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Resumo:

A osteoartrite (OA) é uma doenca cronico-degenerativa, caracterizada por dano ao tecido cartilaginoso
hialino, inflamago local, ateragbes Osseas e fraqueza da musculatura periarticular. Os locais de
principal acometimento sdo quadril, joelho e méos. Dentre as terapéuticas para o tratamento, a terapia
por diodo de LASER é amplamente utilizada e possui resultados eficazes na prética clinica. Porém,
poucos estudos realizaram a comparacéo da aplicacdo do LASER em diferentes dosagens, a fim de
verificar seus efeitos na analgesia e modulacéo oxidativa em pacientes com OA. Portanto, objetivamos
investigar o efeito analgésico e antioxidativo do LASER de baixa potencia em um modelo animal de OA
induzida por monoiodoacetato (MIA) no joelho. Os experimentos foram aprovados em Comité de Etica
institucional e realizados em 40 ratos Wistar, divididos em 5 grupos, conforme os tratamentos: Grupo |
(solucéo salina estéril); Grupo 1l (solucdo salina e LASER 9 Joules/ponto); Grupo Il (MIA, sem
tratamento); Grupo IV eV (MIA e LASER 3J e 9J, respectivamente). O tratamento dos grupos I, IV e
V, iniciou depois de 24 horas da injecéo de salina ou MIA, sendo realizado por 3 vezes, durante 3
semanas. Os animais tiveram 0 membro inferior posicionado em flexdo de 45 graus, o laser foi aplicado
em dois pontos. Os testes comportamentais de sensibilidade mecanica e térmica, hocicepgdo espontanea
e edema foram avaliados até uma hora apos o tratamento com Laser. O limiar nociceptivo mecanico foi
avaliado através dos filamentos de von Frey, a atividade da enzima superdxido dismutase, foi medida por
espectrofotometria a 480nm e a peroxidacéo lipidica (TBARS) foi readlizada com o sobrenadante das
estruturas do joelho com tampéo de &cido e absorbancia mensurada a 545nm. A analise estatistica entre
os grupos foi realizada por meio da andlise de varidncia (ANOVA de uma via) seguida pelo teste de
Newman-Keuls, ou andlise de variancia de duas vias (ANOVA de duas vias), seguida de teste post hoc
de BonFerroni, quando necessario. Os dados estdo expressos como média + erro padréo da média e o
valor dep
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LASER DE BAIXA POTENCIA REDUZ NOCICEPCAO E ESTRESSE OXIDATIVO
NO JOELHO DE RATOS COM OSTEOARTROSE

1. INTRODUCAO

A osteoartrite (OA) é uma doenga cronico-degenerativa, caracterizada por
gerar dano ao tecido cartilaginoso hialino, inflamacao local, alteracdes ésseas e
fraqueza da musculatura periarticular. As articulacdes afetadas por essa doencga sao
sinoviais, sendo as mais comuns quadril, joelho e maos. Os principais sintomas da
OA sao dor, rigidez articular e limitacdo do movimento. Segundo dados da
Organizacao Mundial de Saude, a OA esta presente em 9,6% dos homens e 18%
das mulheres acima de 60 anos. O Ministério da Saude estima que 12 milhbes de
brasileiros possuem doengas reumatoides, sendo esta a segunda causa de
beneficios de auxilio-saude na Previdéncia Social (WHO, 2017; Brasil, 2011; Pereira
etal, 2011).

Dentre as terapéuticas disponiveis para o tratamento de doencas reuméticas,
a terapia por diodo de LASER (Light Amplification by Stimulated Emission of
Radiation) & amplamente utilizada na prética clinica, com resultados que
demonstram a sua eficacia na OA. O LASER de baixa poténcia apresenta efeitos
fisiolégicos diretamente relacionados a biomodulagcdo devido a irradiacdo que
estimula a proliferagcado celular, atuando sobre o sistema imune e estimulando a
sintese de colageno (Enwemeka, 2005; Lan et al., 2006; Rosa et al., 2005).

Apesar dos efeitos benéficos da fototerapia, poucos estudos realizaram a
comparagéo da aplicagédo do LASER em diferentes dosagens, a fim de verificar seus
efeitos na analgesia e modulagcao oxidativa em pacientes com OA. Este trabalho
objetiva investigar o efeito analgésico e antioxidativo do LASER de baixa potencia,
em um modelo animal de OA induzida por monoiodoacetato (MIA) no joelho.

2. METODOLOGIA )

Os experimentos iniciaram apds aprovacao do Comité de Etica da Unipampa
(CEUA) (protocolo numero 001/2016), sendo utilizados 40 ratos Wistar machos
(aproximadamente 3 meses de idade e 250 gramas). Para inducao da OA os
animais receberam uma injegéo intra-articular no joelho direto de monoiodoacetato
(MIA - 1,5mg/50ul). Os ratos foram divididos em 5 grupos: Grupo I: foi injetado
solucdo salina estéril; Grupo Il: recebeu injecdo de salina e foi tratado com LASER
904nm dose 9 Joules/ponto (J) no joelho direito; Grupo lll: submetido a injecéo de
MIA intra-articular no joelho direito, sem tratamento; Grupo IV e V: receberam
injecdo de MIA intra-articular no joelho direito e foram tratados com LASER 904nm
em doses de 3J e 9J, respectivamente.

O tratamento dos grupos Il, IV e V, iniciou depois de 24 horas da injecao de
salina ou MIA, sendo realizado 3 vezes, durante 3 semanas (9 aplicagdes). Os
animais tiveram o membro inferior posicionado em flexao de 45 graus, o laser foi
aplicado em dois pontos, na linha articular medial (1 ponto) e lateral (1 ponto) do
joelho direito. Os testes comportamentais de sensibilidade mecéanica foram avaliados
até uma hora apoés o tratamento com Laser.

O limiar nociceptivo mecanico foi avaliado através dos filamentos de von Frey
(Chaplan et al., 1994). O estimulo mecanico foi direcionado perpendicularmente a
superficie plantar dos ratos. Foram analisadas as respostas (retirada ou ndo da



pata) em relacdo a tensdo aplicada através dos filamentos calibrados para produzir
forcas (0,02; 0,04; 0,07; 0,16; 0,4; 1,0; 2,0 gramas). As avaliacdes iniciaram com a
aplicacao do filamento de 0,4 g, no caso de resposta afirmativa com retirada da pata
foi utilizado um filamento com menor valor em gramas. Em caso de estimulo inécuo,
ou seja, quando o animal ndo retirava a pata, foi testado o filamento com maior valor
subsequente em gramas. Foram realizadas no maximo seis aplicagbes em cada
animal, apds a primeira resposta de retirada positiva (Dixon, 1980).

A atividade da enzima superoxido dismutase (SOD), responsavel por retardar
a geracao de anion superéxido, foi medida por espectrofotometria em 480 nm. Os
valores foram expressos em mmolMDA/mg, ou seja, em termos de atividade da
enzima, onde uma unidade de SOD é definida como a quantidade de enzima
necessaria para diminuir a metade a velocidade espontanea de formacgdo do
cromoforo.

A peroxidacao lipidica (TBARS) foi realizada com o sobrenadante das
estruturas do joelho que, apdés homogeneizado e centrifugado, foi incubado a 100°C
por 1h, com tampao de acido acético e acido 2-tiobarbitirico, em seguida foi
adicionado duodecil sulfato de sédio a 8,1%, e entdo a absorbancia foi mensurada a
545nm (Ohkawa et al., 1979).

A andlise estatistica entre os grupos foi realizada por meio da analise de
variancia (ANOVA de uma via) seguida pelo teste de Newman-Keuls, ou analise de
variancia de duas vias (ANOVA de duas vias), seguida de teste post hoc de
BonFerroni, quando necessario. Os dados estdo expressos como meédia * erro
padrdo da média e o valor de p<0,05 foi considerado como indicativo de
significancia. Para a realizagdo das analises foi utilizado o software GraphPad Prism
versao 5.0 (San Diego, CA: 2008).

3. RESULTADOS e DISCUSSAO

De acordo com a Figura 1.A, mostramos que os animais dos grupos lll, IV e V
apresentaram aumento do limiar de retirada da pata aos filamentos de von Frey, 24
horas apo6s a injecdo de MIA intra-articular, isso significa que o MIA produziu
nocicepgao nos ratos. Além disso, o tratamento com laser ndo foi capaz de reduzir a
sensibilidade mecéanica dos animais no primeiro dia de tratamento (Figura 1A) nem
ao longo da primeira semana de tratamento (Figura 1B). Contudo, o grupo tratado
com laser de 9J apresentou efeito significativo na reducdo da sensibilidade
mecanica da pata a partir do quinto tratamento (Figura 1B), que perdurou até o
décimo sexto dia de avaliacdo. Ou seja, o laser de 9J reduziu a nocicepg¢ao dos
animais com OA induzida por MIA no quinto, sexto, sétimo, oitavo e nono
tratamentos. Ainda pode-se observar que o laser 9J nao modificou a resposta dos
animais com salina intra-articular (Grupo ll).
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Figura 1. Limiar nociceptivo mecénico da pata. A) Avaliacdo basal (B), 24h apds injecao de MIA ou
salina i.a. (A) e ao longo de 24 horas ap6s o tratamento com laser de 3J ou 9J. B) Avaliacdo basal
(B), 24h apds injegao de MIA ou salina i.a. (A) e ao longo de 16 dias de tratamento com laser de 3J
ou 9J. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001 comparacdo do grupo MIA com grupo laser 9J, ###p<0,001
comparacao do grupo salina i.a. e do grupo MIA 1,5 mg.

Também mostramos que o MIA aumenta a concentracdo de malonaldeido
(MDA) no joelho (Figura 2A) e que néo foi capaz de modificar significativamente a
concentragao de SOD no joelho dos animais (Figura 2B). Isso deve-se ao fato que, a
injecdo de MIA causa a doenca articular através do estimulo de condrocitos inativos,
juntamente com as células sinoviais que, respondem ao excesso de carga mecéanica
através de sinais intracelulares induzidos também pelo estresse, que por sua vez é
um mediador da producao de celulas pré-inflamatérias como citocinas e proteinases
presentes na cartilagem e a SOD é uma enzima antioxidante que atua na protecéao
contra a degeneracao da membrana celular. No entanto, o tratamento com laser de
3 ou 9J foi capaz de modificar a resposta de TBARS no joelho dos animais com
salina i.a. ou com MIA i.a. (Figura 2A e B).
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Figura 2. A) Niveis de TBARS no joelho de animais que receberam salina e MIA i.a. B) Valores de
SOD no joelho de animais que receberam salina e MIA i.a.. Sendo #p<0,05, comparag¢ao do grupo
salinai.a. e do grupo MIA 1,5 mg.

4. CONSIDERACOES FINAIS

Como demonstrado o efeito antinociceptivo da terapia com laser de 9J foi
comprovado pela reducao da sensibilidade mecéanica da pata. A partir disso, nossas
perspectivas sd0 a combinagdo dessa terapia com uma terapia farmacolégica
convencionalmente utilizada para tratamento de osteoartrite e comparagao de seus
resultados.
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