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RESUMO

A Artrite Reumatoide (AR) é classificada como uma doenca inflamatéria cronica
e autoimune com acdo degenerativa nas articulagdes sinoviais, destruindo
ossos e cartilagem de forma irreversivel. A fotobiomodulagdo aplicada
localmente (FBML) sobre a articulagdo tém demonstrado efeito positivo no
controle do processo inflamatério, prevenindo sua degradagao e promovendo o
reparo tecidual. Contudo, sdo escassos os trabalhos que utilizam a
fotobiomodulagéo vascular (FBMV) no tratamento de doencgas articulares. O
objetivo deste trabalho foi comparar os efeitos entre a terapia por FBML e
FBMV no processo inflamatério, através da organizacao tecidual pela
proporgcao total de colageno e sua relagdo com a resisténcia mecéanica no
controle da dor por meio da alodinia, em modelo experimental de AR induzida.
Metodologia: 28 Ratos Wistar machos e idosos foram distribuidos em 4
grupos: Sem AR (CTL) ou com AR, sem tratamento (NT) ou tratados com FBM
no joelho (FBML) ou em artéria caudal, para efeito sistémico (FBMV). A AR foi
induzida através de inje¢cées de Colageno Tipo Il e adjuvante de Freud, em 3
tempos e locais diferentes (2 intradérmicas em base de cauda e dorso e 1 intra-
articular em ambos os joelhos). Os animais foram tratados 2 vezes por semana
durante 21 dias com FBM nos seguintes parametros (FBML: 808nm; 4 J/cm?;
100mW e FBMV: 808nm; 15 J/cm?; 100mW). A alodinia mecénica foi realizada
1 vez por semana. No final do tratamento, os animais foram eutanasiados e a
cartilagem recuperada e armazenada para analises biomecanicas e
histologicas. Resultados: Todos os grupos com AR reduziram a resisténcia e a
capacidade de deformacéo (p<0,001) comparada ao CTL. Ambos os grupos
FBML e FBMV aumentaram capacidade de deformagéo comparada ao grupo
NT e mantiveram proporcdo de colageno total comparado ao grupo CTL
(p<0,01). O grupo FBMYV foi o unico a melhorar a alodinia mecanica em todos
os tempos experimentais, enquanto a FBML obteve melhora apenas temporaria
comparado ao grupo NT (p<0,01). Conclusao: A FBM irradiada de forma local
ou vascular promove manutencido da proporcdo de colageno com melhora da
capacidade de deformacao tecidual. A FBMV também promove melhora mais
consistente da alodinia mecanica.

Palavras Chaves: Fotobiomodulacdo Transcutdnea; Artrite Reumatoide,

Cartilagem, Alodinia Mecénica; Propriedades Mecanicas.



ABSTRACT

Rheumatoid arthritis (RA) is classified as a chronic, autoimmune inflammatory
disease with degenerative action on synovial joints, irreversibly destroying bone
and cartilage. Locally applied photobiomodulation (LPBM) on the joint has
shown a positive effect in controlling the inflammatory process, preventing its
degradation and promoting tissue repair. However, there is a scarcity of studies
using vascular photobiomodulation (VPBM) in the treatment of joint diseases.
The aim of this study was to compare the effects of LPBM and VPBM therapy
on the inflammatory process, through tissue organization by the total proportion
of collagen and its relationship with mechanical resistance in pain control
through allodynia, in an experimental model of induced RA. Methodology: 28
male, aged Wistar rats were distributed into 4 groups: Without RA (CTL) or with
RA, without treatment (NT) or treated with PBM in the knee (LPBM) or in the
caudal artery, for systemic effect (VPBM). The RA was induced through
injections of Type Il Collagen and Freud's adjuvant, at 3 different times and
locations (2 intradermal injections at the base of the tail and back, and 1 intra-
articular injection in both knees). The animals were treated twice a week for 21
days with PBM at the following parameters, LPBM: 808nm; 4 J/cm?; 100mW
and VPBM: 808nm; 15 J/cm?; 100mW). Mechanical allodynia was performed
once a week. At the end of treatment, the animals were euthanized, and the
cartilage was recovered and stored for biomechanical and histological analyses.
Results: All RA groups showed reduced resistance and deformation capacity
(p<0.001) compared to the conventional collagen group (CTL). Both the LPBM
and VPBM groups increased deformation capacity compared to the non-tissue
(NT) group and maintained the proportion of total collagen compared to the CTL
group (p<0.01). The VPBM group was the only one to show improvement in
mechanical allodynia at all experimental times, while the LPBM group showed
only temporary improvement compared to the NT group (p<0.01). Conclusion:
Locally or vascularly irradiated PBM promotes maintenance of collagen ratio
with improved tissue deformation capacity. VPBM also promotes a more
consistent improvement in mechanical allodynia.

Keywords: Transcutaneous Photobiomodulation; Rheumatoid Arthritis;

Cartilage; Mechanical Allodynia; Mechanical Properties.
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RESUMO PARA LEIGOS

A artrite reumatoide é uma doencga crénica em que o sistema imunologico, que
normalmente protege o corpo, passa a atacar as proprias articulagdes. Isso
causa inflamacéao, dor, inchaco e dificuldade para se mover, podendo levar a
destruicdo dos ossos e cartilagens. A doencga afeta cerca de 2% da populagéo
mundial e ainda ndo tem causa totalmente conhecida, embora fatores
genéticos e ambientais estejam envolvidos. O tratamento costuma incluir
medicamentos que reduzem a inflamagéo e controlam o sistema imunoldgico,

mas seu uso prolongado pode causar efeitos colaterais.

Uma alternativa complementar é a fotobiomodulacdo (ou laserterapia de baixa
intensidade), que utiliza luz para diminuir a inflamagdo e estimular a
recuperacao dos tecidos. Essa técnica pode ser aplicada diretamente nas
articulagbes ou em vasos sanguineos. Nosso estudo apresenta resultados
promissores do tratamento com laser na redugcdo da dor e melhora da
qualidade de vida, embora ainda sejam necessarios mais estudos para
comparar as diferentes formas de aplicacdo e confirmar sua eficacia no

tratamento da artrite reumatoide.

13



LISTA DE ILUSTRAGCOES

Figura 01.
Figura 02.
Figura 03.
Figura 04.
Figura 05.
Figura 06.
Figura 07.
Figura 08.
Figura 09.
Figura 10.
Figura 11.
Figura 12.
Figura 13.
Figura 14.
Figura 15.
Figura 16.

Desenho do trabalho............ooooiiiiiiiiin
Esquema de Artrite Induzida por Colageno - ClA..................oos
Evolugéo da Artrite Reumatoide............ooooviiiiiiiiiciiie e
U)o Yo [ r=1 1 = TSR
Laser Therapy EC - DMC.........cooomiimiiiceciceee e
Linha Temporal de Tratamento por FBM.........ccccoooviiiiiiiiiiiinieenees
Aplicagao de fotobiomodulagao local.............ccccoevviiiiiiiiiiiiiinnnn.

Aplicacao de fotobiomodulagao vascular..............ccccceevvvvvinnnnnnn.

Teste de Alodinia MeCaNICa............coeviiiiiiiiiiiiiiii e
Teste de Compressao Universal.............ouevvveiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee,
Grafico do resultado da Alodinia Mecanica...........ccccccevvevevvnnnnn.
Grafico do resultado da Forga Maxima (Fmax)...........ccccevvvvennnnnnnn.
Grafico do resultado da Deformagao Maxima (Dmax)...................
Grafico da relagao entre Fmax e Dmax no momento da ruptura...
Grafico da Proporgao de Colageno Total...........cooevevveiiiiiiiiiinnnnn.

Imagens representativas da cartilagem coradas com Picrosirius..

14

47
48
49



LISTA DE TABELAS

Tabela 1.
Tabela 2.
Tabela 3.
Tabela 4.

Escore Clinico de sinais artritiCos............ccccoeevuiiiiiiiiiiiiiiiieeee. 35
Distribuicdo dos grupos experimentais.............cceevveveeeeiiiinnnnnnnns 36
Tabela de parametros dosimétricos da fotobiomodulagéo local. 38
Tabela de parametros dosimétricos da fotobiomodulagéo

VaASCUIAT . ..o e 39

15



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ACPA

ACR

AINES

AR

AR+FBML

AR+FBMV

ATP

CA

CFA

CIA

CIC

COX

CTL

DAl

DMARD

Dmax

FBM

FBML

FBMV

FLS

Fmax

FR

IASP

Proteina Anticitrulinada

American College of Rheumatology
Anti-inflamatorios Nao Esteroidais
Artrite Reumatoide

Artrite Reumatoide tratado com Fotobiomodulagao Local
Artrite Reumatoide tratado com Fotobiomodulagao Vascular
Adenosina Trifosfato

Cartilagem Articular

Adjuvante Completo de Freund

Modelo de Artrite Induzida por Colageno
Complexos Imunes Circulantes
Ciclooxigenase

Controle

Doenga Autoimune

Drogas Modificadoras da Doenca
Deformagao maxima

Fotobiomodulagao

Fotobiomodulagéo Local
Fotobiomodulacédo Vascular
Fibroblastos-Like-Synoviocytes

Forca maxima

Fator Reumatoide

The International Association for the Study of Pain

16



ILIB

LASER

MEC

MMP

MTX

mwW

nm

NT

OPG

PBM

RANKL

SD

SNC

TIMP

UNINOVE

Intravenous Laser Irradiation of Blood

Joules

Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation
Matrix Extracelular

Metaloproteinase de Matriz

Metotrexano

Miliwatts

Nanometros

N&o Tratado

Osteoprotegerina

Terapia de Laser de Baixa Poténcia

Receptor Activator of Nuclear Factor Kappa-B Ligand
Desvio Padrao

Sistema Nervoso Central

Inibidores Teciduais da Metaloproteinase

Universidade Nove de Julho

17



SUMARIO

1. CONTEXTUALIZAGAO..........ceeceeereeerereseresseeassessesesessssessssessssssssassasaees 21
1.1. Artrite Reumatdide (AR).........mmmmmmmmiimiii 21
1.2. Cartilagem Articular..............mmmiiiiii 22
1.2.1. Processo de Degradagao da Cartilagem.............cccooovrrrrrrrirrrreeecennnnnnn. 22
1.3. Sinais e Sintomas da Artrite Reumatoide..............ccoovrrrriiiiiinnnnnenn. 23

1.4. Processo doloroso na Artrite Reumatoide.............coceiiiiiiiiiiiiiinnnnns 24

1.4.1. Mecanismos Periféricos da Dor..........cccccemmmmmmmriiiineenees 24
1.4.2. Mecanismos Centrais da Dor..........cccccvniiimmmnninnisir s 24
1.4.3. DOF NA AR 24
1.5. Tratamentos na AR...........oooiiiiiiiiiiii 25

1.5.1. Terapia por Fotobiomodulagdéo no Tratamento da Artrite

22103 = 1o Y o = 26

1.5.2. Terapia por Fotobiomodulagcdao Local no Tratamento da Artrite

Reumatoide........ccccieeeieerrrrrr e —————— 26

1.5.3. Terapia por Fotobiomodulagao Vascular no Tratamento da AR....... 28
2 JUSTIFICATIVA....ccc e s 30
3. HIPOTESE DO TRABALHO.........ccoeceieeecere e seees e seessne e sesseens 31
4. OBUETIVOS........ e er s s s ss e s ssne s smn e s e s e e nns 32
4.1. Objetivo Geral.......ooiciiiiiiiierr i ———————— 32
4.2. Objetivos EsSpecifiCoS.........ccvviiiiiiiiiiiiiissssssnr s 32
5. METODOLOGIA ... sree s ssme s sme s s mn e e mn s s mn e s s mne s 33

18



5.1.

5.2.

5.3.

5.4.

5.5.

5.6.

5.7.

5.71.

5.7.2.

5.8.

5.9.

5.9.1.

5.9.2.

5.9.3.

5.9.4.

6.1.

6.2.

6.3.

6.4.

7.

ANIMAIS € FAtOres ELiCOS. ..coioeiveieeeeeeeeeeeeresesssessseessesssessseessnsssssessnees 33

Desenho do Trabalho..........cccoommmiimmmimi 33
Modelo de Artrite Reumatéide Induzida por Colageno (CIA)........... 34

Evolugao da Artrite Reumatoide ClA..........coooiiieccnneeeeennes 35
Grupos Experimentais...........cccccceiiiiiiiimiinisceccsssssssssssss s see s e e s s e ee s s snsnnes 36
[ [0 o = T 1 o - T 36
Tratamento por Fotobiomodulagao..........ccccviimieeeemiiccciciiiiiinieneennns 37

Tratamento por Fotobiomodulagao Local............ccccceeiiiiiiiiiiiiinnnnnnees 38

Tratamento por Fotobiomodulagao Vascular........ccccccovmmmreenncnirnnnee. 39

Eutanasia e Procedimento de Coleta...........ccccriiirmrmnniiiiiieenecinnnns 40
ANALISES....ceeieeeece e 40
Avaliagcao da Alodinia Mecanica...........ccccoiiininnnicccnisiseeeerer e 40
Avaliacao das Propriedades Biomecanicas da Cartilagem............... 41
Avaliagdo Histolégica de Colageno por Microscopia Optica............ 42
Analise Estatistica...........cccovvimmmme 42
RESULTADOS.......ccoiiiiiiiiiiiirririrs s sssssssssssssssss s s s s s s s s s s s s s s snsnssssssssssssssnns 43
Teste funcional — Alodinia Mecanica...........ccccovcmmiiiiiiiiisnnie e 43
Teste funcional — Propriedades Mecéanicas da Cartilagem................ 45

Quantificagdo de Colageno em Laminas Coradas por Picrosirius...48
Imagens Representativas da Cartilagem Coradas com Picrosirius.49

DISCUSSAOD.......ccetrereerereerassseresssssssssssssessssssssssssssssssssassssssasassssssanaes 50

19



10.

(od0] X[ oF I 1 E=7 .Y o 20 54

REFERENGCIAS.......ooieeeeeeeeeeeeeeeeeetesseessssesssessssessnsssssesssessansssnsesssessnsssnns

ANEXOS

20



1. CONTEXTUALIZAGCAO

1.1. Artrite reumatoide

A artrite reumatoide (AR) € uma forma preeminente da artrite (inflamacgéao
articular), que se apresenta de forma crbnica, pela presenca de hiperplasia
sinovial anormal e a presenca ativa de neutrofilos, células T e B, essa sinovite
inflamatdria indiferenciada prolifera, devido a presenca de autoanticorpos,
causando um mau comportamento do sistema imunoldgico. A autoimunidade e
a carga inflamatéria sistémica estimulam o avango destrutivo da doenga, que
acomete ossos e cartilagens de forma irreversivel, inicia-se com uma
articulagcdo, podendo acometer até quase todas as articulagbes do corpo,
causando dor, degeneracdao das articulagbes sinoviais, incapacidade e
mortalidade prévia.’ -3

Em 1987 o “American College of Rheumatology” (ACR) definiu os critérios
da AR e em 2010 foi publicado um estudo mundial da doenga no “Global
Burden of Disease”, onde sua prevaléncia continua abrangendo cerca de 1 a
2% da populacéo na faixa de 30 a 50 anos de idade e duas vezes mais em
mulheres. A hereditariedade na AR aumenta seu risco em trés a cinco vezes e
sua soropositividade € estimada em torno de 40 a 65% dos casos. Inicialmente
seus sintomas podem se apresentar como calor nos dedos, subluxacéo,
inchaco e perda de mobilidade nas articulagdes; mas, em alguns casos, podem
ser assintomaticas. Por essas caracteristicas a AR é associada ao decréscimo
da qualidade e até mesmo da expectativa de vida.?-°

Ainda ndo se compreende a fisiologia exata da AR por apresentar
caracteristicas patolégicas heterogéneas, mas sabe-se que existe uma fase
que antecede a doenga (pré-articular), onde autoanticorpos, tais como Fator
Reumatoide (FR) e proteina anticitrulinada (ACPAs), testado como antipeptideo
citrulinado ciclico, sdo gerados na corrente sanguinea atuando contra os
préprios tecidos. Na sua fase de transigao ocorre a entrada do autoantigeno e
anticorpo IgG, que se liga ao receptor FC gama (FcRg) nas células sentinelas e
ativa a resposta autoimune. Sabe-se que essa hiperplasia celular (sinovite,
macréfagos e células autoimunes), causa o aumento da massa celular
denominada Pannus, que € projetada, invadindo e destruindo a CA (Cartilagem

Articular).®-7

21



A AR é uma DAI (doenga autoimune) sistémica comum acomete 1% da
populagdo mundial, é acentuada por fatores imunolégicos, hormonais e
ambientais que se somam a predisposi¢cao genética, acentuando em 60% o
desenvolvimento da AR. S&o varios os fatores de risco, mas esses podem ser
divididos em dois grupos, os ndao modificaveis (histérico familiar, herdabilidade,
gendtipos de histocompatibilidade) e os modificaveis (tabagismo, sobrepeso,

consumo de alcool e dieta baixa em nutrientes).5 8 °

1.2. Cartilagem articular (CA)

A CA é um tecido aneural e avascular, extremamente organizado e de
superficie lisa, que favorece a mobilidade e a propagagédo de carga. E formada
por condrocitos e cercada de uma densa matriz extracelular, constituida de
agua, agrecanos e colageno Tipo Il. A CA é formada por trés camadas n&o
mineralizadas (superficial, de transicdo e profunda), ja a sua quarta camada
(zona calcificada), possui mineralizagcdo, mas apenas na matriz dos
condrdcitos. Devido a essa constituicdo sua reparagao e reconstituicdo sao
dificeis, pois as lesdes condrais ndo cicatrizam voluntariamente, degeneram e

acabam por ser substituidas por uma fibrocartilagem inferior (Tipo 1).10 11

1.2.1 Processo de degradacao da cartilagem

A remodelacao 6ssea € um dinamismo natural, enquanto os osteoclastos
ajustam a homeostase mineral, através de reabsor¢cdo Ossea, liberando na
corrente sanguinea o calcio e outros minerais dos ossos cortical e trabecular,
os osteoblastos, através de aposicado, recuperam a perda é6ssea. O equilibrio
do conteudo mineral é controlada pela osteoprotegerina (OPG) que inibe a
osteoclastogénese complementar ao ligante RANKL e bloqueia a via dos
osteoclastos, inativando o RANKL. Na AR a OPG diminui, enquanto o RANKL
ativa a diferenciagdo continua dos osteoclastos, que se ligam a matriz,
secretam acido cloridrico e uma enzima proteolitica catepsina k que degrada a
osteonectina e agrecano, resultando na destruicdo cronica das articulagdes.5 12

A CA é composta basicamente de matriz extracelular (MEC), formada
principalmente de colageno tipo I, e dos colagenos tipo | e lll nos tecidos
moles periarticulares, proteoglicanos e agrecanos, na AR os macréfagos

apresentam antigenos produzidos pelas células T auxiliares CD4, que sao
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ativados pelas citocinas inflamatérias (TNF-a, IL-1, e IL-6), exacerbam na
sintese de osteoclastogénese e estimulam as células fibroblasticas sinoviais a
produzirem enzimas metaloproteinases de matriz (MMPs) ou matricinas. As
MMPs sao endopeptidases dependentes de calcio e zinco e 24 tipos ja foram
identificados como biomarcadores especificos de degradagao de cartilagem na
AR. A homeostase de MMPs da CA é regulada negativamente e inibida pelos

inibidores teciduais da Metaloproteinase (TIMPs).5 10.12.13

1.3. Sintomas da artrite reumatoéide

A AR pode ter inicio em qualquer idade, com prevaléncia da 42 a 52
década de vida e por uma DAI sinovial inflamatoria, crénica e progressiva que
pode se apresentar de forma branda ou agressiva no avango da deformacao
das articulagdes, por erosdao de ossos e cartilagens, podendo lesionar
irreversivelmente tendbes e ligamentos. Acomete grandes e pequenas
articulagdes, iniciando geralmente pelas sinoviais periféricas, como punho,
metacarpo, falange, tornozelo; grandes articulagdes como ombro, cotovelo,
quadris e joelho e demais articulagdes sinoviais como a temporomandibular. 4

Para fins de diagndstico a ACR estabeleceu 7 critérios de diretrizes para
AR e dentre esses, 4 devem existir a pelo menos 6 semanas: A rigidez articular
matinal por mais de 60 minutos, artrite de pelo menos trés articulacbes, com
derrame ou edema em tecido mole, artrites sinoviais periféricas, artrite
simétrica e os outros 3, nodulos reumatoides, FR sérico e alteracdes
degenerativas 6sseas em radiografias. A ACR acordando com a classificagédo
do The American Rheumatism Association de 1987, é necessario 4 dos 7
critérios para o diagnéstico da doenga, porém apresentando 2 ou 3 desses
critérios a possibilidade de desenvolvimento da doenga n&o é excluida. 34 15-17

As articulagbes afetadas pela AR geralmente caracterizam-se como
edemaciadas e dolorosas, podendo apresentar calor, rubor, mobilidade
reduzida ou disfuncional. A inflamagao cronica pode causar deformacodes
articulares tipicas, tais como o “dedo em botoeira”, também conhecido como
‘pescoco de cisne”. Manifestagdes clinicas extra-articulares acometem 50%
dos doentes, sendo a sindrome de Sjoégren a mais comum, seguida de nédulos
e vasculite. Possuem maior risco de infeccoes, osteoporose, cancer, doengas

cardiacas e respiratérias, além da fadiga e da perda de peso, que impacta a
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vida diaria, social e profissional, levando 80% dos pacientes a incapacidade em

20 anos e mortalidade maior que a populagédo em geral .8 14 18

1.4. Processo doloroso na artrite reumatoéide

A dor é uma experiéncia pessoal, complexa e multifatorial que possui
faceta sensorial e emocional que podem influenciar na sua percepgéao. O SNC
usa a nocicepgao para reconhecer e codificagcdo qualquer estimulo tecidual
nocivo e reagir em forma de dor, mas a sensac&o dolorosa é algo individual,
afetada por associagdes de vivencias passadas, condi¢gdes psicossociais em
geral e o sono. Existem 3 tipos de dor, a nociceptiva (dano ou ameaca de dano
nao neural), a dor neuropatica (lesbes ou doengas que afetam o sistema
nervoso somatossensorial) e a dor nociplastica ou mista que surge da alteragao
da percepc¢ao da dor nociceptiva e neuropatica, essa € sentida, mesmo sem

dano eminente do tecido, ou do sistema somatossensorial.’®

1.4.1. Mecanismos periféricos da dor.

Percepcbes de lesdes nocivas sdo percebidas e conduzidas através do
nervo periférico até a medula espinhal, podem ser através das fibras Ad que
transmitem a 12, ou dor rapida ou através das fibras C que transmitem a 22 ou
dor lenta que geralmente sdo dores mais profundas, predominantes da medula

espinhal.?°

1.4.2. Mecanismos centrais da dor

E no corno dorsal da medula espinhal que a percepcdo da dor € modulada
€ 0s sinais nociceptivos sao emitidos por via ascendente da dor até o tronco
cerebral, hipotalamo, talamo e cortex cerebral. O cortex somatossensorial
fornece informagbes como intensidade e localizagdo do estimulo nocivo.
Neurbnios de projecao (ex: amigdala) experienciam a dor e vias descendentes

inibitorias sdo ativadas para modulagéo da dor.?°

1.4.3. Dor na artrite reumatéide
Os avancos inflamatdérios nocivos da AR sensibilizam os nociceptores na
sindvia, capsula articular, ligamentos, osso subcondral, bainhas, tenddes e

musculos. Esse aumento de estimulo promove a proliferacdo de nervos
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terminais, logo os neuroreceptores liberam mais neuropeptideos moduladores
de dor, esse ciclo se repetindo de forma crénica tém seu potencial de acgéo
diminuido levando ao aumento de sensibilidade e hiperalgesia. O SNC tem um
papel importante na modulagao da dor e é provavel que ele tenha um papel no
desenvolvimento e na manutengdo da dor. Na AR essas vias podem estar

prejudicadas, contribuindo para a dor cronica. 2°

1.5. Tratamentos na artrite reumatoéide

Antigamente nao se pensava que a AR tivesse um mal progndstico, seus
sintomas eram controlados, com a esperanga da regressao ou estabilidade da
doenca. Atualmente, em todo o mundo, os custos relacionados a AR sao muito
elevados para os paises e se contabilizarmos o impacto socioecondmico da
limitagdo da capacidade funcional e laboral dos individuos, essa conta fica
ainda maior. O diagndstico precoce na fase de AR inicial (primeiros 12 meses)
€ conhecido como “janela de oportunidade terapéutica” e inicio imediato do
tratamento sao fundamentais para o controle do avango da doenca, mas
apesar dos avancgos (clinico, laboratorial e imagem), esses ainda tém um valor
restrito no diagndstico e progndstico.215 18

O tratamento vai variar proporcionalmente de acordo com o estagio,
gravidade e atividade da doencga. A estratégia de tratamento, segundo a
Diretrizes de Tratamento Farmacoldgico da Artrite Reumatoide do ACR de
2021 é “tratar para atingir o alvo”, ou seja, controlar a inflamacgao, evitar o
avanco da doenca, prevenir sequelas estruturais, atenuar a dor e as
comorbidades. A remissdao da doenga, apesar de almeja, raramente é
alcancada. Diversos tipos de terapias sao considerados, inclusive a FBM e
varias terapias medicamentosas s3o utilizadas de forma isolada ou associada.®
14, 15, 21

Drogas Modificadoras Da Doenca (DMARD) sao drogas antirreumaticas
de moléculas pequenas que visam a remissao da doencga ou diminuir sua
atividade, deve ser usado durante a janela de oportunidade, para melhor
chance de resposta ao tratamento. O preferido inicialmente € o Metotrexato
(MTX), mas existe outas alternativas (hidroxicloroquina, ciclosporina etc.), que

também podem ser usados isolados ou associados ao MTX.% 9 18,20
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DMARD biolégicas sao antirreumaticos de moléculas grandes e
bloqueadoras de TNF, temos como exemplo (Golimumbe, infiximabe etc.) que
também podem ser usadas em associagdo ao MTX.5 9 18,21

Glicocorticoides sdo comumente prescritos, sua agcado imunossupressora e
anti-inflamatdria, alivia a dor a curto prazo e atividade da AR. E recomendado
dosagens mais baixas devido a evidéncias dos seus efeitos adversos. Os anti-
inflamatodrios ndo esteroidais (AINES) e paracetamol, inibidores seletivos da
COX | e COX I, sédo amplamente utilizados na dor e rigidez matinal .5 9 18 21

Existem trabalhos com o uso de antidepressivos nos quais ndo houve
evidéncias; Neuro moduladores (canabidiol, capsaicina, Nefropam), contudo,
se concluiu que poderiam ser considerados como tratamento adicional;
relaxantes musculares foram associados a sonoléncia; Tratamentos cirurgicos
foram considerados, mas podem reativar a doencga e risco de infecgcbes; FBM

foi considerada como “outras terapias com baixo grau de recomendagéo.? 2

1.5.1. Terapia por fotobiomodulagao

Laser (Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation) é a
amplificagdo da luz por emissao estimulada de radiagao que advém da “Teoria
da Emissdo Estimulada” de Einstein em 1917, precursora dos estudos das
acoes terapéuticas do laser. O laser € uma luz e a luz € uma onda
eletromagnética gerada por uma emissdo de atomos excitados por um pulso
elétrico, que através de reflexdo provoca a emissao de fétons similares, com
mesmo comprimento de onda, diregao e energia. Pode-se obter a geragao de
luz laser por meios ativos solido, liquido ou gasoso, diferentes parametros e
penetracdo.? 23

Na FBM €& a aplicagdo da luz em diversos tratamentos, possui o
mecanismo de agao a nivel celular, a célula absorve os fétons pelo citocromo C
oxidase presente na membrana interna da mitocéndria e, e, através de reacdes
enzimaticas liberam serotonina, histamina e bradicinina, regula o potencial
elétrico intracelular, diminui o stress oxidativo e aumenta a sintese de
adenosina trifosfato (ATP). E essa biomodulagdo que promove cicatrizacao,
regeneracdo de tecidos, estimulo da sintese de colageno, equilibrio das

citocinas inflamatérias, MMP e promove neoformacao circulatéria. A terapia por
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irradiacdo com laser de baixa poténcia (FBM) é considerada segura no

tratamento de diversas lesbes e doencgas.?* -2/

1.5.2. Terapia por fotobiomodulagao local (FBML) no tratamento da artrite
reumatoéide

A terapia de FBM para tratamento de AR iniciou com o trabalho de Alves,
um estudo nao invasivo em camundongos, de AR induzida por colageno, sendo
concluido que a FBML, com comprimento de onda 780nm foi capaz de
biomodular os efeitos anti-inflamatérios e da area de reabsor¢éao em qualquer
fase do tratamento. 26

Trabalhos sobre lesdes musculares, tendinopatias, artrites etc., vém
demonstrando efeitos positivos na modulacdo inflamatéria de modelos de
animais de AR induzidos, com parametros que mostram reducédo da dor e
melhora da mobilidade articular acometida.?5 -3

Varios estudos veem sendo realizados com o modelo de AR induzido por
adjuvante completo de Freund (CFA), como esse de Alves et al, que avaliou
aspectos histologicos do efeito da aplicagdo do PBM de 780 nm, 7.7 J/cm? (22
mW), nos joelhos de ratos Wistar e observou o efeito da terapia em diferentes
estagios, tantos iniciais, quanto tardios da progressdo da doenga, concluindo
que houve melhora da condicdo do infiltrado inflamatoério e na distribuicao das
células de remodelagdo 6ssea.?®

Ja no trabalho de Hsieh et al, foi obtido o resultando com laser GaAlAs de
780 nm a 4,5 J/icm? (30 mW) e 72 J/cm? (80 mW) diariamente por 10 dias,
mostrando que reduziu significativamente a infiltracéo de células inflamatérias e
expressoes de imunorreatividades, além de resultar em mais células apoptética
positivas na membrana sinovial. Nenhuma alteracao significativa foi observada
bioquimicamente e inflamagdo em animais artriticos tratados com 72 J/cm?
concluindo que PBM com baixa fluéncia € altamente eficaz na redugédo da
inflamacédo em locais de lesdo, diminuindo o numero de sinovidcitos, células
inflamatdrias e mediadores no modelo artritico induzido (CFA).?”

Dos Santos et al analisou que os efeitos da PBM (808nm; 2 J/cm?;
50mW), na organizagao celular e das propriedades mecanicas da cartilagem de
joelho em um modelo animal experimental AR CFA e concluido que a FBM

promoveu melhora nas caracteristicas morfolégicas e funcionais, reduzindo o
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impacto na resisténcia da cartilagem e na organizagao tecidual. com auséncia
de efeitos colaterais conhecidos.?8

Ao verificar nesse outro estudo os efeitos da PBM (808nm; 2 J/cm? e 4
J/lcm?; 50mW) associada ao exercicio fisico sobre o estresse oxidativo em um
modelo animal experimental AR CFA na expressao de proteinas, Dos Santos et
al concluiram que o exercicio fisico associado a FBML diminui a peroxidagéao
lipidica e aumenta a atividade antioxidante.?®

Fernandes et al avaliagdo dos efeitos da terapia de FBM (808nm; 2 J/cm?;
100mW), sobre a atividade dos condrdcitos e cartilagem articular em modelo
experimental de AR induzido “in vivo” e “in vitro”. A FBM promoveu melhora nas
caracteristicas funcionais e bioquimicas, reduzindo o impacto na resisténcia da
cartilagem e diminuindo a expressdo de MMPs.30

Retamieiro et al analisou os efeitos sistémicos da terapia de FBM (660nm,
5 Jlcm? e 30 mW), na articulagdo do tornozelo durante o exercicio de subir
escadas, em ratos Wistar submetidos ao protocolo experimental de AR CFA e
foi concluido que o grupo terapia associada ao PBM restauraram a

funcionalidade.3!

1.5.3. Terapia por fotobiomodulagdao vascular no tratamento da artrite
reumatdide

A Fotobiomodulagdo intravascular, muito conhecida como ILIB
“Intravenous Laser Irradiation of Blood”, consiste na irradiacao intravascular do
sangue com PBM, foi estudada inicialmente na Russia (1970) com laser de He-
Ne, esse método era invasivo, por meio de fibra 6tica inserida em veia do
antebrago que irradiava o sangue da artéria radial de forma direta e
ininterrupta, com a intengdo de se obter um sangue mais rico em oxigénio e
células regenerativas.??

Seus achados verificaram que o a aplicacdo do ILIB exercia um efeito
fisiolégico benéfico associado aos componentes do sangue, como lipidios,
plaquetas e hemacias, 0 mecanismo de agao do ILIB é estimular a producgao de
enzima superoxido dismutase, que € o elemento fundamental do sistema
antioxidante endégeno, ou seja, a irradiagdo vascular proporcionava
homeostase ao sistema, quebrando o mecanismo de formagao dos radicais

livres que circulavam no sangue. 32-33
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Em 1985, Tupikin conduziu estudos utilizando ILIB usando laser de hélio-
nednio em 10 pacientes com artrite reumatoide, combinando o tratamento com
irradiacdo externa das articulagdes inflamadas. Todos o0s pacientes
apresentaram efeitos anti-inflamatérios e imunossupressores significativos,
sem ocorréncia de efeitos adversos. Além disso, em 80% dos casos, 0s niveis
de FR no sangue reduziram para 1:20.34

Em 1994, Zvereva, que ja atuava em pesquisas sobre artrite reumatoide,
conduziu um estudo randomizado, controlado por placebo, utilizando ILIB de
hélio-nebnio em 150 pacientes. Foi concluido que a irradiacdo diaria € mais
benéfica, especialmente para mulheres em estagio inicial da doenca, com FR e
atividade inflamatdria baixa. No entanto, o tratamento pode provocar efeitos
adversos dependentes da dose, podendo agravar a AR.3°

Em 2001, Timofeyev conduziu um estudo com 75 pacientes com AR,
dividido em trés grupos conforme os diferentes niveis de complexos imunes
circulantes (CIC), células T e B. O objetivo foi investigar o efeito imuno corretivo
do tratamento com ILIB hélio-nebnio, observaram que os resultados foram mais
favoraveis nos pacientes que apresentavam baixos niveis de CIC e de células
T e B, concluindo que o ILIB pode ter bons resultados a curto prazo.3®

A administragdo da VPMB ja é realizada de maneira ndo invasiva, seja por
via intranasal, ou, como neste estudo, por via transcutdnea em regides de
grandes artérias ou vasos. De acordo com Meneguzzo, o tempo de aplicacéo
em humanos é de aproximadamente 30 minutos, uma a duas vezes por
semana, durante um periodo de até 10 semanas, dependendo da enfermidade
e relata desconhecer efeitos colaterais do ILIB, mas recomenda que o método
seja evitado em poés-operatorio, gestantes, tumores e situagdes
desconhecidas.?”

Os efeitos da FBMV atuam modulando citocinas inflamatérias como TNF-
a, IL-1 e IL-6, ao mesmo tempo em que eleva os niveis de mediadores anti-
inflamatdrios, como a IL-10, e aperfeicoa a funcdo mitocondrial. Esses efeitos
promovem uma melhora sistémica, resultando em reducédo da dor e aumento
da qualidade de vida em pacientes cronicos. Diversos estudos ja
demonstraram os beneficios anti-inflamatdrios, antioxidantes, analgésicos,
além da prevencao e tratamento de varias doencas crdnicas e autoimunes,

como hipertensao, diabetes, doencas respiratorias e cardiovasculares. No
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entanto, ainda ndo ha consenso na literatura quanto aos protocolos ideais de

aplicagéo, incluindo pardmetros como comprimento de onda e frequéncia.38-3°
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2.JUSTIFICATIVA

No panorama atual da AR, onde o tratamento conservador
(medicamentoso), n&o atua na remissédo clinica da doenga, ndo apresenta
resultados totalmente satisfatérios e ainda produz efeitos adversos
indesejaveis, a terapia por fotobiomodulagao seria um tratamento nao-invasivo
e sem efeitos colaterais quando utilizados nos parametros indicados, com
resultados positivos relatados pela literatura, no controle de citocinas
inflamatdrias, em diversos tipos de tecido e modelos experimentais, obtidos por
meio do laser de baixa intensidade.

Apesar da terapia por fotobiomodulagao local apresentar efeitos positivos
no tratamento de doencas articulares, os mecanismos relacionados as
alteracbes biomecanicas sdo pouco conhecidos. Até o momento, ndo foram
publicados trabalhos que avalie os efeitos da terapia por fotobiomodulagao
vascular, sua acado sistémica, ou sua comparagao com a aplicagao local, no
processo de reparo articular, avaliando aspectos histolégicos e biomecanicos

da cartilagem afetada, em modelo experimental de AR.
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3.HIPOTESE DO TRABALHO

HO - Nao existe diferenga entre a terapia de fotobiomodulagao local e vascular
na redugao do processo inflamatorio e no controle da dor no modelo de artrite

reumatodide induzida.
H1 - Existe diferenca entre a terapia de fotobiomodulagao local e vascular na

reducdo do processo inflamatério e no controle da dor no modelo de artrite

reumatoide induzida.
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4.OBJETIVOS

4.1. Objetivo Geral

Avaliar os efeitos da terapia por fotobiomodulagcdo aplicada no joelho
(FBML) ou sobre a artéria caudal (FBMV) de ratos com artrite reumatoide
induzida, seus efeitos sobre a dor e propriedades mecéanicas da cartilagem

incluindo a quantidade e distribuicao de colageno.

4.2. Objetivos Especificos

Avaliar as alteragbes funcionais no modelo de artrite reumatdide induzida
por colageno tipo Il e Adjuvante de Freund, comparando o tratamento com
fotobiomodulacao local (FBML) e vascular (FBMV):

- Avaliar a sensibilidade a dor na pata de ratos com AR induzida, a partir do

teste de alodinia mecanica;
- Avaliar a resisténcia da cartilagem quanto a forca maxima (Fmax) e a
deformagao maxima (Dmax) no momento da ruptura da cartilagem, a partir de

ensaio mecanico de compressao da cartilagem,

- Avaliar a area de colageno total na cartilagem, a partir de laminas coradas

com Picrosirius.
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5.METODOLOGIA

O projeto foi aprovado pelo Comité de ética 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

Experimentagdo Animal (CONCEA) e Check-list experimentagao animal - Arrive

5.1. Animais e fatores éticos

Foram utilizados 28 ratos Wistar “Rattus Norvegicus Albinus”, machos
com idade aproximada de 16 meses, peso medio de 530 gramas, provenientes
do Biotério da Universidade Nove de Julho (UNINOVE), mantidos em
condigdes controladas de temperatura e luminosidade e com ragdo e agua em

“ad libitum”.

5.2. Desenho do trabalho

Foi realizada a inducdo de doenca artrite reumatdide em trés tempos
distintos. Foram realizados 2 tipos de tratamentos por fotobiomodulagao (FBML
e FBMV) pelo mesmo tempo, apds periodo de tratamento ocorreu a eutanasia
e coleta de material para analise mecanica, funcional, morfolégica, receptores
relacionados ao processo doloroso, além de marcadores inflamatérios e de
degradagao da cartilagem. As etapas foram descritas detalhadamente ao longo

do trabalho e na Figura 1.

Pré Indugao Pos Inducgao

) . A

| da 9t 38 I qa 28 38 |
alodinia alodinia alodinia alodinia alodinia alodinia
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. Pré Inducéo I I Ik 21 dias J I
_ 1® 2 i Eutanasia
. Indugéo indugdo indugéo indugéo & Coletas
PEM

. Alodinia Tratamento
. PEM - Tratamento

. Eutanésia & Coletas

Figura 01: Desenho do trabalho.
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5.3. Modelo de artrite induzida por colageno (CIA)

O modelo CIA ja foi utilizado em estudos anteriores e se assemelha em
muitos aspectos a AR, desenvolvendo uma poliartrite crénica e destrutiva. 27> 28
30, 31, 41, 42, 43 Feijto com um Colageno Tipo Il de frango a 4 mg/mL (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) que ao ser dissolvido em acido acético a 0,05M,
permanece em 4°C “overnight” em ambito estérii e no dia seguinte, €&
emulsionado com adjuvante completo de Freund (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA).

dmg/mil Col.ll
Injecao de 20 ul
Dia 21
3* indugao e local na
4mg/ml Col.ll articulagdo do joelho
Injegéo de 200 pl
"1\'
Dia7
2® indugao intradermica
4mgiml Cel.ll base da cauda e dorso
Injegio de 200 pl A
S
Dia 1
1? indugao intradérmica
base da cauda e dorso
A

Figura 02: Esquema de Artrite Induzida por Colageno — CIA.

Conforme o esquema de indugao da CIA (Figura 02) a 12 e 22 indugdes
foram iguais, cada animal recebeu 2 injecbes intradérmica de 100 ug por via
subcutanea, nas regides de base de cauda e dorso, nos dias 1 (D1) e no dia 7
(D7). No dia 21 (D21), 21 dias apo6s 12 inducéo, foi realizada a 3? infiltragédo e
para essa os ratos foram previamente anestesiados com uma mistura de
Quetamina (7%) e Xilazina (0,3%) em uma proporgao de 2:1, administrada por
via intraperitoneal em 0,1mlpor 100 gramas. A 32 infiltragao foi entéo realizada,

local e intra-articular, em ambos os joelhos.

Para analgesia foi utilizado Dipirona Sédica (25mg/Kg), foi diluida 6 gotas
em 750 ml de agua filtrada e oferecido livremente em mamadeira para todos os
animais que comegaram a apresentar caracteristicas do desenvolvimento da
doenca, foram observados sinais (edema, eritema) e sintomas (apatia, perda

de peso, alteracao de pelagem).
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5.4. Evolugao da Artrite Reumatéide CIA

Apods a CIA os ratos desenvolveram uma poliartrite erosiva mediada por
uma resposta autoimune, a importancia deste modelo € que o Colageno Tipo |l
€ a principal proteina constituinte da CA, local predominante de inflamacao na
AR. Os sinais da doenga foram caracterizados numa escala 0 a 4 por pata, um

score clinico = 2 é considerado positivo para AR.

0 = Sem evidéncia de edema.

1 = Eritema e edema leve em meio de pata ou articulagéo do tornozelo.

3 = Eritema e edema moderado que se estende do tornozelo a articulagdo metatarsica.

4 = Eritema e edema severo envolvendo tornozelo, patas e dedos.

Tabela 01: Score Clinico de sinais artriticos.

ANTES

-

Figura 03: Evolucdo da Artrite Reumatdide. Eritema e edema envolvendo
tornozelo, pata e dedos em ratos idosos. (arquivo pessoal). Também se
observa alteracdo em pelagem.
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5.5. Grupos experimentais

Foram utilizados 28 ratos Wistar machos, distribuidos aleatoriamente e

igualmente em 4 grupos (N=7).

Grupo Controle

- Nao receberam indugao.
- Permaneceram saudaveis.

Grupo AR Nao Tratado

- Receberam indugéo.
- Nao receberam tratamento.

Grupo AR tratado com LPBM

- Receberam inducgéo.
- Receberam tratamento imediatamente apos 3% indugao.
- Receberam irradiagio a cada trés dias aproximadamente.

Grupo AR tratado com VPBM

- Receberam indugao.
- Receberam tratamento imediatamente apos 32 indugéao.
- Receberam irradiagio a cada trés dias aproximadamente.

Tabela 02: Distribuicdo dos grupos.

5.6. Fluxograma

érupos
N-28
CTL - Saudavel AR - Doente

N-?__ N-21
& @ Nao Tratado 'I:ratado

e N-7 ) N-14

LPBM VPBM
N-7 N-7

Figura 04: Fluxograma dos grupos experimentais (N=7).
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5.7. Tratamento por fotobiomodulagao
Foram utilizados 2 tipos de terapia por FBM (FBML e FBMV), ambas com
o mesmo aparelho de laser de baixa intensidade da marca DMC®, modelo

Therapy EC®, por meio ativo de AsGaAl.

Figura 05: Laser Marca DMC®, modelo Therapy EC®. (arquivo pessoal).

As aplicacdes iniciaram imediatamente apds ultima indugdo 21°
dia (D21) e se repetiram a cada 3 dias D21, D24, D27, D30, D34, D37,
D42, totalizando 7 aplicagdes. Os animais foram imobilizados e a
aplicagao realizada num angulo de 90° em relagdo a pele por via

transcutanea.

Linha Temporal das aplicagdes da PBM apés indugao
(Aprox. a cada 3 Dias)

Figura 06: Linha Temporal de tratamento por FBM: D21, D24, D27, D30, D34,
D37, D42 respectivamente.
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5.7.1. Tratamento por fotobiomodulagao local

Pardmetros Dosimétricos - Equipamento DMC Therapy EC

Emissor de Luz Laser - Diodo AsGaAl
Comprimento de Onda 808 nm

Area de Saida do Feixe 0,028 cm?
Poténcia 100 mW

Modo de Emissdo Continua

Energia Radiante por Ponto 2]

Exposicdo Radiante 71,42 J/cm?

2 Pontos de Aplicagdo Contato, 1 ponto por joelho
Tempo Total de Radiagdo 405

N* Total de Aplicacdes 7

Tabela 03: Tabela de parametro dosimétrico FBML, meio ativo de AsGaAl,
comprimento de onda de 808 nm = 10 nm, poténcia de 100 mW % 20%,
emissao continua, 2 J/cm? por ponto, 2 pontos de aplicagdo em contato (ambos
joelhos), tempo de exposigdo 20 segundos por ponto totalizando 4 J/cm? e 40
segundos.

Figura 07: Aplicagdo FBML em 1 dos joelhos de rato Wistar 2 J/cm? por ponto
em contato, tempo de exposig¢ao 20 segundos. (arquivo pessoal)
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5.7.2. Tratamento por fotobiomodulag¢ao vascular

Pardmetros Dosimétricos - Equipamento DMC Therapy EC

Emissor de Luz Laser - Diodo AsGaAl
Comprimento de Onda 808 nm

Area de Saida do Feixe 0,028cm?
Poténcia 100 mW

Modo de Emissdo Continua
Energia Radiante por Ponto 151
Exposicdo Radiante 535,71 J/cm?
Ponto Unico de Aplicaco Contato, 1 ponto cauda
Tempo Total de Radiacao 1505

N* Total de AplicagBes 7

Tabela 4: parametro dosimétrico FBMV, meio ativo de AsGaAl, comprimento
de onda de 808 nm £ 10 nm, poténcia de 100 mW + 20%, emissao continua, 15
Jlcm? por ponto, 1 ponto vascular em contato, tempo de exposicdo 150
segundos.
——
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Figura 08: Aplicacdo de FBMV em artéria caudal de at Wistar, 15 J/cm?, 1
ponto vascular em contato, tempo de exposicao 150 segundos. (arquivo
pessoal)

40



5.8. Eutanasia e procedimento de coleta

Os animais foram eutanasiados 25 dias apés 32 indugéo, por hiper dose
da associagdo de anestésicos Cloridrato de Cetamina (270mg/kg) e Xilasina
(30mg/kg). Foram coletadas ambas as articulagbes dos joelhos (direita e
esquerda), colocados em tubos tipo Eppendorf e Falcon, imediatamente
armazenadas em freezer a - 80° C, depois utilizadas para analises histolégicas

e testes funcionais.
5.9. Analises

5.9.1. Analise da alodinia mecanica

Foi utilizado o Algbmetro da marca Insight, modelo Randall Selito,
fornecido pela Universidade Nove de Julho (UNINOVE), é um dispositivo de
pressdo, que registra em gramas. Antes do experimento os animais foram
adaptados ao equipamento 1 vez por semana por 3 semanas consecutivas.

Para realizagdo do teste, a articulagdo de ambos os joelhos foram
posicionadas sobre o sensor do aparelho Randal Sellito e acionado,
pressionando a articulagao, O teste finaliza quando o animal retira a pata de
forma esponténea, sendo esse seu limiar de dor. O teste foi repetido 3 vezes
por tornozelo em ambas as patas, por 3 semanas consecutivas antes e apos
inducao. Este teste foi realizado em todos os 28 animais (N=7 por grupo) antes

e depois da inducdo da AR.

Figura 09: Teste de Alodinia Mecanica: Articulacdo do tornozelo traseiro
posicionada no Algbmetro. (arquivo pessoal).
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5.9.2. Analise das propriedades biomecéanicas da cartilagem

Para dissec¢cao dos joelhos, foi retirado do freezer um por vez,
previamente lavado com NaCl 0,9% (marca LBS) para remogdo de sangue
residual e hidratagcdo, colocado em placa de Petri, foi utilizado pinga Kelly,
pinga “dente de rato”, cabo de bisturi, lamina 10 de bisturi e meniscétomo. 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
mecanico de compressdo universal, propriedade do laboratorio da
Universidade Nove de Julho (UNINOVE).

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 tragdo F foi
liberada até 0,1 N. A sequéncia foi repetida até a ruptura. O pré
condicionamento mecanico foi realizado durante os primeiros ciclos do ensaio.
A partir do ensaio foi avaliada a Forca Maxima (Fmax) e a Deformagcéo Maxima
(Dmax) para a ruptura do tecido, e, na relagdo entre (Fmax) e (Dmax) foi

calculada a resisténcia do tecido cartilaginoso.

Figura 10: Cartilagem posicionada entre pastilhas sendo submetida ao teste de
compressao universal. (arquivo pessoal).
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5.9.3. Analise histolégica de colageno por microscopia 6ptica

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

Apos 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 pm de
espessura em micrétomo LEICA RM 2125 RT. Uma vez precedido o preparo
das amostras os cortes foram colocados em laminas para serem corados, com
Picrosirius. Ap6s a coloragdo os cortes foram montados em l|aminas
permanentes para posteriores analises em microscépio Optico e fotografados
através de sistema de microfotografia (Olympus System Microscope Model CX
41 — Olympus PM10SP Automatic Photomicrographic System).

Para a coloragdo com Picrosirius, foi estimada a area de colageno da

cartilagem nos diferentes grupos experimentais.

5.9.4. Anadlise estatistica

Os dados encontrados foram distribuidos normalmente (teste de
Shapiro-Wilk), e para comparar cada grupo o teste ANOVA de uma via, seguido
de pos teste Tukey foram utilizados. Cada dado foi representado como a média
1 desvio padréao (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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6. RESULTADOS

Nesta etapa, serdo apresentados os resultados referentes a sensibilidade
a dor, pelo teste funcional de alodinia mecéanica, bem como resultados das
propriedades mecénicas da cartilagem (Fmax e Dmax). Por fim, ser&o
apresentados resultados morfologicos referentes a proporgao de colageno em

laminas histologicas coradas com Picrosirius.

6.1. Analise funcional — teste de alodinia mecanica

A figura 11 mostra os resultados da alodinia mecanica realizada na
regido articular do joelho dos animais com AR induzida. Em (A), ambos os
grupos NT e FBML apresentaram redugao da alodinia na 22 (p<0,05), 32 e 42
semana (p<0,001), quando comparadas com a alodinia na 1 semana. O grupo
FBMV manteve valores de alodinia na 22 e 3% semana, similares a 1% semana
com reducao apenas na 42 semana (p<0,05).

Em (B), o grupo FBML apresentou aumento nos valores de alodinia
apenas na 3% semana quando comparado ao grupo NT (p<0,05). O grupo
FBMV apresentou valores de alodinia superiores aos grupos NT e FBML na 22,
32 e 42 semana (p<0,001).
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Figura 11: Avaliagdo da alodinia mecanica na articulagdo do joelho de ratos
com artrite reumatoide induzida. Em (A), comparativo da evolugdo da alodinia
em 4 semanas do estudo experimental. a p<0,05 e aaa p<0,001 Vs NT1. b
p<0,05 e bbb p<0,001 Vs LPBM1. ¢ p<0,05 Vs VPBM . Em (B), comparativo da
alodinia entre os grupos experimentais e no mesmo tempo de analise. Grupos
com AR sem tratamento (NT) ou tratados com fotobiomodulagao irradiada no
joelho (FBML) ou sobre os vasos da cauda (FBMV). * p<0,05 e *** p<0,001 Vs
NT. ## p<0,05 e # # # p<0,001 Vs FBML.
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6.2. Teste funcional — Propriedades mecanicas da cartilagem

A figura 12 apresenta os resultados da Forga Maxima no momento da
ruptura da cartilagem, durante teste ciclico de compressédo, sem evidenciar
diferengas entre os grupos irradiados e ndo irradiados. Foi observada redugéo
de Fmax em todos os grupos em que a AR foi induzida (p<0,001), quando

comparado ao grupo CTL;
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Figura 12: Grafico da forga maxima (Fmax) no momento da ruptura da
cartlagem do joelho de ratos com artrite reumatdide induzida. Grupos
experimentais: Saudavel (CTL); AR sem tratamento (NT) ou tratado com
fotobiomodulagdo local (FBML) ou vascular de acgao sistémica (FBMV).
***p<0,001 Vs CTL.
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Os resultados apresentados na figura 13 se referem a capacidade de
deformagdo maxima (Dmax) das cartilagens do joelho de ratos, nos diferentes
grupos experimentais. Novamente € observada redugdo de Dmax em todos os
grupos com AR induzida (p<0,001), quando comparados ao grupo saudavel
(CTL). Ambos os grupos tratados com fotobiomodulagdo (FBML = p<0,05 e
FBMV = p<0,01) apresentaram aumento na capacidade de Dmax quando
comparados ao grupo com AR e sem tratamento (NT), sem diferirem entre

aplicagao local e vascular.
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Figura 13: Grafico da deformag¢do maxima (Dmax) no momento da ruptura da
cartlagem do joelho de ratos com artrite reumatdide induzida. Grupos
experimentais: Saudavel (CTL); AR sem tratamento (NT) ou tratado com
Fotobiomodulagcdo Local (FBML) ou Vascular de acgédo sistémica (FBMV).
***p<0,001 Vs CTL. # p<0,05 Vs NT e ## p<0,001 Vs NT.
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A figura14 mostra relagdo entre forca maxima (Fmax) e deformacao
maxima (Dmax) no momento da ruptura da cartilagem, no teste mecanico de
compresséo ciclica. O grupo NT apresentou menores valores de Fmax e Dmax,
comparado ao grupo CTL (p<0,001). Ambos os grupos tratados com FBM
apresentaram aumento de Dmax comparado ao grupo NT. Nao foram
observadas diferengas nas propriedades mecanicas entre os grupos FBML e
FBMV.
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Figura 14: Grafico da relagdo entre Fmax(N) e Dmax (mm) no momento da
ruptura da cartilagem do joelho de ratos com artrite reumatoide induzida.
Grupos Experimentais: Saudavel (CTL); AR sem tratamento (NT) ou tratado
com fotobiomodulagao local (FBML) ou vascular de agao sistémica (FBMV). ***
p<0,001 Vs CTL. # p<0,05 Vs NT e # # p<0,001 Vs NT.
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6.3. Quantificagao de colageno em laminas coradas por Picrosirius.

A figura 15 representa a proporcao de colageno total obtida a partir das
analises das imagens histologicas de cartilagens coradas com Picrosirius para
determinacdo do colageno. O grupo NT apresentou redugé&o da proporcéo de
colageno, quando comparado ao grupo CTL (p<0,001), enquanto os grupos

tratados (FBML e FBMV) apresentaram valores similares ao grupo CTL.
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Figura 15: Grafico da proporcao de colageno total (%): Grupos experimentais:
Saudavel (CTL); AR sem tratamento (NT) ou tratado com fotobiomodulagéo
local (FBML) ou vascular de acao sistémica (FBMV). *** p<0,001 Vs CTL. #
p<0,05 Vs NT e # # p<0,001 Vs NT.
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6.4. Imagens representativas da cartilagem coradas com Picrosirius

A figura 16 apresenta imagens histolégicas representativas das
cartilagens do joelho de ratos em 4 grupos experimentais, coradas com
Picrosirius. As imagens foram utilizadas para quantificacdo de colageno total,
identificada pela cor rosa, representada em pixels e anteriormente em

porcentagem de colageno, na figura 15.

o]

Figura 16: Imagens representativas das cartilagens coradas por Picrosirius nos
4 grupos experimentais CTL, NT, FBML, FBMV. Corte transversal. Amplitude
100X.
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7. DISCUSSAO

Neste estudo, investigamos os efeitos da fotobiomodulagao local (FBML) e
vascular (FBMV) no reparo tecidual de cartilagens com artrite reumatdide
induzida (AR), por meio de avaliagdes funcionais relacionadas tanto a
sensibilidade dolorosa, utilizando o teste de alodinia mecénica, como de
resisténcia mecanica, utilizando teste ciclico de compressao da cartilagem, ou
ainda pela avaliagdo da proporgao de colageno nas cartilagens de joelhos de
ratos.*® O modelo experimental foi adaptado de estudos prévios que utilizaram
injecbes de solugdo composta por colageno tipo Il e adjuvante completo de
Freund possibilitando o desenvolvimento de poliartrite erosiva mediada por

resposta autoimune. 2728, 30,31, 41,42, 43

Foram utilizadas dosimetrias distintas para cada protocolo de FBM. No
grupo FBML (808nm; 4 J/cm?; 100mW), os pardmetros foram adaptados de
estudos que demonstraram redugcdo da atividade de metaloproteinases de
matriz (MMPs) e preservacgao das propriedades mecénicas da cartilagem. 3° No
grupo FBMV (808nm; 15 J/cm?; 100mW), os parametros foram baseados em
modelos experimentais de doengas pulmonares®!, diabetes?®® lesbes
musculares®® 52 e artrite aguda?’- 28 30.31,41,42,43 nos quais a FBMV apresentou

efeitos positivos no controle da inflamacéo e no reparo tecidual.

A avaliacdo da alodinia mecanica foi realizada por meio do teste de
pressdo no joelho, utilizando o equipamento Randall-Selitto, antes e apds a
inducao da AR. Neste trabalho, observou-se redug¢ao da alodinia mecéanica nos
animais com AR sem tratamento (NT), sendo também regressiva a cada
semana avaliada, até o final do experimento. O grupo FBML apresentou
melhora significativa da alodinia mecanica apenas na segunda semana de
tratamento, enquanto o grupo FBMV manteve niveis de sensibilidade maiores
que ambos os grupos NT e FBML. Os resultados deste estudo mostraram
vantagem no controle da dor pelo tratamento com fotobiomodulagao vascular,
fato relevante considerando que, na AR, a dor acomete multiplas articulacdes e
a aplicacao vascular, realizada em um unico ponto, poderia favorecer tanto o

controle da dor como a adesao terapéutica.
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Testes como o de alodinia mecanica ja foram amplamente empregados em
modelos de hiperalgesia, incluindo na AR'® 44-47 permitindo avaliar alteragbes
nociceptivas de origem periférica ou central, associadas a mediadores neuro
imunes e a plasticidade do sistema nervoso central. 2° Embora o mecanismo de
acgao da FBM na modulacdo da dor ndo esteja totalmente elucidado, existem
evidéncias que esta terapia pode envolver a atenuagido da inflamagao, com
redugdo de mediadores como COX-2 e prostaglandinas*® e mecanismos

centrais relacionados a ativacédo de receptores inibitorios GABAérgicos. 4’

As propriedades mecanicas da cartilagem foram analisadas pelo teste
ciclico de compressao, considerando a forca maxima de ruptura (Fmax) e a
capacidade maxima de deformacdo (Dmax) ao final de cada ensaio. Neste
estudo observamos a redugdo de Fmax e Dmax em todos os grupos com AR
induzida (NT, FBML e FBMV) em comparagao ao grupo saudavel (CTL). Com
relacdo a capacidade de deformagdo, ambos os grupos tratados (FBML e
FBMV) apresentaram Dmax superior a do grupo NT. A capacidade de
deformagéo da cartilagem € importante, pois protege o tecido das constantes
forcas de tracdo e compressao. A hidratagcdo dos glicosaminoglicanos confere
ao agrecano propriedades de resisténcia a compressao, atuando como uma
“mola biomecanica” ao deslocar e readquirir moléculas de agua de acordo com
a carga aplicada. Esse mecanismo depende do equilibrio entre o
intumescimento do agrecano e a tragao nas fibrilas de colageno tipo Il, cuja
integridade é essencial para o desempenho funcional da cartilagem. O
deslocamento de agua decorrente de cargas compressivas ciclicas favorece a
nutricdo dos condrdcitos, uma vez que, devido a natureza avascular da
cartilagem, a troca de nutrientes e residuos ocorre por difusdo a partir do
liquido sinovial. Assim, cargas dinamicas promovem a saida de agua,
removendo metabdlitos, e a subsequente reentrada do fluido, trazendo
nutrientes. Por outro lado, cargas estaticas ndo favorecem essa troca, e cargas
excessivas podem induzir apoptose de condrdcitos e degradacdo da matriz
extracelular, dependendo de fatores como magnitude, frequéncia e duragio. 5°

As propriedades biomecanicas da cartilagem também estdo relacionadas a

presencga de fibras colagenas, cuja propor¢ao influencia diretamente tanto na
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elasticidade como em sua resisténcia a lesbes mecanicas, fatores
determinantes para a estabilidade da cartilagem. 0 33. 49 O colageno, proteina
abundante no tecido conjuntivo articular, compde majoritariamente a matriz
extracelular (MEC) da cartilagem, especialmente na forma de colageno tipo Il,

embora outros tipos também participem da organizagdo estrutural do tecido. 2*
33

Neste estudo, observou-se reducdo na proporcdo total de colageno no
grupo com AR sem tratamento (NT) em relagcdo ao grupo saudavel (CTL). Em
contrapartida, ambos os grupos tratados com fotobiomodulagdo (FBML e
FBMV) apresentaram aumento dessa proporgéo, com valores préximos aos do
grupo saudavel. Esses achados histologicos, combinados aos resultados
biomecanicos, reforcam os efeitos benéficos da FBM, tanto quando aplicada
localmente (FBML) quanto de forma sistémica (FBMV), onde ambas podem
estar relacionadas com a atenuacdo da degeneragao articular induzida pela
AR. Ademais, ao comparar as duas modalidades, verificou-se que a irradiagao
vascular, além dos efeitos positivos sobre as propriedades biomecanicas e a
quantidade total de colageno, apresentou resultados superiores no controle da

alodinia mecéanica.

A FBML ja é reconhecida por modular a inflamagao, reduzir a expressao de
MMPs e estimular a sintese de colageno, contribuindo para a preservacédo da
matriz cartilaginosa e para a melhora das propriedades mecénicas do tecido. 2*
27 Com relagédo a FBMV, embora a cartilagem seja um tecido avascular, esta
forma de irradiacdo poderia atuar de forma indireta, promovendo aumento do
aporte sanguineo nas regides periarticulares, o que favoreceria a remocao de
mediadores inflamatérios e o suprimento de nutrientes essenciais a
homeostase articular. 1> 3° Além disso, estudos anteriores ja evidenciaram que
a FBMV exerce efeitos antioxidantes sistémicos, reduzindo radicais livres e

estresse oxidativo, fatores que contribuem para o tratamento da AR. 3738

Outro aspecto relevante é a possibilidade de associacdo entre as
modalidades de FBM (local e vascular) e farmacos convencionais. Essa
combinagdo pode potencializar os efeitos terapéuticos, permitindo a reducéo
das doses medicamentosas e, consequentemente, dos efeitos adversos. No
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entanto, a auséncia de padronizagdo dos parametros de aplicacdo e a
escassez de diretrizes clinicas especificas ainda geram inseguranga entre
profissionais de saude. Além disso, a transposi¢cdo dos resultados obtidos em
modelos animais para a pratica clinica deve ser feita com cautela,
considerando as diferencgas fisioldgicas, fortalecendo a necessidade de estudos
clinicos controlados. Existe também cerca confusdo na nomenclatura utilizada
para os estudos com FBMV. Alguns trabalhos ainda mantém o termo ILIB ndo
invasivo, enquanto outros utilizam a nomenclatura “irradiagdo transcuténea’, ou

ainda ‘fotobiomodulagéo sistémica’. %2

Em sintese, os resultados reforcam o potencial da FBM, tanto local quanto
vascular, como estratégia no tratamento da AR, promovendo preservagao do
colageno, melhorando as propriedades mecanicas da cartilagem e controlando
a dor. A FBMV destacou-se por sua agao sistémica e eficacia no controle da
dor. Contudo, estudos adicionais s&o necessarios para elucidar seus

mecanismos, otimizar protocolos e consolidar sua aplicagao clinica.
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8. CONCLUSAO

A terapia por fotobiomodulagado, tanto na modalidade local (808nm; 4
Jicm?; 100mW) quanto vascular (808nm; 15 J/cm? 100mW), demonstrou
efeitos positivos na preservacdo da propor¢cado de colageno e na manutencgéo
da capacidade de deformacdo da cartilagem, além de promover melhora
significativa no controle da dor em modelo experimental de artrite reumatdide.

Destaca-se que a FBMV, nos parametros utilizados neste estudo,
apresentou desempenho superior no controle da dor, sugerindo uma agéo
sistémica mais abrangente na modulacdo do processo inflamatério. Apesar dos
resultados promissores, sao necessarios mais estudos para elucidar os
mecanismos de acado da fotobiomodulagdo vascular, além da otimizagdo de
protocolos clinicos, necessarios para consolidar a FBM como estratégia eficaz

e segura no manejo da artrite reumatoide.-.
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