para controle da dor, entre as opg¢des para tratamento
especifico temos quatro classes de agentes (anti-inflamatérios n&o esteroides-
AINES, glicocorticoides, drogas antirreumaticas modificadoras da doenga- DMARDs-

de moléculas pequenas e DMARDs biolégicos ou de moléculas grandes), que
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podem ser utilizados isoladamente ou em associagdes, permitindo uma ampla gama
de combinagdes, mas sem evidéncias cientificas de qualidade que provem ser uma
delas superior em relagcdo a outra, com o tratamento permanecendo empirico até

hoje.

O objetivo do tratamento da artrite reumatoide é diminuir, se nao eliminar, a
inflamacdo, para prevenir a destruicdo do tecido, e controlar a dor. Os anti-
inflamatdrios ndo esteroidais sao utilizados tanto para controle da dor quanto para
reducao do processo inflamatério; no entanto, seu uso por tempo prolongado possui
efeitos colaterais que tornam o proibitivo. Os glicocorticoides, como a
dexametasona, ainda sdo bastante utilizados, inclusive nos tratamentos de longo
prazo (16,17), provavelmente por sua inquestionavel eficacia terapéutica, suas
amplas atividades anti-inflamatérias e imunossupressoras, apesar da possibilidade

de ocorréncia de efeitos colaterais, que podem ser graves (18).

Devido a baixa capacidade de regeneracdo da cartilagem articular e a
lentiddo no processo, altamente complexo, novas alternativas sdo necessarias (19).
A terapia por fotobiomodulagdo (PBM) demonstra vantagens no tratamento de
diversas doencgas, com poucos efeitos adversos, e tem sido utilizada no tratamento
de tendinopatias e lesbes musculares, por exemplo, proporcionando uma
cicatrizagcdo mais rapida do tecido muscular, e assim, reduzindo os sintomas e sinais
clinicos. Demonstra, ainda, efeitos positivos na modulagdo da inflamagdo, com
resultados significativos na AR (20,21). Dependendo dos parametros utilizados, é
possivel reduzir a dor, a inflamagdao e melhorar a fungdo em articulacdes
reumatoides (22). Estudos demonstraram que a terapia por fotobiomodulagao reduz
0 estresse oxidativo, regula citocinas inflamatérias e metaloproteinases, entre outros

eventos associados a AR (11,20).

Até o momento, sdo escassos os trabalhos que avaliem o efeito da terapia
combinada entre corticoides como a Dexametasona e a PBM na resisténcia
mecanica e propor¢ao de colageno, com reflexo na alodinia mecéanica, em modelo

experimental de AR induzida.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Artrite Reumatoide:

O alvo da reposta imune, na AR, € a membrana sinovial. Os sinoviécitos e
macrofagos séo células de linhagem fibroblastica, que compdéem uma fina camada
que recobre a capsula articular de articulacbes diartrodiais normais. Na AR, o
revestimento sinovial aumenta significativamente, e simultaneamente ocorre um
crescimento alterado dos sinovidcitos. A proliferacdo de fibroblastos sinoviais
residentes € impulsionada por fatores de crescimento na sindvia inflamada e,
juntamente com os macréfagos recrutados e as células imunes, formam uma massa
celular, denominada pannus. A cartilagem, os tendbdes e o 0sso sido invadidos e

destruidos pelo pannus.

No processo patolégico primario da AR, que ocorre apds a ativagdo do
sistema imunolégico, a abundancia de citocinas e quimiocinas leva a infiltragdo de
imundcitos na sindvia, o que resulta na displasia dos sinovidcitos e na diferenciagao
dos osteoclastos (23). O fator de necrose tumoral (TNF-a), a interleucina (IL)-13 e as
metaloproteinases de matriz (MMPs), que s&o catabdlitos, estdo todos aumentados
(13,24).

As citocinas, acredita-se, sao responsaveis por manter a inflamacgao cronica
na AR, assim como o TNF-a e a IL-1 sao criticos no processo inflamatorio e no dano
articular. Além disso, intermediam a destruicdo de ossos e cartilagens, sao
responsaveis pela sintese e liberagdo excessiva de MMPs inflamatdrias,
prostaglandinas e 6xido nitrico, e impedem a sintese de componentes da matriz. A
IL-6 é outra citocina que participa do processo inflamatério na AR; seus niveis estdo
aumentados no liquido sinovial. Essa elevagao provoca incremento no recrutamento

de células inflamatdrias (25,26) (Figura 1).

As MMPs sao as responsaveis pela destruicio irreversivel de tenddes, 0sso e
cartilagem nas articulagbes. Os inibidores de metaloproteinases teciduais (TIMPs)
controlam a atividade das MMPs; porém, em situagcbes patolégicas, os niveis

elevados de MMPs superam os dos TIMPs, tornando sua agao ineficaz (27).
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Figura 1. Etapas do desenvolvimento da AR.
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O corpo inicia uma cascata inflamatoria autoimune, autodestrutiva,
provocando dano articular. Fragmentos de componentes da matriz sédo liberados na
circulagdo, desencadeando reagdo autoimune em organismos susceptiveis. As
células auto-reativas do sistema imunoldgico, em seguida, envolvem as articulagbes
e atacam seus antigenos correspondentes. Ocorre, entdo, o recrutamento de
macrofagos para as articulagdes, onde liberam citocinas inflamatdrias, incluindo 1L-1,
TNF-a (que exacerba ainda mais a inflamagéo), IL-6, IL-8 e fatores de crescimento
(11,12).

Os diferentes fendtipos celulares presentes nas articulagdes (osteoblastos,
osteoclastos, condrdcitos, macréfagos, células B e células T) desempenham papéis
distintos, complexos e relacionados entre si, na origem e na progressao das lesdes
articulares associadas a AR. Essas lesdes articulares caracterizam-se por esclerose
O0ssea subcondral, erosdo e degradacao da cartilagem articular, levando a reducéao

do espaco articular (28,29) (Figura 2).
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Figura 2. Estagios evolutivos de uma articulagdo com artrite reumatoide. 1-
Sinovite e inicio das alteragdes progressivas. 2- Progressao da inflamacéo com
formacgao de pannus; inicio da destruicao da cartilagem. 3- Diminuicao da inflamacéo;
anquilose fibrosa (seta). 4- Anquilose Ossea. lannotti JP. Colegdo Netter de llustragbes
Médicas - Sistema Musculoesquelético - Biologia e Doengas Sistémicas - Parte lll. (2nd edigdo).
[Brasil]: Grupo GEN; 2014 (30)

\

A degradacao do colageno, outro evento relacionado a AR, é em grande parte

mediada pelas metaloproteinases, que s&o as principais responsaveis pela
degradagao do tecido conjuntivo. De forma mais especifica, uma desintegrina e
metaloproteinase com motivos de trombospondina (ADAMTS) e as MMPs sé&o as

principais mediadoras da destruicéo cartilaginosa na AR (19,31,32).

Com o avango no entendimento da fisiopatologia da doenga que ocorreu nas
ultimas décadas, foi estabelecido o conceito de artrite reumatoide inicial, um periodo
no qual existe uma janela de oportunidade terapéutica, com um melhor progndstico
desde que iniciado o tratamento. Portanto, diagnostico e tratamento precoces
modificariam o curso da doencga (33). Simultaneamente, ocorreram avangos nos
métodos diagndsticos laboratoriais e por imagem, que possibilitam o diagndstico

mais precoce, o0 que melhoraria o progndstico na artrite reumatoide (34).

Embora tenha alta prevaléncia e tenham ocorrido esses avangos, o grande
fator limitante para a boa resposta terapéutica continua sendo o diagndstico tardio e,
consequentemente, o retardo no inicio do tratamento (35). Esse atraso no
diagndstico ocorre em grande parte porque nao ha, na artrite reumatoide inicial,
caracteristicas que sejam patognomoénicas e que a difiram de outras doencas
articulares degenerativas. Mesmo o0s critérios para classificagdo da artrite
reumatoide baseiam-se na fase em que ja existe a doenga estabelecida, e nao
apresentam bom desempenho na artrite reumatoide inicial (36-39).
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Ha uma variagdo ampla na literatura em relagcdo a duragao dos sintomas para
caracterizagao da artrite reumatoide como inicial; contudo, com relagao a janela de
oportunidade terapéutica, é estabelecido como sendo de 2 anos, com énfase nos

primeiros 12 meses, e considerando como periodo critico as primeiras 12 semanas.

Assim, chamamos de artrite reumatoide muito inicial ou muito precoce (VERA-
do inglés, very early rheumatoid arthritis) aquela com até 12 semanas de inicio dos
sintomas, e aquela com mais de 12 semanas e menos de 12 meses de inicio dos
sintomas articulares de artrite reumatoide inicial tardia (LERA- do inglés, late early
rheumathoid arthritis) (40,41).

Outros fatores que influenciam na dificuldade em estabelecer o diagndstico
precocemente sao a dificuldade dos pacientes em estabelecer com preciséo o inicio
dos sintomas, a dificuldade de acesso ao especialista, e as divergéncias entre os

préprios especialistas em definir a condi¢ao (42).

2.2. Aspectos bioquimicos e funcionais da cartilagem na Artrite

Reumatoide:

A cartilagem articular normal tem uma estrutura anatébmica distinta, com
tecido avascular e aneural altamente estruturado. E lisa para facilitar o movimento e
a transmissao de carga. Sua matriz extracelular € muito densa, com baixa densidade
celular, e possui pouca capacidade de regeneragdo, o que pode levar a perda da

funcao articular (31,32).

Sabe-se que o colageno tipo Il é o principal componente da cartilagem hialina
e, juntamente com o proteoglicano agrecano, é o principal alvo da degradacao na
AR, sendo substituido por fibrocartiiagem de colageno tipo | (11), reduzindo a
capacidade de deformacéo e a resisténcia mecanica da cartilagem articular.

Os condrécitos sdo o unico tipo celular encontrado na cartilagem articular, e
representam 1% do volume da matriz. Eles s&o responsaveis pela producédo da
matriz extracelular complexa (MEC), que inclui colageno tipo Il e agrecano (26,32).

Sinovidcitos ativados, células mononucleares e a propria cartilagem articular
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produzem citocinas, como a IL-1 e o TNF-a, que aumentam significativamente a
expressao do gene das MMPs. Além disso, essas citocinas inibem as vias de
sintese compensatéria de condrocitos, que sao necessarios para a restauragao da
integridade da matriz extracelular danificada. A sintese irregular de agrecanos reduz
a resposta dos condrocitos as citocinas, o que impede a integridade estrutural da
cartilagem. A apoptose de condrodcitos articulares tem sido sugerida como uma das
principais causas da doenga articular na AR, embora existam varias outras causas
complexas (26,43,44).

2.3. Tratamento Farmacolégico da Artrite Reumatoide:

O tratamento da artrite reumatoide € baseado em medidas objetivas da
atividade da doencga, com o objetivo de diminuir, se ndo eliminar, a inflamagao, para
prevenir a destruicdo do tecido. Tais medidas sdo escores de sensibilidade e
inchagco de articulagbes, e contagens de marcadores laboratoriais de inflamagao
(45).

Atualmente, o tratamento da AR envolve quatro classes de agentes que
podem ser usados isoladamente ou em associagdes para reduzir a atividade da

doenca:

2.3.1. Agentes anti-inflamatoérios ndo esteroides (AINES) - Inibidores seletivos

da ciclo-oxigenase (COX) | e da COX Il. Porém, seu uso inspira cuidados, por se
tratar de condicdo crbnica, e apresentar conhecidos efeitos colaterais quando

usados por tempo prolongado;

2.3.2. Glicocorticoides - Com amplas atividades anti-inflamatorias e

imunossupressoras, que resultam da inibicdo dos principais sistemas de sinalizagao
imunolégica, como o fator nuclear kappa B (NF-kB). Além do uso sistémico, a
administracao intra-articular de esteroides suprime a inflamagao em uma articulacao
especifica. Foi sugerido que a administragcdo nao sistémica poderia limitar a
incidéncia de efeitos adversos sistémicos; no entanto, ha boas evidéncias

documentando a biodisponibilidade sistémica e os efeitos adversos (notadamente a
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supressao adrenal) associados a administracao de glicocorticoides por todas as vias
(46-52). Em particular, a administragao intra-articular e o uso oral foram todos

especificamente associados a um risco aumentado de efeitos adversos (53).

A terapia com glicocorticoides permanece bastante utilizada, inclusive com
aumento nas prescricdes de longo prazo de mais de 30% nos ultimos 20 anos
(16,17). Provavelmente, isso acontece por sua inquestionavel eficacia terapéutica,
suas amplas atividades anti-inflamatérias e imunossupressoras, apesar da
conscientizacdo sobre seus efeitos colaterais. Quando usados especialmente em
altas doses e por um periodo prolongado (maior que 2 semanas), € em um regime
circadiano reverso (doses mais altas a noite, em comparagdo com a manha), o
tratamento esta associado a efeitos adversos significativos (18), que incluem
aumento da mortalidade geral, efeitos metabdlicos (intolerdncia a glicose ou
diabetes mellitus, dislipidemia) e disturbios musculoesqueléticos (osteoporose,
osteonecrose, miopatia, sarcopenia), além de hipertensao, supresséo adrenal e risco

aumentado de infecgéo (14).

A variedade e a gravidade potencial dos possiveis efeitos adversos tornam
desafiadora a decisao, tanto para os clinicos quanto para os pacientes, que ao
mesmo tempo em que se beneficiam do tratamento, aceitam o perfil significativo de

efeitos colaterais que podem ocorrer (14,15,54).

Se por um lado, gragas a sua inquestionavel eficacia terapéutica e a falta de
tratamentos alternativos, o uso de glicocorticoides continua a aumentar, por outro,
existe o dano associado aos seus efeitos adversos, ao mesmo tempo que
alternativas para combater esses efeitos tém feito progressos relativamente lentos,

apesar da necessidade clinica (16).

2.3.3. Drogas antirreumaticas modificadoras da doenca (DMARDs) de

moléculas pequenas - Com efeitos imunomoduladores. O modo real de agao dessas

drogas nao é conhecido. Nesse grupo, o metotrexato (MTX) emergiu como preferido
para terapia inicial, quando a opcdo é por DMARD. Outros exemplos sao
lefunomida, sulfassalazina, hidroxicloroquina, azatioprina e ciclosporina, que podem
serem usados como adjuvantes ou substitutos do metotrexato, isoladamente ou em

combinacdes.
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2.3.4. DMARDSs bioldgicos ou de moléculas grandes - Como os bloqueadores

de TNF. Vém sendo amplamente utilizados, frequentemente em associagdo com
metotrexato. Os bloqueadores de TNF incluem anticorpos monoclonais (infiximabe,
adalimumabe, certolizumabe, golimumabe), bem como um receptor soluvel
(etanercept) (29,55). Um grande entrave a utilizacdo desses medicamentos é o seu
custo, além da necessidade de prescricdo por um especialista, muitas vezes
inacessivel (56). Além disso, nos pacientes cuja dor ndo tenha como causa principal
a atividade inflamatéria, o tratamento com DMARD pode n&o apenas ser ineficaz,
mas também expor os pacientes ao risco de eventos adversos desnecessarios

(8,57).

by

Dado a esse arsenal de agentes, e a possibilidade de usar multiplos
medicamentos e combinagdes, o numero de tratamentos possiveis é virtualmente
ilimitado; no entanto, ensaios clinicos de tamanho adequado nao foram realizados

até o momento, e o tratamento permanece empirico.

Embora seja uma das doengas autoimunes mais relatadas, devido a escassez
de evidéncias de qualidade, ndo ha consenso em relagdo ao melhor tratamento.
Devido a baixa capacidade de regeneracao da cartilagem articular e a lentiddo no

processo, altamente complexo, novas alternativas s&o necessarias (19).

2.4. Uso dafotobiomodulagcao em doencgas articulares:

A palavra LASER é um acrénimo, cujo significado é Light Amplification by
Stimulated Emission of Radiation (amplificagdo da luz por emissado estimulada de
radiacdo). Uma fonte de luz transforma uma forma de energia, mais comumente

energia elétrica, em energia radiante.

A luz laser difere de outras fontes de luz por ter como propriedade ser
coerente. Por coeréncia, entende-se que as ondas eletromagnéticas do feixe de luz
estdo em fase entre si, no espaco e no tempo. A coeréncia diferencia o laser das

demais fontes de luz, sendo sua propriedade fundamental (58).
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Ao irradiar tecidos, a luz laser pode ser refletida e refratada, espalhada,
absorvida ou transmitida (59), dependendo das propriedades Opticas do tecido,
como refletividade, coeficientes de absorgéo e dispersao, tamanho de particula (60),
e dos parametros do laser, como comprimento de onda, energia, perfil espectral de

saida e modo de operagao (61,62).

Da mesma forma que nao existe uma unica dose, nem um unico
medicamento, que seja adequado para tratar todas as doengas, ndo ha um
dispositivo a laser universal ou um protocolo de parametros de dosimetria para todos
os disturbios, sendo necessaria uma melhor compreensao para a escolha adequada

dos valores de energia da luz laser para um tratamento especifico.

Sao varios os mecanismos de interacdo do laser com tecidos ja conhecidos.
Estes mecanismos de interacdo que dependem do comprimento de onda sdo a
interacao fototérmica, a terapia fotodinamica, a fotobiomodulagdo e a terapia de
fotoablagdo (61). A interacdo fototérmica € o mecanismo de interagcdo mais
frequentemente usado na medicina, convertendo a energia de fétons em calor e

provocando aquecimento, possibilitando coagulacao, vaporizagao, corte, etc.

A terapia fotodindmica é mediada por fotossensibilizadores, que sao
moléculas de cromoesferas exégenas que absorvem a energia do laser em baixas
intensidades de luz. Neste caso, a luz € usada para ativagdo de moléculas ou
medicamentos por um comprimento de onda especifico da luz do laser, e esta
molécula pode transferir a energia para outra molécula, que apds esta ativagéo pode

causar reag¢des quimicas no tecido circundante (61).

A fotobiomodulagao € a aplicagéo de energia de luz vermelha monocromatica,
préxima aos comprimentos de onda do infravermelho, para estimular células do fator
de crescimento e melhorar a cicatrizagao de tecidos moles, servindo como estimulo
para proliferacdo celular e promovendo processo de reparagao em diferentes
tecidos, como pele, tenddes, ligamentos, ossos e cartilagens, em animais

experimentais, bom como ferimentos de varias etiologias em humanos (61,63).

Na terapia de fotoablacdo, o material € decomposto quando exposto a
irradiacao de laser de alta intensidade. A remocgao de tecido é feita de forma muito
limpa e precisa, sem qualquer aparéncia de dano térmico, como coagulagdo ou

vaporizagao (61).
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O mecanismo de agao presumido, pelo qual a fotobiomodulagdo reduz o
estresse oxidativo, regula as citocinas inflamatérias e as metaloproteinases, € pela
alteracdo do metabolismo celular pela luz, devido a absorgéo pela mitocéndria e pelo
citocromo-C-oxidase. Inicialmente, a interacdo do laser com o tecido bioldgico pode
liberar substdncias como histamina, serotonina e bradicinina. As reacdes
enzimaticas normais podem ser alteradas, sofrendo aceleragdo ou diminuicdo em
sua velocidade (21,22).

Conforme relatado por Alves et al (19), € possivel encontrar outros métodos

de tratamento que sejam capazes de reduzir a degradagao da cartilagem.

Em uma variedade de situacbes clinicas e experimentais, a terapia por
fotobiomodulacdo demonstrou eficacia no controle do dano as articulagbes. Foi
demonstrado, por varios estudos (19,20), que a terapia por fotobiomodulagdo atua
como bioestimulante celular, tendo a capacidade de alterar uma variedade de
processos bioldgicos em modelos animais e humanos, como auxiliar na cicatrizagao
de feridas e na sintese de colageno, promover a regeneracao de musculos
lesionados, reduzir a resposta inflamatéria e estimular a neoformacdo de vasos

sanguineos em feridas (63—-65).

A terapia por fotobiomodulagcdo demonstra vantagens no tratamento de
diversas doencgas, e tem sido utilizada no tratamento de tendinopatias e lesdes
musculares (63), por exemplo, proporcionando uma cicatrizagdo mais rapida do

tecido muscular, e assim, reduzindo os sintomas e sinais clinicos.

Demonstra, ainda, efeitos positivos na modulacdo da inflamagcdo, com
resultados significativos na AR (20,21). Dependendo dos parametros utilizados, é
possivel reduzir a dor, a inflamacdo e melhorar a funcdo em articulagbes

reumatoides (22).

Estudos demonstraram que a terapia por fotobiomodulagao reduz o estresse
oxidativo, regula citocinas inflamatdrias e metaloproteinases, entre outros eventos
associados a AR (11,20).

Em um estudo conduzido por Lin Zhang et al (66), o modelo de artrite
induzida por colageno (CIA) foi usado para a indugéo de AR em ratos. O objetivo da
pesquisa foi investigar como o laser diodo Ga-Al-As, com comprimento de onda de
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830 nm, afetava a expressdo génica do receptor de quimiocinas CXCR4 e seu
ligante CXCL12, bem como sua expressado proteica na membrana sinovial das
articulacdes. Os pesquisadores descobriram que a produgcdo de CXCR4 diminuiu,
afetando o processo de transcrigdo nos tecidos da membrana sinovial. Isso sugere
que este pode ser um dos mecanismos moleculares pelos quais a terapia por

fotobiomodulacao diminui a inflamagao e a dor causadas pela AR.

A pesquisa de Dos Santos et al (20) utilizou colageno tipo 2 diluido em acido
aceético e emulsionado com Adjuvante Completo de Freund para criar um modelo de
AR. Os animais receberam duas inje¢cdes intradérmicas com a solugao aplicada na
cauda e uma terceira injecao foi aplicada intra-articular nos joelhos. Foi observado
que a terapia de fotobiomodulagdo com parametros de comprimento de onda de 808
nm e doses de 2 e 4 Joules (J), em dias alternados, reduziu a peroxidacgao lipidica e
aumentou a expressao das enzimas antioxidantes, como superoxido dismutase
(SOD), Glutationa Peroxidase (GPx) e Catalase (CAT), na AR.

O laser reduz a proliferagao de citocinas inflamatérias, como IL-1, IL-6 e TNF-
a. E uma alternativa aos anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINEs), reduzindo e/ou
inibindo prostaglandina (PGE2), cicloxigenase-2 (COX-2) e histamina (19,67).

Os lasers de baixa poténcia tém demonstrado resultados positivos e muito
promissores, independentemente da doengca e do tecido tratado. Isso €
especialmente verdadeiro em relagdo a regulagdo do processo inflamatério, a
capacidade de reparacao tecidual e a reducdo de danos articulares. Estudos como
Alves et al (68), Hamblin (69), e Silva Tomazoni et al (70), observaram o impacto do
laser no processo inflamatério em tecidos e doencgas distintos, e alcancaram reducgao

no processo inflamatério em suas pesquisas.

No estudo de Stancker et al (24), foi avaliado o efeito do laser de baixa
intensidade isoladamente e em associagdo com a administragao intra-articular de
células-tronco mesenquimais no processo inflamatdério, em amostras in vivo e in vitro
de osteoartrite. Foram feitas analises de citocinas inflamatérias, MMPs 1, 2 e 13,
TIMPs 1 e 2, colageno tipo Il, expressao génica e proteica. Foi concluido pelos
autores que a associagdo entre PBM e injecdo intra-articular de células-tronco

mesenquimais modulou processos inflamatorios pela redugao de citocinas e MMPs e
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preveniu alteragcbes degenerativas de colageno tipo Il em ratos com osteoartrite
(OA).

O laser de baixa intensidade controla com sucesso o processo inflamatério,
de acordo com achados na literatura, em uma variedade de situacdes clinicas
(44,63,70). Além disso, € um tratamento de baixo custo e com poucas reacdes

adversas.

Até a realizagao deste artigo, ndo encontramos na literatura nenhum trabalho
em modelo experimental de AR, in vivo, relacionando os efeitos da PBM na
manutengao do colageno e seus reflexos nas propriedades mecanicas da cartilagem

articular, associada ou n&o a terapia com glicocorticoides.
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3. JUSTIFICATIVA

Tratamentos para AR visam interromper ou evitar a erosao articular, controlar
os sintomas da doenga e reduzir a incapacidade funcional. Embora existam diversos
medicamentos, com diferentes mecanismos de acdo, ndo ha consenso em relacéo a
terapéutica adequada. Além disso, apresentam muitos efeitos colaterais, que podem
inclusive causar comorbidades e obrigar a interrupgdo do tratamento. Soma-se,
ainda, a questdo econdmica, especialmente no uso de DMARDs de grandes
moléculas, que tém custo consideravelmente elevado, e tém baixa eficacia no
controle da dor, quando a principal causa do sintoma n&o for inflamatéria (8). No
Brasil, algumas dessas drogas s&o fornecidas pelo SUS, facilitando o acesso a

terapéutica, mas elevando o custo da saude publica (56).

Apesar dos avancos significativos no tratamento da artrite reumatoide (AR)
nas ultimas décadas — que resultaram em melhor controle da atividade inflamatoria
e da progressao do dano articular — os niveis de dor autor referidos por pacientes
diagnosticados nos anos 2000 nao apresentaram redugcdo expressiva em
comparagao aqueles diagnosticados na década de 1990, mesmo apds oito anos de

acompanhamento clinico (8,71).

Na AR avangada, onde € comum a destruicdo articular, frequentemente a
alternativa para reducdo da limitagdo é o tratamento cirurgico através de
artroplastias de substituicdo, contudo, com riscos elevados para os pacientes
(13,72).

Estudos pré-clinicos observaram que a terapia com fotobiomodulagdo, em
parametros bem definidos, possui efeitos positivos no controle do processo
inflamatorio (24,63,68).

Contudo, sdo escassos os trabalhos que associam a PBM com o uso de
farmacos corticoides no tratamento da AR e seu impacto no controle da dor e na
preservagao da cartilagem.
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4. HIPOTESES DO TRABALHO

HO- a terapia por fotobiomodulacdo associada ao uso de corticoides ndo
auxilia no controle da dor ou na resisténcia da cartilagem em modelo de artrite

reumatoide induzida.

H1- a terapia por fotobiomodulagdo associada ao uso de corticoides auxilia no
controle da dor pela manutengao da alodinia mecanica além de ajudar na resisténcia
da cartilagem, reduzindo a degradagdo de colageno e melhorando suas

propriedades mecanicas, em modelo de artrite reumatoide induzida.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo geral

Estudar o efeito da terapia por fotobiomodulag¢ao local (PBML) associada ao
uso de anti-inflamatorios corticoides no controle da dor e da resisténcia mecanica da

cartilagem, em modelo experimental de artrite reumatoide.

5.2. Objetivos especificos

Avaliar o efeito da terapia por fotobiomodulagao local (PBML) associada ao
uso do anti-inflamatério corticoide Dexametasona:
I.  No controle da dor, pela analise da alodinia mecanica;
II.  Na propor¢ao de colageno total e seu reflexo na resisténcia mecanica pela
avaliagao da Forca Maxima de Ruptura e Capacidade de Deformacéao

Maxima antes da Ruptura da cartilagem articular.
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6. MATERIAL E METODOS

6.1. Animais e fatores éticos.

Para o presente estudo foram utilizados o total de 35 ratos Wistar “Rattus
Norvegicus Albinus”, machos, com idade aproximada de 500 dias, peso total
variando de 430 a 645 gramas, provenientes do Biotério da Universidade Nove de
Julho (UNINOVE), mantidos em condicbes controladas de temperatura e

luminosidade e com ragao e agua em “ad libitum”.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal (NA
1021240821) da Universidade Nove de Julho (UNINOVE) e os procedimentos foram
realizados conforme as diretrizes do Conselho Nacional para o Controle

Experimentacado Animal (CONCEA) e Check-list experimentacdo animal — Arrive.

6.2. Grupos experimentais.

Os 35 animais foram distribuidos aleatoriamente em 5 grupos experimentais
(N=7) (Figura 4), a saber:

- Grupo controle (CTL): animais saudaveis, sem artrite reumatoide;

- Grupo de artrite reumatoide (NT): animais com AR induzida e nao tratados.

- Grupo AR + terapia com fotobiomodulagdo local (PBM): animais com AR e tratados

com PBM local (808nm; 4J; 100mW; 2 irradiagdes por semana);

- Grupo AR + dexametasona (DEX): animais com AR induzida e tratados com

dexametasona (Decadron 4 mg/ml injetavel — Aché), via intraperitoneal, na dose de

10 mg/kg, 2 vezes por semana;

- Grupo AR + dexametasona + terapia com fotobiomodulagdo local (PBM+DEX):

animais com AR e tratados com PBM local e em seguida com dexametasona

(Decadron 4 mg/ml injetavel — Aché), via intraperitoneal, na dose de 10 mg/kg, 2
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veZes por semana.

Figura 3. Grupos experimentais.

|

Conirol (CTL)
n=7

6.3. Modelo de artrite induzida por colageno (CIA).

O modelo de artrite induzida por colageno (CIA) teve como base estudos
anteriores (20,73-75). O colageno tipo Il (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) foi
dissolvido em acido acético a 0,05 M a 4 mg/ml. A substéncia permaneceu a uma
temperatura de 4° C durante a noite e foi emulsionada em adjuvante completo de
Freund CFA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) no dia seguinte.

A primeira infiltracdo da substancia foi realizada por duas vias, subcutanea no
dorso dos animais e na cauda, no dia 1 (D1). A segunda infiltragdo foi realizada
seguindo a mesma metodologia, oito dias depois (D8). A terceira infiltracao foi
realizada intra-articular, em ambos os joelhos, apds 14 dias da segunda inducao
(D22). Antes da terceira infiltragdo da substancia indutora da lesdo, os animais foram
anestesiados com uma mistura de Quetamina (7%) e Xilazina (0,3%) em uma

proporcao de 2:1, administrada por via intraperitoneal em 0,1 ml por 100 gramas.
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Figura 4. Protocolo de indugao do modelo de artrite reumatoide.

Dia 1
1a. inducdo intradérmica
(base da cauda e dorsa)

Dia 8
2a. indugdo intradémmica

(base da cauda e dorso)

Para todos os animais, assim que comegaram a apresentar sinais de
desenvolvimento de doenga articular, como edema e eritema, foi administrado
Dipirona sédica para analgesia, na dose de 1 gota/kg, a cada 6 horas, diluida na

agua.

6.4. Tratamentos.

O tratamento foi iniciado no mesmo dia apds a 32. infiltracdo da solucao
indutora da leséo (D22), e foi realizado de acordo com as associagdes descritas nos
grupos, com as doses e parametros a seguir.

Primeiramente, foi realizado o teste de alodinia mecanica para avaliagao da

sensibilidade e em seguida os tratamentos propostos em cada grupo experimental.

6.4.1. Tratamento com dexametasona.

Os animais dos grupos DEX e PBM+DEX receberam tratamento nos dias:



35

D22 (imediatamente apds a inducgao final), D25, D28, D31, D35, D38 e D43. Foi
administrada dexametasona, via intraperitoneal, na dose de 10 mg/kg. O produto
utilizado foi de nome comercial Decadron, fabricado pelo laboratério Aché, na

apresentagao injetavel, na concentragéo de 4 mg/ml.

6.4.2. Tratamento com terapia de fotobiomodulacao.

Os animais pertencentes aos grupos PBM e PBM+DEX receberam
tratamento nos dias: D22 (imediatamente apds a inducgao final), D25, D28, D31,
D35, D38 e D43. Os animais foram imobilizados por contengcdo antes de serem
irradiados com laser por via transcutdnea em um angulo de 90° em relacéo a
superficie do tecido (20) (Figura 5). O tratamento foi aplicado aos joelhos, em dois

pontos: medial e lateral.

Figura 5. Tratamento com PBM na articulagao do joelho (Arquivo pessoal).

O modelo Therapy EC da DMC®, com meio ativo de AsGaAl e poténcia de
100 mW £ 20%, com um comprimento de onda de 808 nm £ 10 nm, foi utilizado
(Tabela 1).
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Tabela 1. Parametros do laser de baixa poténcia utilizados para irradiagao

dos grupos experimentais.

Emissor de Luz Laser - Diodo AsGaAl
Comprimento de onda 808 nm
Poténcia 100 mW
Modo de emissao Continuo
Energia por ponto 2J

Dois pontos de aplicagcao Contato
Tempo de exposigao por ponto 20s

Tabela 2. Linha do tempo.

32 indugdo
(intra-articular, nos joelhos)

22 indugdo intradérmica
(base da cauda e dorso)

Eutandsia
12 indugdo intradérmica

(base da cauda e dorso)
Leitura de alodinia Leitura de alodinia  Leitura de alodinia  Leitura de alodinia

Tratamento Tratamento Tratamento Tratamento Tratamento Tratamento Tratamento



37

6.5. Eutanasia e procedimento de coleta

Os animais foram eutanasiados 21 dias apds 32 indugao, por hiperdose da
associacao de anestésicos Cloridrato de Cetamina (270mg/kg) e Xilazina (30mg/kg).
Foram coletadas as articulagbes de ambos os joelhos, e posteriormente transferidos
para tubos tipo Eppendorf e Falcon, sendo imediatamente armazenado em freezer a

- 80° C, para posterior analise histologica e de propriedades mecanicas.

6.6. Analises

6.6.1. Teste de alodinia mecéanica.

Foi utilizado o Algbmetro da marca Insight, modelo Randall Selito, fornecido
pela Universidade Nove de Julho (UNINOVE) (Figura 6), que é um dispositivo de
pressdo, com registro em gramas (70,76). Antes do experimento os animais foram

adaptados ao equipamento 1 vez por semana por 3 semanas consecutivas.

Para realizagéo do teste, a articulagéo do joelho da pata traseira do animal foi
posicionada, o aparelho zerado e acionado, comprimindo a articulagao, o teste
finaliza quando o animal puxa a pata de forma espontanea, sendo esse seu limiar de
dor (77). O teste foi repetido 3 vezes por joelho em ambas as patas, por 3 semanas
consecutivas antes e apos indugao. Este teste foi realizado em todos os 28 animais

(N=7 por grupo) antes e depois da indugéo da AR.
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Figura 6. Em A: Algbmetro Randall Selito (Universidade Nove de Julho); Em
B: Medidor em gramas do aparelho, definindo a carga limite da alodinia mecanica
(Arquivo pessoal).

6.6.2. Analise Biomecanica.

Para disseccgéo dos joelhos, foi retirado do freezer um por vez, previamente
lavado com NaCl 0,9% (LBS) para remogdo de sangue residual e hidratagéo,
colocado em placa de Petri, foi utilizado pinga Kelly, pinga “dente de rato”, cabo de
bisturi, 1dmina 10 de bisturi e meniscétomo de Smillie. O fragmento da cartilagem do
joelho (N=5) foi colocado em Eppendorf, ambos pesados em balanga, o Eppendorf
fixado com peso de 1.014g, a cartilagem foi posicionada entre pastilhas e submetida
ao teste em maquina de ensaio mecéanico de compressao universal, propriedade do
laboratério da Universidade Nove de Julho (UNINOVE) (20,70,76).

O deslocamento foi controlado apds os ciclos de carga e descarga a uma
velocidade constante de 1mm / min. Em cada ciclo, o deslocamento maximo
aplicado a cartilagem foi aumentado de 10% de LO e a forga de tragéo F foi liberada
até 0,1 N. A sequéncia foi repetida até a ruptura. O pré-condicionamento mecéanico
foi realizado durante os primeiros ciclos do ensaio (20,70,76). A partir do ensaio foi
avaliada a Forga Maxima (Fmax) e a Deformagao Maxima (Dmax) para a ruptura do
tecido. Na relacdo entre (Fmax) e (Dmax) foi calculada a resisténcia do tecido
cartilaginoso (20,70,76).
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Figura 7. Cartilagem posicionada entre pastilhas sendo submetida ao teste de
compressao universal (Arquivo pessoal).

6.6.3. Analise Histoldgica — Microscopia de luz (6ptica).

As amostras do tecido cartilaginoso (N=5) foram fixadas em formaldeido a
10% por um periodo de 72 horas. Posteriormente, as amostras foram desidratadas e
submetidas a uma série gradativa de banhos de alcool, comegcando com 50% e
progredindo até o alcool absoluto 100% (SYNTH). Em seguida, o tecido foi
diafanizado com Xilol por 4 horas (SYNTH) para impregnacdo (embebigcédo) e
inclusdo em Paraplast® das amostras. Em seguida, foram colocadas em recipientes

de aluminio adequados, com Paraplast® fundido por 4 horas.

Apdés a impregnagao, as amostras foram colocadas em um pequeno
recipiente coberto com parafina e deixadas para solidificar, formando um bloco
contendo o tecido. Para a microtomia foram realizados cortes com 5 um de
espessura em micrétomo LEICA RM 2125 RT. Uma vez procedido o preparo das
amostras, os cortes foram colocados em laminas, para serem corados com
Picrosirius. Apos a coloragao, os cortes foram montados em laminas permanentes,

para posteriores analises em microscépio optico, e fotografados através de sistema
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de microfotografia (Olympus System Microscope Model CX 41 — Olympus PM10SP

Automatic Photomicrographic System).

Pela coloragdo com Picrosirius, foi avaliada a proporgao de colageno total da

cartilagem nos diferentes grupos experimentais.

6.6.4. Analise estatistica.

Os dados encontrados foram distribuidos normalmente (teste de Shapiro-
Wilk), e para comparar cada grupo, o teste post hoc de Tukey e ANOVA de uma via
foram utilizados. Cada dado foi representado como a média + desvio padrao (SD). O
programa de software GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA)

foi usado, e valores significativos para P <0,05 foram considerados.
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7. RESULTADOS

7.1. Avaliagao do limiar de dor, pelo teste de alodinia mecanica.

Na figura abaixo, podemos observar o limiar de dor, a partir do teste de
alodinia mecénica no joelho de animais com artrite reumatoide induzida. Podemos
observar que o grupo PBM apresentou melhora da resisténcia a dor na terceira
medida, apds a indugdo da AR quando comparado ao grupo NT (p<0,05). Ambos
0s grupos, tratados com terapia isolada de Dexametasona (DEX), e o grupo tratado
com terapias associadas (PBM+DEX), apresentaram resultados similares ao grupo

NT, em todas as medidas.

Figura 8. Grafico da alodinia mecéanica em joelhos de ratos apds indugao da
artrite reumatoide (N=7). Grupos artrite sem tratamento (NT) ou tratados com
fotobiomodulacdo (PBM), Dexametasona (DEX) ou com terapias associadas
(PBM+DEX). * p<0,05 vs NT
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7.2. Avaliagcao de forga maxima de ruptura (Fmax).

Na figura abaixo foi apresentado a forca maxima de ruptura em Newtons, em
cartilagens de joelhos de ratos, apos indugdo da artrite reumatoide. Todos os
grupos com AR induzida apresentaram reducdo de Fmax, quando comparados ao
grupo CTL (p<0,001). Nao foi observada diferenga entre os grupos com AR
induzida e tratados (PBM, DEX ou PBM+DEX).

Figura 9. Grafico da forca maxima de ruptura em cartilagem de joelhos de
ratos apos indugéo da artrite reumatoide (N=7). Grupos artrite sem tratamento (NT)
ou tratados com fotobiomodulagdo (PBM), Dexametasona (DEX) ou com terapias
associadas (PBM+DEX). *** p<0,001 vs CTL.
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7.3. Avaliagdo da deformagcao maxima no momento da ruptura da

cartilagem (Dmax).

No grafico da figura abaixo foi apresentada a deformagdo maxima de ruptura
em milimetros, em cartilagens de joelhos de ratos apds indugcdo da artrite
reumatoide. Foi observado aumento em Dmax do grupo PBM (p<0,01) quando
comparado aos demais grupos experimentais. Os grupos NT, DEX ou PBM+DEX

nao apresentaram diferengas significativas entre si.

Figura 10. Grafico da Deformagdo maxima no momento da ruptura da
cartlagem (N=7). Grupos artrite sem tratamento (NT) ou tratados com
fotobiomodulacdo (PBM), Dexametasona (DEX) ou com terapias associadas
(PBM+DEX). *** p<0,001 vs CTL. # # p<0,01 vs PBM.
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7.4. Relagao entre Fmax e Dmax.

No grafico da figura abaixo, podemos observar a relagdo entre a forca
maxima de ruptura (Fmax), em Newtons, e a deformagcdo maxima no momento da
ruptura da cartilagem (Dmax), em milimetros, em cartilagens de joelhos de ratos
apods inducéo da artrite reumatoide. Podemos observar a redugao de ambos, Fmax
e Dmax (p<0,001), em todos os grupos tratados, quando comparados ao grupo
CTL. O grupo PBM apresentou aumento de Dmax (p<0,01) quando comparado ao
grupo NT. O tratamento farmacolégico (DEX) ou associado com fotobiomodulagao

(PBM+DEX) nao apresentou diferenga em Dmax quando comparado ao grupo NT.

Figura 11. Gréfico de relagcdo entre forca maxima de ruptura e deformagéao
maxima no momento da ruptura da cartilagem. Grupos artrite sem tratamento (NT)
ou tratados com fotobiomodulagdo (PBM), Dexametasona (DEX) ou com terapias
associadas (PBM+DEX). *** p<0,001 vs CTL. # # p<0,01 vs PBM.
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7.5. Quantificagao de Colageno Total.

No grafico da figura abaixo, apresentamos a proporgéo de colageno total em
cartilagens de joelhos de ratos apds inducédo da artrite reumatoide. Observamos
uma reducdo do colageno total no grupo NT (p<0,001) e nos grupos DEX e
PBM+DEX (p<0,05), quando comparados ao grupo controle. O grupo NT
apresentou a maior redugdo na propor¢ao de colageno total (p<0,001). Entre os
grupos que receberam tratamento, notamos um aumento da propor¢ao de colageno
nos grupos tratados com Dexametasona (DEX) (p<0,05) e terapia combinada de
Dexametasona e Fotobiomodulacdo (PBM+DEX) (p<0,05), comparados ao grupo
NT, além de uma manutencdo na proporgcéo de colageno total no grupo tratado

com Fotobiomodulacéo (PBM) (p<0,05) quando comparado ao grupo CTL.

Figura 12. Grafico demonstrando a proporcao total de colageno. Grupos
artrite  sem tratamento (NT) ou tratados com fotobiomodulagdo (PBM),
Dexametasona (DEX) ou com terapias associadas (PBM+DEX). * p<0,05 e ***
p<0,001 vs CTL. # p<0,05 vs NT.
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7.6. Imagens representativas da cartilagem apés indugdao da artrite

reumatoide.

As imagens histologicas da figura 13 mostram a cartilagens de joelho

coradas com Picrosirius. A coloragao rosa/ vermelha representa o colageno total.

Figura 13. Prancha histolégica com imagens representativas de cartilagem
coradas com Picrosirius. Coloragao rosa / vermelha = colageno. Corte transversal.
Aumento 100X.

CTL
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8. DISCUSSAO

Neste trabalho, estudamos o efeito da fotobiomodulacido, associada ao uso
de glicocorticoide, no controle do processo inflamatério articular, em modelo
experimental de artrite reumatoide, avaliando aspectos funcionais pela alodinia, e
propriedades mecanicas e sua relagdo com aspectos morfoldgicos, pela proporgéo
de colageno total. Foram utilizados 5 grupos experimentais, com animais saudaveis
(CTL) ou com artrite reumatoide, sem tratamento (AR), tratado com Dexametasona
(DEX) ou Fotobiomodulacdo local (PBM), além das terapias associadas
(PBM+DEX).

O modelo experimental de indugcdo da artrite reumatoide utilizado neste
estudo foi adaptado de estudos anteriores, sendo bem estabelecido na literatura
(20,73—-75). A indugcado inicia-se a partir de injecbes articulares (joelho) e
subcutaneas (no flanco do animal) com solug&o de colageno tipo Il (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, EUA), diluido em acido acético, somado a solugdo emulsionada em
adjuvante completo de Freund CFA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). Neste
trabalho, todos os animais dos grupos experimentais desenvolveram sinais clinicos
da doenga, como edema, aumento do volume articular, rigidez e eritema articular.

Com relagédo a escolha do protocolo de tratamento da PBM, foram utilizados
os parametros descritos no estudo de Dos Santos et al (20), que usou o
comprimento de onda de 808 nm, Energia de 2J por ponto (02 pontos: medial e
lateral, em cada joelho), poténcia de 100 mW com duragdo de 20 segundos por
ponto, 3 vezes por semana (20).

A primeira analise realizada nos animais de todos os grupos experimentais foi
a determinacao da alodinia mecéanica, que pode ser traduzida como a avaliacdo da
sensibilidade local a dor apo6s aplicacdo de pressao no joelho dos animais.

A avaliagdo da dor € uma analise importante, considerando que € a principal
queixa dos pacientes com AR, acompanhada de edema, aumento de volume
articular, rigidez e aumento da temperatura local em varias articulagdes,
prejudicando o sono, levando a sensagao de fadiga cronica, e causando reducao da
capacidade em realizar atividades diarias (1,4-7).

Neste estudo, ao avaliar a alodinia mecanica nas 4?2 leituras, durante a

progressdo da doenca, foi observada a reducédo da alodinia em todos os grupos
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experimentais. No grupo NT foi observada piora dos sinais da doenca, refletindo na
diminuicdo da alodinia mecéanica no joelho, sinalizando o aumento da dor. O
tratamento unico com Dexametasona (DEX) ou associado a PBM (PBM+DEX) nao
apresentou melhora da alodinia. Somente o grupo PBM apresentou melhora na
alodinia mecanica na terceira semana da doenga, quando comparado aos demais
grupos com AR induzida.

Tal achado reveste-se de grande relevancia clinica, uma vez que a dor
constitui a principal queixa dos individuos com artrite reumatoide, acompanhada por
edema, aumento do volume articular, rigidez matinal e elevagao da temperatura local
em multiplas articulagdes, prejudicando o sono, levando a sensacado de fadiga
cronica e causando reducdo da capacidade em realizar atividades diarias (1,4,7). No
entanto, observa-se que essa redugédo na hiperalgesia ndo se manteve na semana
subsequente.

Estudos pré-clinicos que avaliam o processo doloroso em modelos de leséo
articulares sdo escassos, 0 que dificulta a comparacdo dos resultados deste
trabalho. Contudo, sdo observados na clinica alteracdo na sensibilidade em
pacientes com AR e limitagdo no movimento (13,29,78,79). Possivelmente, a
reducao da atividade dos animais com AR, bem como a limitagdo dos movimentos
articulares, esta diretamente relacionada com a progressao da doenca.

Ao avaliar os efeitos do tratamento com Dexametasona, ndo foi observada
melhora, tanto na alodinia mecanica quanto nas propriedades mecanicas da
cartilagem. Neste caso, o grupo DEX apresentou resultados semelhantes ao grupo
NT. Ademais, ambos os grupos, DEX e PBM+DEX, apresentaram reducdo na
alodinia mecéanica em todos os tempos de mensuragdo da dor, sugerindo
manutencgado da hiperalgesia, similar ao grupo NT. Este fator é importante, visto que

o uso de glicocorticoides ainda é recomendado para o tratamento da AR (16,17).

Estudos demonstraram que a PBM pode modular a dor a partir da redugao do
processo inflamatério, pela diminuicdo de moléculas como as prostaglandinas
(PGE2), conhecida pelo seu papel no processo algico (19,66,67). Contudo, a PBM
poderia agir em outros mecanismos da dor, principalmente os de acgdo central,
refletindo no controle rapido da dor, antes mesmo do seu efeito anti-inflamatério
(22).
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Alteragbes morfolégicas também sao observadas em pacientes com AR, e
geralmente estdo relacionados com o aumento da dor, ou ainda a redugdo da

sensibilidade, em casos mais graves da doencga (78,79).

O tratamento tradicional da AR ainda esta relacionado ao uso de corticoides,
justificado pelos seus efeitos anti-inflamatoérios e imunossupressores, que resultam
na inibicdo dos principais sistemas de sinalizagdo imunologica. Contudo, sua
utilizacdo por tempo prolongado gera efeitos adversos significativos, sem
capacidade de recuperagao da cartilagem articular, podendo inclusive acelerar a
progressdo da doencga, pois entre os efeitos adversos estdo osteoporose,
osteonecrose, miopatia, sarcopenia (14,18), aumentando assim a carga nas
articulagdes e acelerando o processo degenerativo.

O efeito da PBM no controle da dor € um importante resultado, visto que, em
uma variedade de situagdes clinicas e experimentais, a terapia por
fotobiomodulagdo tem demonstrado sua eficacia no controle do dano articular.
Estudos pré-clinicos ja demonstraram a capacidade da PBM na manutengdo de
processos bioldgicos, promovendo o reparo tecidual pela melhora da cicatrizagao e
na manutencdo da sintese de colageno (19,20). A PBM também auxilia no processo
inflamatoério, melhorando a qualidade de feridas (64,65). Dependendo dos
parametros utilizados, também €& observado efeito analgésico com controle da
inflamacao, fator fundamental para o tratamento da AR (22). Os mecanismos de
acao da PBM no processo doloroso ainda nao foram totalmente esclarecidos, mas
sua capacidade de modular a dor a partir de seus efeitos anti-inflamatorios ja foi
relatada (11,20,21).

Outro fator importante observado nos pacientes com AR é o
comprometimento funcional com alteracdo da forca e do movimento articular
(13,31,32,72). Neste trabalho, foram realizadas analises de algumas propriedades
mecanicas da cartilagem articular em ensaios ciclicos de compressao, como a forga

maxima (Fmax) e a capacidade de deformagao (Dmax) no momento da ruptura.

Foi observada reducdo da forca maxima de ruptura (Fmax) em todos os
grupos com AR, com ou sem tratamento, quando comparado ao grupo CTL.
Somente o grupo PBM apresentou aumento da capacidade de deformagdo maxima
da cartilagem quando comparada aos grupos NT, DEX e PBM+DEX. Ambos os

grupos DEX e PBM+DEX n&o apresentaram diferenca em Dmax quando
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comparados ao grupo NT. Quando avaliamos a relacdo entre Fmax e Dmax,
observamos a reducao da resisténcia mecanica nos grupos com AR induzida.
Somente o grupo PBM apresentou resultados positivos na manutengdo da

resisténcia da cartilagem.

A manutencéo da capacidade de deformacéao € outra propriedade importante
para a cartilagem, que esta sujeita continuamente a forgas de tragdo e compressao
do préprio corpo. A hidratacdo dos glicosaminoglicanos confere ao agrecano
propriedades biomecanicas especiais de resisténcia a compressao (13). Em
condi¢cbes de grande carga, por exemplo, aquela sofrida pelas cartilagens articulares
dos ossos dos membros inferiores, moléculas de agua ligadas a moléculas de
agrecano sao deslocadas, diminuindo o volume da molécula. Apdés a redugao da
carga, a agua volta ao agrecano, que retoma seu volume inicial, funcionando, dessa
maneira, como uma mola biomecéanica. Quando ha agrecano suficiente, seu
intumescimento € equilibrado pelas forgas de tracdo que ele induz ao esticar as
fibrilas de colageno. Para que a fungado ideal da cartilagem esteja presente, é
essencial que haja integridade da estrutura proporcionada pelas fibrilas de colageno
tipo Il (13).

O deslocamento de agua no interior da cartilagem articular, resultante da
aplicagdo de cargas compressivas ciclicas, € amplamente reconhecido como um
mecanismo essencial para a manutencdo da nutrigdo dos condrécitos. Dada a
natureza avascular da cartilagem, o aporte de nutrientes ocorre predominantemente
por difusdo a partir do liquido sinovial que a envolve, sendo que a eliminagao dos
metabdlitos também depende desse processo difusional. A aplicacdo de forcas
compressivas promove a saida de agua do tecido, favorecendo a remocao de
residuos, enquanto a subsequente descompressao permite o retorno do fluido,
facilitando o transporte de nutrientes. Por sua vez, cargas estaticas ndo contribuem
para esse mecanismo de troca, evidenciando a importancia das cargas dinamicas.
Todavia, os efeitos benéficos dessas cargas dependem diretamente de parametros
como a magnitude, a frequéncia e a duracdo da aplicagdo. Quando aplicadas de
forma excessiva, tais cargas podem comprometer a integridade celular, provocando

apoptose dos condrocitos e degradagao da matriz extracelular (MEC) (13).

A cartilagem articular tem uma estrutura anatémica distinta, com tecido

avascular e aneural altamente estruturado. E lisa para facilitar o movimento e a
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transmissao de carga. Sua matriz extracelular € densa, mas a densidade celular é
baixa, limitando sua capacidade de regeneragcédo, o que pode levar a perda da
fungdo articular (13,31,32). Assim, alteracbes na resisténcia mecanica, como
observado no grupo NT, representariam alteracdo funcional, comum nos casos de
AR.

Sabe-se que o colageno tipo Il € o principal componente da cartilagem hialina
e, juntamente com o proteoglicano agrecano, é o principal alvo da degradacéo na
AR. A matriz de colageno da cartilagem humana € permanente na idade adulta, e
pode ser alterada em situagbes como a doenga articular ou por cargas mecanicas
(80). Devido a essa limitada capacidade de regeneragdo, ocorre substituicdo por
fibrocartlagem de colageno tipo | (11), o que influencia diretamente em suas
propriedades mecanicas, reforgcando a ideia de que o tratamento deve ser iniciado

antes que ocorram danos estruturais.

Neste trabalho, foi observada a redugdo da propor¢édo de colageno total no
grupo NT, comparado ao grupo saudavel. O tratamento unico com Dexametasona
(DEX) ou associado (PBM+DEX) apresentou menor redugdo da proporgao de
colageno total comparado ao grupo NT. Ja a PBM promoveu a manutencdo de
colageno total, para valores similares ao grupo CTL. Outros estudos pré-clinicos
também observaram a acdo da PBM na atividade celular, regulando ndo s6 a
proliferacdo e viabilidade celular, mas também a sintese de matriz extracelular,
regulando enzimas como as Metaloproteinases de Matriz (MMPs), controlando a
degradagao do colageno (11,20). Este efeito da PBM na manutengéo da proporgéo
de colageno poderia justificar a melhora nas propriedades mecanicas deste grupo,
como na capacidade de deformacao da cartilagem com valores similares ao grupo
saudavel (CTL).

O mecanismo de acao da PBM no tratamento da AR ainda néo foi totalmente
esclarecido, uma vez que a doenca possui caracteristicas inflamatérias e
imunoldgicas. Até o momento é conhecido que a PBM auxilia no tratamento da AR a
partir do controle do estresse oxidativo, pela reducdo da peroxidacao lipidica e
aumento de enzimas antioxidantes como a superoxido dismutase (SOD), Glutationa
Peroxidase (GPX) e Catalase (CAT) (66). A PBM também controla a producdo de
metaloproteinases como MMPs 1, 2 e 13, além de aumentar TIMPs 1 e 2, com

manutengdo do colageno tipo Il (68-70). Os efeitos anti-inflamatérios da PBM
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também estariam relacionados com a resolug¢ao do processo inflamatério, a partir de

mecanismos especificos relacionados a expressao de lipoxinas (63).

O uso da PBM ainda encontra resisténcia pelos profissionais da saude e um
dos motivos vai além do desconhecimento dos mecanismos de agao. Existem muitas
duvidas com relagdo aos parametros de irradiagdo, que ainda sao confusos. Sao
necessarios estudos pré-clinicos que promovam o conhecimento dos mecanismos
de acdo da PBM no tratamento de doencas autoimunes, mas também estudos
clinicos com dosimetria customizados as caracteristicas dos pacientes com artrite

reumatoide.

Finalmente, este estudo experimental com modelo de artrite reumatoide
reafirma os efeitos nocivos da AR no aumento da dor, bem como na reducgado da
proporcao de colageno total, com reflexo na piora das propriedades mecanicas da
cartilagem. O tratamento farmacoldgico com Dexametasona, apesar de melhorar a
propor¢cao de colageno total, ndo foi suficiente na manutengdo das propriedades
mecanicas da cartilagem, bem como ndo melhorou a alodinia mecanica. A PBM
promoveu melhora da sensibilidade na terceira medida de alodinia. Também
manteve proporgdo de colageno total e capacidade de deformagdo da cartilagem
melhor que o grupo sem tratamento. Contudo, ndo foi observado efeito aditivo no

tratamento associado (PBM+DEX), tanto na alodinia, como na resisténcia mecanica.

Considerando a especificidade do tipo de colageno presente nas cartilagens,
seria relevante avaliar se os tratamentos com DEX ou PBM influenciam a proporgao
de colageno tipo Il, o que poderia contribuir para a melhora da resisténcia mecanica.
Em relagédo a dor, levando em conta as diferentes vias envolvidas no processo
doloroso, seria importante investigar a alodinia mecanica em momentos mais
proximos a aplicacdo dos tratamentos, bem como analisar seus efeitos sobre os
mecanismos relacionados ao controle da dor central. Consideramos importante,
também, aprofundar a investigagdo sobre a melhora da dor no grupo PBM na
terceira semana, bem como compreender os fatores que podem ter contribuido para

a nao sustentacao desse efeito analgésico na semana subsequente.

Além disso, considerando que a AR compromete a cartilagem em diversas
regides do corpo, estudos futuros poderiam explorar a aplicagao vascular da PBM

como estratégia terapéutica, visando facilitar sua utilizagdo clinica. Outro aspecto
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relevante a ser considerado em pesquisas futuras é a resposta imunoldgica
desencadeada por esses tratamentos, uma vez que a AR também resulta de

alteracdes no sistema imunologico.
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9. CONCLUSAO

O tratamento com Dexametasona isolado ou associado com
fotobiomodulagédo nao apresentou efeito sinérgico, mantendo a alodinia, a proporgao
de colageno e as propriedades mecanicas similares ao grupo com artrite reumatoide
e sem tratamento. A terapia por fotobiomodulagao (808nm; 2J; 100mW) aplicado em
2 pontos no joelho de ratos com artrite reumatoide, contribuiu para a manutengéao do
colageno e melhora das propriedades mecanicas, especificamente na manutengao

da capacidade de deformagao da cartilagem, auxiliando na alodinia mecanica.
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Anexos

Anexo | — Certificado de Aprovagdo da Comissdo de Etica para o Uso de

Animais de Laboratoério.

UN ’ N OVE Universidade Nove d Julho
C X N N X Comisséo de Etica no

. e Uso de Animais
Universidade Nove de Julho
CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "ANALISE DOS EFEITOS DA FOTOBIOMODULACAO SOBRE A ATIVIDADE DOS
CONDROCITOS E CARTILAGEM ARTICULAR EM MODELD EXPERIMENTAL DE ARTRITE INDUZIDA POR COLAGENO:
ESTUDO IN VITRO E IN VIVO", protocolada sob o CEUA n® 1021240821 o wooz7z), sob a responsabilidade de Rodrigo
Labat Marcos - que envolve a producdo, manutencdo efou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata,
subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - esta de acordo com os preceitos da
Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi APROVADA pela Comissao
de Etica no Uso de Animais da Universidade Nove de Julho (CEUA/UNINOVE) na reunido de 21/09/2021.

We certify that the proposal "ANALYSIS OF THE EFFECTS OF PHOTOBIOMODULATION ON THE ACTIVITY OF
CHONDROCYTES AND JOINT CARTILAGE IN AN EXPERIMENTAL MODEL OF COLLAGEN-INDUCED ARTHRITIS: IN VITRO
AND IN VIVO STUDY", utilizing 40 Heterogenics rats (40 males), protocol number CEUA 1021240821 nip oooz7z2), under
the responsibility of Rodrigo Labat Marcos - which involves the production, maintenance andfor use of animals
belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or
teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the
rules issued by the National Council far Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was APPROVED by the
Ethic Committee on Animal Use of the Nove de Julho University (CEUA/UNINOVE) in the meeting of 09/21/2021.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)
Vigéncia da Proposta: de 10/2021 a 12/2023 Area: Biofotdnica Aplicada As Ciéncias da Saide

Origem:  Biotério - Unidade Vergueiro
Espécie: Ratos heterogénicos sexo: Machos idade: 3 a 6 meses Quantidade: 40
Linhagem: Wistar Peso: 25023509

S&0 Paulo, 08 de junho de 2025
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Anexo Il — Certificado do Curso para o Uso de Animais em Ensino e

Pesquisa Cientifica.
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