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EFEITOS ANTIINFLAMATORIOS DO LASER E LED DE BAIXA POTENCIA NA
ARTRITE INDUZIDA POR ZYMOSAN EM RATOS WISTAR
RESUMO

Foi sugerido que a terapia laser de baixa poténcia (TLBP) pode modular processos
inflamatdrios. Neste trabalho investigamos o efeito dos laseres diodo 685nm, 830nm e diodo
emissor de luz 639nm (LED) sobre a incapacitacdo articular (1.A.), formagcdo edema,
permeabilidade vascular e influxo de leucdcitos na artrite induzida por zymosan em ratos
Wistar. Ratos Wistar receberam injecéo intra-articular de zymosan 1mg no joelho direito e o
pico de I.A. foi obtido na 32 ou 42 hora de artrite através do registro do Tempo de Suspensao
da Pata durante 60 segundos. O edema e permeabilidade vascular (P.V.) foram medidos na 3#
hora apds inducéo inflamatoria. O edema foi avaliado pela diferenca entre peso Umido e peso
seco da membrana sinovial e o aumento da P.V. pelo extravasamento do corante azul de
Evans. Na 62 hora de artrite, os animais foram sacrificados sob anestesia e o exsudato articular
coletado para contagem do nimero de células em camara de Neubauer. O grupo controle
recebeu apenas Dexametasona (4mg/kg-i.p.) 1 h antes da injegdo de Zy.O tratamento com
TLBP (685nm e 830 nm) imediatamente, 12 e 2%h ap6s inducdo inflamatéria inibiu
significativamente a |.A., a formac&o de edema, o aumento da P.V. e o influxo de leucdcitos.
Sendo que o tratamento com LED (639 nm) diminuiu apenas o influxo de leucdcitos na artrite
induzida por zymosan. Estes resultados demonstraram que os lasers 685nm e 830 nm tém um
efeito analgésico e anti-inflamatério em artrite induzida por zymosan, enquanto o LED
apresentou reducdo de células inflamatorias.

Palavras chave: artrite, laser de baixa poténcia, inflamag&o, zymosan, dor.



ANTI-INFLAMMATORY EFFECTS OF LOW-LEVEL LASER AND LED THERAPY
IN ZYMOSAN — INDUCED ARTHRITIS IN WISTAR RATS
ABSTRACT

It was suggested that the low level laser therapy (LLLT) can modulate inflammatory
processes. This work investigated the effect of laser diode 685nm, 830nm and 639nm light
emitting diode (LED) on the articular incapacitation (I.A.), edema formation, vascular
permesbility and leukocytes influx in zymosan (Zy)-induced arthritis in rats. Wistar rats were
subjected to intraarticular injection of Zy (1mg) in the right knee and A.l. peak was measured
after 3 or 4h of arthritis by measuring the Paw Elevation Time during 60s. The edema and
vascular permeability (P.V.). were measured at the 3h after induction inflammatory. The
swelling was measured by the difference wet weight and dry weight of the synovid
membrane and increased P.V. by the leakage of Evans blue dye. After 6h of arthritis, the
animals were sacrificed under anesthesia with and the articular exsudate was collected for cell
counting using Neubauer chamber. The control group received only Dexamethasone (4mg/kg
ip) 1 h before the injection of Zy.O treatment with LLLT (685 nm and 830nm) immediately,
1st and 2nd h after inflammatory induction significantly inhibited the IA, the formation of
edema, the increase in PV and leukocytes influx. The treatment with LED (639 nm) decreased
only the influx of leukocytes in arthritis induced by zymosan. These results demonstrated that
the lasers 685nm and 830 nm have an effect analgesic and anti-inflammatory drug in arthritis
induced by zymosan, while the LED showed a reduction of inflammatory cells.

Key words: arthritis, low level laser therapy, inflammation, zymosan, pain.



LISTA DE FIGURAS

Figural - Articulagdo Sinovial @ artrOSiCa .......cccvueereereeereieee e,
Figura2 — Vias aferentes envolvidas no processo doloroso ........ccccceeeveeees e
Figura 3 - ESpectro EIetromagneétiCo ...........coccevereeerieenienenese e
Figura4 - Efeitos fisicos da interacéo laser-tecido biologico ........................
Figura5 - Normalizag&o da funcéo celular, alivio da dor e cicatrizacéo
deferidas atraves do 18SEr........ooeeeireresesee e
Figura 6 - Sistema de registro da incapacitagdo articular ..............c.cecevuenee.
Figura7 - Efeito do laser 685 nm, 830 nm, LED 639 nm e dexametasona
na incapacidade articular na artrite experimental induzida por
ZYMOSAN EM FALOS ....eveveneereieresieeeie e seesesseseesesee e seseeseesesseseesessessenes
Figura 8 - Efeito do laser 685 nm, 830 nm, LED 639 nm e dexametasona na

reducdo do aumento de permeabilidade vascular causado por

Figura9 - Efeito do laser 685 nm, 830 nm, LED 639 nm e dexametasona
na reducdo do edema causado POr ZYMOSAN ........cccceevreereeeeesreereeseenns
Figura 10 - Efeito do laser 685 nm, 830 nm, LED 639 nm e dexametasona
na reducdo do Influxo de leucdcitos para a cavidade articular de ratos

induzido pelainecao de ZymOSan .........cccevererieeneserieenie s

22
31
36
38

41

53

55

57

60



LISTA DE TABELAS

Tabela 1l — Protocolo de irradiagéo laser
Tabela 2 — Protocolo de irradiagdo LED



r &

AE
AR
ATP
AZY
BK
Ca+2
cm
cnt
COX1
COX2
D.E.
DNA

LISTA DE ABREVIATURAS

micro-grama
micro-litro
Graus Celsius
Azul de Evans
Artrite Reumatdide
Adenosina Trifosfato
Artrite induzida por zymosan
Bradicinina
fons Célcio
Centimetro
Centimetro quadrado
Ciclooxigenase 1
Ciclooxigenase 2
Densidade de energia

Acido desoxiribonucléico

E.P.M. Erro padrdo damédia

g
GaAs

Grama

Arseneto de Galio

Arseneto de Galio Aluminio
fons Hidrogénio

Hélio Nebnio

Intra-articular

Incapacitagdo Articular
Interferon gama
Imunoglobulina G
Interleucina-1

Intramuscul ar

Interferon alfa

Oxido nitrico sintase induzida
Intraperitoneal

Joule por centimetro quadrado



K+2
LBP
LED
LTBs
mg/Kg
mL
mL/Kg
mm
MN
mwW
Na’
nm
NO
OA
PBS
PAF
PDGF
PGE1
PGE2

PV
r.p.m.
RNA
RNAM

TGF-b
TLBP
TNF-a
TSP
TXAs
U.l.

W/cn?
Zy

fons potéssio

Laser de Baixa Poténcia

Diodo Emissor de Luz
Leucotrienos

Miligrama por Kilograma
Mililitro

Mililitro por Kilograma
Milimetro

Mononucleares

MiliWatts

fons Sodio

Nanometro

Oxido Nitrico

Osteoartrite

Tampéo fosfato salina

Fatores Ativadores de Plaquetas
Fator de crescimento derivado de plaquetas
Prostaglandina E1
Prostaglandina E2
Polimorfonucleares
Permeabilidade VVascular
Rotacéo por minuto

Acido ribonucléico

Acido ribonucléico mensageiro
Segundos

Fator de transformacéo de crescimento 3
Terapiaa Laser de Baixa Poténcia
Fator de necrose tumora a
Tempo de suspensdo da pata
Tromboxanas

Unidade Internacional

Watt

Watts por centimetro quadrado

Zymosan



SUMARIO

LN R 2(0] 51007 TN 16
1.1 CLASSIFICACAOD ...t eee e es e see s tesss s ss s ss s sas s tessn st anansnsssaneas 16
L2 EPIDEMIOLOGIA ...ttt ettt st e st e e e e st e e e naa e e ene e e sneeesnseeennneas 17
L3 FATORES DE RISCO .....ciiiiiii e cee ettt rtte e stee e stee e st e s e s ssae e snnae e snnee e sneeesnnneesnneas 18
1.4 QUADRO CLINICO.....ciiiiiceireeeeieseessseetssesestessssssss s ssssssssssss s sssssenss s sessssssssaneas 20
L5 FISIOPATOLOGIA ...ttt sttt st be st sa e ensentesaessesreeneeneenean 21
1.5.1 Cartilagem @tiCULAY ........coeeeiieieeee e 21
1.5.2 OSSO0 SUDCONAIAL.....c.eeitiitirieiiieieteite ettt st st sttt st st b e b s e eneas 22
1.5.3 Membrana sinovial e capsulafibrosa..........cccceeveiieieciicecce e, 23
L5 4 IMUSCUIOS. ...ttt sttt ettt st st e e e stesaesbesaeeseesaesaensesentessessesnennennennean 24
1.6 CONSIDERACOES GERAIS SOBRE A INFLAMAGAO ......oocoeieeeeeeeeeeeeeeseeene 24
1.7 A INFLAMAGCAO ARTICULAR ...ttt eseessestssee s sssssesssss s s senessessesenens 26
1.8 DOR - CONCEILOS JEIAIS .....cveeeeueeueeeetesteseestesiesseee e e essessesbeseesse s se e e e sesnesnesnesreenesneennas 28
1.8.1 Sistemas de neuromodul ag&o envolvidos No processo dolOroS0........ccvververeerierieennns 29
RSB O =SS 1= o= o o = o (o) S 30
SR H o [Tl = o Tc S - TS POSSRS 32
1.9 ARTRITE INDUZIDA POR ZYMOSAN (ZY) weeceeeereeieeeesieeieeseeseesaesseessesessseeneeens 34
110 DEXAMETASONA ... .ottt sttt st sttt st b b enesne e 35
LA LASER ..ottt ettt ettt b bR et et aeebenReeneeneenean 35
1.11.1 EfeitoS diret0S da ratiaG8i0.........cccoovereririrenieeeeesee st 39
I 2 5 LRSS P RPN 42

2@ = N I L PP PSR 44

SMATERIAL E METODOS ..ottt ess st sn st ess s s sn s ssn s 45
0 I N A 1 7 TSR 45
3.2 PROTOCOLOS EXPERIMENTALIS ...t 45
3.3INDUCAO DA ARTRITE POR ZYMOSAN ....coevoirriceerteeetesssestsseesssssseenessnssneseans 46
S A DEXAMETASONA . ..ottt et e st e e e e e rae e e eae e e s aee e sneeesseeeanseeeanneeeas 46
3.5 IRRADIACAO DO LASER.......cocteeeeeeteeeeseeesesisseessssssessesesssssssessssssssssssssssssssssssssssans 46
3.6 PROTOCOLO DE EUTANASIA ..ot eeets e tes s tesessesasss s snssneneans 47
3.7 REGISTRO DE INCAPACITAC;AO ARTICULAR. ... 47
IR BI=S o o= o Wo [0S 1 (= 1 7= WS 47
3.8 DETERMINACAO DAS ALTERACOES DA PERMEABILIDADE VASCULAR
(4 SOOI 49
3.9 AVALIA(;AO DO EDEMA LOCAL ...ttt nee e nnee e s e e 49
3.10 COLETA E CONTAGEM DE LEUCOCITOS.......ccoveteeteeerereesesesessssesessssasssssseneans 49
3.11 SOLUGOESUTILIZADAS.......otoieeeeeeeceeseeetesses s tessssestsssssessssssssssssessssasssssseseans 50
3.11.1 Tampao FOSfato-SaliNa (PBYS) .......ccoirireririeieniesie sttt 50
T80 020 W o= o N L= N O 51
3.11.3 SOIUGB0 e AZUI DB EVANS ......cuee ettt 51
3.12 ANALISE ESTATISTICA ..ottt sttt 51

ARESULTADOS. ...ttt b ettt et bbbt st se e e b et et et e b nse e enes 52

4.1 EFEITO DA APLICACAO DOS LASERES 685 NM, 830 NM E LED 639 NM
SOBRE A INCAPACIDADE ARTICULAR NA ARTRITE EXPERIMENTAL
INDUZIDA POR ZY EM RATOS ...t 52
4.2 EFEITO DA APLICACAO DOS LASERES 685 NM, 830 NM E LED 639 NM
SOBRE O AUMENTO DA P.V. NA ARTRITE EXPERIMENTAL INDUZIDA POR ZY.



4.3 EFEITO DA APLICACAO DOS LASERES 685 NM, 830 NM E LED 639 NM
SOBRE O AUMENTO DE EDEMA NA ARTRITE EXPERIMENTAL INDUZIDA POR
ZY o e 56
4.4 EFEITO DA APLICACAO DOS LASERES 685 NM, 830 NM E LED 639 NM
SOBRE O INFLUXO DE LEUCOCITOS NA ARTRITE EXPERIMENTAL INDUZIDA

POR ZY oottt ettt et et e ee e et et aee et et e et ee e e et et teeeee et et et e ee e et et et e et et et et e et et et erenenans 58
B DISCUSSAOD ...ttt eeeeeeeeeeeeseeeeeeeeeseeeeeseseeeeseeseeeseseeeeeeeeeeeseseeeseseeeneeeeeeens 61
B CONCLUSAO ...t eeeeeeeeeeee et eeeeseeeeeeeseseseseseeeseseseseseseeeseseeesesenenens 67
REFERENCIAS ..ottt ettt ettt ettt ettt e ettt et s s s s s s e s e e s s s s e s e e s e e s ennnnennes 68
ANEXO ettt ettt e e et e e e e e e et e e e et et et et e e et et et et et e et et ee et ee e e et et et eeene et et et enennnaeeees 81



16

1 INTRODUCAO

Artrite é a desordem da articulagcdo mais comum no mundo. Nas populacdes
ocidentais ela € uma das mais frequentes causas de dor, perda da funcdo e
afastamento das atividades laborativas em adultos (ARDEN, 2006). Tem grande
importancia epidemiolégica devido a alta prevaléncia na populacdo (cerca de 1%),
associada ao carater incapacitante da patologia. E uma desordem cronica
degenerativa de etiologia multifatorial caracterizada pela perda progressiva da
cartilagem articular, hipertrofia e deformagédo do osso subcondral e por inflamacao
secundaria da membrana sinovial (SALTER, 2001; MAHAJAN; VERMA; TANDON,
2005). Os sintomas clinicos sdo dor, limitagdo da amplitude de movimentos
articulares, edema, crepitacao articular (LIANZA, 2001).

Apesar do grande progresso no tratamento da artrite reumatoide (A.R.), a
falta de conhecimentos mais precisos sobre sua etiopatogenia tem dificultado o
encontro de uma terapéutica que possa alterar significativamente o curso da doenca
(HARRIS, 1990).

1.1 CLASSIFICACAO

Para Golding (2001), a artrite pode ser classificada em priméria e secundaria.
A artrite é dita primaria quando sua etiologia ou é desconhecida ou tem um
mecanismo genético. Salter (2001), afirma que a secundaria € aquela que ocorre
devido a diversos fatores: degeneracao da cartilagem (osteoartrite — OA) relacionada
a idade; originaria de alguma lesdo traumatica, inflamatoéria, metabdlica ou
decorrente de defeitos congénitos e/ou adquiridos. As causas traumaticas incluem
as fraturas, sobrecargas intensas e repetitivas, lesdes ligamentares, ruptura do
menisco. Entre as causas metabdlicas encontram-se a gota, acronose, pseudogota.
Sao consideradas causas inflamatérias a artrite séptica e artrite reumatdide (AR).
Quanto aos defeitos congénitos ou adquiridos consideram-se causas a luxacgao
congénita do quadril, pés tortos congénitos e o efeito da compressao continua de

superficies articulares durante o tratamento ortopédico de deformidades.
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1.2 EPIDEMIOLOGIA

A artrite possui significativa prevaléncia na populacéo geral e é a causa mais
comum de comprometimeto articular, afetando cerca de 28 milhdes de individuos
nos Estados Unidos. A distribuicdo é universal, acometendo ambos 0s sexos.
Acomete todas as racas e areas geograficas. Anormalidades histologicas e
bioguimicas podem estar presentes a partir da segunda década de vida e alterac6es
radioldégicas sdo comuns a partir da terceira década. Os sintomas, porém tornam-se
mais frequientes com a progressao da idade (LIANZA, 2001).

As articulagbes mais comumente afetadas pela osteoartrite sGo em ordem
decrescente o joelho, quadril, méo, coluna e pés, com o0s punhos, ombros e
tornozelos menos frequentemente desenvolvem a doenca (ARDEN, 2006; DELISA
et al, 2002). Dessa forma vamos enfatizar neste estudo a artrite de joelho, pois até a
sexta hora de inflamagdo induzida por zymosan ndo € possivel observar
degeneracéao da cartilagem articular (OA).

OA aparece em 35% nos joelhos de pessoas com trinta anos de idade ou
mais e chega a afetar quase todos os individuos a partir dos cinglienta anos, embora
nem todos os acometidos tenham sintomas desse envolvimento. Pelo menos 85%
das pessoas com idade entre 70 - 79 anos apresentam diagndstico radiologico desta
doencga (LAROCCA, 1999).

Estudos mais recentes relatam que erosdes na cartilagem, reacdo subcondral
e ostedfitos estdo presentes nos joelhos de 60% dos homens e 70% das mulheres
gue morrem na sétima e oitava décadas de vida. Dos pacientes com dor no joelho,
aproximadamente 50% terdo alteracdes radiograficas de OA e podem dessa forma
ser classificados como OA sintomética (ARDEN, 2006).

Segundo Salter (2001), o tipo primario € mais comum nas mulheres,
desenvolve-se espontaneamente durante a meia idade e progride lentamente como
uma acentuacdo do processo de envelhecimento normal da articulagdo. O tipo
secundéario, mais comum nos homens, se desenvolve em qualquer idade como
resultado de alguma lesdo traumatica, deformidade ou doenca que tenha provocado
danos a cartilagem articular.

Oliveira et al. (1995) fizeram um estudo da incidéncia de OA em joelho, méo e

guadril de individuos de idade e sexo feminino e masculino padronizados e
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encontraram para joelho a razéo de 240 por 100.000 pessoas, m&o 100 por 100.000
e quadril 88 por 100.000. A incidéncia dessa doenca aumenta com a idade, e
mulheres tém propor¢gdes maiores que homens, especialmente depois dos 50 anos
de idade.

Portanto, a OA é mais comum em mulheres e nos joelhos. O fato de mulheres
usarem saltos altos suscitou a hipotese de que seu uso poderia aumentar a
prevaléncia de OA nessa populacdo. Para essa avaliacdo, foram estudadas as
forcas sobre as articulagdes de membros inferiores de 20 mulheres que usavam de
forma confortavel saltos altos. Os dados obtidos mostraram um aumento meédio
maior que 23% na articulacdo femuropatelar, assim como um aumento de forcas
compressivas no compartimento medial dos joelhos das mulheres durante o uso dos
saltos altos. A conclusdo que chegaram € de que o uso de saltos altos pode
predispor a alteracdes degenerativas dos joelhos (KERREGAN; TODD; RILEY,
1998).

1.3 FATORES DE RISCO

A etiologia é desconhecida e fatores multiplos interagem para causar esta
doenca:

a) ldade - Todos os estudos indicam que a prevaléncia e incidéncia da OA
radiogréfica e sintomatica aumentam severamente com a idade (FELSON et
al.,, 1995; FELSOL et al.,, 1987, LAWRENCE, 1998; SAASE et al., 1989;
KALLMAN; WIGLEY; SCOTT, 1990; OLIVEIRA et al., 1995). Este aumento
ocorre principalmente nas articulagdes mais afetadas como o joelho devido ao
excesso de peso na articulacdo, diminuicdo dos mecanismos protetores
articulares neuromusculares (ex: diminuicdo da fungcdo muscular e respostas
neuroldgicas periféricas) (NEWMAN et al., 2003; HURLEY, 1999; SHARMA,
1999) e aumento da instabilidade articular (ex: frouxiddao ligamentar)
(SHARMA et al., 1999). A elasticidade e capacidade reparativa da cartilagem
pode diminuir com a idade devido a reducdo das respostas anabdlicas, perda
de condrécitos, e estreitamento da cartilagem (LOESER; SHAKOOR, 2003).
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b)

d)

Endocrinos — quase todos os hormonios agem direta ou indiretamente em
células do tecido conjuntivo: fibroblastos, osteoblastos e condrécitos. O
hormdnio de crescimento regula o condrécito maduro, amitético; a insulina
aumenta a sintese de proteoglicanas e por este motivo, pacientes diabéticos
tém maior incidéncia de OA; diminui¢cdo da tiroxina produzida pela tiredide
provoca o hipotireoidismo que aumenta a incidéncia de OA quando
comparada a populacdo controle normal; receptores de estrogenos tém sido
vistos em condrdcitos (LAROCCA, 1999). Os sintomas da OA se iniciam com
freqiéncia na menopausa, 0 que se deve a queda de estrogénio. Existem
muitos estudos examinando o uso do estrogénio pés menopausa e OA, e
muitos (SAMANTA et al., 1993; HANNAN et al., 1990; NEVITT et al., 1994;
SPECTOR et al,, 1997; ZHANG et al.,, 1998; HART; DOYLE; SPECTOR,
1999) mas nem todos (SOWERS et al., 1996; OLIVEIRA et al., 1996)
encontraram uma queda na prevaléncia ou incidéncia da OA no joelho e
guadril com uso de estrogénio.

Etnicos e raca — Relatos mostram que chineses e japoneses parecem estar
protegidos contra a OA primaria (LAROCCA, 1999). O baixo risco de OA do
guadril e mao é consistente com a baixa susceptibilidade para OA em
chineses, possivelmente ligados a fatores genéticos (ZHANG et al., 2004).
Genéticos - Existem evidéncias indicando a contribuicdo genética na
suscetibilidade de OA de joelho, m&o e quadril nas mulheres (MACGREGOR
et al., 2000; SPECTOR et al., 1996; KAPRIO et al., 1996; FELSON et al.,
1998; LANYON et al., 2000) e OA em quadril nos homens (LANYON et al.,
2000). Esses estudos sugerem que genes multiplos estdo envolvidos na
susceptibilidade da OA, e que fatores ambientais também tém importante
influéncia na expressao da doenca.

Mecanicos — em caso de deformidades articulares, congénitas ou adquiridas
(pela diminuicdo da area de contato articular); em casos de perturbacédo da
dindmica articular (ex: lesGes de ligamentos ou meniscectomias) e pelo uso
repetitivo e exagerado de uma articulacdo (ex: joelhos de jogadores de
futebol) também parece estar relacionado com a ocorréncia de OA
(LAROCCA, 1999).
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1.4 QUADRO CLINICO

Segundo Golding (2001), os sintomas relacionam-se com: desgaste articular;

episodios de inflamacao sinovial; degeneracéo e inflamacéo dos ligamentos ao redor

das articulacBes e possivelmente, deposicédo de apatita ou outros sais de calcio, na

sinévia.

a)

b)

d)

9)

Os sintomas clinicos séo:

Dor — a principio sutil e mais tarde intensa, € intermitente, agravada pelo
movimento articular e aliviada pelo repouso. Evolui para dor inclusive em
repouso (SALTER, 2001). Segundo Larocca (1999) a dor tem origem em
estruturas articulares e periarticulares porque a cartilagem é desprovida de
raizes nervosas. Dentre as estruturas articulares, 0 0sso pode apresentar dor
por aumento da pressao intramedular, ou pela lesédo subcondral, elevacao do
periosteo pelos ostedfitos, fibrose na capsula articular. Enquanto que os
tecidos periarticulares distendidos séo: tenddes, ligamentos, bursas e outras
estruturas de partes moles (LIANZA, 2001; DELISA et al., 2002).

Rigidez — matinal ou apés periodos de imobilidade, com duragdo menor que
20 minutos (LAROCCA, 1999).

Limitacdo do movimento - o grau de mobilidade apresenta-se diminuido pela
fibrose capsular, osteofitose, irregularidade das superficies articulares. Pode
ocorrer crepitacdo (sensacado de atrito de osso contra 0sso) (GOLDING,
2001).

Tumefagdo - a tumefacdo sinovial ou derrame ocorre em episédios de OA
aguda, principalmente em joelhos. Os cistos sinoviais podem ser a causa de
tumefagcBes palpaveis (ex: cistos de Baker na face posterior do joelho)
(GOLDING, 2001).

Atrofia muscular — os musculos que atuam sobre as grandes articulacfes
afetadas tornam-se atroficos ou hipotdnicos (GOLDING, 2001).

Deformidade - um alinhamento defeituoso da articulacdo (ex: genu valgo)
pode ser consequéncia das irregularidades das superficies articulares
(GOLDING, 2001).

Nodulos — proliferacdo 0Osseo-cartilaginosa nos bordos dorso-mediais e

dorsos laterais de interfalangianas distais e proximais (GOLDING, 2001).
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1.5 FISIOPATOLOGIA

O processo patologico da artrite degenerativa (OA) nos seus estagios iniciais

€ similar tanto na primaria quanto na secundaria (SALTER, 2001).

1.5.1 Cartilagem articular

7

A cartilagem é constituida por um tecido conjuntivo formado por células
(condrocitos) e matriz extracelular. Sua funcdo € “absorver” as forcas aplicadas
sobre a articulacao e distribui-las sobre a cartilagem articular. O bom desempenho
da cartilagem depende da producdo e arranjo tridimensional adequados dos
componentes da matriz (principalmente coldgeno tipo I, IX, Xl e
glicosaminoglicanas). Fatores inerentes ao condrdcito ou externos a ele resultam em
modificacdo da composicdo e estrutura dessa matriz, com prejuizo de sua funcéo
biolégica. A cartilagem evolui com ruptura de sua integridade fisica, desenvolvendo
fissuras, fibrilagdo e ulceracbes (GOLDMAN; BENNETT, 2001).

A OA se inicia com degeneracao na cartilagem articular. A matriz demonstra
perda em conteudo proteoglicano, os quais tém sua capacidade de agregacao
alterada e um aumento no teor de agua. As cadeias de condroitinossulfato estéo
encurtadas e a composicado das glicosaminoglicanas € anormal. O condrécito, que
normalmente é uma célula amitética, divide-se para formar clones celulares. Estas
células aumentam a sua producédo de colageno tipo Il e de proteoglicanos, huma
tentativa de reparar o processo destrutivo da matriz. Quando a capacidade de
sintese da matriz € menor do que a destruicdo, predomina o processo catabolico e a
superficie da cartilagem perde sua textura lisa, torna-se fibrilar, desenvolvendo
fendas e erosdes (LAROCCA, 1999). A superficie articular, normalmente branco-

azulada, lisa e brilhante, torna-se amarelada, granulosa e opaca (SALTER, 2001).
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Figural: Articulacdo sinovial e artrésica. Adaptado de Salter (2001)

Os condrécitos sintetizam proteoglicanas e coldgeno em ritmo acelerado,
entretanto, esta producdo é deficiente devido a progressiva destruicdo efetuada
pelas enzimas lisossémicas (SALTER, 2001).

Na area periférica da articulacéo, a cartilagem responde com a hipertrofia e a
hiperplasia, formando uma engrossada borda -cartilaginosa (condrofito)
subsequentemente sofrera ossificagcdo endocondral, tornando-se uma protuberancia
Ossea (ostedfito). Os ostedfitos podem tornar-se suficientemente grandes a ponto de

restringir o movimento articular (SALTER, 2001).

1.5.2 Osso subcondral

O o0sso subcondral esponjoso normal € mais duro do que a cartilagem, mas
bem mais flexivel do que o osso cortical denso. Assim sendo, como a cartilagem,
também serve como um amortecedor. Na area central, onde a fricgcdo e o stress sao
maximos, 0 0sso subcondral se torna eburnificado; além disso, se hipertrofia em
toda a sua extensdo, a ponto de se tornar mais denso radiograficamente
(esclerotico). Nas areas periféricas, ao contrario, onde ocorre estresse minimo, 0
0sso subcondral atrofiado se torna menos denso radiograficamente (rarefeito). A
redistribuicdo dos estresses biomecéanicos na articulagdo conduz a uma
remodelacao do osso subcondral (SALTER, 2001).
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Essa proliferagdo aparenta ser uma tentativa de aumentar a superficie de
suporte de peso, mas acaba por comprometer a elasticidade e aumentar a rigidez do
0sso, 0 qual se torna mais sensivel ao desenvolvimento de microfraturas. As
microfraturas cursam com formacdo de calos e mais rigidez Ossea. Surgem
ostedfitos, luxacdes e instabilidade articular (LAROCCA, 1999).

1.5.3 Membrana sinovial e capsula fibrosa

A membrana sinovial normal reveste as articulacbes, exceto na regiao de
cartilagem articular. A superficie interna dessa membrana é composta por dois tipos
de células: sinovidcitos do tipo A, que se assemelham estrutural e funcionalmente a
macrofagos, e os do tipo B, os quais tém caracteristicas de fibroblastos. Estas
células repousam sobre um tecido conjuntivo que pode ser frouxo, denso ou
adiposo. A artrite reumatoOide caracteriza-se por sinovite intensa com aumento do
influxo celular tanto na membrana como no liquido sinovial. No liquido sinovial, as
células na fase aguda ou nas crises de agudizagdo sao principalmente neutrdfilos,
enquanto na sinovite crénica reumatoide predominam células linfomononucleares.
Ocorre intensa proliferagdo linféide devido, possivelmente a producdo local de
citocinas a partir de células residentes uma vez que, como dito acima, as células
sinoviais do tipo A sdo semelhantes a macrofagos e, portanto, uma vez estimuladas,
podem liberar citocinas e outros mediadores da resposta inflamatéria. Além do
aumento do numero e da hiperplasia de sinoviécitos, ocorre migracdo de mondcitos
do sistema periférico para a sinévia (HARRIS,1990) o que aumenta a populacéo de
células imunocompetentes na fase cronica da sinovite reumatoide. Acrescentem-se
as células endoteliais dos vasos da membrana sinovial, que é ricamente irrigada, e
os condrocitos da cartilagem articular, e teremos um conjunto de células capazes de
potencializar uma reacdo inflamatoria a partir de um estimulo inicial (SEKI et
al.,1988; CANNON et al.,1996).

Todos os elementos da articulagcdo sofrem hipertrofia: capsula, ligamentos,
tenddes e musculos. O liquido sinovial € empurrado pelas fendas da cartilagem até o
0sso subcondral nos pontos de microfraturas, e a medula reage a sua presenca,
levando a formacao de pseudocistos (LAROCCA, 1999).
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A cépsula fibrosa se torna muito engrossada e fibrotica, limitando ainda mais
o0 movimento articular (GOLDING, 2001).

1.5.4 Musculos

Os musculos que controlam as articulagbes afetadas demonstram espasmo
em resposta a dor. Eventualmente os mdusculos flexores sofrem contratura,
provocando deformidade na articulacdo e maior restricdio ao movimento articular.
Nos casos em que o movimento articular é limitado, excessivos estresses sao
aplicados a éareas limitadas da cartilagem articular, sendo isto outro fator no
processo da degeneracéo (SALTER, 2001).

1.6 CONSIDERACOES GERAIS SOBRE A INFLAMACAO

A reacdo inflamatéria € uma resposta do tecido vascularizado a estimulos
lesivos (fisicos, quimicos ou mecéanicos), com a finalidade de eliminar o agente
agressor e restaurar o tecido a sua forma e funcdo normais. Essa resposta
compreende fendbmenos vasculares, teciduais e linfaticos e manifesta-se de maneira
estereotipada, de modo que os sinais clinicos de inflamacédo sao: calor, rubor, tumor,
dor e perda da funcédo (GARCIA-LEME, 1989).

Os fendbmenos vasculares se iniciam com breve vasoconstricdo, seguida de
vasodilatacdo e aumento do fluxo local, seguido de aumento de permeabilidade
vascular (PV), com consequente extravasamento do fluido e material protéico, do
plasma para o intersticio, levando a formagdo do edema (GARCIA-LEME et al.,
1993). O componente celular da reacao € representado, principalmente, por
leucécitos polimorfonucleares (PMN) (neutréfilos, eosinéfilos e baséfilos) e
mononucleares (MN) (mondcitos e linfécitos) que migram para o tecido adjacente. A
migracdo de leucécitos circulantes para o tecido € o evento central da resposta
inflamatoéria e depende da expressdo de moléculas de adesdo para o acumulo
dessas células no local (GARCIA-LEME et al., 1993). Nos primeiros estagios de uma
resposta aguda, ha predominio de neutréfilos (FLOREY, 1970). Uma vez no foco de
lesdo, os leucécitos eliminam os agentes lesivos por meio de fagocitose.

Concomitantemente a esse fendmeno, ocorre um aumento do metabolismo oxidativo



25

dos leucdcitos, resultando na producdo de agentes microbicidas como o anion
superoxido (O2") e peroxido de hidrogénio (H».0,) (BABIOR, 1984; ISCHIROPOULOS
et al., 1992). Além destes agentes, os leucdcitos, ativados por citocinas, como o
TNF-a, IFN-g e IL-1, podem produzir 6xido nitrico que, na forma de radical livre, atua
também como agente microbicida (HIBBS et al., 1989).

Acredita-se que a natureza sensivelmente padronizada da reacéo inflamatoria
€ a expressdo de fenbmenos estruturais e funcionais que ocorrem na
microcirculacdo e no tecido intersticial adjacente, com a participacado da inervacéo
sensitiva local. Esses fenbmenos sdo desencadeados pela acdo de mediadores
guimicos, liberados nos estagios iniciais da resposta. Basicamente, os mediadores
sdo de origem celular (histamina, serotonina, eicosandides, 6xido nitrico - NO - fator
ativador de plaquetas - PAF — substancia P, citocinas e outras proteinas
leucocitarias) ou plasmatica (cininas e sistema do complemento) (GARCIA-LEME et
al., 1993; BUCKLEY; BRAIN, 1994).

Dentre os diversos mediadores envolvidos no processo inflamatorio,
encontram-se 0s eicosanoides e as citocinas. Os eicosanoides sdo formados apoés a
ativacdo de complexos enzimaticos. Destes, as ciclooxigenases (COX-1 e COX-2)
originam produtos oxigenados como as prostaglandinas (PGs), tromboxanas (TXAS),
leucotrienos (LTBs); as lipoxigenases (5, 12 e 15 lipoxigenases) geram os acidos
hidroperoxi- e hidroxi-eicosatetraendicos e o citocromo P450, origina os epoéxidos e
as lipoxinas (SMITH, 1992; APPLETON; TOMLINSON; WILLOUGHBY, 1996).
Dentre as PGs, deve-se ressaltar a PGE», que promove vasodilatacdo, potencia o
aumento da PV causado pela histamina e a bradicinina e esta envolvida no
fendbmeno da dor (CIRINO, 1998).

As citocinas, por sua vez, sdo uma familia de mediadores protéicos,
importantes em interacdes intercelulares e na inducdo e modulacdo de um grande
nimero de processos inflamatorios e metabdlicos. Além disso, participam
ativamente da resposta imune, principalmente na ativacdo e proliferacdo dos
linfécitos; estdo envolvidas também na resposta pirogénica e de fase aguda. As
citocinas séo produzidas por varios tipos celulares. As citocinas mais intimamente
relacionadas ao processo inflamatério sdo a interleucina-1, -6, -8 e o fator de
necrose tumoralalfa (TNF-a) (HOFSLI et al., 1989; PENNICA; NEDWIN; HAYFLICK,
1984).
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A reacdo inflamatéria aguda, de modo geral, acarreta fendmenos de
regeneracado e reparo, com resolucdo do processo, a partir da eliminacdo dos
leucécitos em apoptose por macrofagos, ou podem ocorrer modificagcbes marcantes
de suas caracteristicas, com cronificacdo da reacdo. A fase inicial, segue-se uma
fase que adquire um carater proliferativo, em que predominam as células
mononucleares (AUGER ; ROSS, 1992).

1.7 A INFLAMACAO ARTICULAR

Os processos inflamatérios em articulagcdes, também denominados artrites,
diferem entre si pela etiologia, quadro clinico, natureza da resposta inflamatéria,
proporcao da destruicdo do tecido da articulagdo e progresséo da doenca (CASSIM,;
MODY; BHOOLA, 2002).

A articulacdo é constituida por duas superficies 6sseas, recobertas pela
cartilagem articular, ligamentos e membrana sinovial (capsula fibrosa), a qual
delimita a cavidade preenchida pelo liquido sinovial. A membrana sinovial é
constituida por sinoviocitos do tipo A (macréfagos sinoviais) e do tipo B (fibroblastos
sinoviais), além de vasos sanguineos e nervos sensoriais. A cartilagem articular é
composta, predominantemente, pela matriz extracelular (colagenos, proteoglicanos e
acido hialurénico) e pelos condrdcitos (NAGASE; KASHIWAGI, 2003).

Até o presente, os processos inflamatérios articulares foram melhor
caracterizados em modelos experimentais que induzem a artrite reumatéide (AR). A
AR é uma doenca inflamatodria cronica caracterizada por leséo de células endoteliais,
deposicao de fibrina, migracéo/invasédo de células polimorfonucleares e hiperplasia
celular (SCHUMACHER; KITRIDOU, 1972), nos estgios iniciais. Estes eventos
culminam no espessamento da membrana sinovial por um tecido proliferativo —
pannus articular - constituido, predominantemente, por macréfagos e fibroblastos.
Adicionalmente, ocorre o aumento da PV, que resulta em aumento do fluido sinovial
(DREIER et al., 2001; CASSIM; MODY; BHOOLA, 2002).

Ainda, a dor é um evento importante na AR, assim como nos demais tipos de
inflamacdo em articulagbes e resulta em incapacitacdo. Com a progressdo do
processo, ha invasdo do osso subcondral e, em alguns casos, ha presenca de

hemorragia e necrose (HARRIS, 1990; DREIER et al., 2001). A literatura mostra que
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essa doenca afeta cerca de 1% da populacdo mundial e causa perdas soécio-
econdmicas graves. Até o presente, nenhum dos farmacos testados foi eficaz para a
resolucdo da AR (CHOY ; PANAYI,2001).

A causa primaria da AR ainda € desconhecida, porém, acredita-se que a
ativacdo da resposta imunolégica por diferentes estimulos, em individuos
geneticamente susceptiveis, seja um fator importante. Varios estudos sugerem a
participacdo de agentes infecciosos, substancias enddégenas e imunoglobulinas
alteradas nesta ativacdo (GREGERSEN; SILVER; WINCHESTER, 1987; HARRIS,
1990; BLAb; ENGEL; BURMESTER, 1999). Inicialmente, ha ativagdo de linfocitos T,
gue por sua vez, estimulam mondcitos, condrocitos, macréfagos e fibroblastos
sinoviais a produzirem citocinas e metaloproteinases (ISLER et a., 1993), que
promovem a infiltracdo de diferentes tipos de leucécitos para a articulacao (CHOY;
PANAYI, 2001) amplificando o processo inflamatério articular. Além disso, os
linfécitos T estimulam os linfocitos B a produzirem o fator reumatdide, uma
imunoglobulina que parece estar associada ao aumento da morbidade e
amplificacdo da AR (CHOY; PANAYI, 2001).

Em modelos experimentais de inflamacdo articular, verificou-se que as
primeiras células que migram para a articulagcdo sdo os neutréfilos (ROCHA;
ANDRADE; JANCAR, 1996). Estas células fagocitam os imunecomplexos formados
durante o processo indutor e liberam espécies reativas de oxigénio, eicosandides e
PAF no local da inflamacdo (ROCHA et al., 1997). Estes mediadores, por sua vez,
ativam células residentes e infiltradas na articulacao que interagem entre si e liberam
outros mediadores, como citocinas (IL-1, -2, -6, TNF-a), interferona e -g (INF -a e -
g), fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), o fator de transformacéo de
crescimento b (TGF-b) e o 6xido nitrico (NO) (HARRIS, 1990; FARRELL et al., 1992;
CANNON et al., 1996).

Outros mediadores importantes na inflamacéo articular estdo representados
pelos derivados do sistema calicreina-cinina, principalmente a bradicinina, por
prostanoides (PGE2) e neuropeptideos (substéancia P). Sabe-se que estes
mediadores estdo intimamente relacionados ao desenvolvimento da dor articular e
incapacitacdo (LOTZ; CARSON; VAUGHAN, 1987; CASSIM; MODY; BHOOLA,
2002). Ademais, interagem entre si, modulando a sua liberagdo em um sistema de

cascata. Assim, foi demonstrado que a substancia P induz a liberacdo de
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prostaglandina E2 e metaloproteinases por células sinoviais, contribuindo para o
desencadeamento da dor articular . Varios autores demonstraram a participacéo da
bradicinina e substancia P na regulacdo da producéo de citocinas inflamatdrias em
humanos e em modelos experimentais (LOTZ; CARSON; VAUGHAN, 1987). Rocha
et al.,, (1997), demonstraram o aumento da concentracdo de PGE2 na cavidade
articular de ratos, 6 horas ap6s a inducdo da AR. Ainda, foi demonstrado que a
inibicdo da INOS diminui a dor durante o processo inflamatério articular (ROCHA et
al., 2002). Apesar de relevante, o fenébmeno da dor na inflamagéao articular necessita

de estudos adicionais para o seu esclarecimento.

1.8 DOR - Conceitos gerais

A IASP (Associacao Internacional do Estudo da Dor) define a dor como uma
"experiéncia sensorial e emocional desagradavel, associada a dano presente ou
potencial, ou descrita em termos de tal dano”, demonstrando que a dor sempre
apresenta um componente subjetivo. A dor contém um fator cognitivo e emocional e,
€ mediada pelo sistema nervoso, no entanto, clinica e experimentalmente se faz
necessario a distincdo entre a dor percebida e a resposta ao dano tecidual ou
nocicepcao (KANDEL; SCHWARTZ; JESSEL, 2003; MERKE ; BOGDUK, 2007).

A nocicepcdo € um termo aplicado aos mecanismos neurolégicos que
detectam o estimulo lesivo (FERREIRA, 2008). Os nociceptores sdo receptores
sensitivos presentes em alguns tecidos (MACHADO, 2000). Nem sempre a
estimulacdo dos nociceptores leva a percepcao da dor, uma vez que a percep¢ao da
dor é dependente da facilitacdo central, além da modulacdo descendente de
estruturas do sistema nervoso supra-segmentar envolvidos com a discriminagao,
localizacdo e com reacOes emocionais, afetivas e neurovegetativas (SERRANO,
2002; MAYER; PRICE, 1976; HUGHES, 1975; PERT; SNYDER, 1973; REYNOLDS,
1969).

Em Kandel; Schwartz; Jessel, 2003, encontra-se a divisdo da dor em duas
grandes classes: a dor nociceptiva, que é resultante da ativacao direta dos
nociceptores em resposta a danos teciduais, na maioria da vezes mediada pelo
processo inflamatodrio, e a dor neuropatica resultado da lesdo direta do sistema

nervoso periférico ou central.
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1.8.1 Sistemas de neuromodulagao envolvidos no processo doloroso

A transmissdo dolorosa é um mecanismo que envolve interagbes de
estruturas do sistema nervoso central e periférico desde a superficie da pele até o
cértex cerebral (BESSON, 1999; GOZZANI, 2003; VALE, 2003). Este processo
envolve uma complexa cascata de eventos bioquimicos e celulares, liberacdo de
mediadores, sensibilizacdo e ativacdo de receptores, lise tecidual e de reparo
(CARVALHO; LEMONICA, 1998).

Na dor nociceptiva o fenbmeno sensitivo-doloroso € originado pela
transformacdo dos estimulos ambientais em potenciais de acdo. Esses estimulos
ambientais sdo percebidos por terminacfes nervosas livres, presentes nas fibras
nervosas periféricas. Os neurdnios aferentes nociceptores sdo diferenciados dos
outros tipos de receptores mecanicos e térmicos por possuirem um limiar mais alto,
e sado ativados apenas por estimulos de intensidade nociva, em potencial para
causar dano tecidual (GOZZANI, 2003).

As fibras de conducédo dos impulsos nociceptivos séo do tipo Ad (aferentes
mielinizadas de baixo calibre) e C (fiboras de conducdo aferente desmielinizadas)
(MACHADO, 2000). As fibras Ad possuem maior velocidade de conducdo. Estao
presentes nos tecidos musculares ou viscerais, e sdo responsaveis pela sensacao
de dor aguda (AZEVEDO et al., 2003). As fibras C possuem baixa velocidade de
condugédo, causam uma dor tipo queimacao e estdo distribuidas nos tecidos e na
pele (GOZZANI, 2003).

Os corpos celulares das fibras aferentes nociceptivas medulares estéo
localizados nos ganglios das raizes dorsais; as fibras penetram na medula espinhal,
terminando na substancia cinzenta do corno dorsal (PLEUVRY; LAURETTI, 1996).
Estes nociceptores primarios fazem sinapse na medula espinhal com os neurdnios
de segunda ordem. Estes neurbnios cruzam a medula e ascendem pelo trato
espinotalamico, terminando no tadlamo (Figura 02). No tdlamo ocorre a sinapse com
0s neurdnios de terceira ordem, e estes irdo emitir seus axfénios ao cortex somato-
sensorial, local onde ocorre a somatizacdo deste estimulo ou, estes neurdnios de
terceira ordem mandam seus ax6nios para o giro do cingulo anterior, onde a dor ira

sofrer as influéncias do componente emocional e ser modulada via liberacdo de



neurotransmissores especificos (BESSON, 1999; JABBUR; SAADE, 1999). As fibras
eferentes completam o circuito nervoso retornando a periferia, provocando a
nocicepgéo (BONICA; YAKSH; LIEBESKIND, 1990; BESSON, 1999).

1.8.2 Classificagcao da dor

Embora a dor seja uma experiéncia particularizada, independente dos
estimulos que a condicionam, sua classificacdo na clinica é de particular importancia
para o diagnostico de varias patologias, e serve de base para a adequada
terapéutica.

A dor aguda ou cronica € uma modalidade sensorial e emocionalmente
desagradavel que desempenha, entre outros, o papel de alerta para o organismo,
embora a dor crénica ndo tenha qualquer funcdo de alerta e gere acentuado
estresse. Na esséncia, € uma manifestacdo subjetiva que varia de acordo com a
experiéncia individual (BESSON; CHAOUCH, 1987; CODERRE et al., 1993;
SCHAIBLE ; GRUBB, 1993).

Na dependéncia do tipo de lesdo associada e/ou dos mediadores envolvidos
podemos classificar a dor como: Neuropatica, aquela em que esta presente uma
disfuncéo de nervo; Neurogénica, aquela em que o0 nervo apresenta uma leséo real;
Nociceptiva, aquela em que h&d uma estimulacdo excessiva dos nociceptores;
Psicogénicas, aquela em que os fatores psicolégicos sdo preponderantes, a
hiperalgia, que € uma sensibilidade exacerbada a um estimulo doloroso, e como
hiperestesia, definida como uma sensibilidade alterada, anormal, a um dado
estimulo sensorial (BESSON, 1999; OLIVEIRA, 2003).
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Figura 2 - Vias aferentes envolvidas no processo doloroso. A figura mostra o sistema lateral,
formado por fibras finas, que transmitem a informacéo a partir da area de injuria. Essas fibras
sdo responséaveis por carregarem a informacdo com rapidez ao tdlamo, informando a sua
localizacéo e sua intensidade. Adaptado (BONICA et al, 1990).

O critério mais simples de classificacdo da dor continua sendo aquele que

relaciona o tempo de duracdo da mesma. Assim, teremos a dor aguda, que se

caracteriza por uma lesao real com consequente ativacdo dos nociceptores, sendo
findada quando o processo de reparacéo tecidual ocorre. A dor crénica € aquela que

persiste depois de terminado o processo causal do estimulo nociceptivo. (LOOSER,;

MELZACK, 1999; CARR; GOUDAS, 1999).
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1.8.3 Hiperalgesia

Durante o processo inflamatorio a liberagdo dos mediadores quimicos é capaz
de modular a resposta inflamatoéria e interferir com a atividade de fibras nervosas
sensitivas aferentes. Essa interferéncia € mediada pela ligacdo dessas substancias
em receptores especificos expressos nas fibras sensitivas, e/ou ativacdo de
mensageiros secundarios, induzindo a hiperalgesia (FERREIRA; LOURENZENTTI;
POOLE, 1993).

A hiperalgesia é causada pela sensibilizacdo dos receptores da dor
(nociceptores), ela envolve tanto a sensibilizagdo das terminagdes nervosas
nociceptivas periféricas, pela acdo de mediadores quimicos, quanto facilitacdo
central (corno dorsal da medula e tdlamo) da transmisséo nervosa (DRAY, 1994). No
sistema nervoso periférico os mediadores quimicos agem sobre as terminacoes
nervosas enquanto no sistema nervoso central ocorre facilitagdo da transmissao
sinaptica.

Em muitas condi¢cdes patologicas, a lesdo tecidual representa a causa
imediata da dor. Esta lesdo resulta da liberacdo local de diversos mediadores
guimicos que irdo agir sobre as terminacdes nervosas, ativando-as diretamente, ou
exarcerbando sua sensibilidade para outras formas de estimulos (hiperalgesia)
(RANG; URBAN, 1991).

E importante salientar que, além dos receptores polimodais C, um grupo
adicional de nociceptores, denominados receptores “silenciosos” ou “adormecidos”
(silent nociceptors/ sleeping nociceptors), sédo ativados durante processos
inflamatdrios, contribuindo para a hiperalgesia. Estas fibras aferentes sao
encontradas na pele, articulacdes e em o6rgados viscerais (SCHAIBLE; SCHMIDT,
1988; SCHEMELZ et al., 1994).

Em danos teciduais e/ ou inflamag&o, ocorre a liberagdo de muitas
substancias quimicas tais como: bradicinina (BK), histamina, eicosandides,
substancia P (SP), serotonina (5-HT), adenosina trifosfato (ATP), ions de hidrogénio
(H"), éxido nitrico (NO) e peptideos opidides. Todas estas substancias participam na
modulacao da hiperalgesia associada com dano tecidual (BIRCH, 1997).

A amina vasoativa histamina € o mediador dos primeiros eventos da

inflamacdo aguda, responsavel pelo aumento da permeabilidade. A extensdo da



liberacdo de outros mediadores como prostaglandinas e NO € determinada pela
liberacdo primaria de histamina. A histamina exerce acao bioldgica pela ativacédo de
receptores H1 expressos, também, em neurdnios sensitivos. A ativacdo desses
receptores, no terminal periférico sensitivo permite 0 aumento do calcio intracelular,
acarretando na liberacdo de neuropeptideos, capazes de ativar 0s nociceptores e
promover a sintese de prostaglandinas (CLOUGH, 1999).

A serotonina € uma amina derivada do aminodcido triptofano, assim como a
histamina, a serotonina possui propriedades vasoativas. Esta presente apenas nos
mastocitos de certas espécies, como 0 rato e o camundongo. No homem, esta
localizada nas plaguetas e é ativada pelo PAF (COTRAN; KUMAR; ROBBINS,
1994).

Em receptores periféricos, a serotonina produz excitacdo e em receptores do
sistema nervoso central promove analgesia, embora ainda ndo se conheca detalhes
deste mecanismo, sabe-se que durante um processo inflamatério, a serotonina se
liga a receptores periféricos 5HT-3, causando a ativacéo dos nociceptores (BANOS;
NAVARRO, 1996).

Nos eventos inflamatérios a bradicinina é considerada um importante
mediador para a génese da dor, ele atua pela ligacdo em receptores podendo tanto
estimular diretamente 0s nociceptores ou desencadear 0S mecanismos
hiperalgésicos (FERREIRA; LOURENZENTTI; POOLE, 1993).

Um dos radicais livres mais evidenciados na pesquisa cientifica atual € o NO.
Ele atua em condic0es fisioldgicas e patoldgicas (MOILANEN ; VAPAATALO, 1995).
Em processos inflamatérios possui agdo vasodilatadora (COTRAN; KUMAR;
ROBBINS, 1994).

As prostaglandinas e leucotrienos sdo cadeias longas de gorduras acidas
soluveis em lipideos que ocorrem em todos os tecidos. S&o derivados do &cido
aracdonico e sintetizados, rapidamente, em resposta a uma variedade de estimulos.
Na inflamacdo, os neutrofilos e macrofagos sdo importantes fontes de origem
(PAIRET; ENGELHARDT, 1996).

Podemos dizer que a leséo tecidual ativa os nociceptores desencadeiam uma
reacao de defesa com a liberacdo de mediadores quimicos como prostaglandinas 1
(PG1) e prostaglandinas E, (PGE;). Estes mediadores quimicos, além das
alteracbes vasculares tipicas do processo inflamatério, reduzem o limiar de

excitabilidade e sensibilizam os nociceptores, dando origem a chamada hiperalgesia



priméria, facilitando assim a estimulagdo destes nociceptores aos estimulos lesivos
(BESSON, 1999; AZEVEDO et al., 2003).

O glutamato e a substancia P sdo os responsaveis pela mediacdo da
transmissao excitatoria a nivel medular. O glutamato gera potenciais pés-sinapticos
excitatorios rapidos, sendo responsavel pela ativacdo dos neurbnios pos-sinapticos
espinotalamico, funcionando como neurotransmissor, enquanto a substancia P
determina o aparecimento de potenciais pds-sinapticos lentos, de baixa intensidade
e de longa duracdo, funcionando como neuromoduladora de excitabilidade pés-
sinaptica (BROMM; LORENZ, 1998).

Além da estimulacdo das fibras sensitivas pelos mediadores quimicos, a
liberacdo de radicais livres, 0 edema e a alteracdo do pH local, proporcionados pela
inflamacédo, sao fatores de interferéncia na atividade das fibras nervosas (DRAY,
1995).

1.9 ARTRITE INDUZID A POR ZYMOSAN (ZY)

Zymosan (Zy) € um polissacarideo derivado da parede do fungo
Saccharomyces cerevisae, uma substancia indutora de fen6menos flogisticos
sistémicos, largamente empregada em estudos farmacoldgicos (KEYSTONE et al.,
1977; GADO; GLIGER, 1991).

O Zy tem a propriedade de induzir inflamacéo quando injetado na articulacéo
de ratos, com subaguda e persistente proliferacdo da sindvia e degradacdo da
cartilagem, reproduzindo a maioria dos achados da artrite reumatoide (KEYSTONE
etal.,1977; GADO; GLIGER,1991; GEGOUT; TERLAIN; NETTER, 1995).

Segundo Rocha et al. (1999) a inflamacao articular induzida por Zy no joelho
de ratos é caracterizada por acentuada migracao celular, liberacdo de mediadores
inflamatdrios, assim como por desenvolvimento de hiperalgesia. Como resultado da
artrite induzida por Zy ocorre alteracdo da marcha dos animais, que foi denominada
incapacitacdo articular (IA). ApO6s a inje¢cdo do Zy, os animais desenvolvem
progressiva IA gue se inicia ha segunda hora e € maxima entre a terceira e quarta
horas de inflamagédo. H4 ainda aumento da permeabilidade vascular levando a
formacdo de edema local e ainda acentuado influxo celular, que é maximo na sexta

hora, com predominio de polimorfonucleares.



1.10 DEXAMETASONA

Y

A dexametasona pertence a classe dos corticosterbides, como outros
horménios esterdides, que atuam controlando a velocidade de sintese de proteinas.
Seu principal efeito se refere a uma profunda alteracdo na resposta imune
linfocitaria, representada pela acdo antiinflamatéria e imunossupressora, podendo
prevenir ou suprimir processos inflamatérios de varias naturezas, inclusive
resultantes de radiacdes, mecanicos, quimicos e infecciosos (RANG; DALE;
RITTER, 2001).

Os corticosterdides inibem manifestacdes tanto iniciais quanto tardias da
inflamacéo, ou seja, ndo s6 o rubor, o calor, a dor e o edema iniciais, mas também
0s estagios posteriores de cicatrizacdo e reparo das feridas e reacdes proliferativas
observadas na inflamacé&o crénica (RANG; DALE; RITTER, 2001).

As acles sobre as células inflamatorias sédo: menor saida de neutrdfilos dos
vasos sanguineos e reducdo da atividade dos neutrdfilos e dos macrofagos;
diminuicdo da acéo das células T auxiliares e proliferacdo clonal reduzida de células
T; diminuicdo da acdo dos osteoblastos e maior atividade dos osteoclastos
(tendéncia ao desenvolvimento de osteoporose) (RANG; DALE; RITTER, 2001).

As acles sobre os mediadores das respostas inflamatérias e imunes sao:
diminuicdo na producdo de prostaglandinas; reducdo na sintese de citocinas;
reducdo na concentracdo de componentes do complemento, reducdo na producéo
de oxido nitrico induzido; menor liberacdo de histamina dos basdfilos; diminuicdo na
sintese de IgG (RANG; DALE; RITTER, 2001).

1.11 LASER

A palavra laser “Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation”, ou
seja, ampliacdo da luz por emissdo estimulada de radiacdo, a qual ndo é ionizante.
As caracteristicas que diferenciam a luz laser das outras fontes luminosas s&o
monocromaticidade, colimacdo, coeréncia espacial e temporal. A
monocromaticidade significa que a luz laser emitida apresenta apenas um Unico
comprimento de onda, o qual € definido pelo meio ativo e pela refletividade dos

espelhos do laser. A maioria dos laseres apresenta feixes colimados, isto €, com um



minimo angulo de divergéncia. A coeréncia é a sincronicidade das ondas de luz,
onde as ondas propagam-se com a mesma fase no espaco e no tempo (KITCHEN,;
PARTRIDE, 1991; BAXTER, 1997; TUNER; HODE, 2002).

A interacdo da luz laser com o tecido € determinada pelo comprimento de
onda da emissao laser e pelas caracteristicas Opticas do tecido alvo (DEDERICH,
1991 apud MISERENDNO; PICK, 1995). E também pela densidade de poténcia
(irradiancia); energia total entregue sobre a area da superficie irradiada (densidade
de energia ou fluéncia); duracdo da exposi¢cdo e o modo de entrega da energia para
o tecido alvo (isto €, continuo x pulsado; contato x nao contato) (KITCHEN;
PARTRIDGE, 1991; MISERENDINO; PICK, 1995; BAXTER, 1997; TUNER; HODE,
2002).

Por ser uma radiagdo Optica, o laser esta incluido no espectro
eletromagnético, tendo como intervalo espectral, mais usado na pratica clinica e
laboratorial, os comprimentos de onda de 630 a 1300 nm, incluindo a luz visivel e a
parte proxima do espectro infravermelho, chamado de “janela terapéutica” para
tecidos bioldgicos (BAXTER, 1997). O espectro eletromagnético pode ser observado

na figura 3.
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Figura 3 Espectro Eletromagnético
Fonte: http://educar.sc.usp.br/otica/espectro.qif

Os laseres situados na regido do vermelho e do infravermelho préximo do

espectro eletromagnético sdo utilizados na terapia de baixa poténcia, os quais
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emitem radiagdes com poténcia inferior a 1 W, sendo assim, n&o vao induzir efeitos
térmicos, nem ablacdo (BRUGNERA; PINHEIRO, 1998; GENOVESE, 2000).

O laser arseneto de galio (GaAs) é uma radiagcdo obtida através da
estimulacdo de um diodo semicondutor, formado por cristais de arseneto de galio,
também conhecido como laser semicondutor ou laser diodo.

Quando ocorre a passagem de corrente elétrica através deste diodo, séo
produzidas sucessivas combinacfes eletro-lacunas com emissdo de fétons. A
intensidade da corrente elétrica tem de ser suficiente para a estimulacdo do diodo
(BAXTER, 1997).

O comprimento da onda define a profundidade de penetracdo dos fétons no
tecido. As radiacbes emitidas na regido ultravioleta e infravermelha médio
apresentam alto coeficiente de absorcao pela pele, fazendo com que a radiacéo seja
absorvida na pele, enquanto que ra regiao infravermelha préximo (820 nm e 840
nm) constata-se baixo coeficiente de absor¢do implicando em maxima penetracdo
no tecido (KARU, 1987).

A primeira interacdo da luz com a pele acontece na superficie do estrato
corneo, onde cerca de 5 a 7% da radiacdo incidente € refletida. A aplicacdo em
contato perpendicular do aparelho laser com a superficie do tecido tegumentar
durante a irradiacdo irA aumentar a profundidade de penetracdo em razdo da
reducéo da reflexdo e dispersédo (BAXTER, 1997).

Dessa forma a absorcéo e a dispersao sao dependentes do tipo de tecido por
meio do qual a luz esta passando, assim como o comprimento da luz incidente
(BAXTER, 1997).

O laser fornece uma quantidade elevada de fétons que em parte séo
refletidos, dispersos e transmitidos ao atingir tecido biolégico e o restante é
absorvido em diferentes camadas da epiderme e da derme, de acordo com o0s
constituintes de cada camada. Para que a radiacdo laser produza um efeito
terapéutico no corpo humano, é necessario que ela seja absorvida para que ocorra a
interacdo com as estruturas moleculares e celulares (BRUGNERA; PINHEIRO,
1998; GENOVESE, 2000; LOW; REED, 2001; MAILLET, 1987; VECOSO, 1993).

O estudo da interacao entre luz laser e a matéria viva € bastante complexo; a
energia depositada nos tecidos sofre fendmenos de absorcéo, reflexdo, deflexdo e

transmissdo. A pele é extremamente heterogénea do ponto de vista éptico e a



medida que se distancia da superficie, menor é a energia absorvida (LOW; REED,
2001; TATARUNAS; MATERA; ZAIDAN, 1998) (Ver figura 4)
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Figura 4 Efeitos fisicos da interagdo laser-tecido bioldgico
Fonte: Reis (2003, p.34)

Assim que a luz é absorvida e dispersada pelos tecidos do corpo, ocorre uma
reducdo no efeito da radiacdo em relacdo a penetracdo atenuando a luz em
diferentes frequéncias e graus. Por isso, a penetracdo da luz nos tecidos €
determinada especialmente pelo comprimento de onda e pela poténcia, além dos
fendmenos de disperséo e absorgdo (BAXTER, 1997).

Elementos teciduais que apresentam alto coeficiente de absorcdo para um
comprimento de onda especifico ou espectro de energia sdo chamados de
cromoforos, por exemplo, hemoglobina, melanina, agua, 0s quais exercem uma
influéncia significativa sobre a interagéo laser-tecido (MISERENDINO; PICK, 1995;
BAXTER, 1997).

Segundo Baxter (1997), os aminoacidos e 0s acidos nucléicos tém alta
absorcdo na faixa intermediaria do espectro Vermelho-Visivel; ja os cromoforos
absorvem a luz na regido visivel do espectro.

O laser gera efeitos fotoquimicos, fotofisicos, fotobioldgicos, afetando nédo sé

a area de atuacao, mas também regides circundantes (TUNER; HODE, 2002).
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1.11.1 Efeitos diretos da radiacao

O principio béasico da laserterapia é a capacidade de alterar o comportamento
celular, na auséncia de aquecimento (SCHINDL et al.,2000).

As modificagbes ou efeitos que ocorrem na zona irradiada ou zona
circundante sdo chamados de efeitos primarios e compreendem efeitos bioquimicos
e bioelétricos. Esses efeitos desencadeiam outros efeitos indiretos sobre érgéos, ou
mesmo efeitos terapéuticos gerais.

Efeito bioquimico— A irradiacdo laser exerce um estimulo sobre as
mitocondrias celulares provocando um aumento na producdo de adenosina trifosfato
(ATP) no interior das células e consequentemente aceleracdo da mitose. Assim,
ocorrerd um aumento do consumo de oxigénio e ativacdo da respiracdo celular,
eliminando as atividades anaerdbicas ocorridas em um processo inflamatério
(KARU; PYATIBRAT; KALENDO, 1995; PASSARELA et al.,1984; WILDEN;
KARTHEIN, 1998).

Estudos mostram que as células absorvem os fotons e transforma sua
energia em ATP, a forma de energia utilizada pela célula. O ATP resultante € entado
utilizado para gerar processos metabdlicos, sintetizar DNA, RNA, proteinas, enzimas
e outros produtos necessarios para reparar ou regenerar os componentes celulares
e restaurar a homeostase (ENWEMEKA, 2007).

Lubart et al.(1992), sugerem que a mudanca no estado redox celular, o qual
desempenha papel fundamental na manutencéo das atividades celulares, levam aos
processos fotobiomoduladores. Segundo os autores, os croméforos (porfirinas
enddgenas, mitocondrias e citocromos membranosos, além de flavoproteinas), séo
fotossensibilizadores, e geram espécie de oxigénio reativo apos a irradiagdo podem
ter importante papel na ativacéo celular.

Karu (1999) sugere que a absorcao da luz realizada pelos componentes
(fotorreceptores) da cadeia respiratoria, tais como as flavinas e os citocromos,
resultando em uma aceleracdo da transferéncia de elétrons em partes da cadeia
respiratéria ocorrendo assim a producao de ATP.

Uma pequena quantidade de radicais livres ou formas de oxigénio reativo é
produzido como parte desse processo, e o fons célcio (Ca*?) e as enzimas da cadeia

respiratéria também desempenham importantes funcdes (Figura 5).



O incremento de ATP favorece o aporte energético para fun¢des importantes
como o transporte da membrana, sintese de proteinas e contracdo muscular
(PASSARELA et al., 1984).

Em decorréncia da energia absorvida, pode haver liberacdo de substancias,
como histamina, serotonina, bradicinina e prostaglandinas, relacionadas com a dor,
bem como pode modificar atividades celulares e enzimaticas, inibindo-as ou
estimulando-as (BASFORD, 1995; CAMPANA; MOYA, 1999).

Outro efeito € a acao fibrinolitica, que auxilia na reducdo do edema ja
instalado (RICCI, 2003).

Efeito bioelétrico— O principal efeito bioelétrico € a manutencao do potencial
de membrana celular, 0 que impede que os estimulos dolorosos se propagem a
centros nervosos, isso devido a eficiéncia da bomba de sddio e potdssio ocasionada
pela maior disponibilidade de ATP resultante do efeito bioquimico (RICCI, 2003).



M

LUZ LASER- ENERGIA FOTONICA

3 ¥ ¥

Espalhamento difuso da luz laser no tecido: da interferéncia e
:I O formagé&o de &tomos

Volumes da luz polarizada Pontos de luz laser de Area_s de elevada diferenca de
sdo formados parcialmente alta intensidade niveis de intensidade luminosa
aparecem
Resposta s Diferencas locais em intensidde
Absorcéo de luz Nos pontos de alta : :
L, ; ) - o © criam temperatura e gradientes
Primaria polarizada nas intensidade € maior a ge presséog
moléculas de probabilidade do efeito
citocromo = estimula a multi-foton ALTERACOES NA
criagé@o de oxigénio singleto * PERMEABILIDADE
ENERGIA QUIMICA VASCULAR
* Aumento do Mudancas nos2 @ .
METABOLISMO A
. gradientes de Cat<, K+ [ I o ‘
=4y N OXIDATIVO e Na* e protons ("J
% || =Producgdode ATP
=] I ao longo da membrana
L& mitocondrial
A
: z SINALIZACAO
¥ MELHORADA <

|8 {"“" '~ MtFatores de Crescimento

\\_ At / #Liberacéo citocina o
-. = comunicag&o celular Aumento da atividade do
N 4 receptor na mebrana

Aciona Respostas celula

. ~ |
Ativagéo de / munes

Reforcada a sintese de

Macroéfagos endorfina
Diminuicado da
Respo§t§l Aunjento da i ] Bradicinina
Secundarial sintese #NUmero de células
pré-colageno Mastécitos *
Aumento de % Atividade da
Serotonina fibra- C
no sangue ttPotencial de
acado dacélula
nervosa
4 Cicatrizacéo de
Feridas
ACELERACAO |
| DO PROCESSO INFLAMATORIO
|

ALIVIO DA DOR

Figura 5 - Os mecanismos primarios dizem respeito a interacdo entre os fétons e moléculas em
tecido, enquanto que os mecanismos secundarios referem-se ao efeito das alteragBes quimicas
induzidas pelos efeitos primarios. A estimulagédo da producédo de ATP celular tem sido apontada como
um dos efeitos mais importantes da terapia a laser. Os mecanismos secundarios incluem efeito sobre
a dor, efeito sobre a circulagdo sanguinea, efeito sobre mecanismos estimuladores e reguladores e
os efeitos sobre o sistema imunitério. Adaptado e modificado a partir do texto original de Tuner e
Hode (2002).
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1.12 LED

O LED (Light Emitting Diode) € um diodo emissor de luz, que quando
energizado emite luz ndo coerente. E uma luz que permite a sua utilizacdo sem que
haja a necessidade de filtros Opticos coletores. Sdo dispositivos semicondutores,
apresentam grande eficiéncia de conversdao de energia elétrica em Optica,
dissipando pouca poténcia. Tem como caracteristica principal, conduzir a corrente
elétrica em um Unico sentido, apresentando duas regides distintas, sendo a primeira
receptora de elétrons denominada por “p” é a segunda doadora de elétrons,
denominada “n” (MEDEIROS, 2001). Quando polarizados adequadamente esses
dispositivos semicondutores emitem luz na faixa visivel ou invisivel, dependendo de
seus componentes (ZANIN et al., 2005).

O processo de emissdo de luz pela aplicacdo de uma fonte elétrica é
denominado “eletroluminescéncia”. A luz emitida se d& devido ao diodo (juncéo de
P-N) energizado (REBELLO, 2005).

Segundo alguns autores, a terapia com LED em baixa poténcia pode gerar
efeitos semelhantes aos obtidos com a TLBP (Terapia a Laser de Baixa Poténcia). O
aumento da atividade celular, tanto em divisdo como em sintese, tém sido
relacionados ao comprimento de onda e com a dose, e ndo especificamente a fonte
de luz. O processo de absorcdo Iluminosa por um cromoforo tecidual esta
relacionado ao comprimento de onda do féton. Este deve possuir uma energia
suficiente para produzir reacdes moleculares. Quando ocorre a absorcédo de fotons
por um cromoforo, um estado molecular eletronicamente excitado se estabelece,
resultando em aumento ou reducdo de atividade celular. A fotobiomodulacdo tem
como caracteristica a possibilidade de aplicacdo em véarios métodos terapéuticos
empregando diferentes fontes emissoras de luz (KARU; PYATIBRAT; RYABYKH,
2003).

Atualmente os LEDs estdo sendo investigados na area biolégica como uma
alternativa para as terapias que utilizam laser de baixa poténcia (LBP), tendo em
vista 0 seu baixo custo, praticidade e baixo consumo de energia (KARU, 2006;
ANDRADE et al.,2001).

Em estudos recentes, alguns autores como Pontinen (2000) concluem que a
coeréncia da luz nao é responsavel pelos efeitos da TLBP, ja que esta propriedade

se perde nas primeiras camadas do tecido bioldgico. Discordando, o estudo de



Boulton e Marshall (1986) atribuiram os efeitos acima mencionados a coeréncia do
laser o que o diferencia do LED.

Ainda que varios estudos atestem o efeito benéfico da terapia com LED,
nenhum estudo sobre OA de joelho, tratada com LED, foi publicado até o momento.
O desenvolvimento desta terapia poderia contribuir nos sistemas de saude publicos
e particulares, otimizando o processo de reabilitacdo de pacientes através de uma

terapia de baixo custo.



2 OBJETIVO

Estudar os efeitos dos laseres de baixa poténcia 685 nm, 830 nm e LED 639
nm na artrite de joelho, induzida por zymosan, no que se refere:
- aincapacitacéo articular;
- ao aumento da permeabilidade vascular;
- aformacéo de edema e

- ao recrutamento leucocitario.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados 120 ratos machos da linhagem Wistar, com
aproximadamente 200 — 250 g, provenientes do Biotério da ANILAB (Animais de
Laboratorio) — Paulinia, Sdo Paulo. Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas
com trés a quatro ratos por cada, abastecidas com ra¢do Purina® e agua ad libitum,
em um ciclo claro-escuro 12-12 horas (ciclo claro das 6:00 AM as 6:00 PM) em uma
temperatura ambiente controlada (26°C).

O protocolo de experimentacdo foi aprovado pelo Comité de Etica para
utilizacdo de Animais do Instituto, n® A027/2006/CEP, de acordo com 0s principios
éticos de experimentagcdo animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacao
Animal (COBEA).

3.2 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

Os ratos foram divididos em 5 grupos com 6 animais para cada grupo:
Grupo 01- Zymosan
Grupo 02- Zymosan + Laser 685 nm
Grupo 03- Zymosan + Laser 830 nm
Grupo 04- Zymosan + LED 639 nm
Grupo 05- Zymosan + Dexametasona

Grupo 06 — Salina

Estes grupos foram divididos em 4 subgrupos experimentais:
A. Incapacitacao articular;

B. Alteracdes da permeabilidade vascular;

C. Formacao de edema e

D. Recrutamento leucocitario.



3.3 INDUCAO DA ARTRITE POR ZYMOSAN

Os animais foram submetidos a anestesia com Ketamina (80 mg/Kg)
associada a Xilazina (5 mg/Kg) por via intraperitoneal. Apds tricotomia a reacao
inflamatdria foi induzida por uma injecao intra-articular de Zy de 1 mg em 50 ni de
solucdo salina estéril a 0,9% no joelho direito dos ratos. (ROCHA et al., 1999).
Apenas o subgrupo D recebeu no grupo 06, 50niL de salina estéril a 0,9% no joelho

esquerdo dos ratos devido a presenca de macréfagos residentes na sindvia.

3.4 DEXAMETASONA

A dexametasona foi utilizada como principal droga antiinflamatdria,
administrada na dose de 4 mg/kg (OSLON et al., 1985; ROGERS ; JEFFREY, 1986),

via i.p., uma hora antes de induzir a reacdo inflamatéria no grupo 05.

3.5 IRRADIACAO DO LASER

O tratamento foi realizado com a utilizagdo do LBP (Laser de Baixa Poténcia)
semicondutor (DMC Theralaser, Sdo Carlos, SP Brasil), comprimento de onda 685
nm (vermelho), 830 nm {nfra vermelho) e LED (SANSEN Tecnologia, SP Brasil),
comprimento de onda 639 nm (vermelho).

O aparelho de laser e LED foram cedidos gentilmente pelo professor Dr.
Carlos José de Lima do laboratério de Instrumentacdo Optobiomédica do Instituto de
Pesquisa da Univap.

A irradiacdo foi realizada imediatamente, primeira e segunda hora ap6s a
inducéo da artrite por Zy (ALBERTINI et al., 2002).

Os grupos de animais foram posicionados em uma mesa em decubito dorsal
e 0 joelho imobilizado manualmente onde os laseres e o LED foram aplicados
perpendicularmente (90°) na pele tricotomizada do joelho. Sendo os laseres
aplicados a uma distancia de 15 mm e o LED de 7 mm do joelho dos ratos. O grupo
controle recebeu injecdo de Zy e o mesmo procedimento experimental, porém com o

aparelho de laser desligado.
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Tabela 1 — Protocolo de irradiagéo laser diodo

PARAMETROS VALORES
Densidade de Energia (DE) 2,5 Jlcm?
Poténcia 20 mW
Tempo 100 s
Area Irradiada 0,8 cm?

Tabela 2 — Protocolo de irradiacdo LED

PARAMETROS VALORES
Densidade de Energia (DE) 2,5 J/lcm?
Poténcia 20 mwW
Tempo 100 s
Area Irradiada 0,8 cm?

3.6 PROTOCOLO DE EUTANASIA

Os animais foram anestesiados com 10 mg/kg de Xilazina (Virbaxyl 2%
injetavel; 0,1 mg/kg i.p.) + 100 mg/kg de Ketamina (Dopalen injetavel; 1 ml/Kg i.p.).
(FLECKNELL, 2000).

3.7 REGISTRO DE INCAPACITACAO ARTICULAR

3.7.1 Descricao do sistema

O modelo de incapacitacéo articular foi adaptado por Rocha et al., (2002). O
sistema consiste de um cilindro metélico giratério de 30 cm x 50 cm (didmetro x
largura), que gira a uma velocidade de 3 rpm. O cilindro é dividido em trés pistas e
ligado a um fio terra (Figura 6). Os animais sao calgados com sapatilhas metalicas,
gue sao colocadas nas patas posteriores, permitindo-se um periodo de 30 minutos

de deambulacgéo para que os animais se habituem. A seguir, conecta-se a sapatilha



direita a porta de entrada de dados de um microcomputador, mantendo-se a
sapatilha esquerda para o equilibrio do animal. O tempo em que o animal deambula
sem tocar a superficie do cilindro € tomado como o Tempo de Suspensado da Pata
(TSP), que é registrado no microcomputador, durante um periodo de 60 segundos,
por um programa de aquisicdo de dados que foi desenvolvido no laboratério de
Farmacologia da Universidade Federal do Ceard. Dessa forma, um aumento no
TSP, em relacdo ao registro basal, € tomado como refletindo incapacidade do animal
para deambular normalmente (incapacitacdo articular), o que refletiria dor
inflamatéria articular.

te 11
AR,
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Figura 6 - Fotografia do sistema de registro da incapacitacdo articular. Os
animais (A) sdo postos a deambular, isoladamente, sobre o cilindro giratério (B)
conectado a um microcomputador (C), que registra 0 Tempo de Suspensdo da
Pata para cada animal.

Fonte: Nubia Cristina Rodrigues de Morais

Neste experimento o tempo de suspenséo da pata (TSP) foi avaliado 0, 22, 32,
43 e 52 horas apoés a inducéo da IA, durante um periodo de 60 segundos em cada
hora.
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3.8 DETERMINACAO DAS ALTERACOES DA PERMEABILIDADE VASCULAR (PV)

As alteracbes da P.V. na cavidade articular foram avaliadas pela
determinacgéo do extravasamento do corante azul de Evans (AE) do joelho dos ratos,
3 horas ap6s a injecdo i.a. de zy conforme Rocha et al. (1999), como descrito no
item 3.3. ApGs 2 h e 40 min da inducado da inflamacdo os animais receberam injecao
intravenosa caudal do corante AE (25 mg/kg). Apos 3 horas da injecdo de zymosan,
os animais foram sacrificados por exposi¢do a concentracdes toxicas de anestésicos
e ensanguinados. A cavidade articular foi osteotomizada entre a por¢cao distal do
fémur e a tuberosidade da tibia e imersa em 2 ml de formamida (5%) durante 24 h. A
concentracdo de AE no sobrenadante foi determinada em leitor de ELISA
(Labsystems Multiscan) a 620 nm. Os resultados foram expressos como ng AE/mL e

a concentracdo de AE foi estimada a partir de uma curva padréo de AE.

3.9 AVALIACAO DO EDEMA LOCAL

Grupos de animais foram sacrificados ap6s 3 horas da indugéo da inflamacgéo
(conforme item 3.3), sob anestesia, quando o edema nesse modelo € maximo,
conforme descrito por Rocha et al. (1996). Em seguida, procedeu-se a remocéao
cirurgica da sindvia, cujo peso umido foi registrado. O material foi incubado em
estufa a 80° C por 24 horas, sendo entédo obtido o peso seco. A diferenca entre peso
umido e peso seco desse material, medida em miligramas (ng), foi tomada como

refletindo edema articular.

3.10 COLETA E CONTAGEM DE LEUCOCITOS

Os leucdcitos recrutados para a cavidade articular, foram quantificados apés a

inducado da reacdo inflamatoria, como descrito no item 3.3. ApGs 6 horas da injecéo



do Zy ou salina, os animais foram sacrificados sob anestesia e exsanguinados. Foi
realizada a dissecacao dos joelhos com a retirada do ligamento patelo-tibial para a
exposicdo da superficie externa da membrana sinovial.O lavado articular foi coletado
da cavidade da articulacdo do joelho apos duas injecOes totalizando 400 ni de
tampéo fosfato- salina, pH 7,2 (PBS), contendo 5 Ul/mL de heparina. A seguir, 0
lavado articular foi centrifugado a 800 rpm por 6 minutos. Depois disso, o precipitado
celular foi ressuspenso em PBS para determinacdo das células totais em
hemocitometro de Neubauer, em microscopio de luz, apds diluicdo em liquido de
Turk. A contagem diferencial de leucécitos foi realizada em laminas feitas em
citocentrifuga e coradas com Instant-Prov. Foram contadas pelo menos 100 células,
classificadas como polimorfonucleares ou mononucleares, com base em critérios de

morfologia convencional.

3.11 SOLUCOES UTILIZADAS

3.11.1 Tampao Fosfato-Salina (PBS)
Solucéo estoque de Salina

NacCl 81,829

Agua destilada g.s.p. 1000 mL
Solucao Salina (0,9 %)

Solucao estoque de Salina 100 mL

Agua destilada 900 mL

Solucao estoque de Fosfato

NaH.PO4H>0O 3,58 g
Na,HPO412H,0 26,59
Agua destilada q.s.p. 1000 mL

Solucao Fosfato-Salina
Solucédo estoque de Fosfato 100 mL
Solugéo estoque de Salina 100 mL
Agua destilada 800 mL
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3.11.2 Solugao de Turk
Acido acético glacial

Violeta genciana 1%

Agua destilada
3.11.3 Solugéo de Azul de Evans

Azul de Evans

Agua destilada

3.12 ANALISE ESTATISTICA

1mL
1mL
g.S.p.100 mL

250
g.s.p. 100 mL

A avaliacdo estatistica dos dados foi feita através da Andlise de Variancia

(ANOVA) para meédias independentes. Quando a Analise de Variancia mostrou

significancia, aplicou-se o teste de contraste entre médias de Tukey nas

comparacdes multiplas. Em todos os calculos foi fixado o nivel critico menor que

0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 EFEITO DA APLICACAO DOS LASERES 685 NM, 830 NM E LED 639 NM
SOBRE A INCAPACIDADE ARTICULAR NA ARTRITE EXPERIMENTAL INDUZIDA
POR ZY EM RATOS

A injecdo de Zy 1 (mg) no joelho direito de ratos produz incapacitagao
articular tempo dependente (Figura 7A).

O zymosan causa incapacitacdo articular com pico na 42 hora apés a inducao
da artrite, com o Tempo de Suspensédo da Pata (TSP) de 43,8 segundos (s) em
comparacao ao grupo tratado com dexametasona 1 hora antes da inducao da artrite
cujo TSP foi de 9,3 s (Figura 7B).

Com a aplicacéo do laser 685 nm na dose de 2,5J/cm? imediatamente, 12 e 22
hora apds induzida a inflamacéo do joelho dos ratos, o TSP foi de 18s, inibindo de
forma significante (p< 0,05) a incapacitacédo articular, sendo 59% mais eficaz em
relacdo ao grupo nao tratado. Enquanto o laser 830 nm, na mesma dosagem,
apresentou um TSP de mesma porcentagem de diminui¢do. Dessa forma, a eficacia
dos laseres foi a mesma (Figura 7B).

Com a aplicacdo do LED 639 nm na dose de 2,5J/cm? imediatamente, 12 e 22
hora apos induzida a inflamagé&o do joelho dos ratos, o TSP foi de 26,3 s, porém nao
significativo (p> 0,05) (Figura 7B).

A administracdo da dexametasona na dose de 4 mg/kg, via ip, na 12 hora
antes de induzir a reacao inflamatoria, inibiu de forma significante (p< 0,05) a
incapacitacao articular (TSP= 9,3s) medida na 42 hora, de artrite, sendo 79% mais
eficaz em relagdo ao grupo ndo tratado (p< 0,05). A dexametasona foi

aproximadamente 20% mais eficaz que os laseres 685 nm e 830 nm (Figura 7B).
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Figura 7 Efeito do laser 685 nm, 830 nm, LED 639 nm e dexametasona na incapacidade
articular na artrite experimental induzida por Zy em ratos. A incapacitacdo articular foi avaliada 0,
2,3,4e5h (A) e4 h(B) apbs a injecdo de Zy. Os dados representam a média + E.P.M. de 5
animais/grupo. *p<0.05 comparado com o grupo Zy. A dexametasona foi utilizada como controle
antiinflamatorio.



4.2 EFEITO DA APLICACAO DOS LASERES 685 NM, 830 NM E LED 639 NM
SOBRE O AUMENTO DA P.V. NA ARTRITE EXPERIMENTAL INDUZIDA POR ZY.

O tratamento com laser 685 nm na dose de 2,5 J/cm? imediatamente, 12 e 22
hora apoés induzida a inflamacdo do joelho dos ratos, reduziu significativamente (p<
0,05) o aumento da P.V., tendo 18 % de diminuicdo em relacdo ao grupo nao
tratado. Enquanto o laser 830 nm na mesma dosagem apresentou uma reducédo do
aumento da P.V. em 20 % comparado ao grupo nao tratado, ndo havendo diferenca
significativa entre os dois laseres utilizados (Figura 8).

A aplicacdo do LED 639 nm na mesma dose e tempo de aplicacdo que 0s
laseres apresentaram 15 % na reducdo da P.V. comparado ao grupo nao tratado, no
entanto esse valor ndo é significativo (p > 0,05) na formacéo da P.V. causada por Zy
(Figura 8).

A administracdo da dexametasona na dose de 4 mg/kg, via i.p., na primeira
hora antes de induzir a reacao inflamatoria, inibiu de forma significante (p< 0,05) o
aumento da P.V., medida na 32 hora apos a inducao da artrite, em 25% em relacao

ao grupo nao tratado (Figura 8).
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Figura 8 Efeito do laser 685 nm, 830 nm, LED 639 nm e dexametasona na redu¢cdo do aumento
de P.V. causado por Zy. O aumento da P.V. foi avaliado 3 h apés a injecdo de Zy. Os dados
representam a média + E.P.M. de 6 animais/grupo. *p<0.05 comparado com o grupo Zy. A
dexametasona foi utilizada como controle antiinflamatério.



4.3 EFEITO DA APLICACAO DOS LASERES 685 NM, 830 NM E LED 639 NM
SOBRE O AUMENTO DE EDEMA NA ARTRITE EXPERIMENTAL INDUZIDA POR
ZY.

O tratamento com laser 685 nm na dose de 2,5 J/cm? imediatamente, 12 e 22
hora apoés induzida a inflamacg&o no joelho dos ratos, reduziu significativamente (p<
0,05) o edema, em 27 % comparado ao grupo néo tratado. Enquanto o laser 830 nm
na mesma dosagem também apresentou uma reducdo do edema em 26%
comparado ao grupo Zy. Dessa forma, a eficacia dos laseres na reducdo do edema
induzido pelo Zy foi a mesma (Figura 9).

A aplicacdo do LED 639 nm na dose de 2,5 J/cm? imediatamente, 12 e 22
horas apds induzida a inflamacéo no joelho dos ratos, apresentou 9 % de diminui¢ao
do edema comparada ao grupo nao tratado, porém sem diferenca estatistica (p>
0,05) (Figura 9).

A administracdo da dexametasona na dose 4 mg/kg, via i.p., ha primeira hora
antes de induzir a reacdo inflamatoria, inibiu 0 edema de forma significativa (p<
0,05), medido na 32 hora da inducdo da artrite. A dexametasona apresentou uma
reducdo de 52% quando comparado ao grupo Zy. A dexametasona foi 25% mais

eficaz na reducéo do edema que os laseres 685 nm e 830 nm (Figura 9).
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Figura 9 Efeito do laser 685 nm, 830 nm, LED 639 nm e dexametasona na reduc¢édo do edema
causado por Zy. O edema foi avaliado 3 h apés a injecdo de Zy. Os dados representam a média +
E.P.M. de 6 animais/grupo. *p<0.05 comparado com o grupo Zy. A dexametasona foi utilizada como
controle antiinflamatério.



4.4 EFEITO DA APLICACAO DOS LASERES 685 NM, 830 NM E LED 639 NM
SOBRE O INFLUXO DE LEUCOCITOS NA ARTRITE EXPERIMENTAL INDUZIDA
POR 2Y

O infiltrado leucocitario na cavidade articular foi avaliado no tempo de 6 h
apos a injecdo de 1 mg/kg de Zy. O tratamento com os laseres na dose de 2,5 J/cm?
imediatamente, 12 e 2 2 hora apoés induzida a OA inibiu, de forma significante (p<
0,05) o influxo de leucécitos medido na 62 hora de artrite, sendo o influxo causado
pelo zymosan de 2156 + 504 x 10°/mL e os laseres de 685 nm de 451 + 131 x
10%mL, e 0 830 nm de 900,6 + 236 x 10°/ml nas mesmas dosagens (Figura 10A),
sendo 79% e 58 % menor em relacdo ao grupo nao-tratado, respectivamente.

A aplicacdo do LED 639 nm na mesma dose usada para os laseres inibiu
significativamente (p< 0,05), o influxo de leucécitos sendo de 615 + 116 x 10%/mL na
artrite induzida por Zy (Figura 10A) sendo 71% menor em relagdo ao grupo nao
tratado.

A administracdo da dexametasona na dose de 4 mg/kg, via i.p., ha primeira
hora antes de induzir a reacao inflamatéria, inibiu de forma significante (p< 0,05) o
influxo de leucécitos, medido na 62 hora de artrite, sendo de 513 + 80 x 10%mL,
(Figura 10), sendo 76% menor em relagéo ao grupo nao tratado.

Quanto a contagem diferencial de leucocitos observouse uma diminuicao
significante (p<0,05) de células polimorfonucleares com o tratamento dos laseres
685 nm e 830 nm na dose de 2,5J/cm?, imediatamente, primeira e segunda hora
ap6s induzida a OA, sendo de 564 + 245 x 10%mL (61% comparado ao grupo
zymosan) e 633 + 165 x 10%mL (56% comparado ao grupo zymosan),
respectivamente, enquanto o grupo zymosan apresentou 1.457 + 347 X 10%/mL.
Houve uma diminuicdo das células mononucleares de 178 + 73 x 10°/mL (70% que o
grupo zymosan) e 264 + 84 x 10°/mL (55% que o grupo zymosan) comparado ao
grupo zymosan 598 + 150 x 10°/mL (Figura 10).

A aplicacdo do LED 639 nm na mesma dose usada para os laseres, inibiu
significativamente (p<0,05), as células PMN (337,9 + 80 x 10°/mL) e as células MN
(263,7 + 44 x 10°%mL) na artrite induzida por Zy (Figura 10), sendo 77% e 56%

menores gque o0 grupo zymosan.
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A administracdo da dexametasona na dose de 4 mg/ Kg, via i.p., na primeira
hora antes de induzir a reacéo inflamatoria, inibiu de forma significante (p<0,05), o
influxo de células e PMN (412 + 115 x 10%mL), MN (126,6 * 24 x 10°/mL) sendo

71% e 79% menores o influxo de células em relagdo ao grupo zymosan.
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Figura 10 Efeito do laser 685 nm, 830 nm, LED 639 nm e dexametasona na reduc¢édo do Influxo
de leucécitos para a cavidade articular de ratos induzido pela injecdo de Zy. Os animais
receberam injecdo i.p. de 1 mg/kg de Zy. A dexametasona foi utilizada como controle
antiinflamatoério. A: leucécitos totais, B: polimorfonucleares (PMN) e C: mononucleares (MN). Os
resultados estdo expressos como média + E.P.M. de 6 animais. #p < 0,05 em relacao a salina e *p<
0,05 em relagéo ao grupo Zy (ANOVA)
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5 DISCUSSAO

A OA de joelho é uma doenca inflamatoria articular muito comum e
recentemente foi associada com significante incapacidade fisica (TASCIOGLU et al.,
2004). Os pacientes com OA que tipicamente tém dor pioram com aumento de peso
e atividade fisica. As causas da OA ndo foram totalmente elucidadas, embora for¢as
biomecanicas que afetam a cartilagem articular e osso subcondral, alteracbes
bioguimicas na cartilagem articular e membrana sinovial, e fatores genéticos
parecem ser de grande importdncia (HOLDERBAUM et al.,, 1999). O o0sso
subcondral, periésteo, sindvia, ligamentos e a capsula articular contém todas as
terminacbes nervosas que podem ser fontes de estimulos nociceptivos
(HEPPELMANN,1997; MACH et al., 2002). Além da sensibilizacdo da dor periférica,
a sensibilizacao da dor central pode ocorrer na OA (SCHAIBLE et al., 2002). Embora
drogas anti-inflamatérias (NSAIDs) sejam freqientemente usadas para tratar a dor e
fraqueza associada com OA de joelho, a alta incidéncia de sérios efeitos colaterais
gastrointestinais com NSAIDs podem limitar seu uso (TASCIOGLU et al., 2004). A
terapia a laser foi introduzida como uma alternativa de tratamento néo invasivo para
OA cerca de 20 anos atrds, mas a sua eficacia ainda é controversa. Ademais, 0s
mecanismos envolvidos no efeito antiinflamatério induzido pela terapia laser néo
estéo estabelecidos.

Neste trabalho, investigamos o0 uso da terapia a laser utilizando dois
comprimentos de onda e o LED de baixa poténcia para o tratamento da artrite
induzida por Zy, em ratos, enfocando aspectos da fase aguda.

A terapia a laser de baixa poténcia (TLBP) tem sido usada para controlar a
dor em diferentes condicdes musculoesqueléticas. Entretanto, poucos estudos
clinicos controlados de aplicacdo do LBP tém sido relatados (TASCIOGLU et al.,
2004).

Utilizamos o teste de incapacitacao articular (ROCHA et al.,, 1999) para o
estudo do tratamento com laser e LED da hiperalgesia que ocorre na artrite induzida
por Zy, nossos resultados demonstraram significativa melhora funcional e reducao
da dor inflamatéria apés aplicacdo da terapia a laser, para ambos os grupos de

laseres, mas ndo no grupo tratado com LED na mesma dosagem do laser.
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O exato mecanismo de reducdo da dor pela terapia a laser ndo esti
completamente elucidado. Alguns estudos tém sugerido que a irradiacdo laser
poderia produzir analgesia agindo nos canais de K (JAMES et al., 2001), outro
estudo mostrou que a irradiacdo laser ndo induz um efeito fotofisico, agindo
diretamente sobre as mitocéndrias sem qualquer efeito sobre o mecanismo celular
(KARU, 1988). Além disso, estudos tém sugerido que a inibicdo da atividade
neuronal poderia ser responsavel pelo efeito terapéutico e que a rradiacéo laser
inibe de forma seletiva sinais nociceptivos dos nervos periféricos (TASCIOGLU et
al.,, 2004). Também Honmura et al. (1993), sugeriram que os efeitos anti-
inflamatorios, em inflamacgéo aguda de patas de ratos induzida por carragenina, dos
laseres (Ga-Al-As 780 nm, 10 mW, 31,8 J/cm?, 30s cada ponto irradiado durante 3
minutos) sejam induzidos pelo menos parcialmente por certos mecanismos que néo
envolvam a secrecdo de opibdides endogenos. Adicionalmente. Ferreira et al. (2005),
utilizando um modelo de hiperalgesia induzida por carragenina demonstrou que o
efeito analgésico causado pelo laser (HeNe 632,8 nm, 2,5 J/cm? n&o envolve um
receptor opidide periférico, mas envolve tardiamente eventos de liberacdo de PGE>
durante a inflamacéo aguda. A PGE, é um mediador chave da dor em OA (JARVIS
et al., 1990). Devido a importancia das prostaglandinas no processo inflamatorio, a
interferéncia em sua sintese determina sensivel reducdo nas alteracbes
proporcionadas pela inflamacéo, inclusive a dor (BAKLE; BOTTING, 1996; VANE,
1971). A inibicdo da sintese de prostaglandinas € o mecanismo de acdo de muitos
anti-inflamatérios ndo hormonais existentes (VANE, 1971). E possivel que em nosso
modelo, o efeito analgésico de ambos os laseres seja devido a inibicdo da liberacéo
de PGE,. Neste sentido, foi mostrado, em modelo experimental de artrite induzida
com hidroxiapatita e tratado com laser He-Ne (densidade de energia 8J/cm? nas 24,
48 e 72 horas ap6s a inducéo da artrite) que houve uma reducédo significativa dos
niveis de PGE; em tecidos sinoviais de ratos (CAMPANA, 1998).

A inflamacéo causada pela administracdo de Zy em articulacdes, além de
provocar incapacitacao articular também causa a formacédo de edema e influxo de
células (ROCHA et al.,1999). O aumento de P.V. é a primeira alteracdo que ocorre
na microvasculatura durante a inflamacao, levando ao extravasamento de fluido rico
em proteinas para o intersticio, e a formacgao de edema. Estes eventos séo iniciados
e mantidos através da liberacdo sequencial de mediadores inflamatérios, originados

no plasma ou em células.



Neste trabalho a densidade de energia e o tempo de aplicacdo do laser
adotados foram baseados nos estudos de Albertini et al.(2002), sendo os melhores
parametros para inibicdo de edema de pata induzido por carragenina. A radiacéo do
LBP foi aplicada na primeira, na segunda e na terceira hora apés a inducdo da
inflamacé&o segundo Albertini et al.(2002).

Os dados do presente estudo demonstraram que a inje¢cdo de Zy(1 mg), no
joelho de animais, causou aumento de P.V. e edema, corroborando dados da
literatura (ROCHA et al., 2003). O tratamento com LBP foi eficaz na reducdo do
aumento da P.V. diminuindo em 18% e reduziu a formacdo de edema em 26%, para
os dois laseres. De forma similar, a redugéo do efeito edematogénico, induzido por
carragenina, em tecido de pata de ratos avaliada apds TLBP, foi relatada por outros
autores (VANE, 1993; ALBERTINI et al., 2007). No entanto, o LED na mesma
dosagem do tratamento que utilizamos para o laser ndo teve qualquer efeito na dor,
reducdo da P.V. ou edema, na artrite induzida por Zy, em ratos.

A literatura mostra que a TLBP age reduzindo os niveis PGE e inibindo a
expressao da ciclooxigenase-2 (HONMURA et al., 1993; SHIMIZU et al., 1995). No
processo inflamatério, a prostaglandina 2 (PGE2) € um potente dilatador de masculo
liso vascular resultando vasodilatacdo e eritema. A vasodilatacdo aumenta o fluxo
sanguineo no tecido inflamado e age como a bradicinina e histamina, que aumentam
a P.V., ocasionam extravasamento de fluido. Ou seja, PGE2 age em sinergismo com
outros mediadores para produzir edema, dor, etc. ndo produzindo dor diretamente, a
gual € mediada pela producéo de 6xido nitrico (NO) e de prostaglandinas (PG),
pelas células endoteliais vasculares. (WILLIAMS; HIGGS, 1988; WILLIAMS;
MORLEY,1973; WILLOUGHBY, 1968; MONCADA;VANE, 1979).

No nosso modelo experimental, a inibicdo da PGE; pelo laser poderia ser um
importante mecanismo através do qual o laser reduz o aumento da P.V.e formacao
de edema, uma hipétese que precisa ser abordada em estudos futuros.

Laseres diferentes podem ter eficAcia em diagndsticos e parametros
diferentes tais como comprimento de onda, duracdo do tratamento, densidade de
energia, numero de tratamentos, area irradiada, modo continuo ou pulsado podem
ser importantes (PARK et al., 2006). Na avaliacdo de uma terapia, muitas vezes é
dificil determinar a dosagem ideal e 0 esquema de tratamento. Para a terapia a
laser, a dosagem efetiva minima na maioria dos casos € desconhecida. Outra

guestao importante seria 0 comprimento de onda 6timo (BECKERMAN et al.,1992).



Ha pouca evidéncia na literatura dando pistas para a dosagem ideal da energia laser
no que diz respeito a intensidade, frequéncia, comprimento de onda e pico de pulso
para as diversas condi¢cbes patoldgicas (VASSELJEN et al.,, 1992). Em nosso
estudo, os dois tratamentos com laseres de comprimentos de onda: 685 nm e 830
nm foram eficazes na reducdo do aumento da P.V., formacdo de edema e
incapacitacdo articular, quando a dose foi de 2,5J/cm?. Embora, ndo encontramos
diferenca estatistica significativa entre o LED e o grupo que recebeu apenas Zy, ndo
podemos excluir a possibilidade de eficacia do LED utilizando-se outros parametros.

Outro evento importante da resposta inflamatéria é a migracdo de leucocitos
para o foco inflamatorio. Leucdcitos circulantes — neutroéfilos, linfécitos, monécitos e
eosinofilos — migram, seletivamente e em numero significativo, para o tecido
inflamado (ALBELDA et al, 1994). Nos estagios iniciais de uma resposta
inflamatdria aguda, ha acumulo predominantemente de neutrdéfilos (ISSEKUTZ et al.,
1980). Estas células representam a primeira linha de defesa do organismo e
apresentam uma alta capacidade fagocitaria e microbicida para a eliminacdo e/ou
neutralizacdo do agente agressor. Os leucécitos mononucleares sao observados na
fase mais tardia dessa resposta e em processos cronicos (ISSEKUTZ et al., 1981). A
infiltracdo de leucécitos polimorfonucleares (neutréfilos) em tecidos inflamados € um
sinal da reacdo inflamatéria aguda e também reflete uma resposta imunoldgica
primaria a invasao de patdogenos (BEZERRA et al., 2007).

Os efeitos da TLBP e LED de baixa poténcia foram avaliados quanto a
migracdo celular para a articulacdo do joelho do rato. Vale ressaltar que, a maioria
dos estudos avalia o influxo celular na sinévia, ao passo que nos o fizemos no
lavado articular. Ademais, as células presentes na sinOvia da artrite por ZY sao
predominantemente linfomononucleares, enquanto que o0s polimorfonucleares
predominam no lavado articular (ROCHA et al., 2003).

Para verificar se o laser e o LED eram capazes de reduzir a migracao de
leucdcitos para a cavidade articular, avaliamos esse efeito no tempo de 6 h apds a
injecdo de Zy, periodo em que ocorre o pico de influxo de neutréfilos para a
cavidade articular (ROCHA et al, 2003). Nossos resultados demonstraram
claramente que a radiacéo laser e LED na mesma dosagem diminuem a migracao
de leucdcitos na sexta hora de inflamacgéo, quando aplicados imediatamente, 12 e 22

hora apos a inducdo da OA em joelho de ratos.



O fato de o LED ter apresentado melhora significativa na migracéo de
neutrofilos e ndo na incapacitacao articular ou edema, pode ser devido ao fato de
gue o influxo celular na artrite induzida por Zy inicia-se na terceira hora e atinge o
pico por volta da sexta hora enquanto a incapacitacdo articular atinge o pico entre a
terceira e quarta hora, anteriormente ao pico da migracdo de neutrofilos. Neste
sentido, foi proposto que a incapacitacdo articular na artrite induzida por Zy
independe da participacdo de neutréfilos polimorfonucleares e se deve a
estimulacdo de nociceptores localizados em estruturas periarticulares (ROCHA et
al., 2003). O segundo ponto a ser destacado € que ndo h& controvérsia em inibir o
influxo celular e ndo inibir a incapacitacéo articular e o edema. Ja foi demonstrado
gue o edema nédo é responsavel pela incapacitacdo, pois a administracdo de uma
substancia edematogénica, como dextran, ndo causou incapacitacido articular
(TONUSSI; FERREIRA, 1992). Castro et al, (2006) sugerem que a infiltracdo celular
nao contribui para dor articular no modelo de OA em ratos. Eles consideram que a
sensibilizacdo de estruturas periarticulares acontece para este mecanismo. A
estimulacdo direta de receptores nao-adrenérgicos/ndo-colinérgicos presentes na
sindvia também podem contribuir para dor articular. Dessa maneira o comprimento
de onda do LED utilizado pode ter sido otimizado pelos cromoforos das células anti-
inflamatérias presentes no tecido sinovial do joelho dos ratos, pois segundo Karu
(2006), a resposta tecidual ao tipo de luz terapéutica (comprimento de onda,
coerente ou ndo coerente) a ser aplicada depende da reacdo dos cromoforos e
centros espalhadores de radiacdo presentes nos tecidos.

A literatura mostra que os efeitos antiinflamatérios da terapia a laser de baixa
poténcia utilizando dois comprimentos de onda (660 nm e 684 nm), poténcia de 30
mW e dose de 7,5J/cm? aplicada 1 hora apds a injecdo de carragenina em pata de
ratos causa uma inibicdo tanto da formacdo do edema de pata quanto da migracao
de células inflamatérias em tecido muscular e tecido conjuntivo adjacente plantar
(ALBERTINI et al., 2007). Interessante notar que esses autores defendem que
apenas uma Uunica dose de laser aplicada na primeira hora ap6s a inducédo da
inflamagé&o é capaz de diminui-la.

Amano et al., (1994) trataram 14 pacientes com OA de joelho utilizando laser
(780 nm; 10 mW de poténcia; 80 s por ponto irradiado em 6 pontos do joelho, uma
vez ao dia, durante 6 dias). Ao analisarem a membrana sinovial histologicamente,

observaram diminuicdo do infiltrado inflamatério. Em outro estudo também



observaram uma reduc¢do do influxo leucocitario na fase inicial de pleurisia induzida
por carragenina em ratos apos trés aplicacbes do LBP-660 nm, com dose de
2,1J/cm? mais eficaz que as doses 0,9 e 4,2J/cm? (BOSCH et al., 2008). Ainda, foi
demonstrado leve edema intersticial, aumento de mitocondrias, aumento de
fibroblastos e ativagdo do sistema imunoldgico cutdneo apds irradiacdo da pele da
face lateral da perna sa humana com LED 630+-3 nm, irradiancia 105 mW/cmz2, com
8 sessbes de 15 min cada semana, fluxo: 94 J/cmz?, area 22-18cm? (TAKEZAKI et al.,
em 2006).

N&o existem relatos na literatura quanto ao uso da terapia a laser e LED na
OA. NO6s encontramos que nao existiam padrdes nos programas de terapia com
relacdo a dose e duracdo da aplicacdo do laser, e as publicacbes atuais sao
discrepantes. Consequentemente, neste estudo, nos aplicamos trés diferentes
terapias (laser visivel, infravermelho e LED) quanto ao comprimento de onda com a
mesma dose e duragdo e comparamos os resultados destas terapias.

Considerando o0s resultados obtidos atravées deste estudo, novas
investigacdes podem ser realizadas, visando, estudo do LED 639 nm com doses de
irradiagéo maiores que o laser, diferentes comprimentos de onda e outras formas de
tratamento para que seja possivel o emprego desse tipo de terapia em aplicacdes

clinicas.
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6 CONCLUSAO

A radiacéo LBP 685 nm e 830 nm, operando com 2,5 J/cm? administrados na
primeira, segunda e terceira hora apos a inducéo da inflamacao por Zy em joelho de
ratos, € efetiva na reversao da hiperalgesia e capaz de inibir a evolu¢do do edema,
da P.V. e influxo de leucdcitos na OA de joelho induzida por Zy.

O efeito anti-inflamatério do LED 639 nm na mesma dosagem do laser pode
ser observado na diminuicédo do influxo leucocitario para o foco inflamatorio.

Os resultados deste estudo indicam que a TLBP, aplicada em dois diferentes
comprimentos de onda 685 nm e 830 nm, desempenha um papel significativo na
reducdo da inflamacao e dor na OA.

Portanto, os fisioterapeutas passam a ter um parametro dos laseres 685 nm e
830 nm na dosagem de 2,5 J/cm2 para aplicacdo em pacientes com artrite de joelho
na fase aguda, pois confirmamos a eficacia analgésica e anti-inflamatéria desses

laseres.
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Certificamos que o Protocolo n° A027/2006/CEP, intitulado
«Lstudo do efeito do laser de baixa poténcia (HeNe) na aririte induzida por
zymosan”, sob a responsabilidade da Profa. Dra. Stella Regina Zamuner, esta de
acordo com a Lei 11977/2005 (SP), os Principios Eticos na Experimentacdo
Animal (COBEA/1991), e as Normas Para a Prética Didatico-Cientifica da
Vivissecgdo de Animais (Lei 6638/1979) sendo, portanto, aprovado por esta

Comissio de Etica em Pesquisa.
Informamos que o pesquisador responsavel por este Protocolo de

Pesquisa devera apresentar a este Comité de Etica um relatério das atividades

desenvolvidas no perfodo de 12 meses a contar da data de sua aprovagao.
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