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Efeitos da fotobiomodulacao na dor e degeneracao articular em modelo
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Effects of photobiomodulation in pain and articular degeneration in mice arthritis model
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RESUMO

JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS: A artrite reumatoide é um
conjunto de processos inflamatdrios simétricos que afeta as arti-
culagdes. Atualmente a terapia farmacoldgica ¢ a primeira escolha
para o tratamento da doenca, contudo, pode causar efeitos adver-
sos graves que podem ser evitados com técnicas nao farmacoldgi-
cas, como a fotobiomodulagio. O objetivo deste estudo foi anali-
sar os efeitos do tratamento com laser de baixa intensidade na dor
e degeneragio articular em modelo de artrite em camundongos.
METODOS: 24 camundongos foram divididos aleatoriamente
em 4 grupos com 6 animais cada: GS, GZ, GL E GD. Para a in-
dugio da artrite foi utilizado zymosan. A hiperalgesia foi avaliada
utilizando o teste de Von Frey. Para andlise histolégica, amostras
da regio talocrural foram coletadas. Para o tratamento foi utili-
zado o equipamento Laser AsGa de baixa intensidade operando
em comprimento de onda de 904 nm, F: 1000 Hz, W: 50 mW
e dose de 1 J/cm?.

RESULTADOS: Houve diferenga estatistica (p<0,05) em todos
os momentos na avaliacio da hiperalgesia para o grupo GS quan-
do comparado com o grupo GZ, apresentando limiar de dor al-
terado. Na avaliacio histoldgica, a aplicagao do laser (1 J/cm?)
na articula¢io com artrite reduziu os escores analisados (1,20 *
0,20) e apresentou diferenga estatistica quando comparado ao
grupo GZ (GL=1,20 + 0,20; GZ=3,80+0,20, p<0,05).
CONCLUSAO: O laser de baixa intensidade com os pardmetros
descritos no estudo foi eficaz, diminuindo o quadro 4lgico e pro-
movendo efeito protetor na cartilagem.

Descritores: Artrite, Inflamacdo, Terapia com luz de baixa
intensidade.
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ABSTRACT

BACKGROUND AND OBJECTIVES: Rheumatoid arthritis is a
set of symmetrical inflammatory processes that affects the joints. Cur-
rently, drug therapy is the first choice for the treatment of the disease,
however it can cause serious side effects. In this context, photobiomo-
dulation appears as a potental resource for treatment. Therefore, the
aim of the study was to analyze the effects of low intensity laser treat-
ment on pain and joint degeneration in the arthritis model in mice.
METHODS: 24 mice were randomly divided into 4 groups
with 6 animals each: SG, ZG, LG and DG. Zymosan was used
to induce arthritis. The hyperalgesia was measured using the Von
frey test. For the histological analysis, talocrural region samples
were collected. Low intensity AsGa Laser equipment was used
for the treatment, operating in 904 nm wavelength, F:1000 Hz,
W:50 mW and dose of 1 J/cm?.

RESULTS: There was a significant difference (p<0.05) in all ti-
mes of evaluation in hyperalgesia for the SG group compared
with the ZG group, presenting an altered pain threshold. In the
histological evaluation, the application of the laser (1 J/cm?) to
the arthritic joint reduced the analyzed scores (1.20 + 0.20) and
showed a statistical difference when compared to the ZG group
(LG=1.20 £ 0.20; ZG=3.80 + 0.20, p<0.05).

CONCLUSION: The low intensity laser with the parameters
described in the study was effective in reducing pain and promo-
ting a protective effect on cartilage.

Keywords: Arthritis, Inflammation, Low-level light therapy.

INTRODUGCAO

A artrite reumatoide (AR) é uma doenca inflamatéria autoimune
caracterizada por degeneragio cronica das articulagbes sinoviais.
Quando essa condicio nio é tratada, causa destruicio articular
progressiva, perda cartilaginosa e dssea, deficiéncia funcional e com-
plicagdes sistémicas'. Acomete cerca de 1% da populagio mundial
adulta e a propor¢ao de desenvolvimento da doenga ¢ de trés mu-
lheres para cada dois homens. Pode haver varia¢ao entre grupos po-
pulacionais, norte da Europa (29 casos/100.000), América do Norte
(38 cas0s/100.000) e no sul da Europa (16,5 casos/100.000). Sua
ocorréncia ¢ observada em todos os grupos étnicos, sendo que os
primeiros sintomas da AR sao manifestados entre 40 e 60 anos, au-
mentando a prevaléncia com a idade??.

A terapia da AR tem sido focada na desaceleragio da progressio de-
generativa da doenga por meio da administragio de anti-inflamaté-
rios nio esteroides (AINES), corticosteroides, firmacos modifica-
dores do curso da doenga (DMARD), firmacos imunossupressores,
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biolégicos e sintéticos, usados sozinhos ou em combina¢io®. Em-
bora efetivos no tratamento da AR, estes fdrmacos podem causar
sérios efeitos adversos, tais como tlceras gastrointestinais, problemas
cardiovasculares, nefrotoxicidade, toxicidade pulmonar e cirrose®”’.
Portanto, torna-se importante identificar outras estratégias de tratamen-
to com efeito and-inflamatério. Neste contexto, a terapia com Laser
(Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation) de baixa in-
tensidade pode ser considerada potencial alternativa nao farmacoldgica
promissora no tratamento da AR®. A fotobiomodulagio ¢ utilizada no
tratamento de vérias condi¢oes musculoesqueléticas e inflamatdrias, tais
como a artrite, as tendinopatias, a dor de garganta, lombalgia, fadiga
muscular, periodontite, com capacidade de estimula¢io da cicatrizagio,
modulagio do processo inflamatério e efeitos de alivio da dor®’.

Na literatura no existe consenso sobre os parimetros do laser mais
efetivos na terapia da AR, portanto nio hd padronizagio nos proto-
colos empregados. Desta forma, o objetivo deste estudo foi inves-
tigar os efeitos do laser de baixa intensidade na dor e degeneracio
articular em modelo experimental de artrite induzida.

METODOS

Foram utilizados 24 camundongos Swiss machos pesando entre 25
e 30 g fornecidos pelo Biotério Setorial da Universidade Federal do
Piaui — Campus Ministro Petronio Portella. Foram alocados sob
temperatura controlada de 25 + 2°C com ciclo claro/escuro 12/12h
com comida ad libitum e dgua. Foram considerados erro de amos-
tragem tolerdvel de 0,25 e desvio padrio no poder de 0,4, definindo
assim o tamanho da amostra utilizada de acordo com a férmula: n =

(1,96 x 0,4/ 0,25) 2 = 6 animais por grupo.

Indugio da artrite

Para a indugdo da artrite, 180 pg de zymosan (Sigma Chemical
Company, St. Louis, MO, USA) foram dissolvidos em 10 uL de so-
lu¢ao salina estéril, administrados na regido da articulagio talocrural
(direita) dos camundongos. Para promover a eutandsia foi utilizado
o agente anestésico de isoflurano a 4% por via inalatéria com pos-
terior deslocamento cervical, conforme aprovado previamente pelo
comité de experimentagio animal.

Grupos experimentais

Os animais foram divididos aleatoriamente em 4 grupos:

Grupo salina (GS, n=0): recebeu apenas solucio salina, 10 pL de
solugio salina estéril (50 pL a 0,9%/articulagio).

Grupo zymosan (GZ, n=6): submetidos 4 indugio da artrite, com inje-
¢ao de 180 pg de zymosan dissolvido em 10 pL de solugio salina estéril
(50 pL a 0,9%/articulacio) na regiao talocrural direita e no tratados.
Grupo dexametasona (GD, n=06): animais que receberam por via
intraperitoneal dose de dexametasona (4mg/kg). Trinta minutos de-
pois da indu¢io da dexametasona os animais foram submetidos &
indugao da artrite, com injegio de 180 pg de zymosan dissolvidos
em 10 pL de solugio salina estéril (50 pL a 0,9%/articulagio) na
regido talocrural direita.

Grupo laser (GL, n=6): animais submetidos & indugio da artrite,
com inje¢do de 180 pg de zymosan dissolvidos em 10pL de solugio
salina estéril (50 pl a 0,9%/articulacio) na regido talocrural direita e
tratados com o laser 1 J/cm?.

Tratamento com o Laser

Neste trabalho, foi utilizado o equipamento Laser AsGa de baixa
intensidade (Gallium Arsenide, KLD Biosystems Equipments Elec-
tronics Ltda., Brasil; Modelo LLT 0107), operando no comprimen-
to de onda de 904 nm para irradiacio nas articulagoes dos animais.
Parimetros do laser: frequéncia de 1000 Hz, poténcia de 50 mW;,
tempo de irradiacio de 12 s, 4rea irradiada de 0,01 cm?, correspon-
dente 2 dose de 1 J/em?. A energia total do tratamento foi de 0,96 ]
na dose de 1 J/em?. A poténcia Sptica do laser foi calibrada usando
medidor ptico multifuncional Newport (modelo 1835-C).

Avaliagio da dor pelo teste de Von Frey

Para avaliagio da hiperalgesia foi utilizado o equipamento fila-
mento de Von Frey Digital (Insight). O teste foi realizado com
o animal contido manualmente e o filamento aplicado na arti-
culagio talocrural do membro posterior direito. A ponta de po-
lipropileno do filamento foi aplicada perpendicularmente  4rea,
com gradual aumento de pressio e, logo que o animal retirou o
membro, o teste foi interrompido para o registro do limiar de
retirada. Foram coletados os valores de pressio (em gramas) e
utilizada a média e o desvio-padrao dos valores para andlise, no
primeiro momento ocorreu a ambientagio dos animais ao equi-
pamento. Apés 1 hora da ambientagio foram feitas 5 avaliacoes,
a partir da 4 hora do momento da aplicacio do zymosan até a
52h, com intervalos de 15 minutos entre as avaliagdes, apds a 5h
todos os grupos sofreram eutandsia.

Anilise histomorfoldgica

A eutandsia para a andlise histoldgica foi realizada 101 horas apds
a indugio da artrite, a inflamacio induzida por zymosan atingiu o
pico entre os dias 1 e 7. Apds a eutandsia, os tecidos da regiio talo-
crural foram coletados, cortados em secées e fixados em formaldeido
tamponado a 10%. Depois de desidratados em concentragées cres-
centes de dlcool e imersos em xilol, os espécimes foram incorporados
em parafina. As segoes de 6 pm de espessura foram coradas com
hematoxilina e eosina, seguindo para a montagem das liminas para
visualizagio em microscdpio de luz (NOVA). Os escores utilizados
para a avaliagdo da cartilagem foram baseados no estudo de Chen
et al.'’, escore zero = sindvia normal; 1 = hipertrofia da membrana
sinovial e infiltrados celulares; 2 = pannus e erosio da cartilagem;
3 = grande erosio da cartilagem e osso subcondral; e 4 = perda de
integridade articular e anquilose.

Todos os experimentos foram realizados de acordo com o Guia para
Cuidados ¢ Uso de Animais de Laboratério (National Institute of
Health, Bethesda, MD, USA) e foram aprovados pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Piauf sob protocolo

n° 4006/17.

Anilise estatistica

Os resultados foram expressos como média + E.2PM.. A significAncia
estatistica das diferencas entre os grupos foi determinada por andlise
de varidncia unilateral (ANOVA) seguida pelo teste de Student-Ne-
wman-Keuls. Para os escores histopatolégicos foi realizado o teste
de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn. As diferencas foram
consideradas significativas quando p<0,05. Todas as andlises foram
realizadas usando GraphPad Prism versio 8.
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RESULTADOS

A administragio do zymosan causou redugio significativa (p<0,05)
no limiar de dor nos animais (Figura 1). Na comparacio entre os
grupos, nenhum grupo apresentou valores retornando ao basal, o
GL quando comparado ao GZ apresentou aumento significativo no
limiar de retirada em todos os momentos da avaliagio. Houve dife-
renga significativa dos valores encontrados para GS comparados ao
GZ, apresentando limiar de dor alterado e mostrando a efetividade
da indugio da artrite. O GD quando comparado ao GL nio apre-
sentou diferenga estatistica, mas quando comparado ao GZ apresen-
tou diferenca estatistica em todos os momentos da avaliacio (Tabela
1). Isso pode ser visto também na figura 1, em que o GZ apresentou
reducio significativa no limiar de dor (p<0,05), enquanto os gru-
pos GL e GD aumentaram o limiar de dor quando comparados ao
grupo GZ.

A administragio do zymosan na articulagio causou aumento
significativo (p<0,05) dos escores no grupo GZ (3,80 + 0,20)
em comparagio com o grupo que recebeu apenas solu¢io salina
(0,80 £ 0,20). A aplicagao do laser (1 J/cm?) na articulagao com
artrite reduziu os escores analisados (1,20 + 0,20) e apresentou
diferenca estatistica quando comparado ao GZ (3,80 = 0,20). O
grupo GD quando comparado ao GL nao apresentou diferenca
estatistica, mas quando foi comparado ao GZ apresentou dife-
renca estatistica (Figura 2).

O GZ apresentou alteragoes na estrutura da cartilagem, diminuicao
do espaco articular, descontinuidade da superficie e perda da con-
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Figura 1. Avaliagdo da hiperalgesia induzida por zymosan. Os ani-
mais foram tratados com laser na dose de 1 J/cm? apds a adminis-
tracdo do zymosan na articulagé@o. A avaliacdo foi realizada entre a
quarta e quinta hora, em intervalo de 15 minutos. Os resultados fo-
ram comparados com o GC negativo; *(p <0,05) diferenca estatistica
quando comparado ao GS, #(p <0,05) diferenga estatistica quando
comparado ao GZ.

Mazulo-Neto JC, Souza LG, Mazulo FR e Filgueiras MC

tinuidade com osso adjacente (Figura 3b) em comparagio ao GS
(Figura 3a). O GL mostrou efeito protetor, preservando a superficie
da cartilagem (Figura 3c¢), reproduzindo resultados positivos seme-

lhantes ao GD (Figura 3d).
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Figura 2. Escores da cartilagem

Os escores foram mensurados apds a indugéo da artrite. O GL mostrou diferenga
estatistica (p<0,05) quando comparado ao GZ. Quando comparados o GD e o GL
nao houve diferenga estatistica.

* p<0,05 diferenca estatistica quando comparado ao GS e # p<0,05 diferenga esta-
tistica quando comparado ao GZ.

Figura 3. Regido da articulacédo dos diferentes grupos.

SS = espago sinovial; B = 0sso.

A) GS, demonstrando tecido cartilaginoso normal por seta e espago sinovial (SS);
B) GZ perda de continuidade (seta) com osso adjacente (B) e diminui¢édo do espaco
sinovial; o tratamento com o Laser 1 em C) reduziu as alteragdes histologicas cau-
sadas pelo zymosan, com preservacdo da superficie cartilaginosa e continuidade
com osso adjacente (B); D) Tratamento com a dexametasona. O tratamento com
laser melhorou para a dose de 1 (p>0,05) a pontuagdo da cartilagem em compara-
¢do com o GZ. Todas as fotomicrografias estdo com ampliagdo original de 600x e
coradas com hematoxilina e eosina.

Tabela 1. Valores observados para o teste de retirada do membro para os diferentes grupos

AV AV2 AV3 AV4 AV5
GS 9,72 + 0,22 9,72 + 0,22 9,72 £ 0,22 9,72 + 0,22 9,72 £ 0,22
Gz 3,96 + 0,45* 4,52 +0,12* 4,44 +0,16" 4,44 + 017" 4,44 017
GL 6,98 + 0,65* 7,92 +0,71% 7,98 + 0,46* 8,12 +0,61* 8,48 + 0,597
GD 7,24 +0,66* 9,42 + 0,55% 8,90 + 0,41% 9,26 + 0,25% 9,12 + 0,23%

*(p<0,05) diferenca estatistica quando comparado ao GS, # (p<0,05) diferenca estatistica quando comparado ao GZ. GS = grupo salina; GZ = grupo zymosan; GL =
grupo laser; GD = grupo dexametasona, nos diferentes momentos de avaliagdo (AV). Dados apresentados em média e desvio-padrao.

106



Efeitos da fotobiomodulagdo na dor e degeneragio

BrJP. Sdo Paulo, 2021 abr-jun;4(2):104-7

articular em modelo de artrite em camundongos

DISCUSSAO

Este estudo evidenciou que a utilizagio do laser de 1 J/em? reduziu
a hiperalgesia quando comparado ao GZ (Figura 1 e Tabela 1). Esse
resultado corrobora o estudo!!, que avaliou a artrite na articulagio
temporomandibular do animal, os resultados demonstraram a agao
do laser de baixa intensidade, reduzindo a hiperalgesia, avaliada pelo
teste de Von Frey.

Estudo' descreveu que os comprimentos de onda de 670 nm e 830
nm produziram alteracio na hipernocicep¢io em joelhos de ratos
quando avaliados com pressao local, sendo que 670 nm mostrou
reducio precocemente. Quando a pressio foi realizada em regido
distal (regido plantar), apenas 830 nm foram capazes de diminuir a
hipernocicep¢io. Estudo® observou que LEDs na faixa do verme-
lho (630 + 10 nm) e infravermelho (850 + 10 nm) foram eficazes
em reduzir o quadro 4lgico. Nos estudos citados houve redugio do
quadro dlgico, o que corrobora os achados do presente estudo, pois o
tratamento com o laser de 1 J/ecm? apresentou melhora significativa
(p <0,05) no quadro dlgico (Figura 1 e Tabela 1).

Nos cortes corados com hematoxilina, o grupo tratado com o laser
de 1 J/cm? apresentou menor escore da cartilagem comparado ao
GZ, evidenciando efeito positivo na degeneragio articular (Figura
2). Esse resultado corrobora os dados do estudo', que descreveu
efeito positivo da laserterapia, apresentando aspectos menos graves
na degradagio articular.

Estudo™ em modelo de artrite utilizando fluéncia de 830 nm mos-
trou capacidade de reverter lesdes teciduais e, consequentemente,
potencial para reverter a degeneragio da cartilagem. Outros estudos
utilizando comprimentos de onda entre 660 ¢ 780 nm descreve-
ram efeitos reversivos na degradacio da cartilagem, preservagio da
capsula articular e reducio do edema'®'®. Os resultados do presente
estudo foram semelhantes, visto que o tratamento com o Laser mos-
trou efeito protetor na cartilagem apds lesio causada pelo zymosan,
com preservagio da superficie cartilaginosa e continuidade com osso
adjacente (Figura 3).

CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo mostraram que o comprimento de
onda 904 nm e dose de 1 J/cm? foram efetivos na redugio da dor e
apresentaram efeito protetor na morfologia da regido articular, evi-
denciando o potencial clinico do laser para o tratamento da artrite,
contudo, estudos a longo prazo sio necessdrios a fim de investigar
seus efeitos.
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